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Allgemeine Zusammenfassung

Die biokatalytische Prozessfuhrung fur enantiomerenreine Produkte stellt eine
vielversprechende und umweltfreundliche Alternative zu herkdmmlichen chemischen
Synthesewegen dar und findet vermehrt Anwendung. Im Fokus der vorliegenden Arbeit lag
die Bioprozessentwicklung fir die enzymkatalysierte Synthese von Arylpropionsauren, wie
Ibuprofen oder Naproxen.

Der enantioselektive Syntheseschritt wird durch die Arylmalonat Decarboxylase (AMDase)
realisiert, welche die Decarboxylierung von aromatischen Dicarbonsaure Derivaten in einer
einfachen einstufigen Reaktion katalysiert. Eine Herausforderung war hierbei, die sehr geringe
enzymatische Stabilitat zu verbessern. Durch Immobilisierung an einen robusten Acrylattrager
konnte die Halbwertszeit Gber 170-fach von 1,2 h auf 8,6 Tage gesteigert werden und so die
Produktivitat deutlich erhdht werden. Die Immobilisierung des Enzymes aus dem Zelllysat
brachte zudem eine Zeit- und Kostenersparnis, da eine Enzymaufreinigung eingespart werden
kann.

Die kinetische Charakterisierung des immobilisierten Enzymes in Hinsicht auf die
Naproxenmalonsaure Umsetzung zeigten einen Ku von 22,1 £0,1mM mit einer
Aktivitdtsausbeute von 40 % gegenlber der Analysen mit freiem Enzym. Der leicht
inhibierende Effekt des gebildeten Produktes (Kivon 26,3 £ 1,4 mM) flhrte zur Wahl eines
Batch-Modus fur die Hochskalierung der Reaktion. Der entwickelte Bioprozess konnte in der
Synthese von (S)-Naproxen im praparativen MaBstab in zwei verschiedenen
Rahrkesselreaktoren erfolgreich realisiert werden. In einem normalen, in welchem das
immobilisierte Enzym frei in der Reaktionslésung vorliegt und in einem rotierenden
Festbettreaktor, in welchem das immobilisierte Enzym durch einen Gittereinsatz im
Ruhrerelement von der Reaktionslésung getrennt vorliegt. In beiden Rihrkesselreaktoren
konnten mit Umséatzen von Uber 99,9% in funf wiederholten Anwendungen
enantiomerenreines (S)-Naproxen mit einer Produktivitat von Gber 140 kg(s)-Naproxen/KQEnzym
hergestellt werden (ee 99 %). Nach Produktisolation durch einfache saureinduzierte Fallung
und anschlieBender Trocknung wurden 92 % isolierte Ausbeute an reinem (S)-Naproxen

gewonnen.



Abstract

Biocatalytic process design for the synthesis of enantiopure products is a promising and
environmentally friendly alternative to conventional chemical synthesis routes and will
increasingly be used in industry. The focus of this dissertation was the bioprocess development
of an enzye catalyzed synthesis of arylpropionates, such as Ibuprofen or Naproxen.

The enantioselective step of synthesis is, for this purpose, performed by the Arylmalonate
Decarboxylase (AMDase), which catalyzes the enantioselective decarboxylation of aromatic
dicarbonic acids in a simple one-step reaction. The challenge here was to increase enzymatic
stability under process conditions. Through immobilization onto a robust acrylic carrier, a 170-
fold increase of stability was achieved, as well as an observed increase in the half-life of the
free enzyme from 1.2 hours to a half-life of about 8.6 days of the immobilized enzyme with
improved productivity. Additionally, the successful immobilization of the cell lysate led to the
decrease in time and money spent on the process —as the enzyme purification step was not
necessary anymore— and reveals a more stable enzyme preparation for the bioprocess.

The kinetic characterization of the immobilized enzyme in respect of naproxen malonic acid
conversion reveals a Ku of 22.1 + 0.1 mM with an activity yield of about 40%. The slightly
inhibiting effect of the product (Kiof 26.3 = 1.4 mM) led to the selection of a batch mode for this
bioprocess.

The preparative synthesis was realized in two stirred tank reactors. One, in a usual reactor
where the immobilized enzyme is freely suspended in the reaction solution, and the other, in
a rotating fixed bed reactor in which the enzyme was separated from the reaction mixture
located in the stirrer element. In both stirred tank reactors, the synthesis of enantiopure (S)-
naproxen (ee 99%) was realized in five repeated batch experiments with a productivity of
140 kg(s)-Naproxen/KQampase-cLaipL.  After product isolation, by an easy acid induced product
precipitation and subsequent product-drying, a yield of 92% of enantiopure (S)-naproxen was
achieved.



Abkilirzungsverzeichnis

AMDase Arylmalonat Decarboxylase

CSTR Kontinuierlich betriebener Rihrkesselreaktor (engl. continuous stirred
tank reactor)

DAD Dioden Array-Detektor

DSP Downstream Prozess

FBP Flurbiprofen

FBPM Flurbiprofenmalonsdure
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GC Gas Chromatographie
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Kwu Michaelis-Menten-Konstante [mM]

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

Mw Molekulargewicht [g/mol]

NA Naproxen

NM Naproxenmalonsaure

NSAR nichtsteroidale Antirheumatika

P Produkt

PA Phenylessigséure

PFR Strémungsrohrreaktor (engl. Plug flow reactor)

PM Phenylmalonsaure
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S Substrat
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TMS Trimethylsilyldiazomethan
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Industrielle Biotechnologie

Die biokatalytische Prozessfuhrung fur enantiomerenreine Produkte stellt eine
vielversprechende und umweltfreundliche Alternative zu herkdmmlichen chemischen
Synthesewegen dar und findet vermehrt Anwendung. Die enzymatische Synthese bietet viele
Vorteile. Enzyme kdnnen aus erneuerbaren Quellen hergestellt werden, sind biologisch
abbaubar und weisen eine natlrliche hohe Selektivitdt auf. Ein weiterer Vorteil ist die
Mdéglichkeit der umweltfreundlichen Prozessfihrung, da die Reaktionen unter milden
Bedingungen, wie neutralem pH-Wert und niedrigen Temperaturen ablaufen kénnen. Enzyme
werden in einer Vielzahl von Anwendungen eingesetzt, wie der Einsatz als Futter- oder
Lebensmittelzusatzstoff und die technische Enzymanwendung. Hierzu zahlen z.B. die
Verwendung von Proteasen in der Waschmittelindustrie oder von Lipasen flir die organische
Synthese (Jemli et al. 2016).

Insbesondere bei der Synthese von Feinchemikalien und Pharmaka werden vermehrt
selektive Enzyme flar die Herstellung von enantiomerenreinen Produkien eingesetzt
(Wohlgemuth 2010). Momentan sind mehr als 50 % der industriell realisierten
Biotransformationen im Bereich der pharmazeutischen Industrie lokalisiert. Hierbei handelt es
sich zu einer Mehrheit um die Produktion von chiralen Molekiilen (Straathof et al. 2002). Eine
interessante Klasse von pharmazeutischen chiralen Molekilen sind a-Arylpropionsaure-
Derivate, welche in folgendem Abschnitt 1.2 beschrieben werden.

1.2 Das Zielprodukt: Arylpropionsaure-Derivate

Die a-Arylpropionsaure-Derivate, kurz Profene, werden in der pharmazeutischen Industrie im
groBen MaBstab hergestellt, da viele Derivate als nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR)
verwendet werden. Die bekanntesten Vertreter der Profene sind Ibuprofen, Naproxen,
Flurbiprofen und Ketoprofen, welche fir die Anwendung als Schmerztherapeutikum im
GroBmafstab hergestellt werden (Rao & Knaus 2008). Die NSAR Medikamente inhibieren die
Cyclooxygenase | und Il. Dieses Enzym katalysiert einen entscheidenden Schritt in der
Prostaglandin Synthese, welche fir die entzindungsauslésende Wirkung im Korper
verantwortlich ist (Ulrich et al. 2006). Eine Herausforderung ist hierbei die Chiralitat dieser
Molekulklasse, da meist nur das (S)-Enantiomer die gewlnschte Wirkung im Organismus hat
(Eutomer) und die (R)-Form inaktiv ist und nur ein unerwlinschtes Nebenprodukt darstellt
(Distomer). In Abbildung 1 ist eine allgemeine Struktur der (R)- und (S)-Arylpropionsaure-
Derivate dargestellt.
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Es gibt ein Enzym, die 2-Arylpropionyl-Coenzym A (CoA) Epimerase, welche im Kérper die
Epimerisierung des (R)-Enantiomers zu dem (S)-Enantiomer von Ibuprofen katalysieren kann
(Reichel et al. 1996). Dennoch kénnen von dem (R)-Enantiomer auch unerwinschte
Nebenreaktionen ausgelést werden und die erforderliche hdhere Dosis des
Enantiomerengemisches stellt zudem eine erhéhte Belastung flir den Organismus dar.

X V'H X+ V/'COOH
R—: COOH R—: H
% =
(R)-Arylpropionséaure (S)-Arylpropionséure

Abbildung 1: Allgemeine Struktur von (R)- und (S)-Arylpropionsédure-Derivaten.

Die Verwendung von Arylpropionsauren als schmerzlindernde Medikamente wurde bereits in
den 50° und 60° Jahren des 19. Jahrhunderts bei der Suche nach Medikamenten mit anti-
rheumatischer Wirkung entdeckt. Diese Suche wurde von dem Unternehmen ‘The Boots Pure
Drug Company Ltd‘ beauftragt und von dem Wissenschaftler Stewart Adams durchgefiihrt
(Adams et al. 1963; Adams et al. 1969). Die neue gefundene Wirkklasse wurde anschlieBend
zum Patent angemeldet (Nicholson & Adams 1961; Nicholson & Adams 1963).

Fir die chemische Synthese der optisch reinen Profene werden viele Ressourcen verbraucht,
da zusatzlich eine Diastereomeren-Trennung erfolgen muss, deren Ausbeute 50 % nicht
Ubersteigt und das ungewtinschte Enantiomer Uber eine aufwendige Racemisierung wieder
gewonnen werden muss. Enzyme stellen eine Mdglichkeit dar, diese komplizierten
Syntheserouten zu umgehen. Zum einen sind sie von Natur aus selektiv und ermdglichen das
Arbeiten unter milden Bedingungen. Die bisherigen konventionellen Synthesen von Profenen
beinhalten haufig Reaktionsschritte welche teilweise extreme Reaktionsbedingungen, wie
hohe Temperaturen und Chemikalien, benétigen, wie in dem von Walker gestellten
Patentanmeldung (Walker 1979). In einem enzymatisch katalysierten Prozess kann der
selektive Schritt zum enantiomerenreinen Produkt in einem Schritt unter milden Bedingungen
realisiert werden.

Die Arylmonat Decarboxylase, kurz AMDase, kann die selektive Synthese von
enantiomerenreinen Arylpropionsaure-Derivaten in einer simplen Einschritt
Decarboxylierungsreaktion mit bis zu 100 % Ausbeute synthetisieren (Abbildung 2) (Kourist
et al. 2011). Die AMDase wird in folgendem Abschnitt 1.3 naher beschrieben.
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1
FE-( Enzymatisch Reaktionsbedingungen
H OH :> Enantioselektive Reaktion ~AMDase
X 100% Ausbeute 30°C,pH7
’/ / o
RZ
::> Chemisch Reaktionsbedingungen
N Diastereomerentrennung Lésungsmittel (DMSO) . ]
(S)-Profen E09 ADERETIE 130-180°C Malonsdurederivat

Abbildung 2: Chemische versus enzymatische Retrosynthese von reinen (S)-Profenen.

1.3 Das Enzym der Wahl: Die Arylmalonat Decarboxylase

Das Enzym Arylmalonat Decarboxylase (AMDase, EC 4.1.1.76) wurde im Jahre 1990 von
Miyamoto und Ohta bei der Suche nach Mikroorganismen entdeckt, welche auf
Phenylmalonsauren als Kohlenstoffquelle wachsen kénnen (Miyamoto K. & Ohta H. 1990).
Der Stamm wurde als Bakterium der Art Bordetella bronchoseptica (Alcaligenes
bronchisepticus) identifiziert. Die natlrliche Rolle der AMDase fir den Metabolismus in
B. bronchoseptica ist noch nicht vollstandig geklart (Miyamoto & Kourist 2016), mit der Analyse
des Genoms konnten 212 Gene identifiziert werden, welche an dem Metabolismus von
aromatischen Verbindungen beteiligt sind (Yoshida et al. 2015a).

Die AMDase wurde auf die asymmetrische Decarboxylierung von a-Aryl-a-methylmalonsduren
zu optisch aktiven a-Arylpropionsauren analysiert (Miyamoto & Ohta 1991). Die Identifizierung
des essentiellen Enzyms, welche flur die gewilnschte Decarboxylierung verantwortlich ist,
erfolgte anschlieBend in einem Screening mit verschiedenen DNA Fragmenten, welche in
Plasmide kloniert und in E. coli transformiert wurden. Das Screening auf die gewtlinschte
Enzymaktivitét erfolgte in einem Agarplattentest mit Phenylmalonsaure als Substrat. Mit Hilfe
des pH Indikators Bromthymolblau konnten aktive Transformanden durch die Blaufarbung
identifiziert werden (Wechsel von pH 6,0 gelb auf pH 7,6 blau). Das Gen wurde in einer
Untersuchung der Sequenz als 720 Nukleotide groBes DNA Fragment identifiziert. Das Gen
der AMDase wurde zur besseren Expression und Charakterisierung des Enzymes in E. coli
kloniert (Miyamoto & Ohta 1992a, 1992b). Die Wildtyp-AMDase besteht aus 240 Aminosauren
und liegt als wasserlésliches Monomer vor (Miyamoto & Ohta 1992b). Die Struktur der
AMDase wurde 2008 von Okrasa et al. gelést (Okrasa et al. 2008) und steht unter der Protein
Data Bank Datei (PDB-Datei) 3DG9 zur Verfligung (Link: https://www.rcsb.org/structure/3dg9;
abgerufen am 05.08.2018). Die Struktur der AMDase besteht aus zwei vierstrangigen,
parallelen B-Faltblattern, welche jeweils mit a-Helices umgeben sind, wie in Abbildung 3
dargestellt ist.
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Abbildung 3: Struktur der Wildtyp-AMDase erstellt mit der PDB Datei 3DG9 (Okrasa et al. 2008).

In der Umgebung des aktiven Zentrums der Wildtyp-AMDase befindet sich eine Aryl-
Bindetasche, eine kleine hydrophobe Tasche und eine Dioxyanion-Tasche (Miyauchi et al.
2011). Die Dioxyanion-Tasche wurde als die Stelle identifiziert, welche flr die katalytische
Decarboxylierung essentiell ist. Der Reaktionsmechanismus (Abbildung 4) verlauft Gber ein
planares Enolat-Intermediat, wobei ein Proton von dem Protonendonor Cystein an der Position
188 der Aminosauresequenz der wtAMDase abstrahiert wird (Lind & Himo 2014). In der
Reaktion findet eine Inversion der Konfiguration an dem a-Kohlenstoff der Carbonylgruppe

statt.

. . Cy518®

Kleine hydrophobe Dioxyanion- _ _

Tasche tasche
06 COOH
CcO ‘,,H

2 00

Aryl-Bindetasche Enolat-Intermediat

Abbildung 4: Mechanismus der Decarboxylierung durch die AMDase Uber ein Enolat-Intermediat.

Die AMDase wurde mit verschiedenen Enzymen aus Datenbanken verglichen, wobei
Ahnlichkeiten mit Racemasen und Isomerasen gefunden werden konnten (Terao et al. 2006a;
Terao et al. 2006b). Diese zeigen eine umgekehrte Enantioselektivitat als die AMDase.

Eine genaue Analyse der Aminosaurezusammensetzung der Enzyme deckte auf, dass die
verglichenen (S)-selektiven Racemasen und Isomerasen an der essentiellen Position 188 im
aktiven Zentrum jeweils ein Cystein aufweisen, wie auch die AMDase. Ein auffélliger
Unterschied ist an der Position 74 der AMDase zu finden. Wahrend die anderen Enzyme hier
ein weiteres Cystein besitzen, tragt die AMDase an dieser Position ein Glycin. Dies ist eine
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Erklarung fur die unterschiedliche Enantioselektivitdt der Racemasen und Isomerasen, welche
(S)-selektiv sind, gegenliber der AMDase, welche (R)-selektiv ist (ljima et al. 2005).

Durch gezieltes Proteindesign im aktiven Zentrum des Wildtyp-Enzyms konnte die (R)-
Enantioselektivitat zur gewlinschten (S)-Praferenz verandert werden, wobei der Austausch der
Aminosauren der Positionen G74C und C188G essentiell fir die Umkehr der
Enantioselektivitat ist. Die Aktivitat der katalytischen Decarboxylierung der AMDase ist mit dem
Einfihren der Mutationen jedoch sehr stark abgefallen und besal3 nur noch einen Bruchteil
des Wildtyp-Enzymes (ljima et al. 2005). Durch Random-Mutagenese und ein Screening,
konnte eine Dreifachmutante G74C/C188G/S36N entdeckt werden, die nur einen etwas
geringeren Verlust an Aktivitat zeigte (Terao et al. 2006a). Durch gezielte Mutation an
gewUlnschten Positionen der AMDase ist es mdglich, eine Steigerung der Aktivitat zu erreichen
(Miyauchi et al. 2011). Ausgehend von der essentiellen Mutation fir die (S)-Selektivitat (G74C
und C188G) konnte eine Enzymvariante durch Engineering der aktiven Tasche generiert
werden, die eine 4.700-fache Aktivitatssteigerung in der  Substratumsetzung
(Naproxenmalonsaure) aufweist (Yoshida et al. 2015b). Die optimierte Enzymvariante besitzt
sechs Mutationen (G74C/M159L/C188G/V43I/A125P/V156L), wobei alle im aktiven Zentrum
lokalisiert vorliegen (Abbildung 5). Innerhalb der hier vorliegenden Dissertationsarbeit wird
diese Enzymvariante als AMDase-CLGIPL bezeichnet

Abbildung 5: Mutationspositionen der (S)-selektiven AMDase-CLGIPL basierend auf die frei verfiigbare PDB Datei

3IP8 (Okrasa et al. 2009) mit komplexiertem Benzylphosphonat im aktiven Zentrum (markiert in Magenta).

Die AMDase ist ein potentieller Kandidat mit welchem in biotechnologischen Verfahren im
groBen MalBstab, optisch reine Arylpropionsauren hergestellt werden kénnen. Die
aktivitatsgesteigerte AMDase-CLGIPL-Mutante ermdglicht die effiziente und selektive
Synthese von enantiomerenreinen (S)-Arylpropionsduren (Abbildung 6).
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X"\ H
\102s® R—:/ COOH
.d‘\jpp*
w cO2 \ (R)-Arylpropionsaure
X"V/'COOH -
R COOH
_—
Arylmalonséure an 'COQ f
P2se.c, N\ V/COOH
Laip, Ry J H

(S)-Arylpropionsaure

Abbildung 6: Reaktion der Wildtyp-AMDase und der AMDase-CLGIPL-Mutante zu den jeweiligen (R)- und (S)-

Arylpropionsauren.

Die enzymatisch katalysierte Reaktion hat den Vorteil, dass die AMDase als monomeres und
cofaktorfreies Enzym die C-C Bindung selektiv spaltet. Bisher sind nur drei cofaktorfreie
Decarboxylasen beschrieben: die Orotidine-5'-monophoshat Decarboxylase, die Phenolsaure
Decarboxylase und die Arylmalonat Decarboxylase (Miyamoto & Kourist 2016).

Die Bioprozesseentwicklung bringt einige Fragestellungen und Herausforderungen mit sich,
wie z.B. die Einsatzform des Biokatalysators oder die Wahl des richtigen Reaktorkonzepts und
wird in den folgenden Abschnitten 1.4 bis 1.4.5 ndher beschrieben.

1.4 Bioprozessentwicklung

Die Realisierbarkeit der Synthese von interessanten Zielprodukten mittels Enzymkatalyse
hangt von verschiedenen Faktoren ab. Zun&chst erfolgt die Wahl einer vielversprechenden
Reaktion und eines geeignetes Enzym (Tufvesson et al. 2010). Abbildung 7 zeigt schematisch
das allgemeine Vorgehen einer Bioprozessentwicklung fiir die Biotransformation zu einem
gewunschten Zielprodukt. Mit dem Entdecken der Arylmalonat Decarboxylase ist der erste
Schritt fir die Bioprozessentwicklung zur Synthese von optisch reinen Profenen als Zielprodukt
dieser Arbeit vollbracht. Fir das gewéahlte Enzym muss zunéchst eine effiziente Herstellung
etabliert werden (Abschnitt 1.4.1). Als nachster Schritt ist es erforderlich, das gewahlte
Reaktionssystem in Hinsicht auf die optimalen Reaktionsbedingungen zu analysieren. Das
ausgewahlte Enzym hat einen optimalen Bereich, in welchem die Biokatalyse effektiv
ausgefuhrt werden kann. Hierfir missen die Rahmenbedingungen des gewdhlten
Reaktionssystems, wie der optimale pH-Wert, die Konzentrationen der Reaktanden und die
Temperatur analysiert werden. Diese legen das optimale Prozessfenster fest, unter welchem
die Reaktion unter geeigneten Bedingungen realisiert werden kann (Abschnitt 1.4.2). Ein
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wichtiger Parameter ist hierbei auch die enzymatische Stabilitdt unter den gewahlten
Prozessbedingungen, da Enzyme durch verschiedene Einflissen denaturieren und hierdurch
die Aktivitat verlieren kénnen. Neben den grundlegenden Untersuchungen der optimalen
Reaktionsbedingungen, ist es erforderlich eine Wahl zu treffen, in welchem enzymatischen
System (gereinigtes Enzym, immobilisiert etc.) die Reaktion durchgefihrt werden soll
(Abschnitt 1.4.3). Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Enzymkinetik der Zielreaktion
(Abschnitt 1.4.4), um die optimalen Konzentrationen und die Wahl des geeignetsten
Reaktorkonzepts bestimmen zu kénnen (Abschnitt 1.4.5) (Ringborg & Woodley 2016).

Bioprozessentwicklung

Zielprodukt Enzym- Reaktionsbedingungen Kinetisches Reaktorwahl
finden auswahl pH, T, Konzentrationen Model

Abbildung 7: Bioprozessentwicklung fir die Synthese einer ausgewahlten Zielreaktion.

1.4.1 Rekombinante Herstellung und Gewinnung des Biokatalysators

Nach Wahl eines gewunschten Zielenzymes fir einen Bioprozess wird eine effiziente
Produktion des Biokatalysators angestrebt, da die Prozesskosten stark von der
Biokatalysatorproduktion abhangen. Die Entwicklung der Enzymproduktion kann
folgendermaBen unterteilt werden (Sarrouh 2012):

.  Auswabhl eines Produktionsstammes

Il Konstruktion eines Uberproduzierenden Stammes mittels Gentechnik

[ll.  Optimierung der Kultivierungsbedingungen
IV.  Enzymisolation

Auswahl eines Produktionsstammes: FUr die Herstellung der Enzyme gibt es verschiedene
mikrobielle oder eukaryotische Organismen, welche fir die Expression verwendet werden
kénnen. Welcher Wirt fir die Produktion geeignet ist hdngt hierbei von dem Zielenzym und
dessen Struktur bzw. Modifizierungen ab. Die am haufigsten verwendeten Mikroorganismen
fir die Produktion sind Escherichia coli oder Saccharomyces cerevisiae. Aufgrund der
einfachen Handhabung werden Enzyme oftmals mit E. coli Stdmmen produziert. Die
bakterielle Produktion ist jedoch nicht in jedem Fall geeignet, da z.B. heterologe Proteine mit
Modifikationen wie Glykosylierungen oder Lipidierungen dazu neigen Einschlusskdrperchen
(engl.: Inclusion Bodies) zu bilden oder aber die Faltung nicht korrekt ausgefihrt wird. Hier ist
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die Produktion in einem eukaryotischen Wirt wie S. cerevisiae zu bevorzugen (Porro et al.
2005).

Konstruktion eines Uberproduzierenden Stammes mittels Gentechnik: Neben der Wahl des
Wirtes muss dieser genetisch modifiziert werden, damit eine Produktion des Zielenzymes
ermoglicht wird. Hierbei wird ein Vektor mit Gen des Zielproteins, in den Wirtsorganismus
eingebracht. Neben einer geeigneten Antibiotikaresistenz sind effizient arbeitende Promotoren
wichtig, um eine hohe Expressionsrate zu gewahrleisten.

Optimierung der Kultivierungsbedingungen: Fir die Kultivierung der verwendeten
Mikroorganismen und die Herstellung des Biokatalysators missen mdglichst optimale
Wachstumsbedingungen gewahlt werden, wobei fir die Fermentation hohen Zelldichten (50-
100g Zelltockengewicht pro Liter) mit bis zu 30 % (w/w) des exprimierten Zielproteins
angestrebt werden (Tufvesson et al. 2010).

Enzymisolation: Fiir die Charakterisierung des Enzymes ist es einfacher mit einem gereinigtem
Praparat zu arbeiten, da hier keine Nebenreaktionen auftreten kdnnen. Die Isolation ist jedoch
aufwendig und stellt eine Kostenerhéhung des Prozesses dar und wird fir den Endprozess
moglichst vermieden. Eine Vereinfachung der Proteinisolation kann durch das Anbringen
sogenannter Tags an dem Zielprotein erreicht werden. Hierbei werden die Affinitaten z.B. von
chelatbildenden Peptidresten, wie mit einem Hexahistidin-Tag bei der Nickel-
Affinitatschromatographie, genutzt (Terpe 2003).

