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1 Einleitung und Grundlagen

1.1 e-Caprolacton als industrieller Rohstoff

g-Caprolacton (ECL) ist eine chemische Verbindung, die als siebengliedriger, cyclischer Ester zur
Stoffgruppe der Lactone gehdort. Industriell wird ECL vorwiegend als Monomer fiir die Polymeri-
sation zu Poly-g-Caprolacton (PCL) oder fiir die Copolymerisation zur Bildung verschiedener
funktionalisierter Ester eingesetzt (Abb. 1-1). Der dadurch gewonnene Kunststoff ist ein Polyester
und damit biologisch abbaubar (Miilhaupt 2013; Reddy ef al. 2013). Aufgrund der Biokompatibi-
litdt und der physikalischen Eigenschaften eignet sich PCL fiir medizinische Anwendungen im
Bereich der Implantat- und Gewebskonstruktion (tissue engineering) mittels 3D-Druck (Zopf et
al. 2013). Des Weiteren ist PCL mit anderen Kunststoffen und Materialien mischbar (Labet und
Thielemans 2009), so dass es fiir verschiedene Anwendungen als Additiv oder als Verpackungs-
material fiir Lebensmittel eingesetzt werden kann. Als Verbundwerkstoff mit RuBpartikeln (car-
bon black) lassen sich bspw. elektrische Leiter fertigen, die in Sensoren eingesetzt werden kdnnen
(Leigh et al. 2012).

ECL kann durch die Reaktion mit Wasser in die offenkettige Form zu 6-Hydroxyhexansiure
(6-HHA) tiberfiihrt werden. Hierdurch entstehen zwei endstdndige funktionelle Gruppen. An ei-
nem Ende befindet sich ein Alkohol und am anderen Ende eine Carbonsdure. Dies ermoglicht
wiederum die Polymerisation gleicher Molekiile zu Poly-6-Hydroxyhexansédure, welches mit der
Struktur von PCL identisch ist. Weiterhin fiihrt die Modifikation funktioneller Gruppen zur Bil-
dung verschiedener Derivate, wie z. B. die Substitution der Alkoholfunktion zu einer Aminofunk-
tion, wodurch 6-Aminohexansdure (6-AHA) als Ausgangsstoff fiir die Herstellung eines Poly-
amids (PA) bereitgestellt wird. Solche Polyamide sind u. a. unter den Handelsnamen Nylon oder
Perlon bekannt (Sattler et al. 2014) (Abb. 1-1).

Polymerisation
ECL——— PCL

Hydrolyse

Transaminierung Polymerisation
6-HHA —— > 6-AHA —— > PA

Abb. 1-1 Schematische Ubersicht fiir weiterfiihrende Reaktionen ausgehend von ECL.

Die industrielle Herstellung von ECL ist erddlbasiert (Reddy et al. 2013), dennoch gibt es Ansétze,
die Ausgangsverbindungen fiir die Synthese von ECL aus nachwachsenden Rohstoffen zu gewin-
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nen (Bu et al. 2011; Elder und Soltes 2007; Wedde et al. 2017). Die vielfdltigen Einsatzmoglich-
keiten sowie das Bestreben biologisch abbaubare Kunststoffe aus erneuerbaren Ressourcen zu er-
halten und die wissenschaftlichen Fortschritte im Bereich der biotechnologischen Synthese von
ECL und PCL haben dazu gefiihrt, dass die Anzahl wissenschaftlicher Publikationen pro Jahr in
den letzten 10 Jahren stetig gestiegen ist (Abb. 1-2). Dies verdeutlicht das Anwendungspotential
von ECL und das Interesse seitens der Forschung und der Industrie.
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Anzahl Verdffentlichungen

700 Abb. 1-2 Ubersicht zu der Anzahl von Veroffentli-

chungen pro Jahr mit dem Wortinhalt ,,caprolactone®
im Zeitraum von 2007 bis 2016 (Quelle: Literaturda-
tenbank Web of Science, Stand: 01/2017).

1.2 Industrielle Biotechnologie

Die Biotechnologie ist eine Schnittstelle interdisziplindrer Verfahren aus den Bereichen der Natur-
und Ingenieurwissenschaften. Durch die Anwendung verschiedener Methoden werden sich le-
bende Organismen (z. B. Bakterien, Pilze) oder daraus gewonnene Bestandteile (z. B. Enzyme,
Metaboliten) zunutze gemacht, um neue wissenschaftliche Erkenntnisse zu erzielen sowie
industrielle Produkte zu entwickeln und Dienstleistungen bereitzustellen. Die industrielle Biotech-
nologie umfasst dabei u. a. die Herstellung von Biokatalysatoren und Verbindungen oder Wirk-
stoffen fiir die chemische Industrie und fiir pharmazeutische Anwendungen.

Im vergangenen Jahrzehnt hat sich die Biokatalyse als umweltbewusste und attraktive Alternative
zu klassischen chemischen Verfahren etabliert (Bornscheuer et al. 2012; Drauz et al. 2012). Dies
ist vor allem fiir die pharmazeutische Industrie und bei der Herstellung von Feinchemikalien von
grofler Bedeutung, da durch die Vorteile der Enzymkatalyse bestimmte Herstellungsprozesse ein-
zelner Verbindungen optimiert und 6konomischer gestaltet werden konnen. Als grundlegende
Vorteile von enzymatisch katalysierten Reaktionen gegeniiber der chemischen Katalyse sind an
dieser Stelle insbesondere die Regio- und Stereoselektivitdt sowie milde Reaktionsbedingungen
zu nennen. Mittlerweile steht der organischen Synthese eine enorme Auswahl an Enzymen zur
Verfiigung, welche nach einer entsprechenden Nomenklatur in sechs Klassen und einer bestimm-
ten EC-Nummer (engl.: enzyme commission number) unterteilt werden (Webb 1992) (Tab. 1-1).
Die EC-Nummer besteht aus insgesamt vier durch einen Punkt getrennte Nummern, die eine indi-
viduelle Zuordnung der Enzyme zuldsst. Durch die modernen Methoden der Gentechnik ist es
moglich, die Enzyme gezielt zu verdndern, um prozesstechnischen Anforderungen zu entsprechen.
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Des Weiteren ist die Entdeckung neuer Enzyme und Mikroorganismen ein fortschreitender Pro-
zess, so dass folglich auch die Vielfalt verfiigbarer Biokatalysatoren immer groBer wird. In der
Bioverfahrenstechnik werden diese schlieBlich fiir den Aufbau industrieller Prozesse eingesetzt.

Tab. 1-1 Klassifizierung von Enzymen entsprechend der Reaktion, die sie katalysieren (Drauz ef al. 2012).

EC-Nr. Bezeichnung Reaktionen

1 Oxidoreduktasen Reduktion von C=0 und C=C; Reduktive Aminierung von C=0;
Oxidation von C-H, C=C, C-N und C-O; Reduktion und
Oxidation von Cofaktoren

2 Transferasen Ubertragung funktioneller Gruppen wie Amino-, Acyl-,
Phosphoryl-, Methyl-, Glykosyl-, Nitro- und schwefelenthaltende
Gruppen

3 Hydrolasen Hydrolyse von Estern, Amiden, Lactonen, Lactamen, Epoxiden,
Nitrilen usw. sowie deren Bildung als Riickreaktion

4 Lyasen Addition von kleinen Molekiilen an Doppelbindungen wie C=C,
C=Nund C=0

5 Isomerasen Isomerisierungen wie Racemesierung, Epimerisierung und
Umlagerungen

6 Ligasen Verkniipfung komplexer Verbindungen in Kombination mit der

Umsetzung energiereicher Cofaktoren wie z. B. ATP

1.3 Enzymkinetik

1.3.1 Michaelis-Menten-Kinetik

Die Kinetik beschreibt wie und mit welcher Geschwindigkeit eine Reaktion ablduft. In diesem
Abschnitt soll eine Einfiihrung in die Enzymkinetik erfolgen. Wird ein Substrat S durch ein Enzym
E in ein Produkt P umgesetzt, erfolgt dies in mehreren Schritten. Das Substrat muss dafiir zunachst
in das freie Enzym diffundieren, um einen Enzym-Substrat-Komplex ES zu bilden (Gleichung
(1-1)). Dieser erste Schritt ist reversibel. Im zweiten Schritt wird das Produkt irreversibel gebildet
und das Enzym steht fiir eine neue Reaktion zur Verfiigung. Die Reaktionsgeschwindigkeit bzw.
die Enzymaktivitét enzymatisch katalysierter Reaktionen ist dabei abhéngig von der Konzentra-
tion einzelner Stoffe bzw. der Substrate. Diese Annahme ist bekannt als Michaelis-Menten-Kine-
tik, welche auf den grundlegenden Untersuchungen fritherer Arbeiten basiert (Cornish-Bowden
2015; Michaelis und Menten 1913).

k, k,
E+S ——— ES —» E+P (1-1)
k1

Die zeitliche Anderung aller Komponenten sowie des Enzym-Substrat-Komplexes wihrend einer
Enzymreaktion aus Gleichung (1-1) ist in Abb. 1-3 dargestellt. Nach einer kurzen Anlaufphase
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besteht ein FlieBgleichgewicht (steady-state), bei dem die Anderung des Enzym-Substrat-Kom-
plexes kaum noch stattfindet und dessen Konzentration daher als konstant angenommen wird
(Briggs und Haldane 1925). Anhand dieser Vereinfachung kann durch die Umformung kinetischer
Ausdriicke die Anfangsgeschwindigkeit vo einer Reaktion in Form der bekannten Michaelis-Men-
ten-Gleichung beschrieben werden (Gleichung (1-2)). Eine ausfiihrliche Herleitung dieser Glei-
chung und Mechanismen zur Enzymreaktion mit mehreren Substraten sind der entsprechenden
Fachliteratur zu entnehmen (Bisswanger 2000; Chmiel 2011).

Vmax * 1S
v = I(,WT[[S]] (1-2)
In Abb. 1-4 ist die Abhingigkeit der enzymatischen Reaktionsgeschwindigkeit von der Substrat-
konzentration gezeigt. Dabei ist zu erkennen, dass die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit mit zu-
nehmender Substratkonzentration ansteigt und sich asymptotisch einer maximalen Reaktionsge-
schwindigkeit viqx anndhert. Ky, wird als Michaelis-Menten-Konstante bezeichnet und entspricht
der Substratkonzentration, bei der die Hélfte der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit erreicht
ist. Der Ky-Wert ist eine zusammengefasste Grofe, die als Mal} fiir die Ausbildung des Enzym-
Substrat-Komplexes dient und damit Riickschliisse auf die Affinitit eines Enzyms zu einem Sub-
strat zulédsst. Je niedriger der Ky-Wert ist, desto groBer ist die Bindungsaffinitdt und umgekehrt.

[S] [P]

Konzentration
v,
L]

ES
[E]

Zeit [S]

Abb. 1-3 Konzentrationsverldufe einer enzymatisch Abb. 1-4 Auftragung der Anfangsreaktionsgeschwin-

katalysierten Reaktion. Der graue Bereich kennzeichnet  digkeit vy als Funktion der Substratkonzentration [S] zur

in etwa die steady-state-Phase. grafischen Darstellung der Michaelis-Menten-Glei-
chung und den Parametern vy und Kj.

1.3.2 Enzyminhibierung

Eine Enzyminhibierung bzw. Enzymhemmung tritt auf, wenn ein Inhibitor Wechselwirkungen mit
dem Enzym eingeht oder direkt im aktiven Zentrum des Enzyms bindet und dadurch die Enzym-
aktivitdt verringert. Konkurriert ein Inhibitor I mit dem Substrat um dieselbe Bindestelle im akti-
ven Zentrum, handelt es sich um eine kompetitive Inhibierung. Bindet ein Inhibitor an einer ande-
ren Stelle des Enzyms und beeintrachtigt damit die Produktbildung, wihrenddessen ein Enzym-
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Substrat-Komplex gebildet werden kann, wird von einer unkompetitiven Inhibierung gesprochen.
Beide Modelle sind schematisch durch Gleichung (1-3) dargestellt. Auf weitere Inhibierungstypen
soll an dieser Stelle nicht weiter eingegangen werden. Es wird dazu auf die o. g. Fachliteratur
verwiesen. Analog zum Kj~-Wert fiir ein Substrat existiert fiir einen Inhibitor eine entsprechende
Inhibitorkonstante K;. Je nach Inhibierungstyp vergroBert sich durch die Einwirkung eines Inhi-
bitors scheinbar der Ky-Wert bei der kompetitiven Inhibierung (Gleichung (1-4)) oder die Sub-
stratkonzentration im Nenner der Michaelis-Menten-Gleichung bei der unkompetitiven Inhibie-
rung (Gleichung (1-5)), was durch einen entsprechenden Faktor ausgedriickt wird.

Ky k,
E+S —— ES —» E+P
+ K, +

| |
k” N & “ ‘ (1-3)
El ESI

kompetitive unkompetitive
Inhibierung Inhibierung

- Umax * [S]
Ky - (1 +%> +[S] (1-4)

Umax * [S]

UOZKM+[5]-(1+%)

(1-5)

1.4 Alkohol-Dehydrogenasen

1.4.1 Eigenschaften und Funktion

ADHs gehoren der Enzymklasse der Oxidoreduktasen (EC 1.1.1.x) an und katalysieren die Oxi-
dation eines Alkohols zum Keton bzw. Aldehyd mit dem stochiometrischen Umsatz von NAD(P)"
zu NAD(P)H (Abb. 1-5). Dabei handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion, so dass ebenso
die Riickreaktion katalysiert wird. Diese Enzyme werden in diesem Zusammenhang auch als Ke-

toreduktasen bezeichnet.

OH
+ NAD(P)*
R1J\R2

Abb. 1-5 Katalysierte Reaktion einer ADH.

0
+ NAD(P)H + H*
R1H\R2



1 Einleitung und Grundlagen

ADHs représentieren eine grofle Vielfalt verschiedener Enzyme mit individuellen strukturellen
und funktionalen Eigenschaften. Je nach Selektivitdt steht damit eine umfangreiche Auswahl ge-
eigneter ADHs zur Verfiigung. Obwohl sie nahezu iiberall vorzufinden sind, stammen die meisten
kommerziell erhéltlichen ADHs aus einer iiberschaubaren Auswahl verschiedener Organismen.
Die bedeutendsten Vertreter der ADHs stammen damit aus Pferdeleber und verschiedenen Mikro-
organismen wie Thermoanaerobacter sp., Lactobacillus sp., Rhodococcus sp., der Béackerhefe
(Saccharomyces cerevisiae) u. v. a. Fiir eine Ubersicht weiterer ADHs wird auf die entsprechende
Fachliteratur verwiesen (Drauz ef al. 2012; Hollmann et al. 2011).

Die meisten ADHs sind NAD-abhéngig und nur wenige NADP-abhéngig. Diese Priferenz ist sehr
spezifisch und ldsst auf die natiirliche Funktion in anabolischen oder katabolischen Stoffwechsel-
wegen schlieBen. Fiir diese Arbeit wurde eine NADP-abhingige ADH aus Lactobacillus kefiri
eingesetzt. Sie gehdrt zur Familie der kurzkettigen Dehydrogenasen und ist der ADH aus L. brevis
sehr dhnlich (Hummel 1990; Niefind et al. 2000; Niefind et al. 2003). Im Jahr 2006 wurde sie
erfolgreich in E. coli kloniert und biochemisch charakterisiert (Weckbecker und Hummel 2006).
Eine Kristallstruktur dieser ADH ist in Abb. 1-6 dargestellt. Darin ist zu erkennen, dass das Enzym
aus einem Homotetramer mit jeweils einer Bindestelle fiir den Nikotinamid-Cofaktor besteht. Die
einzelnen Untereinheiten sind zusétzlich mit Magnesiumionen assoziiert, welche zwar nicht direkt
am katalytischen Mechanismus beteiligt sind, jedoch vermutlich eine strukturelle Bedeutung fiir
die Konformation des aktiven Enzyms haben.

Abb. 1-6 Kristallstruktur der ADH aus Lactobacillus kefiri
als Homotetramer (26,8 kDa pro Monomer) in Cartoon-Dar-
stellung (PDB Code: 4RF2) (Noey et al. 2015). Zur Unter-
scheidung einzelner Proteinketten sind zwei Untereinheiten
in Regenbogenfarben von blau (C-Terminus) nach rot (N-
Terminus), NADP" in orange und Mg?" in magenta hervor-
gehoben.

1.4.2 Reaktionsmechanismus

Der angenommene Reaktionsmechanismus fiir die Reduktion einer Carbonylfunktion ist in Abb.
1-7 dargestellt. Dabei ist das Zusammenspiel der sog. katalytischen Triade von Bedeutung, welche
die Aminosduren Serin, Tyrosin und Lysin beinhaltet (Ser143—Tyr156—Lys160). Des Weiteren
werden Teile des Proteinriickgrats und Wasser in den Reaktionsmechanismus miteinbezogen.
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Ser143 und Tyr156 dienen zunéchst der Stabilisierung des Alkoholats, welches aus dem Keton
durch den Ubergang eines Hydrids von NADPH gebildet wurde. Durch die Ubertragung eines
Protons auf das Alkoholat werden der Alkohol und der Cofaktor NADP" schlieBlich freigesetzt.

Rs
R Serqy;
H E > b
H\
0
H,
~ Tyrise
H-r!u-l@
H—O/ Abb. 1-7 Schematisch dargestellte Reduktion (a) und Protonierung des
o'/ M Alkoxids (b) in Ketoreduktasen. NADPH ist in rosa, das Substrat in violett
8 )I\ LyS160 und die katalytisch wirksamen Aminosaurereste (katalytische Triade) sind
\H X in petrol dargestellt (Noey et al. 2015).

1.5 Baeyer-Villiger-Monooxygenasen

1.5.1 Eigenschaften und Funktion

Baeyer-Villiger-Monooxygenasen (BVMOs) gehoren wie ADHs ebenfalls zur Enzymklasse der
Oxidoreduktasen (EC 1.14.13.x) und katalysieren die Baeyer-Villiger-Oxidation (BVO), die nach
deren Entdeckern Adolf Baeyer und Victor Villiger benannt wurde (Baeyer und Villiger 1899).
Da BVMOs Flavine enthalten, werden sie ebenfalls zur Gruppe der Flavoproteine gezéhlt. In der
BVO wird ein Keton durch die Reaktion mit einer Peroxysdure als Oxidationsmittel zu einem Ester
und einer zur Peroxysédure korrespondierenden Carbonsdure umgesetzt (Abb. 1-8). Bei der en-
zymatischen BVO wird statt einer Peroxysdure molekularer Sauerstoff verbraucht, von dem das
eine Sauerstoffatom in das Substrat eingebracht und das andere zu Wasser umgesetzt wird. Dafiir
bendtigen BVMOs zusitzlich einen Nikotinamid-Cofaktor wie NADH oder NADPH (Abb. 1-8).

O O

O O
chemische BVO: + . 2 4
R1”\R2 R)J\O’OH R1U\O’R RJ\OH

2
enzymatische BVO: R1H\R2 ; ; R1lJ\O’R

NAD(P)H +H" NADP*
0, H,O

Abb. 1-8 Reaktionsgleichungen der chemisch und enzymatisch katalysierten Baeyer-Villiger-Oxidation.
Im Jahr 1976 wurde erstmals eine BVMO aus einem Bakterium der Gattung Acinetobacter be-

schrieben (Donoghue et al. 1976). Dabei handelte es sich um eine Cyclohexanon-Monooxygenase
(CHMO), welche jedoch erst 1988 erfolgreich kloniert werden konnte (Chen et al. 1988). Die
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Bezeichnung Monooxygenase kommt daher, dass nur ein Sauerstoffatom in die Ausgangsverbin-
dung eingebracht wird. Sowohl bei der chemischen als auch bei der enzymatischen BVO erfolgt
die Migration des Sauerstoffs i. d. R. durch die Umlagerung des nukleophileren bzw. des hoher
substituierten Kohlenstoffs und fiihrt zur Bildung des ,,normalen* Produktes. Dennoch kann die
Migration durch bestimmte Liganden bei der chemischen BVO (Berezina et al. 2007; Romney et
al. 2014; Watanabe et al. 2004) oder durch Substituenten am Substrat sowie durch Modifikationen
im aktiven Zentrum des Enzyms entgegen dieser Priaferenz erfolgen (Cernuchova und Mihovilovic
2007; Mihovilovic und Kapitan 2004). In diesem Fall wird das ,,abnormale* Produkt gebildet.
Viele BVMOs haben eine geringe Stabilitdt und verlieren daher relativ rasch an Aktivitit. Die
Phenylaceton-Monooxygenase (PAMO) aus Thermobifida fusca gilt als der bislang stabilste Ver-
teter der BVMOs und ermoglichte erstmals die Strukturaufkldrung anhand einer Kristallstruktur
(Malito et al. 2004). Kristallstrukturen weiterer BVMOs sind iiberschaubar und folgten erst Jahre
spater (Ferroni et al. 2016; Franceschini et al. 2012; Fiirst et al. 2017; Isupov et al. 2015; Jensen
et al. 2012; Mirza et al. 2009; Yachnin et al. 2012). Um die Stabilitit einzelner BVMOs fiir den
Einsatz in der organischen Synthese zu steigern, wurde eine Reihe von Varianten mittels protein
engineering hervorgebracht (Bocola et al. 2005; Fraaije et al. 2005; Opperman und Reetz 2010;
van Beek ef al. 2012). Durch die stetig anhaltende Entdeckung neuer Enzyme aus den ver-
schiedensten Mikroorganismen besteht aulerdem die Chance, stabilere BVMOs zu erhalten. So
konnte erst kiirzlich eine stabile CHMO aus Thermocrispum municipale DSM 44069 charakteri-
siert und deren Struktur aufgekliart werden (Romero et al. 2016).

BVMOs wurden zunéchst in zwei Typen klassifiziert (Kamerbeek et al. 2003; Leisch et al. 2011;
Willetts 1997). Typ I ist NADPH-abhédngig und enthilt ein nichtkovalent gebundenes Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD) als prothetische Gruppe. Typ Il ist hingegen NADH-abhéngig und ent-
hilt ein Flavin-Mononukleotid (FMN). Spiter wurden weitere Flavin-Monooxygenasen identifi-
ziert, die ebenfalls eine BVO katalysieren, jedoch kaum strukturelle Gemeinsamkeiten mit den
urspriinglichen beiden Typen vorweisen (Beam ef al. 2009). Als Biokatalysatoren fiir die Synthese
medizinischer Wirkstoffe haben BVMOs industrielle Bedeutung bspw. fiir die asymmetrische
Synthese von Esomeprazol (Bong, Clay, Collier, Mijts, Vogel, Zhang, Zhu, Nazor, Smith, Song.
2011; Cotton et al. 2000) oder die Synthese von Modafinil (Razzetti, Fassi, Allegrini, Riva. 2007)
erlangt.

In dieser Arbeit wurde eine Mutante der CHMO aus Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 9871
fiir den Umsatz von Cyclohexanon (CHN) zu ECL verwendet (Donoghue ef al. 1976; Schmidt et
al. 2015b). In Abb. 1-9 ist die Raumstruktur einer CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 dargestellt,
die eine Sequenzhomologie von 58 % (BLAST") bei einer dhnlichen Anzahl von Aminoséureres-
ten mit der eingesetzten CHMO hat. Die roten Strukturbereiche kennzeichnen eine Sequenzhomo-
logie iiber mindestens vier zusammenhidngende Aminosduren und formen das aktive Zentrum des
Enzyms.

" Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al. 1997)
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Abb. 1-9 Kristallstruktur einer CHMO aus Rhodococ-
cus sp. HI-31 in Cartoon-Darstellung (PDB Code:
4RG3) (Yachnin et al. 2014). Rot markierte Bereiche
kennzeichnen eine Sequenzhomologie mit der CHMO
aus Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 9871 (Chen et
al. 1988) iiber mindestens vier zusammenhidngende
Aminosduren, die hauptsidchlich das aktive Zentrum
umgeben. Die Cofaktoren NADP* und FAD sind in
griin und gelb hervorgehoben und gebundenes ECL in
cyan.

1.5.2 Reaktionsmechanismus

Der enzymatische Reaktionsmechanismus der BVO stellt einen relativ komplexen Vorgang dar,
welcher von Yachnin et al. in zehn Schritten postuliert wurde (Abb. 1-10). Die Komplexitét des
Mechanismus zeichnet sich dadurch aus, dass wihrend der Reaktion nicht nur ein Substrat umge-
setzt wird, sondern gleich drei Verbindungen (Substrat, Cofaktor und Sauerstoff) erforderlich sind,
um das Zielprodukt zu erhalten. Des Weiteren wird der Umsatz nur durch die Beteiligung eines
im Enzym lokalisierten FAD ermoglicht. Dieses wird zu Beginn der Reaktion mit NADPH zu
FADH reduziert, wobei das entstandene NADP™ zur Stabilisierung im aktiven Zentrum verbleibt.
Anschliefend reagiert molekularer Sauerstoff mit dem reduzierten Flavin und bildet ein Interme-
diat in Form eines FAD-Peroxid-Anions — das enzymatische Pendant zur organischen Peroxysaure
bei der chemischen BVO. Nachdem das Substrat in die enzymatische Bindungstasche diffundiert
und sich durch Konformationsdnderungen des aktiven Zentrums sowie des Cofaktors in eine ka-
talytisch wirksame Position gelangt ist, erfolgt die Entstehung des Criegee-Intermediats und ei-
gentliche Umlagerung zum Ester bzw. Lacton. Durch eine erneute Konformationsédnderung des
Enzyms wird das Produkt, gefolgt vom oxidierten Cofaktor, zuriick ins Medium abgegeben und
der Ausgangszustand ist wiederhergestellt.
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Abb. 1-10 Angenommener Reaktionsmechanismus der CHMO schematisch dargestellt (Yachnin et al. 2012). Ein-
zelne Reaktionsschritte sind von A bis J gekennzeichnet. Schemata und chemische Strukturen in der Mitte sind in den
gleichen Farben hervorgehoben. FAD ist mit drei verbundenen Sechsecken gekennzeichnet. Das reduzierte NADPH
ist mit dem Adenin als Rechteck und dem Nikotinamid als Sechseck in blau und das oxidierte NADP" ist in rot dar-
gestellt. Das Substrat ist griin, das Lacton orange und das Criegee-Intermediat braun hervorgehoben.

1.6 Lipasen

1.6.1  Eigenschaften und Funktion

Lipasen gehoren zur Enzymklasse der Hydrolasen (EC 3.1.1.x). Sie katalysieren genau wie Ester-
asen die Hydrolyse und die Bildung einer Esterbindung aus einer Carbonsdure und einem Alkohol
(Abb. 1-11). Lipasen setzen bevorzugt Verbindungen um, die nicht in Wasser 16slich sind und
weisen damit verbundene strukturelle Unterschiede auf. Deshalb sind sie von Esterasen zu unter-
scheiden.

Hydrolase

0 0
+ H,O + RZ—OH
R1ﬂ\0R2 ? R1U\OH

Abb. 1-11 Hydrolyse und Bildung eines Esters durch eine Hydrolase.

Die Lipase B aus Candida antarctica (CALB) ist die am besten untersuchte und kommerziell ein-
gesetzte Lipase, wurde 1986 als eine von zwei Lipasen (A und B) aus C. antarctica identifiziert
(Michiyo. 1986) und 1995 charakterisiert (Hoegh ef al. 1995). Erst kiirzlich wurde eine aktuelle
Kristallstruktur von CALB ver6ffentlicht (Strzelczyk et al. 2016), nachdem 1994 die ersten Kris-
tallstrukturen gelost wurden (Uppenberg et al. 1994b; Uppenberg et al. 1994a). Dadurch war es
moglich, ein Strukturmotiv zu identifizieren, das aus acht parallel verlaufenden B-Faltbléttern be-
steht, welche jeweils durch a-Helices getrennt vorliegen. Alle Lipasen und Esterasen weisen solch
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ein Strukturmerkmal auf und werden damit der Familie der o/f-Hydrolasen zugeordnet (Nardini
und Dijkstra 1999; Ollis et al. 1992; Sussman et al. 1991). Des Weiteren besitzt die CALB eine
Glykosylierung (zwei N-Acetylglucosamine an Asp74) am Proteinriickgrat, welche in Abb. 1-12
zu erkennen ist. Im Unterschied zu anderen Lipasen findet keine Aktivierung des Enzyms an der
Ol-Wasser-Grenzfliche statt und die Hydrolyse langkettiger Triglyceride verlduft eher langsam.
Daher wire die CALB eher den Esterasen als den Lipasen zuzuordnen (Martinelle et al. 1995).
Seit der ersten Strukturautkldrung wurde lange angenommen, dass die CALB keine wie fiir Lipa-
sen iibliche Deckelstruktur besitzt, die den Zugang zum aktiven Zentrum reguliert (Uppenberg et
al. 1994a). Erst 2015 konnten zwei a-Helices identifiziert werden, die eindeutig als eine Art De-
ckel fungieren und durch Konformationsédnderung eine offene und eine geschlossene Struktur bil-
den (Stauch et al. 2015).

Aufgrund der Stabilitdt und der Aktivitdt gegeniiber vielen verschiedenen Verbindungen wie Es-
tern, Amiden und Thiolen ist die CALB vielfiltig einsetzbar (Anderson et al. 1998). Neben der
Umsetzung einfacher Ester konnen dariiber hinaus Polymerisationen und Epoxidierungen an un-
gesittigten Carbonsduren durchgefiihrt werden.

Abb. 1-12 Kristallstruktur von CALB in Cartoon-Darstellung (PDB
Code: 4ZV7) (Strzelczyk et al. 2016). Sekundarstrukturelemente wie
a-Helices und -Faltblitter sind blau bzw. rot hervorgehoben. Die
cyan-gefarbten o-Helices bilden eine flexible Region, die durch
Konformationsédnderung den Zugang zum aktiven Zentrum be-
stimmt. Zwei zusammenhingende und am Protein gebundene
(Asn74) N-Acetylglucosamine sind gelb und die an der katalytischen
Triade beteiligten Aminosdurereste (Serl05-Asp187-His224) sind
griin dargestellt.

1.6.2 Reaktionsmechanismus

Der katalytische Reaktionsmechanismus einer Lipase/Esterase wird grundlegend durch eine kata-
lytische Triade, bestehend aus den typischen Aminosiureresten Glutaminséure oder Asparagin-
sdure, Histidin und Serin ermdglicht. Der allgemeine Reaktionsmechanismus zur Hydrolyse und
Bildung eines Esters ist schematisch in Abb. 1-13 gezeigt. Im Folgenden wird die Hydrolyse eines
Esters anhand dieses Schemas im Uhrzeigersinn beschrieben. Die Bildung des Esters ist in umge-
kehrter Weise nachzuvollziehen.

11
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Durch die Delokalisierung der Ladung entlang der katalytischen Triade wird die Deprotonierung
des Serinrestes erreicht. Dies ermoglicht den nukleophilen Angriff auf die Carbonylgruppe des
Esters, so dass sich ein tetraedrischer Ubergangszustand einstellt. Durch das Oxyanion-Loch wird
dieser Ubergangszustand im aktiven Zentrum stabilisiert. Aus dieser Position heraus erfolgt dann
die Eliminierung des Alkohols, wodurch der acylierte Serinrest zundchst im Oxyanion-Loch ver-
bleibt. Durch die Einwirkung von Wasser stellt sich der tetraedrische Zustand erneut ein, wodurch
anschliefend die Carbonsdure gebildet und abgegeben wird. Der urspriingliche Zustand des En-
zyms ist damit wiederhergestellt.

katalytische Triade

HiSY\ >
N---. Oxyanion-Loch
N H
N ?
Ser

©)
X
Glu o
-R'COO! +R'COOR?
+R'COOH -R'COOR
2
His\ﬁ\ }-,{\O R1 ’ His _ R‘\O R1 )
) N NTH }—06 Oxyanion-Loch ) N NTH j_o@
o—H ® o—H 0
Oxyanion-Loch
o Ser =0 Ser yani
Glu Glu
-H,0 +R20H
+H,0 -R?0H
His 1
\|4\ R -
) /N\//N o>=0~>
SQH I Oxyanion-Loch
Ser

Glu o

Abb. 1-13 Reaktionsmechanismus einer Esterase bzw. einer Lipase (Abb. nach (Drauz et al. 2012)).

1.7 Cofaktorrecycling

Cofaktorabhingige Enzymreaktionen erfordern eine Regeneration des verbrauchten Cofaktors
(Cofaktorrecycling), da die stochiometrische Zugabe aufgrund der hohen Kosten der Cofaktoren
fiir einen industriellen Prozess ungeeignet ist (Hummel und Groger 2014; Kara et al. 2014). Fiir
die enzymatische Reaktion von CHN zu ECL wird NADPH zu NADP" umgesetzt, wodurch hier
die Regeneration von NADPH im Vordergrund steht. Die Regeneration kann durch die Kopplung
einer zweiten Enzymreaktion erfolgen, wie es schematisch in unterschiedlicher Art und Weise in
Abb. 1-14 gezeigt ist. Durch das Cofactorrecycling ist daher nur eine geringe Konzentration des
Cofaktors erforderlich.