Far die in der vorliegenden Arbeit verwendete AMDase wurde die Enzymproduktion bereits
optimiert. Die besten Ergebnisse wurden mit der Enzymherstellung mit dem pET28a Vektor
und dem E. coli Stamm BL21 (DE3) erhalten. Die Reinigung des hergestellten Enzymes ist
hierbei durch einen Hexahistidin-Tag mit einer Nickel-Affinitdtschromatographie einfach
realisierbar (GaBmeyer 2015). Diese optimierte Enzymproduktion wurde im Rahmen dieser
Promotionsarbeit ibernommen und flr die Bereitstellung des Biokatalysators angewendet.

1.4.2 Beeinflussende Parameter der Enzymperformance

Die Effektivitat des biokatalytischen Prozessschritts hangt von dem Zusammenspiel der
enzymatischen Aktivitat, Spezifitat und Stabilitat unter den gewahlten Reaktionsbedingungen
ab (Abbildung 8). Die Bedingungen bei denen die hdchsten Aktivitaten erreicht werden
kénnen, sind nicht unbedingt die, bei welchem die enzymatische Stabilitdt bzw. Spezifitat
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optimal gegeben sind. Zwischen den Parametern muss ein Kompromissbereich gefunden
werden, in dem die Reaktion moglichst effizient ausgefuhrt werden kann.

Die enzymatische Struktur wird durch eine Vielzahl verschiedener Wechselwirkungen, wie
ionische und hydrophobe Bindungen, gebildet. Wobei die Struktur, insbesondere in
unmittelbarer Nahe des katalytischen Zentrums, einen essentiellen Einfluss auf die
enzymatische Spezifitdt und Aktivitat hat. Demensprechend haben Faktoren, wie pH Wert oder
Temperatur einen Einfluss auf die enzymatische Umsatzleistung. Typischerweise haben
Enzyme einen optimalen pH- und Temperaturbereich in welchem die Reaktion am
effizientesten ausgefihrt werden kann. Die Umsatzraten steigen mit zunehmenden
Temperaturen zunachst an und durchlaufen einen optimalen Temperaturbereich. Bei weiterer
Temperaturerhéhung ist oftmals eine Erniedrigung der enzymatischen Aktivitat zu beobachten
(Daniel & Danson 2013). Proteine bestehen aus verschiedenen Aminosaureresten, welche
verschiedene Polaritdten und Eigenschaften aufweisen. Dementsprechend besitzen Enzyme
ebenfalls einen optimalen pH Bereich.

4 )

Aktivitat
Kinetik
Spezifische Aktivitat
Temperatur

o B

Spezifitat
Substratspektrum
Enantioselektivitat
Kinetik

Stabilitat

Temperatur, pH
Lésungsmittel
Produkte

Abbildung 8: Enzymatische Parameter flr die Prozessentwicklung.

Die Enzym-Performance ist von der Aufrechterhaltung der enzymatischen Struktur abhangig,
jedoch kann diese durch verschiedene Faktoren verandert und das Enzym dadurch inaktiviert
werden. Bei der Enzymdesaktivierung entfaltet die tertidre gefaltete Enzymstruktur
(thermodynamische Stabilitat), wodurch die katalytische Aktivitat verloren geht (kinetische
Stabilitat) ((Polizzi et al. 2007). Die inaktive ungefaltete Struktur kann entweder reversibel
zurlickgefaltet werden oder denaturiert vollstandig. Hierbei kann sich z.B. ein Random Coil
ausbilden, bei welchem die Struktur zufallig ungeordnet ist oder die Peptidkette wird weiter
zersetzt. In beiden Fallen geht Aktivitat irreversibel verloren (lyer & Ananthanarayan 2008).
Die Inaktivierung kann auf verschiedene Weise verursacht werden, wie beispielsweise durch
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Hitze oder mechanische Kréafte. In Tabelle 1 befinden sich hdufige Denaturierungsursachen

und deren proteinogene Angriffstelle (Chmiel 2011).

Tabelle 1: Haufige Ursachen der Protein Denaturierung und deren Angriffsorte (Chmiel 2011).

Denaturierung Angriffsort Proteinform

durch

Physikalisch

Hitze Wasserstoffbriicken hochgradig ungeordnet/

Aggregate

Kalte hydrophobe Bindungen Aggregate/ Monomere
solvatisierte Gruppen

Mechanisch solvatisierte Gruppen hochgradig ungeordnet/
eingeschlossene Volumina Monomere

Strahlung funktionelle Gruppen Aggregate
(z. B. cySH, Peptidbindungen)

Chemisch

Sauren verborgene ungeladene vollstandig denaturiert
Gruppen (z. B. his, Peptidbindungen)

Laugen verborgene ungeladene vollstandig denaturiert
Gruppen (z. B. tyr, cySH,
cySH2)

Salze polare und nicht-polare hochgradig ungeordnet
Gruppen

Organische unpolare Gruppen hochgeordnete Peptidkette mit

Lésungsmittel groB3en helikalen Bereichen

Detergenzien hydrophobe Bereiche unvollstandig ungeordnet, grof3e
(alle Detergenzien) und helikale Bereiche
geladene Gruppen (ionische
Detergenzien)

Biologische

Proteasen Peptidbindung Oligopeptide, Aminosauren

Da die Stabilitét einen signifikanten Einfluss auf die Effizienz der biokatalytischen Reaktion

hat, sollte diese unter den gewahlten Bedingungen méglichst hoch sein. Zur Ermittlung der

enzymatischen Stabilitat kann die Halbwertszeit t1,2, bei welchem noch 50 % der anféanglichen

Aktivitat vorhanden sind, verwendet werden. Diese kann mit Hilfe der Bestimmung der

Desaktivierung des Enzymes Uber die Prozessdauer analysiert werden. Der Verlust der

Aktivitat folgt haufig einem exponentiellen Abfall, wie beispielhaft in Abbildung 9 gezeigt. Die
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Werte der Desaktivierung kdnnen mit Hilfe von Ann&herungen der experimentellen Daten mit
einem Fit ermittelt werden (Liese & Hilterhaus 2013; Rogers & Bommarius 2010).

- Abbildung 9: Exponentieller Verlauf der
¢ Experimentello Daten enzymatischen Aktivitatsabnahme Uber die
12 Fit Zeit.
3 Restaktivitat =100e-0-05 h
£ 50 -
2
X
s
/2]
o 251
0
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Zeit [h]
Aus der abfallenden enzymatischen Restaktivitédt kdnnen die Paramater zur Beschreibung der

enzymatischen Stabilitét ermittelt werden. Bei der Annahme einer Reaktion 1. Ordnung kann
die Desaktivierung im Exponenten abgelesen werden (Gleichung 1):

U - Gleichung 1
Restaktivitat = A, [—] « gkdes[h™"]»x
mg
Ao [U/mgenzym]  Anfangsaktivitat (Prozessstart)
Kdes [h7] Desaktivierungskonstante
Die Halbwertszeit kann durch folgende Gleichung 2 ermittelt werden:
In 2 Gleichung 2

= ]

Die Stabilitat variiert stark bei verschiedenen Enzymen mit Halbwertszeiten von beispielsweise
0,16 h far Subtilisin S41 aus Antarctic Bacillus TA41 (Miyazaki et al. 2000) oder 48 h flr eine
thermostabile Lipase aus Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus SOL1 (Royter et al.
2009). Der Grund der starken Stabilitatsunterschiede ist -neben den Einflisse von auBen— die
Enzymstruktur selbst und diese hangt von der Aminosaurezusammensetzung ab.
Dementsprechend ist es mdglich die Stabilitdt durch Enzym Engineering, durch gezielte
Aminosdureaustausche, zu steigern. Hierbei sind die destabilisierenden Aminosaurereste
meist weit entfernt vom aktiven Zentrum oder auf der Oberflache lokalisiert, wéhrend die
Optimierung der Aktivitdt und Selektivitat, ein Engineering im Bereich der aktiven Tasche
benbtigen (Morley & Kazlauskas 2005). Neben der enzymatischen Struktur spielt ebenfalls die

11
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Art der Anwendungsform des Biokatalysators eine wichtige Rolle fur die Stabilitdt und
Realisierbarkeit des Bioprozesses und wird in folgendem Abschnitt 1.4.3 n&her beschrieben.

1.4.3 Anwendungsformen und Formulierungen des Biokatalysators

Der Einsatz des Biokatalysators in den Prozessen kann mit verschiedenen enzymatischen
Praparationen erfolgen. Das Enzym kann als (i) Ganzzell-Biokatalysator in dem mikrobiellen
Wirt, (ii) in dem Zelllysat oder auch als (iii) aufgereinigtes Enzym eingesetzt werden (Woodley
2006), wie schematisch in (Abbildung 10) gezeigt. Die Kosten fir die verschiedenen
Anwendungsformen steigen jedoch stark mit der Komplexitat der hierfir bendtigten
Aufarbeitungsschritte. Wahrend die Kosten fir den Einsatz mit ganzen Zellen, in welchen das
Enzym exprimiert wurde, bei ca. 100 € pro kg liegen, verdoppelt bereits das AufschlieBen der
Zellen, far die Verwendung des Zelllysats, die Kosten. Die Enzymaufreinigung, z.B.
chromatographisch, lasst den Preis fir den Bioprozess um das 10-fache gegeniber der
Verwendung der ganzen Zellen ansteigen, was unter anderem an dem bendtigten

Saulenmaterial und den verwendeten Reagenzien liegt (Tufvesson et al. 2011).

Ganzellbiokatalysator Zelllysat Aufgereinigtes Enzym

5% Zielenzym @, Zellinterne Enzyme/ Proteine
AANRE ‘

Abbildung 10: Anwendungsmdglichkeiten des Biokatalysators.

Diese Einordnung der moglichen Biokatalysator-Anwendungsformen, kann noch weiter
unterteilt werden, wie z.B. durch Immobilisierung der verschiedenen Préparationen als weitere
Formulierung. Das Ziel fir die Bioprozessentwicklung ist es den Zeitaufwand und die Kosten
maoglichst gering zu halten und mit der einfachsten biokatalytischen Anwendung zu arbeiten.
Die einfachste und kostenglnstigste Mdglichkeit, wie oben erwahnt, ist der Einsatz von
ganzzellbiokatalytischen Systemen. Jedoch sind diese Systeme nicht in jedem Fall fir den
angestrebten Prozess geeignet. Der mikrobielle Wirt bringt einige Nachteile mit sich, wie
teilweise eine geringe Lésungsmitteltoleranz, der Sensitivitat zu hohen Konzentrationen oder
die Mdglichkeit von unerwiinschten Nebenreaktionen, katalysiert durch mikrobielle Proteine.

12
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Zudem sind viele Enzyme cytosolisch, wodurch die Zellwand der Mikroorganismen eine
Barriere, insbesondere bei der Umsetzung von sperrigen Reaktanden, darstellt.

Ist der Prozess nicht mit dem Enzym als Ganzzellbiokatalysator realisierbar, wie es teilweise
bei hochreinen pharmazeutischen Praparaten erforderlich ist, dann ist zur Kostenreduktion ein
maoglichst stabiler und nach Mdglichkeit einfach rezyklierbarer Biokatalysator erforderlich
(Pollard & Woodley 2007). Der Biokatalysator kann z.B. durch eine Membran von der
Reaktionslésung separiert werden, was eine Rezyklierung ermdglicht oder das Enzym kann
zur erleichterten Wiederverwendung und enzymatischen Stabilisierung an robuste
Tragermaterialien immobilisiert werden (Sheldon & van Pelt 2013). Dies erleichtert die
Wiederverwendbarkeit des Biokatalysators fir eine erneute Synthese und flhrt zu einer
héheren Reinheit des Endproduktes in der Aufarbeitung im Downstream Prozess (DSP), da
dieses frei von enzymatischen Resten aus der Biokatalyse ist (Klibanov 1983).

Die Immobilisierung des Enzymes kann auf verschiedene Wege erreicht werden. Die
haufigsten Immobilisierungsmethoden sind die Anbindung an einen festen Trager, der
enzymatische Einschluss in eine Matrix oder die Immobilisierung des Enzymes durch eine
Quervernetzung durch sogenannte CLEAS (Quervernetzte Enzym Aggregate, engl.: Crossed
linked enzyme aggregates) (Hanefeld et al. 2009). Die verschiedenen Methoden sind in
folgender Abbildung 11 schematisch dargestellt.

Einschluss Tragergebunden Quervernetzt

Abbildung 11: Biokatalysator Immobilisierungsvarianten.

Die Immobilisierung an feste Tragermaterialien kann ebenfalls auf verschiedene Weise
realisiert werden (Abbildung 12). Hierbei kann zun&chst zwischen reversibler und irreversibler
Anbindung unterschieden werden. Bei der irreversiblen Immobilisierung wird das Enzym Uber
spezifische kovalente Bindung der Aminoséureseitenketten (Lysine, Cysteine, Asparaginsaure
oder Glutaminsaure) Uber stabile Verbindungen (Amide, Thioether oder Carbamate) an das
Trager Material angebunden (Mohamad et al. 2015). Bei der reversiblen Anbindung ist die
Ublichste Immobilisierungsvariante die Adsorption durch ionische oder hydrophobe
Wechselwirkungen (Guisan 2006). Eine weiter Methode ist tiber Disulfidbindungen mit Cystein
Seitenketten des Enzyms (Simons et al. 2013). Die Anbindung des Enzymes Uber eine

13
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Komplexverbindung an Metallionen-Affinitatstrager, wie sie z.B. bei der Aufreinigung mit Hise
Tag angehangten Proteinen zum Einsatz kommt, ist ebenfalls eine weitere reversible
Anbindungsmadglichkeit (Engelmark Cassimjee et al. 2014).

kovalent adsorptiv komplex

999999 sesesse VYVYY

Abbildung 12: Anbindungstypen der Immobilisierung an Trager.

Neben dem Anbindungsstyp ist ebenfalls die Beschaffenheit des Tragers, wie die
Hydrophobizitat der Oberflache, die GrdBe der Poren und die GréBe des Tragers ein wichtiges
Auswahlkriterium fiir die ideale Wabhl fiir den angestrebten Prozess (Datta et al. 2013). Neben
der Wahl der geeigneten Biokatalysator Anwendungsform und einer hohen Stabilitat ist die
Enzymkinetik ein essentieller Part fir die Bioprozessentwicklung und wird in folgendem
Abschnitt 1.4.4 beschrieben.

1.4.4 Enzymkinetik und Inhibierungsarten

Die Kinetik einer enzymatischen Reaktion wurde erstmals von Michaelis-Menten im Jahre
1913 eingefihrt (Michaelis & Menten 1913). Die Enzymkinetik beschreibt den Zusammenhang
der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration. Ein typischer Verlauf der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration ist in Abbildung 13 gezeigt.

Die enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit nimmt mit steigender Substratkonzentration zu
und erreicht ab einer bestimmten Konzentration einen maximalen Wert (vimax) der nicht weiter
Uberschritten wird. Hier sind alle aktiven Zentren der Enzyme mit Substrat gesattigt und die
Geschwindigkeit hangt nur von der Umsetzungsgeschwindigkeit der Reaktion ab. Die
Substratkonzentration bei welcher die halomaximale Aktivitat erreicht ist (vimax/2) beschreibt die
Affinitdt des Enzymes zum betrachteten Substrat und wird als Michaelis-Menten-Konstante
(Kv) bezeichnet. Je niedriger der Wert fir Ky ist, desto schneller wird die maximale
Umsetzungsrate erreicht und desto héher ist dementsprechend die Affinitat des Enzymes zum
Substrat.

14



Einleitung

V

max

Vinax/2

Reaktionsgeschwindigkeit

>
>

Ky Substratkonzentration

Abbildung 13: Typischer Verlauf der enzymatischen Aktivitét in Abhangigkeit der Substratkonzentration.

Neben dem Séattigungsverhalten einer enzymatisch katalysierten Reaktion besteht die
Mdoglichkeit, dass die Reaktion durch Inhibitoren an der maximalen Umsetzung gehemmt
werden kann. Diese kénnen andere Substanzen sein, welche nicht an der eigentlichen
Reaktion beteiligt sind, aber auch das Substrat oder die gebildeten Produkte selbst. Die
Hemmung der Reaktion hat einen Einfluss auf die Kinetik der Reaktion und kann reversibel
oder aber auch irreversibel sein.

In folgender Tabelle 2 sind die haufigsten Inhibitortypen mit dem Einfluss auf das Michaelis-
Menten Verhalten zusammengefasst. Einer der haufigsten Inhibitortypen ist die kompetitive
Inhibition, wobei das Substrat hier meist eine &hnliche Struktur wie der Inhibitor aufweist.
Hierbei steht der Inhibitor mit dem Substrat in direkter Konkurrenz um die aktive Tasche des
Enzymes. Die maximale Umsetzungsrate vmax kann dennoch bei einem Uberschuss an
Substrat erreicht werden, da hierbei der Inhibitor zunehmend verdrangt wird. Ein weiterer
Inhibitortyp ist die nichtkompetitive Inhibierung. Hier bindet der Inhibitor nicht an der aktiven
Tasche des Enzymes, sondern an anderer Position, wobei der Inhibitor sowohl am Enzym-
Substrat Komplex, als auch an dem Enzym ohne Substrat anbinden kann. Die Auswirkung ist
eine Verringerung der maximalen Umsetzungsrate, wobei der Wert fur Ky unverandert bleibt.
Bei der unkompetitiven Inhibierung kann der Inhibitor hingegen nur an dem Enzym-Substrat
Komplex anbinden und verhindert so die Umsetzung zum Produkt. vmax ist durch die
Inhibierung verringert, wobei der Wert fir Ku durch diesen Inhibitortyp zu geringeren
Konzentrationen verschoben ist und die Affinitdt des Enzymes scheinbar héher ist. Neben der
Inhibierung durch andere Molekule beziehungsweise durch das Produkt besteht zudem die
Méglichkeit, dass die Reaktion durch einen Uberschuss an Substrat an der Reaktion gehemmt
ist. Dies ist vor allem durch die Blockierung der aktiven enzymatischen Tasche an
Uberschiissigen Substrat zu erklaren, welcher das Eintreten/Austreten an Reaktanden
behindert. Bei diesem Spezialtyp der unkompetitiven Inhibierung steigt die Geschwindigkeit
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ebenfalls zunachst mit Erhéhung der Substrat Konzentration an, erreicht dann einen
maximalen Wert und fallt bei weiterer Erhéhung der Substratkonzentration allerdings wieder
ab.

Tabelle 2: Verschiedene Inhibitortypen und die Auswirkung auf die kinetischen Parameter.

Ohne Inhibierung

e Normaler ungehemmter Umsatz zum
_ Ymax X [S] Produkt

v =
Ky s + [S]

e

Kompetitive Inhibierung

e Konkurrenz um aktives Zentrum
Vmax Unverandert
e Ky zu hoheren Werten verschoben

Kysx(1+ IE’I_]) + [S]

il

v =

A
@(ﬂ

Nichtkompetitive Inhibierung

¢ Inhibitor bindet an Enzym oder
Enzym-Substrat Komplex

®  Vmax €rniedrigt

e Kuunverandert

vmax X [S]

(Kus + IS x (1+ oy

v =

St

Unkompetitive Inhibierung
¢ Inhibitor bindet nur an Enzym-

v = Vimax X [S] o I S Substrat Komplex
ul ®  Vnax €rniedrigt
Ky s+ [S] X (1 + Ki,I) : KMaemiedrigtg

Substratiiberschussinhibierung

Substrat ist inhibierend

v= Vmax X 5] S S Spezialtyp unkompetitive Inhibierung
Ku,s +[S] % (1 + 1[59—]) Ku erniedrigt
b Vmax €rniedrigt und sinkt bei weiterer
Substrat Erhdhung
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Die Analyse der enzymatischen Kinetik ist wichtig, um eine richtige Wahl eines
Reaktorkonzepts fur die optimale Umsetzung der Biokatalyse zu treffen und wird in folgendem
Abschnitt 1.4.5 ausgefuhrt.

1.4.5 Reaktortypen

Flr die Biokatalyse stehen grundlegend drei Reaktortypen zur Verfigung, die sich in ihrem
Aufbau und in den Konzentrationsverlaufen wéhrend der Reaktion unterscheiden (Abbildung
14).
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Abbildung 14: Ubersicht der verschiedenen idealen Reaktortypen mit Konzentrationsverldufen iiber die Zeit
und Uber den Ort.
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Die Konzentrationsprofile der Substrate und Produkte sind in den verschiedenen gezeigten
idealen Reaktortypen unterschiedlich. Signifikant bei den kontinuierlich betriebenen Reaktoren
(CSTR und PFR) ist das konstante Konzentrationsprofil in Abh&ngigkeit von der Zeit bei
Vorliegen eines Gleichgewichtzustandes (Steady State) im Reaktor. Wéahrend die
Konzentrationen im PFR unmittelbar nach DurchflieBen konstant verbleiben, muss im CSTR
zum Erreichen des steady state eine Anlaufphase in Kauf genommen werden, bis die Ein- und
Auslasskonzentrationen konstante Werte angenommen haben (in Abbildung 14 rot markiert).
Zur Gewahrleistung des Gleichgewichtzustandes wird eine Zeit von mindestens flnf
Verweilzeiten angenommen bis die Produktlésung nach durchtreten des CSTR aufgefangen
werden kann. Eine Verweilzeit ist hierbei definiert als (Gleichung 3):

c[h] = LZL] Gleichung 3
F 7]

Mit:

t[h] Verweilzeit

V[L] Volumen

F [L/h] Flussrate

Wahrend in den kontinuierlichen Reaktortypen die Konzentrationsprofile linear Verlaufen, kann
bei dem Ruhrkesselreaktor im Satzbetrieb ein typischer Verlauf mit Anstieg der
Produktkonzentration und entsprechender Abnahme der Substratkonzentration beobachtet
werden. Bei den Konzentrationsverlaufen Uber den Ort des Reaktors ist in dem
Ruhrkesselreaktor sowohl im kontinuierlichen Betrieb als auch im Satzmodus ein linearer
Konzentrationsverlauf  vorhanden. Bei dem PFR gibt es hingegen einen
Konzentrationsgradienten Uber den Verlauf des S&ulenvolumens. Im Einlass ist nur das
Substrat vorhanden und wird (idealerweise) im Verlauf des Flusses Uber das Saulenbett
vollstandig zum Produkt umgesetzt.

Diese grundlegenden idealen Hauptreaktortypen kdnnen in einer Vielzahl von Varianten
eingesetzt werden, wie beispielsweise mit mehreren Batch-Reaktoren in Kaskadenreaktionen,
mit rotierenden Festbettreaktoren mit separiertem Enzym oder Enzymmembranreaktoren, wo
das I8sliche Enzym von der Reaktionslésung abgetrennt durch eine Membran vorliegt. Der
Batch-Betrieb im RuUhrkesselreaktor ist wegen seines simplen Aufbaus und der einfachen
Handhabung das meist verwendete Reaktorkonzept. Ein Nachteil hier ist jedoch die niedrige
volumetrische Produktivitdt und das der Biokatalysator, speziell im Fall des Einsatzes von
Immobilisaten, der mechanischen Belastung durch das Rihren ausgesetzt ist und hierdurch
beschadigt werden kann (Hilterhaus et al. 2008).
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Die Wahl, welcher Reaktor letztendlich fur die Biokatalyse zum Einsatz kommt, hdngt von den
Kosten, dem Platz, Massentransfer, der Kinetik, der Handhabbarkeit und der
Wiederverwendbarkeit des Biokatalysators ab. Bei einer Substratliberschussinhibierung
wirde sich beispielsweise ein CSTR gut eignen, da hier die Substratkonzentration gering ist.
Bei einer Produktinhibierung hingegen wére dieser Reaktortyp denkbar ungeeignet, weil die
Reaktion unter Auslauf Bedingungen mit hohen Produkttitern verlauft. Hier sind fir die
Synthese der PFR oder der STR die geeignete Wahl als Reaktorkonzepts (Andri¢ et al. 2010).

1.4.6 Analyse der Produktivitat des Bioprozesses

Alle Schritte zur Realisierung des gesamten Prozesses unterliegen kritischen Parametern die
es zu beachten gilt, um einen mdglichst effizienten Prozess zu gestalten. Fir die Fermentation
sollte eine hohe Zelldichte mit einer hohen Expression des Zielproteins erreicht werden.
Zudem sind die Kosten fir das Wachstumsmedium minimal zu halten. Bei der Isolierung des
Enzyms mulssen die gewonnene Aktivitédt des Enzymes und die Materialkosten berlcksichtigt
werden. Bei der Biokatalysatorpraparation, wie z.B. der Immobilisierung, missen die Kosten
fir den Trager und die erhaltene Aktivitat beachtet werden. Bei dem Hauptprozessschritt —der
Biokatalyse zum Zielprodukt— sind die kritischen Parameter die volumetrische Produktivitat,
die Produktkonzentration und der Biokatalysatorverbrauch fur die Produktion. Als letzten
Prozessschritt sollte eine mdoglichst kostengunstige Produktaufarbeitung erreicht werden
(Tufvesson et al. 2010).

Ein Parameter, welcher flr die Anwendbarkeit des Enzymes verwendet werden kann, ist die
total turnover number (TTN). Dies ist eine dimensionslose Kennzahl, welche die Gesamtzahl
an Molekilen angibt, welche von einem Enzym in der Gesamtlebensdauer unter
Berlcksichtigung der enzymatischen Desaktivierung umgesetzt werden kdnnen. Die
Berechnung kann mit Hilfe der Werte der katalytischen Aktivitat und der Desaktivierung nach
Gleichung 4 erfolgen:

ITN [] = kot [h:l] Gleichung 4
Kaes [h™]

Mit:

Keat [N7] Wechselzahl

Kaes [N7'] Desaktivierungskonstante
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Typische TTN-Werte flr reprasentative Biokatalysatoren liegen zwischen 1,15 x 10* fir die
Glucose Dehydrogenase V227A Mutante aus Bacillus subtilis und 2,71 x 107 fur Subtilisin 3-
2G7 aus Antarctic Bacillus TA41 (Rogers & Bommarius 2010).

Neben der TTN stellt die Produktivitéat einer angestrebten Biotransformation einen weiteren
wichtigen Faktor zur Ermittlung der Prozessrealisierbarkeit dar. Diese beschreibt das
Mengenverhéltnis des gebildeten Zielproduktes pro eingesetzter Enzymmenge
(kgproduk/KQEnzym). Die Menge an Biokatalysator, welcher fir die Synthese zum Einsatz kommen
kann, héngt stark von dem Zielprodukt und dessen Marktwert ab. Fir die Produktion von
Bulkchemikalien mit einem geringen Verkaufswert kann nur wenig Enzym eingesetzt werden,
um eine geeignete Produktivitdt zu erreichen, welche mit den chemischen
Herstellungsverfahren mithalten kann. Im pharmazeutischen Bereich sind die Produktpreise,
mit teilweise Uber 100 €/kgrroauki, Sehr viel héher, was die Investition in die
Bioprozessentwicklung als umweltfreundliche Herstellungsalternative sehr viel attraktiver
macht (Tufvesson et al. 2011). In Abbildung 15 ist eine Ubersicht verschiedener
Chemikalienkategorien (Bulk bis Pharma) den verschiedenen Produktivitadtsbereichen
zugeordnet, in welchen der Bioprozess in einem kosteneffektiven Rahmen realisiert werden

kann.

0,01 €/kg 0,1 €/kg
10000 -
.
1€/kg
1000 - Spezal
10 €/kg
100 -

10

I'(gProdukt/ kgEnzym

0 500 1000 1500

0.1 -
Katalysator Kosten (€/ kQxataysator)

Abbildung 15: Effekt der Biokatalysator Kosten und mdglichen Kostenverteilungen fir die erforderlichen
Biokatalysator Produktivitdten im Bereich der Bulk-,Spezial-, Fein- und Pharmachemikalien Produktion mit

immobilisiertem Enzym. Modifiziert nach (Tufvesson et al. 2011).
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Je nachdem welche enzymatische Praparation gewahlt wurde, ist es erforderlich eine
entsprechend hohe Produktivitat zu erreichen. Im Bereich der biokatalytischen Herstellung von
Pharmaka, wozu die Zielprodukiklasse der a-Arylpropionsaurederivate zahlt, liegen die
gewtlnschten Produktivitaten bei (Tufvesson et al. 2011):

(i) Ganzzellbiokatalysator: 10-35 Kgprodukt/KQzelltrockengewicht
(i) Aufgereinigtes Enzym: 100-250 KQgPprodukt/KQfreies Enzym
(iii) Immobilisiertes Enzym: 50-100 Kgprodukt/Kgimmobilisiertes Enzym

Welche Produktivititen am Ende der Bioprozessentwicklung erreicht werden muissen,
entscheidet letztendlich wie der Prozess realisiert werden kann und wird hier im Rahmen
dieser Dissertation detailliert prasentiert.

1.5 Zielsetzung

Die biokatalytische Herstellung von enantiomerenreinen Produkten ist eine vielversprechende
Alternative gegentber herkdmmlichen chemischen Syntheseverfahren. Mit dem Enzym der
Arylmalonat Decarboxylase ist der Grundstein flr die Mdglichkeit der enantiomerenreinen
Arylpropionsauresynthese gelegt. Diese sind fur die pharmazeutische Industrie von grof3er
Bedeutung, da sie im GroBmaBstab als Schmerzmittel eingesetzt werden. Ziel dieser Arbeit
ist es einen umweltfreundlichen biokatalytischen Prozess fir die Synthese von Profenen
mittels des Enzymes Arylmalonat Decarboxylase (AMDase) zu entwickeln. Die Forschung ist
dem DBU-geférdertem Projekt AZ30818-32 mit dem Projektthema Asymmetrische Synthese
von Profenen zugeordnet. Hierbei ist ein Projektpartner, die Chiracon GmbH (Luckenwalde,
Deutschland), fir die Bereitstellung der nicht kommerziell erhaltlichen Substrate
Naproxenmalonsaure und Flurbiprofenmalonsaure verantwortlich (Abbildung 16). Ein weiterer
Partner, die Arbeitsgruppe von Prof. Robert Kourist (Ruhr Universitat Bochum, Deutschland),
ist fUr die Bereitstellung der AMDase-Varianten, sowie das Enzym-Engineering zustandig.
Neben den bereitgestellten Substraten wurde die Reaktion zudem, inbesondere fir
Screeningzwecke in Hinsicht auf Reaktionsbedingungen, mit dem kommerziell verflgbaren
Modellsubstrat Phenylmalonsaure analysiert.
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Phenylmalonsaure Naproxenmalonsaure Flurbiprofenmalonsaure
(Modellsubstrat)

Q
OH
OH

O

Abbildung 16: Verwendete Substrate fir die Bioprozessentwocklung der der AMDasekaatalysierten Synthese
von Arylpropionsduren. Das Modellsubstrat Phenlmalonsdure ist kommerziell erhéltlich. Die Substrate
Naproxenmalonsaure und Flurbiprofenmalonsdure wurden von der Chiracon (Luckenwalde, Deutschland)
bereitgestellt.

Der Fokus der vorliegenden Promotionsarbeit, des dritten Projektpartners in dem DBU
geférderten Projekt, ist die Bioprozessentwicklung der enzymatisch katalysierten Synthese der
Arlpropionséuren. Hierbei soll insbesondere eine hohe enzymatische Produktivitét erreicht und
die Synthese auf méglichst simplen und effektiven Weg realisiert werden. Der Wechsel von
herkémmlichen chemischen Syntheserouten zur enzymkatalysierten Variante bringt hierbei
ebenfalls Herausforderungen mit sich, wie die enzymatische Stabilitdt unter
Prozessbedingungen oder das Erreichen eines vollen Umsatzes zum gewinschten
Zielprodukt.

Far die Bioprozessentwicklung (Abbildung 17) sollen zun&chst die optimalen
Rahmenbedingungen, wie pH-Wert und Temperatur definiert werden, unter welchen die
Reaktion mdglichst effizient realisiert werden kann.

Produktisolation
Biokatalyse 7

Reaktorwahl
Kinetik

Systemwahl

Rahmenbedingungen

Abbildung 17: Vorgehen der Bioprozessentwicklung.

Neben der Aktivitdtsuntersuchung ist hierbei ebenso die Stabilitdt unter den gewahlten
Prozessbedingungen zu beachten. Aufbauend auf die grundlegenden Untersuchungen soll
eine enzymatische Praparation identifiziert werden mit welcher die Synthese méglichst stabil
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durchgefihrt werden kann. Eine Mdglichkeit der Stabilisierung des Enzymes kann durch die
Anbindung an Tragermaterialien erreicht werden und soll detaillierter untersucht werden. Nach
Festsetzen des gewahlten Systems, ist es essentiell die kinetischen Daten der Umsetzung zu
bestimmen, um das optimale Reaktorkonzept fir die Synthese der (S)-Arlpropionsauren zu
identifizieren. Neben der Reaktorwahl soll dartiber hinaus die Synthese der Arylpropionsauren
im entwickelten Bioprozess im praparativen MaBstab durchgefiihrt und die Produkte isoliert
und auf die Qualitat untersucht werden.
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2 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit der
Bioprozessentwicklung der AMDase katalysierten Arylpropionsaure-Synthese dargestellt und
ausfuhrlich beschrieben. Die Daten wurden mit der (R)-enantioselektiven Wildtyp-AMDase und
der (S)-enantioselektiven AMDase-CLGIPL-Mutante generiert. Die Analysen erfolgten mit dem
Substrat der Modellreaktion Phenylmalonsdure (PM) oder mit den Substraten
Naproxenmalonsaure (NM) und Flurbiprofenmalonséure.

Das gewaéhlte Reaktionssystem wurde auf die optimalen Bedingungen mit dem Einsatz des
freien aufgereinigten Enzymes untersucht. Die Untersuchung erfolgte in Bezug auf den
Einfluss der Temperatur, den pH-Wert und den Konzentrationen der Reaktanden, sowie der
Stabilitat des freien Enzymes im Prozess (Abschnitt 2.1 bis Abschnitt 2.3). Darauffolgend
wurden verschiedene Tragermaterialien fir eine Enzym-Immobilisierung untersucht, um eine
geeignete Enzympréparation zu identifizieren (Abschnitt 2.4). Die ausgewahlte
Enzympréparation wurde anschlieBend weiter auf mdégliche Optimierungen, wie z.B. der
weiteren Beschichtung mit Polymeren, untersucht (Abschnitt 2.5). In Abschnitt 0 sind die
Ergebnisse der kinetischen Untersuchung des immobilisierten Enzymes zur
Modellentwicklung und Wahl des geeigneten Reaktorkonzepts dargestellt. AbschlieBend ist
die Synthese im praparativen MaBstab mit dem entwickelten Bioprozess fir (S)-Flurbiprofen
(Abschnitt 2.7) und (S)-Naproxen (Abschnitt 2.8) gezeigt.

2.1 Untersuchung der Rahmenbedingungen

Enzyme besitzen einen optimalen Bereich in welchem die Umsetzungen am effektivsten
realisiert werden kann. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit zunachst die Aktivitaten unter
Variation der Reaktionsbedingungen untersucht.

Zunachst wurde die enzymatische Aktivitat des Wildtyp-Enzyms in Abh&ngigkeit von dem pH-
Wert der Reaktionsldsung bei einer konstanten Temperatur von 30 °C untersucht. Die Aktivitat
wurde in einem Bereich von pH 5 bis pH 10 analysiert (Abbildung 18) und die Reaktion in der
Phenylmalonsaure Umsetzung untersucht. Die Analyse zeigte die héchsten Aktivitédten in
einem pH-Bereich zwischen 6 bis 8. Hierbei war ein maximaler Umsatz mit einem pH-Wert
von 7 zu beobachten. Fur die weitere reaktionstechnische Charakterisierung unter Variation
der Temperatur wurde das Wildtyp-Enzym bei einem festgesetzten pH-Wert von 7 in der
Umsetzung von Phenylmalonsaure bei Temperaturen zwischen 25 und 55 °C untersucht. Zur
Verdeutlichung des Temperatureinflusses auf die Enzymaktivitat ist hierbei als Ergebnis die
prozentuale Umsetzung des Substrates tber den Reaktionsverlauf dargestellt (Abbildung 19).
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Abbildung 18: Einfluss des pH-Wertes auf
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Die Reaktionen mit den verschiedenen Temperaturen wurden jeweils Uber einen Zeitraum von
60 min erfasst (Abbildung 19). Hierbei sind in den Umsetzungen zum Produkt deutliche
Unterschiede feststellbar. Der h6chste Umsatz konnte mit einer Temperatur von 30 °C erreicht
werden. Innerhalb der Reaktionszeit von 60 min sind mit 30 °C Uber 90 % des Substrates zum
Produkt umgesetzt worden. Die anderen Temperaturen weisen niedrigere Umsatze auf. Mit
Temperaturen oberhalb von 30 °C war ein Abflachen des Umsatzverlaufes zu beobachten,
welcher auf eine Enzymdesaktivierung hindeutet. Bei einer geringeren Temperatur von 25 °C
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war keine Temperatur verursachte Umsatzminderung feststellbar, jedoch ist die Aktivitat
hierbei sehr viel geringer.

Es ist feststellbar, dass die Umsatze stark temperaturabhéngig sind und die Enzymaktivitat
durch Erhéhung der Temperatur im Reaktionsverlauf deutlich verloren geht. Die Wildtyp-
AMDase weist die h6chsten spezifischen Anfangsaktivitaten mit einer Temperatur von 40 °C
auf (Abb. 28, B), jedoch sind die erzielten Umséatze mit Temperaturen von 35 °C bzw. 30 °C
signifikant héher. Das Resultat der Aktivitdtsuntersuchung zeigte, dass der Prozess unter
6konomisch milden Bedingungen bei Temperaturen zwischen 30 bis 40 °C am effizientesten
realisiert werden kann. Mit Reaktionstemperaturen von 45 °C oder héher ist ein vollstandiger
Aktivitatsverlust Uber die Reaktionszeit zu beobachten. Dieser Aktivitatsverlust liegt in der
temperaturabhangigen Enzymdesaktivierung begriindet und wird im Abschnitt 2.3 detaillierter
beschrieben. Neben den enzymatischen Rahmenparametern spielt ebenfalls die Ldslichkeit
der verwendeten Substrate und Produkte eine signifikante Rolle und wird im nachfolgenden
Abschnitt kurz ausgefuhrt.

Untersuchung der Substratléslichkeit

Viele Pharmaka haben im wassrigen Medium eine sehr geringe Ld&slichkeit. Auch
Arylpropionsaure-Derivate, wie Naproxen, sind bekannt eine geringe Ldslichkeit im wéssrigen
Medien zu besitzen (Savjani et al. 2012). Dies schrankt bei der Einnahme dieser Medikamente
die Bioverfugbarkeit im Korper stark ein. Auch fir den biokatalytischen Prozess ist die
Ldslichkeit ein relevanter Faktor, da hierdurch die maximal erreichbare Produktivitat bestimmt
wird. Die Léslichkeit der freien Sduren von einigen relevanten Arylpropionsaure-Derivaten in
wassriger Lésung liegen unter 1 mM (Tabelle 3). Fir Naproxen ist die Wasserl@slichkeit mit
0,07 mM in der Literatur zu finden, dies entspricht unter 0,02 g/L (Fini et al. 1995) und der
Prozess im wassrigen Medium kénnte unter diesen geringen Konzentrationen nur sehr
ineffizient realisiert werden. In der Salzform sind die Arylpropionsaure-Derivate um ein
vielfaches besser Lbslich als die freien Sauren. Fir Naproxen kann in der Literatur hierbei als
Natriumsalz eine Uber 5000-fach bessere Loslichkeit als die freie Saure gefunden werden
(Tabelle 3, (Fini et al. 1995)).
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Tabelle 3: Loslichkeit einiger relevanter NSAIDs in der freien Sdureform und in der Na-Salzform (Fini et al. 1995).

NSAID Molekulargewicht Freie Saure Na-Salzform
[9/mol] [mM] (g/L) [mM] (g/L)
(S)-Ibuprofen
. _OH 0,38 185
206,27
(0,078) (38,2)
@]
(S)-Naproxen
: OH 0,07 350
230,26
(0,016) (80,6)
0
\o
(S)-Indoprofen
‘_ _OH
0,015 17
281,32
O (0,004) (4,78)
N
@go
(S)-Ketoprofen
0 =
H 0,7 21
254,2
(0,18) (5,3)

Die Arylpropionsauren sind in der hier betrachteten Reaktion das Produkt der biokatalytischen
Decarboxylierung. Die entsprechenden Substrat —die aromatischen Dimalons&urederivate—
sind derzeit nicht kommerziell erhltlich und Literaturdaten bezlglich der Léslichkeit nicht
verfigbar. Das Produkt und das Substrat unterscheiden sich durch eine zweite
Carboxylgruppe des Substrates. Die Léslichkeit des Substrates ist vermutlich &hnlich gering
wie die Léslichkeit des Produktes und stellt somit einen limitierenden Faktor dar. Eine
Méglichkeit die Léslichkeit zu steigern ist der Einsatz von Additiven, wie zum Beispiel
oberflachenaktive Substanzen, wie Tenside oder der Zusatz von organischen Lésungsmitteln
als ,Cosolvent®. Diese kdénnen die Wechselwirkung mit den umgebenden
Lésungsmittelmolekilen &ndern und so zu einer Verbesserung der Léslichkeit fihren. Fir die
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Bioprozessentwicklung ist jedoch jeder Zusatz mit einer Erhdhung der Kosten verbunden.
Zudem bedarf es teilweise einer komplexeren Produktaufarbeitung im Downstream Prozess.
Hierbei missen die Additive durch Separierungsverfahren, wie Verdampfen der Lésungsmittel
oder chromatographisch abgetrennt werden. Demzufolge ist es am gunstigsten wenn Additive
nach Méglichkeit vermieden werden kdnnen.

Die Ldoslichkeit der Arylpropionsdure-Derivate ist stark vom pH-Wert abhangig, wie
beispielsweise in (Shaw et al. 2005) gezeigt ist. Hier wurde die vom pH-Wert abhangige
Léslichkeit von lbuprofen in einem Bereich zwischen pH 1,2 bis pH 11 analysiert. Die
Léslichkeit steigt von 0,06 g/L bei pH-Wert 1,2 auf Gber 27 g/L bei pH 11, wobei der pH-Wert
durch das Lésen der Arylpropionsaure zu einem niedrigeren Wert von pH 7 verschoben wurde.
Die Léslichkeit ist also stark vom pH-Wert abhangig und zudem flhrt die Substratlésung zu
einer pH-Wert-Verschiebung. Die Justierung des pH-Wertes der Substratlésung fur die
Anwendung in der Biokatalyse ist demnach essentiell.

Die Ldslichkeit von dem Substrat Naproxenmalonsaure wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit auf die maximale Léslichkeit mit einem finalen pH-Wert von 8 analysiert. Hierbei wurde
der pH-Wert der Naproxenmalonsdure-Reaktionslésung mit einer 1 M Natriumhydroxid-
Lésung justiert, wobei die Saure in das leichter I6sliche Natriumsalz der Naproxenmalonsaure
(iberfiihrt wird. Der I8sliche Uberstand wurde auf die maximale Konzentration analysiert. Es
konnten 201,9 £ 8,7 mM Naproxenmalonsaure in L&ésung gebracht werden, wobei das
Gemisch einen leicht gelblich-beigen Farbton angenommen hat, wie in Abbildung 20 am
Beispiel einer 100 mM Lésung gezeigt ist. Da die Herstellung der 200 mM Reaktionslésung
sehr zeitintensiv ist und die etwas viskose, hochkonzentrierte Losung zudem schwierig in der
Handhabung ist, wurde flr die Generierung der experimentellen Daten mit Reaktionslésungen
in einem niedrigeren Konzentrationsbereich (bis 120 mM Naproxenmalonsaure) gearbeitet.
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Abbildung 20: Naproxenmalonséure-
Lésung im Wasser (100 mM, pH 8)

e Der Bioprozess kann mit einer maximalen Produktkonzentration von 200 mM
Naproxen realisiert werden.

e Die Biokatalyse kann unter milden Bedingungen mit pH Werten von 6-9 und
Temperaturen von 30—40 °C realisiert werden.

e Fir das weitere experimentelle Vorgehen wurde ein pH Wert von 7-8 und eine
Temperatur von 30 °C gewahlt mit maximalen Substratkonzentrationen von 120 mM

Naproxenmalonsaure.

2.2 Kinetische Charakterisierung der freien Enzymvarianten’

Ein wichtiger Aspekt in der Bioprozessentwicklung ist die enzymatische Kinetik in der
Umsetzung des Substrates zu dem gewiinschten Zielprodukt. Enzyme weisen ein typisches
Substrat-Sattigungsverhalten auf. Je nach Kinetik ist fir die Realisierung der Reaktion ein
anderes Reaktorkonzept geeignet. Die Resultate der kinetischen Analysen des freien

Enzymes sind nachfolgend dargestellt und ausgefihrt.

' Die in dieser Arbeit verwendeten Enzymvarianten der Wildtyp-AMDase und der AMDase-CLGIPL,
wurden von Prof. Dr. Robert Kourist bereitgerstellt (Ruhr- Universitdt Bochum, Deutschland).
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2.2.1 Kinetische Charakterisierung der (R)-selektiven Wildtyp-AMDase
Far die kinetische Charakterisierung des freien Enzymes wurde die (R)-selektive Wildtyp-
AMDase (wtAMDase) in der Umsetzung von Phenylmalonsaure (PM) und

Naproxenmalonsaure (NM) untersucht (Abbildung 21, Tabelle 4).
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Abbildung 21: Kinetische Analyse der freien aufgereinigten Wildtyp-AMDase in der Umsetzung von
Phenylmalonsaure (PM) und Naproxenmalonsdure (NM). Reaktionsbedingungen: V = 0,5 mL, Crris-putter 50 mM,
Uschittier = 500 rpm, pH 7, T= 30 °C und (A): [PM] = 0—-80 mM (0.08 uM wtAMDase); (B): [NM] = 0-18 mM (0.4 uM
wtAMDase), Die kinetischen Parameter wurden mit Hilfe eines Michaelis-Menten Fit (nach der ein Substrat -ein
Produkt Kinetik) mit Origin 8.5.1 ermittelt.

Tabelle 4: Kinetische Parameter der Wildtyp-AMDase in der Umsetzung von Phenylmalonsaure und

Naproxenmalonsaure.

Substrat Vimax Kwu Keat keat/ Km
[U/mg] [mM] [sT] [LmM-'S]
Phenylmalonséure 281,7+17,5 2,15+ 0,67 117,4 54,6
Naproxenmalonsaure 28,85 + 2,06 0,32 +£0,15 12,0 37,6

Die Analysen der spezifischen Anfangsaktivitdten der Wildtyp-AMDase zeigen flr beide
Substrate ein Sattigungsverhalten und erreichen maximale Umsetzungsraten. Hierbei sind die
maximalen Aktivitdten in der Phenylmalonsaure-Umsetzung mit 282 U/mgwiampase ca. 10-fach
héher als die 29 U/mgwiampase, Welche in den Umsetzungen von Naproxenmalonsdure ermittelt
werden konnte. Wahrend die Aktivitat in der Umsetzung von Naproxenmalonsdure geringer
ist, konnte eine sehr viel geringere Michaelis-Menten-Konstante mit 0,3 mM ermittelt werden.
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Das Wildtyp-Enzym weist demnach eine deutlich h6here Affinitéat in der Naproxenmalonsaure
Umsetzung auf.

2.2.2 Kinetische Charakterisierung der (S)-selektive AMDase-CLGIPL

Die (S)-selektive AMDase-CLGIPL-Mutante (Yoshida et al. 2015b), wurde ebenfalls in Hinsicht
auf das Séttigungsverhalten in der Umsetzung von Phenylmalonsdure und
Naproxenmalons&ure untersucht (Abbildung 22, Tabelle 5).
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Abbildung 22: Kinetische Analyse der freien, aufgereinigten AMDase-CLGIPL-Mutante in der Umsetzung von
Phenylmalonsdure (PM) und Naproxenmalonsaure (NM). Reaktionsbedingungen: V = 0,5 mL, Criis-putter 50 mM,
Uschattier = 500 rpm, pH 7, T= 30 °C und (A): [PM] = 0-21 mM (0.4 pM AMDase-CLGIPL) und [NM] = 0-6 mM
(0.4 uM AMDase-CLGIPL). Die kinetischen Parameter wurden mit Hilfe eines Michaelis-Menten Fit (nach der ein
Substrat-ein Produkt Kinetik) mit Origin 8.5.1 ermittelt.

Tabelle 5: Kinetische Parameter der AMDase-CLGIPL-Mutante in der Umsetzung von Phenylmalonsdure und

Naproxenmalonsaure.
Substrat Vimax Kw Keat Kcat/Km
[U/mg] [mM] [s] [LmM1ST]
Phenylmalonséaure 29,98 +1,5 1,91 £ 0,29 12,5 6,5
Naproxenmalonsdure 6,04 + 0,21 0,075 £ 0,027 2,5 33,6

Die AMDase-CLGIPL-Variante zeigte im Rahmen der kinetischen Analyse in der Umsetzung
der Phenylmalonsdure eine maximale Aktivitat von 30 U/mgawmpase-cLaipL Mit einem Ky-Wert von

1,9 mM. In der Charakterisierung der Naproxenmalonsaure-Umsetzung konnte eine maximale

31



Ergebnisse

Aktivitat von 6 U/mgawmpase-cLaip. Mit einem geringen Ku-Wert von 0,08 mM ermittelt werden.
Die maximale Aktivitdt der Enzym-Mutante ist fur die Phenylmalonsaure héher (hier: 5-fach,
Tabelle 5), wie es auch bei dem Wildtyp ermittelt werden konnte (hier: 10-fach, Tabelle 4). Die
Affinitat ist hierbei fir die Naproxenmalonsaure 25-fach héher als fur die Phenylmalonséure.
Einen Wert, an welchem sich die Effizienz der katalytischen Reaktion abschatzen lasst, ist das
Verhaltnis von der katalytischen Aktivitat und der Affinitat (k.a/Kv). Da die Mutante einen sehr
niedrigen Wert in der Michaelis-Menten-Konstante aufweist, konnte fir die Umsetzung der
Naproxenmalonséaure eine hdhere Effizient der Reaktion ermittelt werden (5-fach, Tabelle 5).
Neben dem Substrat-Sattigungsverhalten kdnnen zudem noch weitere Faktoren einen
Einfluss auf fir die Kinetik der Reaktion ausiben, wie Inhibierungen durch das gebildete
Produkt oder auch durch einen Uberschuss des Substrates. Dieses wurde im Rahmen dieser
Arbeit  fiur  Naproxen mit der freien  AMDase-CLGIPL-Mutante in  der
Naproxenmalonsaure-Umsetzung untersucht und die Resultate sind im folgenden Kapitel
dargestellt.