Oftmals eignet sich dafiir eine zweite parallel verlaufende Reaktion, bei der durch ein weiteres
Enzym ein Cosubstrat zu einem Coprodukt umgesetzt wird. Diese Reaktion kann gegebenenfalls
auch durch ein und dasselbe Enzym erfolgen, was sich bspw. bei Reaktionen mit ADHs anbietet.
Durch entsprechende Dehydrogenasen wird der Umsatz von Ameisensdure bzw. Formiat zu CO»
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(Seelbach et al. 1996), Isopropanol zu Aceton (Hummel 1990), Glukose zu Glukono-1,5-lacton
(Wong et al. 1985), Glukose-6-phosphat zu Glukono-1,5-lacton-6-phosphat (Wong et al. 1981)
oder Phosphat zu Phosphit (Woodyer et al. 2003) katalysiert, wobei NADP* zu NADPH reagiert.
Die Bildung von CO> oder Aceton ist von besonderer Bedeutung, da das gebildete Gas sowie
fliichtige Verbindungen der Reaktion entweichen und dadurch die Produktaufarbeitung erleichtern
konnen. Der Einsatz von Phosphat als Cosubstrat stellt hierbei eine besonders kostengiinstige Al-
ternative dar. Idealerweise konnen gleich zwei industriell interessante Produkte hergestellt wer-
den, sofern eine Kombination der Reaktionen iiber die Cofaktorregeneration moglich ist. Dies
wurde bereits als PIKAT-Methode (engl.: Parallel Interconnected Kinetic Asymmetric Transfor-
mations) vorgestellt (Bisogno et al. 2010).

typisches Cofaktorrecycling / PIKAT: konvergente Reaktionssequenz:
Enzym 1 Enzym 1
Produkt ¢
Cofaktor Cofaktor* Cofaktor Cofaktor* Produkt
Coprodukt T
Enzym 1 Enzym 2
oder
Enzym 2

lineare Reaktionssequenz:

Enzym 1 Enzym 2
Intermediat Produkt

Cofaktor Cofaktor* Cofaktor Cofaktor

Abb. 1-14 Strategien zum Cofaktorrecycling. Cofaktor* entspricht dem entgegengesetzten Zustand des oxidierten
oder reduzierten Cofaktors.

Beim konvergent verlaufenden Cofaktorrecycling werden zwei unterschiedliche Substrate einge-
setzt, die durch zwei entsprechende Enzyme zu zwei Molekiilen desselben Produkts umgesetzt
werden. Dies konnte erfolgreich durch den Einsatz von 1,6-Hexandiol als zweites Substrat mit
einer ADH fiir die Synthese von ECL demonstriert werden (Bornadel et al. 2015a). Aufgrund der
individuellen Kombination der beiden Reaktionen ist diese Methode selten vorzufinden.

Als dritte Moglichkeit soll die linear verlaufende Reaktionssequenz vorgestellt werden, welche in
dieser Arbeit angewendet wurde (Gagnon et al. 1994; Grogan et al. 1992). Dabei handelt es sich
um zwei aufeinander folgende Reaktionsschritte, welche durch zwei Enzyme ermoglicht werden.
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Fiir das in dieser Arbeit behandelte Reaktionssystem wird Cyclohexanol (CHL) als Substrat ein-
gesetzt, welches im ersten Schritt zu CHN, dem Intermediat in der Sequenz, reagiert und anschlie-
end zu ECL umgesetzt wird. Der erste Schritt wird dabei durch eine ADH und der zweite durch
eine BVMO katalysiert (Mallin ef al. 2013; Staudt et al. 2013). Der groB3e Vorteil der konvergenten
und der linearen Reaktionssequenz besteht darin, dass die eingesetzten Substrate ausschlieBlich in
ein einziges Zielprodukt umgewandelt werden und am Ende der Reaktion kein Cosubstrat oder
Coprodukt im Reaktionsgemisch verbleibt. Weiterhin sind chemische, elektrochemische und pho-
tobiokatalytische Methoden zur Regeneration des Cofaktors verfligbar, die an dieser Stelle ledig-
lich erwdhnt werden sollen (Hollmann et al. 2001; Kragl und Aivasidis 2005; Mifsud et al. 2014;
Rauch et al. 2017).

1.8 Reaktoren

In Tab. 1-2 ist eine Auswahl verschiedener Reaktortypen gezeigt, die in dieser Arbeit behandelt
oder diskutiert werden. Anhand der idealen zeit- und ortsabhéngigen Konzentrationsverldufe kon-
nen individuelle Eigenschaften und Betriebsmodi charakterisiert werden (Chmiel 2011; Doran
2013).

Beim Riihrkessel (STR, engl.: stirred tank reactor) handelt es sich stark vereinfacht um einen
Behilter mit einem Riithrwerk fiir die Durchmischung. Im Satzbetrieb (engl.: batch) wird der Re-
aktor mit Substrat befiillt, das im Verlauf der Reaktion komplett zum Produkt umgesetzt wird. Die
Reaktion ist damit abgeschlossen. Aufgrund der vollstdndigen Durchmischung ist die Konzentra-
tion an jedem Ort des Reaktors gleich gro3. Im Zulaufverfahren (engl.: fed batch) wird das Substrat
wiéhrend der Reaktion solange hinzugegeben, bis die gewiinschte Produktkonzentration oder ein
anderer Grenzwert, wie z. B. das max. Reaktorvolumen, erreicht wurde. Die Produktkonzentration
steigt dabei stetig an, wobei die Substratkonzentration niedrig bleibt. Das ist vor allem dann sinn-
voll, wenn das Substrat eine toxische oder inhibierende Wirkung hat.

Das Stromungsrohr (PFR, engl.: plug flow reactor) oder auch der Festbettreaktor stellt einen Re-
aktor dar, bei dem das Substrat in Form eines Pfropfens durch einen rohrférmigen Behilter stromt,
in dessen Innerem die Reaktion stattfindet. Im Festbettreaktor befindet sich die reaktive Zone, weil
dort der Katalysator immobilisiert vorliegt. Der Stoffumsatz findet dabei entlang der FlieBrichtung
statt. Dadurch ist an einem bestimmten Ort zu jedem Zeitpunkt die Konzentration immer gleich.
Dieser Reaktortyp ist u. a. fiir den kontinuierlichen Betrieb vorgesehen und wird teilweise in den
experimentellen Aufbau in dieser Arbeit integriert, jedoch nicht als einzelner Reaktor fiir den kon-
tinuierlichen Betrieb verwendet.

Die Blasensiule soll hier lediglich zum besseren Verstéindnis aufgefiihrt werden, da dieser Reak-
tortyp an einigen Stellen fiir Vergleiche herangezogen wird, allerdings in dieser Arbeit nicht ein-
gesetzt wird. Bei diesem Reaktor befindet sich der Reaktionsansatz in einer vertikal ausgerichteten
Sdule, an der am Sdulenboden ein Gas eingeleitet wird und am Sdulenkopf wieder austritt. Die
aufsteigenden Blasen gewdhrleisten dabei u. a. eine homogene Durchmischung. Die Blasensdule
eignet sich wie der Riihrkessel fiir den Satzbetrieb und fiir das Zulaufverfahren. Beide Reaktoren
konnen aber auch durch einen zusitzlichen Produktablauf und weiteren Modifizierungen zur
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Riickhaltung des Katalysators kontinuierlich betrieben werden. Der kontinuierliche Betrieb ist je-
doch nicht Bestandteil dieser Arbeit und wird daher nicht ndher erléutert.

Tab. 1-2  Schematische Ubersicht idealer Reaktortypen mit den entsprechenden Konzentrationsverldufen fiir Sub-

strat [S] und Produkt [P] als Funktion der Zeit und des Orts.

Rihrkessel im Satzbetrieb:
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1.9 Begasungsstrategien

Fiir den erfolgreichen Verlauf einer sauerstoffabhdngigen Reaktion muss eine entsprechende
Sauerstoftversorgung in Form einer Begasung gewéhrleistet werden. Dafiir steht eine Reihe ver-
fahrenstechnischer Mdglichkeiten zur Verfiigung. In Abb. 1-15 ist eine Ubersicht zu verschiede-
nen Begasungsarten gezeigt, fiir die sich jeweils Vor- und Nachteile ergeben, auf die im folgenden
Abschnitt eingegangen werden soll.

Die Blasenbegasung ist das am einfachsten und giinstigsten umzusetzende Verfahren. Dies erfolgt
durch einfaches Einleiten eines Gases in das Reaktionsmedium und hinreichender Riihrleistung
mittels eines separaten Riihrers oder eines Hohlriihrers. Bei einem Hohlriihrer wird das Rithrwerk
durch das ausstromende Gas angetrieben. Eine Begasung mit gleichzeitiger Durchmischung kann
ebenso durch den Einsatz einer Blasensdule erzielt werden. Dabei wird das Gas mdoglichst fein
verteilt am Boden einer Wasserséule eingebracht, womit eine Durchmischung durch das Aufstei-
gen der Blasen an die Oberfldche erreicht wird. Die Blasenbegasung fiihrt zu einer verstdrkten
Schaumbildung, wodurch auf molekularer Ebene hohe Scherkrifte an der Grenzfliche zwischen
Gas und Fliissigkeit wirken, durch die Proteine denaturiert werden konnen (Caussette ef al. 1998;
Clarkson et al. 1999; Donaldson et al. 1980; Guzman ef al. 1986).

Eine blasenfreie Begasung kann iiber die Oberfliche der Fliissigkeit durch Riihren erzielt werden.
Dies lasst sich jedoch nur geringfiigig skalieren, was auch immer eine Erhdhung der Riihrleistung
erfordert. Dadurch konnen ebenfalls hohe Scherkréfte entstehen.

Eine enzymschonendere Art der Begasung stellt die Membranbegasung dar (Casey ef al. 1999;
Coteé et al. 1989; Gabelman und Hwang 1999; Pankhania ef al. 1994). Hierbei wird die Vergrof3e-
rung der Grenzflache bei dem Einsatz pordser Membranen sowie die Durchléssigkeit von Gasen
bestimmter Materialien bei der Verwendung dichter Membranen ausgenutzt. Porose Membranen
haben gegeniiber dichten Membranen den Vorteil, dass der Gasaustausch direkt iiber die Poren an
der Grenzflache erfolgt und keine zusitzliche Diffusionsbarriere einer Membran tiberwunden wer-
den muss. Allerdings kann Fliissigkeit aus den Poren austreten, wenn der fliissigkeitsseitige Druck
zu hoch ist. Weiterhin ist eine Blockierung der Poren durch Unreinheiten, ausgefallene Proteine
oder mikrobielles Wachstum moglich. In diesem Fall ist ein Austausch der Membran oder eine
aufwendige Reinigung erforderlich. Fiir die Begasung mit einer dichten Membran wird bevorzugt
Silikon als Material eingesetzt (Rissom et al. 1997). Silikon ist relativ bestédndig gegeniiber che-
mischer und mechanischer Beanspruchung und leicht zu reinigen. Das Gas muss allerdings zu-
sdtzlich durch die Membran diffundieren, was einen geringeren Stoffiibergang vom Gas in die
Fliissigkeit bewirkt. Durch den Einsatz einer gro3eren Membranoberflache oder einem hdéheren
gasseitigen Druck kann der verringerte Stofflibergang kompensiert werden.

Alternativ kann bspw. Sauerstoff in situ freigesetzt werden (Schlegel 1977). Mit Hilfe des Enzyms
Katalase wird Wasserstoffperoxid (H20), das der Reaktion dann zugefiihrt werden muss, zu Was-
ser und Sauerstoff enzymatisch umgesetzt. Da H,O» ein starkes Oxidationsmittel ist, sollte eine
ausgewogene Dosierung zur Reaktion erfolgen, um eine Denaturierung der Enzyme zu vermeiden.
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Abb. 1-15 Begasungsarten.






2 Motivation und Zielsetzung

Seit der Entdeckung der BVMOs steht auch die biokatalytische Synthese von ECL im Fokus der
Wissenschaft. Lactone wie ECL sind aufgrund der Ringdffnungspolymerisation fiir die Herstel-
lung von PCL interessant, da im Vergleich zu anderen Veresterungsreaktionen hierbei kein Wasser
als Nebenprodukt entsteht. Die industrielle Herstellung von ECL erfolgt tiber die chemische BVO
ausgehend von CHN. Der Einsatz von konzentrierten Peroxysduren als Oxidationsmittel und an-
deren chemischen Katalysatoren stellen dabei sicherheitsrelevante Faktoren sowie gesundheitliche
Risiken dar. Des Weiteren entstehen in diesem Prozess Nebenprodukte u. a. durch eine verringerte
Selektivitit der Reaktion bzgl. ECL. Gegeniiber der konventionellen, chemischen Synthese soll
im Rahmen dieser Arbeit ein biotechnologischer Ansatz ndher untersucht und dargestellt werden,
der aus den Ergebnissen fritherer Arbeiten hervorgeht (Staudt ef al. 2013). Im Vergleich zur che-
mischen Synthese besteht der Vorteil darin, dass Reaktionen mittels Biokatalyse unter milderen
Reaktionsbedingungen durchgefiihrt werden konnen und aufgrund der Selektivitdten der einge-
setzten Biokatalysatoren keine Neben- oder Folgeprodukte entstehen. Dieser biokatalytische An-
satz ist in Abb. 2-1 gezeigt und stellt die zweistufige Synthese von ECL dar. Dabei ist der zweite
Reaktionsschritt entscheidend, welcher mittels einer BVMO katalysiert wird und in dem CHN
unter dem Verbrauch von molekularem Sauerstoff — als umweltfreundliches Oxidationsmittel — zu
ECL umgesetzt wird. Da das Enzym fiir diese Reaktion den Nikotinamid-Cofaktor NADPH bend-
tigt und verbraucht, ist eine entsprechende Regeneration von NADPH erforderlich, da dieser sehr
teuer ist und der Reaktion daher nicht stochiometrisch zugesetzt werden kann. Fiir die Regenera-
tion dient daher der erste Reaktionsschritt, bei dem CHL mittels einer ADH zu CHN oxidiert und
gleichzeitig der Cofaktor reduziert wird, wodurch dieser nur in der Form fiir den bevorstehenden
zweiten Reaktionsschritt von der BVMO genutzt werden kann. Im Gegensatz zur chemischen Syn-
these entstehen aufgrund der hohen Selektivitdt der Enzyme keine Nebenprodukte. Der Verzicht
von chemischen Oxidationsmitteln und der Einsatz von Wasser als Reaktionsmedium stellt daher
eine biotechnologische Alternative dar.

OH @)
ADH CHMO
O
0,, H* H,0
NADP* NADPH NADP*
Cyclohexanol Cyclohexanon g-Caprolacton
(CHL) (CHN) (ECL)

Abb. 2-1 Biokatalytische Synthese von ECL iiber eine zweistufige Reaktion ausgehend von CHL, das im ersten
Oxidationsschritt mittels einer ADH zu CHN umgesetzt wird. Der zweite Oxidationsschritt wird mittels einer BVMO
katalysiert, wobei molekularer Sauerstoff als umweltfreundliches Oxidationsmittel eingesetzt wird. Innerhalb der Re-
aktionssequenz wird der verbrauchte Nikotinamid-Cofaktor regeneriert.
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2 Motivation und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll eine Prozessentwicklung fiir diesen biotechnologischen Ansatz mit
freien Enzymen durchgefiihrt werden. Hierfiir sollen zunéchst die optimalen Reaktionsbedingun-
gen wie pH und Temperatur unter der Beriicksichtigung von Stabilitit und Aktivitdt von ADH und
CHMO festgelegt werden. AnschlieBend werden die Katalysatoren hinsichtlich deren Kinetik ge-
nauer untersucht, um kinetische Konstanten der Michaelis-Menten-Kinetik zu ermitteln. Diese
sollen dann zur Erstellung eines kinetischen Modells eingesetzt werden, die wiederum die Cha-
rakterisierung und Optimierung des Reaktionssystems in unterschiedlichen Reaktorkonzepten er-
moglichen. Hierfiir sind Reaktionen im Satzbetrieb und im Zulaufverfahren anzuwenden, um be-
reits bekannte Inhibierungen durch CHL und CHN zu {iberwinden und beide Reaktorkonzepte
gegeniiberzustellen. Neben CHL wird molekularer Sauerstoff wihrend der Reaktion umgesetzt.
Hierfiir ist die Entwicklung eines Membranmoduls zur Begasung des Reaktionsmediums sowie
die Quantifizierung des Sauerstoffeintrags erforderlich und in den experimentellen Aufbau zu in-
tegrieren. Des Weiteren sollen Strategien zur Vermeidung einer Produktinhibierung durch ECL
erarbeitet werden. Hierfiir kann das katalytische Potential einer Lipase ausgenutzt werden, die
ECL sowohl zu PCL polymerisieren als auch zur korrespondierenden Hydroxysdure hydrolysieren
kann. AbschlieBend soll die biokatalytische Polymerisation von ECL bzw. 6-HHA durchgefiihrt
werden, um einen Vergleich mit einem chemisch hergestellten Pendant anzustellen.



3 Festlegung der Reaktionsbedingungen

3.1 pH-Wert und Puffer

Die Enzymaktivitdt wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Ein wichtiger Parameter ist der
pH-Wert. Uber den pH-Wert wird die Protonierung einiger Aminosiurereste eines Proteins sowie
von chemischen Verbindungen mit entsprechenden funktionellen Gruppen bestimmt. Dadurch dn-
dern sich die Ladung und ionische Wechselwirkungen innerhalb eines Molekiils und zwischen
verschiedenen Molekiilen, was wiederum die Loslichkeit in einem umgebenden Medium be-
stimmt. Naturgemil ist dieses Medium Wasser. Bei Proteinen fiihrt daher die Anderung des pH-
Werts zur Anderung der Raumstruktur, was den Zugang eines Substrats in das aktive Zentrum
beeinflussen kann. Andererseits besteht die Moglichkeit, dass das Substrat durch die Anderung
des pH-Werts strukturell wie auch funktionell so beeintrdchtigt wird, dass kein Zugang zum akti-
ven Zentrum oder keine Katalyse mehr méglich ist. Enzyme weisen daher in einem bestimmten
ein pH-Bereich eine maximale Aktivitdt auf. Dieser pH-Bereich ist jedoch nicht fiir jedes Enzym
gleich und variiert durch die unterschiedliche Beschaffenheit der verschiedenen Enzyme.

Fiir die zweistufige Synthese von ECL wurden die Enzyme ADH und CHMO hinsichtlich ihrer
pH-Priferenzen untersucht. Um Schwankungen des pH-Werts zu vermeiden, fanden Lagerung und
Reaktionen in gepufferten Losungen statt. Dabei kann die Puffersubstanz ebenfalls die Aktivitét
und Stabilitit eines Enzyms beeinflussen. Zur Bestimmung des pH-Werts fiir die maximale En-
zymaktivitdt innerhalb der gesamten Reaktionssequenz wurden daher die Aktivititen beider En-
zyme beziiglich ihrer Substrate in verschiedenen Puffern von pH 6,5 bis 9 untersucht (Abb. 3-1).
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Abb. 3-1 Enzymaktivititen von ADH und CHMO in Abhidngigkeit vom pH und Puffersubstanz (50 mM). Die En-
zymaktivitét entspricht der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit unter den jeweiligen Bedingungen bei Raumtemperatur
(2342 °C) und wurde doppelt bestimmt. Reaktionsbedingungen ADH-Aktivitit: 1 mM CHL, 0,2 mM NADP". Reak-
tionsbedingungen CHMO-Aktivitat: 1 mM CHN, 0,2 mM NADPH.
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3 Festlegung der Reaktionsbedingungen

Die Enzyme wurden hierfiir in Form eines bakteriellen, zellfreien Rohextraktes in Natriumphos-
phatpuffer (NaPP) (ADH) oder in NaPP geldstes Lyophilisat (CHMO) als Stammldsungen einge-
setzt und in den verschiedenen Pufferlosungen verdiinnt. Fiir die ADH ist die Oxidation von CHL
zu CHN und fiir die CHMO die Oxidation von CHN zu ECL untersucht worden.

Bei der ADH nahm die Aktivitdt zwischen pH 6,5 und 7,5 mit steigendem Wert zu und sank zwi-
schen pH 8 und 9 wieder ab. Damit konnte ein pH fiir die Reaktion mit der maximalen Enzymak-
tivitdt bei pH 7,5-8 fiir die Puffer NaPP und TRIS ermittelt werden. Die Aktivititen bei pH 6,5
und 9 waren, verglichen mit dem Maximalwert fiir TRIS bei pH 7,5, um 20 bzw. 23 % niedriger.
Insgesamt zeigte die ADH dhnliche Aktivititen in den verschiedenen Puffersubstanzen bei glei-
chem pH-Wert auf. Daraus war zu schlieBen, dass der Einfluss der getesteten Puffersalze kaum
einen Effekt auf die Aktivitdt der ADH hatte.

Fiir die CHMO war mit steigendem pH und zunehmender Aktivitit ein klarer Trend in Richtung
hoherer pH-Werte zu erkennen. Die niedrigste Aktivitdt wurde in NaPP bei pH 6,5 und die hochste
in TRIS bei pH 9 gemessen. Beide Puffersubstanzen decken im Vergleich zu den {ibrigen Puffern
einen breiteren pH-Bereich ab und lieBen damit eine bessere Einschitzung iiber die pH-Abhadngig-
keit der CHMO-Aktivitit zu. In NaPP sowie in TRIS nahm die Aktivitit mit steigendem pH sig-
nifikant zu. Im pH-Bereich 7,5-8 {iberlappen die beiden Pufferbereiche, wodurch ein direkter Ver-
gleich zwischen den Aktivititen in NaPP und TRIS moglich war. Die Aktivitdten in TRIS bei
pH 7,5 und 8 entsprachen dabei nur 63 bzw. 65 % der Aktivitdt, die bei gleichem pH in NaPP
ermittelt wurden und damit auch den niedrigsten Aktivititen im Vergleich zu den iibrigen Puffern.
Daher schien TRIS einen aktivititsmindernden Effekt auf die CHMO zu haben, obwohl bei héhe-
ren pH-Werten eine Zunahme der Enzymaktivitét in TRIS festgestellt werden konnte. Als optima-
ler pH-Wert fiir weitere Untersuchungen wurde unter der Beriicksichtigung der pH-Priferenz bei-
der Enzyme pH 8 und als Puffersubstanz NaPP festgelegt.

3.2 Temperatur

Die Temperatur stellt einen weiteren Faktor fiir die enzymatische Katalyse dar, welcher nicht nur
die Aktivitdt eines Enzyms beeinflusst, sondern insbesondere dessen Stabilitdt. Bekanntlich nimmt
mit steigender Temperatur die Reaktionsgeschwindigkeit zu, was mit der Arrhenius-Gleichung
ausgedriickt wird. Die Proteinstruktur ist durch die Zusammenstellung einzelner Aminoséduresei-
tenketten bestimmt. Diese Seitenketten haben eine unterschiedliche Hydrophobizitit. Hydrophobe
Aminosaurereste sind vorwiegend im Inneren eines Proteins lokalisiert. Die weniger hydrophoben
Aminosaurereste zeigen sich eher dem wissrigen Losungsmittel zugewandt. Durch interne Was-
serstoff-Briickenbindungen werden die reguldren Sekundérstrukturen wie a-Helix und B-Faltblatt
gebildet und stabilisiert. Bei einer Erhohung der Temperatur brechen diese Wasserstoff-Briicken-
bindungen auf, wodurch Sekundirstrukturen aufgeldst werden und sich das Protein auffaltet. Hyd-
rophobe Bereiche treten mit der wéssrigen Umgebung in Kontakt und fiihren dazu, dass das Pro-
tein nicht mehr in Losung gehalten werden kann und damit ausfallt. Das Protein ist damit irrever-
sibel denaturiert. Die meisten Proteine denaturieren bei Temperaturen iiber 40 °C. In besonderen
Féllen, wie bei extremophilen Mikroorganismen, sind Enzyme auch bei hoheren Temperaturen bis



3.3 Léslichkeit der Reaktanten

zu 100 °C noch aktiv (Demirjian et al. 2001). Die Stabilitdt einzelner Enzyme gegeniiber der Tem-
peratur variiert und wurde daher fiir ADH und CHMO untersucht. Dadurch sollte die fiir beide
Enzyme optimale Reaktionstemperatur bestimmt werden. Hierfiir wurden Verdiinnungen der bei-
den Enzyme bei 25-40 °C fiir 30 min inkubiert und anschlieBend die Enzymaktivitit gemessen
(Abb. 3-2). Die Ergebnisse zeigen fiir beide Enzyme eine Verringerung der Aktivitit mit zuneh-
mender Temperatur, bei der inkubiert wurde. Die ADH hatte im Vergleich zur CHMO eine etwas
hohere Stabilitét, da nach der Inkubation bei 30, 35 und 40 °C eine hohere Restaktivitit gemessen
werden konnte. Fiir die CHMO konnte bei 40 °C kaum noch eine Restaktivitit bestimmt werden.
Da fiir beide Enzyme bei 25 °C kaum ein Aktivititsverlust zu verzeichnen war, wurde diese Tem-
peratur als optimale Reaktionstemperatur festgelegt.
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U — ' Aktivitit, 0,39 mM NADP* und 0,01 % (v/v) (96 mM)
20 25 30 35 40 45 CHL zur Bestimmung der ADH-Aktivitit, NaPP
Temperatur (°C) (100 mM, pH 8), 25 °C.

3.3 Loslichkeit der Reaktanten

Fiir den zu untersuchenden Prozess sollten die Enzyme geldst in einem wissrigen Reaktionsme-
dium eingesetzt werden. Fiir das zweistufige Reaktionssystem waren neben dem Cofaktor die
Komponenten CHL als einzusetzendes Substrat, CHN als Intermediat und gleichzeitig Substrat im
zweiten Oxidationsschritt sowie ECL als Produkt zu beriicksichtigen. Das Prozessdesign richtet
sich u. a. nach der Loslichkeit der Substrate und Produkte einer Reaktion. Dabei ist zu entscheiden,
ob im Falle einer niedrigen Wasserldslichkeit des Substrates die Loslichkeit durch den Einsatz von
Detergenzien erhoht werden kann oder ob eher ein zweiphasiges System beriicksichtigt werden
sollte. Zeigt das Produkt hingegen eine niedrige Wasserldslichkeit, kann dies von Vorteil sein, da
hier eine Isolierung durch Filtration erleichtert wird. Andererseits konnen sich ausgefallene, un-
l16sliche Komponenten auch negativ auswirken, wenn bspw. ein Reaktionsansatz durch eine
Pumpe gefordert werden soll. Dafiir wiaren dann verschiedene verfahrenstechnische Losungsan-
sdtze erforderlich. Zur Beurteilung der Wasserloslichkeit der einzelnen Komponenten wurden Li-
teraturwerte herangezogen.
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3 Festlegung der Reaktionsbedingungen

Fiir CHL liegt die Wasserldslichkeit bei 36407 g I"! (20 °C) und fiir CHN bei 90103 g I"! (20
bzw. 25 °C). Die Loslichkeit fiir CHN spielt fiir das bestehende Reaktionssystem eine untergeord-
nete Rolle, da CHN als Intermediat nur in sehr niedriger Konzentration um etwa 1 mM vorliegen
sollte. Die begrenzte Loslichkeit von CHL hat zur Folge, dass Reaktionen maximal mit einer ge-
16sten Konzentration von ca. 400 mM durchgefiihrt werden konnen. Wird der Wert iiberschritten,
liegt ein zweiphasiges System vor. Zu der relativ niedrigen Loslichkeit von CHL in Wasser ist
weiterhin eine griindliche Durchmischung erforderlich, um CHL in Wasser zu 16sen. Das heif3t,
dass CHL als Substrat in Form einer in Wasser vorbereiteten Losung zu dem Reaktionsansatz
gegeben werden sollte. Fiir ein zweiphasiges System miisste entsprechend geriihrt werden. ECL
ist hingegen mit Wasser vollstandig mischbar.

3.4 Zusammenfassung

Fiir die enzymatischen Reaktionen wurden zunéchst die optimalen Reaktionsbedingungen unter
Beriicksichtigung der jeweiligen Enzymaktivitdten in Abhéngigkeit vom pH und von der Tempe-
raturstabilitdt von ADH und CHMO bestimmt. Des Weiteren wurde die Loslichkeit von CHL und
ECL in Wasser beriicksichtigt, um mogliche Limitierungen bei der Prozessentwicklung abschét-
zen zu konnen.

e Der optimale pH-Wert wurde auf pH 8 festgelegt und als Puffersubstanz ist NaPP gewahlt
worden.

e ADH und CHMO hatten nach der Inkubation bei Temperaturen iiber 25 °C eine verringerte
Restaktivitdt. Somit wurde eine optimale Reaktionstemperatur von 25 °C bestimmt.

e Die maximale Loslichkeit von CHL in Wasser liegt bei 40 g 1! (~400 mM) und limitiert
hohere Substratkonzentrationen in einem einphasigen Reaktionssystem. Durch die miBige
Loslichkeit ist eine griindliche Durchmischung erforderlich, um CHL in Wasser vollstidndig
zu l6sen. Um die Enzyme durch auftretende Scherkrifte nicht zu schadigen, sollte CHL se-
parat in Wasser vorgeldst werden.

e CHN sollte als Intermediat nur in geringer Konzentration um ca. 1 mM vorliegen. Die Los-
lichkeit fiir CHN ist damit zu vernachldssigen.

e ECL ist mit Wasser vollstindig mischbar.

* GESTIS-Stoffdatenbank, Gefahrenstoffinformationssystem der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung
T (Musser 2000)



4 Enzymkinetik’

In diesem Kapitel soll die Kinetik der beiden Enzyme ADH und CHMO untersucht werden. Als
Katalysatoren fiir das zweistufige Reaktionssystem bilden sie die Grundlage fiir die Prozessent-
wicklung und miissen aufeinander abgestimmt werden. Fiir die kinetischen Untersuchungen wur-
den beide Enzyme frei in Form eines bakteriellen, zellfreien Rohextrakts eingesetzt. Das heifit, sie
sind nicht gereinigt worden, sondern wurden nach dem Zellaufschluss von unldslichen Zellbe-
standteilen getrennt. Obwohl die rekombinant hergestellten Zielproteine in E. coli iiberexprimiert
wurden, sind endogene Enzyme und Metaboliten im Rohextrakt enthalten. Dies hat zur Folge, dass
die Aktivitdt nur auf das eigesetzte Volumen des Rohextrakts bezogen werden konnte und nicht
auf die spezifische Enzymkonzentration, da diese nicht getrennt von der gesamten Proteinkonzent-
ration zu ermitteln war. Die zugrunde gelegte Michaelis-Menten-Kinetik beinhaltet die Kenntnis
tiber spezifische Konstanten wie Vg und Kas. vimax gibt die maximale Enzymaktivitdt an und wird
1. d. R als spezifische Enzymaktivitit auf die exakte Menge des Enzyms bezogen. Da die spezifi-
sche Enzymaktivitit sowie die eingesetzte Konzentration des Enzyms nicht bekannt waren, wur-
den beide Werte als volumenbezogene Konstante anq. in Gleichung (4-1) zusammengefasst.

Amax = Vmax - (E] (4'1)

4.1 Kinetik der Alkohol-Dehydrogenase

Der erste Oxidationsschritt des Reaktionssystems besteht darin, die Umsetzung von CHL zu CHN
mittels der ADH zu katalysieren. Dabei handelt es sich um ein Redoxsystem, bei dem CHL zu
CHN oxidiert und NADP" zu NADPH reduziert wird (Abb. 4-1). Diese Reaktion ist reversibel
und danach bestrebt, ein thermodynamisches Gleichgewicht zu erreichen. Zur Beschreibung der
ADH-Kinetik wurden sowohl die Oxidation von CHL als auch die Reduktion von CHN untersucht.

OH 0]
@‘//\\‘é

Cyclohexanol NADP* NADPH + H* Cyclohexanon

Abb. 4-1 Gleichgewichtsreaktion zwischen CHL und CHN sowie den Cofaktoren NADP* und NADPH mit der ADH
als Katalysator.

" Ergebnisse in diesem Kapitel sind Bestandteil einer Verdffentlichung (Scherkus et al. 2017).
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4 Enzymkinetik

4.1.1  Oxidation von Cyclohexanol

Da ein Redoxsystem immer zwei korrespondierende Redoxpaare erfordert, muss fiir die ADH eine
Kinetik fiir zwei Substrate ermittelt werden. Das bedeutet, dass die Reaktionsgeschwindigkeit des
Enzyms nicht nur von der Konzentration eines Substrates abhidngt, sondern zusitzlich von der
Konzentration des Cofaktors als zweites Substrat. Fiir jedes Substrat wird daher auch ein Ky-Wert
bestimmt. Die Michaelis-Menten-Gleichung fiir zwei Substrate driickt die Gleichung (4-2) aus.

ox _ ox [CHL] [NADP™]
v =a ) '
ADH = Smax "W CHL I [CHL]  KNAPP* + [NADP]

(4-2)

Die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber den Konzentrationen von CHL und
NADP" ist in Abb. 4-2 dargestellt. Dabei wurde wihrend der kinetischen Untersuchung des einen
Substrates die Konzentration des zweiten Substrates konstant gehalten und umgekehrt. Es ist zu
erkennen, dass mit steigender Konzentration der beiden Komponenten jeweils eine Zunahme der
Enzymaktivitit besteht. Aus den einzelnen Messwerten eines Verlaufes wurde durch eine nicht-li-
neare Regression der jeweilige Verlauf an die Kinetik fiir ein Substrat angepasst. Dadurch konnten
Kyu-Werte von 10,1 + 0,9 mM fiir CHL und 51 + 3 uM fiir NADP" bestimmt werden. Anschlie-
Bend sind die Verldufe durch Einsetzen der jeweils konstant gehaltenen Konzentration und der
ermittelten Ky-Werte erneut an Gleichung (4-2) angepasst worden, um amqax zu erhalten. Der aus
beiden Verldufen gemittelte Wert fiir @ma™ betrug 251,9 £ 3,9 U ml™'.
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Abb. 4-2  Michaelis-Menten-Kinetik der ADH fiir den Umsatz von CHL und NADP" bei 25 °C in NaPP (100 mM,
pH 8). Die Werte entsprechen dem Mittelwert einer Doppelbestimmung.

4.1.2 Reduktion von Cyclohexanon

In gleicher Weise wurde fiir die Riickreaktion verfahren und die experimentellen Daten entspre-
chend an Gleichung (4-3) angepasst (Abb. 4-3).
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red _ rea . [CHN] [NADPH]

_ _ 4-3
Vabi = fmax " cAN U TCHN] K)APPH + [NADPH] (+3)

Fiir die Reduktion von CHN wurden schlie8lich Ky-Werte von 3,6 £ 0,4 mM fiir CHN und
92 + 11 pM fiir NADPH sowie ein Wert von 1781 + 54 U ml™" fiir @ma bestimmt.
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Abb. 4-3 Michaelis-Menten-Kinetik der ADH fiir den Umsatz von CHN und NADPH bei 25 °C in NaPP (100 mM,
pH 8). Die Werte entsprechen dem Mittelwert einer Doppelbestimmung.

Beim Vergleich der beiden ermittelten an.-Werte flir die Oxidation und die Reduktion fiéllt auf,
dass sich diese stark unterscheiden und die Enzymaktivitdt bei der Reduktion viel hoher ist als bei
der Oxidation. Die kinetischen Untersuchungen fiir Hin- und Riickreaktion wurden unmittelbar
nacheinander mit derselben Stammldsung eines Rohextraktes durchgefiihrt, wodurch eine kon-
stante Konzentration an aktivem Enzym anzunehmen war. Die jeweiligen Werte fiir amqx konnten
daher ins Verhéltnis gesetzt werden, um einen Relationsfaktor Fyuq. fiir die maximalen Enzymak-
tivititen zu erhalten (Gleichung (4-4)). Fiir F\max konnte damit ein Wert von 7,07 ermittelt werden.

ared

max

ox = Eimax (4-4)
amax

4.1.3 Feinabstimmung der Kinetik und Gleichgewichtskonstante

Die Aktivitit einer fliissigen Enzymlosung ist abhingig von der Stabilitidt des Enzyms. Wéhrend
der Lagerung der Rohextrakte wurde bei der Wiederverwendung mit der Zeit eine Abnahme der
Aktivitit beobachtet, wodurch die zuvor bestimmten a...-Werte korrigiert werden mussten. Dazu
ist vor jedem Einsatz des Enzyms eine Referenzaktivitit a,.r bestimmt worden. Fiir die Bestim-
mung der Referenzaktivitdt wurden folgende Reaktionsbedingungen festgelegt:

0,6 mM NADP', 0,01 % (v/v) (95 mM) CHL, 50 pl verdiinnter Rohextrakt in 1 ml NaPP
(100 mM, pH 8), 25 °C
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Diese Referenzaktivitét ist bereits bei der kinetischen Untersuchung bestimmt worden und konnte
daher direkt mit der ermittelten maximalen Enzymaktivitit fiir die Oxidation, wie in Glei-
chung (4-5), ins Verhiltnis gesetzt werden. Es wurde eine Referenzaktivitit von 18,44 U ml™! ge-
messen, womit ein Korrelationsfaktor Fer von 13,66 ermittelt werden konnte. Die Referenzaktivi-
tiat wurde weiterhin als Grundlage zur Angabe der eingesetzten Enzymaktivitit fiir weitere Versu-
che und Reaktionen herangezogen.

amax
= Fres (4-5)

Are f

Hin- und Riickreaktion bestimmen das chemische Gleichgewicht einer Reaktion. Da die Kinetik
beider Reaktionswege getrennt voneinander bestimmt wurden, sollten die experimentell ermittel-
ten Parameter mittels einer Simulation mit einigen experimentellen Umsitzen von CHL zu CHN
verglichen und ggf. angepasst werden. Dazu wurden drei Versuche mit unterschiedlichen Start-
konzentrationen von CHL und NADP™ experimentell im 1 ml-MaBstab durchgefiihrt und mit der
Simulation verglichen. Die Reaktionsverldufe in Abb. 4-4 zeigen die Bildung von NADPH, das
photometrisch wéihrend der Reaktion verfolgt werden konnte. Mit den bereits bestimmten kineti-
schen Parametern wurde eine initiale Simulation der Versuche durchgefiihrt. Im Vergleich der
experimentellen Daten mit der initialen Simulation ist zu erkennen, dass Abweichungen im An-
stieg des Verlaufs und bei der Gleichgewichtskonzentration am Ende der Reaktion vorliegen. Der
geringere Anstieg bei der initialen Simulation ist damit zu begriinden, dass die in der Simulation
angegebene Enzymaktivitit a,n.”* zu niedrig war. Die Gleichgewichtskonzentration wird durch
das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten von Hin- und Riickreaktion Fym.x bestimmt. Daher
wurden die Werte amax”* und Fymax fiir die Simulationen manuell so angepasst, dass die experimen-
tellen Daten mit der Simulation libereinstimmten (in Abb. 4-4 als Fit bezeichnet). Die Startkon-
zentrationen und die angepassten Werte fiir ama®™ und Fymax sind in Tab. 4-1 zusammengefasst.
Aus den angepassten Werten wurde dann der Mittelwert gebildet, sodass sich @« von urspriing-
lich 0,497 U ml™! auf 0,687 U ml™! und Fumax von 7,07 auf 8,16 erhohte. Die angepassten Werte
wurden schlieBlich in einer finalen Simulation angewendet und mit den experimentellen Daten
verglichen. Insgesamt sind die experimentellen Daten durch die Simulationen mit den angepassten
Werten besser wiedergegeben worden im Vergleich zur initialen Simulation. Dies wird vor allem
durch die Steigung zu Beginn der Reaktion verdeutlicht. Die Gleichgewichtskonzentration weicht
hingegen bei den Verldufen B und C etwas ab, dennoch wurden die angepassten Werte flir weitere
Simulationen verwendet. Durch die Anpassung von a,«”* dnderte sich ebenfalls das Verhéltnis
zur Referenzaktivitét a,., wodurch Frer von 13,66 auf 18,85 korrigiert wurde.
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Abb. 4-4 Feinabstimmung der ADH-Kinetik mittels
Simulation der experimentellen Daten und Anpassung
kinetischer Parameter. Die Ansdtze A-C haben jeweils
unterschiedliche Startkonzentrationen (siche Tab. 4-1).
Der Reaktionsfortschritt wurde durch die Bildung von
NADPH photometrisch mit 300 Messungen pro Minute

Ubersicht der Start- und Gleichgewichtskonzentrationen zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstante

Ansatz NADP" CHL NADPH CHN K¢ | ama®™ Uml™) Fou
A co (mM) 0,22 1,28 - -

Ceq (MM) 0,14 1,20 0,08 0,08 0,04 | 0,65 8,31
B co (mM) 0,22 2,56 - -

Ceq (MM) 0,12 2,46 0,10 0,10 0,03 | 0,67 9,70
C co (mM) 0,45 2,56 - -

Ceq (MM) 0,30 2,41 0,15 0,15 0,03 0,74 6,46

co: Startkonzentration; c.q: Gleichgewichtskonzentration

Mit den bekannten Gleichgewichtskonzentrationen von NADPH aus den experimentellen Verldu-
fen A—C (Abb. 4-4) und den bekannten Startkonzentrationen konnten die Gleichgewichtskonzent-
rationen der librigen Reaktanten ermittelt werden (Tab. 4-1). Dadurch lieB sich nach Gleichung
(4-6) eine Gleichgewichtskonstante K., von 0,03 bestimmen.
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[NADPH],q - [CHN],q

Keq = [NADP*],, - [CHLo (4-6)

Wie sich bereits in den kinetischen Untersuchungen der ADH durch die unterschiedlichen Aktivi-
taten der Oxidation und der Reduktion eine unvollstindige Reaktion von CHL zu CHN andeutete,
wurde dies nun auch durch die Gleichgewichtskonstante verdeutlicht. Anhand dieser Konstante
kann die Lage des Gleichgewichtes einer Reaktion beurteilt werden, wonach sich das Gleichge-
wicht unter den gegebenen Reaktionsbedingungen auf der Seite der Edukte befand.

Da diese Reaktion den ersten Schritt einer Reaktionskaskade darstellt und CHN sowie NADPH
als Intermediate direkt durch einen folgenden Reaktionsschritt weiter umgesetzt werden, kommt
es zu einer Verschiebung der Gleichgewichtslage in Richtung der Produkte. Dadurch sollte ein
vollstindiger Umsatz von CHL ermdglicht werden.

4.2 Kinetik der Cyclohexanon-Monooxygenase

Der zweite Reaktionsschritt der Reaktionssequenz wurde durch die CHMO katalysiert. Dabei ist
das im ersten Schritt gebildete CHN zu ECL umgesetzt worden. Fiir diese enzymatische Umset-
zung sind NADPH als Cofaktor und molekularer Sauerstoff als weitere Substrate erforderlich
(Abb. 4-5). Im Gegensatz zum ersten Oxidationsschritt der ADH ist diese Reaktion nicht reversibel
und lduft vollstdndig ab. Mit der Migration des Sauerstoffs und der Bildung des Lactons ist diese
Reaktion nicht mehr umkehrbar, da sich einerseits durch die chemische Umlagerung ein energe-
tisch giinstigerer Zustand im Vergleich zum Criegee-Intermediat einstellt. Andererseits ist aus
thermodynamischer Sicht die Bildung von O; aus dem Criegee-Intermediat heraus nicht moglich.

0]

ij CHMO O

+
Cyclohexanon NADPH H™  NADP* g-Caprolacton

H,0

Abb. 4-5 Baeyer-Villiger-Oxidation von CHN zu ECL unter dem Verbrauch von NADP* und Sauerstoff mit der
CHMO als Katalysator.

4.2.1  Oxidation von Cyclohexanon

Zunachst wurde die Kinetik bzgl. CHN und NADPH untersucht. Die Abhdngigkeit der Enzymak-
tivitit von der Sauerstoffkonzentration ist an dieser Stelle vernachléssigt worden. Fiir die CHMO
konnte demnach eine Michaelis-Menten-Gleichung fiir zwei Substrate gebildet werden. In Abb.
4-6 sind die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten der CHMO in Abhéngigkeit von der Substrat-
und Cofaktorkonzentration dargestellt. Darin ist zu erkennen, dass die Enzymaktivitét bereits bei
Werten ab ca. | mM mit steigender CHN-Konzentration abnimmt. Dieses Verhalten wird als Sub-
stratiiberschuss-Inhibierung bezeichnet und als unkompetitiver Inhibierungstyp angenommen. Die
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hochste Aktivitdt wurde zwischen 0,01 und 1 mM gemessen. In diesem Bereich und bei niedrige-
ren Konzentrationen schwankten die Werte stirker im Vergleich zu Werten héherer Konzentrati-
onen. Das lag daran, dass bei so niedrigen Substratkonzentrationen eine entsprechend niedrige
Enzymaktivitit eingesetzt werden musste, um tiberhaupt Aktivitit messen zu konnen. Andererseits
wire bei einer zu hohen Enzymaktivitit die Reaktion bereits abgelaufen, bevor die Messung hétte
gestartet werden konnen. Fiir NADPH wurde in dem untersuchten Konzentrationsbereich keine
Inhibierung festgestellt.
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Abb. 4-6 Michaelis-Menten-Kinetik der CHMO fiir den Umsatz von CHN und NADPH bei 25 °C in NaPP
(100 mM, pH 8). Die Werte entsprechen dem Mittelwert einer Doppelbestimmung.

Die Michaelis-Menten-Gleichung fiir die CHMO wurde unter Beriicksichtigung der Substratiiber-
schuss-Inhibierung durch CHN, ausgedriickt als unkompetitive Inhibierung durch Gleichung
(1-5), und der einfachen Kinetik fiir NADPH in Gleichung (4-7) zusammengefasst. Durch die
Anpassung der Kinetik an die Verldufe in Abb. 4-6 konnten fiir CHN ein Ky-Wert von 3 + 1 uM
und fiir NADPH ein Ky-Wert von 6 =1 uM sowie eine Inhibierungskonstante K; fiir CHN von
34,8 + 7,9 mM ermittelt werden.

[CHN] [NADPH]

kg™ + [can] - (1-+ LCERL) K™ + [NADPH] (4-7)
1

— ,CHMO ,
Vcumo = Omax

4.2.2 Inhibierungen der CHMO innerhalb der Reaktionssequenz

Durch die in Abb. 4-7 dargestellte Kombination der Reaktionsschritte von ADH und CHMO wa-
ren nicht nur die einzelnen Reaktionen separat zu betrachten, sondern es galt ebenso zu priifen wie
stark sich die Inhibierungen von CHL und ECL, die bereits in anderen Studien beobachtet wurden
(Mallin et al. 2013; Staudt et al. 2013), auf die CHMO-Aktivitit auswirken.
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OH 0]
© ADH é CHMO o
(; iy [ O, H,0 ]
NADP* NADPH + H* NADP*
Cyclohexanol Cyclohexanon g-Caprolacton

Abb. 4-7 Lineare und enzymatisch katalysierte Reaktionskaskade.

Der Einfluss von CHL und ECL auf die CHMO-Aktivitdt ist in Abb. 4-8 dargestellt und zeigt,

dass mit steigender Konzentration der beiden Verbindungen die Enzymaktivitdt der CHMO ab-
nimmt.
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Abb. 4-8 Inhibierung der CHMO-Aktivitdt durch CHL und ECL. Die Werte entsprechen dem Mittelwert einer Dop-
pelbestimmung. Reaktionsbedingungen: 2 mM CHN, 0,2 mM NADPH, NaPP (100 mM, pH 8), 25 °C.

Dabei wirkte sich die Inhibierung durch CHL stérker aus im Vergleich zu ECL. Um die Inhibie-
rungen quantifizieren zu kdnnen, sollten fiir CHL und ECL Inhibierungskonstanten bestimmt wer-
den. Diese werden i. d. R. aus mehreren Versuchsreihen ermittelt, bei denen die Kinetik eines En-
zyms flir das Substrat bei einer konstanten Inhibitorkonzentration zu untersuchen sind. Das ist
anschliefend fiir verschiedene Inhibitorkonzentrationen zu wiederholen. Des Weiteren gibt die aus
den Versuchsreihen erhaltene Schar an Messwerten Aufschluss iiber den Inhibierungstyp. Dafiir
ist allerdings entscheidend, dass die Messungen innerhalb des Ky-Bereichs durchgefiihrt werden
konnen und keine Inhibierung seitens des Substrates besteht. Da fiir die CHMO sowohl eine Sub-
stratliberschuss-Inhibierung vorlag als auch kaum Messwerte im Ky-Bereich ermittelt werden
konnten, war solch eine Inhibierungsstudie nicht durchzufiihren. Daher wurden fiir CHL und ECL
jeweils eine kompetititve und eine unkompetitive Inhibierung angenommen, welche durch die
Gleichungen (4-8) und (4-9) als Erweiterung von Gleichung (4-7) ausgedriickt sind.
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e CHMO-Kinetik zur kompetitiven Inhibierung durch CHL und ECL.:

S oo [cHN)
CHMO — “max
CHN , [CHL]\ . [ECL] . [CHN]
KM (1 + KICHL ) (1 + KIECL ) + [CHN] (1 + KICHN ) (4-8)
_ [NADPH]
K}NAPPH 4 [NADPH)
e CHMO-Kinetik zur unkompetitiven Inhibierung durch CHL und ECL:
v — aCHMO . [CHN]
CHMO = Tmax CHN CHL ECL
KAC,IHN + [CHN] * (1 + [KICHN]) : (1 + [I(ICHL]) - (1 + [I(IE—CL]) (4_9)

[NADPH]
KNADPH L [NADPH]

Beide Gleichungen wurden mit den bekannten Parametern an die experimentellen Verldufe in
Abb. 4-8 angepasst, wodurch fiir CHL und ECL jeweils zwei verschiedene Inhibierungskonstanten
ermittelt werden konnten. Demnach sind fiir die kompetitive Inhibierung K;-Werte von 12 + 1 uM
und 0,68 = 0,08 mM fiir CHL bzw. ECL bestimmt worden. Fiir die unkompetitive Inhibierung
wurden entsprechende K;-Werte von 8 & 0,4 und 442 + 49 mM fiir CHL bzw. ECL ermittelt. Die
Inhibierung durch CHL war damit im Vergleich zu ECL etwa 55-mal stirker. Welcher Typ der
Inhibierung die CHMO-Kinetik eher beschreibt, sollte spéter im Verlauf der Prozessentwicklung
festgestellt werden.

4.2.3 Sauerstoff

Sauerstoff ist neben CHN und NADPH ein weiteres Substrat, das fiir die enzymatische BVO es-
sentiell ist. Auch hierfiir existiert eine entsprechende Kinetik, die jedoch aus technischer Sicht
nicht so einfach ermittelt werden kann, weil dazu die Reaktion mit jeder beliebigen gelosten Sauer-
stoffkonzentration durchzufiihren wére. Aus diesem Grund ist in der Literatur fiir sauerstoffabhén-
gige Enzyme keine detaillierte Kinetik gegeniiber Sauerstoff bekannt. Zwar kann fiir einen sauer-
stoffabhidngigen Prozess der Sauerstoffeintrag so eingestellt werden, dass zu jeder Zeit die maxi-
male geloste Sauerstoffsattigung besteht, allerdings wére dies nicht notwendig, wenn eine mini-
male Sauerstoffkonzentration bekannt wére, um den Prozess 6konomischer zu gestalten. Damit
dennoch eine Einschidtzung vorgenommen werden konnte, sollte eine experimentelle Naherung
durchgefiihrt werden. Dazu sind Reaktionsverldufe miteinander verglichen worden, bei denen das
Reaktionsmedium einmal mit Luft und einmal mit reinem Sauerstoff begast wurde. Durch die
Begasung mit Sauerstoff, statt mit Luft, wird aufgrund des erhohten Partialdrucks von Sauerstoff
nach dem Henry’schen Gesetz eine hohere Sauerstoffkonzentration in Wasser erreicht. Die Ergeb-
nisse dazu sind in Abb. 4-9 dargestellt und zeigen die Reaktionsverldufe fiir den Umsatz von CHN
zu ECL bei 0,19 und 0,4 mM NADPH in Luft- und Sauerstoff-gesittigten Medium.

Durch die Begasung mit Luft 16sen sich maximal 8,26 mg ™! bzw. 0,26 mM Sauerstoff in Wasser
bei 1013 hPa und 25 °C. Aufgrund der Thermodynamik 16st sich durch die Begasung mit reinem
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Sauerstoft 4,76-mal mehr Sauerstoff in Wasser. Die Umsétze mit 0,19 mM NADPH zeigen iden-
tische Verldufe fiir die Begasung mit Luft und mit Sauerstoff. Das bedeutet, dass eine hohere Kon-
zentration an Sauerstoff keinen Einfluss auf die Enzymaktivitét hat. Allerdings bestand keine Ge-
wissheit dariiber, ob der Umsatz durch das verbrauchte NADPH oder den verbrauchten Sauerstoff
limitiert war. Daher wurden die Versuche mit 0,4 mM NADPH wiederholt. Es ist zu erkennen,
dass bis ca. 0,15 mM NADPH die Verldufe von Luft- und Sauerstoffbegasung identisch sind. Bis
dahin wurden ca. 0,25 mM NADPH sowie auch Sauerstoff stochiometrisch umgesetzt. Ein weite-
rer Umsatz war dann bei dem mit Luft begasten Ansatz kaum noch zu verzeichnen, wohingegen
NADPH bei dem mit Sauerstoff begasten Ansatz komplett umgesetzt wurde. Es ist davon auszu-
gehen, dass in dem mit Luft begasten Ansatz der Sauerstoff komplett verbraucht wurde und
dadurch die Reaktion limitiert war. Der Umsatz von ca. 0,25 mM entsprach damit der maximalen
Loslichkeit von Sauerstoff bei der Begasung mit Luft. Ein Ka-Wert fiir Sauerstoff ist damit unter
0,01 mM grob einzugrenzen. Das bedeutet fiir den Prozess, dass eine geringe Konzentration an
Sauerstoff geniigt, um die CHMO-Reaktion mit maximaler Enzymaktivitit zu ermoglichen.
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0.05 < N im Medium gelosten O,-Konzentration wéhrend der
' b S~ e ] Oxidation von CHN zu ECL mit Luft geséttigtem und
0,00 = O, angereichertem Medium. Reaktionsbedingungen:
0 2 4 6 8 0 0,01 % (v/v) (97 mM) CHN, NaPP (100 mM, pH 8),
Zeit (min) 25 °C.

4.3 Zusammenfassung

Durch die kinetischen Untersuchungen fiir ADH und CHMO konnten die einzelnen Reaktions-
schritte charakterisiert werden. Dabei ist fiir beide Enzyme eine Michaelis-Menten-Gleichung fiir
zwei Substrate angenommen und die kinetischen Konstanten an« und Ky, bestimmt worden.

e Fiir die ADH wurde die Oxidation von CHL sowie die Reduktion von CHN als Riickreaktion
untersucht. Dadurch konnten die folgenden kinetischen Konstanten bestimmt werden:
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Tab. 4-2 Konstanten zur Michaelis-Menten-Kinetik der ADH.

Konstante Oxidation  Reduktion
Amar (Uml™) 2519+£3,9 2054,7 +54,1
KSAE mM) 10,1 £0,9 -

KNAPPT (uM)  51+3 -

KGN (mM) - 3,6 0,4
KNADPH (uM) - - 92+ 11

e Bei der CHMO wurden fiir den Umsatz von CHN zu ECL eine Substratiiberschuss-Inhibie-
rung und eine Inhibierung durch CHL und ECL festgestellt. Da kein konkreter Inhibierungs-
typ identifiziert werden konnte, wurde eine kompetitive und eine unkompetitive Inhibierung
durch CHL und ECL mit den folgenden kinetischen Konstanten angenommen:

Tab. 4-3 Konstanten zur Michaelis-Menten-Kinetik der CHMO.

Konstante Wert

Amax (UmlY) 14,0 £0,4

KICIIADPH (M) 61

Ky™ (uM)  3+1

KN (mM)  34.8+79

kompetitiv unkompetitiv

KFfHE (mM)  0,012+0,001 8,0+0.4
KECE mM) 0,68 +0,08  442+49

Fiir Sauerstoff war keine Bestimmung der Kinetik mdglich. Durch eine Néherung konnte

allerdings gezeigt werden, dass eine Erhohung der Sauerstoff Konzentration durch die Be-
gasung mit reinem Sauerstoff keine Zunahme der CHMO-Aktivitét erbrachte und dass eine
Sauerstoffkonzentration von ca. 0,01 mM ausreicht, um die maximale Enzymaktivitit zu

erreichen.

35






5 Begasung und Sauerstoffeintrag

5.1 Blasenbegasung

Durch das Einleiten von Luft bzw. Sauerstoff in ein Reaktionsgemisch kann der Eintrag von Sau-
erstoff sehr leicht gewéhrleistet werden. Der Stoffiibergang findet dabei direkt an der Grenzfldche
zwischen Gas und Fliissigkeit statt. Fiir einen effizienten Eintrag ist es forderlich, wenn die er-
zeugten Blasen moglichst klein sind. Damit vergroBert sich das Verhéltnis zwischen Oberflédche
und Volumen der Blase, wodurch insgesamt eine gréf3ere Oberflache fiir den Gasaustausch in das
Reaktionsmedium ermdglicht wird. Gleichzeitig verbleiben kleinere Blasen durch einen geringe-
ren Auftrieb langer im Medium. Durch einen héheren Volumenstrom des Gases kann eine bessere
Durchmischung ermoglicht und eine Limitierung von Sauerstoff vermieden werden. Des Weiteren
andert sich nach dem Henry’schen Gesetz die Konzentration eines Gases in Losung proportional
zum Partialdruck, so dass hohere Konzentrationen in Losung durch die Erh6hung des Partialdrucks
erreicht werden. All die Vorziige der Blasenbegasung gehen jedoch mit einer vermehrten Schaum-
bildung einher. Die Schaumbildung stellt einen erheblichen Nachteil dar, da dies zu einer Deakti-
vierung der Enzyme an der Grenzfliche zwischen Gas und Fliissigkeit fiihren kann. Wie bereits in
der Literatur beschrieben wurde, haben BVMOs i. d. R. eine geringe oxidative Stabilitdt und sind
labil gegeniiber Scherkriften an der Grenzfliche zwischen Gas und Fliissigkeit (Mihovilovic
2012). Eine rasche Abnahme der CHMO-Aktivitit sowie eine starke Schaumbildung wurden dem-
nach beim Einleiten von Luft in einen verdiinnten Rohextrakt beobachtet (Abb. 5-1). Ebenso fiihrte
die Begasung eines Reaktionsansatzes mit ADH und CHMO in der Blasensdule zu einer starken
Schaumbildung, wodurch der Schaum aus der Blasensdule austrat. Einerseits kann die Schaumbil-
dung zu einer Deaktivierung der Enzyme flihren, andererseits neigen Proteine zu einer Akkumu-
lation im Schaum, wodurch diese ausgetragen werden (Lockwood et al. 1997). Eine Blasenbega-
sung war daher nicht zielfithrend und wurde nicht weiterverfolgt.

Abb. 5-1 Reaktionsansatz mit Rohextrakten von ADH und CHMO
in der Blasenséule (links). Einleiten von Luft in einen verdiinnten
CHMO-Rohextrakt (rechts).
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5.2 In situ Begasung

Der Blasenbegasung steht die blasenfreie Begasung gegeniiber und damit die Mdglichkeit der
in situ Begasung. Das bedeutet, dass der benétigte Sauerstoff zunichst gebildet und anschlieBend
wieder verbraucht wird. Ermoglicht wird dies durch die Umsetzung von Wasserstoffperoxid zu
Wasser und Sauerstoff durch das Enzym Katalase (Abb. 5-2).

Katalase
— > 2H,0 + O,

2H,0,

Abb. 5-2 Umsetzung von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff mittels Katalase.

Die Katalase ist dann innerhalb der Synthese von ECL gemeinsam mit der ADH und der CHMO
einzusetzen mit der Dosierung von Wasserstoffperoxid. Anhand der Konzentration der Wasser-
stoffperoxid-Losung und der zugefiihrten Menge ist dann der Sauerstoffbedarf entsprechend der
CHMO-AKktivitdt anzupassen. Durch die Dosierung darf es jedoch zu keiner Akkumulation von
Wasserstoffperoxid kommen, weil dadurch die tibrigen Enzyme deaktiviert werden konnten. Be-
vor die in situ Begasung zum Einsatz kommen sollte, wurden die Aktivititen von ADH und
CHMO in Abhdngigkeit der Konzentration von Wasserstoffperoxid und Katalase tiberpriift. Dazu
wurden die Aktivititen jeweils in Gegenwart von 0,01 % (v/v) (ca. 11 mM) Wasserstoffperoxid
und ohne Katalase untersucht. Die Ergebnisse der Aktivitdtsmessungen in Tab. 5-1 zeigen, dass
sich die Aktivtiaten von ADH und CHMO in 0,01 % (v/v) Wasserstoffperoxid nicht dnderten. Mit
dem Einsatz der Katalase (0,25 g 1"!) sind hingegen unterschiedliche Anderungen der Aktivititen
beobachtet worden. Fiir die CHMO konnte eine Restaktivitdt von 80 % ermittelt werden, wohin-
gegen fiir die ADH eine Steigerung der Aktivitdt auf 116 % festgestellt wurde.

Tab. 5-1 Beeinflussung der Enzymaktivitdten von ADH und CHMO in 0,01 % (v/v) (11 mM) H>O, und mit Kata-
lase (0,25 g1!). Reaktionsbedingungen: 0,01 % (v/v) (97 mM) CHN bzw. 0,01 % (v/v) (96 mM) CHL, 0,2 mM
NADPH bzw. NADP*, 50 pl verdiinnter Rohextrakt von CHMO bzw. ADH in 1 ml NaPP (100 mM, pH 8), 25 °C.

ADH-Aktivitit CHMO-Aktivitét

mit 0,01 % (v/v) H20> 102 +2 % 98 +£2%
mit Katalase 110+2 % 95+2%
mit 0,01 % (v/v) H2O; und Katalase 116+ 1 % 80+ 1%

Die Ursache fiir die unterschiedliche Beeinflussung der Aktivititen konnte der Anderung der
NADPH-Konzentration geschuldet sein, die durch die Katalase hervorgerufen wurde. Das liegt
daran, dass die Katalase NAD(P)" und bevorzugt NAD(P)H bindet, obwohl es nicht am Reakti-
onsmechanismus der Katalase beteiligt ist (Calderon et al. 2006; Fita und Rossmann 1985; Gouet
et al. 1995; Kirkman und Gaetani 1984; Putnam et al. 2000). Die niedrigere CHMO-Aktivitit
resultiert demnach daher, dass durch die Verringerung der NADPH-Konzentration im Ky-Bereich,
entsprechend der Kinetik, die Aktivitét sinkt. Eine Steigerung der ADH-Aktivitét l4sst sich damit
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erkldren, dass wahrend der Aktivititsmessung einer reversiblen Reaktion immer Hin- und Riick-
reaktion stattfinden. Die zu Beginn schnellere Hinreaktion wird dadurch systematisch unterschétzt
und die Aktivitdt wiare im Grunde hdher, wenn eine gleichzeitig ablaufende Riickreaktion unter-
bunden werden konnte. Womoglich ist dies durch die Katalase realisiert worden sein, die mit der
Bindung von NADPH die Riickreaktion verminderte, wodurch eine schnellere Hinreaktion gemes-
sen werden konnte.

Aufgrund dieser Beobachtungen und dem womoglich daraus resultierenden héheren Verbrauch
des hochpreisigen Cofaktors wurde eine katalasevermittelte in situ Begasung nicht weiter ange-
wendet. Des Weiteren fiihrt die Zuleitung einer verdiinnten H2O2-Losung auch immer zu einer
Verdiinnung des Reaktionsansatzes und der Enzymkonzentration.

5.3 Membranbegasung

5.3.1 Anfertigung eines Membranmoduls

Eine blasenfreie Begasung kann auch iiber einen Membrankontaktor erfolgen, in dem eine pordse
Membran in Form von Hohlfasern den Stoffaustausch zwischen einem Gas und einer Fliissigkeit
oder zwischen zwei Fliissigkeiten ermoglicht ohne beide Phasen miteinander zu vermischen bis
hin zu einem Durchbruch der Phase mit dem hoheren Druck bei zu hoher Druckdifferenz (Gabel-
man und Hwang 1999). Bei der Verwendung pordser Materialien besteht jedoch die Gefahr der
Verblockung durch kleinere Partikel. Mit dem Einsatz bakterieller Rohextrakte und einer relativ
hohen Proteinkonzentration, da die eingesetzten Enzyme nicht gereinigt vorliegen, konnen Prote-
ine im Verlauf der Reaktion ausfallen und dadurch die Poren blockieren. Weiterhin werden die
Versuche nicht unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, so dass auch ein Mikrobenwachstum
nicht ausgeschlossen werden kann. Dies erschwert zusitzlich die Reinigung solcher Membrankon-
taktoren und fiihrt zu einer geringeren Standzeit des Reaktors.

Alternativ zu den Hohlfasern aus porésen Membranen werden Silikonschlduche als dichte Mem-
branen verwendet und eignen sich besonders fiir die Begasung von Biofilmen oder bei der Fer-
mentation empfindlicher Zellen (Casey et al. 1999; Frahm et al. 2007; Hirasa et al. 1991; Moenne
et al. 2013). Auch bei dem Einsatz von BVMOs konnte eine solche Membranbegasung zur Sauer-
stoffversorgung in der Biokatalyse erfolgreich eingesetzt werden (Bucko et al. 2011; Rissom et al.
1997). Daher sollte fiir die folgenden Versuche die Begasung iiber einen Silikonschlauch stattfin-
den, durch den der Reaktionsansatz in einem Begasungskreislauf mittels einer Pumpe gefordert
wird. Hierzu wurde ein Silikonschlauch mit der Bezeichnung RCT-SIT-60 (2 mm Innendurchmes-
ser, 0,5 mm Wanddicke) von der Firma Reichelt Chemie Technik GmbH + Co (Heidelberg,
Deutschland), ausgewiesen mit der hochsten Gasdurchlédssigkeit, verwendet. Von diesem
Schlauch wurden 5 m, wie in Abb. 5-3 gezeigt, in eine 500 ml Laborglaslasche eingebracht und
diese mit einem Deckel verschlossen, wobei entsprechende Anschliisse fiir Ein- und Ausgang des
Reaktionsvolumens im Deckel mit den Schlauchenden verbunden wurden. Zusétzlich waren an
der Flasche Anschlussmdglichkeiten fiir eine Begasung angebracht. Dadurch wurde die Flasche
mit Luft oder reinem Sauerstoff durchstromt, wobei der Druck in der Flasche erhoht werden
konnte, um einen hoheren Stoffeintrag durch den Schlauch in das Reaktionsmedium zu erreichen.
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Entsprechende Laborglasflaschen haben eine vom Hersteller (z. B. DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim/Main, Deutschland) garantierte Vakuum- bzw. Druckfestigkeit von -1 und 1,5 bar.

Fiir einen effektiven Stoffeintrag sollte der Schlauch mdglichst diinnwandig sein, um den Diffusi-
onswiderstand zu verringern. Des Weiteren erweist sich ein geringer Innendurchmesser des
Schlauches als vorteilhaft, um iiber die Lange des Schlauches eine gro3e Oberflache im Verhéltnis
zum inneren Schlauchvolumen zu erzielen. Technisch sind diesen Voraussetzungen jedoch Gren-
zen gesetzt, da bei einem zu geringen Innendurchmesser der Schlauch leichter durch Partikel, wie
ausgefallene Proteine, verstopfen kann. Bei einer zu geringen Wanddicke des Schlauches wird
dieser instabil und kann leichter knicken oder bei hoherem Druckverlust sogar platzen. Somit
musste mit dem eingesetzten Material ein Kompromiss eingegangen werden, der eine einfache
Montage im Labormalstab ermoglichte.