Untersuchung der AMDase-CLGIPL-Mutante auf kompetitive Produktinhibierung

Die Wildtyp-AMDase zeigte in Studien von Obata und Mitarbeitern bei der Anwesenheit des
Produktes Phenylessigsaure einen signifikanten Verlust der Aktivitat in der Phenylmalonsaure-
Umsetzung. Mit einem Zusatz von 10 mM Phenylessigsaure wurde hierbei die enzymatische
Aktivitdt ungefahr halbiert (Obata & Nakasako 2010). Zur weiteren kinetischen
Charakterisierung wurde die freie AMDase-CLGIPL-Mutante auf eine mdgliche
Produktinhibierung durch  Naproxen untersucht. Die Analyse erfolgte fir die
Naproxenmalonsaure-Umsetzung in einer Substratkonzentration von 6 mM mit 0—-15 mM
Naproxen. Mit steigender Naproxenkonzentration ist ein leichter Abfall der maximalen
spezifischen Aktivitdten zu beobachten. Die kinetischen Daten zur Produktinhibierung wurden
mit Hilfe eines Fit mit dem Excel-Solver zur kompetitiven Produktinhibierung ermittelt und sind
in Abbildung 23 zusammengefasst.
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Abbildung 23: Untersuchung der
L.\.J\_- kompetitiven  Produktinhibierung  von
6 — - Naproxen der freien AMDase-CLGIPL in
der Naproxenmalonséure Umsetzung.
Reaktionsbedingungen: V=05mL,

Uschattier = 500 rpm,  pH8, T=30 °C,
cnv =6 mM und CNaproxen = 0—15 mM.
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Gleichung 5
U
Vmax [m—g] XS [mM]

v =
P [mM]
K, mM ><(1+—)+S mM
M,S [ ] Ki,P [mM] [ ]
6,85 + 0,02 [mig] x NM [mM]
v =
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0,12 + 0,0003 [mM] X (1 T o008 [mM]) + NM [mM]
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S [mM] Substratkonzentration
Km [mM] Michaelis-Menten-Konstante
K [mM] Inhibitorkonstante
P [mM] Produktkonzentration

Die Anpassung erfolgte, basierend auf der Gleichung fir kompetitive Produktinhibierung mit
dem Excel-Solver. Bei der Reaktion der AMDase-CLGIPL-Mutante konnte eine kompetitive
Inhibitor-Konstante K;von 2,2 mM ermittelt werden. Die Inhibitor-Konstante fiir das Naproxen
ist dementsprechend 20-fach hdher als die Michaelis-Menten-Konstante, welche in dem
betrachteten Experiment mit Ku = 0,12 mM Naproxenmalonsaure ermittelt werden konnte. Mit
dem Verhaltnis zwischen der Michaelis-Menten-Konstante und der Inhibitor-Konstante kann
bestimmt werden, ob der Prozess effizient durchgeflihrt werden kann ohne das Produkt
kontinuierlich aus dem Reaktionsgemisch entfernen zu mussen. Daflr muss das Verhéltnis
unterhalb von 1 liegen (Lee & Whitesides 1986; Liese et al. 1996). Bei der Analyse des
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Naproxen Einflusses konnte ein Verhaltnis von Kw K = 0,05 bestimmt werden. Das Produkt
braucht demzufolge nicht aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden, um eine effiziente
Synthese zu gewahrleisten. Neben der Inhibierung durch das gebildete Produkt kann die
Synthese ebenfalls durch das Uberschissige Substrat gehemmt werden, was im folgenden

Abschnitt detaillierter beschrieben ist.

Untersuchung der AMDase-CLGIPL-Mutante auf Substratiiberschussinhibierung

In dem zuvor analysierten Substrat-Bereich bis 6 MM Naproxenmalonsdure war keine
Substratiberschussinhibierung feststellbar (Abbildung 24). Da der Prozess allerdings mit
maoglichst hohen Produkttitern realisiert werden soll, wurde die Umsetzung der AMDase-
Variante zudem noch auf eine mdgliche Substratliberschussinhibierung untersucht. Die
Kinetik der AMDase-CLGIPL-Mutante wurde in einem Naproxenmalonsaure-
Konzentrationsbereich von 0-100 mM untersucht und die spezifischen Anfangsaktivitaten
ermittelt (Abbildung 24).

B Experimentelle Daten
— — Fit Michaelis-Menten
2 - ohne Inhibierung —

R*=0,615
—— Fit Michaelis-Menten
1 — mit Substratuiberschussinhibierung =
R’= 0,688

0= I | I I I

0 20 40 60 80 100 120

Spezifische Aktivitat [U/mg]

Naproxenmalonsdure [mM]

Abbildung 24: Kinetische Untersuchung der freien AMDase-CLGIPL auf eine Substratiiberschussinhibierung.
Reaktionsbedingungen: V=0,5mL, Uschiittler = 500 rpm, pH 8, T=30 °C, cnv =0—-100 mM und

CAMDase-cLGIPL = 20 mg/L.

Die erhaltenen experimentellen Daten wurden mit Hilfe des Excel-Solver auf eine mégliche
Substratiberschussinhibierung untersucht und mit einem Fit ohne Inhibierung verglichen. Das
Ergebnis zeigte einen kleineren Fehler fir die Anpassung der experimentellen Daten zum Fit

34



Ergebnisse

mit einer Substrattiberschussinhibierung. Der Fit lieferte eine
Substratliberschussinhibitorkonstante  K,s von 358,2 mM Naproxenmalonsdure. Die
enzymatische Reaktion ist nur schwach durch einen Uberschuss an Naproxenmalonsaure
inhibiert, wobei die Aktivitat erst bei einer Konzentration von 358,2 mM Naproxenmalonsaure
halbiert ware. Dieser Wert ist jedoch nicht erreichbar, da Naproxenmalonsaure bei pH 8 eine
geringere maximale Léslichkeit von 200 mM aufweist. Die erhaltenen kinetischen Daten sind
in der folgenden Gleichung 6 zusammengefasst.

Gleichung 6

Vpmax [mig] X S [mM)]

v =
S [mM]
K, mM] + S [mM x(1+—)
M,S [ ] [ ] Ki,S [mM]
U
58 + 1,8 mg X NM [mM]
v =
NM [mM]
0,021 + 0,007 yy [MM] + NM [mM] X (1 + 358,2 £ 111,7,s, [mM])
Mit:
v [U/mg] Reaktionsgeschwindigkeit
vmax [U/mQ] Maximale Aktivitat
S [mM] Substratkonzentration
Kum [mM] Michaelis-Menten-Konstante
Ki [mM] Inhibitorkonstante
P [mM] Produktkonzentration

Neben der enzymatischen Kinetik ist die Stabilitdt des Enzymes unter den gewahlten
Prozessbedingungen flur die Effizienz der Reaktion ausschlaggebend und wird im
nachfolgenden Abschnitt 2.3 dargestellt.

e Die kinetische Charakterisierung des aufgereinigten Enzymes zeigte eine hohe
Affinitat der AMDase-CLGIPL gegeniber der Naproxenmalonsaure.

e Die Analyse auf mégliche Inhibierungen ergab eine leichte Produkt und
Substratiberschussinhibierung

e Ein Substrat-Feed oder eine in situ Produktabtrennung sind nicht erforderlich, da
die Inhibierungen geringfugig sind.

2.3 Stabilitatsuntersuchung unter Prozessbedingungen

Das Enzym der Wahl, die AMDase, ist in Bezug auf die Aminosdure-Zusammensetzung ein
instabiles Enzym (Instabilitatsindex 43,2; ExXPASy ProtParam Tool, (Guruprsad et al. 1990)).
Fir eine effiziente Synthese ist die Stabilitdt ein signifikant wichtiger Faktor. Die hohe
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thermische Instabilitdt der AMDase konnte bereits bei der Temperaturanalyse der Reaktion
beobachtet werden (Abschnitt 2.1) und wurde nachfolgend detaillierter untersucht. Hierbei
wurde die Stabilitdt im Zusammenhang mdéglicher stabilisierender Substanzen und unter

verschiedenen Temperaturen analysiert.

Stabilitdtsuntersuchung mit Zusétzen von PEGsoo

Neben dem ,Enzyme Engineering® und einer Immobilisierung auf einem Tragermaterial kann
eine Erhéhung der Stabilitdt ebenfalls durch verschiedene Additive erreicht werden.
Insbesondere kénnen Substanzen, die einen Einfluss auf die Solvent-Eigenschaften austben,
einen Einfluss auf die enzymatische Stabilitat bewirken. Beispielsweise ist fir den Zusatz von
Polyethylenglycol eine stabilisierende Wirkung auf Enzyme bekannt (lyer & Ananthanarayan
2008). Polyethylenglycol (PEG) gibt es in verschiedenen Kettenlangen mit Molekulargewichten
von 200 bis 36.000 g/mol. Die klrzerkettigen Polymere bis 600 g/mol liegen bei
Raumtemperatur als Flussigkeiten vor, wahrend Polymere hdéherer Molekulargewichte bei
Raumtemperatur als Feststoffe vorliegen. Durch die starken Wasserstoffbriickenbindungen im
wassrigen Medium ist PEG, unabhangig von der Kettenlange, vollstandig im Wasser I6slich
(Soltanpour & Jouyban 2010).

Far die Stabilitdtsanalyse wurde das Wildtyp-Enzym unter Prozessbedingungen (Schitteln mit
einer Temperatur von 30 °C) ohne das Substrat inkubiert. Die Stabilititsanalyse vom
Wildtyp-Enzym wurde ohne Zuséatze und mit der Zugabe von 5, 10 und 20 % (v/v) PEGeoo
untersucht. Das Wildtyp-Enzym wurde unter Schiitteln bei 30 °C ohne Substrat inkubiert und
auf die verbleibende Aktivitat in der Phenylmalonsaure Umsetzung untersucht (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Relative Restaktivitat der freien aufgereinigten Wildtyp-AMDase unter Prozessbedingungen mit
verschiedenen Anteilen des Additivs PEGeoo. Bedingungen: V = 100 mL, Uschatter = 200 rpm, pH 7, T= 30 °C,

campase = 2 mg/L und PEG600 = 0-20 % (v/v). Aktivitatsuntersuchung: V = 0,5 mL, Uschatter = 500 rpm, pH 7,
T= 30 °C, cpm, start = 20 mM.

Die enzymatischen Aktivititen wurden in einem Zeitfenster von 6 h untersucht. Zur
Berechnung der Stabilititsparameter (Desaktivierungskonstante kpes, Halbwertszeit t12)
wurden die berechneten Restaktivitaten gegen die Zeit aufgetragen. Die Ermittlung erfolgte
mit Hilfe eines Desaktivierungsfits, wie in der Einleitung unter Abschnitt 1.4.2 beschrieben.
Die Untersuchung zeigte, dass die AMDase unter den gewahlten Prozessbedingungen eine
geringe Stabilitdt aufweist. Das freie Enzym hat ohne Zuséatze eine Halbwertszeit von
t12 = 1,23 h. Der Zusatz von PEGeoo in der Reaktionslésung flhrte zu einer Erhéhung der
Stabilitat mit einem Anstieg der Halbwertszeit zu 1,89 h mit 5 % (v/v) von PEGeoo und Uber 5 h
mit Anteilen von 10 bzw. 20 % (v/v) PEGee. Die Stabilitdten mit 10 und 20 % (v/v) PEGsoo
unterscheiden sich nur geringfigig und mit 20 % (v/v) PEGeo konnte zudem eine etwas
kirzere Halbwertszeit von 5,1 h gegentiber 5,4 h mit 10 % (v/v) PEGeoo ermittelt werden. Dies
lasst vermuten, dass der Zusatz nur bis zu einen bestimmten Anteil eine stabilisierende
Wirkung auf die AMDase hat und dartber hinaus keine weitere Optimierung bewirkt. Alle
berechneten Werte sind in der nachstehenden Tabelle 6 zusammen gefasst.
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Tabelle 6: Stabilitidtsparameter der Wildtyp-AMDase mit verschiedenen Zugaben des Additivs PEGeoo in der

Phenylmalonsaure-Umsetzung.

PEGio00 [%] Vo [U/mg] Koes [h7] Keat [s] T1/2 [h] TTN []
0 265,9 0,563 110,8 1,23 709
5 300,4 0,366 125,2 1,89 1.231
10 310,2 0,128 129,3 5,42 3.635
20 329,1 0,135 137,1 5,13 3.657

Neben dem stabilisierenden Effekt des PEGeoo konnte ebenfalls ein Einfluss auf die Enzym-
Aktivitat beobachtet werden. Die Aktivitaten der AMDase steigen unter Zugabe des Additivs
PEGeoo leicht an. Mit 20 % (v/v) PEGsoo im Reaktionsgemisch sind ca. 20 % mehr Aktivitat
gegenlber den Vergleichsexperimenten ohne Zusétze erreicht worden. Demnach bewirkt der
Zusatz einen positiven Effekt auf die Stabilitdt und die Aktivitat aus.

Temperaturabhdngige Stabilitdtsuntersuchung

Zur temperaturabhangigen Untersuchung der Stabilitdt wurde die aufgereinigte AMDase-
CLGIPL-Mutante in der Umsetzung von Naproxenmalonsaure untersucht. Die Reaktion wurde
bei drei verschiedenen Temperaturen (22, 25 und 30 °C) durchgefihrt und der Verlauf der
Produktbildung Uber die Zeit detektiert. In allen drei Versuchsansatzen wurde die gleiche
Enzymmenge und Substratkonzentration verwendet. Bei allen drei Temperaturen konnte eine
komplette enzymatische Desaktivierung ohne weitere Produktbildungen beobachtet werden
(Abbildung 26, A). Die héchsten Umséatze konnten mit einer Temperatur von 25 °C mit 85,5 %
bestimmt werden. Die anderen Ergebnisse zeigten etwas geringere Werte mit 81 % als
Endumsatz fir 22 °C und 73 % mit 30 °C.
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Abbildung 26: Umsatzkurven (A) und die Restaktivitditen (B) der Naproxen-Bildung bei verschiedenen
Temperaturen. Reaktionsbedingungen:  V=1mL,  Uschater =500 rpm,  pH8,  cnm, start = 120 mM.
CamMpase-cLGIPL = 100 mg/L und T = 22, 25 und 30 °C.

Zur Analyse der Stabilitatsparameter sind die enzymatischen Restaktivititen gegen die Zeit
aufgetragen (Abbildung 26, B). Bei der Auftragung als Funktion der Zeit kénnen die
Stabilitdtsparameter der betrachteten Reaktion ermittelt werden (Tabelle 7).

Die Halbwertszeit der freien AMDase-CLGIPL mit einer Reaktionsfihrung von 30 °C konnte
mit 1,2 h ermittelt werden. Dies ist die gleiche Halbwertszeit, wie sie bereits fir das Wildtyp-
Enzym in der Phenylmalons&ure-Umsetzung bestimmt werden konnte. Demzufolge hat die Art
des Substrates fiir dieses betrachtete System keinen signifikanten Einfluss auf die Stabilitat.
Zudem konnte hier gezeigt werden, dass die sechs eingefiihrten Mutationen der AMDase im
aktiven Zentrum keinen Einfluss auf die Stabilitat austben.

Mit der Absenkung der Temperatur auf 25°C und 22 °C konnte eine Verlangerung der
Halbwertszeit auf 2,3 h (25 °C) bzw. 5,8 h (22 °C) erreicht werden. Theoretisch kénnen die
héchsten TTN-Werte, welche durch diesen Fit ermittelt wurden, mit einer
Temperaturerniedrigung von 30 °C auf 22 °C erreicht werden. Diese sind allerdings nur als
Anndherungen zu betrachten. Zum vollstdndigen Erreichen der TTN wirde der Prozess mit
22 °C Uber 38 Stunden benétigen (Annahme: im Desaktivierungsfit sind nur noch 0,1 %
Restaktivitdt vorhanden, da der Fit die Achse nicht schneidet). Der Versuch zeigte jedoch,
dass in der Praxis die vollstandig Desaktivierung des Enzymes fir alle gewdhlten
Temperaturen zuvor schon eintrat.
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Tabelle 7: Stabilititsparameter der freien AMDase-CLGIPL in der Naproxenmalonsdure-Umsetzung mit

unterschiedlichen Temperaturen.

Temperatur [°C] Kcat [min™] Kdes [Min™] T112 [h] TTN [] Dauer [h]*
22 91,2 0,002 5,8 45579 38,4
25 138,0 0,005 2,3 27600 23
30 246,9 0,01 1,2 24692 11,5

* Prozessdauer zum Erreichen der TTN mit der Annahme von 0,1 % Restaktivitat.

Die katalytische Aktivitdt hat einen Einfluss auf die Effizienz der Reaktion. Mit einem
Herabsenken der Temperatur sinkt ebenfalls die katalytische Aktivitat. Bei einer
Reaktionsfihrung mit 22 °C zeigt die AMDase-CLGIPL-Mutante eine 63 % geringere
katalytische Aktivitat, verglichen mit einer Reaktionsfiihrung bei 30 °C und bei 25 °C konnten
44 % geringere  Aktivitdten ermittelt werden. Demzufolge muissen fur diese
Reaktionsfihrungen langere Reaktionszeiten oder der Einsatz hdéherer Enzymmengen in
Betracht gezogen werden.

Die Stabilitatsuntersuchung zeigte, dass das freie Enzym relativ instabil unter den
untersuchten Prozessbedingungen ist. Durch Temperaturerniedrigung und PEGeso Zusatze
konnten hdhere Stabilitdten erzielt werden. Die Halbwertszeiten sind mit Werten unter 6 h
dennoch relativ gering. Zur enzymatischen Stabilisierung wurden dementsprechend weitere
stabilitatssteigernde Versuche durchgefihrt. Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse

verschiedener Enzympraparationen dargestellt.

e Die enzymatische Stabilitat ist unter den gewahlten Prozessbedingungen mit t1/2
von 1,2 h gering.

e Eine Verlangerung der Halbwertszeit auf Uber 5 h konnte durch den Zusatz von
10 % (v/v) PEGeoo und einer Temperaturerniedrigung auf 22 °C erreicht werden,
welche jedoch die katalytische Aktivitat um 63 % verringert.
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2.4 Vergleich verschiedener Enzympraparationen?

Die Stabilitat des freien Enzyms ist, wie im vorherigen Abschnitt 2.3 beschrieben, sehr gering.
Der Einsatz des Biokatalysators kann in verschieden Praparationen des Enzymes erfolgen,
wie z.B. durch die Anbindung an feste Tragermaterialien. Fir diese Arbeit wurde die
Immobilisierung an feste Trager gewahlt, da diese Form drei signifikante Vorteile fur die
Bioprozessgestaltung hat:

(i) Enzymatischen Stabilisierung
(i) leichte Abtrennung in dem Prozess
(iii) einfache Wiederverwendung des Biokatalysators

FlOr eine Steigerung der enzymatischen Stabilitat wurde das Enzym an verschiedene
Tragermaterialien angebunden. Hierfir wurden zunachst zur Immobilisierung der
Wildtyp-AMDase verschiedene Trager gewahlt um die Machbarkeit einer Anbindung in aktiver
enzymatischer Form zu analysieren. Die Materialien unterscheiden sich in der
Oberflachenbeschaffenheit, dem Anbindungstyp, dem Partikel- und Porendurchmesser. Diese
Parameter kdnnen die Effizienz der Immobilisierung und die Aktivitdt des Enzymes
beeinflussen. Es wurden insgesamt sieben verschiedene Trager untersucht: Amino C2 Acrylat,
Sepabeads™ EC-EP und EC-HA, EziG™ 1 und 2 mit Co(ll) Beladung, Trisoperl™ und
Trisoperl™ Amino. Detaillierte Informationen zu den verschiedenen Tragermaterialien sind im
Abschnitt 5.2.6 in Tabelle 21 aufgefahrt.

Das Zielenzym fiir diese Studie, die Arylmalonatdecarboxylase, hat auf der Oberflache zwei
potentielle Lysin Reste. Diese sind nicht in unmittelbarer Nahe des aktiven Zentrums und
eignen sich demnach gut fir die Anbindung an einem Tréger. Das verwendete Wildtyp-Enzym
und die (S)-selektive Variante besitzen zudem einen Hiss-Tag am N-terminalen Ende, welcher
sich zur Immobilisierung an komplexierenden Tragern eignet. In folgender Abbildung 27 sind
die potentiellen Anbindungspositionen der AMDase griin dargestellt.

2 Anteile dieses Kapitels wurden publiziert in ABmann et al. (2017a):

ABmann M., Migge C., GaBmeyer S., Enoki J., Hilterhaus L., Kourist R., Liese A. and Kara S., Improvement of the
process stability of arylmalonate decarboxylase by immobilization for biocatalytic profen synthesis. (2017), Front.
Microbiol., 8:448, 1-8. doi: 10.3389/fmicb.2017.00448.
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Abbildung 27: Struktur der Wildtyp-AMDase in Komplex mit Benzylphosphonat im aktiven Zentrum (markiert in
Magenta) (Okrasa et al. 2009). Links: Lysin Reste sind in griin markiert; rechts: die Position des N-Terminus ist in
griin markiert (Position des Hiss-Tag).

Far die Immobilisierung via Komplexierung steht nur eine Position am N-terminalen Hise-tag
zur Verfigung. Fir ein erstes Screening der verschiedenen Tragermaterialien wurde die
aufgereinigte Wildtyp-AMDase verwendet und diese in Hinsicht auf die Umsetzung des
Modellsubstrates Phenylmalonsaure untersucht. In Abbildung 28 befindet sich ein Vergleich
der Trager in Hinsicht auf die enzymatische Beladung und der erhaltenen Aktivitdten in der
Wiederverwendung.

Im Vergleich der Trager zeigen der Amino C2 Acrylat und die Sepabeads EC-HA die hdchsten
enzymatischen Beladungen mit ~80 mgenym/Qrager. Dies geht einher mit der hohen Dichte an
Funktionalitdten mit 1760 pumol/griager des Amino C2 Acrylat und >700 pumol/Qearier flr die
Sepabeads EC-HA erklart werden. Das Enzym konnte an allen gescreenten Tragern
erfolgreich angebunden werden, wobei Aktivitdten von 5,1 U/mgimmo (Amino C2 Acrylat) bis
22,6 U/mgimmo (EziG1 Co(ll)) gemessen wurden.

In Hinsicht auf die verschiedenen Anbindungstypen (adsorptiv, komplex, kovalent) zeigte die
immobilisierte Wildtyp-AMDase mit der kovalenter Anbindung an den Trager die geringsten
Aktivitaten. Jedoch wurde hier ein geringer Aktivitatsverlust beobachtet. In den wiederholten
Batch-Versuchen konnte zudem eine erhdhte Aktivitat im wiederholten Einsatz des
Immobilisates beobachtet werden. Dies kann mehrere Ursachen haben. Eine Erklarung ist,
dass der trockene Trager durch den ersten Einsatz in den Poren durch die Reaktionslésung
aquillibriert wird, wobei sich die Oberflachenpolaritdt andert. Eine weitere Erklarung ist eine
mogliche  Substratakkumulation innerhalb der Poren. Ein Inkubationstest der
Phenylmalonsaure mit den Trégern zeigte eine Adsorption von 4 % fir den EziG1 Co(ll) Trager
und 8 % mit dem Amino C2 Trager. Demnach wird ein Anteil an/in dem Trager zuriickgehalten,
welcher dann in Folgeanwendungen zu einer héheren Konzentration und hierdurch héher
berechneten Aktivitdten fihren kann. Da jedoch das adsorptive Verhalten des Substrates in
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Bezug auf die jeweiligen Trager als konstant angenommen wird, kann dieses Phanomen
insbesondere zwischen der ersten und zweiten Anwendung des Tragers beobachtet werden.
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Abbildung 28: Untersuchung verschiedener Trager in Hinsicht auf die Enzymbeladung (A) und spezifische
Enzym  Aktivitdt in  wiederholten  Batch-Versuchen (B) mit immobilisierter Wildtyp-AMDase.
Reaktionsbedingungen fir (B): V =100 mL, Uranrer = 200 rpm, pH 7, Crris-puffer= 45 mM, ¢ pwm, start = 20 mM,
T =30 °C, 200-500 mg Trager mit immobilisiertem Enzym. Zwischen den wiederholten Batch-Experimenten

wurde der Trager gefiltert und bei 4 °C gelagert.

Die hochste katalytische Aktivitat konnte auf dem porésen Glastrager EziG™ Co(ll) type 1 und
2 gefunden werden. Hierbei ist ein Vorteil, dass diese Immobilisierungsart die Aufreinigung
und Immobilisierung in einem Schritt ermdglicht (Engelmark Cassimjee et al. 2014). Dieser
Trager wurde zunéchst fir weitere Immobilisierung Experimente gewahlt (Abschnitt 2.4.1).

2.4.1 Immobilisierung der AMDase-CLGIPL-Mutante an EziG Trager

Weitere Untersuchungen der Immobilisierung wurden mit der AMDase-CLGIPL-Mutanten
durchgefiihrt. Da der EziG Trager in den ersten Screenings der verschiedenen Trager die
besten Ergebnisse in Bezug auf die Aktivitat lieferte, wurden zur weiteren Untersuchung sechs
verschiedene EziG Trager untersucht. Diese unterscheiden sich zum einen in der Art des
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komplexbildenden Metallions (Co(ll) oder Fe(lll)) und in der Hydrophobizitat der
Trageroberflache (Typ 1: hydrophil; 2: hydrophob; 3: semi-hydrophil).

Die Eignung der verschiedenen EziG Tragermaterialien fir die Immobilisierung der AMDase-
CLGIPL-Mutanten wurde in Hinsicht auf die Enzymbeladung und die spezifische Aktivitat
untersucht (Abbildung 29). Es wurde eine Enzymbeladung (im Bereich von 80 bis
120 mQenym/QTrager) gemessen. Die enzymatische Aktivitdt war bis zu 5-fach hdéher in der
Anwendung, wenn sie als Eisen(lll)lkomplex vorlagen. Die wiederholten Batch-Versuche
zeigten jedoch einen deutlichen Aktivitatsverlust aller untersuchten EziG Trager mit Verlusten
von 75 % (EziG2 Co(ll)) bis zu 89 % (EziG1 FE). In einem dritten Wiederverwendung wurde
ein zusatzlicher Aktivitatsverlust beobachtet: 59 % (EziG1 Co(ll)) bis 82 % (EziG1 Fe(lll))
bezogen auf die Aktivitat des zweiten Batchs. Der hohe Aktivitatsverlust kann mit einem Verlust
an gebundenen Protein erklart werden, welcher durch die schwéchere koordinative Anbindung
verloren gehen kann. Eine weiterer Faktor kénnen lokale pH Verdnderungen im pordsen
Material sein, ausgel6st durch die Bildung von Phenylessigsdure aus Phenylmalonsaure. Eine
starke pH Veranderung im Reaktionsmedium nach den Batch-Verlaufen konnte jedoch nicht

beobachtet werden (Anstieg von max. pH 0,5).
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Abbildung 29: Untersuchung verschiedenen Typen von EziGTM porésen Glas Tragern in Hinsicht auf die
Enzymbeladung (A) und spezifische Aktivitat in wiederholten Batch-Experimenten (B) in der Phenylmalonséure
Umsetzung katalysiert durch die immobilisierte aufgereinigte (S)-selektive AMDase-CLGIPL.