Eingang/Ausgang
Reaktionsvolumen

«— Gas ein

Abb. 5-3 Einheit zur Membranbegasung iiber einen Silikonschlauch.

5.3.2 Abschatzung des Sauerstoffeintrags

Um den Sauerstoffeintrag der Begasungseinheit abzuschétzen, wurde fiir ein kleineres Begasungs-
system der kra-Wert experimentell bestimmt, welcher dann proportional fiir andere Systeme ska-
liert werden kann. Fiir die Bestimmung des Stoffiibergangs eines Gases in eine Fliissigkeit ist der
kra-Wert aus dem Stoffiibergangskoeffizienten k7 und der auf das Volumen bezogenen Phasen-
grenzfliche a zusammensetzt. Fiir die experimentelle Bestimmung wurden 30 ml Wasser in ein
Glasgefill gegeben und verschlossen. Mittels einer Pumpe ist das Wasser durch einen 50 cm lan-
gen Schlauchabschnitt im Kreis gefordert worden, von dem ca. 48 cm von innen mit Wasser be-
netzt waren. Das Volumen im Vorratsbehidlter wurde mit einem Magnetriihrer durchmischt sowie
die darin geldste Sauerstoffkonzentration mittels einer Sauerstoffsonde gemessen. Durch das Ein-
leiten von Stickstoff wurde der Sauerstoff aus dem zirkulierenden Volumen verdriangt. Nachdem
die Sauerstoffsittigung unter 10 % lag, wurde die Begasung mit Stickstoff unterbrochen, so dass
eine Anreicherung des Volumens mit Sauerstoff aus der Luft tiber die Membranoberfliche er-
folgte. Die Zunahme der geldsten Sauerstoffkonzentration wurde im Vorratsgefal gemessen. Da-
bei ist die Anderung der Sauerstoffkonzentration iiber die Zeit durch Gleichung (5-1) beschrieben.
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=kia- (652 - Coz) (5-1)

Nach der Durchfiihrung der Integration ergibt sich Gleichung (5-2).

In <L> =ka-t (5-2)

-
Co2 — Co,

Mit der entsprechenden Auftragung der Messwerte konnte der kza-Wert schlieBlich aus der Stei-
gung der Linearfunktion ermittelt werden (Abb. 5-4). Die Anreicherung des Gesamtvolumens mit
Sauerstoff ist abhdngig von der Flussrate, mit der das Volumen durch den gasdurchléssigen
Schlauch gefordert wird. Um den maximalen kza-Wert fiir das Modellsystem zu ermitteln, wurden
kra-Werte fiir verschiedene Flussraten bestimmt (Abb. 5-5). Dabei ndhert sich der Ak a-Wert mit
steigender Flussrate einem Maximum, bei dem der Stofftransport iiber die gesamte innere Memb-
ranoberflache ermittelt werden kann. Eine weitere Steigerung der Flussrate hat dann keinen hohe-
ren kza-Wert zur Folge. Demnach wurde durch die Anpassung einer Exponentialfunktion an die
experimentellen kza-Werte ein Maximum von 0,046 min! fiir den Silikonschlauch in dem Mo-
dellsystem bestimmt.

Da der Vorlagebehilter nicht komplett verschlossen wurde und durch eine kleine Kaniile, durch
die der eingeleitete Stickstoff entweichen konnte, ein geringer Gasaustausch mit der Atmosphére
iiber die Wasseroberfliche moglich war, wurde auch bei einer Flussrate von 0 ml min~! ein
kra- Wert von 0,004 min~' bestimmt.
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Abb. 5-4 Bestimmung des k;a-Werts fiir die Begasung Abb. 5-5 Abhéangigkeit des Sauerstoffeintrags von der
von 30 ml Wasser mit einem Silikonschlauch (48 cm) Flussrate der Pumpe.

bei 20 £ 1 °C. Das Volumen wurde iiber eine zwei-ka-

nalige Schlauchpumpe mit einem Volumenstrom von

2 ml min~' durch den Silikonschlauch gefordert.

Bei der Blasenbegasung ist es aufgrund der Unkenntnis iiber die genaue GroBe der Phasengrenz-
flache tiblich, lediglich den kra-Wert anzugeben. Bei der Membranbegasung hingegen ist die in-
nere Membranoberflidche (Asm) oftmals bekannt, so dass hier eine separate Betrachtung erfolgen
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und die spezifische Phasengrenzfliche als a = Asm - V™! definiert werden kann. Es ist jedoch an-
zumerken, dass der k;-Wert eine stoffspezifische Konstante aus der Annahme der Zweifilmtheorie
ist (Whitman 1962). Diese dient als Modell fiir den Stofftransport an der Grenzschicht zwischen
zwei Phasen. Fiir weiterfiihrende Erklarungen wird auf die Fachliteratur verwiesen (Chmiel 2011;
Doran 2013). Bei der Membranbegasung iiber einen Silikonschlauch verlduft der Stofftransport
zusitzlich durch die Membran (0,5 mm). Insofern ist die Voraussetzung fiir die Zweifilmtheorie
nicht erfiillt. Fiir eine detaillierte Studie miisste der Stofftransport in allen Phasen sowie der
Stoffiibergang separat untersucht werden. Dies wiren ausgehend von der Gasphase der Ubergang
in die Silikonmembran, die Diffusion durch die Membran und der Ubergang von der Membran in
das Reaktionsmedium. Eine Untersuchung der einzelnen Transportvorginge ist jedoch nicht Be-
standteil dieser Arbeit. Der aus den experimentell ermittelten Ak a-Werten resultierende kz-Wert ist
daher vereinfacht als Summenparameter zu betrachten und wird fortan als 4z, 4, bezeichnet.

Aus dem ermittelten kza-Wert von 0,046 min~! konnte damit unter Beriicksichtigung der inneren
Membranoberfliche und dem Gesamtvolumen ein ki, 4, von 0,046 cm min~! berechnet werden
(Tab. 5-2). Dadurch war fiir die nachfolgenden Reaktionen der Sauerstoffeintrag bzw. die Sauer-
stofftransferrate (OTR, engl.: oxygen transfer rate) fiir andere Schlauchléngen abzuschétzen. Die
OTR ist nach Gleichung (5-1) am grofiten, wenn die geloste Sauerstoffkonzentration gegen null
geht. Die OTR limitiert die max. Sauerstoffaufnahmerate (OUR, engl.: oxygen uptake rate), wel-
che folglich der eingesetzten Enzymaktivitit der CHMO entspricht. Eine Abschidtzung der max.
OTR und die Skalierung der experimentell ermittelten Daten auf die Begasungseinheit ist in Tab.
5-2 aufgestellt. Fiir die Annahme, dass ein Reaktionsvolumen von 60 ml mit einem 5 m langen
Silikonschlauch begast werden soll und die maximale Ldslichkeit von Sauerstoff 0,26 mM betragt,
wiire bei einer Begasung mit Luft lediglich eine OTR von maximal 0,063 umol min™! mI™! bzw.
3,76 umol min™! zu erwarten. Vorausgesetzt, das Reaktionsvolumen wird mit der entsprechenden
Flussrate durch die Begasungseinheit gefordert. Um die OTR zu erhdhen, ohne die Membranober-
flache zu vergrofern, kann Sauerstoff statt Luft zur Begasung eingesetzt werden. Dadurch wird
das Konzentrationsgefille aufgrund der erhohten Sauerstoffkonzentration vergroBBert, wodurch die
Triebkraft entlang des Gradienten erhoht wird. Weiterhin ist es moglich, eine Steigerung der OTR
zu erzielen, wenn der Druck in der Begasungseinheit erhdht wird. Mit der Erh6hung des Drucks
geht proportional eine Erhohung der Sauerstoffldslichkeit einher, so dass mit einer Steigerung um
1 bar die OTR etwa verdoppelt werden kann.
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Tab. 5-2  Skalierung der Membranbegasung vom Modellsystem zur Begasungseinheit mit einer grof3eren Membran-
oberfliache und Abschétzung der max. OTR fiir die Begasung mit Luft oder Sauerstoff.

Modellsystem Begasungseinheit
Lange Silikonschlauch 48 cm 500 cm
innere Membranoberfliche 30,16 cm? 314,16 cm?
Volumen 30 ml 60 ml
kra 0,046 min™' 0,241 min™'
max. OTR mit Luft® 0,36 umol min™' 3,76 pmol min™!
max. OTR mit O2° 1,7 pmol min™! 17,9 pmol min™!

a kL,app = 0,046 cm min’l, kLa = kL,app -a

®bei maximaler Sauerstoffldslichkeit von 0,26 mM (1013 hPa, 25 °C) und einer geldsten Sauerstoffkonzentration
von null

¢ bei maximaler Sauerstoffloslichkeit von 1,24 mM (1013 hPa, 25 °C) und einer geldsten Sauerstoffkonzentration
von null

5.4 Zusammenfassung

Fiir den Eintrag von Sauerstoff in das wéssrige Reaktionsmedium wurden die Blasenbegasung, die
in situ Begasung und die Membranbegasung untersucht. Durch die Anwendung der verschiedenen
Begasungsmoglichkeiten konnten Vor- und Nachteile der einzelnen Verfahren aufgezeigt werden:

Eine Blasenbegasung eignet sich aufgrund der intensiven Schaumbildung und der damit ver-
bundenen Abnahme der Enzymaktivitét nicht.

Die katalasevermittelte in situ Begasung durch die Spaltung von Wasserstoffperoxid zu
Wasser und Sauerstoff wurde nicht weiterverfolgt, da die Katalase den Cofaktor bindet. Da-
mit wire ein hoherer Verbrauch des hochpreisigen Cofaktors verbunden. Des Weiteren ist
eine Zuleitung einer verdiinnten Wasserstoffperoxid-Losung erforderlich, wodurch eine ste-
tige Verdiinnung des Reaktionsansatzes und der Enzymaktivitét erfolgt.

Die Membranbegasung konnte erfolgreich iiber einen Silikonschlauch erfolgen. Im Ver-
gleich zur Begasung mittels eines Membrankontaktors mit einer pordsen Membran ist damit
keine Verblockung der Poren und eine leichtere Reinigung moglich.

Eine Umsetzung der Membranbegasung erfolgt in Form einer Begasungseinheit, die mittels
einer Pumpe in den experimentellen Aufbau integriert werden soll.

Fiir die Membranbegasung konnte der Stoffeintrag durch die Bestimmung von kza-Werten
quantifiziert werden. Zusitzlich wurde fiir den eingesetzten Silikonschlauch ein Stoffiiber-
gangskoeffizient (ki = 0,046 cm min') als Summenparameter bestimmt, wodurch der
Stoffeintrag fiir verschiedene Schlauchldngen abgeschétzt werden konnte.

Eine Steigerung des Stoffeintrags wurde durch die Begasung mit Sauerstoff erzielt.
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6 Prozessentwicklung’

6.1 Reaktionskaskade im Satzbetrieb

Der am einfachsten umzusetzende Reaktortyp ist der Riihrkessel im Satzbetrieb. Dieser sollte zu-
ndchst als Grundlage fiir weitere Reaktortypen eingesetzt werden. Durch einen Begasungskreislauf
wurde der Sauerstoffeintrag sichergestellt. Abb. 6-1 zeigt den Umsatz von 20 mM CHL zu ECL,
welcher mittels ADH und CHMO ermdglicht wurde. Nach ca. 80 min wurde ein vollstindiger
Umsatz von 20 mM CHL beobachtet, wobei mit 17,6 mM ECL eine analytische Ausbeute von nur
88 % ermittelt werden konnte. Damit war die Massenbilanz nicht geschlossen. Nach weiteren
50 min blieb die ECL-Konzentration allerdings konstant, so dass eher ein Verlust an CHL zu ver-
muten war. Der experimentelle Aufbau zu diesem Versuch ist Abb. 6-11 und Abb. 6-12 zu ent-
nehmen.

20
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S sL a 2 (E:ﬁh N Abb. 6-1 Zweistufige Synthese von ECL im Satzbe-
§ 6 L b trieb ausgehend von CHL mittels ADH und CHMO.
S Al o . g Reaktionsbedingungen: 50 ml NaPP (100 mM, pH 8),
A ] 2mM MgCl,, 0,2mM NADP*, 0,5U ml" CHMO,
2 ‘R * ] 0,55 U mlI"' ADH, pH mit NaOH (1 N) mittels Autotit-
o L8l & 18, A A I IN | 1 A . . .. .
ration kontrolliert, 25 °C, Magnetriihrer, Begasung mit
0 20 40 60 80 100 120 140 160 O, unter Normaldruck, 30 ml min~' Pumprate fiir Be-
Zeit (min) gasung.
6.1.1 Berucksichtigung der Massenbilanz

Es gibt verschiedene Ursachen fiir die verringerte Ausbeute und den Verlust des Substrats. Einer-
seits kann eine verringerte Reaktionsselektivitdt zu Nebenreaktionen fiihren, andererseits besteht
die Moglichkeit, dass CHL wihrend der Reaktion verdampft ist. Letzteres war zu vermuten, da
wihrend der Reaktion keine Bildung von Nebenprodukten beobachtet wurde. Das Reaktionsgefal3
ist zwar mit einem Deckel verschlossen worden, es waren aber in dem Verschluss Offnungen fiir
einen Riihrer und Leitungen fiir die Pumpe vorhanden, die einen Gasaustausch mit der Umgebung
zulieBen. Daher wurde die Anderung der CHL-Konzentration einer wissrigen Losung unter glei-
chen Prozessbedingungen, aber ohne Katalysatoren verfolgt. Der Verlauf ist in Abb. 6-2 gezeigt.

" Ergebnisse in diesem Kapitel sind anteilig verdffentlicht worden (Scherkus et al. 2016, 2017).
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Nach 156 min war im Vergleich zur Konzentration nach 5 min ein Verlust von ca. 18 % zu ver-
zeichnen. Durch die Anpassung einer Kinetik erster Ordnung an die experimentellen Daten wurde
fiir die Abnahme von CHL eine Geschwindigkeitskonstante (ks“L) von 0,002 min! bestimmt.

Eine unkatalysierte Hydrolyse von ECL zum Ende des Umsatzes im Satzbetrieb war zundchst
nicht zu beobachten. Dennoch wurde auch die Stabilitdt von ECL in Wasser unter Prozessbedin-
gungen untersucht. Hierzu ist eine wiéssrige ECL-Lésung mit NaOH titriert und der Titrationsver-
lauf als Folge der Hydrolyse des Lactons zu 6-Hydroxyhexansdure (6-HHA) aufgezeichnet wor-
den (Abb. 6-3). Auch hier wurde zur Quantifizierung eine Kinetik erster Ordnung an den Verlauf
angepasst, wodurch eine Geschwindigkeitskonstante (k/“") von 9,3 - 10> min™! fiir die nicht ka-
talysierte Hydrolyse von ECL bestimmt werden konnte.
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Abb. 6-3 Autohydrolyse von ECL (100 pl, 0,95 mmol,
23,6 mM) bei 25 °C in 40 ml NaPP (10 mM, pH 8), Tit-
ration mit 1 N NaOH.

Abb. 6-2 Verlust von Cyclohexanol aus dem Reaktor.
60 ml einer gepufferten CHL-Losung (NaPP, 100 mM,
pH 8) wurden bei 25 °C mit 30 ml min~! durch die Be-
gasungseinheit gepumpt.

6.1.2 Entwicklung eines kinetischen Modells zur Prozesssimulation

Die in Kapitel 4 ermittelten kinetischen Daten erlauben die Erstellung eines kinetischen Modells
zur Beschreibung bzw. Simulation des Reaktionssystems. Das ermdglicht die Validierung experi-
mentell bestimmter Parameter sowie eine Optimierung des Systems durch die Anpassung des Mo-
dells an verschiedene Reaktionsbedingungen. Die Simulation basiert auf der ndherungsweisen,
numerischen Integration von Differentialgleichungen und wurde mit der Software Matlab (Ver-
sion R2015a, The MathWorks, Inc., Natick, MA, USA) vorgenommen. Zunichst ist ein kineti-
sches Modell fiir die Reaktionskaskade, ausgehend von CHL bis ECL und gemif Abb. 4-7, erstellt
und fiir die einzelnen Verbindungen die entsprechenden Differentialgleichungen (6-1) bis (6-4)
aufgestellt worden. Dabei wurde die Anderung der Konzentration der jeweiligen Verbindung be-
trachtet und als Stoffmengenbilanz formuliert. Zuséitzlich driickt Gleichung (6-5) die Bildung von
6-HHA aus. Da nicht nur Versuche im Satzbetrieb durchgefiihrt werden sollten, sondern auch das
Zulaufverfahren anzuwenden war, wurde mit ve.s die Zugabe von CHL als Stoffmenge beriick-
sichtigt. Mit der Substratzugabe und der Titration musste folglich auch die Anderung des Volu-
mens durch Gleichung (6-6) einbezogen werden. Dabei wurde mit kes €in konstant zugefiihrtes
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Substratvolumen als Geschwindigkeitskonstante und das zugefiihrte Titrationsvolumen mit der
Hydrolyse von ECL in Abhéngigkeit von der eingesetzten Konzentration der Base (NaOH) defi-
niert. Zur Ermittlung der Enzymaktivitaten (v4py und veumo) sind die entsprechenden Stoffmengen
der einzelnen Komponenten innerhalb der Berechnung mit dem jeweiligen Reaktionsvolumen ver-
rechnet worden, um Konzentrationswerte fiir die Michaelis-Menten-Gleichung zu erhalten.

O eva + (3Bl — v8) Vo — K™ m(CHL) (6-1)’
AnBDP) — euo + vty — vin) Vo (6-2)"
An(CHN) _ nCVEDPR) — g — vty — veuwo) Vo (6-3)*
@ = Veumo * Vo — KECL - n(ECL) (6-4)*
e TR _ eker - m(ecL) (6-5)*
v kL) (6-6)*

ar -~ Kreed ¥ TooHT

6.1.3 Enzymstabilitat unter Prozessbedingungen

In Kapitel 3.2 sind bereits die Stabilitdten von ADH und CHMO in Abhéngigkeit von der Tempe-
ratur untersucht worden. Nachdem alle wichtigen Reaktionsbedingungen und die experimentelle
Umsetzung festgelegt wurden, war die Untersuchung der Enzymstabilitdt gegeniiber der mecha-
nischen Beanspruchung durch Riithren und Pumpen im Reaktionssystem erforderlich. Dazu wur-
den ADH und CHMO separat in einem Reaktionsansatz ohne Substrat unter Prozessbedingungen
durch das Begasungsmodul im Kreis gepumpt. Als Referenz ist ein Aliquot in einem geschlosse-
nen ReaktionsgefiB bei gleicher Temperatur inkubiert worden. Abb. 6-4 zeigt die Anderungen der
Enzymaktivititen von ADH und CHMO unter Prozessbedingungen in Abhéngigkeit von der Zeit
im Vergleich zu den jeweiligen Referenzen. Fiir beide Enzyme ist eine Abnahme der Aktivitét zu
erkennen. Aus der Abnahme der Aktivitdten konnten vergleichbare Halbwertszeiten (HWZ, t1,2)
von 32 und 29 h fiir ADH bzw. CHMO bestimmt werden. Die HWZ der CHMO bezieht sich dabei

* n(X): Stoffmenge der Komponente X (mmol); veuvo, vapn: Enzymaktivitit (mmol min' I''); Vo: Startvolumen (1), vges: Substratzufuhr
(mmol min™); &, Verlust von CHL (min™); k/“*: Autohydrolyse von ECL (min™); ky.q: Zufuhr Substratvolumen (1 min™); [NaOH]: Konzent-
ration der von NaOH (mmol I'!)
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allerdings auf die Werte innerhalb von 6,7 h, da nach 23 h keine Aktivitit mehr festgestellt werden
konnte. Weil in der Zwischenzeit keine Aktivitdtsbestimmungen vorgenommen wurden, konnte
fiir die CHMO keine exakte HWZ iiber einen groBeren Zeitraum ermittelt werden. Die Anderung
der Aktivitit der Referenz war fiir beide Enzyme geringer, womit die Abnahme der Enzymaktivitét
vorwiegend durch die mechanische Beanspruchung durch Riihrer und Pumpe zu begriinden ist.
Bei der Referenz der ADH blieb die Aktivitdt sogar iiber den gesamten Zeitraum erhalten. Inner-
halb der ersten 5 h war die Anderung der Enzymaktivitit unter Prozessbedingungen fiir beide En-
zyme um etwa 10-14 %, so dass die Reaktionszeiten fiir weitere Untersuchungen in diesem Zeit-
rahmen durchgefiihrt werden sollten, um den Einfluss der Enzymstabilitét auf die Reaktion ohne
die erneute Zugabe von Enzym zu tolerieren.
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Abb. 6-4 Anderung der ADH-Aktivitit (links) und der CHMO-Aktivitit (rechts) unter Prozessbedingungen im Ver-
gleich zur Inkubation im geschlossen Reaktionsgefdl ohne Pumpen (Referenz). Verdiinnter Rohextrakt in 40 ml NaPP
(100 mM, pH 8), 2 mM MgCl,, 25 °C, 30 ml min~! Pumprate durch Begasungseinheit, Magnetriihrer.

6.1.4 Anwendung des kinetischen Modells fur den Satzbetrieb

Abb. 6-5 zeigt die berechneten Konzentrationsverldufe im Satzbetrieb fiir CHL und ECL im Ver-
gleich zu den experimentellen Daten. Die berechneten Verldufe der tibrigen Verbindungen wie
Cofaktor, CHN und 6-HHA sind aufgrund der niedrigen Konzentrationswerte und zur klareren
Ubersicht nicht dargestellt. Fiir die CHMO wurden zuvor zwei kinetische Modelle angenommen
(siehe Kapitel 4.2.2), fiir die jeweils eine Berechnung erfolgte. Es ist deutlich zu erkennen, dass
die Berechnung mit dem unkompetitiven Inhibierungstyp die experimentellen Verldufe iiberein-
stimmend wiedergegeben werden konnten im Gegensatz zur Berechnung mit dem kompetitiven
Inhibierungstyp (Abb. 6-5). Letzteres wurde daher fiir weitere Untersuchungen nicht berticksich-
tigt. Fiir das kinetische Modell mit dem unkompetitiven Inhibierungstyp konnte eine Ubereinstim-
mung der experimentellen Daten mit den berechneten Daten von 93 % fiir CHL und 97 % fiir ECL
ermittelt werden.

Die Konzentrationsdnderungen von CHL und ECL gleichen bis zum vollstaindigen Umsatz augen-
scheinlich eher einer Reaktion pseudo-0. Ordnung, statt dem typischen Verlauf einer kinetisch
kontrollierten, zweistufigen Reaktion. Das liegt daran, dass die aufeinanderfolgenden Reaktionen
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an die Regeneration des Cofaktors gekoppelt sind und damit die Konzentration von CHN als In-
termediat sowie die Enzymaktivititen von ADH und CHMO limitiert sind. Die Aktivitdt jedes
einzelnen Enzyms ist durch die Anderungen der einzelnen Verbindungen beeinflusst. In Abb. 6-6
sind die Reaktionsgeschwindigkeiten von ADH und CHMO wihrend des Umsatzes von 20 mM
CHL aufgetragen. Da der erste Oxidationsschritt von CHL zu CHN reversibel ist, wurden fiir die
ADH beide Reaktionsgeschwindigkeiten beriicksichtigt. Es ist zu erkennen, dass die ADH-
Aktivitdt zum Ende absinkt, da immer weniger CHL vorhanden ist und damit entsprechend der
Kinetik die Enzymaktivitdt abnimmt. Fiir die CHMO ist hingegen im Verlauf des Versuchs eine
Steigerung der Aktivitét zu verzeichnen. Das ist eine Folge der Kinetik der CHMO bzgl. CHL, das
die CHMO-AKktivitit inhibiert. Da sich die Konzentration von CHL aber im Verlauf der Reaktion
verringert, steigt die CHMO-Aktivitét bis wiederum die Konzentration von CHN so gering ist,
dass auch die CHMO-Aktivitét entsprechend der Kinetik wieder abnimmt. In Summe wird die
Abnahme der ADH-Aktivitit durch die Zunahme der CHMO-Aktivitét bis zum vollstdndigen Um-
satz teilweise kompensiert, womit die Konzentrationsverldaufe von CHL und ECL in Abb. 6-5 zu
erkléren sind.
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AbD. 6-5 Experimentelle und berechnete Konzentrati- Abb. 6-6 Enzymaktivititen von ADH und CHMO
onsverldufe fiir den Umsatz von 20 mM CHL im Satz- wéhrend des Umsatzes von 20 mM CHL zu ECL.
betrieb. Simulationswerte: V. = 50 ml, a0 =

28,5 umol min™!,  a,P?* = 5185 pmol min™!,

aPred = 4229 4 ymol min™!, k&, = 0,002 min!,

kdECL = 9,3 . 1075 minfl, Vieed = 0, k_f'eed = 0, kbase =0.

Aufgrund der Ubereinstimmung der experimentellen Daten mit den berechneten Verliufen konnte
das zweistufige Reaktionssystem hinreichend beschrieben werden, um als Grundlage fiir weitere
Simulationen zu dienen. Im Satzbetrieb ist die Reaktion bzgl. der CHMO-Aktivitit stark limitiert
und begiinstigt den Verlust des Substrats CHL. Aus 6konomischer Sicht ist das System in dieser
Art und Weise daher unwirtschaftlich. Um wirtschaftliche Produktkonzentrationen zu erreichen,
miissen hohe Substratkonzentrationen eingesetzt werden. Durch den Einsatz hoherer Ausgangs-
konzentrationen verldngern sich auch die Reaktionszeiten. Je ldnger eine Reaktion anhilt und je
hoher die Substratkonzentration ist, desto groBer ist auch der Verlust von CHL. Dies wird in Abb.
6-7 verdeutlicht. Hier wurden im Vergleich zum Umsatz von 20 mM CHL mit der gleichen En-
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zymaktivitit weitere Simulationen im Satzbetrieb mit 50 und 100 mM CHL als Ausgangskonzent-
rationen durchgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass die analytische Ausbeute nach komplettem Umsatz
fiir 20, 50 und 100 mM jeweils auf 91 %, 72 % und 49 % sinkt. Aufgrund dieser Beobachtung ist
das Reaktionssystem nicht fiir den Satzbetrieb geeignet.
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RN ——CHL (20 mM) |
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§ S o - — = = Abb. 6-7 Simulationen zur enzymatischen Synthese
5 I S e AR ] von ECL mittels ADH und CHMO ausgehend von 20,
x 2 — =< 50 und 100 mM CHL im Satzbetrieb. Simulations-
- . - N N werte: V = 50 ml, a,, ™0 = 28,5 umol min™, a,,/ P
e = 518,5 pmol min™!, a,/P*"*? = 4229,4 pmol min™!,
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Zeit (min) kfeea = 0, kpase = 0.

6.2 Reaktionskaskade im Zulaufverfahren

6.2.1 Diskontinuierliche und automatisierte Substratzugabe

Der verfahrenstechnische Losungsansatz zur Substratinhibierung besteht darin, dass das Substrat
dem Reaktionsgemisch in niedriger Konzentration zugefiihrt wird und eine hohe Substratkonzent-
ration bspw. durch eine zu hohe Dosierung vermieden werden sollte. Dieses Verfahren wurde zu
Beginn als Zulaufverfahren bezeichnet.

Fiir die Synthese von ECL ist daher das Substrat in kleinen Mengen und in bestimmten Zeitab-
stinden zugegeben worden. Dazu sollte nach der Substratzugabe eine Konzentration von ca. 2 mM
CHL erreicht bzw. gehalten werden. Idealerweise wird damit so viel Substrat zugegeben, dass es
dem Verbrauch entspricht. Dies kann allerdings nur dann erfolgen, wenn die Konzentrationen ein-
zelner Komponenten wihrend der Reaktion bestimmt werden konnen, um den Umsatz zu ermit-
teln. Eine Echtzeitanalytik war allerdings nur fiir Sauerstoff moglich. Die Konzentrationen von
CHL oder ECL wurden iiber eine herkmmliche Analytik mittels GC bestimmt. Um eine kontrol-
lierte Substratzugabe einzurichten war daher nur eine Orientierung am Sauerstoffverbrauch mog-
lich, welcher der Reaktion stetig {iber die Membranbegasung zugefiihrt wurde. Die experimentelle
Umsetzung dazu ist in Abb. 6-8 dargestellt. Die Reaktion wurde mit der ersten Zugabe von CHL
gestartet, was anhand der sofortigen Abnahme der Sauerstoffkonzentration zum Zeitpunkt null zu
erkennen ist. Nachdem CHL komplett umgesetzt war und damit auch kein Sauerstoff mehr ver-
braucht wurde, stieg die Sauerstoffkonzentration wieder an. Dieser Anstieg wurde als Ausloser fiir
eine erneute Substratzugabe genutzt, womit die Sauerstoftkonzentration wieder sank. Da bei die-
sem Versuch der Verbrauch durch die eingesetzte Enzymaktivitdt innerhalb der ersten 50 min ho-
her war als der Sauerstoffeintrag, sank die Sauerstoffkonzentration auf null und limitierte dadurch
die Reaktionsgeschwindigkeit.
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Zur Automatisierung der Substratzugabe ist mit der Software Matlab ein Skript erarbeitet worden,
das mit der ersten Substratzugabe gestartet wurde. Wihrend des Versuchs wurden nach einem
bestimmten Zeitabstand die bis dahin aufgezeichneten Werte fiir die Sauerstoffkonzentration aus-
gelesen. Aus einigen der letzten Werte wurde dann die Steigung berechnet. Nachdem eine positive
Steigung sowie das Uberschreiten eines vorgegebenen Grenzwerts ermittelt wurden, ist die Zugabe
einer definierten Menge an Substrat {iber eine Schlauchpumpe ausgeldst worden. In dem Skript
wurden zu Beginn die dafiir erforderlichen Parameter wie das Startvolumen und die Konzentration
der Substratlosung vorgegeben. Daraus wurde innerhalb des Programms die Menge an Substrat-
volumen errechnet, die zugegeben werden musste, um eine vorgegebene Endkonzentration (z. B.
2 mM) im Reaktor zu erzielen. Das zugefiihrte Substratvolumen wurde wiederum von der Pumpe
aufgezeichnet und vor der erneuten Zugabe automatisch abgefragt. Dadurch wurden stets das Ge-
samtvolumen und das Volumen des zuzufiihrenden Substrats angepasst. In Abb. 6-9 sind die Er-
gebnisse eines Versuchs dargestellt, in dem erfolgreich die automatisierte Substratzugabe umge-
setzt werden konnte. Bei einigen Zeitpunkten ist zu erkennen, dass mehr als einmal Substrat zur
selben Zeit hinzugegeben wurde. Das lag daran, dass der zeitliche Abstand zur Ermittlung der
erneuten Zugabe zu gering war, um eine daraus resultierende Abnahme der Sauerstoffkonzentra-
tion feststellen zu konnen. Wihrend des Versuchs erfolgte keine Probeentnahme und keine Kon-
zentrationsbestimmung mittels GC, da in dem Skript keine Verringerung des Volumens beriick-
sichtigt wurde. Am Ende des Versuchs nach 120 min wurde eine Endpunktbestimmung durchge-
fiihrt, bei der 0,42 mmol ECL (15,5 mM) bei komplettem Umsatz von CHL ermittelt werden
konnte, obwohl 0,5 mmol CHL (20 mM) insgesamt hinzugegeben wurde. Das entspricht einer
Ausbeute von 78 %. Diese hohe Abweichung ist damit zu begriinden, dass die Substratzugabe von
ca. 200 ul CHL-Losung (ca. 250 mM) mit der Schlauchpumpe nicht prizise genug zugegeben
werden konnte.
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Abb. 6-8 Reaktion im Zulaufverfahren mit manueller, Abb. 6-9 Reaktion im Zulaufverfahren mit automati-
diskontinuierlicher Substratzugabe in Abhéngigkeit sierter Substratzugabe in Abhédngigkeit vom O,-Ver-
vom O»-Verbrauch. Reaktionsbedingungen: 25 ml brauch. Reaktionsbedingungen: 25 ml NaPP (100 mM,
NaPP (100 mM, pH 8), 1 mM MgCl,, 0,4 mM NADP', pHS8), 1 mM MgCl,, 0,4mM NADP*, 0,7 U ml!
0,7UmlI”" CHMO, 1Uml"' ADH, 254mM CHL CHMO, 1 U ml"' ADH, 242 mM CHL Stammldsung,
Stammldsung, 25 °C, Begasung mit Luft. 25 °C, Begasung mit Luft.
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Durch die diskontinuierliche Substratzugabe konnte eine Substratinhibierung vermieden und er-
folgreich automatisiert werden. Dennoch fiihrte dies im Vergleich zu einem Versuch im Satzbe-
trieb (Abb. 6-10) insgesamt nicht zu einem hdheren Umsatz in einem vergleichbaren Zeitraum.
Nach ca. 180 min Reaktionszeit ist bei der Reaktion im Satzbetrieb etwa die gleiche Menge CHL
(ca. 0,5 mmol) umgesetzt worden wie im Zulaufverfahren mit diskontinuierlicher Substratzugabe
(Abb. 6-8). Der Grund dafiir ist, dass in der Zeit zwischen dem vollstindigen Umsatz der zuge-
fiihrten Menge des Substrats und der erneuten Substratzugabe kein Umsatz stattfand. Dies filihrte
dazu, dass bei beiden Reaktortypen etwa die gleiche Menge in der gleichen Zeit umgesetzt werden
konnte.
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' . .I 00 Abb. 6-10 Reaktion im Satzbetrieb. Reaktionsbedin-
20

g
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0,5 mmol (20 mM) CHL, 0,4 mM NADP*, 0,5 U ml!
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6.2.2 Kontinuierliche Substratzugabe und pH-Kontrolle

Fiir eine effektivere Substratzugabe musste die diskontinuierliche Zugabe verfeinert werden, um
die Zeit zwischen zwei Substratzugaben, in der kein Umsatz stattfindet, zu verringern. Als optimal
erwies sich daher eine kontinuierliche Substratzufuhr, die der Enzymaktivitit angepasst werden
konnte. Im Gegensatz zu den bisherigen Versuchen wurde das Substrat der Reaktion fiir die kon-
tinuierliche Substratzugabe nun unverdiinnt hinzugegeben. Dies hatte den Vorteil, dass die Ver-
diinnung der Enzymaktivitdt im Reaktor, die durch das Zufiihren einer verdiinnten Substratldsung
verursacht wurde, auf ein Minimum reduziert werden konnte. Die Umsetzung erfolgte mittels ei-
ner Spritzenpumpe und einer damit verbundenen, sehr feinen Kapillare. Da der Schmelzpunkt von
CHL im Bereich der Raumtemperatur liegt, musste die Spritze und die in den Reaktor hineinra-
gende Kapillare beheizt werden, um die Viskositét herabzusetzen. Dadurch konnte CHL leichter
in den Reaktor gefordert werden. Zusédtzlich wurde eine pH-Kontrolle mittels Autotitration in den
experimentellen Aufbau integriert, um einer Anderung des pH-Wertes durch die Bildung von
6-HHA entgegenzuwirken. Der experimentelle Aufbau dazu ist in Abb. 6-11 und Abb. 6-12 dar-
gestellt.
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Abb. 6-11 FlieBbild zum experimentellen Aufbau des Zulaufverfahrens. FI: Schwebekorper-Durchflussmesser, MA:
Membranbegasung, OI: O,-Sonde, PI: Manometer, pHICR/P1: Pumpe mit pH-Sonde und Regelung (Autotitration),
P2: Spritzenpumpe, P3: Mehrkanal-Schlauchpumpe.