Reaktionsbedingungen fir (B): V =50 mL, Urahrer = 400 rpm, pH 8, Crris-putter=45 mM, ¢ pm, stat = 20 mM,
T =30 °C, 2 g/L Trager mit immobilisiertem Enzym. Zwischen den wiederholten Batch-Experimenten wurde der

Trager durch Zentrifugation separiert und bei 4 °C gelagert.
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Die Verwendung eines EziG Tréger hat den Vorteil, dass Aufreinung und Immobilisierung in
einem Schritt durchgefihrt werden kdénnen. Die vorangegangenen Versuche zur
Tragerauswahl wurden mit dem immobilisierten aufgereinigten Enzym angefertigt. Im
Folgenden wurde analysert, ob das aufgereinigte, immobilisierte Enzym mit dem Immobilisat
aus dem Zelllysat vergleichbare Ergebnisse erzielte. Hierbei wurde der EziG3 Fe(lll) Trager
zu einem mit der aufgereinigten AMDase-CLGIPL-Mutante und dem Zelllysat inkubiert. Die
Trager wurden anschlieBend auf die spezifische Aktivitat pro Gramm eingesetzter Praparation
in zwei wiederholten Batch-Experimenten untersucht (Abbildung 30). Die Analyse zeigte mit
dem immobilisierten Zelllysat eine 60 % geringere Aktivitat als in dem Vergleichsexperiment
mit dem immobilisierten aufgereinigten Enzym erzielt wurde. Ein erneuter Einsatz der beiden
Praparate zeigte in diesem Experiment ebenfalls einen hohen Aktivitatsverlust in der
Wiederverwendung. Mit dem aufgereinigten, immobilisierten Enzym ist in der zweiten
Anwendung nur noch 17 % der anfanglichen Aktivitat zu beobachten und mit dem
immobilisiertem Enzym aus dem Zelllysat konnte nur noch 4 % der anfanglichen Aktivitat

detektiert werden.

LU | | . e -

_ Abbildung 30: Spezifische Anfangsaktivitaten
;% Aufgereinigtes Enzym | _| der immobilisierten AMDase-CLGIPL-Mutante
§ . %Zelﬁysat i ' an EziG3 Fe(lll) immobilisiert mit dem
% aufgereinigten  Enzym und mit  der

f‘g 608 — ] Immobilisierung aus dem Zelllysat.
3 Reaktionsbedingungen: V =50mL,
o Wi =1 Uriner=400tpm, pH8, G pw, st = 25 mM,
g T=30°C, 2¢g/L Trager mit immobilisiertem
E 200 — - Enzym. Zwischen den wiederholten Batch-
(% ' Experimenten wurde der Trager durch
0 Zentrifugation separiert und bei 4 °C gelagert.
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Batch Nr.

Die Aktivitat ist mit der immobilisierten AMDase-CLGIPL-Mutanten aus dem Zelllysat deutlich
geringer als mit dem aufgereinigten Enzym. Bei der Anbindung Uber die Komplexierung
werden speziell die N-terminalen Hiss-Tags der AMDase angebunden. Die deutlich geringere
Aktivitdt kann durch mehrere Ursachen hervorgerufen werden: Die vorhandenen
Bindepositionen kénnen durch die im Zelllysat anwesenden Proteine blockiert werden
und/oder es kann im Verlauf der Immobilisierung zur Desaktivierung des Zielproteins kommen.
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Zur weiteren Analyse wurde der Affinitatstrager EziG3 Fe(lll) weiter analysiert (Abschnitt
2.4.2).

2.4.2 Optimierungsversuche mit Affinitatstrager

Die Analysen der Immobilisierung mit dem Affinitatstrager zeigten vielversprechende
Ergebnisse mit hohen Aktivitdten. Jedoch ist der Aktivitatsverlust in der wiederholten
Anwendung des Tragers hoch und die Immobilisierung des Zelllysats an den Affinitatstrager
zeigte deutlich niedrigere Aktivitaten als mit dem aufgereinigten Enzym. Zur weiteren Analyse
wurde der Einfluss von Protease-Inhibitoren und die Immobilisierungsdauer auf die Aktivitat
untersucht (Abbildung 31).

Die Immobilisierung aus dem Zelllysat kann von dem Abbau des Zielenzyms durch zellinterne
Proteasen beeinflusst sein. Um zu analysieren, ob Proteasen einen Aktivitatsverlust bei der
Immobilisierung des Zelllysats hervorgerufen haben, wurde die Immobilisierung in einem
parallelen Ansatz einmal mit Zufligen eines Protease-Hemmers und ohne diesen Zusatzstoff
durchgefihrt. Hierbei konnte ein Anstieg der spezifischen Aktivitdt pro Gramm Préparat von
40 U/grrager erreicht werden, was wiederum auf einen Abbau des Zielproteins im
Immobilisierungsprozess von zellinternen Proteasen im Zelllysat schlieBen l&sst.

Eine Reduktion der Immobilsierungsdauer auf 1 h fihrte ebenfalls zu einer héheren Aktivitat
von 180 U/grger gegenuber 98 U/grager i dem  Vergleichsexperiment mit  der

Immobilisierungsdauer von 16 h.

1000
— 900 - Bl Aufgereinigtes Enzym, 16 h Immo
2 aim_ i B Zell-Lysat, 16 h Immo
o B Zell-Lysat, 16 h Immo, Proteasehemmer
2, 700 — ] Zell-Lysat, 1 h Immo
T 600 — [ITIT]) Aufgereinigtes Enzym, 1 h Immo
= B Zell-Lysat, 0,5 h Immo
2 900+ E22] Zell-Lysat, 0.5 h Immo Puffer
o 400 —
S 300 o
2
N 200 —
® 100 — 7
0 -

Abbildung 31: Vergleich der spezifischen Aktivitdt der immobilisierten aufgereinigten und AMDase-CLGIPL-
Mutanten aus dem Zelllysat an EziG3 Fe(lll) Trager in der Phenylmalonsdure Umsetzung.

Reaktionsbedingungen: V = 50 mL, Urihrer = 400 rpm, pH 8, c pm, stat =25 mM, T =30 °C, 2 g/L Trager mit
immobilisiertem Enzym. Zwischen den wiederholten Batch-Experimenten wurde der Trager durch Zentrifugation

separiert und bei 4 °C gelagert.
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Ein weiteres Experiment mit dem aufgereinigtem Enzym mit Reduktion der
Immobilisierungsdauer auf 1 h zeigte 51 % geringere Aktivitat des Immobilisates im Vergleich
zu einer Immobilisierung Uber eine Immobilisierungszeit von 16 h. Dabei kann man davon
ausgehen, dass die Immobilisierungszeit nicht ausreichte, um das Enzym an alle funktionellen
Gruppen des Tragers anzubinden. Fir das immobilisierte Zelllysat mit einer Verklrzung der
Immobilisierungszeit auf 1 h konnte hingegen eine Verdopplung der Aktivitat gegenlber des
Vergleichsexperiments mit einer 16 h Immobilisierung beobachtet werden. Dieses Resultat
bestatigt, dass das Zielenzym im Zelllysat durch Proteasen zersetzt wird.

Bei einer weiteren Verkirzung der Immobilisierungszeit des Zelllysats auf 0,5 h stieg die
Aktivitat auf 316 U/grager. Eine wiederholte Anwendung dieses Immobilisates zeigte jedoch
lediglich 14 U/grager, ~Was  einem  Aktivitdtsverlust von 97 %  entspricht.
Immobilisierungsversuche unter Einsatz von Puffern im Immobilisierungsmedium und/oder
dem Reaktionspuffer ergaben ebenfalls keine Verbesserung der Aktivitaten.

In einer wiederholten Anwendung der komplexbildenden immobilisierten Enzyme konnte fir
die Praparation mit aufgereinigtem Enzym, unabhangig von der Immobilisierungszeit, eine
Restaktivitdt von 17 % detektiert werden. Die Restaktivitdt des immobilisierten Zelllysats in
einer wiederholten Anwendung lag bei 4 % gegenuber der ersten Anwendung. Demnach ist
die Aktivitdt des komplex immobilisierten Enzymes aus dem Zelllysat gegenidber dem
aufgereinigtem Enzym geringer und in der Wiederverwendung ist ein h6herer Aktivitatsverlust
detektierbar.

2.4.3 Vergleich der verbleibenden Aktivitat in wiederholten Batch-Versuchen

Die Wiederverwendbarkeit des immobilisierten Enzymes ist der entscheidende Parameter um
den zusatzlichen Kostenfaktor zu kompensieren. Zwei Praparate wurden hierflir ausgewahlt
um die immobilisierte AMDase-CLGIPL-Mutante bei der Umsetzung von Phenylmalonséure
zu analysieren. Hierfir wurde der EziG1 Co(ll) Trager gewahlt, welcher in den ersten
Screening der Tragermaterialien die besten Resultate zeigte. Zum Vergleich wurde ein Trager
mit kovalenter Anbindung gewahlt (Amino C2 Acrylat). Beide Trager wurden in 100 mL
RUhrkesselreaktoren auf die verbleibende Aktivitat des Immobilisates untersucht (

Abbildung 32).
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e ! ' I Abbildung 32: Aktivitét der immobilisierten
T 80 E\ﬁﬁl %3(gecrwat _ aufgereinigten AMDase-CLGIPL an EziG1
s Co(ll) und Amino C2 Acrylattrdger in
= wiederholten Batch-Versuchen.
g 00 = ] Reaktionsbedingungen: V =100 mL,
% URrahrer = 400 rpm, pH 7, C pum, stat = 20 mM,
é 70— - T =230 °C, 2 g/L Trager mit immobilisiertem
@ Enzym. Zwischen den wiederholten Batch-
ﬁ 20 — — Experimenten wurde der Trager von der
= Reaktionslésung separiert und bei 4 °C
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In beiden Ansatzen zeigte die Analyse einen hohen Aktivitatsverlust bei der zweiten
Anwendung. Dies kénnte an dem unspezifisch adsorptiv angebundenen Enzym liegen,
welches nach der ersten Anwendung mit abgespilt wurde. In den nachfolgenden
Anwendungen (2.— 4. Batch) ist bei dem komplex immobilisierten Enzym in jeder Rezyklierung
ungeféhr eine Halbierung der enzymatischen Aktivitat zu beobachten. Der Aktivitéatsverlust bei
dem kovalent immobilisierten Enzym war um 20-30 % geringer als bei dem komplex
immobilisiertem Enzym ab dem zweiten Batch.

Die geringen Aktivitditen der komplexen Immobilisierung aus dem Zelllysat und die hohen
Aktivitatsverluste in der erneuten Anwendung zeigen deutlich, dass diese Préaparation fir den
angestrebten Prozess nicht geeignet ist. Flr die nachfolgende Prozessentwicklung wurde die
kovalente Immobilisierung an dem Trager Amino C2 Acrylat gewahlt, um ein méglichst stabiles
fest angebundenes Enzym zu generieren.

Die aufgereingte immobilisierte AMDase-CLGIPL-Mutante wurde weiter in der Umsetzung von
einer héheren Konzentration (100 mM) der Naproxenmalonsaure analysiert (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Umsetzung von Naproxenmalonsaure katalysiert durch die immobilisierte AMDase-CLGIPL-
Mutante an Amino C2 Acrylat in wiederholten Batch-Experimenten (A) und die enzymatische Restaktivitaten (B).
Reaktionsbedingungen: V = 1,5 mL, Uschatter = 1500 rpm, pH 8, ¢ nv, stat = 100 mM, T = 30 °C, 66,7 g/L Trager
mit immobilisiertem Enzym, Beladung: 80,7 mgenzym/gTrager, Zwischen den wiederholten Batch-Experimenten

wurde der Trager von der Reaktionslésung separiert und bei 4 °C gelagert.

Das Immobilisat konnte fir die Naproxen-Synthese in sechs wiederholten Anwendungen
eingesetzt werden. Dabei konnten hohe Aktivitatsverluste von 72 % vom ersten zum zweiten
Batch detektiert werden. Dies kann durch ein mégliches Abspilen von nicht koordinativ
gebundenen Enzym erklart werden. Der Aktivitatsverlust in den darauffolgenden
Anwendungen weist geringere Werte auf. Unabhangig von dem Substrat bzw. der
Konzentration ist in den wiederholten Anwendungen des immobilisierten Enzymes ein
vergleichbarer Aktivitatsverlust detektierbar. Da fir den Bioprozess letztendlich ein méglichst
stabiles Praparat angestrebt wird, sind Optimierungen erforderlich. Im folgenden Abschnitt 2.5
sind weitere Optimierungsversuche fir die immobilisierte AMDase an Amino C2 Acrylat

beschrieben.

e Das Enzym konnte erfolgreich immobilisiert werden. Die komplexe Immobilisierung
zeigte hohe Aktivitaten, jedoch starke Aktivitédtsverluste in den wiederholten
Anwendungen.

e Fir weitere Experimente wurde ein kovalent angebundenes Enzym an

Acrylattrager gewahlt.
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2.5 Optimierungsversuche des kovalent immobilisierten Enzymes?
Mit der Immobilisierung des freien aufgereingten Enzymes konnte eine deutliche
Stabilitatssteigerung erreicht werden. Das Ziel der nachfolgenden Experimente ist es die

Anwendung des immobilisierten Enzymes weiter fir die Prozessanwendung zu optimieren.

2.5.1 Immobilisierung des Enzymes aus dem Zelllysat

Eine der zeitintensivsten und mit hohen Kosten verbundenen Schritte fiir die biokatalytische
Produktion von Profenen stellt die Bereitstellung des Biokatalysators fiir die Synthese dar. Die
Kosten fir die Enzymproduktion ist einer der essentiellen Parameter der einen Einfluss auf die
Rentabilitédt des biokatalytischen Verfahrens hat. Die enzymatische Aufreinigung stellt hierbei
eine Erhdéhung der Kosten um das Uber 10-fache gegeniber dem Einsatz als Ganzzell-
Biokatalysator dar (Tufvesson et al. 2011). Bei manchen ausgewéhlten Prozessen kann das
Enzym nicht als Ganzzell-Biokatalysator eingesetzt werden, da durch zellinterne Proteine
ebenfalls unerwiinschte Nebenreaktionen auftreten kénnen. Das Ziel ist es mit der einfachsten
Form des Biokatalysators zu arbeiten, um mdglichst Prozesskosten einzusparen (Pollard &
Woodley 2007).

Die Immobilisierung des aufgereinigten Enzymes konnte erfolgreich in aktiver und stabilisierter
Form gezeigt werden. Um den Schritt der enzymatischen Aufreinigung zu umgehen, wurde fir
die Immobilisierung in Folgeexperimenten zunachst die Immobilisierung vergleichend sowohl
mit dem aufgereinigten Enzym und mit dem Zelllysat durchgefihrt. In wiederholten Batch-
Versuchen wurden Aktivitdt und Stabilitdt der Immobilisate bei der Umsetzung von
Phenylmalons&ure analysiert. (Abbildung 34).

Mit dem immobilisierten Zelllysat konnten 30 % der katalytischen Aktivitdt pro Gramm
Praparation erreicht werden. Die spezifische Aktivitdt des immobilisierten aufgereinigten
Enzymes ist in einer vierten wiederholten Anwendung von anfénglichen 130 U/grrager auf
40 U/grrager gesunken. Dies entspricht einem 70 %igen Aktivitétsverlust. In der Anwendung des
immobilisierten Zelllysats konnte ein wesentlich geringerer Aktivitatsverlust von 40 % ermittelt
werden (42 auf 25 U/grrager). Die immobilisierte AMDase-CLGIPL-Mutante an dem Amino C2
Acrylattrager scheint in einer co-immobilisierten Form mit umgebenden Proteinen aus dem

Zelllysat eine hdhere Stabilitéat aufzuweisen. Dieser Effekt kann mdéglicherweise durch die

3 Anteile dieses Kapitels wurden publiziert in ABmann et al. (2017a):

ABmann M., Magge C., GaBmeyer S., Enoki J., Hilterhaus L., Kourist R., Liese A. and Kara S., Improvement of the
process stability of arylmalonate decarboxylase by immobilization for biocatalytic profen synthesis. (2017), Front.
Microbiol., 8:448, 1-8. doi: 10.3389/fmicb.2017.00448.
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veranderten Oberflacheneigenschaften des Enzymes durch die anderen umgebenden
Proteine verursacht werden. Dieser stabilisierende Effekt von umgebenden Proteinen im
Immobilisierungsprozess wird teilweise genutzt um stabile Enzympraparationen herzustellen,
wie z.B. bei der Co-Immobilisierung von BSA als Helferprotein in der Herstellung von
quervernetzten Enzymaggregaten (CLEA, engl.: cross-linked enzyme aggregates) (Ahumada
et al. 2015).
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Zur genaueren Analyse der Proteinverteilung im Zelllysat und des Expressionslevels des
Zielproteins der AMDase-CLGIPL wurde eine SDS-PAGE durchgeflhrt (Abbildung 35). Die
Untersuchung vor und nach der Immobilisierung zeigte, dass die gesamte Proteinmenge des
Zelllysats gleichbleibend im Immobilisierungsprozess war. Die Immobilisierung Uber den
Glutartaldehyd aktivierten Trager bindet gleichméBig das Proteingemisch. Die
Aktivitdtsanalyse ergab, dass 30 % des gesamten Zelllysats aus der AMDase-CLGIPL-
Mutanten besteht, welches mit der Expressionsanalyse gut Gbereinstimmt.

51



Ergebnisse

Abbildung 35: SDS-PAGE von dem Zelllysat der
exprimierten AMDase vor und nach der
80 Immobilisierung. L (Marker): Thermo Scientific
130

100
70

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder; 1: Zelllysat
(39 pg Protein/Spur); 2: Zelllysat nach Immobilisierung
(14 pug Protein/Spur); 3: Waschschritt mit Wasser (3 ug
Protein/ Spur); 4: Waschschritt mit 0,5 M NaCl (0.3 ug
Protein/Spur). AMDase: 25 kDa.
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Die Immobilisierung des Enzymes unter Verwendung des Zelllysats in aktiver Form kann an
den Acrylattrager gut realisiert werden. Zudem zeigte dieses Immobilisat einen geringeren
Aktivitatsverlust in der Wiederverwendung. Diese Praparation wurde fir weitere

Optimierungsversuche verwendet.

2.5.2 Beschichtung des immobilisierten Enzymes mit Polymeren

Die enzymatische Stabilitdt der AMDase-CLGIPL konnte erfolgreich mit der kovalenten
Anbindung an den Acrylattréger gesteigert werden. Eine weitere Mdglichkeit das immobilisierte
Enzym auf dem Tréagermaterial zu stabilisieren stellt die Beschichtung mit verschiedenen
geladenen Polymeren dar (Bozzini et al. 2013). Diese Methode kann als Einfach- oder
Mehrfachbeschichtung (sog Layer-by-Layer Methode) angewendet werden. Bei letzterem wird
die Beschichtung abwechselnd mit positiven und negativ geladenen Polymeren realisiert, wie
schematisch in Abbildung 36 gezeigt ist.

52



Ergebnisse

Polystyrolsulfonat Poly(diallyldimethylammonium chlorid)
PSS PDDA
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Abbildung 36: Beschichtung des immobilisierten Enzymes auf dem Trager mit ionischen Polymeren mit der Layer-
by-Layer-Methode.

Far die Beschichtung wurde sowohl das Polystyrolsulfonat (PSS) als auch das
Poly(diallyldimethylammoniumchlorid) (PDDA) eingesetzt. Zunéchst erfolgte eine Analyse der
enzymatischen Aktivitat des immobilisierten Enzymes mit einer einfachen Beschichtung. Die
einfach beschichteten Immobilisate wurden in Batch-Experimenten (1 mL Volumen) auf die
spezifischen Aktivitdten in finf wiederholten Anwendungen untersucht (Abbildung 37). Die
spezifische Aktivitat des beschichteten Immobilisates zeigte eine Verringerung der Aktivitat
durch die Beschichtung der Préaparationen flr das positiv und negativ beschichtete Préaparat
gegeniber einem Vergleichsexperiment mit unbeschichteten Immobilisat. In den wiederholten
Batch-Experimenten ist kein signifikanter Unterschied zwischen den positiven und negativ
geladenen Polymeren zu sehen. Innerhalb von funf Wiederholungsversuchen zeigte der
unbeschichtete Trager in den ersten vier Anwendungen hoOhere Aktivitdten als die
beschichteten Trager. In einer finften Anwendung konnte fir den mit dem positiv geladenen
PDDA beschichteten Trager gegentber den unbeschichteten und PSS beschichteten Trager
eine geringfigig héhere Aktivitat mit 5 U/grrager gemessen werden. Wobei die Aktivitat in den
wiederholten Anwendungen von unter 20 U/grager auf Uber 30 U/grrager in einer funften
Anwendung angestiegen ist. Dieser Anstieg wurde ebenfalls fir das negativ beschichtete
Immobilisat beobachtet der mit 5 U/grragerjedoch schwécher ausgeprégt ist.
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Zur weiteren Analyse der Polymerbeschichtung wurde das immobilisierte Enzym zudem noch
auf eine mogliche Mehrfachbeschichtung untersucht. Hierbei wurde das Immobilisat mit einer
finffachen Beschichtung versehen, um die Auswirkung in wiederholten Batch-Versuchen zu
untersuchen (Abbildung 38). Das Immobilisat wurde hierbei abwechselnd mit positivem und
negativ geladenem Polymer beschichtet. Die spezifische Aktivitat des Immobilisates war mit
einer mehrfachen Beschichtung geringer als mit unbeschichteten Trager in
Vergleichsexperimenten zeigten. Die Aktivitdten sind mit mehrfacher Polymerschicht etwas
geringer als mit einfacher Beschichtung. Wobei auch hier ein tendenzieller Anstieg der
Aktivitaten in der wiederholten Anwendung beobachtet werden konnte.
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Abbildung 38: Wiederholte Batch-Versuche
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Eine mogliche Erklarung fur die Aktivitdtserhbhung in der Wiederverwendung der
polymertberzogenen Trager kann eine Blockierung des pordsen Tragermaterials durch
Polymere sein. Dies schrankt die freie Zuganglichkeit zu dem immobilisierten Enzym ein,
wodurch die Aktivitat verringert wird. Zwischen den erneuten Anwendungen wird in den
Waschschritten Polymermaterial mit abgetragen. Dies kénnte dazu beitragen dass
unzugangliche, zuvor verstopfte, Poren wieder freigelegt werden.

Da die Beschichtung ein Herabsenken der Aktivitat verursacht und zudem kein signifikanter
Einfluss auf die Stabilitédt beobachtet werden konnte, wurden weitere Optimierungen mit dem
unbeschichteten Immobilisat durchgefihrt.

2.5.3 Einsatz von PEGsno in der Synthese mit immobilisierten Enzym

In Experimenten mit freiem Enzym konnte ein stabilisierender Effekt unter Einsatz von PEGeoo
gefunden werden (Abschnitt 2.3). In folgenden Experimenten wurde der Einfluss von
10 % (v/v) PEGsoo auf das immobilisierte Enzym auf Acrylattréger analysiert und mit Hinblick
auf die spezifischen Aktivitidten pro Menge an eingesetztem Trager-Material untersucht
(Abbildung 39).

L I I I I ,
Abbildung 39: Einsatz von Polyethylenglycol in der
Il ohne PEG o . .
80 — , 600 Reaktionslésung mit immobilisierter AMDase-CLGIPL-
) DN 10 % (viv) PEG. . . )
(= Mutante aus dem Zelllysat an Amino C2 Acrylat in der
&0 60 — - Phenylmalonsaure Umsetzung.
>
= Reaktionsbedingungen: V = 50 mL, Uritrer = 400 rpm,
£ 40 — - oH8, Crmsai=25mM, T=30°C, 0% oder
Q
e 20 10 % (v/v) PEGeoo, 10 g/L Trager mit immobilisiertem
] Enzym. Zwischen den wiederholten  Batch-
0 'ﬂ_ Experimenten wurde der Trager von der

Reaktionslésung separiert und bei 4 °C gelagert.

1 2 3 4 5
Batch Nr.

Die Analyse mit und ohne den Einsatz von 10 %(v/v) PEGew beim Umsatz von
Phenylmalonséaure ergab eine geringere Aktivitat des immobilisierten Enzymes bei Einsatz des
Zusatzstoffs. Ohne Zusatze konnte eine spezifische Aktivitat von 38 U/grrager detektiert werden,
wohingegen mit Zugabe von 10 %(v/v) PEGeoo die Aktivitat bei 33 U/grager liegt. Bei der
Wiederverwendung konnte ein noch stérkerer Aktivitdtsverlust in den Batch-Versuchen mit
PEGesoo beobachtet werden. Ohne Zusétze kann bei der finften Anwendung des Immobilisats
noch eine Restaktivitat von 12 U/grager gemessen werden, wahrend die Restaktivitat mit
10 % (v/v) PEGsoo nur noch beil U/grager liegt. Eine mégliche Ursache kdnnte das Verstopfen
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der Poren des Tragermaterials mit dem Polymer sein, welches zuvor bereits bei der
Polymerbeschichtung beobachtet werden konnte. Hierbei wird die Zuganglichkeit zu dem auch
im Inneren des Tragers immobilisierten Enzymes zunehmend eingeschranki.
Zusammenfassend hat PEGso einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt und die
Wiederverwendbarkeit des immobilisierten Enzyms. Fir Folgeexperimente wurde

entsprechend ein Reaktionsgemisch ohne weitere Zusatze gewahlt.