Abb. 6-12 Experimenteller Aufbau des Zulaufverfahrens. 1: Wasserbad zur Temperierung des Rithrkessels, 2: PC zur
Datenaufnahme und Pumpensteuerung, 3+4: Wasserbad und Schlauchpumpe zur Temperierung der Spritzenpumpe,
5: Spritzenpumpe mit CHL, 6: pH-Kontrolle und Autotitration (ca. 107~1 ml min™"), 7: Sauerstoffsonde, 8: Riihrer.
9: Riihrkessel (75 ml), 10: Membranbegasung (max. 0,5 bar Uberdruck), 11: Messzelle zur Bestimmung der Sauer-
stoffkonzentration, 12: mehrkanalige Schlauchpumpe. Die rote Linie kennzeichnet mit Pfeilen den Umlauf des Reak-
tionsmediums.

In Abb. 6-13 sind die Ergebnisse eines Versuches gezeigt, bei dem CHL kontinuierlich und un-
verdiinnt zugegeben wurde. Es ist zu erkennen, dass damit die Menge an CHL wihrenddessen
stets niedrig gehalten werden konnte und zu ECL als Produkt umgesetzt wurde. Dabei korrelierte
die ermittelte Menge an ECL mit der Zugabe von CHL bis etwa 2 h. Nach 111 min wurde die Rate
der Substratzugabe um 50 % erhoht, um eine hohere Produktbildungsrate zu erzielen. Ab dem
Zeitpunkt wich die zugefiihrte Substratmenge von der ermittelten Produktmenge ab. Einerseits
wurde ECL teilweise zu 6-HHA hydrolysiert, was anhand der zugegebenen Menge an NaOH nach-
vollzogen werden konnte. Eine verzogerte Substratzugabe wére andererseits ein Grund fiir die
Mengenabweichung. Fiir diesen Versuch wurde CHL in einer Spritze aus Kunststoff aufgenom-
men und in die Spritzenpumpe eingespannt. Durch die Viskositit von CHL und der diinnen Ka-
pillare war ein entsprechender Druckverlust anzunehmen. Durch den Druck der Pumpe, der auf
die Spritze wirkte, war zu beobachten, dass sich der Kolben der Spritze leicht verformte. Dadurch
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resultierte eine hohere Rate der Substratzufuhr im Reaktor erst zu einem spéteren Zeitpunkt, als
bei der Pumpe eingestellt wurde. Um diesen Umstand zu umgehen, wurde spéter eine Spritze aus
stabilem Glas eingesetzt.
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6.2.3 Kinetische Limitierung im Zulaufverfahren

Durch die kontinuierliche Zugabe von CHL und der Umsetzung zu ECL erfolgt im Idealfall nur
ein Anstieg der ECL-Konzentration. Bei einer Konzentration von 100 mM ECL hat die CHMO
eine Restaktivitit von ca. 90 % (siehe Kapitel 4.2.2). Ein Aktivitétsverlust fiihrt dazu, dass weniger
Substrat umgesetzt wird, wodurch eine Akkumulation von CHL im Zulaufverfahren eintritt. Die
Erhohung der CHL-Konzentration wihrend der Reaktion fithrt damit zu einer stérkeren Inhibie-
rung, wodurch der Prozess nach kurzer Zeit zum Erliegen kommt. Anhand von simulierten Reak-
tionsverldaufen mit unterschiedlichen Raten der Substratzugabe wird dies in Abb. 6-14 verdeutlicht.
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Mit einer Rate von 14,2 pmol min~! konnte innerhalb einer Reaktionszeit von 480 min eine kon-
stante Zunahme der ECL-Konzentration ohne Akkumulation von CHL festgestellt werden. Durch
die Erhohung der Substratzugabe um 23 % auf 17,5 pmol min™' setzt eine Akkumulation von CHL
und einer Abnahme der Produktbildungsrate ab ca. 390 min ein. Bei einer weiteren Steigerung der
Substratzugabe um 30 % auf 19 umol min! tritt dieser Effekt bereits nach ca. 240 min ein. Da
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anhand des kinetischen Modells das katalytische Potential der Reaktionssequenz verdeutlicht wer-
den sollte, blieb die Enzymstabilitit hierbei sowie fiir weitere Simulationen unberiicksichtigt.

Experimentell wurde der Einfluss der Inhibierung der CHMO durch ECL untersucht, indem ein
Versuch im Zulaufverfahren durchgefiihrt wurde, bei dem bereits von Beginn an eine erhdhte
ECL-Konzentration (200 mM) vorlag. Die Ergebnisse zu diesem Versuch sind in Abb. 6-15 ge-
zeigt. Darin ist zu erkennen, dass innerhalb der Reaktionszeit von 279 min bei einer konstanten
Zugabe von 14,2 umol min~' CHL die Konzentration von ECL lediglich um ca. 28 mM gesteigert
werden konnte und CHL bis auf 29 mM anstieg. Im Vergleich zur Simulation (Abb. 6-14), bei der
zu Beginn noch kein ECL zugegeben wurde, war die Konzentration von ECL innerhalb von
180 min bereits bei ca. 60 mM ECL. Unter der Beriicksichtigung, dass der Versuch mit einem
Volumen von 60 ml und die Simulation mit 50 ml durchgefiihrt wurde, wire bei dem Versuch
nach 180 min eine Konzentration von zusétzlich 50 mM zu erwarten gewesen.
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Abb. 6-15 Reaktionsverldufe des Zulaufverfahrens mit 200 mM ECL zu Beginn der Reaktion (links). Titrationsver-
lauf und Zulauf von CHL wiéhrend der Reaktion (rechts). Reaktionsbedingungen: 60 ml NaPP (33 mM, pH 8), 2 mM
MgCl,, 0,2 mM NADP?, 0,5 U mlI”! CHMO, 0,55 U mI"' ADH, 14,2 umol min' (1,5 pl min™') CHL-Zulauf, 25 °C,
Titration mit 5 N NaOH, 30 ml min~! Flussrate der Reaktionslésung.

6.3 Zusammenfassung

Bei der Prozessentwicklung fiir die zweistufige Reaktionssequenz wurden Versuche im Satzbe-
trieb und im Zulaufverfahren durchgefiihrt, wobei folgende Ergebnisse erzielt wurden:

e Der Umsatz von 20 mM CHL zu ECL im Satzbetrieb fiihrte durch den Verlust von CHL zu
einer verringerten Produktausbeute.

e Anhand der kinetischen Parameter wurde ein kinetisches Modell erstellt, welches zur Simu-
lation des Versuchs im Satzbetrieb angewendet wurde. Die berechneten Reaktionsverldufe
hatten gegeniiber den experimentellen Daten eine Ubereinstimmung von 93 und 97 % fiir
CHL und ECL.

e Das Zulaufverfahren bietet gegeniiber dem Satzbetrieb einen effizienteren Stoffumsatz auf-
grund der Inhibierung der CHMO durch CHL.
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e Fiir das Zulaufverfahren konnte eine diskontinuierliche Zugabe einer verdiinnten Substrat-
16sung automatisiert umgesetzt werden.

e Mit Hilfe des kinetischen Modells wurden weitere Versuche im Satzbetrieb und im Zulauf-
verfahren simuliert, um Limitationen des Reaktionssystems identifizieren zu konnen.

e Durch die kontinuierliche Substratzugabe mit unverdiinntem Substrat war eine Optimierung
der Substratzugabe moglich. Des Weiteren wurde eine pH-Kontrolle mittels Autotitration
etabliert.

e Aufgrund der Inhibierung der CHMO durch ECL ist das Zulaufverfahren im Bereich hoherer
Produktkonzentrationen limitiert.



7 Strategien zur Vermeidung der Produktinhibierung

7.1 Isolierung von g-Caprolacton

Damit auch bei hoheren Produktkonzentrationen die Enzymaktivitit erhalten bleibt, ist es notwen-
dig, ECL wihrend der Reaktion zu entfernen. Dies kann potenziell iiber eine in situ Produktent-
fernung mittels Extraktion aus der wissrigen Phase in ein organisches Losungsmittel erfolgen.
Dazu wurden Verteilungskoeftizienten Ksw von ECL fiir einige mit Wasser nicht mischbare Lo-
sungsmittel bestimmt, welche in Tab. 7-1 aufgefiihrt sind. Dabei konnten fiir Chloroform und
Dichlormethan die besten Extraktionsergebnisse erzielt werden. n-Alkane wie Hexan oder Heptan
erwiesen sich als ungeeignet.

Eine experimentelle Umsetzung einer in situ Produktextraktion konnte jedoch nicht erfolgen, da
die CHMO gegeniiber organischen Losungsmitteln nicht stabil ist. Dies wurde anhand eines Ak-
tivititstests tiberpriift. Dabei war keine CHMO-Aktivitdt mehr festzustellen, nachdem ein ver-
diinnter Rohextrakt mit den einzelnen Losungsmitteln vermischt und vorsichtig invertiert wurde.

Tab. 7-1 Verteilungskoeffizienten von ECL in verschiedenen organischen Losungsmitteln.

Losungsmittel Kiw
Chloroform 329+22
Dichlormethan 30,9 + 0,9
Ethylacetat 3,31 £0,01

Heptan 0,075 + 0,002
Hexan 0,074 £ 0,001
MTBE 1,018 £ 0,001

7.2 Lipasekatalysierte Umsetzung von g-Caprolacton

7.2.1 Polymerisation von e-Caprolacton

Eine weitere Mdoglichkeit besteht darin, ECL weiter zu PCL umzusetzen (Abb. 7-1). Dies kann
ebenfalls enzymatisch durch Ring6ffnungspolymerisation (ROP) im organischen Losungsmittel
mittels einer Lipase erfolgen. In der Literatur ist diese Reaktion bereits unter verschiedenen Be-
dingungen umfanglich beschrieben worden (Gross et al. 2001; Kumar und Gross 2000; Labet und
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Thielemans 2009; Uyama et al. 1995; Uyama und Kobayashi 1993). Als Lipase hat sich der Ein-
satz bei Veresterungsreaktionen und derartige Polymerisationen CALB bewihrt (Anderson et al.
1998).

0]
0] @]
O Lipase M)L
2 O n

g-Caprolacton Poly-g-Caprolacton

Abb. 7-1 Enzymatisch katalysierte Polymerisation von ECL zu PCL.

Die Polymerisation entspricht dem primiren industriellen Einsatz des Monomers ECL und konnte
auch im Rahmen dieser Arbeit im Labormalstab auf biokatalytischem Weg umgesetzt werden.
Abb. 7-2 zeigt den enzymatischen Umsatz von ECL wihrend der Polymerisation zu PCL (M, =
16700 g mol™!, My = 28700 g mol™!, Mw/Ms = 1,7), welches nach der Isolierung und Aufarbeitung
als Ergebnis in Abb. 7-3 veranschaulicht ist.
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Abb. 7-2  Polymerisation von ECL zu PCL. Reaktions- Abb. 7-3 Ausgehirtetes PCL nach Aufarbeitung und
bedingungen: 77,3 g ECL, 137,8 g Toluol, 2 g CALB enzymatischer Polymerisation von ECL.
(c-LEcta), 60 °C.

Diese Eigenschaft zur Polymerisation sollte daher auch als weiterfiihrende Reaktion zur zweistu-
figen Reaktionssequenz genutzt werden, um die Produktinhibierung durch ECL zu vermeiden.
Veresterungsreaktionen oder Umesterungsreaktionen werden vornehmlich wasserfrei durchge-
fiihrt, damit keine Hydrolyse der Esterbindung als unerwiinschte Folgereaktion erfolgen kann. Die
enzymatische Synthese von ECL wird in dieser Arbeit jedoch in einem wéssrigen Reaktionssystem
durchgefiihrt, wodurch eine Polymerisation limitiert ist. Daher wurde der Fokus zunéchst auf die
Bildung von Oligomeren gelegt. Die Oligomerisation von ECL in Wasser ist bereits in der Litera-
tur gezeigt und als Grundlage herangezogen worden (Inprakhon et al. 2014). Allerdings konnten
diese Ergebnisse unter den eingesetzten Bedingungen nicht reproduziert werden. Stattdessen
wurde die katalysierte Hydrolyse bzw. die Ring6ffnung von ECL in Wasser beobachtet. Alternativ
zur CALB ist hingegen die Oligomerisation mit dem Einsatz der Lipase A aus Candida antarctica
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(CALA) beobachtet worden (Schmidt et al. 2015b; Schmidt et al. 2015a). Aufgrund der geringen
Aktivitdit von CALA bzgl. des Umsatzes von ECL war hierfiir eine im Vergleich zu CALB sehr
viel hohere Menge an Enzym erforderlich (Scherkus et al. 2016). Des Weiteren wurden keine
Oligomere erzeugt, die gro3 genug waren, um wihrend der Reaktion aus der Losung auszufallen.
Dies wire ein enormer Vorteil hinsichtlich der Produktaufarbeitung gewesen, da keine Extraktion
erforderlich gewesen wire.

7.2.2 Hydrolyse von g-Caprolacton und deren Kinetik

Zunichst war die beobachtete Hydrolyse von ECL zu 6-HHA (Abb. 7-4) eine unerwiinschte Ne-
benreaktion. Da jedoch keine selektive Methode zur in situ Produktentfernung von ECL umgesetzt
werden konnte, sollte daher jene katalytische Aktivitit von CALB zur Vermeidung einer Akku-
mulation von ECL eingesetzt werden. Dadurch ergab sich ein weiterer Reaktionsschritt, der zu-
nichst separat untersucht wurde und anschlieend in die Reaktionssequenz einbezogen werden
sollte.

O
o O
Hydrolase
— HOM
+ H,0 OH
g-Caprolacton 6-Hydroxyhexansaure

Abb. 7-4 Enzymatische Hydrolyse von ECL zu 6-HHA.

Katalysatorauswahl

Als Katalysator diente hierfiir ebenfalls CALB. Aufgrund der Stabilitit dieses Enzyms in immo-
bilisierter Form und der damit verbundenen Vorteile, wie einer vereinfachten Abtrennung und
Wiederverwendung, sollte CALB im Gegensatz zu den 16slichen Enzymen, ADH und CHMO,
immobilisiert eingesetzt werden. Fiir wasserfreie Reaktionssysteme und Reaktionen in organi-
schen Losungsmitteln wird CALB hauptséchlich adsorptiv immobilisiert an einen hydrophoben
Trager angewendet (Miletic ef al. 2012). Bei der Verwendung im wéssrigem Medium besteht die
Gefahr, dass sich das Enzym vom Trager 16st, wodurch die Vorteile immobilisierter Enzyme nicht
mehr gegeben sind (Hanefeld ez al. 2009). Daher sollte CALB kovalent an einen hydrophilen Tré-
ger gebunden sein. Die Polaritit des Tragermaterials ist entscheidend fiir die Benetzung der Tré-
geroberfldche und den Zugang des wassrigen Losungsmittels in die Poren. Dadurch wird letztend-
lich auch die Aktivitdt der immobilisierten Praparation bestimmt, indem mdglichst jedes einzelne
immobilisierte Enzymmolekiil mit dem Losungsmittel in Beriihrung kommt. In einer Kooperation
mit der Firma Fermenta Biotech Limited (Maharashtra, Indien) (FBL) wurden verschiedene Tra-
ger mit und ohne immobilisierter Lipase getestet (Tab. 7-2). Dazu sind verdiinnte Rohextrakte von
ADH und CHMO mit den einzelnen Substanzen inkubiert und anschlieend die Enzymaktivitét
im Uberstand bestimmt worden. Die Ergebnisse der Aktivititsbestimmungen in Abb. 7-5 zeigen,
dass jede Testsubstanz einen Einfluss auf die Enzymaktivitit im Uberstand hatte. Nach der Inku-
bation mit den Praparaten NIN-527, NIN-528, EDX und ED3X wurde fiir die CHMO eine 13—
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35 % geringere Aktivitit im Uberstand bestimmt. Eine Ursache dafiir konnte eine Adsorption am
Tragermaterial gewesen sein. Da keine Immobilisierung von ADH und CHMO erfolgen sollte,
wurde dies nicht eingehender untersucht. Die Praparate K15, VDN und MDN hatten hingegen
einen aktivitatssteigernden Effekt auf ADH und CHMO. Ursachen dafiir kdnnten eine Fremdakti-
vitéit des Tragermaterials oder chemische Riickstdnde gewesen sein, die moglicherweise einen ,,ak-
tivierenden* Effekt auf die Enzyme bewirkten oder direkt umgesetzt wurden. VDN und MDN
eigneten sich aufgrund der adsorptiven Immobilisierung und des unpolaren Materials nicht fiir
weitere Anwendungen. Das Tragermaterial K15 hatte einen polaren Charakter und wurde bereits
mit CALB beladen, was den Anforderungen entsprach. Chemische Riicksténde, die eine hohere
Aktivitdat bewirkten, wurden nach drei Waschschritten mit Wasser entfernt. Eine vermeintliche
Fremdaktivitét durch ein anderes Enzym konnte durch weitere Aktivitétstests ausgeschlossen wer-
den.

Tab. 7-2  Ubersicht der verschiedenen Triiger und Im- 100% —
mobilisierungen. 80% { D CHMO

OADH

Bezeichnung  Immobilisierung  Polaritit” 60% 1

CALB gebunden:

40% 1

relative Anderung der
Enzymaktivitat

NIN-527 adsorptiv unpolar 20% 1 m ’_’_I_‘
NIN-528 adsorptiv unpolar 0% g |7 il
K15 kovalent polar 0% U |_| U

freie Tréager: w0

EDX kovalent polar R P ® o F (WO N oY
ED3X kovalent polar @e’@‘eg\‘@v\\‘\‘% ETPT T
VDN adsorptiv unpolar )

MDN adsorptiv unpolar Abb. 7-5 Anderung der Enzymaktivititen von ADH

und CHMO nach 1 h Inkubation von 1,5 ml verdiinntem
Rohextrakt in NaPP (100 mM, pH 8) mit 50 mg Testsub-
stanz bei Raumtemperatur.

Der biokatalytische Umsatz von ECL zu 6-HHA in Wasser bzw. Puffer ist exemplarisch in Abb.
7-6 gezeigt. Dabei wurde innerhalb der Reaktionszeit von 190 min ein Umsatz von 89 % erzielt.
Eine Analytik iiber den Verbrauch von ECL und der Bildung von 6-HHA erfolgte mittels HPLC.
Hierbei war mit der Abnahme der ECL-Konzentration entsprechend die Bildung der korrespon-
dierenden Hydroxysdure, 6-HHA, beobachtet worden (Abb. 7-7). Die Entstehung von Dimeren
oder Oligomeren wurde nicht festgestellt. Es war daher anzunehmen, dass nach weiterer Reakti-
onszeit ein vollstindiger Umsatz erreicht werden konnte. Nach etwa 40-50 % Umsatz zeigte sich
im Vergleich zu einer Reaktion erster Ordnung eine groBere Abnahme der Aktivitdt. Das lag daran,
dass durch die Bildung der Sdure der pH sank und damit die Aktivitdt der CALB beeinflusste. Im
wassrigen Medium ist die CALB in einem Bereich von pH 3,5 bis 9,5 stabil, die maximale kata-
lytische Aktivitdt liegt allerdings bei pH 7 vor (Anderson ef al. 1998).

" nach Angaben des Herstellers
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Abb. 7-6 Reaktionsverlauf einer lipasekatalysierten Abb. 7-7 Chromatogramme (HPLC) zu verschiedenen
Hydrolyse von ECL zu 6-HHA. Reaktionsbedingungen: Zeitpunkten wéhrend der Lipase katalysierten Hydro-
1450 pl NaPP (100 mM, pH 7), 50 ul ECL (315 mM), lyse von ECL zu 6-HHA.

49,7mg CALB (FBL), 30°C, 900 rpm Schiittelge-

schwindigkeit.

Kinetik der Lipase”

Um die Aktivitdt der CALB bei pH 8 zu bestimmen und 6-HHA als ausschlieBliches Produkt zu
bestitigen, wurde mittels Autotitration der pH-Wert wihrend der Hydrolyse konstant gehalten
(Abb. 7-8).

1,0 T T T T T T T T T T |— ]
08 |- -~ _
S 06 | -
IS
E - - ]
% 04 :gltratl'on ]
eaktion pseudo-1. Ordnung
2 .
02 |/ .
¥ T Abb. 7-8 Titrationskurve zur enzymatischen Hydro-
S — lyse von ECL (0,95 mmol, 23,6 mM) zu 6-HHA.
0 5% 100 150 200 250 300 111 mgCALB (K15, FBL), 100 ul ECL in 40 ml NaPP

Zeit (min) (10 mM, pH 8), 25 °C.

Vereinfacht konnte anhand des Reaktionsverlaufes durch Gleichung (7-1) eine Kinetik erster Ord-
nung mit der Geschwindigkeitskonstante krcL (min~!) angepasst werden.

Vearg = Kger * n(ECL) (7'1)

" Ergebnisse in diesem Kapitel sind Bestandteil einer Veréffentlichung (Scherkus et al. 2017).
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Unter Beriicksichtigung der konstanten CALB-Konzentration wurde eine Kinetik pseudo-1. Ord-
nung angenommen, wodurch sich kecr wie in Gleichung (7-2) aus der Geschwindigkeitskonstan-
ten k ‘ecL mit 0,004 = 3-107° 1 ¢! min™' und der CALB-Konzentration (g I"!) zusammensetzt.

kge, = k’ECL - [CALB] (7'2)

Mit der vereinfachten Kinetik zur lipasekatalysierten Hydrolyse von ECL zu 6-HHA sind die Glei-
chungen (6-4) und (6-5) zu (7-3) und (7-4) modifiziert worden, wodurch das kinetische Modell
um einen Reaktionsschritt erweitert wurde. Die Hydrolyse erforderte eine hohere Titrationsrate,
wodurch ebenfalls die Anderung des Reaktionsvolumens angepasst werden musste. Damit wurde
Gleichung (6-6) durch Gleichung (7-5) ersetzt.

dn(ECL
% = Veumo " Vo — (kger + k5" - n(ECL) (7-3)

dn(6- HHA)

dt = (kgey + kG -n(ECL) (7-4)

E = kfeed + W ' TL(ECL) (7'5)

7.3 Isolierung von 6-Hydroxyhexansaure

Die Aufarbeitung von 6-HHA als alternatives Produkt sollte am Ende der Reaktion mittels Extrak-
tion mit einem passenden Losungsmittel erfolgen. Es wurden daher Verteilungskoeffizienten fiir
eine Auswahl verschiedener Losungsmittel bestimmt (Tab. 7-3). Fiir die Extraktion der Saure ist
die wissrige Losung zuvor mit HCI auf pH 1-2 eingestellt worden. Mit Ethylacetat und MTBE
wurden die hochsten Verteilungskoeffizienten erreicht. Fiir die {ibrigen Losungsmittel waren die
Verteilungskoeffizienten so niedrig, dass sie sich fiir eine Extraktion von 6-HHA nicht eigneten.
Zwar konnte mit Ethylacetat im Vergleich zu MTBE eine effizientere Extraktion erzielt werden,
dennoch wurde MTBE fiir die Extraktion eingesetzt. Auch 6-HHA sollte polymerisiert werden.
Als unvorteilhaft erweisen sich dabei Riickstinde von Ethylacetat aus der Aufarbeitung, da es
wiéhrend der Polymerisation zu einer Spaltung von Ethylacetat fithren kann. Durch die daraus ent-
stechenden Produkte Essigsdure und Ethanol konnte eine Veresterung mit 6-HHA auftreten,
wodurch das Kettenwachstum unterbrochen wére. Auflerdem hétten fiir eine nahezu vollstindige
Extraktion von 6-HHA aus einer wissrigen Phase mehrere Extraktionsschritte erfolgen miissen.
Durch die im Vergleich zu MTBE hohere Loslichkeit von Wasser in Ethylacetat und umgekehrt
wiren womoglich mehr Schritte mit Ethylacetat erforderlich als mit MTBE.

Theoretisch kann mittels eines Rotationsverdampfers das Losungsmittel entfernt werden, um
6-HHA als reines Produkt zu erhalten. Da allerdings unvermeidbare Riickstdnde von Wasser mit
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sehr niedrigem pH-Wert im Losungsmittel nach der Extraktion auftraten, war eine sdurekataly-
sierte Polymerisation zu beobachten, indem als Produkt eine bei Raumtemperatur sehr viskose
Masse erhalten werden konnte. Diese war in Wasser nicht mehr 16slich. Es bestand auch nicht die
Moglichkeit, 6-HHA mittels HPLC nachzuweisen.

Tab. 7-3  Verteilungskoeffizienten von 6-HHA in verschiedenen organischen Losungsmitteln.

Losungsmittel Kw
Chloroform 0,02+4-107
Dichlormethan 0,06 +4 - 107
Ethylacetat 0,88 £ 0,01

Heptan 0,03+5-107
Hexan 0,02+3-10*
MTBE 0.57 + 0,02

7.3.1  Polymerisation von 6-Hydroxyhexansaure’

Wie ECL sollte 6-HHA auch enzymatisch zu Poly-6-Hydroxyhexansdure umgesetzt werden. Auf-
grund der identischen Polymerstruktur zu PCL wird im Folgenden fiir Poly-6-Hydroxyhexansdure
die gleiche Abkiirzung verwendet. Als Hydroxycarbonsdure stehen die fiir eine Veresterung erfor-
derlichen funktionalen Gruppen innerhalb eines Molekiils zur Verfiigung, so dass weitere Mole-
kiile 6-HHA miteinander zu PCL verestert werden konnen (Abb. 7-9).

o 0 0

+2) HO_~_~_J ﬁHO\H\)L OW + (n+1) H,0

(n+2) oH™ 0 Aot (DR,
0

6-Hydroxyhexansdure Poly-e-Caprolacton

Abb. 7-9 Enzymatisch katalysierte Polymerisation von 6-HHA zu PCL.

Die losungsmittelfreie Polymerisation von o-Hydroxysduren mittels CALB wurde bereits in der
Literatur beschrieben und fiir diese Arbeit exemplarisch durchgefiihrt (Mahapatro et al. 2004).
Dabei wurde 6-HHA aus einer préparativen, enzymatischen Hydrolyse von ECL gewonnen und
fiir die enzymatische Polymerisation eingesetzt. Die Reaktion wurde bei einem Unterdruck von
80 mbar durchgefiihrt, um das gebildete Wasser zu entfernen. Nach einer Reaktionszeit von 27 h
wurde die Reaktion beendet. Die Viskositdt war dabei durch die Polymerisation so weit angestie-
gen, dass die mit CALB immobilisierten Trager durch den Riihrer zerrieben wurden. Des Weiteren
war dadurch keine homogene Durchmischung mehr moéglich. Die Analyse des entstandenen Poly-
mers mittels GPC ergab eine bimodale Polymerverteilung. Dabei konnte ein My-Wert von ca.

" Die Ergebnisse in diesem Kapitel sind teilweise aus einer Verdffentlichung entnommen (Scherkus et al. 2016).
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7 Strategien zur Vermeidung der Produktinhibierung

63400 g mol~! mit einem Polydispersititsindex (PDI) von 1,1 fiir die hdhere Molekulargewicht-
fraktion ermittelt werden und fiir die niedrigere Molekulargewichtfraktion ein Mw-Wert von ca.
24000 g mol ! mit einem PDI von 2,1. Die Verteilung des Molekulargewichts ist in Abb. 7-10 im
Vergleich zu den Molekulargewichtstandards, bestehend aus Polystyrol (28000 und 66000 g mol™
1, dargestellt und zeigt, dass ein GroBteil des gebildeten Polymers mit einem hohen Molekularge-
wicht gebildet werden konnte.

70 T I T , I T I T
I l\ " N
60 - ot 7
50 |- : [ |
.= F b —pCL .
82 a0 | U — —66000PS
e ot I - - - 28000PS
£8 30 I -
T 3 - I T 8 Abb. 7-10 Chromatogramm zur Bestimmung der Mo-
Ui')’g 2 - o 7 lekulargewichtsverteilung von PCL aus 6-HHA im
10 L r ' \_ _ Vergleich zu Molekulargewichtstandards aus Polysty-
.- == rol (PS). Reaktionsbedingungen: 6-HHA extrahiert aus
0 ! ' ! ' ! ' : einer enzymatischen Hydrolyse von 30,61 g ECL und
8 10 12 14 6 3028g Wasser, 1 g (3707 PLU) CALB (c-LEcta),
Retentionsvolumen (ml) 70 °C, 80 mbar, 27 h.

7.4 Zusammenfassung
Zur Uberwindung der Produktinhibierung durch ECL, die zu einer kinetischen Limitation des Zu-
laufverfahrens fiihrte, wurden folgende Ergebnisse erzielt:

¢ FEine effiziente Extraktion von ECL aus dem wissrigen Reaktionsansatz konnte mit Chloro-
form und Dichlormethan erfolgen. Die Umsetzung einer in situ Produktentfernung mittels
Extraktion war hingegen aufgrund der geringen Stabilitét der 16slichen Enzyme gegeniiber
organischen Losungsmitteln nicht moglich.

e Statt der Bildung von Oligomeren war mit dem Einsatz von CALB die Hydrolyse von ECL
zu 6-HHA zu beobachten.

e In Kooperation mit der Firma Fermenta Biotech Limited wurde eine kovalent auf einen po-
laren Triager gebundene CALB ausgewdhlt und fiir die Hydrolyse von ECL eingesetzt.

e Fiir die durch CALB katalysierte Hydrolyse ist eine Kinetik pseudo-erster Ordnung mit einer
Geschwindigkeitskonstanten bestimmt worden.

¢ Die Isolierung von 6-HHA konnte durch die Extraktion mit MTBE erzielt werden.

e Sowohl ECL als auch 6-HHA wurden erfolgreich mittels CALB zu PCL umgesetzt.



8 Zulaufverfahren mit immobilisierter Lipase

8.1 Erweiterung der Reaktionssequenz

Nachdem die lipasevermittelte Hydrolyse von ECL und die Aufarbeitung zunéchst separat von der
Syntheseroute betrachtet wurden, sollte die Hydrolyse schlieBlich in die Reaktionssequenz inte-

griert werden. Damit wurde die zweistufige Synthese von ECL zu einer dreistufigen Synthese von
6-HHA (Abb. 8-1).

OH O
0 O
ADH CHMO CALB HO
PR o
H,O
NADP* NADPH + H* NADP*

Cyclohexanol Cyclohexanon g-Caprolacton 6-Hydroxyhexansaure

Abb. 8-1 Dreistufige, lineare Reaktionskaskade zur Synthese von 6-HHA.

Mit dem Einsatz der immobilisierten Lipase musste der experimentelle Aufbau so modifiziert wer-
den, dass eine Blockierung der diinnen Schlduche durch Partikel zu vermeiden war. Dazu ist
CALB direkt im Riihrkessel eingesetzt und durch eine entsprechende Filtermembran das Eindrin-
gen von Partikeln in den Begasungskreislauf verhindert worden. Alternativ wurde CALB in ein
Festbett eingebracht, das innerhalb des Begasungskreislaufs durchstromt wurde (Abb. 8-2). Sofern
nicht anders vermerkt, wurde CALB bevorzugt im Riihrkessel eingesetzt.

Abb. 8-2 FlieBbild zum experimentellen Auf-
bau des Zulaufverfahrens. FB: Festbett mit im-
mobilisierter CALB, FI: Schwebekorper-
Durchflussmesser, MA: Membranbegasung,
NF: Nylonfiltermembran (200 pm), OI: O;-
Sonde, PI: Manometer, pHICR/P1: Pumpe mit
pH-Sonde und Regelung (Autotitration), P2:
Spritzenpumpe, P3:  Mehrkanal-Schlauch-
pumpe.

" Ergebnisse in diesem Kapitel sind Bestandteil von Verdffentlichungen (Scherkus et al. 2016, 2017).
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8.2 Vermeidung der Produktinhibierung durch Hydrolyse

Um zu zeigen, dass die Inhibierung durch ECL mittels Hydrolyse zu 6-HHA iiberwunden werden
konnte, war es notwendig, den Versuch aus Kapitel 6.2.3 (Abb. 6-15) zu wiederholen. Statt mit
ECL ist dieser mit 200 mM 6-HHA wiederholt worden. Dazu wurde ECL mit CALB zu 6-HHA
umgesetzt, bevor ADH und CHMO zugegeben und der Substratzulauf gestartet wurde. Die Ergeb-
nisse zu diesem Versuch sind in Abb. 8-3 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei einer bereits
vorgelegten Konzentration von 200 mM 6-HHA eine kontinuierliche Bildung von 6-HHA bestand
und die ECL-Konzentration stets niedrig bei ca. 4 mM gehalten werden konnte. Allerdings war
auch in diesem Versuch eine Akkumulation von CHL wéhrend des kontinuierlichen Zulaufs zu
beobachten. Das lag daran, dass die Zulaufgeschwindigkeit von 14,2 pmol min™' (1,5 ul min™')
CHL zu hoch eingestellt war im Vergleich zur eingesetzten Enzymaktivitdt, insbesondere der
CHMO-Aktivitdt. Nach 300 min wurde der Substratzulauf gestoppt, doch der Reaktionsverlauf
wurde noch fiir weitere 60 min verfolgt. Es war eine rasche Abnahme der CHL- und ECL-
Konzentration zu beobachten (Abb. 8-3). Innerhalb von 300 min wurden der Reaktion ca.
4,2 mmol CHL zugefiihrt und nahezu vollstindig zu 6-HHA umgesetzt, was anhand der Titration
verfolgt werden konnte. Weiterhin war es moglich, die Konzentrationsverldufe fiir ECL und
6-HHA durch das um die Hydrolyse erweiterte kinetische Modell entsprechend wiederzugeben.
Eine Akkumulation von CHL wurde jedoch bei dem errechneten Verlauf nicht festgestellt, was
darauf zuriickzufiihren ist, dass die womoglich unzureichende Durchmischung im Reaktor oder
eine Abnahme der Enzymaktivitidt durch Enzymdegradation nicht im kinetischen Modell beriick-
sichtigt wurden.
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Abb. 8-3 Reaktionsverldufe des Zulaufverfahrens mit 200 mM 6-HHA zu Beginn der Reaktion (links). Titrations-
verlauf und Zulauf von CHL wihrend der Reaktion (rechts). Reaktionsbedingungen: 60 ml NaPP (33 mM, pH 8),
2 mM MgCly, 0,2 mM NADP*, 0,5 U mlI"! CHMO, 0,55 U ml! ADH, 14,2 pmol min™! (1,5 ul min™") CHL-Zulauf,
25 °C, Titration mit 5 N NaOH, 30 ml min~' Flussrate der Reaktionsldsung. Simulationswerte: V = 0,06 1, a,,,“"™° =
34,2 umol min ™!, a,AP™°* = 622,2 pmol min™!, a,/?*"*¢ = 5075,3 pmol min!, k,“* = 0,002 min!, k=93 - 10"
Smin!, vees = 14,2 pmol min, kpeq = 1,5 - 1078 I min™!, kpgse = 10,7 - 1076 I mmol™ min™!, &’pcL = 0,004 1 g min!,
[CALB]=0,8 gl

Der direkte Vergleich der Versuche aus Abb. 6-15 und Abb. 8-3 hinsichtlich der Akkumulation
von CHL ist in Abb. 8-4 gezeigt. Darin wird verdeutlicht, dass die Akkumulation von CHL im



8.2 Vermeidung der Produktinhibierung durch Hydrolyse

Versuch mit der Lipase viel geringer ist und damit die Inhibierung durch ECL {iberwunden werden
konnte.

77 717 T 1
L o i
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s | ® ohne Lipase 1
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2 451 ° .
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Abb. 8-4 Vergleich der Akkumulationen von CHL
0 60 120 180 240 300 wihrend der Versuche aus Abb. 6-15 und Abb. 8-3
Zeit (min) bzw. ohne Lipase und mit Lipase.

Durch den Einsatz der Lipase im Zulaufverfahren wird die potentielle Enzymaktivitit der CHMO
effizienter genutzt als ohne Lipase. Dies kann anhand der berechneten Konzentrationsverldufe in
Abb. 8-5 im Vergleich zu den errechneten Werten in Abb. 6-14 nachvollzogen werden, wo keine
Hydrolyse von ECL katalysiert wurde. Bei einer konstanten Zulaufgeschwindigkeit von
19 pmol min~! ist in Abb. 8-5 nach einer kurzen Anlaufphase eine konstante Bildung von 6-HHA
zu beobachten, wobei ECL in einem FlieBgleichgewicht unter 10 mM bleibt und CHL nicht akku-
mulierte. Im Vergleich zu den Werten in Abb. 6-14, bei denen die gleichen Aktivititen fiir ADH
und CHMO eingesetzt wurden, tritt eine signifikante Akkumulation von CHL bereits bei einer
Zulaufgeschwindigkeit von 17,5 pmol min™! ein.
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g 100 - 7 Abb. 8-5 Simulierte Reaktionsverldufe zur Synthese
T 80 7 von ECL und anschlieBender Hydrolyse mit kontinu-
= - = ierlicher Zugabe von CHL. Simulationswerte: V =
g ?g ] 50ml, an™° = 285 pmolmin’!, a,/Ph =
X 10 L e 518,5 pmol min!, @,/ P! = 4229,4 pmol min'',
5 . V-7~ 3 kL = 0,002 min!, kA =9,3 - 107 min™!, vyeea = 19/
QEreloacdopelon-docoltnr | o 1 o 20,4 ymol min™', kpeg = 2 - 107 2,15 - 10°° pl min’!,
0 60 120 180 240 300 360 420 480 kbase — 8 . 1076 1 mmol’l min’l k’ECL — 0 004 l g71 min’l
Zeit (min) [CALB]=0,5g1".

Mit einer weiteren Erhohung der Zulaufgeschwindigkeit auf 20,4 pmol min~! stellt sich zunichst
ein dhnlicher Verlauf fiir die Bildung von 6-HHA und ECL ein, jedoch ist zu erkennen, dass von
Beginn an eine niedrige CHL-Konzentration um ca. 1 mM vorliegt (Abb. 8-5). Diese steigt inner-
halb von 300 min leicht an. Danach ist eine stark zunehmende Akkumulation von CHL festzustel-
len bis zu 17 mM innerhalb von 480 min, womit eine Inhibierung der CHMO einhergeht. Dies
fiihrt ab ca. 420 min zu einer verringerten Bildungsrate von 6-HHA. Die Hydrolyse von ECL lauft
hingegen weiter ab, was anhand der sinkenden ECL-Konzentration zu erkennen ist.
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Obwohl in der Berechnung eine maximale Enzymaktivitit von 28,5 umol min™! fiir die CHMO
eingesetzt wurde, konnte ein optimaler Reaktionsverlauf mit einer Zulaufrate von nur
19 umol min! simuliert werden, was etwa 67 % der eingesetzten CHMO-Aktivitit entspricht.
Eine Steigerung der Zulaufgeschwindigkeit auf 72 % (20,4 umol min') der CHMO-Aktivitiit
fiihrte nach 420 min zum Erliegen der Reaktion. Damit unterliegt die Reaktionssequenz auch mit
der Lipase einer kinetischen Limitierung, die jedoch nicht aufgrund einer Inhibierung besteht, son-
dern bedingt durch die konsekutive Reaktionssequenz vorliegt.

In Abb. 8-6 sind die Ergebnisse eines Versuchs dargestellt, bei dem die gesamte dreistufige Reak-
tionssequenz iiber 20 h durchgefiihrt wurde. CALB ist in diesem Versuch in Form eines Festbetts
in das Reaktionssystem integriert worden (Abb. 8-2). Wiahrend der ersten 7 h war eine konstante
Bildung von 6-HHA bis 149 mM zu verzeichnen. Die Konzentration von 6-HHA wurde anhand
der zugegebenen Menge an NaOH und dem Zeitpunkt der Probenahme entsprechenden Reakti-
onsvolumen ermittelt. Die Konzentrationen von CHL und ECL erreichten dabei maximal 3 bzw.
6 mM. Aufgrund der stetigen Konzentrationsbestimmung konnte die Zulaufrate zwischen 5 und
38 pmol min! variiert werden, um sowohl eine Steigerung der Produktbildung erzielen zu kénnen
als auch auf eine Akkumulation von CHL reagieren zu konnen. Um eine Akkumulation von CHL
zu vermeiden, welche aufgrund der geringen Enzymstabilitdt von ADH und CHMO unter Prozess-
bedingungen zu erwarten war, wurde die Zulaufrate nach ca. 7 h auf 10 pmol min™! reduziert und
konstant gehalten. Dies flihrte dazu, dass nach 20 h insgesamt 15,2 mmol CHL vollstindig zu
6-HHA umgesetzt wurden, was anhand des Titrationsverlaufs in Abb. 8-6 verfolgt werden konnte
und eine analytische Ausbeute von 100 % ermdglichte. Dabei wurde eine Produktkonzentration
von 291 mM 6-HHA erreicht, was bis dahin die hochste Produktkonzentration war, die mit diesem
Reaktionssystem erzielt wurde (Schmidt ez al. 2015b).
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Abb. 8-6 Synthese von 6-HHA im Zulaufverfahren mit kontinuierlicher Substratzugabe. 50 ml NaPP (100 mM,
pH 8),1 Uml ! CHMO, 1,1 Uml! ADH, 1,5 g (653 CLU) CALB (FBL) im Festbett, 5 mM MgCl,, 0,4 mM NADP",
5-38 pmol min™! (0,54 pl min™') CHL-Zulauf, 10 ml min~! Flussrate der Reaktionslosung, Titration mit NaOH
(5 N), 25 °C, Begasung mit O,.

Die Produktisolierung ist nach einem in dhnlicher Weise durchgefiihrten Versuch vorgenommen
worden. Dazu wurde der pH-Wert des Reaktionsansatzes zunédchst zwischen 1 und 2 eingestellt,
wodurch die Proteine denaturierten und mittels Zentrifugation abgetrennt wurden. AnschlieSend



8.3 Zusammenfassung

erfolgte eine Reduktion des Volumens im Rotationsverdampfer bis ein kristalliner Niederschlag
von NaCl zu beobachten war. AnschlieBend wurde mit MTBE extrahiert und die organische Phase
abgetrennt. Im Rotationsverdampfer wurde MTBE entfernt, bis ein zihfliissiger Riickstand erhal-
ten werden konnte (Abb. 8-7). Dieser verfestigte sich nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur,
was auf eine durch Sédure katalysierte Polymerisation von 6-HHA zuriickzufiihren war.

v Abb. 8-7 Zihfliissiger Riickstand als isoliertes Produkt der dreistufigen,

enzymatischen Reaktionssequenz.

8.3 Zusammenfassung

Die Umsetzung der dreistufigen Reaktionssequenz lieferte folgende Ergebnisse:

e Der Einsatz der immobilisierten Lipase erfolgte experimentell in Form eines Festbetts und
direkt im Riihrkessel.

e Durch die Hydrolyse von ECL zu 6-HHA konnte die bei hohen Produktkonzentrationen ein-
getretene Inhibierung der CHMO durch ECL vermieden werden.

¢ Die dreistufige Reaktionssequenz konnte anhand des kinetischen Modells beschrieben und
die experimentellen Daten teilweise wiedergeben werden.

e Durch die Simulation des Zulaufverfahrens mit katalysierter Hydrolyse von ECL konnte
eine kinetische Limitierung hinsichtlich der eingesetzten CHMO-Aktivitét festgestellt wer-
den, die aufgrund der konsekutiven Reaktionssequenz besteht.
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9 Diskussion und Ausblick

In diesem Kapitel sollen die gewonnenen Ergebnisse zur biotechnologischen Synthese von ECL
im Einzelnen sowie iibergreifend diskutiert und in den bisherigen Stand der Wissenschaft einge-
ordnet werden. Anhand dieser Beurteilung erfolgt zugleich ein Ausblick als Empfehlung fiir fort-
fiihrende Untersuchungen zur Optimierung oder Erweiterung der Reaktionssequenz und der Pro-
zessentwicklung.

9.1 Biotechnologische Synthese von g-Caprolacton

Die Eigenschaften der eingesetzten Biokatalysatoren bestimmen grundlegend die Prozessentwick-
lung einer enzymatischen Reaktion. Dabei steht besonders die Enzymkinetik im Vordergrund. Zu-
nichst wurden ADH und CHMO als Katalysatoren fiir die zweistufige Synthese von ECL ausge-
hend von CHL untersucht. Dabei wiesen ADH und CHMO eine ganz unterschiedliche Kinetik
bzgl. ihrer Substrate auf. Wahrend fiir die ADH unter den eingesetzten Reaktionsbedingungen eine
Kinetik ohne Inhibierung fiir Hin- und Riickreaktion angenommen werden konnte, wurde hinge-
gen fiir die CHMO eine Substratiiberschussinhibierung durch CHN und weitere unkompetitive
Inhibierungen durch CHL und ECL in die Kinetik integriert. Die Inhibierung durch CHL war dabei
um 55-mal stirker im Vergleich zur Inhibierung durch ECL. Dies fiihrte dazu, dass CHL als Sub-
strat fiir die Reaktionssequenz nur in geringen Konzentrationen von 1-2 mM zugunsten der
CHMO-AKktivitét eingesetzt werden konnten. Der sehr niedrige Km-Wert von 6 uM der CHMO
fiir CHN hat zur Folge, dass das Enzym bei einer konstant gehaltenen Substratkonzentration um
1 mM etwa mit der maximalen Enzymaktivitét arbeitet, was eine effiziente Ausnutzung der En-
zymaktivitét bereits bei einer geringen Substratkonzentration bedeutet und fiir das Zulaufverfahren
vorteilhaft ist. Der niedrige Km-Wert ist dabei vergleichbar mit den Literaturwerten (Donoghue et
al. 1976; Latham und Walsh 1987; Ryerson et al. 1982). Fiir die ADH wurde hingegen ein
Kv-Wert fiir CHL von 10,1 mM ermittelt. Beide Km-Werte unterscheiden sich damit um den Fak-
tor 1683. Das bedeutet, dass bei Substratkonzentrationen um 1 mM nur ein Bruchteil der potenti-
ellen Enzymaktivitét der ADH genutzt wird, was eine ineffiziente Ausnutzung der ADH-Aktivitét
bedeutet. Da die verwendete ADH der Literatur entsprechend vorwiegend fiir die Synthese von
chiralen Alkoholen untersucht wurde, sind daher keine vergleichbaren Werte zur Enzymkinetik
fiir den Umsatz von CHL zu CHN bekannt (Bradshaw et al. 1992; Hummel 1990; Weckbecker
und Hummel 2006).

Durch den Einsatz freier Enzyme war es moglich, die einzelnen Enzyme und Reaktionsschritte
anhand der Kinetik detailliert zu beschreiben und mittels eines kinetischen Modells die Reaktions-
sequenz zu charakterisieren. Andere Arbeiten zur biotechnologischen Synthese von ECL befassten
sich mit dem Einsatz ganzer Zellen (E. coli), in denen die {iberexprimierten Enzyme enthalten
waren (Doig et al. 2002; Schmidt ez al. 2015b; Schmidt et al. 2015a; Wedde et al. 2017). Dabei
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wurden die Enzyme separat oder gemeinsam in einer Zelle exprimiert. Mit der Ganzzellbiokata-
lyse erfolgt die Regeneration des Cofaktors durch den Zellmetabolismus unter dem Verbrauch von
Glukose. Daher kann prinzipiell auf ein zusitzliches Regenerationssystem durch ein weiteres En-
zym mit einem weiteren Substrat verzichtet werden. Da durch die Reaktionssequenz nur ein Sub-
strat eingesetzt wird und die Regeneration des Cofaktors durch die anschlieBende Reaktion erfolgt,
wiére theoretisch durch mehr Enzymaktivitét eine beschleunigte Regeneration des Cofaktors und
damit ein beschleunigter Umsatz moglich im Vergleich zur Regeneration des Cofaktors durch den
Zellmetabolismus. Demnach wére eine Ganzzellbiokatalyse mit ADH und CHMO in derselben
Zelle sinnvoll. Des Weiteren bleiben die Enzyme innerhalb der Zelle langer aktiv, da sie vor du-
Beren Einfliissen, wie Sauerstoff und Enzymdegradation an der Grenzfliche zwischen Luft und
Wasser, geschiitzt sind. Bei der Festlegung der Reaktionsbedingungen wurde ein pH-Wert von 8
als bestmdglicher Kompromiss zwischen den Enzymaktivititen von ADH und CHMO ermittelt
und sollte daher wéhrend der Reaktion konstant gehalten werden. Innerhalb einer Zelle sind aller-
dings die optimalen Reaktionsbedingungen fiir den Prozess nicht immer gegeben. Der pH-Wert
im Cytoplasma einer E. coli-Zelle, in dem sich die gebildeten Enzyme befinden, liegt bei pH 7,2—
7,8 (Wilks und Slonczewski 2007). Dieser pH-Bereich wire fiir ADH und CHMO nicht optimal
gewihlt und wiirde zu einer geringeren Reaktionsgeschwindigkeit fiihren. Andererseits konnte die
daraus resultierende niedrigere Produktivitit durch eine ldngere Nutzbarkeit der Katalysatoren
kompensiert werden. Im Vergleich zum freien Enzym kénnen die Enzymaktivitdten von ADH und
CHMO kaum aufeinander abgestimmt werden. Dies wiére ausschlielich tiber die Kontrolle der
Genexpression moglich und durch eine Reihe aufwendiger mikrobiologischer Untersuchungen
umzusetzen. Es ist daher vorteilhaft, die freien Enzyme einzusetzen oder sie gezielt zu immobili-
sieren, um 1) die Abtrennung des Katalysators zu erleichtern, ii) die Produktaufarbeitung zu ver-
einfachen, da Zellmetaboliten bereits abgetrennt wurden, iii) die Enzymaktivitidten aufeinander
abzustimmen und iv) kinetische Modelle zur Prozessoptimierung leichter anwenden zu kénnen.
Dies erfordert jedoch eine entsprechende Enzymstabilitit, welche fiir beide Enzyme gesteigert
werden miisste. Durch Modifikationen der Proteinstruktur kann dies mittels Protein Engineering
umgesetzt werden, was sich andere Arbeitsgruppen zur Aufgabe gesetzt haben und bereits erfolg-
reich umsetzen konnten (Bocola et al. 2005; Fraaije et al. 2005; Opperman und Reetz 2010;
Schmidt ef al. 2015b; Schmidt et al. 2015a; Torres Pazmino et al. 2009). Weiterhin steht durch
die Anderung der Cofaktorpriferenz eine groBere Auswahl an Enzymen zur Verfiigung, die mit-
einander kombiniert werden konnen, da viele ADHs eine Priferenz fiir NADH haben und BVMOs
vorwiegend NADPH-abhingig sind (Beier et al. 2016; Huang et al. 2017).

Die biotechnologische Synthese von ECL iiber eine mehrstufige Reaktionssequenz kann als
Grundlage fiir den Einsatz weiterer Substrate und Enzyme dienen. Die Umsétze von substituierten,
chiralen CHL- und CHN-Verbindungen sowie mehrgliedrige, aromatische Ringsysteme und
aliphatische Ketone und Alkohole sind in der Literatur fiir ADHs und BVMOs umfangreich be-
schrieben worden (Balke et al. 2012; Bradshaw et al. 1992; Drauz ef al. 2012; Hummel und Kula
1989; Leisch et al. 2011). Dadurch kann auf die Stereo- bzw. Enantioselektivitit von Enzymen
zuriickgegriffen werden, was einen enormen Vorteil gegeniiber der chemischen Katalyse bietet.
Dies ermoglicht bspw. die Synthese von wertvollen chiralen Verbindungen fiir pharmazeutische
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Wirkstoffe wie Steroide (Leisch ef al. 2011), B-Aminoséduren oder B-Aminoalkohole (Balke ef al.
2012).

9.2 Begasung

Zugunsten der Flexibilitidt des experimentellen Aufbaus und der damit verbundenen einfachen
Handhabung und Reinigung, jedoch zulasten des Stoffiibergangs, wurde ein Silikonschlauch fiir
den Eintrag von Sauerstoff in das Reaktionsmedium eingesetzt. Der Km-Wert der CHMO fiir Sau-
erstoff wurde auf ca. 0,01 mM abgeschétzt und konnte dadurch als kinetisch unabhéngiger Para-
meter betrachtet werden. Es geniigt daher, wenn Sauerstoff im messbaren einstelligen mM-Bereich
vorhanden ist, damit die Reaktion nicht durch Sauerstoff limitiert wird. Auch in der Literatur
konnte lediglich ein Km-Wert mit < 0,1 mM als Orientierung angegeben werden (Donoghue et al.
1976; Ryerson et al. 1982). Aufgrund der zu iiberwindenden Diffusionsbarriere durch die Memb-
ran hat diese Art der Begasung eine geringere Begasungsleistung im Vergleich zum direkten Ein-
trag iiber die Gas-Fliissigkeit-Grenzfliche in porésen Membranen oder bei der Blasenbegasung.
Durch die Begasung mit Sauerstoff, statt mit Luft, konnte mit dem angewendeten Begasungssys-
tem max. 17,9 umol Sauerstoff pro Minute eingetragen werden, wodurch eine maximale Umsatz-
geschwindigkeit von CHL festgelegt ist. Fiir ein Reaktionsvolumen von 50—60 ml bedeutet dies
eine max. nutzbare Enzymaktivitit von 0,36-0,30 U mI™'. Eine hohere Enzymaktivitit bzw. ein
hoherer Sauerstoffeintrag war nur noch durch einen héheren Druck im Begasungsmodul und einer
zusitzlichen Oberflichenbegasung des Reaktionsvolumens zu gewéhrleisten. Die Erweiterung des
Begasungsmoduls durch einen ldngeren Schlauch bei gleichem Reaktionsvolumen bietet aller-
dings nur noch wenig Spielraum, weil dadurch das Verhiltnis des Volumens im Reaktor zum pe-
ripheren Volumen im Begasungskreislauf sinkt und der Reaktor damit von einem Riihrkessel zu
einem Stromungsrohr {ibergeht. Eine Steigerung des Sauerstoffeintrags wére daher durch eine Ver-
groflerung des Verhéltnisses von Membranfliche zum Schlauchvolumen moglich. Mit einer ge-
ringeren Wanddicke und einem geringeren Schlauchdurchmesser miisste der Schlauch jedoch in
eine geordnete, geflihrte Geometrie gebracht werden, um nicht einzuknicken. Des Weiteren wiren
mehrere Kanéle vorteilhaft, um einen zu hohen Druckverlust iiber die Linge des Schlauches zu
vermeiden. Durch die Anordnung des Schlauches in eine helikale Geometrie kann zudem eine
verbesserte Durchmischung durch die Erzeugung von Sekundérstrémungen erzielt werden (Kauf-
hold et al. 2012; Moulin et al. 1996). Die Anwendung poréser Membranen wiére allerdings erst zu
empfehlen, wenn gereinigte oder immobilisierte Enzyme eingesetzt werden kénnen, um Blockie-
rungen durch ausgefallene Proteine oder Mikrobenwachstum in den Poren zu vermeiden.

Fiir eine VergroBerung des Mal3stabs eignet sich eine dynamische Membranbegasung iiber einen
Silikonschlauch, wie sie in Abb. 9-1 gezeigt ist (Frahm et al. 2007). Hierbei befindet sich das Gas
innerhalb des Schlauches und das zu begasende Medium auflerhalb. Die Silikonschlduche sind
dabei entlang des Reaktors um die Rotorarme gewickelt. Eine Durchmischung wird durch die Os-
zillation der Membrantridger um die eigene Achse und das Umstromen der Fliissigkeit erzielt. Die-
ses System wurde erfolgreich filir die Sauerstoffversorgung empfindlicher Zelllinien in Maf3stiben
zwischen 12 und 200 1 eingesetzt. Durch die Begasung innerhalb des Reaktors entfillt ein zusétz-
licher Begasungskreislauf, womit weniger Scherkrifte durch die Pumpe auf die freien Enzyme
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wirken und die Enzymaktivitét voraussichtlich langer erhalten bleibt. Es ist jedoch zu beriicksich-
tigen, dass das Verhéltnis zwischen der Begasungsoberfliche und dem zu begasenden Volumen
durch die Auslegung eines solchen Reaktors viel geringer sein kann im Vergleich zu einem sepa-
raten Begasungskreislauf. So ist bspw. fiir den 100 [-MaBstab eine volumenspezifische Stoffaus-
tauschfliche von 68 m™! erreicht worden, wohingegen fiir den separaten Begasungskreislauf im
60 ml-MaBstab in dieser Arbeit eine volumenspezifische Stoffaustauschfliche von 523 m™! erzielt
werden konnte. Des Weiteren ist aufgrund der pH-Kontrolle und der Zugabe von CHL als Substrat
eine zusétzliche Durchmischung durch einen Riihrer bspw. am Boden des Reaktors zu empfehlen,
um Konzentrationsgradienten innerhalb des Reaktors zu vermeiden.

Abb. 9-1 Dynamische Membranbegasung zur Sauerstoffversorgung iiber Silikonschlduche, die um einen oszillie-
renden Rotor gewunden sind (Frahm et al. 2007).

9.3 Reaktorkonzept und experimentelle Umsetzung

Die Reaktionsfiihrung wurde aufgrund der Enzymkinetik der CHMO ausgewihlt. Zur Uberwin-
dung der Inhibierung der CHMO durch CHL, dem eingesetzten Substrat der Reaktionssequenz, ist
daher das Zulaufverfahren etabliert worden. Dies konnte erfolgreich realisiert werden, indem CHL
unverdiinnt in das Reaktionsmedium geleitet wurde. In anderen Arbeiten, die sich ebenfalls mit
der Synthese von ECL iiber die Kombination einer ADH mit einer BVMO innerhalb einer Reak-
tionssequenz beschiftigten, wurde CHL lediglich im Satzbetrieb umgesetzt oder fiir das Zulauf-
verfahren in Aceton geldst (Schmidt ez al. 2015b; Schmidt ef al. 2015a; Wedde ef al. 2017). Das
Zufiihren einer verdiinnten Substratlosung fiihrte jedoch zwangsldufig zu einer Verdiinnung des
gesamten Ansatzes und damit zu lingeren Reaktionszeiten. Eine Zusammenfassung der einzelnen
untersuchten Reaktorkonzepte Satzbetrieb und Zulaufverfahren ist in Tab. 9-1 dargestellt. Zur Be-
wertung wurden Parameter, wie die eingesetzte Menge an Cofaktor (NADP") und die eingesetzten
Enzymaktivititen (ADH, CHMO), verwendet. Der TON-Wert (engl.: turnover number) gibt an,
wieviel mol Produkt pro mol Cofaktor in einem Versuch gebildet wurden. Fiir das Zulaufverfahren
ist ein hoherer Wert im Vergleich zum Satzbetrieb erzielt worden. Der Cofaktor konnte damit
effektiver eingesetzt werden. Eine erhebliche Steigerung konnte durch den Einsatz der Lipase im
Zulaufverfahren erreicht werden. Ahnlich wie fiir den Cofaktor wurde der Enzymverbrauch als
eingesetzte Enzymaktivitit pro gebildetem mmol Produkt erfasst. Auch hier war es moglich, eine
effektivere Nutzung der Enzymaktivitéit durch einen geringeren Enzymverbrauch beim Zulaufver-
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fahren im Vergleich zum Satzbetrieb zu erzielen. Natiirlich wiirde eine hohere Substratkonzentra-
tion im Satzbetrieb eine verbesserte Nutzung des Cofaktors und der Enzymaktivititen vorweisen.
Unter Beriicksichtigung der massiven Inhibierung der CHMO durch CHL und der damit verbun-
denen geringeren Reaktionsgeschwindigkeit sowie der Verlust von CHL wiére der Einsatz hoherer
Substratkonzentrationen nicht sinnvoll, was anhand von Simulationen verdeutlicht werden konnte.

Tab. 9-1 Vergleich der untersuchten Prozessmodi zur biotechnologischen Synthese von ECL bzw. 6-HHA.

Reaktor Satzbetrieb Zulaufverfahren  Zulaufverfahren
(20 mM) ohne Lipase mit Lipase
NADP* 0,01 mmol 0,02 mmol 0,02 mmol
CHMO, ADH 250,28 U 50U, 60U 50U,55U0
Umsatz, Reaktionszeit 98 %, 1,4 h 97 %,4,2h 99 %, 20,3 h
analytische Ausbeute 85 % 81 % 100 %
TON (NADP") 85 125 770
Enzymverbrauch pro mmol Produkt 30U CHMO 21 U CHMO 4 U CHMO
33 U ADH 25 U ADH 4 U ADH

Alternativ zu den Reaktorkonzepten in dieser Arbeit wurden Untersuchungen von Reimer ef al.
sowie von Bornadel et al. in einem zweiphasigen System durchgefiihrt. Dabei war durch die Zu-
gabe von Isooktan (10 % (v/v)) ein beschleunigter Umsatz zu beobachten (Reimer et al. 2017).
Die Zugabe von Dodekan zum gleichen Volumenanteil wie die wéssrige Phase konnte als Sub-
stratreservoir genutzt werden und flihrte zu einer héheren Produktivitét bei einem konvergenten
Reaktionssystem, in dem CHN und 1,6-Hexandiol zu ECL umgesetzt wurden (Bornadel et al.
2015a, 2015b). Beide Ansitze sind im Mal3stab von 1 bis 50 ml im Satzbetrieb mit Substratkon-
zentrationen zwischen 40 und 80 mM durchgefiihrt worden. Wedde ef al. konnten ebenfalls eine
organische Phase (Methylcyclohexan) in das Reaktionssystem integrieren, welche mittels einer
Silikonmembran von der wissrigen Phase getrennt wurde, um eine in situ-Produktentfernung mit
anschliefender Polymerisation durchzufiihren. Dadurch erfolgte sogar ein vollstindiger Umsatz
von 100 mM CHL. Diese Arbeiten zeigen, dass die Etablierung einer zweiten Phase mit bestimm-
ten Losungsmitteln fiir die in situ-Produktentfernung von ECL mdglich ist. Im Vergleich zum Zu-
laufverfahren mit einer Lipase, wie es in dieser Arbeit vorgestellt wurde, waren die erreichten
Produktkonzentrationen jedoch wesentlich geringer sowie der Mafistab, in dem die Reaktionen
durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind daher als Konzeptvorschlige zu
berticksichtigen, die hinsichtlich einer weiteren Prozessentwicklung noch optimiert werden kon-
nen.

Das Zulaufverfahren wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer immobilisierten Lipase experi-
mentell im Riihrkessel sowie in einem Festbett betrieben. Die Durchmischung im Riihrkessel er-
folgte bevorzugt mit einem iiber Kopf angebrachten Propellerriihrer gegentiber einem Magnetriih-
rer vorgezogen, um ein Zermahlen der Enzymtrager durch den Magnetstab am Boden des Riihr-
kessels zu vermeiden. Doch auch durch den Propellerrithrer war nach einem Betrieb von ca. 20 h
eine leichte Triibung durch zerkleinerte Enzymtrager zu beobachten, die teilweise die Filtermemb-
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ran vor dem Begasungskreislauf durch den Sog der Pumpe blockierten. Dadurch wurde die Sauer-
stoffversorgung des Riihrkessels eingeschrinkt, und die Filtermembran musste regelmaBig iiber-
priift, gesdubert oder ggf. ausgetauscht werden. Durch das Einbringen der Lipase in ein Festbett
blieben die Enzymtrager unbeschadet, jedoch erforderte der Betrieb eines Festbetts einen hohen
Volumenstrom, um den pH-Wert innerhalb des Festbetts konstant zu halten. Durch den Einsatz
von ADH und CHMO in Form von bakteriellen, zellfreien Rohextrakten unter nicht sterilen Be-
dingungen trat ebenfalls eine Triibung, evtl. durch mikrobielles Wachstum, aber auch durch dena-
turierte Proteine, auf. Diese feinen Partikel sammelten sich im Festbett, das wie ein Filter wirkte
und zu einem erhohten Druck zwischen Pumpe und Festbett fithrte. Um eine bevorstehende Blo-
ckierung des Systems zu vermeiden, wire filir zukiinftige Versuche ein weniger eng gepacktes
Festbett mit immobilisierter Lipase vorzuschlagen, das aufgrund des Volumenstroms eine Durch-
mischung des gesamten Kompartiments zuldsst. Dies konnte ggf. durch geeignete Fiillkorper um-
gesetzt werden, die eine gleichméBige Verteilung der Enzymtréger bewirken. Dadurch ist das Fest-
bett nicht auf die geringe Porengrofe beschrinkt, und ausgefallene Partikel konnten das Festbett
einfacher passieren. Da aufgrund der externen Sauerstoffversorgung ein Begasungskreislauf er-
forderlich ist, wére es vorteilhaft, solch ein Festbett zwischen dem Riihrkessel und der Begasungs-
einheit zu integrieren. Innerhalb des Riihrkessels konnte ein Festbett ebenso durch ein rotierendes
Festbett umgesetzt werden, wie es bspw. von der Firma SpinChem® (Ume4, Schweden) hergestellt
wird.