2.5.4 Temperaturabhangige Prozessstabilitat des immobilisierten Enzymes

Wie bereits fir das freie Enzym gezeigt wurde, kann die Temperatur ein wichtiger Faktor fur
die enzymatische Stabilitét sein (Abschnitt 2.3). Die Prozessstabilitat des an dem Acrylattrager
immobilisierten Enzymes wurde mit Hilfe von Experimenten im kleinen MaBstab (1 mL) flr vier
verschiedenen Temperaturen untersucht (15, 25, 30 und 35 °C). Das immobilisierte Enzym
aus dem Zelllysat wurde unter Schitteln beider jeweiligen Temperatur inkubiert und die
verbleibende Aktivitdt wahrend dem Umsatz von Naproxenmalonsdure gemessen.

Die spezifischen Aktivitaten wurden Gber einen Zeitraum von 13 Tagen, mit den Temperaturen
von 15 °C und 25 °C (Abbildung 40) und Uber einen Zeitraum von 23 Tagen mit 30 und 35 °C
(Abbildung 41) analysiert.

10 I | I T I

A

B 15°C Exp. Daten
0,8 — ——Fit (15°C): y = 0,4042¢°%% |
R?=0,8667
A A 25°C Exp. Daten
—— Fit (25°C): y = 0,802797%

0,6 — R’=0,8702 —

o
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o
o

Spezifische Aktivitat [U/mg, Enzym]

=
[}

Zeit (d)
Abbildung 40: Spezifische Aktivitdten der immobilisierten AMDase-CLGIPL aus dem Zelllysat an Amino C2
Acrylat unter Prozessbedingungen bei 15 und 25 °C. Reaktionsbedingungen: V = 1 mL, Uschitter = 900 rpm, pH 8
(justiert mit 1 M NaOH), ¢ nm, start =25 mM, T =15 und 25°C, 100 g/L Trager mit immobilisiertem Enzym.
Zwischen den Messungen der Anfangsaktivitat wurde der Trager weiter unter Prozessbedingungen mit der

jeweiligen Temperatur in H20, pH 8 mit 900 rpm inkubiert.
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Abbildung 41: Spezifische Aktivitdten der immobilisierten AMDase-CLGIPL aus dem Zelllysat an Amino C2
Acrylat unter Prozessbedingungen bei 30 und 35 °C. Reaktionsbedingungen: V = 1 mL, Uschittier = 900 rpm, pH 8
(justiert mit 1 M NaOH), ¢ nm, start =25 mM, T =30 und 35°C, 100 g/L Trager mit immobilisiertem Enzym.
Zwischen den Messungen der Anfangsaktivitdt wurde der Trager weiter unter Prozessbedingungen mit der

jeweiligen Temperatur in H20, pH 8 mit 900 rpm inkubiert.

Die Reaktion bei 15 °C zeigte eine deutlich niedrigere spezifische Aktivitat im Vergleich zu den
anderen Temperaturen. Eine Temperaturerhbhung von 15 auf 25°C flihrte zu einer
Verdopplung der spezifischen Aktivitdt von 0,4 auf Gber 0,8 U/M@immoEenzym. Eine weitere
Temperaturerhdhung auf 30 bzw. 35 °C erzielte keinen signifikanten Anstieg der Aktivitat.
Tabelle 17 fasst die Werte der Stabilitatsmessung zusammen. Die Analyse der spezifischen
Aktivitdten bei verschiedenen Temperaturen zeigte, dass das immobilisierte Enzym bei
Erniedrigung der Temperatur eine hdhere Stabilitdt aufweist. Mit 15°C konnte eine
Halbwertszeit von Uber 18 Tagen erreicht werden, jedoch bei geringer Aktivitat. Mit einer
Temperatur von 30 °C, wie sie zuvor verwendet wurde, konnte die Halbwertszeit auf 8,6 Tage
(206,4 h) erhdéht werden. Dies entspricht einer Uber 170-fachen Steigerung der Stabilitat

gegenlber der des freien Enzymes (ti2= 1,2 h).
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Tabelle 8: Berechnete Prozessparameter der Stabilitdtsstudie bei 15 bis 35 °C.

Temperatur [°C] Kcat Kges T2 TTN
[d7] [d] [d] [-]
15 14551 0,038 18,2 382.926
25 28897 0,074 9,4 390.502
30 29405 0,081 8,6 363.022
35 22331 0,08 8,7 279.135

Mit Verringerung der Temperatur steigt die TTN von 279.000 bei 35 °C auf ca. 400.000 bei
Temperaturen von 25 °C und 15 °C deutlich an. Mit diesem Anstieg ist allerdings auch eine
Erhéhung der bendtigten Reaktionszeit verbunden. Die Reaktionszeit ist fir eine industrielle
Anwendung ein wichtiger Parameter. Abbildung 42 verdeutlicht den Zusammenhang der
berechneten TTN Werte und den benétigten Zeitverbrauch, welche zum Erreichen bis zur
enzymatischen Desaktivierung (Annahme: 0,1 % Restaktivitat) bendtigt wird. Die Berechnung
wurde mit der Annahme von einer 0,1 %igen Restaktivitat durchgefthrt, da der exponentiell
abfallende Fit zur Ermittlung der Desaktivierung die Zeitachse (X-Achse) nur asymptotisch

annéhert.
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Abbildung 42: Berechnete TTN Werte und theoretisch bendtigter Zeitverbrauch zum Erreichen der TTN bei
verschiedenen  Reaktionstemperaturen  der  immobilisierten ~ AMDase-CLGIPL-Mutante  in  der
Naproxenmalonsaure Umsetzung.
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Der Bioprozess mit der immobilisierten AMDase-CLGIPL-Mutante kann mit Temperaturen von
25°C und 30°C am effektivsten realisiert werden. Fir die Folgeexperimente mit
immobilisierten Enzym wurde weiterhin eine Temperatur von 30 °C gewahlt. Diese Temperatur
stellt einen guten Kompromiss zwischen katalytischer Aktivitdt und Stabilitdt dar. Eine
Prozessflihrung bei 25 °C ist ebenfalls denkbar, da hierbei Heizenergie eingespart werden
kann.

Im folgenden Abschnitt 0 wird das immobilisierte Enzym detailliert flr die weitere
Bioprozessgestaltung charakterisiert.

e Die Immobilisierung des Enzymes aus dem Zelllysat konnte erfolgreich
demonstriert werden und wird fir die weitere Prozessentwicklung angewendet.

e Weitere Optimierungen, wie die Beschichtung des Tragers ergaben keine weitere
Verbesserung.

e Untersuchungen der Stabilitat bei 30 °C zeigten eine Uber 170-fache
Stabilitatssteigerung.

2.6 Charakterisierung der immobilisierten AMDase-CLGIPL*

2.6.1 Kinetische Charakterisierung

Fir die kinetische Untersuchung des immobilisierten Enzymes wurde eine kovalente
Immobilisierungsvariante an einen Amino C2 Acrylattrager gewahlt, um die AMDase-CLGIPL
aus dem Zelllysat zu fixieren. Das immobilisierte Enzym wurde auf die Umsetzung von
Naproxenmalonsaure in einem Konzentrationsbereich von 0,1 mM bis 100 mM untersucht
(Abbildung 43).

Hierbei zeigt das Enzym ein deutliches Michaelis-Menten Verhalten in der Umsetzung und
weist eine maximale Umsetzungsrate Vmax von 3,62 + 0,1 U/mgimmo enzym auf. Dies entspricht
60 % der Aktivitat, die fur die freie AMDase-CLGIPL in der Naproxenmalonsaure Umsetzung
ermittelt werden konnte (Keat, freies Enzym = 151 min™  und  Kcat, mmo = 90 min~"). In  dem

analysierten Substratbereich bis 100 MM war keine Substratliberschussinhibierung

4 Anteile dieses Kapitels wurden publiziert in ABmann et al. (2017b):
ABmann, M., Stébener, A., Migge, C., GaBmeyer, S.K., Hilterhaus, L., Kourist, R., Liese, A. & Kara, S. 2017.
Reaction engineering of biocatalytic (S)-naproxen synthesis integrating in-line process monitoring by Raman
spectroscopy. React. Chem. Eng. 33, 302. DOI: 10.1039/c7re00043j
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feststellbar. Die scheinbare Michaelis-Menten-Konstante des immobilisierten Enzyms hat
einen Wert von Ku = 22.14 + 0.1 mM. Die Affinitat infolge der Immobilisierung ist im Vergleich
zum freien Enzym mit einem Kyu von 0.075 = 0.024 mM um den Faktor 300 gesunken. Das
immobilisierte Enzym bendtigt demnach eine héhere Substratkonzentration, um die maximale
Umsetzungsrate zu erreichen. Diese Beobachtung ist ein bekanntes Phanomen und wurde
bereits in anderen Studien bei der Immobilisierung von Enzymen an Tragermaterialien
festgestellt (Sardar et al. 2003). In anderen Fallen kann allerdings auch eine Erhdéhung der
enzymatischen Aktivitat erreicht werden, wie z.B. bei der Immobilisierung einiger Lipasen, da
diese hierbei in der aktiven Form stabilisiert wird (Mateo et al. 2007).

4
| | I J Abbildung 43: Kinetische Charakterisierung der
B Experimentelle Daten (S)-selektiven ~ AMDase-Mutante  in  der
— Fit Michaelis-Menten .
3 Umsetzung von Naproxenmalonsaure.

Reaktionsbedingungen:

V =1 mL, Uschitier =900 rpm, pH 8 (justiert mit
1M NaOH), ¢, stat=0—100mM, T =30,
Variierende Menge Trager mit immobilisiertem

Enzym. Beladung: 8,6 mgampase-Mutante/QTrager.

Anfangsaktivitat [U/mg, ]

| | | |
0 20 40 60 80 100

Naproxenmalonséure [mM]

Die Immobilisierung des Enzymes veréndert die Mikroumgebung des Enzymes durch das
umgebende Tragermaterial. Dies kann Veranderungen der Kkinetischen Parameter
hervorrufen, was in den meisten Féllen zu einer herabgesetzten maximalen Umsetzungsrate
durch die Immobilisierung fihrt (Guisan 2006). Jedoch wird die reduzierte Aktivitat meist durch
die Stabilisierung und damit Erhéhung der Produktivitdt durch die Immobilisierung
kompensiert.

Das Enzym wird bei der Immobilisierung sowohl an der Trageroberflache, als auch in dem
Inneren des pordsen Materials fixiert (Porenvolumen 1,14 mL/gtrager). FUr den Substratumsatz
ist es erforderlich, dass das Substrat in das porése Material diffundiert. Beeintrachtigungen bei
diesem diffusiven Stofftransport werden als Diffusionslimitierung des immobilisierten Enzyms
bezeichnet (Liese & Hilterhaus 2013). Grundsatzlich wird zwischen der internen und externen
Diffusionslimitierung unterschieden, wobei in Abschnitt 1.1.2 auf die externe
Diffusionslimitierung des hier betrachteten Systems genauer eingegangen wird.
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Far die Wahl des optimalen Reaktorsystems fir die Biosynthese von Profenen ist es wichtig
den Einfluss des gebildeten Produktes auf die enzymatische Aktivitat zu kennen. Insbesondere
im Fall von kontinuierlich betriebenen Reaktoren, wie einem gepackten Strémungsrohr-
Reaktor (engl.: Plug flow reactor, PFR) oder einem Kkontinuierlich betriebenen
RUhrkesselreaktor (engl. Continuously Stirred tank reactor, CSTR) kann eine starke
Inhibierung durch das gebildete Produkt den Vollumsatz verhindern. Im in dieser Arbeit
diskutierten System kénnte das gebildete Produkt Naproxen eine Reduktion des Umsatzes
auslésen, da die AMDase dafiir bekannt ist, in Anwesenheit des Produktes einen signifikanten
Aktivitatsverlust aufzuweisen (Obata & Nakasako 2010). Ebenfalls wurde im Rahmen dieser
Studie ein geringer Aktivitatsverlust der freien AMDase-CLGIPL-Mutante in der Anwesenheit
von Naproxen in der Umsetzung von Naproxenmalonsaure beobachtet (Absatz 2.2.2).

Zur weiteren kinetischen Charakterisierung wurde das Reaktionssystem im Hinblick auf eine
maogliche kompetitive Produktinhibierung durch Naproxen untersucht. Fir diesen Zweck wurde
das immobilisierte Enzym auf die Veranderungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten bei
einer konstanten Substratkonzentration von 45 mM Naproxenmalonsaure in der Anwesenheit
von 0 bis 70 mM Naproxen untersucht (Abbildung 44). Die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten im betrachteten Konzentrationsbereich sinken von
2,5 U/mgimmo 0hne Naproxen zu 1,4 U/mgimmo mit einer Konzentration von 67 mM Naproxen.
Demnach ist die immobilisierte AMDase-CLGIPL durch das Naproxen inhibiert. Mit Hilfe eines
Fit Modells, basierend auf die Michaelis-Menten Kinetik mit kompetitiver Produktinhibierung
konnte eine Inhibitorkonstante K; von 26,34 + 1,4 mM fir Naproxen ermittelt werden (GI. 1).
Far eine effiziente Reaktion mit vollstandigen Umsatz sollte der Quotient aus der Michaelis-
Menten-Konstante und der Inhibitorkonstante kleiner eins sein (Kw/Ki< 1). Bei einem hdheren
Wert wére die enzymatische Affinitat des Enzymes gegeniber dem Produkt fir einen
vollstdndigen Umsatz zu groB3 (Lee & Whitesides 1986) (Liese et al. 1996). Das immobilisierte
Enzym weist einen Quotienten Kw/Kivon 0,84 auf, dementsprechend ist eine Reaktionsflihrung
ohne kontinuierliche Produktabtrennung méglich. Es kann festgehalten werden, dass durch
das Produkt Naproxen eine geringe Produktinhibierung im betrachteten System vorliegt.
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3.0
l l ! Abbildung 44: Untersuchung der kompetitiven
Q . . . .
E 25 - m -— Produktinhibierung der (S)-selektiven AMDase-
CE” Mutante in  der  Naproxenmalonsdure
é, 2.0 — u - Umsetzung mit verschiedenen
f:§ Startkonzentrationen von Naproxen.
% 1.5 — = ] Reaktionsbedingungen:
g - V = 1 mL, Uschatter = 900 rpm, pH 8 (justiert mit
% ’ 1 M NaOH), ¢ nm, start = 45 MM, C Nap, Start = 0—
Y—
= B Experimentelle Daten 70mM  T=230, 20g/L  Tréager mit
< 0.5 =1 | —Fit Michaelis-Ment ]
LA e L immobilisiertem Enzym. Beladung:
0.0 I I I 8,6 mgAMDase-Mutame/gTréger.
0 20 40 60 80
Naproxen [mM]
3.62 [L] x NM [mM]
= Vmax X [S] = ' mg
- [P] - ( NA [mM] )
Kys>x 1+ Ki,P) + [S] 22.14 yy [mM] x (1 + 26.3% yapm) + NM [mM]
Mit:
v Reaktionsgeschwindigkeit [U/mg]
Vmax Maximale Reaktionsgeschwindigkeit [U/m@]
S Substratkonzentration [mM]
Kwm Michaelis-Menten-Konstante [mM]
Ki Inhibitorkonstante [mM]
P Produktkonzentration [mM]

Mit Hilfe dieser Gleichung ist es mdglich eine Vorhersage Uber die Geschwindigkeit der
Reaktion zu erstellen und die Lange der Reaktionszeit fir die volle Umsetzung theoretisch zu

ermitteln.

2.6.2 Untersuchung auf mégliche externe Stofftransportlimitierungen

Bei der Immobilisierung an dem Trager kann es zu einer Diffusionslimitierung kommen, da das
Substrat zunachst die Barriere in den Trager Uberwinden muss, damit die enzymatisch
katalysierte Reaktion stattfinden kann. Eine experimentelle Mdglichkeit zur Untersuchung der
Diffusionslimitierung ist das Durchfihren der Reaktion in zwei Festbettreaktoren mit
unterschiedlichem Bettvolumen. Hierbei wird die Verweilzeit in beiden Festbettreaktoren Uber
die Anpassung des Volumenstromes der Substratldésung konstant gehalten. Um sich das
Verhalten genauer anschauen zu kénnen, werden Uber den Volumenstrom unterschiedliche
Verweilzeiten eingestellt. In beiden Festbettreaktoren steht fir den Umsatz zum Produkt die
gleiche Zeitspanne zur Verfligung, die Systeme unterscheiden sich nur in den Stromfluss
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durch das Festbett des gepacktien Tragers. Bei einer diffusionskontrollierten Reaktion hangt
die Umsetzung nicht nur von der Zeit ab, welche fur die Reaktion zur Verfigung steht, sondern
auch von dem Fluss durch das porése Material. Eine rein reaktionskontrollierte Biokatalyse mit
immobilisiertem Enzym weist bei gleichen Verweilzeiten identische Umsetzungsraten auf.
Besteht jedoch eine externe Diffusionslimitierung, kann eine héhere Umsetzung mit héheren
Flussraten beobachtet werden (Abbildung 45 (Liese & Hilterhaus 2013)).

Keine Diffusionslimitierung Externe Diffusionslimitierung
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Abbildung 45: Analyse auf mdgliche externe Stofftransportlimitierungen von immobilisierten Enzymen (Abbildung
nach (Liese & Hilterhaus 2013)).

Fur die experimentelle Ermittlung von mdglichen Stofftransportlimitierungen wurden zwei
Séulen mit der immobilisierten AMDase-CLGIPL an Amino C2 Acrylat gepackt und die
Umsetzung von einer 5 mM Flurbiprofenmalonséure Reaktionslésung bei vier verschiedenen

Verweilzeiten (1 =1, 2, 5 und 6 min) analysiert Abbildung 46.
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°--® Abbildung 46: Untersuchung der
z Stofftransportlimitierung der immobilisierten (S)-
30 - A —|  selektiven AMDase-CLGIPL an Amino C2 Acrylat in
Q\’? . | ‘ A zwei gepackten Saulen mit verschiedenen
:' oL Packungsvloumina (1,3 mL und 3,3mL). Die
ﬁ 20 + . ~| Flussraten wurden bei festgesetzten Verweilzeiten
g ,""A variiert (1= 1, 2, 5 und 6 min). Reaktionsbedingung:
10 ,'-" _ 5 mM Flurbiprofenmalonsaure, Raumtemperatur.
7 -A-V_ 133mL
- @V, 332mL
0 | | I
0 2 4 6 8
Verweilzeit [min]
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Mit steigender Verweilzeit sind Unterscheide zu beobachten, wobei bei geringer Verweilzeit
identische Umsétze erzielt werden konnten. Mit langeren Verweilzeiten ist bei dem
experimentellen Ansatz mit einem gréBeren Volumen des gepackten Tragers eine hdhere
Umsatzrate feststellbar als fir den Ansatz mit kleinen Packungsvolumen. Je hdher die
Flussrate, desto effizienter kann die Reaktionslésung in das Tragermaterial eindringen und
somit von dem immobilisierten Enzym zum Produkt umgesetzt werden. Der Fluss hat ebenfalls
einen Einfluss auf die Filmdiffussion. Mit Steigern der Flussgeschwindigkeit wird die
Filmschicht auf der Oberfache der Carrier geringer und damit auch der Einfluss der
Filmdiffusion. Beide Phanomene tragen dazu bei, dass ein héherer Umsatz im Fall einer
Diffusionslimitierung erzielt werden kann. Demnach liegt bei erhéhten Verweilzeiten zwischen

5 und 6 min eine externe Diffusionslimitierung vor.

2.6.3 Wahl des geeigneten Reaktorkonzepts

Die Charakterisierung des immobilisierten Enzymes zeigte einen hohen Ku-Wert in der
Umsetzung von Naproxenmalonsdure und einen inhibierenden Effekt durch das gebildete
Naproxen. Dies fihrt insbesondere in den Endphasen der Reaktion, mit geringen Substrat-
und hohen Produktkonzentrationen, zu einer deutlichen Reduktion der enzymatischen
Aktivitat. Ein kontinuierlich betriebener Rihrkesselreaktor (CSTR) kann demnach fir diese
Reaktion ausgeschlossen werden, da hierbei stetig eine hohe Produktkonzentration mit
niedriger Substratkonzentration vorliegt.

Als mdgliche Reaktortypen kommen das Strémungsrohr (PFR) und der Rlhrkesselreaktor
(STR) in Frage. Wahrend das Strdmungsrohr einen Konzentrationsgradienten im Verlauf des
Flusses der Reaktanden durch das Strdmungsrohr aufweist, ist dieser Gradient im
Ruhrkesselreaktorsystem Uber die Reaktionszeit vorhanden (vgl. Abschnitt 1.4.5, Abbildung
14). Als geeignetste Reaktorwahl ist im Rahmen dieser Arbeit ein Batch-Modus im
Rihrkesselreaktor gewahlt worden. Hierbei kann die vollstdndige Umsetzung zum Produkt
gewahrleistet und somit die Reaktion effizient durchgefihrt werden. Neben dem
handelsUblichen Rulhrkesselreaktor wurde dartber hinaus ein rotierender Festbettreaktor
gewalht. Hierbei liegt das immobilisierte Enzym im gepackten Festbett im Rihrerelement vor.
Die Reaktionslésung wird hierbei wahrend das Rihren durch das gepackte Bett mit
immobilisiertem Enzym gestromt. Dies soll insbesondere dazu beitragen Limitierungen durch

die Diffusion zu verringern.
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¢ Die Charakterisierung des immobilisierten Enzymes aus dem Zelllysat zeigte einen
angestiegenen Ku Wert fir die Umsetzung der Naproxenmalonsaure und eine
Inhibierung durch das gebildete Naproxen.

e Es konnte eine Aktivitat von 60 % des immobilisierten Enzymes im Vergleichzum
freien Enzym gewonnen werden.

e Fir die Synthese mit immobilisierten Enzym wurde ein Ruhrkesselreaktorkonzept
im Batch-Modus ausgewahlt.

2.7 Biokatalytische (S)-Flurbiprofen Synthese®

Flurbiprofen ist neben Naproxen ein weiteres Arylpropionsaurederivat mit NSAR Wirkung des
(S)-Enantiomers. Das (R)-Flurbiprofen wird zudem in der Behandlung von Alzheimer
eingesetzt, da es eine inhibierende Wirkung auf die y-Sekretase besitzt (Beher et al. 2004).
Dieses Enzym bildet Amyloid-(AB) Peptide, welche fir die neurodegenerative Alzheimer
Krankheit verantwortlich sind. Jedoch zeigen neuere Studien, dass die Wirkung des
(R)-Flurbiprofens nur sehr gering ist. Dieser Befund wird unter anderem mit der niedrigen
Bioverflgbarkeit des Wirkstoffes aufgrund der geringen Léslichkeit und der daraus
resultierenden geringen Konzentration am Wirkungsort begriindet (Imbimbo 2009). Das (R/S)
Racemat von Flurbiprofen wird erfolgreich in geringen Dosen als Therapeutikum bei
Halsschmerzen (z.B. Dobendan® Direkt, Reckitt Benckiser Deutschland GmbH, Flurbiprofen
8,75 mg Lutschtabletten) und bei der Behandlung von Bindehautentziindungen in
Augentropfen eingesetzt (z.B. OCUFLUR O.K., OmniVision GmbH, Augentropfen).

In der vorliegenden Arbeit wurde die biokatalytische Synthese des (S)-Flurbiprofens mit der
(S)-selektiven Enzymvariante AMDase-CLGIPL durchgefuhrt. Die Synthese erfolgte mit dem
aufgereinigten und entsprechend immobilisierten Enzym und mit dem immobilisierten Enzym
aus dem Zelllysat.

Die Synthese erfolgte im Rahmen einer Machbarkeitsstudie zunachst im 1 mL MaBstab, um
die Wiederverwertbarkeit in wiederholten Batch-Experimenten nachzuweisen. Das Immobilisat
des aufgereinigten Enzymes konnte erfolgreich 10-fach mit einem Substrattiter von 20 mM und
vollem Umsatz eingesetzt werden (Abbildung 47).

5 Anteile dieses Kapitels wurden publiziert in GaBmeyer et al. (2016):

GaBmeyer, S.K., Wetzig, J., Migge, C., ABmann, M., Enoki, J., Hilterhaus, L., Zuhse, R., Miyamoto, K., Liese, A.
& Kourist, R. 2016. Arylmalonate decarboxylase-catalyzed asymmetric synthesis of both enantiomers of optically
pure flurbiprofen. ChemCatChem 8, 916—921.
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Abbildung 47: Enzymatische Decarboxylierung von Flurbiprofenmalonséure katalysiert durch kovalent
immobilisierte aufgereinigte AMDase-CLGIPL auf Amino C2 Acrylattréager in wiederholten Batch-Versuchen.
Reaktionsbedingungen: V = 1 mL, Uschatter = 1500 rpm, pH 8,5, Crris-putfer = 10 MM, C FopMa, start = 20 mM, T = 30,
20,3 g/L Trager mit immobilisiertem Enzym (Beladung: 80,7 mgenzym/QTrager).