Die Blasenséule bietet im Hinblick auf die Begasung und die Durchmischung eines sauerstoffab-
hingigen Prozesses einen vorteilhaften Reaktortypen. Dieser und andere Reaktoren, die eine Be-
gasung iiber die Grenzfliche zwischen Gas und Fliissigkeit vorsehen, lieBen sich jedoch erst dann
erfolgreich umsetzen, sofern die einzusetzenden Enzyme iiber eine entsprechende Stabilitit an der
Grenzfldche und gegeniiber oxidativer Degradation verfiigen.

9.4 Biokatalytische Polymerisation durch Veresterung

Polymerisationsreaktionen mittels Enzymkatalyse — speziell die Synthese von PCL — sind in Fach-
zeitschriften durch Artikel und Rezensionen umfangreich beschrieben worden und Bestandteil
ganzer Lehrbiicher, so dass die Biokatalyse gegeniiber chemischen Verfahren industrielle Rele-
vanz erreicht hat (Drauz et al. 2012; Gross et al. 2001; Kobayashi und Makino 2009; Labet und
Thielemans 2009; Loos 2010). Die chemische Polymerisation von ECL durch Ringéffnung kann
iiber eine enorm vielfiltige Auswahl verschiedener chemischer Katalysatoren bewerkstelligt wer-
den. Diese bestehen vorwiegend aus komplexen Organometallverbindungen, welche von Alkali-,
Erdalkali- {iber Leicht- bis hin zu Ubergangs-, seltenen Erdmetallen und anderen organischen Ver-
bindungen reichen (Labet und Thielemans 2009). Fiir die Katalyse ist oftmals eine zusétzliche
nucleophile Verbindung als Initiator erforderlich. Normalerweise wird hierfiir ein kurzkettiger Al-
kohol verwendet. Als kommerziell erhéltlicher und vielfach eingesetzter chemischer Katalysator
wird Zinnbis(2-ethylhexanot) verwendet. Aufgrund des fliissigen Aggregatzustands, der Loslich-
keit in organischen Losungsmitteln und des niedrigen Dampfdrucks ist diese Verbindung fiir der-
artige Reaktionen sehr gut geeignet. Bei biokatalytischen Veresterungsreaktionen bzw. Polymeri-
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sationen wird liblicherweise eine auf einem festen Tragermaterial immobilisierte Lipase einge-
setzt. Ein zusétzliches Initiatormolekiil ist fiir die Biokatalyse nicht erforderlich. Im Unterschied
zur homogenen chemischen Katalyse wird aufgrund des immobilisierten Enzyms eine heterogene
Katalyse durchgefiihrt, bei der u. a. Diffusionsprozesse fiir den Reaktionsablauf entscheidend sein
konnen. Allerdings kann dadurch der Katalysator am Ende der Reaktion sehr leicht mittels Filtra-
tion entfernt werden, wohingegen Riickstdnde des chemischen Katalysators nach der Aufarbeitung
im Produkt enthalten sein kdnnen. Dies ist gerade dann entscheidend, wenn Polymere fiir medizi-
nische Anwendungen eingesetzt werden sollen. Die Biokompatibilitit bei der Verwendung von
chemischen Katalysatoren wie Organozinnverbindungen ist dann nicht mehr gegeben, da diese als
gesundheitsschiidlich eingestuft sind”. Aufgrund der ansteigenden Viskositit wihrend einer Poly-
merisationsreaktion wird bei der chemischen Katalyse sowie bei der Biokatalyse bevorzugt Toluol
als Losungsmittel eingesetzt. Zwar werden chemische Polymerisationen auch bei Temperaturen
bis zu 130 °C fiir die I6sungsmittelfreie Reaktion durchgefiihrt, aber auch bei Temperaturen zwi-
schen 60 und 80 °C bei dem Einsatz von Toluol genau wie bei der Biokatalyse. Bei einer Tempe-
ratur von 150 °C konnte sogar ohne Katalysator die Bildung von PCL beobachtet werden (Braud
et al. 1998).

Die chemische Polymerisation wurde von der Firma Polymaterials AG (Kaufbeuren, Deutschland)
im Rahmen einer Kooperation fiir diese Arbeit durchgefiihrt. Die Produkte der chemischen und
biokatalytischen Polymerisationen von ECL wurden hinsichtlich ihres Molekulargewichts unter-
sucht. Abb. 9-2 zeigt die beiden iiberlagerten Chromatogramme der beiden Polymere. Beide wei-
sen einen dhnlichen Verlauf und damit eine vergleichbare Molekulargewichtsverteilung auf. An-
hand von polymerspezifischen Kennzahlen wie M., My, und dem PDI, welcher durch den Quoti-
enten aus My, und M, ermittelt wird, kann dies in Tab. 9-2 genauer betrachtet werden.

30 T T T T T T T T T T T

25 | /\ —— PCL enzymatisch —
\ — — PCL chemisch

Signalintenstiat
RI-Detektor (mV)

Abb. 9-2  Vergleich der Molekulargewichtsverteilung
zwischen chemisch und enzymatisch hergestelltem
PCL aus ECL anhand der Chromatogramme, die mit-
Retentionsvolumen (ml) tels GPC erstellt wurden.

" gemiB GESTIS-Stoffdatenbank fiir Zinnbis(2-ethylhexanoat)
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Tab. 9-2 Molmassen von chemisch und biokatalytisch hergestelltem PCL.

Mn (g mol™') Mw (g mol™') PDI

chemisch hergestelltes PCL 21000 35000 1,7
biokatalytisch hergestelltes PCL 16700 28700 1,7

Mit der chemischen Synthese konnten etwas hohere Molekulargewichte erzielt werden, wobei die
gleiche Molmassenverteilung (PDI = 1,7) erreicht wurde. In der Literatur wurden mit dem gleichen
Katalysator fiir die chemische Synthese auch héhere Molmassen um 70000 g mol™' (M») und mit
einem niedrigeren PDI (~ 1,3) erzielt (Labet und Thielemans 2009). Fiir die biokatalytische Syn-
these sind Literaturwerte fiir Molmassen um 50000 g mol™' (My) (Poojari et al. 2013) und
44800 g mol™! (My) (Kumar und Gross 2000) mit einem PDI zwischen 1,4 und 1,7 vorzufinden.
Der Vergleich von chemisch und biokatalytisch hergestelltem Polymer ist nicht so einfach anhand
von absoluten Literaturdaten anzustellen, da auch die Analytik zur Bestimmung der Molmassen
und deren Verteilung systemabhingig ist. Vorwiegend ist zu erkennen, dass mittels chemischer
Katalyse hohere Molmassen erreicht werden konnen, allerdings wire ein direkter Vergleich ver-
schiedener Methoden und Polymere tiber die gleiche Analytik zu empfehlen. Neben den polymer-
spezifischen Kennzahlen wire letztendlich eine Materialpriifung erforderlich, die den Anspriichen
der jeweiligen Anwendung geniigt. Gegeniiber der Veresterung bzw. der Polykondensation von
6-HHA entsteht bei der ROP des Lactons kein Wasser, das der Reaktion entzogen werden muss,
um hochmolekulares Polymer zu erhalten. Das entstandene Wasser wird der Reaktion i. d. R. iiber
eine Vakuumpumpe abgefiihrt. Dabei wird ebenfalls ein Teil des Losungsmittels (Toluol) entfernt,
wodurch die Viskositit des Reaktionsansatzes ansteigt. Um den Verlust des Losungsmittels zu
vermeiden, wire der Einsatz einer ionischen Fliissigkeit (IL, engl.: ionic liquids) vorteilhaft. Zur
biokatalytischen Polymerisation von ECL und anderen Kondensationsreaktionen in verschiedenen
ILs wurden bereits einige Ergebnisse verdffentlicht, die in zukiinftige Untersuchungen mit einbe-
zogen werden konnten (Gorke et al. 2010; Kragl et al. 2002; Madeira Lau et al. 2000; Marcilla et
al. 2006; Moniruzzaman et al. 2010).

9.5 Fazit

Die biotechnologische Herstellung von ECL und die weiterfiihrende Polymerisation iiber ein
mehrstufiges, biokatalytisches Reaktionssystem konnte im Rahmen der Prozessentwicklung er-
folgreich umgesetzt werden, wodurch das Potential der Biokatalyse in der organischen Synthese
umfassend dargestellt werden konnte. Aufgrund detaillierter Kenntnisse iiber die Enzymkinetik
wurde das Zulaufverfahren als zielfithrendes Reaktorkonzept herausgearbeitet, wodurch héhere
Produktkonzentrationen erzielt werden konnten im Vergleich zu Reaktionen im Satzbetrieb und
den bisherigen Literaturdaten. Eine weitere Steigerung der Produktkonzentration wurde durch die
Etablierung einer dreistufigen Reaktionssequenz ermdglicht, wodurch die Hydrolyse von ECL zu
6-HHA mittels einer Lipase durchgefiihrt wurde. Der Sauerstoffeintrag ist iiber eine Membranbe-
gasung mit einem Silikonschlauch realisiert worden, was im Vergleich zur Blasenbegasung zu
einer hoheren Enzymstabilitét fiihrte. Obwohl eine Steigerung der Produktkonzentration im Ver-
gleich zu den bisher verdffentlichten Untersuchungen zu erreichen war, ist das System gegeniiber
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der industriellen Herstellung von ECL iiber die chemische BV-Oxidation noch nicht konkurrenz-
fahig. Hierfiir ist die geringe Stabilitét der 16slichen Enzyme, insbesondere der verwendeten
BVMO, entscheidend sowie die Membranbegasung, die fiir eine Mafstabserweiterung noch Opti-
mierungspotential bietet. Hinsichtlich der analytischen Ausbeute ist jedoch die enzymatische Re-
aktion aufgrund der Selektivitdt im Vorteil gegeniiber der chemischen Reaktion. Die Untersuchun-
gen zur biokatalytischen Polymerisation von ECL oder die Polykondensation von 6-HHA haben
auf Grundlage der Ergebnisse in dieser Arbeit und der profunden Fachliteratur iiberzeugende
Werte geliefert, die Alternativen zu den chemischen Katalysatoren darstellen. Weitere Herausfor-
derungen bestehen darin, die Sauerstoffversorgung in groBerem Mafstab zu verwirklichen sowie
die Immobilisierung der Enzyme zur Steigerung der Enzymstabilitit und Verwertung der Kataly-
satoren. Diese Optimierungsansitze tragen maf3geblich zur Erhdhung der Produktivitit bei.
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10 Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Prozessentwicklung einer biokatalytischen Reaktionssequenz fiir
die biotechnologische Synthese von ECL. Diese basiert auf einem zweistufigen Oxidationsprozess
von CHL, das zuerst mittels einer ADH zu CHN oxidiert und anschlielend mittels einer BVMO
unter dem Verbrauch von Sauerstoff zu ECL umgesetzt wird. Innerhalb dieser beiden aufeinan-
derfolgenden Reaktionen wird der fiir beide Schritte erforderliche Nikotinamid-Cofaktor regene-
riert. Die Ergebnisse dazu umfassen vier ineinandergreifende Teile:

e Festlegung der Reaktionsbedingungen und Bestimmung der Enzymkinetik der eingesetzten
Biokatalysatoren ADH und BVMO

¢ Entwicklung eines Membranmoduls fiir die Begasung iiber einen Silikonschlauch zur Sauer-
stoffversorgung und Aufrechterhaltung der Enzymstabilitét

e Durchfithrung der biokatalytischen Reaktionssequenz im Satzbetrieb und im Zulaufverfah-
ren im Rahmen der Prozessentwicklung sowie die Erstellung eines kinetischen Modells zur
Charakterisierung beider Reaktorkonzepte

e Erweiterung der Reaktionssequenz zur Vermeidung der Produktinhibierung mit anschlie-
Bender Polymerisation mittels einer Lipase

Zu Beginn wurden die optimalen Reaktionsbedingungen fiir die ADH und die BVMO festgelegt.
Dazu sind die Enzymaktivitdten in unterschiedlichen Puffern im pH-Bereich zwischen pH 6,5 und
9 sowie die Enzymstabilitdten bei Temperaturen zwischen 25 und 40 °C untersucht worden. Wei-
tere Untersuchungen wurden schlieBlich in NaPP mit pH 8 bei 25 °C durchgefiihrt. Aufgrund der
maBigen Wasserloslichkeit von CHL war eine griindliche Durchmischung erforderlich, womit die
Substratzugabe zundchst liber eine wéssrige Substratlosung erfolgte. Unter den festgelegten Re-
aktionsbedingungen wurde die MM-Kinetik jeweils fiir die ADH und die BVMO untersucht, um
kinetische Konstanten zu ermitteln. Dabei ist aufgrund des gleichzeitigen Umsatzes des Cofaktors
eine MM-Kinetik fiir zwei Substrate beriicksichtigt worden. Beziiglich der ADH wurde dies fiir
die Oxidation von CHL zu CHN sowie im Hinblick auf die Reduktion von CHN zu CHL vorge-
nommen, um Hin- und Riickreaktion des ersten reversiblen Oxidationsschrittes darzustellen. Bei
der BVMO mussten zusétzlich die Substratinhibierung durch CHN und Inhibierungen seitens CHL
und ECL berticksichtigt werden. Da der exakte Inhibierungstyp der letzteren Verbindungen nicht
eindeutig bestimmt werden konnte, wurden zunédchst zwei Typen (kompetitiv und unkompetitiv)
angenommen, auf die im weiteren Verlauf dieser Arbeit ndher eingegangen wurde.

Um der Reaktion ausreichend Sauerstoff zur Verfiigung zu stellen, wurde eine Membranbegasung
etabliert. Im Vergleich zur Blasenbegasung konnte dadurch die Enzymaktivitét {iber einen ldnge-
ren Zeitraum erhalten bleiben und eine Schaumbildung vermieden werden. Die Membranbegasung
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erfolgte iiber einen Silikonschlauch (dinnen = 2 mm, dausen = 3 mm), durch den das Reaktionsme-
dium gefordert wurde und der Sauerstoff entlang des Konzentrationsgradienten von auflen nach
innen diffundierte. Fiir den Silikonschlauch wurde ein Stoffiibergangskoeffizient £z qpp mit
0,046 cm min™! bestimmt. Fiir die Begasung sind 5 m Schlauch in einer 0,5 1-Flasche eingesetzt
worden. Durch die Begasung mit Sauerstoff war daher bei 1013 hPa und 25 °C max. ein Sauer-
stoffeintrag von 17,9 pmol min~' mdglich. Dies konnte durch die Erhéhung des gasseitigen Drucks
und durch eine zusitzliche Oberflichenbegasung gesteigert werden. Uber einen Begasungskreis-
lauf mittels einer Pumpe wurde die Begasungseinheit in den experimentellen Aufbau integriert
und die Sauerstoffkonzentration mittels einer optischen Sauerstoffsonde iiberwacht.

Anhand der ermittelten kinetischen Daten lieB3 sich ein kinetisches Modell fiir die zweistufige Re-
aktion erstellen. Der experimentelle Reaktionsverlauf im Satzbetrieb konnte dadurch mit einer
Ubereinstimmung von 93 % fiir CHL und 97 % fiir ECL durch die berechneten Werte wiederge-
geben und charakterisiert werden. Von den zuvor angenommenen Inhibierungstypen der BVMO
wurde anhand der Ubereinstimmung der experimentellen und der berechneten Werte der unkom-
petitive Typ fiir weitere Berechnungen verwendet. Aufgrund der starken Inhibierung der BVMO
durch CHL ist das Zulaufverfahren fiir das Reaktionssystem etabliert worden. Mittels einer Sprit-
zenpumpe und einer feinen Kapillare wurde CHL der Reaktion kontinuierlich und unverdiinnt so
zugefiihrt, dass die Konzentration an CHL stets niedrig gehalten wurde, wodurch die Inhibierung
der BVMO weitestgehend vermieden werden konnte. Im Vergleich zum Satzbetrieb verringerte
sich dadurch der Enzymverbrauch pro mmol Produkt (ECL) bis zu 30 % und der TON-Wert
konnte fiir den Cofaktor von 85 auf 125 gesteigert werden.

Die Inhibierung der BVMO durch ECL, die sich etwa ab einer Konzentration von 100 mM signi-
fikant auf die Enzymaktivitit der BVMO auswirkte, erforderte eine in situ Produktentfernung.
Aufgrund der geringen Stabilitit von ADH und BVMO gegeniiber organischen Losungsmitteln,
war die Entfernung iiber ein Extraktionsverfahren nicht moglich. Daher wurde die Reaktionsse-
quenz um einen weiteren Schritt ergénzt, in dem ECL zur korrespondierenden Hydroxysadure
(6-HHA) mittels einer immobilisierten Lipase hydrolysiert wurde. Die Bildung von Oligomeren
im wassrigen Reaktionsansatz konnte dabei nicht festgestellt werden. Zusitzlich wurde das kine-
tische Modell anhand von experimentell ermittelten kinetischen Konstanten der Lipase erweitert,
wodurch ebenfalls das dreistufige Reaktionssystem in Ubereinstimmung der berechneten Daten
mit den experimentellen Werten beschrieben werden konnte. Die Lipase ist dabei direkt im Riihr-
kessel oder in Form eines Festbettreaktors in das System integriert worden. Mittels Autotitration
wurde der pH konstant gehalten, um die gebildete Sdure zu neutralisieren. Hierdurch war eine
Steigerung der Produktkonzentration bis zu 291 mM 6-HHA moglich, womit der Enzymverbrauch
im Vergleich zum Zulaufverfahren ohne Lipase um weitere 81 % verringert und fiir den Cofaktor
ein TON-Wert bis zu 770 erreicht werden konnte.

Neben der biokatalytischen Polymerisation von ECL wurde ebenfalls die Polymerisation von
6-HHA dargestellt, wobei Molmassen zwischen 24000 und 63400 g mol™! (My) erreicht werden
konnten. Der Vergleich von chemisch und biokatalytisch hergestelltem Polymer aus ECL hat ge-
zeigt, dass dhnliche Molmassen erreicht wurden.
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11.1 Materialien

11.1.1 Chemikalien

Tab. 11-1 Liste der verwendeten Chemikalien.

Bezeichnung Reinheit  Hersteller

e-Caprolacton 99 % Acros Organics (Geel, Belgien)

Ampicillin 99 % Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Cyclohexanol 99 % Sigma-Aldrich (Darmstadt, Deutschland)

Cyclohexanon >99 %  Sigma-Aldrich (Darmstadt, Deutschland)

Dinatriumhydrogenphosphat >99 %  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Glycerin >99,5% Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Hefeextrakt - Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Isopropyl-p-D-thiogalactopyra- >99 %  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,

nosid Deutschland)

Kanamycinsulfat - Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Laurinsaure 98 % Sigma-Aldrich (Darmstadt, Deutschland)

LB-Medium, Luria / Miller - Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Magnesiumchlorid Hexahydrat >99 %  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

NADP-Dinatriumsalz >97%  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

NADPH-Tetranatriumsalz >97%  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Natriumdihydrogenphosphat Di- >99 %  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,

hydrat

Deutschland)
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Bezeichnung Reinheit Hersteller

Natriumhydroxid >999%  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Tetrahydrofuran stabilisiert - BASF SE (Ludwigswhafen, Deutschland)

Trichlormethan / Chloroform >99,8 % Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,

Deutschland)

11.1.2 Enzyme

Alkohol-Dehydrogenase und Cyclohexanon-Monooxygenase

ADH und CHMO wurden separat in Form eines bakteriellen, zellfreien Rohextrakts (£. coli BL21
(DE3)) eingesetzt. Dieser Rohextrakt wurde je nach Verfligbarkeit erneut hergestellt.

Lipasen

Tab. 11-2 Liste der verwendeten Lipasen.

Enzym Bezeichnung Hersteller Aktivitét PLU/g CLU/g
(Hersteller)
Lipase A aus Can-  CalA lyo c-LEcta GmbH 34 TBU/g - 11
dida antarctica (Leipzig,
Deutschland)
Lipase A aus Can-  Lipase A Candida  Sigma-Aldrich >500 TBU/g 21 2
dida antarctica antarctica immobi-  (St. Louis,
lized on Immobead USA)
150, recombinant
from Aspergillus
oryzae
Lipase B aus Can-  Fermase CALB Fermenta Bio- 9200 PLU/g 3626 435
dida antarctica 10000-K 15 (ko- tech Limited
valent) (Maharashtra,
Indien)
Lipase B aus Can-  CalB immo (ad- c-LEcta GmbH - 3707 -
dida antarctica sorptiv) (Leipzig,
Deutschland)

CLU: 1 Caprolacton Unit definiert die Hydrolyse von 1 umol ECL pro Minute
PLU: 1 Propyllaurat Unit definiert die Veresterung von 1 pmol Laurinsidure und 1 pmol Propanol pro Minute
TBU: 1 Tributyrin Unit definiert die Bildung von 1 umol Butansidure pro Minute aus der Hydrolyse von Tributy-

rm
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11.1.3 Gerate

Tab. 11-3 Liste der verwendeten Gerite.

Bezeichnung Geritetyp Hersteller

GC Agilent 7890B Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

GPC/SEC LC-20AT (Pumpe) Shimadzu Scientific Instru-
ments (Kyoto, Japan)

Smartline Autosampler 3900 Knauer Wissenschaftliche Ge-
rdate GmbH (Berlin, Deutsch-
land)

GMHHR-L Mixed Bed Viscotek (Houston, Texas,

(Séule 1) USA)

PLgel 3 pm Mixed-E Agilent Technologies, Santa

(Saule 2) Clara, Kalifornien, USA)

WellChrom K-2301 Refrak- Knauer Wissenschaftliche Ge-

tionsindexdetektor rate GmbH (Berlin, Deutsch-
land)

HPLC Agilent 1100 Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

Sauerstoffsensor Fibox 3 LCD trace Presens - Precision Sensing
GmbH (Regensburg, Deutsch-
land)

Schlauchpumpe Ismatec IPC 4 Cole-Parmer GmbH (Wertheim,
Deutschland)

Spritzenpumpe Aladdin 1000 World Precision Instruments
Ltd (Sarasota, USA)

Titration 848 Titrino Plus Deutsche Metrohm GmbH &
Co. KG (Filderstadt, Deutsch-
land)

Ultraschall-Homogenisator Sonopuls HD 2070 mit So-  Bandelin electronic GmbH &

notrode Typ KE 76 Co. KG (Berlin, Deutschland)

UV / Vis Spektralphotometer Uvikon XL Goebel Instrumentelle Analytik

GmbH (Hallertau, Germany)

85



86

11 Materialien und Methoden

11.2 Methoden

11.2.1 Mikrobiologische und biochemische Methoden

Stammbhaltung

Rekombinante E. coli-Stimme wurden auf LB-Agarplatten mit einem entsprechenden Antibioti-
kum (100 png ml™! Ampicillin oder 50 ug ml™! Kanamycin) bei 4 °C gelagert. Zusétzlich wurde
jeweils ein Glycerol-Stock bei -20 sowie -80 °C verwahrt. Hierfiir ist ein Teil einer Ubernachtkul-
tur 1:1 mit Glycerol vermischt worden.

Herstellung einer Ubernachtkultur

Zum Ansetzen einer Ubernachtkultur wurden 20 ml LB-Medium im 100 ml-Schikanekolben mit
Antibiotikum versetzt (100 ug ml™! Ampicillin oder 50 pg ml~' Kanamycin) und mit einer Einzel-
kolonie angeimpft. Der Ansatz ist dann iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt worden.

Kultivierung von E. coli und Enzymherstellung

Fiir die Kultivierung von rekombinanten E. coli-Staimmen wurden 400 ml TB-Medium in einen
2 1-Schikanekolben gegeben und mit Antibiotikum versetzt (100 ugml™' Ampicillin oder
50 pg ml™' Kanamycin). AnschlieBend ist das Medium mit 4 ml einer Ubernachtkultur angeimpft
und bei 37 °C geschiittelt worden bis zu einer optischen Dichte (ODegoo) von 0,8—1,0. Die Genex-
pression wurde mit ca. 0,1 mM IPTG induziert und der Ansatz fiir 20-24 h bei Raumtemperatur
geschiittelt.

Die Zellernte erfolgte mittels Zentrifugation (4424 x g) fiir 10 min. Das iiberstehende Medium
wurde verworfen und das Zellpellet in max. 50 ml NaPP (100 mM, pH 7,2) resuspendiert und in
ein 50 ml Rohrchen iiberfiihrt. Die Suspension wurde erneut zentrifugiert (2370 x g) und der wéss-

rige Uberstand verworfen. Das gewaschene Zellpellet wurde dann bei -20 °C eingefroren oder fiir
den Zellaufschluss bei 4 °C bzw. auf Eis bereitgehalten.

Zellaufschluss und Rohextrakt

Das aus der Fermentation gewonnene Zellpellet wurde in ca. 10 ml NaPP (100 mM, 50 mM NaCl,
pH 7,2) in demselben Gefal3 resuspendiert. Der Zellaufschluss ist mittels Ultraschall-Homogeni-
sator auf Eis fiir 3 min (50 % Cycle, 70 % Power) durchgefiihrt und 1-2 mal wiederholt worden.
Zwischen den Wiederholungen wurde der Ansatz auf Eis fiir 5-10 min gekiihlt.

Anschliefend wurde der gesamte Ansatz in ein Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt und mit fiir 30—
40 min zentrifugiert (75600 x g), um Zellbestandteile sowie iibrige Zellen abzutrennen. Der Uber-
stand wurde in ein neues Gefal iberfiihrt und fiir Versuche verwendet. Der Rohextrakt wurde stets
auf Eis bzw. bei 4 °C gelagert.
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Mit der Zeit beobachtete Trilbungen des Rohextrakts konnten mittels Zentrifugation abgetrennt
werden. Diese Triibungen sind womdoglich auf mikrobielles Wachstum und ausgefallene Proteine
zuriickzufiihren.

Aktivitatstest ADH und CHMO (Referenzaktivitét, arer)

Vor jedem Einsatz des Rohextrakts wurde die Enzymaktivitdt bestimmt. Hierzu wurde eine 20—
100-fache Verdiinnung des Rohextrakts zu 1 ml mit NaPP (100 mM, pH 8) und eine frische 1 %ige
(v/v) wassrige Substratlosung (Cyclohexanol bzw. Cyclohexanon) zu 1 ml vorbereitet. Die Akti-
vitdtsmessung wurde mit einem Spektralphotometer durchgefiihrt und die Reaktion fand in einer
Kiivette statt. Dabei wurde die Bildung bzw. der Verbrauch von NADPH bei 340 nm
(enappu = 6,22 mM! cm™) fiir 1 min aufgezeichnet. Die Enzymverdiinnung richtete sich nach der
Aktivitdt des Enzyms und wurde so gewdhlt, dass die gemessenen Werte einer linearen Funktion
zugeordnet werden konnten. Das Reaktionsvolumen in der Kiivette betrug 1 ml und setze sich wie
folgt zusammen:

ADH: NaPP (100 mM, pH 8), 0,6 mM NADP", 0,01 % (v/v) (96 mM) Cyclohexanol, 50 ul ver-
diinnter Rohextrakt

CHMO: NaPP (100 mM, pH 8), 0,2 mM NADPH, 0,01 % (v/v) (97 mM) Cyclohexanon, 50 ul
verdiinnter Rohextrakt

Die Reaktionstemperatur betrug 25 °C und der Puffer wurde vor der Messung auf 25 °C tempe-
riert. Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes wurde aus der Steigung des Reaktionsverlaufs
die Enzymaktivitit (U ml™") des Rohextrakts ermittelt, wobei 1 U definiert ist als die Bildung bzw.
der Verbrauch von 1 pumol NADPH pro Minute:

Qa . _ AAbs. 20-Dil. 11-1
"¢/ enappr-d (1-1)

aref: Enzymaktivitit Rohextrakt (U ml™), AAbs.: Anderung der Absorption (min™), Dil.: Verdiinnungsfaktor der
Vorverdiinnung, exappu: molarer Extinktionskoeffizient von NADPH (mM™' cm™), d: Schichtdicke Kiivette (cm)

Bestimmung der Cofaktorkonzentration einer Stammlésung

Es wurden Stammlésungen von NADP" und NADPH zu 20-25 mM und 1 ml in NaPP (100 mM,
pH 8) angesetzt. Die Stammldsungen sind mehrfach verwendet und bei -20 °C gelagert worden.
Vor jeder Nutzung einer Stammldsung wurde die aktuelle Konzentration bestimmt. Dies war er-
forderlich, da insbesondere die Konzentration von NADPH mit jeder Wiederverwendung sank.

Zur Bestimmung der NADPH-Konzentration wurde die Absorption einer 1:100-Verdiinnung bei
340 nm ermittelt und geméB der Gleichung (11-2) die Konzentration berechnet:

o= Abs.- 100 (11-2)

ENADPH

c: Konzentration (mM), Abs.: Absorptionswert, exappn: molarer Extinktionskoeffizient von NADPH (mM™' cm™)
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Um die Konzentration einer NADP'-Stammldsung zu ermitteln, musste NADP" vollsténdig zu
NADPH umgesetzt werden. Dies konnte mit dem Einsatz einer Glukose-Dehydrogenase (GDH)
realisiert werden (Abb. 11-1). Fiir den Umsatz wurden 10 mM Glukose, 0,25 mg ml~' GDH und
10 ul einer NADP'-Stammlosung in 1 ml NaPP (100 mM, pH 8) vermischt und der Reaktionsver-
lauf photometrisch bei 340 nm verfolgt, bis keine Anderung der Absorption mehr zu beobachten
war. Durch den Uberschuss an Glukose wurde ein vollstindiger Umsatz von NADP" angenom-
men. Der maximale Absorptionswert ist zur Berechnung der NADP"-Konzentration herangezogen
worden.

GDH

H - H
H  OH H  OH

NADP*  NADPH +H*
B-D-Glukose D-Glukono-1,5-lacton

Abb. 11-1 Umsatz von 3-D-Glukose zu D-Glukono-1,5-lacton katalysiert durch eine GDH.
11.2.2 Analytische Methoden

Gaschromatografie (GC)

Die Konzentrationen von CHL, CHN und ECL in einer wéssrigen Losung wurden mittels Extrak-
tion und GC bestimmt. Dazu wurden 200 pul einer wissrigen Probe oder verdiinnter Stammldsung
mit 10 pl einer Acetophenon-Lésung (interner Standard, 23,8 mg ml™! in DMSO) in einem Reak-
tionsgefall vermischt und 300 pl Chloroform hinzugegeben. Das Reaktionsgefal3 ist dann fiir 1 min
griindlich geschiittelt und die Phasen mittels Zentrifugation getrennt worden. 200 pul der Chloro-
form-Phase wurden in ein GC-Fldschchen mit Mikroeinsatz tiberfiihrt und analysiert.

Zur Kalibrierung wurden jeweils ca. 200 mg der Analyten zusammen in einen 10 ml-Messkolben
gegeben und in Wasser geldst. Die exakt eingewogenen Mengen wurden notiert. Von dieser
Stammldsung wurden Verdiinnungen um den Faktor 200, 100, 50, 20, 10, 5, 2 angefertigt und fiir
die Erstellung einer Eichgerade mit internem Standard verwendet.

Sdule: CP-Chirasil-Dex CB, 25 m x 0.25 mm x 0.25 pm (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

Methode: 3 min 150 °C, 20 °C min™" bis 167 °C, 30 °C min™' bis 190 °C, 1,4 min 190 °C, H; als
Trigergas, 0,2 ml min~! Gasflussrate

Retentionszeiten: CHN 3,5 min, CHL 3,8 min, Acetophenon 4,2 min, ECL 5,2 min
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Abb. 11-2 Chromatogramm (GC).
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Compound: cyclohexanone
Signal: FID1B
Exp. RT: 3.506 fz
Corr. Coeff.: 0.999810 16
Residual: 0.12967 14
RF RSD%: 3 1
& 10
Formula: y=ax+b 3
4 8
a: 0.72329 5
h: 0.00000 4
2
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
g/l

Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (HPLC)

HPLC wurde verwendet, um 6-HHA und ECL in wissrigen Losungen zu trennen und zu detektie-
ren. Die zu analysierende Probe wurde mit Acetonitril / Wasser (1:1) so verdiinnt, dass sich die zu
erwartende Konzentration innerhalb die Kalibrierung befand. Zur Trennung der Komponenten
wurde Methanol / Wasser im Verhiltnis 1:1 als Eluent mit 1 ml min~' Volumenstrom eingesetzt.
Mittels UV-Detektor bei 217 nm konnten beide Komponenten detektiert werden.

Zur Kalibrierung von ECL wurden ca. 200 mg in einen 10 ml-Messkolben gegeben und in Wasser
gelost. Die exakt eingewogene Menge wurde notiert. Von dieser Stammldsung wurden Verdiin-
nungen um den Faktor 200, 100, 50, 20, 10, 5, 2 in HPLC-Fldschchen zu 1 ml angefertigt und fiir
die Erstellung einer Eichgerade mit internem Standard verwendet.

Nach der Kalibrierung von ECL konnte eine Kalibrierung fiir 6-HHA (als Produkt der Hydrolyse)
vorgenommen werden. Hierzu wurden ca. 10-20 mg immobilisierte Lipase (CALB, Fermenta Bi-
otech Ltd.) mit 1470 ul NaPP (100 mM, pH 7) in einem 2 ml-Reaktionsgefal3 vermischt. Anschlie-
Bend wurden 30 pul ECL zugegeben und bei 30 °C geschiittelt. Wahrend der Hydrolyse von ECL
zu 6-HHA wurden in bestimmten Zeitabstinden 50 pl entnommen und mit 950 ul Aceto-
nitril / Wasser (1:1) in einem HPLC-Fldschchen verdiinnt und analysiert. Die Kalibrierung fiir
6-HHA ist dann aus der Anderung der Konzentration von ECL berechnet worden.