Neben dem Ansatz mittels immobilisierten aufgereinigtem Enzym wurde die Synthese zudem
mit immobilisierten Enzym aus dem Zelllysat durchgefthrt. Hierbei wurde das Enzym Praparat

in finf wiederholten Batch-Experimenten erfolgreich eingesetzt (Abbildung 48).

| '. 4 Y * Abbildung 48: Enzymatische Decarboxylierung
80 ! | I . ‘ von Flurbiprofenmalonsdure katalysiert durch
L [ —
F ? : | J kovalent immobilisiete AMDase-CLGIPL aus
I
o) 60 U | Y ] dem Zelllysat auf Amino C2 Acrylattrager in
B -1 : + ! + T wiederholten Batch-Versuchen.
g b .I 1 : | Reaktionsbedingungen:
D 40 — 1 : Y I | —m— Batch 1 V=1mL, Uschatter = 1500 rpm, pH 8,5, Crris-
: | | : —@— Baich 2 putfer = 10 mM, C FbpMA, Start = 20 mM, T =30,
a1 3 : I —A—Batch 3 | 122,7 g/L Trager mit immobilisiertem Enzym.
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Die Synthese erfolgte ebenfalls im 1 mL MaBstab, jedoch wurde von der Praparation mehr
Tragermaterial eingesetzt, da die Aktivitdt durch die geringeren Mengen des Zielproteins
geringer war. Ein Vergleich der zwei Synthese-Strategien zeigt, dass die spezifische Aktivitat
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des Immobilisates mit aufgereinigtem Enzym ca. dreifach h6here Umsatzraten pro Menge
eingesetztes Tragermaterial aufweist, als mit dem eingesetzten immobilisierten Enzym aus
dem Zelllysat (Abbildung 49). Ein Vergleich der spezifischen Anfangsaktivititen zeigte
allerdings auch, dass mit dem immobilisierten Zelllysat ein geringerer Aktivitatsverlust mit
steigender Anzahl an wiederholten Batch-Reaktionen detektiert werden konnte.

| | | | | Abbildung 49: Vergleich der spezifischen
'_:% 80 — -Aufgereinigtes Enzym| Aktivitdten des immobilisierten aufgereinigten
ke B Zelllysat AMDase-CLGIPG und Immobilisierung aus dem
= Zelllysat.
5 60— -
=
=
< 40 — -
(0]
o
]
2
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2.7.1 Praparative Synthese von (S)-Flurbiprofen

Far einen praparativen Ansatz der Flurbiprofensynthese wurde das immobilisierte Enzym aus
dem Zelllysat in einem 20 mL MafB3stab eingesetzt und das Produkt nach vollstandigem Umsatz
mittels Extraktion in die organische Phase Uuberfuhrt. Die organische Phase wurde

anschlieBend mit einem Rotationsverdampfer entfernt.
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Abbildung 50: Schematische Darstellung der AMDase-CLGIPL katalysierten Synthese von (S)-Flurbiprofen mittels
immobilisierten Enzym.

Die Umsetzung von 152,2 mg Flurbiprofenmalonsaure wurde mit 12,54 g/L Tragermaterial in
einem Rudhrkesselreaktor durchgefiihrt und der Verlauf analytisch mittels HPLC verfolgt
(Abbildung 51). Nach vollstandigem Umsatz nach 22 h Reaktionszeit wurde das Produkt in
einer dreistufigen Extraktion mit Ethylacetat in die organische Phase Uberflhrt. Nach einer

dritten Extraktion konnte von dem Zielprodukt in der wassrigen Phase kein verbleibender Rest
mehr detektiert werden.

100 l
—[ Al A A I T Abbildung 51: Umsetzung von 152,2 mg
Flurbiprofenmalonsdure im praparativen
80 — ‘ B Flurbiprofenmalonséure | = P o prap
A A Flurbiprofen Ansatz zur Produktisolierung.
A - - :
o\-? oG Reaktionsbedingungen:
N N 7 V=20mL, Uniher = 600 rpm,  pH 8.5,
o E Crris-Puffer = 10 MM, C Fopmia, start = 26,35 mM,
g 40 — = T =30, 12,6 g/L Trager mit immobilisierter
‘. AMDase-CLGIPL aus dem Zelllysat.
|
20 — L -
| § [ ]
|
0 m_y
| | 1 |
0 2 4 18 20 22 24
Zeit [h]

Es konnte ein Produkt mit hoher optischer Reinheit von >99 % ee des (S)-Flurbiprofens mit
einer isolierten Ausbeute von 99,1 % erzielt werden.
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Ein Nachteil der Extraktion stellt jedoch der erh6hte Verbrauch an Losungsmittel dar. Dies
bewirkt einen negativen Einfluss auf die Okobilanz des Systems. Der Einsatz des Ethylacetats
fir die Produktaufarbeitung fihrt in einer Analyse der Okoeffizienz der enzymatischen
Reaktion einen erhéhten Verbrauch an CO.. Demnach sind alternative Produktaufarbeitungen
fur die Prozessgestaltung geeigneter.

e Die wiederholte Anwendung des Immobilisates in der (S)-Flurbiprofen Synthese
konnte erfolgreich demonstriert werden.

e Bei der Synthese im préaparativen MaBstab wurde (S)-Flurbibrofen mit einer
Ausbeute von 99 % und einer Enantiomerenreinheit von ee >99 % des
(S)-Enantiomers erfolgreich hergestellt.

2.8 Praparative (S)-Naproxen Synthese mit immobilisiertem Enzym

Die kinetische Charakterisierung der immobilisierten AMDase-CLGIPL an Amino C2
Acrylattréager zeigte einen hohen Ku und einen inhibierenden Effekt durch das gebildete
Naproxen. Die enzymatische Aktivitét ist insbesondere bei niedrigen Substratkonzentrationen
und am Ende der Umsetzung bei hohen Produktkonzentrationen herabgesetzt.

Ein Batch-Konzept flr die Synthese stellt sich als die beste Wahl heraus, da in kontinuierlich
betriebenen Reaktorsystemen der hohe Ky und/oder der inhibierende Effekt des Naproxen mit
einer Uberproportionalen hohen Menge an eingesetztem Enzym umgangen werden musste,
um vollen Umsatz zu erreichen.

Als Batch-Reaktoren wurde hierbei zum einen ein normaler herkbmmlicher Rihrkesselreaktor
gewahlt und zum anderen ein rotierender Festbettreaktor gewahlt (engl.: rotating bed reactor
(RBR), SpinChem®). (Abbildung 52). Dieser spezielle Riihrkesselreaktor ist mit einem Einsatz
am Ruhrerelement ausgestattet, in welchem das immobilisierte Enzym von der
Reaktionslosung separiert eingesetzt werden kann. Dies kann Diffusionslimitierungen
reduzieren, die enzymatisch Stabilitat auf dem Trager erh6hen und ermdglicht eine einfache
Abtrennung und Rezyklierung des Biokatalysators in einer wiederholten Anwendung (Mallin et
al. 2013).
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Abbildung 52: Vorgehen der biokatalytischen (S)-Naproxen-Synthese.

Far die Synthese des Naproxens wurde die Reaktion auf 100 mL hochskaliert. In beiden
Ruhrkessel Systemen STR und RBR - wurde fir die Vergleichbarkeit die Reaktion unter
identischen Bedingungen durchgeflhrt (Rahrergeschwindigkeit, Temperatur,
Biokatalysatormenge). In beiden Reaktorsystemen konnte die vollstandige Umsetzung von
48.8 mM Naproxenmalonsaure erreicht werden (Abbildung 53). Die Reaktionsverlaufe der
biokatalytischen Naproxen-Synthese weisen in dem normalen Ruhrkesselreaktor und dem
rotierenden Festbettreaaktor &hnliche Reaktionsverlaufe auf. In beiden Systemen konnte die
vollstandige Umsetzung in einer fiinffachen Anwendung der immobilisierten Enzympréparation

eingesetzt werden.
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Abbildung 53: Wiederholte Batch-Versuche der Naproxenmalonsdure Umsetzung in den beiden
Rihrkesselreaktorkonzepten STR und RBR. Reaktionsbedingungen: V =100 mL, Urahrer = 700 rpm, pH 8
(justiert mit 1 M NaOH), ¢ nw, start = 48,6 mM, T = 30 °C, 45 g/L AMDase-CLGIPL an Amino C2 Acrylat. Beladung:

8,6 mMgamDase-cLGIPL/QTrager. ZWischen den Experimenten wurde der Trager mit 100 mL Wasser gewaschen und
bei 4 °C gelagert oder sofort wieder eingesetzt.

Die experimentellen Daten der Naproxen Synthese in den beiden Reaktor-Setups liegen nah
an der theoretischen Umsetzung, die mit Hilfe des kinetischen Modells berechnet werden kann
(Abbildung 54). Die realen Umsatze zu Naproxen in dem klassischen Rihrkesselreaktor (STR)

und im rotierenden Festbettreaktor (RBR) verlaufen etwas schneller als das vorhergesagte
Modell.

60

Abbildung 54: Experimentelle Daten der
Naproxen Bildung und Simulation des
kinetischen Modells. Kinetische Daten:
Wax = 3,62 U/mg; Ku, nm=22,14 mM;
Ki, Nap =26,34 mM.

Reaktionsbedingungen: V =100 mL,
URrahrer = 700 rpm, pH 8 (justiert mit 1M
NaOH), cnm, stat=486mM, T=230°C,
45g/L AMDase-CLGIPL an Amino C2
Acrylat. Beladung: 8,6 mgampase-CLGIPL/QTrager.

Naproxen [mM]

l STR Batch1
10 ® RBR Batch 1
—_— Simulation

Zeit [min]
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Genaueren Analysen der spezifischen Aktivitadten in den beiden Reaktionskonzepten zeigen,
dass im rotierenden Festbettreaktor System eine ca. 20 % (0,5 U/MQimmo Enzym) geringere
Aktivitét in der ersten Anwendung des immobilisierten Enzymes gefunden werden kann
(Abbildung 55). Die maximalen Aktivitdten in den erneuten Anwendungen zeigen einen etwas
geringeren Aktivitatsverlust Uber die reale Batch-Zeit in dem rotierenden Festbettreaktor
System. Die enzymatischen Halbwertszeiten konnten 12, rer 23 h und t12, sTrR 21 h ermittelt
werden. Ausgehend von der maximalen Aktivitat und der enzymatischen Desaktivierung lasst
sich dementsprechend eine TTN von 80,000 fiir den RBR und 100,000 fir den STR ermitteln.
Diese Werte fiir die TTN sind vergleichbar mit reprasentativen Biokatalysatoren zwischen 10*
bis 107 (Rogers & Bommarius 2010). Jedoch gilt hierbei zu bedenken, dass es sich lediglich
um eine Annaherung handelt und einflieBende Parameter wie die Kinetik vernachlassigt

werden.
& T T T 1
Abbildung 55: Untersuchung der Stabilitdt der
B STR exp. Daten immobilisierten AMDase-CLGIPL in den beiden
3 — ® SCR exp. Daten —_ wiederholten Batch-Versuchen im STR und im RBR.

——Fit (STR): y = 2,3512¢ %>

Fit (SCR): y = 1,666162% Reaktionsbedingungen: V =100 mL,

Urihrer = 700 rpm, pH 8 (justiert mit 1 M NaOH),
] C M, Stat = 48,6 MM, T=30°C, 45g/L AMDase-
CLGIPL an Amino C2 Acrylat. Beladung:
8,6 MgAmMDase-CLGIPL/QTrager- Zwischen den
Experimenten wurde der Trager mit 100 mL Wasser

Spezifische Aktivitat [U/mg, ]

gewaschen und bei 4 °C gelagert oder sofort wieder

0 eingesetzt.

0O 10 20 30 40 50 60
Zeit [h]
Zusammenfassend ist die erreichbare Produktivitat in beiden Reaktorsystemen vergleichbar.
Insbesondere bei der Handhabung zur Abtrennung des Biokatalysators fir die
Wiederverwendung und beim Waschen des Tragermaterials zeigt das System im RBR
deutliche apparative Vorteile. Dies spart insbesondere in einem angestrebten Prozess Zeit in
der Prozessdurchfihrung. Allerdings kommt der RBR bei der MaBstabsvergréBerung im

Vergleich zum klassischen Rihrkessel schnell an seine Grenzen.
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Tabelle 9: Prozess Parameter der immobilisierten AMDase-CLGIPL-Mutante berechnet aus den experimentellen

Daten in der Naproxen-Synthese in STR und RBR.

Parameter STR RBR
T12 [h] 21,0+0,3 23115
Keat [h] 3526,8 + 53,6 2499,2 + 158,2
Kaes [h'] 0,033 £ 0,0005 0,03 £+ 0,002
TTN [-] 106.873 £ 1625 83.306 + 5273

2.8.1 Produktisolation

Die Isolation des biokatalytisch synthetisierten (S)-Naproxens im Downstream-Prozess (DSP)
kann auf verschiedene Wege durchgefiihrt werden wie z.B. durch Extraktion in eine leicht
verdampfbare organische Phase oder durch Prazipitation mit Hilfe von Féallungs-Reagenzien.
Im Falle der Naproxenisolation ist es aufgrund der geringen Ld&slichkeit der freien S&ure
maoglich durch eine einfache und kostengiinstige Ansauerung das Produkt zu Féllen. Dies ist
maoglich, da das Naproxen nach der Biosynthese zunachst als Natrium-Salz vorliegt und diese
Form eine sehr viel hdhere Léslichkeit im wassrigen Medium besitzt als die protonierte freie
Saure (0,07 mg mL", protoniert; 266 mg mL~",Natrium-Salz) (Liu 2000). Fir den AMDase
katalysierten Prozess wird die freie protonierte Saure der Naproxenmalonsdure zunachst
durch 1 M NaOH in die Salz-Form Uberfuhrt und der pH Wert auf 8 justiert. Die maximale
Loéslichkeit der Naproxenmalonsaure unter diesen Bedingungen konnte zu 201,9 = 8,7 mM
bestimmt werden. Das entspricht einer Substratkonzentration von 55 g/L und einer maximal
erreichbaren Produktkonzentration von 46,5 g/L.

Die Effizienz der Fallung hangt von der zugefuhrten Saurestérke ab. Zur Analyse wurde eine
100 mM Naproxen Produktlésung mit verschiedenen Saurestarken versetzt und der Uberstand
auf verbleibendes Naproxen untersucht (Abbildung 56).
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Die Effizienz der Fallung steigt im Bereich von chcL < 0,5 M deutlich mit Erhéhung der
Séurestarke der Salzsaure. Oberhalb einer Starke von 0,5M HCI ist lber 99,5 % des
Naproxen im Préazipitat lokalisiert. FUr die weitere Produktaufarbeitung wurde eine
Séurekonzentration von 1 M HCI fur die Fallung des Produktes gewahlt.

Das gefallte Naproxen wurde mit Hilfe eines Filterpapiers von der restlichen Lésung separiert
und bei 40 °C fir 8 h in einem Vakuumofen getrocknet. Die Menge an Naproxen konnte zu
10,3 g bestimmt werden, dies entspricht einer isolierten Ausbeute von 92 % (entsprechend zu
11,2 g maximaler Naproxen Ausbeute). Das Naproxen wurde dann anschlieBend mittels
chiraler GC und 1H NMR Spektroskopie weiter analysiert.
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Abbildung 57: Chirale GC Analyse des synthetisierten Naproxen in STR und RBR. Die Messung erfolgte mit einer
chiralen Saule (FS Hydrodex- B-6TBDM, Macherey-Nagel) mit einer isothermen Methode mit 160 °C mit einen
Injektionssplit von 1/20. Die Elutionsreihenfolge ist: (S)-Naproxen (35.7 min) und (R)-Naproxen (36.3 min).

Die Enantiomerenreinheit des Produktes konnte zu 99 % ee des gewilinschten (S)-Naproxens
bestimmt werden. Zwischen den Ergebnissen der ermittelten Enantiomerenreinheit des
Naproxens aus dem STR und dem RBR gibt es keine signifikanten Unterschiede. Das Produkt
wurde zur weiteren Analyse der Reinheit mittels '"H NMR analysiert. Die '"H NMR Analyse
zeigte eine hohe Reinheit des isolierten Produktes (Anhang Abbildung 72).

Fir die biokatalytische (S)-Naproxen Synthese konnte fiir die Produktivitdt der gesamten
Batch-Versuche mit der gleichen Enzymnpraparation ein Wert von
140 kg s)-Naproxen/kQampase-cLaipL €rreicht werden. Dieses Ubersteigt die Minimalanforderung far
pharmazeutische Produkte mit 50—100 kgproduk/KQenzym (Tufvesson et al. 2011).

Ein wichtiger Faktor, welcher die Umweltfreundlichkeit von Prozessen in Bezug auf die
Abfallerzeugung pro Produkteinheit wiedergibt, ist der E-Faktor. Dieser wird in kgaotai/Kgrrodukt
wiedergegeben. Bei der biokatalytischen Naproxensynthese konnte mit einem Substrattiter
von 48,6 mM Naproxenmalonsaure im wassrigen System mit Naproxen als Produkt und CO-
als Abfallnebenprodukt ein Wert von 89 kgavfai’kQ(s)naproxen  €rmittelt  werden. Far
pharmazeutische Prozesse sollte der E-Faktor in einem Bereich zwischen 25 und
100 kgaorai’kgproaukt (Sheldon 2007) liegen.
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Abbildung 58: Praparativ hergestelltes (S)-Naproxen.

Spezifikationen:

Menge (S)-Naproxen: 10,3 ¢
Isolierte Ausbeute: 92 %
Enantiomerenreinheit: 99 % ee

i “:} BIOKATALYSE

(S)-Naproxen

Rembita: 5

© stu

..... Asamann

e Die Synthese von (S)-Naproxen mit immobilisierter AMDase-CLGIPL-Mutante aus
dem Zelllysat konnte erfolgreich demonstriert werden.
e Nach saureinduzierter Produktfallung und Trocknung konnte eine isolierte

Ausbeute von 92 % mit einem ee von 99 % des (S)-Enantiomers erreicht werden.
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3 Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein biotechnologischer Prozess fir die Synthese von Arylpropionsauren
mittels AMDase katalysierter enantioselektiver Decarboxylierung entwickelt. In dem folgenden
Kapitel sollen die im Rahmen dieser Promotionsarbeit erhaltenen Ergebnisse detaillierter
diskutiert werden.

3.1 Rahmenbedingungen des biotechnologischen Prozesses

Die Untersuchung der Reaktionsbedingungen erfolgte mit dem Wildtyp der AMDase und der
Umsetzung von Phenylmalonsdure als Modelsubstrat. Die Ergebnisse des Temperatur- und
pH-Screenings fur den Wildtypen sind in Tabelle 10 zusammengefasst und Literaturwerten
gegenibergestellt.

Tabelle 10: Ergebnisse der Temperatur und pH-Wert Untersuchungen bezogen auf die Aktivitat mit vergleichenden

Literaturdaten.
Quelle T-Optimum T-Bereich | pH Optimum | pH Bereich
Diese Arbeit 40 °C 30-45 °C 7 6-9
(Miyamoto & Ohta 1992b) 45 °C 45-55 °C 8,5 6-9
(Matoishi et al. 2004) - = 8 5-9,5

Die Werte fir den experimentell bestimmten pH-Bereich von 6—-9 stimmen gut mit den
gefundenen Literaturdaten Uberein. Der Temperaturbereich mit der héchsten Aktivitat liegt
unter den gegebenen Versuchsbedingungen in einem geringeren Bereich, im Vergleich zu den
in der Literatur gefundenen Werten. Neben der Aktivitdtsanalyse des Enzyms, war wahrend
der experimentellen Untersuchungen bei héheren Temperaturen zusétzlich eine
temperaturinduzierte Desaktivieung zu erkennen.

Die Hitze-Desaktivierung konnte bereits von Miyamoto & Ohta wéahrend der Charakterisierung
der AMDase beobachtet werden (Miyamoto & Ohta 1992b). Die Untersuchungen zeigten mit
einer Inkubationszeit von 10 min bei 50 °C einen Aktivitatsverlust von Gber 50 %, welcher mit
einer Temperatur von 40 °C auf 10 % Aktivitatsverlust reduziert werden konnte. Dies zeigt
nochmals deutlich wie sensitiv dieses Enzym gegentber héheren Temperaturen reagiert und
eine Entfaltung bereits bei niedrigen Temperaturen (30-40 °C) stattfindet.
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3.2 Kinetische Charakterisierung der freien AMDase

Die Wildtyp AMDase wurde bereits in vergangenen Studien kinetisch untersucht, wobei die
Umsetzung einer Vielzahl von Substraten analysiert wurde. Diese Charakterisierungen
erfolgten insbesondere um zu untersuchen, welche Mdoglichkeiten die neu entdecktie
Decarboxylase bietet und wie groB3 das Substratspektrum ist. In Tabelle 11 sind die
experimentellen Daten dieser Arbeit von der Umsetzung von Phenylmalonsdure mittels des
Wildtyp-Enzyms Literaturdaten gegenubergestellt.

Tabelle 11: Kinetische Parameter der Wildtyp-AMDase in der Umsetzung von Phenylmalonséaure.

Quelle Vmax [U/mg@] Km [mM] keat [S7] Kcat/ Km
Diese Arbeit2 281,7+17,5 2,15+ 0,67 117,4+£7,3 54,6
(Miyauchi et al. 2011)® n.a. 5,1 260 50
(Okrasa et al. 2008) n.a. 10,7 316 29,6
(Miyamoto & Ohta 1992b)¢ 882,7 13,9 353 25,4
(Terao et al. 2007)¢ 467 n.a. n.a. n.a.

n.a. nicht angegeben

@50 mM Tris-Puffer, pH 7, 30 °C.
b5-10 mM MOPS, pH 7,2, 30 °C
€100 mM Tris-HCI, pH 8,5, 37 °C.

Die Affinitat der Wildtyp-AMDase ist unter den gegebenen experimentellen Bedingungen
gegenliber dem Substrat Phenylmalonsaure 40 % geringer im Vergleich zu den Literaturdaten
(Terao et al. 2007). Die Turnover Number k.a Weist etwas geringere Werte auf (ca. 50 %),
wohingegen die experimentell bestimmten Werte der katalytische Effizienz vergleichbar mit
gefundenen Literaturdaten ist.

Das Wildtyp-Enzym wurde ebenfalls auf die Umsetzung von Naproxenmalonsdure, eines von
zwei Zielsubstraten, untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 12

zusammen mit gefundenen Literaturdaten dargestellt.

Tabelle 12: Kinetische Parameter der Wildtyp-AMDase fir die Umsetzung von Naproxenmalonséure.

Quelle Vmax [U/m@] Km [mM] keat [S7] Kcat/ Km
Diese Arbeit? 28,85 £ 2,06 0,32 £ 0,15 12,0 37,6
(GaBmeyer 2015) 2 90 n.a. n.a. n.a.
(Yoshida et al. 2015b)P 88 n.a. n.a. n.a.
(Terao et al. 2006a)*° n.a. 0,43 30,9 71,8

n.a. nicht angegeben

* Substrat: a-Methyl-a (B-naphtyl) Malonsaure (keine 6-Methoxy Funktionalitdt am Naphtylrest)
a50 mM Tris-Puffer, pH 7, 30 °C.

100 mM Tris-HCI, pH 7, 37 °C.
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FOr Naproxenmalonsaure als Substrat der Wildtyp-AMDase sind in der Literatur deutlich
weniger kinetische Daten ver6ffentlicht als fir die Phenylmalonséaure. Dies ist mit der
kommerziellen Verfugbarkeit der Phenylmalonsaure erklarbar. Die Naproxenmalonsaure ist
bisher nicht kduflich erwerbbar, sodass entweder das Substrat selbst synthetisiert, wie bei
(Terao et al. 2003) beschrieben, oder die Synthese in Auftrag gegeben werden muss.

(Terao et al. 2006a) haben in ihren Untersuchungen einen Ku-Wert erhalten, welcher in der
gleichen GréBenordnung des Wertes liegt, der im Rahmen dieser Arbeit gefunden wurde. Die
Werte fur die katalytische Aktivitat sind jedoch um das 2,6-fache héher als die experimentellen
Daten dieser Arbeit. Der gleiche Trend ist in den Veréffentlichungen von (GaBmeyer 2015)
und (Yoshida et al. 2015b) zu finden. Diese zeigen ebenfalls 3-mal hdéhere Aktivitdten fir die
Wildtyp-AMDase bei der Umsetzung von Naproxenmalonsaure.

Der verhaltnismaBig grof3e Unterschied zwischen den experimentellen und den Literaturdaten
kann diverse Grinde haben. Die Versuche wurden zum Teil unter verschiedenen
Reaktionsbedingung, sowie mit einem unterschiedlichen Vorgehen wahrend der Reaktionen
durchgefihrt, was Grinde fir die Abweichungen darstellen kann. Die kinetischen Daten von
(Yoshida et al. 2015b) wurden mit einer Temperatur von 37 °C, 100 mM Tris-HCI Puffer und
einem pH von 7 erhalten. Diese Bedingungen unterscheiden sich von den in dieser Arbeit
gewahlten von 30 °C, 50 mM Tris-Puffer und pH 7.

Die kinetische Charakterisierung der neuen (S)-selektiven AMDase-CLGIPL-Mutante erfolgte
fir das Modellsubstrat Phenylmalonsaure und fir Naproxenmalonsaure (Tabelle 13, Tabelle
14).

Tabelle 13: Kinetische Parameter der AMDase-CLGIPL-Mutante in der Umsetzung von Phenylmalonsaure.

Quelle

Vmax [U/mg]

Ku [mM]

Kcat [5'1]

kcat/Km

Diese Arbeit

29,98 £1,5

1,91 £ 0,29

12,5+ 0,6

6,5

Tabelle 14: Kinetische Parameter der AMDase-CLGIPL-Mutante in der Umsetzung von Naproxenmalonsaure.