Sdule: LiChrospher 100 RP-18 (5 um) LiChroCART 250-4
Temperatur: 30 °C
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Abb. 11-3 Kalibrationskurven HPLC.

Gelpermeationschromatografie (GPC / SEC)

Es wurden 5-20 mg Probe bzw. Polymer(standard) in 997 ul THF und 3 pul Toluol (Laufmarker)
gelost. Mit einer 1 ml-Spritze und einer feinen Kaniile wurde das gesamte Volumen aufgenommen
und durch einen Nylonfilter (0,2 um) in ein 1,5 ml-Glasflaschchen tiberfiihrt. Fiir die Trennung
wurde THF als Laufmittel mit einem Volumenstrom von 1 ml min! eingesetzt. Die Auswertung
des Chromatogramms erfolgte anhand einer Eichkurve durch die Software OmniSEC (Ver-
sion 4.6.1), welche zuvor mit Polymerstandards aus Polystyrol (Mp 66,000; 28,000; 12,600; 9,130;
6,100; 4,920, 3,470; 2,280; 1,250, 162 g/mol) (PSS Polymer Standards Service GmbH, Germany)
fiir die Methode erstellt wurde.

Sdulen: siehe Tab. 11-3

Bestimmung der Sauerstoffkonzentration und des k.a-Werts

Die Konzentration des gelosten Sauerstoffs wurde entweder direkt im Reaktionsgefdll oder iiber
eine Durchflusszelle mit einem nicht-invasiven Sauerstoffsensor ermittelt.

Zur Bestimmung des kLa-Werts wurde die Sauerstoftkonzentration direkt im Gefd3 gemessen.
Dazu wurden 30 ml Wasser in ein Schnappdeckelglas gefiillt und mit einem Magnetriihrer bei
600 rpm geriihrt. Das Glas wurde mit Parafilm mehrfach verdeckt. Der Temperaturfiihler der Sau-
erstoffsonde sowie Kaniilen zur Begasung wurden durch den Parafilm gestochen und so in das
Gefal3 eingebracht. Die ka-Wert-Bestimmung wurde anhand der dynamischen Methode durchge-
fiihrt, indem der geldste Sauerstoff zundchst durch die Begasung mit Stickstoff ausgetragen und
die Zunahme der Sauerstoffkonzentration nach Beendigung der Stickstoffbegasung zur Auswer-
tung herangezogen wurde. Fiir die Membranbegasung wurde das Wasser mit einer mehrkanaligen
Schlauchpumpe durch ein Stiick des zu untersuchenden Schlauches zuriick in das Gefal3 gefordert.
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11.2.3 Biokatalyse

Reaktion im Satzbetrieb

Das Reaktionsgefdl war i. d. R. ein konisch geformter, temperierter Riihrkessel (75 ml), passend
zum Titrator (848 Titrino Plus). Zuerst wurde mit einer Glaspipette Puffer vorgelegt und anschlie-
Bend NADP* und MgCl» zugegeben. Zur Durchmischung diente ein Magnetriihrer, sofern kein
immobilisiertes Enzym eingesetzt wurde. Andernfalls wurde ein Propellerriihrer eingesetzt, um
ein Zerreiben der Enzymtréager zu vermeiden. Immobilisiertes Enzym wurde von Beginn an zuge-
geben, um die Enzymtrager hinreichend zu benetzen. Dann wurde die Schlauchpumpe angestellt,
um die Durchflusszelle der Sauerstoffsonde und die Begasungseinheit in das Reaktionssystem zu
integrieren. Bei immobilisiertem Enzym wurde eine Filtermembran aus Nylon (200 um, Reichelt
Chemie Technik GmbH + Co, Heidelberg, Deutschland) am Schlaucheingang angebracht, um Blo-
ckierungen zu vermeiden. Je nach Volumenstrom wurden ein, zwei oder vier gleiche Schléduche
parallel miteinander verbunden und entsprechend die Kanéle der Pumpe belegt. Des Weiteren
wurden die pH-Elektrode und die Thermometer der Titrationseinheit sowie der Sauerstoffsonde in
die Reaktionslosung eingetaucht. ADH und CHMO wurden zusammen in einem separaten Gefall
gemischt und schlieBlich mit einer Pasteurpipette moglichst blasenfrei in das Reaktionsgefdl3 ge-
geben. Die Titration und die Sauerstoffmessung wurden gestartet und der pH auf den eingestellten
Wert automatisch eingestellt bzw. korrigiert. Zum Start der Reaktion wurde eine definierte Menge
der Substratlosung (CHL in Wasser) ebenfalls mit einer Pasteurpipette in das Reaktionsgefil} ge-
geben. Dabei wurde die bereits verstrichene Zeit bei der Titration sowie bei der Sauerstoffmessung
notiert, damit beide Datensitze spdter miteinander abgeglichen werden konnten.

Reaktion im Zulaufverfahren

Die Versuche im Zulaufverfahren wurden in gleicher Weise vorbereitet wie fiir den Satzbetrieb,
mit dem Unterscheid, dass das Substrat nicht komplett von Beginn an zugegeben wurde, sondern
langsam durch eine weitere Pumpe dem Reaktionsgemisch mit einem definierten Volumenstrom
kontinuierlich zugefiihrt wurde. Hierfiir wurde CHL mit einer stabilen Spritze aus Glas aufgezogen
und die Spritze in eine Spritzenpumpe eingespannt. Da CHL einen Schmelzpunkt im Bereich der
Raumtemperatur hat, musste die Spritze sowie der Zulauf zum Reaktionsgefdl3 beheizt werden.
Dazu wurde ein diinner Silikonschlauch auf bzw. um die Spritze gelegt. Anfang und Ende des
Schlauchs ragten in ein Wasserbad, das auf 50—60 °C temperiert wurde. Mit einer weiteren
Schlauchpumpe wurde das Wasser durch den Schlauch gefordert. An die Spritze wurde eine diinne
Kapillare aus PTFE angebracht, um CHL in das Reaktionsgefd3 zu fordern. Die Kapillare wurde
ebenfalls mit dem beheizten Silikonschlauch und mit Alufolie umwickelt. Bevor die Reaktion
durch die Zugabe des Substrates gestartet werden konnte, wurde die Kapillare mit dem gewiinsch-
ten Volumenstrom befiillt und ausgetretenes CHL aufgefangen und verworfen. Danach wurde die
Pumpe gestoppt, ausgetretenes CHL am Ende der Kapillare mit einem Tuch entfernt und die Ka-
pillare in das Reaktionsmedium eingetaucht. Dann konnte die Reaktion durch erneutes Starten der
Pumpe gestartet werden.



11.2 Methoden

Préparative Hydrolyse von e-Caprolacton zu 6-Hydroxyhexanséure

6-HHA wurde aus der enzymatischen Hydrolyse von ECL in Wasser erhalten. Als Katalysator
diente immobilisierte CALB (FBL). Je nach Bedarf wurde eine bestimmte Menge ECL mit einer
dquivalenten Menge Wasser verdiinnt. Es sind beispielsweise 30,61 g (0,268 mol) ECL mit
30,27 g (1,682 mol) Wasser gemischt worden. Durch den Uberschuss an Wasser war eine voll-
staindige Hydrolyse von ECL anzunehmen. Die eingesetzte Menge an Lipase variierte zwischen
0,5 und 2 g und wurde teilweise fiir weitere Ansédtze wiederverwendet. Die Reaktion wurde in
einem temperierten Riihrkessel (150 ml), passend zum Titrator (848 Titrino Plus) bei 40 °C durch-
gefiihrt. Die Hydrolyse wurde mit der Zugabe des Katalysators gestartet. Mit einem Propellerriih-
rer wurde eine hinreichende Durchmischung gewihrleistet. Wiahrend der Reaktion wurde ein vor-
gegebener pH-Wert von 7 durch die Titration der gebildeten Sdure automatisch eingestellt und
konstant gehalten. Die Titrationsgeschwindigkeit wurde zu Beginn und teilweise wéhrend der Re-
aktion manuell der Reaktionsgeschwindigkeit angepasst. Zur Titration wurde 5 N NaOH einge-
setzt. Das zugegebene Volumen der Lauge wurde wéhrend der Reaktion aufgezeichnet, so dass
der Umsatz jederzeit verfolgt werden konnte. Die Reaktion wurde beendet, sobald die errechnete
Menge NaOH zugegeben und ECL komplett umgesetzt wurde. Der komplette Umsatz wurde
schlieBlich mittels HPLC tiberpriift.

Zur Isolierung von 6-HHA wurde der Ansatz mit konz. HCI-Losung (37 %) auf pH 1 eingestellt
und das Wasser bei 60—80 °C und 20—-60 mbar mittels Rotationsverdampfer entfernt, bis ein kris-
talliner Niederschlag von NaCl zu beobachten war. AnschlieBend wurden 50-100 ml MTBE zu-
gegeben, um 6-HHA zu extrahieren und ausgefallenes NaCl durch Filtration abzutrennen. MTBE
wurde mittels Rotationsverdampfer entfernt. Es blieb eine durchsichtige, viskose Masse zuriick,
die darauf schliefen lieB3, dass womdglich eine Polymerisation durch Sidure-Katalyse stattgefunden
hat.

Polymerisation zu Poly-¢-Caprolacton

Durch die lipasekatalysierte Polymerisation von ECL oder 6-HHA konnte PCL erhalten werden.
Dazu wurde kommerzielles ECL oder 6-HHA aus einer priaparativen, enzymatischen Hydrolyse
von ECL verwendet. Als Katalysator wurden ca. 2—5 % (g/v) zum Monomer immobilisierte CALB
(c-LEcta) eingesetzt. Die Polymerisation kann mit oder ohne Losungsmittel erfolgen, wobei die
Viskositét mit fortschreitender Reaktionszeit stark ansteigt und dadurch die Enzymtriger zerrieben
werden. Als Losungsmittel wurde Toluol mit etwa dem doppelten an Volumen vom Monomer
eingesetzt. Die Reaktionen wurden bei 60—80 °C in einem Riihrkessel durchgefiihrt und mit einem
entsprechenden Riithrwerk iiber Kopf durchmischt. Die Polykondensation von 6-HHA wurde bei
80 mbar durchgefiihrt, um das entstandene Wasser aus der Reaktion zu entfernen.
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11 Materialien und Methoden

11.2.4 Chemische Polymerisation zu Poly-e-Caprolacton
(Polymaterials AG)

Die Vorschrift fiir die Vorbereitung und Durchfiihrung der chemischen Polymerisation von ECL
ist von der Firma Polymaterials AG (Kaufbeuren, Deutschland) erstellt und entsprechend ausge-
fiihrt worden.

Destillation von e-Caprolacton (iber CaH

In einem 11 Schlenkkolben werden 700 g e-Caprolacton iiber 5 g CaH unter Stickstoffatmosphére
fiir I Stunde geriihrt. Danach wird eine Destillationsapparatur aufgesetzt und das e-Caprolacton
auf 70 °C erwédrmt. Man riihrt fiir eine Stunde bei 70 °C und 150 mbar. AnschlieBend wird bei bis
zu 150 °C Olbadtemperatur und 15 mbar 4 Stunden destilliert. Man erhilt 681 g e-Caprolacton.
Das Produkt wird unter Stickstoffatmosphére iiber Molsieb gelagert.

Trocknung von Zinn(ll) 2-ethylhexanoat und Herstellung einer Lésung in Toluol

In einem 250 ml Schlenkkolben werden 30 g Zinn(II) 2-ethylhexanoat vorgelegt und in 100 ml
wasserfreiem Toluol gelost. Diese Losung wird fiir 3 Stunden mit einem Wasserabscheider unter
Riickfluss gekocht. AnschlieBend wird das Toluol abdestilliert. Man ldsst den Riickstand auf
Raumtemperatur abkiihlen und legt fiir ca. 20 Minuten Vakuum an (ca. 5x10 'mbar). Unter Stick-
stoffatmosphire stellt man mit wasserfreiem Toluol eine 50 %ige Losung her. Das Produkt wird
unter Stickstoffatmosphire gelagert.

Polymerisation

Zuerst wird ein 500 ml Dreihalskolben mit Riihrfisch, Innenthermometer und Riickflusskiihler
ausgeheizt (ca. 5x10'mbar). Dann werden 150 g s-Caprolacton (1,32 mol) in 146,2 g wasser-
freiem Toluol gelost und mit einer Pipette wird fiir 30 Minuten Stickstoff durch die Reaktionslo-
sung geleitet. Unter leichtem N»>-Strom wird die Reaktionslosung auf 80°C erwdrmt und 3,56 g
der Zinn(II) 2-ethyhexanoat Losung (4,2 mmol) iiber eine Spritze zugegeben. Die Spritze wird mit
der Reaktionslosung gespiilt. Nach 2 Minuten wird ebenfalls in einer Spritze 0,273 g Ethylengly-
kol (4,4 mmol) zugegeben (=Reaktionsstart). Die Spritze wird mit der Reaktionsldsung gespiilt.
Die Polymerisation wird fiir 29,5 Stunden bei 80 °C (£2 °C) durchgefiihrt. Nach jeweils 3, 7 und
23,5 Stunden wird eine Probe genommen. Nach Reaktionsende wird die Reaktionslosung in 3 1
Isopropanol gefillt (5 I PE-Becher mit KPG-Riihrer) und tiber Nacht geriihrt. Das Polymer wird
zerkleinert und zweimal in 2 1 Isopropanol fiir 3 Stunden geriihrt. AnschlieBend trocknet man das
Produkt im Trockenschrank bei 50 °C und ca. 20 mbar. Man erhilt 144 g Polymer.
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Kinetisches Modell (Teil 1/2), ,, Kinetik_fedbatch ISPR_dn.m*:

function dndt = Kinetik fedbatch ISPR dn(~,n)

global KmADHox KmCoADHox kADH KmSBVMO KichonBVMO KicholBVMO KmCoBVMO KiPBVMO
kBVMO kCL KmADHr KmCoADHr feedrate feedrate n feedbase vol 0 kchol kchon kLip

vmaxBVMO = n
vmaxADHred =

%$Geschwindigkeitsgleichungen /(vol*1000) vl - CHol -> CHon durch ADH,
$0xidation v2 - CHon -> CL durch BVMO v3 - CHon -> CHol durch ADH,

$Reduktion

vl =

vmaxADHox* (vol 0/vol)* (chol/vol)/ (KmADHox+ (chol/vol)) * (nadp/vol) / (KmCoADHox+ (
nadp/vol));

v2 =

vmaxBVMO* (vol 0/vol) * (chon/vol) / (KmSBVMO+ (chon/vol) * (14 (chon/vol) /KichonBVMO)
*(1+(chol/vol) /KicholBVMO) * (1+ (CL/vol) /KiPBVMO) ) * ( (nadph/vol) / (KmCoBVMO+ (nadp
h/vol)));

v3 =

vmaxADHred* (vol 0/vol) * (chon/vol)/ (KmADHr+ (chon/vol)) * (nadph/vol) / (KmCoADHr+ (
nadph/vol)) ;

dvdt = feedrate/1000+feedbase/1000*CL;

dnldt = feedrate n-vl+v3-kchol*chol; $CHol
dn2dt = vl1-v2-v3-kchon*chon; %$CHon

dn3dt = v2-(kCL+kLip) *CL; %CL

dn4dt = v2-v1+v3; $SNADP

dn5dt = v1-v2-v3; $NADPH

dnodt = —-kADH*vmaxADHOX;

dn7dt = -kBVMO*vmaxBVMO;

dn8dt = —-kADH*vmaxADHOX;

dn9dt = (kCL+kLip) *CL; %formation of 6HHA

dndt = [dvdt; dnldt; dn2dt; dn3dt; dnd4dt; dn5dt; dnodt; dn7dt; dn8dt; dn9dt];
end
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Kinetisches Modell (Teil 2/2), ,,Reaktor_fedbatch ISPR dn*:

clc
clear all
close all

$Konstanten

global KmADHox KmCoADHox kADH KmSBVMO KichonBVMO KicholBVMO KmCoBVMO KiPBVMO
kBVMO kCL KmADHr KmCoADHr kchol kchon feedrate vol 0 cbase feedrate n
feedbase kLip

$ADH-Konstanten
KmADHox = 10.11; $ mM
KmCoADHox = 0.05; % mM

$mM

KmADHr = 3.64;
= 0.092; SmM

KmCoADHr
kADH = 0; % 1/min 7.8e-4

$BVMO-Konstanten

KmSBVMO = 0.003; % mM 0.003
KichonBVMO = 34.8; % mM 34.8
KmCoBVMO = 0.006; $ mM 0.006
KiPBVMO = 442.15; % mM
KicholBVMO = 8; % mM

kBVMO = 0; % 1/min 2.97e-3
$Autohydrolyse Caprolacton

kCL = 9.3e-5; % 1/min
kchol = 0.002; % 1/min 0.002

kchon = 0; % 1/min

sStartwerte

vol 0 = 0.06; % L

dil 0 = 0;

n0 _chol = 0*vol 0; % mM

n0 _chon = 0*vol 0; % mM

n0 CL = 0; % mM

n0 nadp = 0.2*vol 0; % mM*initial volume
n0 nadph = 0; % mM

c0_vmaxADHox = 10.37*vol 0; % U/ml 10.37
c0_vmaxBVMO = 0.57*vol 0; $ U/ml 0.57

c0 vmaxADHred = c0 vmaxADHox*8.157; %7.07
n0 _acid = 0*vol O;

$Zeltvektor

tspan = 0:1:300; % min

$Titration of hydrolysed caprolactone and lipase activity

k pseudo = 0.004; %rate constant of CALB in L/ (g min)

mLip = 0.8; %gram

cLip = mLip/vol 0; %g/L

kLip = k pseudo*cLip; S%rate constant for pseudo-lst order reaction of
hydrolysis in min-1

cbase = 5; %base concentration, mol/L = mmol/ml
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feedbase = (kLip+kCL)/cbase; $%$ml/min

$Substrate Feed

Dchol = 0.95; %density CHOL, g/ml

Mchol = 100.16; %molar mass, g/mol

feedrate = 1.5e-3; %ml/min 2e-3

feedrate n = Dchol*feedrate/Mchol*1000; %$mmol/min

totsub = feedrate*tspan; %total delivered volume of substrate, mL
$Anfangsvektor
n0 = [vol 0, n0 chol, n0 chon, n0 CL, n0O nadp, nO nadph, c0 vmaxADHox,

c0 vmaxBVMO, cO vmaxADHred, nO_acid];

oo
oo

Loesen der DGL
t,

[t,n] = ode23s(@Kinetik fedbatch ISPR dn, tspan,n0);
%Ausgaben

volume = n(:,1);

n chol = n(:,2);

n chon = n(:,3);

n CL = n(:,4);

n nadp = n(:,5);

n nadph = n(:,6);

n_vmaxADHox = n(:,7);

n_vmaxBVMO = n(:,8);

n vmaxADHred = n(:,9);
n 6HHA = n(:,10);

%Umrechnung in Konzentration
c_chol n chol./volume;
c_chon = n chon./volume;

c CL = n CL./volume;

¢ nadp = n_nadp./volume;
c_nadph = n nadph./volume;
c_6hha = n 6HHA./volume;

([

%Umrechnung volumen in mL und Berechnung der Verdinnung
volume mL = volume.*1000;
dilution = vol 0./volume;

%Aktivtaten der einzelnen Schritte zu jedem Zeitpunkt

ADHox =
n_vmaxADHox.*dilution.* (c_chol./volume) ./ (KmADHox+ (c_chol./volume)) .* (c_nadp.
/volume) ./ (KmCoADHox+ (c_nadp./volume)) ;

ADHred =

n vmaxADHred.*dilution.* (c_chon./volume) ./ (KmADHr+ (c_chon./volume)) .* (c_nadph
./volume) ./ (KmCoADHr+ (c_nadph./volume)) ;

CHMO =

n_vmaxBVMO.*dilution.* (c_chon./volume) ./ (KmSBVMO+ (c_chon./volume) .* (1+(c_chon
./volume) ./KichonBVMO) .* (1+ (c_chol./volume) ./KicholBVMO) .* (1+(c_CL./volume) ./
KiPBVMO) ) .* ( (c_nadph./volume) ./ (KmCoBVMO+ (c_nadph./volume))) ;

%% Ausgabe Plots

fl = figure(l);

et (fl, 'Position', [300,80,1100,900]) %position display and graph size
% Plot#l

plot(x,y,'b")

hold on

subplot (2,2,1); %subplot (row,col,plot#)

o° o0 0

e
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plot (t,n chol, 'k')

hold on

plot(t,n _chon, 'b")
hold on
plot(t,n CL, 'r")
hold on

plot(t,n nadp,'c'")
hold on

plot(t,n _nadph, 'm")
hold on

plot(t,n 6HHA,'g")
hold on

xlabel ('Zeit (min)', 'FontSize', 12, 'FontName',

ylabel ('Stoffmenge (mmol)', 'FontSize', 12, 'FontName',

'Helvetica');

legend ('CHL', '"CHN', 'ECL', '"NADP~+', '"NADPH', '6HHA') ;

set (legend, 'FontSize', 8, 'Fontname', 'Helvetica', 'Location', 'East');

Q

% axis ([0 tspan(end) 0 c0 choll]);

%set (gca, "xtick', 0: (tspan(end)/10) :tspan(end), 'ytick',0:5:50, 'FontSize"',

'FontName', 'Helvetica');

%% Plot#2

subplot(2,2,2);

plot (t,volume mL, 'b")

hold on

xlabel ('Zeit (min) ', 'FontSize', 12, 'FontName',

ylabel ('Volumen (ml)','FontSize', 12, 'FontName'

%% Plot#3
subplot(2,2,3);
plot(t,c_chol, 'k")

hold on

plot(t,c _chon, 'b")
hold on
plot(t,c CL, 'r")
hold on

plot(t,c nadp,'c'")
hold on

plot (t,c _nadph, 'm")
hold on
plot(t,c_6hha,'g")
hold on

xlabel ('Zeit (min) ', 'FontSize', 12, 'FontName',

ylabel ('Konzentration (mM)', 'FontSize', 12, 'FontName',

'Helvetica'):;

, 'Helvetica');

'Helvetica'):;

legend ('CHL', 'CHN', 'ECL', '"NADP~+', '"NADPH', '6HHA') ;

set (legend, 'FontSize', 8, 'Fontname', 'Helvetica', 'Location', 'East');

%% Plot#4
subplot(2,2,4);

plot (t,ADHox, 'k")

hold on

plot (t,ADHred, 'b')
hold on

plot (t,CHMO, 'r'")
hold on

xlabel ('Zeit (min) ', 'FontSize', 12, 'FontName',

ylabel ('Aktivitat (U/ml)', 'FontSize', 12, 'FontName',

legend ('ADHox', 'ADHred', 'CHMO');

set (legend, 'FontSize', 8, 'Fontname', 'Helvetica', 'Location', 'East');

'Helvetica'):;

'Helvetica') ;

'Helvetica'):;

'Helvetica'):;

12,
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Pumpensteuerung, automatisierte Substratzugabe, “readout_pump”:

%%%% INTRODUCTION %$%%%

This script was created by Christian Scherkus
(christian.scherkus@tuhh.de) for automated pump control in dependence of
oxygen concentration measured by an optical oxygen sensor. Pump: ISMATEC
IPC High precision Tubing Pump (commands provided by manual)

o o oP

oo

o\°

Priciple: Oxygen concentration data is imported from a text file which
has been already created by the oxygen measuring software. The slope from
the last detected values will be calculated and when a certain slope is
exceeded the pump starts to dispense a calculated volume. Import,
calculation and pumping is integrated in a loop control. So far all
starting values a provided the feed will be adjusted automatically for
the next round.

o o° o0 o oe

oo

o\°

Connection: The pump has to be connected on a serial COM port. Also
virtual / emulated serial USB COM ports are supported. Find the
particular port in the windows device manager. Then you are able to send
commands and get response over RS232 (digital) very easily.

o o

o\°

oo

Before running the script: 1. Script and text file with oxygen data must
be in the same directory 2. Define serial COM port with connected pump 3.
Set starting values: c0, c, vstart, flowrate 4. Define path or filename
of text file with oxygen data (e.g. '02.txt'). The same filename that was
chosen in oxygen measuring software. 5. The first substrate feed has to
be added manually. 6. Start script right after first addition of
substrate as long as oxygen concentration decreases.

o° 0 o o o°

o\

clear; %Clear workspace
clc; %Clear command window

oo

% Get access to pump (RS232) over serial COM Port and open Port.
= serial ('COM5') ;

0]

%% Define variables and initial conditions at start

go = "1H'; $Start

stop = '11'; $Stop

cO = 250; $Concentration feed stock [mM]

c = 2; STarget concentration [mM]

v = 0; %Start value for additional volume from feed.

vstart = 25; $Total start volume [ml]

flowrate = 10; %Flow rate [ml/min]

fid = fopen('Feed.txt','w'); $Creates a textfile to annotate feed
information.

fprintf (fid, '%s\t', 'Current Volume (ml)', 'Dispensed volume (ml)','Total Feed
Volume (ml)', 'Slope', 'Feed

Time (sec)', 'Year', '"Month', 'Day"', "Hour', '"Minute', 'Second"'); S%Write first row
as a header

fprintf (fid, '\n'); %Next row.

fopen(s) ;

fprintf (s, '$s\r', 'IN'); %Operation MODE »DISP Time«

pause (0.5) %0.5 sec delay to finish previous operation
fprintf (s, "$s\r', "1W'); SReset totally delivered volume (»TOTAL«) to O
pause (0.5) %0.5 sec delay to finish previous operation

fclose(s);
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x = 1; %Value which is true for the loop control.

o\

% Import data from text file.
Script for importing data from the text file

0@ o

o\

To extend the code to different selected data or a different text file,
generate a function instead of a script.

o\

% Auto-generated by MATLAB on 2014/07/04 14:33:00

%% Initialize variables.

while x>0 % Start loop from here.
filename = '02.txt';
delimiter = ';"';

%% Read columns of data as strings:
% For more information, see the TEXTSCAN documentation.
formatSpec = '$*s%*s%s%s%["\n\r]"';

%% Open the text file.
fileID = fopen(filename, 'r'");

o\

% Read columns of data according to format string.
This call is based on the structure of the file used to generate this
code. If an error occurs for a different file, try regenerating the
code from the Import Tool.

dataArray = textscan(fileID, formatSpec, 'Delimiter', delimiter,
'ReturnOnError', false);

o° oo

o\

%% Close the text file.
fclose (filelID);

o\

% Convert the contents of columns containing numeric strings to numbers.
Replace non-numeric strings with NaN.
raw = repmat ({''},length(dataArray{l}),length(dataArray)-1);
for col=l:length(dataArray)-1
raw(l:length (dataArray{col}),col) = dataArray{col};
end
numericData = NaN(size (dataArray{l},1),size(dataArray,2));

oo

for col=[1,2]
% Converts strings in the input cell array to numbers. Replaced
% non-numeric strings with NaN.
rawData = dataArray{col};
for row=l:size(rawData, 1);
% Create a regular expression to detect and remove non-numeric
% prefixes and suffixes.
regexstr = ' (?<prefix>.*?) (?<numbers>([-
I*(\d+[\,1*)+[\.1{0,1}\d*[eEdD] {0, 1} [-+]1*\d*[11{0,1}) | ([-
I*(\NA+ I\, 1*)*[\.1{1,1}\d+[eEdD] {0, 1} [-+]1*\d*[1]1{0,1})) (?<suffix>.*)';
try
result = regexp(rawData{row}, regexstr, 'names');
numbers = result.numbers;

[o)

% Detected commas in non-thousand locations.
invalidThousandsSeparator = false;
if any(numbers==',"');
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thousandsRegExp = '"\d+? (\,\d{3})*\.{0,1}\d*s";
if isempty(regexp (thousandsRegExp, ',', 'once'));
numbers = NaN;
invalidThousandsSeparator = true;
end

end
o

% Convert numeric strings to numbers.
if ~invalidThousandsSeparator;

numbers = textscan(strrep (numbers, ',', ''), '%Sf');
numericData (row, col) = numbers{l};
raw{row, col} = numbers{l};
end
catch me
end
end
end

%% Replace non-numeric cells with NaN

R = cellfun(@(x) ~isnumeric(x) && ~islogical (x),raw); % Find non-numeric
cells
raw (R) = {NaN}; % Replace non-numeric cells

%% Create output variable

02 = cell2mat (raw) ;

%% Clear temporary variables

clearvars filename delimiter formatSpec fileID dataArray ans raw col
numericData rawData row regexstr result numbers invalidThousandsSeparator
thousandsRegExp me R;

%% Calculate slope m from oxygen data
m = (02 (end,2)-02(end-6,2))/(02(end,1)-02(end-6,1));

%% Operations which are able to iterate from here after the first
substrate feed.

v0 = vstart+v; $Starting volume in reactor [ml]
tl round (c*v0*60/ ((cO-c) *flowrate)*10); %Time to dispense calculated

volume [sec]. Multiplied by ten because depensing time has to be given in
1/10 sec. Round to nearest integer.

t = sprintf('%04.£',t1); %Replace leading spaces with 0 and forms a
string with exactly four characters (e.g. 0012).

disp = '1V'; %$Command to dispens volume
combinedStr = strcat(disp,t); S%$Combines strings from 'disp' and 't' to

get '1V0000' as a command to dispense for the in tl calculated time value.

%% Pump and request delivered volume
if m > 27
fopen(s) ;
fprintf (s, '$s\r',combinedStr); %$Dispensing time in 1/10 sec.

(0000-9999)

pause (0.5) %0.5 sec delay is neccessary to finish previous
operation

ct = fix(clock);

fprintf (s, '$s\r',go); %$Start Pump. Stops automatically in DISP
mode.

pause (£t/10+2) %Delay of time of pumping plus 2 second to finish

pumping properly for further requests.
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fprintf (s, '%$s\r','1:"); %SRequest: Totally delivered volume (in
pl, ml or litres)
vans = fscanf(s,'%s'); %Get totally delivered volume (in upl, ml

or litres)
fclose(s);

[o)

% Delete (*) and (#) from vans for easier handling and output.

vansl = strrep(vans,'*','"); %$Replace * to nothing
vans?2 = strrep(vansl,'#',"'') %Replace # to nothing

vstr = vans2(l:end-2); %Format answer of totally delivered volume
into a string with only numeric characters like pl or ml

v = str2num(vstr); SFormat string in a number to recalculate t
for the next cycle

vdisp = vstart+v-v0; %Calculation of current feed volume.

% Edit text file which was created after starting the script

% and collect data

fprintf (fid, '$.3f\t"',v0,vdisp,Vv);

fprintf (fid, '$.£f\t',tl,m,ct);

fprintf (fid, '\n"');

ct

fprintf('!ttrrrrrtttl pPress (Ctrl+C) in command window to stop

end
pause (15)
end



Abkurzungen

6-HHA
ADH
BVMO
BVO
CALA
CALB
CHL
CHMO
CHN
DMSO
ECL
FAD
GC
GDH
GPC
HEPES
HPLC
MTBE
NAD(P)", NAD(P)H
NaOH
NaPP
PCL
PDI
rpm
SEC
TEA
THF
Tricin
TRIS

6-Hydroxyhaxansdure
Alkohol-Dehydrogenase
Baeyer-Villiger Monooxygenase
Baeyer-Villiger-Oxidation
Lipase A aus Candida antarctica
Lipase B aus Candida antarctica
Cyclohexanol
Cyclohexanon-Monooxygenase
Cyclohexanon
Dimethylsulfoxid
e-Caprolacton
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Gaschromatografie
Glukose-Dehydrogenase
Gelpermeationschromatografie

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure

Hochleistungsfliissigkeitschromatografie
Methyl-tert-butylether
Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)
Natriumhydroxid

Natriumphosphatpuffer

Poly-g-Caprolacton

Polydispersitédtsindex

Umdrehungen pro Minute, engl.: rounds per minute
siehe GPC, engl.: size exclusion chromatography
Triethanolamin

Tetrahydrofuran
N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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Symbole und Einheiten

[X]
ENADPH
Amax
Aref

d

Frer

min
mM

T1/2

Vieed

Vmax

mM, g 1!

6,22 mM~' cm™!

U ml!
Uml!
mm

1 mmol™! min™!
min~!
min~!

] min™!
mM
min-
mM

1

min

mmol !

h

pmol min~
Uml!

1

mmol min™'

1

U mg!

Konzentration von Komponente X

molarer Extinktionskoeffizient fiir NADPH bei 340 nm
maximale volumetrische Enzymaktivitit

Referenzaktivitét

Durchmesser

Relationsfaktor fiir maximale Enzymaktivitdt und der Referenzak-
tivitat

Relationsfaktor fiir die maximale Enzymaktivtidt von Hin- und
Riickreaktion

Geschwindigkeitskonstante des Titrationsvolumens
Geschwindigkeitskonstante des Substratverlustes
Geschwindigkeitskonstante der Autohydrolyse von ECL
Gleichgewichtskonstante

Geschwindigkeitskonstante der Zufuhr an Substratvolumen
Inhibitorkonstante

volumenbezogener Stoffiibergangskoetfizient
Michaelis-Menten-Konstante

Verteilungskoeffizient eines Stoffes zwischen einem organischen
Losungsmittel und Wasser

Minute

Stoffmengenkonzentration

Halbwertszeit

engl.: Unit, Enzymaktivitat

enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit

Volumen

Rate der Substratzufuhr

maximale Enzymaktivitét
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