Quelle Vmax [U/mg@] Km [mM] keat [$7] Keat/Km
Diese Arbeit 6,04 £ 0,21 0,075 £ 0,027 2,5+0,09 33,6
(Yoshida et al. 2015b) 7,1 1,1 3,8 3,5
(GaBmeyer 2015) 5,7 n.a. n.a. n.a.

n.a. nicht angegeben

Fir die Kinetik der neu generierten (S)-selektiven AMDase-Mutante (GaBmeyer 2015; Yoshida
et al. 2015b) sind keine Literaturdaten in Bezug auf Phenylmalonsaure als Modellsubstrat
bekannt. Das Protein-Engineering wurde mit Naproxenmalonséaure als Screeningsubstrat
durchgefuhrt, folglich sollte die Affinitat bei der Umsetzung hoch sein. Die Werte fir die
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Michaelis-Menten-Konstante (Kvw) sind um ein 25-faches geringer, als flar die
Phenylmalonsaure. Somit ist die Affinitat der Naproxenmalonsdure als Substrat héher als die
der Phenylmalonsaure. Die in der Literatur zu findenden Werte flr die maximalen
Umsetzungsraten, liegen in einer vergleichbaren GrdBenordnung. Der Kuw-Wert von
Naproxenmalonsaure als Substrat wurde in dieser Arbeit 15-fach niedriger ermittelt, als in der
Arbeit von Yoshida beschrieben wurde (Yoshida et al. 2015b). Wie bereits oben beschrieben
wurden die experimentellen Daten unter leicht unterschiedlichen Bedingungen generiert als
das experimentelle Vorgehen dieser Arbeit, wodurch die Daten nicht exakt miteinander
vergleichbar sind.

Neben der Michaelis-Menten Substratsattigungskinetik wurde die AMDase-CLGIPL-Mutante
auf eine mogliche kompetitive Produktinhibierung und die Inhibierung durch einen Uberschuss
des Substrates in der Naproxenmalonsdure Umsetzung untersucht. Die enzymatische
Reaktion ist nur schwach durch einen Uberschuss an Naproxenmalonséure inhibiert, wobei
die Halfte der maximalen Aktivitdt erst bei einer Konzentration von 358,2 mM
Naproxenmalonsaure erreicht ware. Dieser Wert ist jedoch nicht zugénglich, da
Naproxenmalonsaure bei einem pH Wert von 8 maximal zu 200 mM als Natriumsalz gel6st
werden konnte. Ebenfalls wurde eine geringe kompetitive Produktinhibierung festgestellt.
Beide Inhibierungen (Substratiiberschuss, kompetitive Produktinhibierung) sind fir das freie
Enzym gering, wodurch ein Substratfeed oder eine in situ Produktabtrennung nicht erforderlich
waren. Ein Vergleich der Kinetik des Wildtyp-Enzymes und der AMDase-CLGIPL-Mutante
zeigt, dass die Aktivitat der Mutante fir die Umsetzung von Phenylmalonsaure 10-fach
geringer als die Aktivitat des Wildtyps bei vergleichbarem Ku-Wert ist (2,2 mM wtAMDase und
1,9 mM AMDase-CLGIPL). In der Umsetzung von Naproxenmalonsaure ist die Aktivitat der
Mutante 5-fach geringer gegentiber dem Wildtyp bei gleichzeitiger 4-fachen Verringerung des
Ku-Wertes. Dieses Ergebnis zeigt, dass die AMDase-Mutante erfolgreich bezlglich der
Naproxenmalonsaure Umsetzung fir die (S)-selektive Naproxen Synthese optimiert wurde.
Im Fokus dieser Arbeit wurde die AMDase insbesondere in Hinblick auf die Umsetzung von
Naproxenmalonsdure untersucht. Das Enzym hat darlber hinaus ein breiteres
Substratspektrum und kann eine Vielzahl von anderen Substraten umsetzen, welche
interessante chirale Synthesebausteine darstellen kdénnen. Die AMDase wurde bereits auf
Substratumsetzungen mit verschiedenen Substituenten am a-Kohlenstoffatom und am
Aromaten untersucht (Miyamoto et al. 1992; Miyamoto et al. 1994; Miyamoto & Ohta 1992b).
Die kinetische Analyse zeigte, dass die Aktivitat signifikant von der Struktur der Substrate
abhangt. Die katalytische Aktivitat steigt mit dem steigenden elektronenziehenden Charakter
der Substituenten am Aromaten. Des Weiteren sind die Umsetzungen von a-Arylmalonsauren
gegenuber a-Aryl-a-methylmalonséuren bevorzugt (Abbildung 59, (Miyamoto & Ohta 1992b)).
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R COOH
x “‘COOH R:H > CHs
X: meta > para > ortho
Keine Reaktion: ohne Aromaten, ohne direkter Verbindung der
R: H, CHs Malonsaure zum Aromaten, Veresterte Carbonsaure

X: -F, -Cl, -CFs, -CHs, -OCH3
Abbildung 59: Reaktivitat der Wildtyp-AMDase

Fir die enzymatische Reaktion ist eine syn-periplanare Anordnung zwischen den
Substituenten am chiralen Zentrum und am aromatischen Ring erforderlich. Wenn der
energetische Zustand dieser Anordnung zu hoch ist und das Substrat in einer anderen
Konformation vorliegt findet keine Reaktion statt. Die genaue Positionierung des Substrates in
der aktiven Bindestelle ist essentiell, damit die Reaktion stattfinden kann (Miyamoto et al.
1994).

Bereits der Austausch einzelner Aminosauren kann die enzymatische Aktivitat drastisch
verandern. Sarah GaBmeyer zeigte in ihren Studien im Rahmen ihrer Promotionsarbeit, dass
sich die Praferenz welches Substrat von dem Enzym bevorzugt umgesetzt wird, bei einem
Austausch von Aminosauren umkehren kann (GaBmeyer 2015). Die Wildtyp-AMDase, welche
bevorzugt Naproxenmalonsaure umsetzt, &nderte nach einem Austausch von vier
Aminosduren innerhalb des aktiven Zentrums (V43l, A125P, V156L und M159L) die
Umsetzungspraferenz von Naproxenmalonsaure zu Flurbiprofenmalonséure. Das zeigt das
Proteinengineering einen direkten Einfluss auf die Substratspezifitat hat (Miyamoto & Kourist
2016) und fir jede Zielreaktion einzeln betrachtet und optimiert werden muss.

Neben der Synthese von Profenen gibt es eine Vielzahl anderer interessanter Verbindungen,
welche durch die enzymatische Synthese der AMDase zugénglich sind. Die Herstellung von
Mandelsaure mit Hydroxy-Funktionen am a-Kohlenstoffatom und Phenylglycin, welches eine
Aminfunktionalitat aufweist wurden mit der Wildtyp-AMDase bereits naher untersucht (Tamura
et al. 2009). Das D-Enantiomer von Phenylglycin ist ein Bestandteil von Seitenketten in
mehreren semisynthetischen Antibiotika wie beispielsweise Ampicillin. In dieser Studie wurde
ebenfalls gezeigt, dass die Reaktion je nach Substrat stark vom pH-Wert abhangt. Bei einer
Hydroxylgruppe am a-Kohlenstoffatom kann ein relativ breites pH-Profil beobachtet werden
(pH 5-9), wahrend bei der Reaktion mit einem amino-funktionalisierten a-Kohlenstoffatom die
Aktivitat strikt vom pH Wert abhangt und nur in einem kleinen Bereich hohe Aktivitaten
detektiert werden kénnen und die pH-abhangige Aktivitat ein scharfes Maximum aufweist
(pH 9—-11) (Tamura et al. 2009). Die optimalen Parameter sollten demnach separat flr jedes
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Enzymreaktionssystem betrachtet werden, um eine mdglichst effiziente Synthese zu
ermdglichen.

Die AMDase besitzt groBes Potential fir die Synthese verschiedenster enantiomerenreiner
Synthesebausteine, welche flir die Produktion von Pharmaka und Feinchemikalien genutzt
werden kdnnen. Durch gezieltes Enzym-Engineering kann das Substratspektrum erweitert und
somit neue Syntheserouten zuganglich gemacht werden. Bereits der Austausch von einzelnen
Aminosauren kann die Selektivitat fir ausgewahlte Substrate drastisch andern und ermdéglicht
so den Zugang von einer Vielzahl verschiedener Zielprodukte (Lewin et al. 2015).

3.3 Stabilitaitsanalyse des freien Enzymes

Das lésliche freie Enzym wurde auf die Stabilitat in der Umsetzung von Phenylmalonsaure mit
dem Wildtyp-Enzym und Naproxenmalonsaure mit der AMDase-CLGIPL-Mutante untersucht.
Die Analyse der Stabilitat des freien Enzymes zeigte eine Halbwertszeit von 1,2 h bei einer
Temperatur von 30 °C sowohl fir die Wildtyp-AMDase in Bezug auf die Phenylmalonsaure
Umsetzung als auch fir die AMDase-CLGIPL-Mutante in der Naproxenmalonsaure
Umsetzung. Dieser Analyse zur Folge hat der Austausch der Aminosauren innerhalb des
aktiven Zentrums keinen signifikanten Einfluss auf die enzymatische Stabilitdt. Die Stabilitat
des freien Wildtyp-Enzymes zeigt mit 1,2 h eine héhere Halbwertszeit als in der Literatur mit
32 min zu finden ist (Miyazaki et al. 1997). Nichtsdestotrotz sinkt die Aktivitdt schnell ab,
sodass das Reaktionssystem weitere Optimierungen bendtigt, um einen effizienten
biokatalytischen Prozess etablieren zu kénnen. In einer Forschungsarbeit von Miyamoto und
Co-Arbeitern wurde eine AMDase aus dem Bodenorganismus Archromobacter sp. KU1311
auf die verbleibende Aktivitat nach einer 30-mindtigen Inkubation mit 30, 40, 45, 50 und 60 °C
untersucht. Hierbei konnte flr 30 °C eine verbleibende Aktivitat von 90 % gezeigt werden. Bei
héheren Temperaturen sinkt die Aktivitéat stark ab (40 °C: 80 %; 45 °C: 60 %; 50 °C: 35 % und
60 °C: 0 %) (Miyamoto et al. 2007). Dies zeigt nochmals deutlich, wie temperaturempfindlich
die AMDase ist und demonstriert die Notwendigkeit weiterer Optimierungen flr eine effiziente
Bioprozessanwendung dieses Enzyms. Mit einem Absenken der Temperatur auf 22 °C konnte
im Rahmen dieser Arbeit die Stabilitdt der AMDase-CLGIPL-Mutante von t12 = 1,2 h fir eine
Reaktionsfiihrung mit 30 °C auf t12 = 5,8 h erhdht werden, jedoch sinkt die katalytische
Aktivitat hierbei mit Uber 60 %, stark ab.

Neben dem Einfluss der Temperatur wurde zudem die Stabilitat des freien Enzymes mit einem
Additiv analysiert. Mit dem Zusatz von 10 % (v/v) von Polyethylenglycol (PEGeoo) konnte eine
Steigerung der Stabilitat von 112 = 1,2 h auf t12 = 5,4 h des freien Enzyms erreicht werden.
Diese Steigerung kann damit begriindet werden, dass sich die Oberflachenbeschaffenheit
durch die Modifikation verandert wird und die Stabilitat hierdurch gesteigert werden kann. Die
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Oberflachen-Ladungs-Verteilung stellt eine wichtige Rolle flir die thermale Stabilitat dar.
Thermostabile Enzyme haben z.B. haufig einen héheren aliphatischen Index als mesotherme
Enzymvarianten. Der Index ist durch das relative Volumen an den aliphatischen Aminosauren
(Alanin, Valin, Isoleucin und Leucin) definiert. Demnach besitzen stabilere Enzyme einen
hohen Anteil nicht polarer Reste, wohingegen Enzyme mit vielen wasserstoffbriickenbildenden
Resten (Serin, Threonin) oder Metalloproteine eine geringere Stabilitat aufweisen (lkai 1980).
In der Forschungsarbeit von Longo und Combes konnte ebenfalls die Beobachtung gemacht
werden, dass durch die Modifikation mit PEG eine Stabilitatssteigerung erreicht werden kann.
Im Rahmen der Arbeit wurden zwei verschiedenen Enzyme, eine Lipase und a-Chymotrypsin,
auf die Modifikation mit Glycosiden und PEG untersucht. Wéahrend die Oberflache mit
Glycosiden an hydrophilen Charakter zunimmt, wird die Oberflache mit dem Zusatz an PEG
hydrophober. Fir beide getesteten Enzyme wurden mit Glycosidmodifikationen
Stabilitatsverluste detektiert, wahrend die PEG-modifizierten Enzyme eine erhdhte Stabilitat
aufwiesen (Longo & Combes 1997). Fir das freie Enzym konnte demnach durch die
Oberflachen Modifikation eine leichte Stabilitatssteigerung erreicht werden.

3.4 Immobilisierung der AMDase

Das freie Enzym AMDase ist im léslichen Zustand ein relativ instabiles Enzym (t12 = 1,2 h),
welches erfolgreich im Rahmen dieser Arbeit immobilisiert und in Folge dessen, signifikant
stabilisiert werden konnte.

Aktivitat und Stabilitdt des immobilisierten Enzymes hangen von den Eigenschaften der
Wechselwirkungen mit dem Tragermaterial ab und den Bedingungen unter welchen gearbeitet
wird, wie:

e Anbindungsposition und Anzahl von Anbindungen

e Konformationsfreiheit in der Matrix und PorengréBe des Tragers

e Mikroumfeld, in welchem Enzym lokalisiert ist

e Chemische und physikalische Struktur des Tragers

e Spacer-Eigenschaften (z.B. Ladung, Lange, GréBe)

e |Immobilisierungsbedingungen (z.B. Dauer, pH, Temperatur etc.)

e Reaktionsbedingungen und Art der Separierung

Dies ist eine Vielzahl von beeinflussenden Parametern und es ist somit schwierig
vorherzusagen, welcher Trager fir das gewahlte Enzym bzw. die Zielreaktion am geeignetsten
ist. Die AMDase wurde bereits zuvor von Wong und Co-Arbeitern an Polystyrol-Nanopartikeln
immobilisiert und eine 4-fache Rezyklierung demonstriert (Wong et al. 2010). Innerhalb dieser
Arbeit konnte das Enzym erfolgreich im Rahmen eines Screenings zur Realisierbarkeit, an

83



Diskussion und Ausblick

sieben verschiedenen Tragern angebunden werden, welche sich u.a. in Art der Anbindung,
Porenweite, Spacer und GréBe unterschieden.

Dabei zeigte die Aktivitat des immobilisierten Enzyms im zweiten Batch eine héhere Aktivitat
als es in einer ersten Anwendung ermittelt werden konnte. Hierbei kommen mehrere Faktoren
zusammen, durch welche diese Aktivitatssteigerung im zweiten Batch begriindet werden kann.
Zum Einem wird der trockene Trager in der ersten Anwendung durch die Reaktionslésung
aquillibriert, wodurch die immobilisierten Enzyme, insbesondere innerhalb der Poren, in einen
flexibleren Zustand aufgrund der zuriickgehaltenen Fllssigkeit Gberfiihrt werden. Des
Weiteren konnte in einer Untersuchung der Adsorption der Substrate an/im Tragermaterial
festgestellt werden, dass ein kleiner Prozentsatz des Substrates/Produktes am Tragermaterial
zurtickgehalten wird. Demzufolge befindet sich in der Folgereaktion bereits Substrat bzw.
Produkt beim Reaktionsstart in der Reaktionslésung, welches am Trager nach dem ersten
Batch verblieben ist.

Zunachst fiel die Wahl des Tragers in dieser Arbeit auf die komplexierte Anbindung an porése
Glaspartikel, da hier vielversprechende Ergebnisse, insbesondere hohe Aktivitaten, erhalten
wurden. Die Immobilisierung mit dem Zelllysat zeigte jedoch hohe Aktivitatseinbuf3en
verglichen mit der Immobilisierung des aufgereinigten Enzyms. Dieses Resultat war
unerwartet, da die Immobilisierung Uber den Hise-Tag der AMDase erfolgt und demnach alle
Anbindepositionen des Tragers mit dem Zielenzym besetzt werden kdnnten. Demzufolge
muss es einen anderen Grund geben, der zur erheblichen Verringerung der enzymatischen
Aktivitat gefOhrt hat. Optimierungsversuche, insbesondere im Immobilisierungsverfahren,
zeigten die Notwendigkeit aller Parameter, wie bspw. die Immobilisierungsdauer. Durch
Verkirzung der Immobilsierungszeit und dem Hinzufligen von Proteaseinhibitoren konnte
Immobilisat mit héheren Aktivitditen gewonnen werden. Demzufolge wurde ein Teil des
Zielproteins wahrend der Immobilisierung von zellinternen Proteasen abgebaut. Des Weiteren
kann ebenfalls ein Anteil des Zielenzyms wahrend der Immobilisierung desaktiviert worden
sein, wodurch vermutlich ebenfalls inaktives Enzym mit angebunden worden ist. Neben den
Analysen des Immobilisierungsprozesses  zeigten  Rezyklierungsstudien,  hohe
Aktivitatsverluste in der Wiederverwendung. Dies ist mit Enzymverlusten erklarbar, da die
komplexe Anbindung schwécher als z.B. die kovalente Anbindung ist. Dieser Trager ist
demzufolge fiir das gewahlte System der AMDase katalysierten Arylpropionsaure-Synthese
nicht geeignet und die Wahl fiel auf die kovalente Anbindung an Amino C2 Acrylattrager.
Dieser besitzt zudem eine groBe Porenweite (120 nm) und groBe Partikeldurchmesser
(>400 um), was Diffusionslimitierungen vorbeugen und zu einer leichten Abtrennung des
Immobilisates beitragen kann.

Das immobilisierte aufgereinigte Enzym an Amino C2 Acrylat zeigte ebenfalls
Aktivitatsverluste in der Wiederverwendung, jedoch weniger stark ausgepragt als es mit der
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komplexen Anbindung beobachtet werden konnte. Mit dem immobilisierten Enzym aus dem
Zelllysat konnte zudem ein stabileres Praparat mit geringeren Aktivitatsverlusten generiert
werden. Unabhangig vom verwendeten Substrat (Naproxenmalonsaure/Flurbiprofenmalon-
saure) war mit dem Zelllysat in den Rezyklierungen der Verlust an Aktivitat geringer.

Die Wiederverwendbarkeit des immobilisierten Enzymes in der optisch reinen Synthese von
(S)-Flurbiprofen, konnte sowohl fir das immobilisierte aufgereinigte Enzym, als auch fiir das
immobilisierte Enzym aus dem Zelllysat erfolgreich, mit 10 bzw. 5 Rezyklierungen, gezeigt
werden. Allerdings fehlen fir das Substrat Flurbiprofenmalonséure die genauen kinetischen
Daten in der Flurbiprofen-Synthese, wie die maximalen Umsatzraten oder eine mdgliche
Inhibierung durch das Flurbiprofen des freien und des immobilisierten Enzymes. In der Arbeit
von Sarah GaBmeyer ist flr die Flurbiprofenmalonsaure-Umsetzung der AMDase-CLGIPL-
Mutante eine Aktivitat von 55 U/mg zu finden (GaBmeyer 2015). Da sowohl das (R)-als auch
das (S)-Flurbiprofen interessante Kandidaten fir die pharmazeutische Industrie sind, ware
eine weitere Charakterisierung der (R)-selektiven Wildtyp-AMDase und der (S)-selektiven
AMDase-CLGIPL-Mutante in Hinsicht auf die Flurbiprofenmalonsaure-Umsetzung von groBem
Interesse.

Flr die enzymatische Rezyklierung in der Flurbiprofenmalonsdure-Umsetzung konnten die
gleichen Stabilisierungstendenzen des Immobilisates mit der Immobilisierung des Enzymes
aus dem Zelllysat detektiert werden, wie es auch fur die Umsetzung der Naproxenmalonsaure
ermittelt werden konnte. Hierbei konnte flr beide Substrate in einer vierten Reaktion mit dem
aufgereinigtem Enzym eine Restaktivitat von ~30 % ermittelt werden, wahrend das Immobilisat
mit dem Zelllysatnoch Gber 50 % Aktivitat zeigte.

Ein mdéglicher Grund dafir ist, dass durch die Immobilisierung aus dem Zelllysat ebenfalls
andere zellinterne Proteine an dem Trager angebunden werden und sich dadurch die
Mikroumgebung des immobilisierten Enzymes verandert. Dies kann sich negativ oder positiv
auf die enzymatische Aktivitat und Stabilitat auswirken. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein
positiver Effekt auf die Stabilitdt ermittelt werden. Diese Beobachtung wurde mit der
komplexierten Anbindung nicht erhalten, da dort die Immobilisierung mit dem Zelllysat einen
negativen Effekt auf die verbleibende Aktivitat in den Rezyklierungen zeigte.

3.5 Charakterisierung der immobilisierten AMDase

Das Immobilisat wurde flr das weitere Vorgehen der Bioprozessentwicklung in Hinsicht auf
die Naproxenmalonsaure-Umsetzung charakterisiert und die Kinetik in der Naproxen-
Synthese und die Stabilitdt des Enzyms bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Die
ermittelten Parameter sind in Tabelle 15 zusammengefasst und Werten des freien Enzymes
vergleichend gegenibergestellt.
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Tabelle 15: Vergleiche der kinetische Daten und der Stabilitaten der freien aufgereinigten AMDase-CLGIPL und

der immobilisierten AMDase-CLGIPL aus dem Zelllysat in der Naproxenmalonsaure-Umsetzung.

Parameter Freie Immobilisierte
AMDase-CLGIPL AMDase-CLGIPL
Vmax [U/mg] 6,04 3,62
Keat [s7] 2,5 1,5
K [mM] 0,08 22,14
Ki, Nap [MM] 2,4 26,34
Kw/Ki[-] 0,03 0,84
Ki, nm [mM] 358,2 --
T2 [h] 1,2 206,4 (>21)*
TTN [] 25000 353032 (>83000)*

* Experiment im 100 mL MaBstab fiir die praparative Naproxen Synthese mit 50 mM Naproxenmalonséure.

Die kinetischen Parameter der immobilisierten AMDase sind gegentiber dem freien Enzym
deutlich verschoben. Die maximale Umsetzungsrate ist 40 % geringer als mit dem freien
Enzym und die Affinitat ist deutlich herabgesetzt, mit einer Verschiebung des Ku Wertes zu
héheren Konzentrationen um das ca. 300-fache. Sowohl das freie, als auch das immobilisierte
Enzym, ist durch das gebildete Produkt Naproxen inhibiert. Bei einem Vergleich von Ku tber
Ki wird deutlich, dass die Inhibierung fir die immobilisierte AMDase starker ausgepragt ist.
Demnach ist die Effiktivitat des freien Enzymes in Bezug auf die Inhibierung durch Naproxen
besser. Zudem kann fir das immobilisierte Enzym keine Substratliberschussinhibierung
ermittelt werden, wahrend fur das freie Enzym eine leichte Inhibierung festgestellt werden
konnte. Insbesondere die Produktinhibition flhrt im fortgeschrittenen Reaktionsverlauf zu einer
Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit. Hierbei war mit einem KwkK = 0,84 noch eine
vollstdndige Umsetzung zum Produkt méglich (Wert < 1, (Lee & Whitesides 1986); (Liese et
al. 1996)). Eine Erhéhung der Produktivitat wére hier z.B. durch ein Entfernen des Produktes
aus der Reaktionslésung méglich (Freeman et al. 1993).

Durch die Immobilisierung verandert sich die enzymatische Mikroumgebung, was eine
Veranderung der enzymatischen Parameter verursachen kann. Der Aktivitatsverlust durch die
Immobilisierung ist ein Phdnomen, welches haufig beobachtet werden kann (Aksoy et al.
1998).

Die Verschiebung der enzymatischen Kinetik ist insbesondere durch Stofftransporteffekte und
partielle pH-Veranderungen innerhalb der Poren erkldrbar und héngt stark von der
PartikelgréBe, den Porendimensionen und der Enzymdichte ab (Tischer & Kasche 1999).

Die Verschiebung der Michaelis-Menten-Konstante zu héheren Konzentrationen kann durch
die Anbindung erklart werden, wodurch die Reaktion von der Diffusion der einzelnen
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Verbindungen zu dem Enzym und in das pordse Material limitiert ist. Das freie Enzym ist in
der Reaktionslésung frei beweglich, wodurch die Wahrscheinlichkeit, dass das
Substratmolekil und das aktiven Zentrum des Enzyms aufeinander treffen deutlich héher ist.
Hinzu kommt, dass das porése Material des Tragers eine Barriere darstellt und das Substrat
zundchst eindringen muss, damit eine Reaktion stattfinden kann. Der ausgewahlte Trager
zahlt mit einer durchschnittichen Porenweite von 120 nm zu dem makroporésen
Tragermaterial (> 50 nm Porendurchmesser), was zu einer besseren Zuganglichkeit beitragen
kann. Mikroporése Trager (<2 nm Porendurchmesser) kénnen Enzyme (2-10 nm im
Durchmesser) nicht effektivim porésen Material anbinden und bei mesoporésen Material kann
eine Diffusionslimitierung in den Poren mit Enzymen auftreten (Bayne et al. 2013).

Eine Untersuchung auf externe Diffusionslimitierungen bestétigte die Vermutung, dass das
System einer Limitierung der Diffusion durch die Barriere zwischen Reaktionsflissigkeit und
dem Enzym an und im Trager unterliegt. Je héher die Flussrate eingestellt ist und durch das
gepackte Saulenbett mit immobilisiertem Enzym flieB3t, desto effizienter kann die Flissigkeit
zum einen in die pordsen Trager eindringen un d zum anderen die Hohe der Filmgrenzschicht
auf der Oberflache des Tragers reduzieren. Dieses Experiment erfolgte mit dem
immobilisierten Enzym aus dem Zelllysat, in welchem sich eine Vielzahl verschiedener
Proteine aus dem Expressionsstamm E. coli BL21(DES3) befindet. Darunter befinden sich auch
relativ groBe Proteine mit einer GréBe von ~200 kDa (siehe SDS-PAGE in Abbildung 35),
wohingegen die AMDase mit ~25 kDa relativ klein ist. Die groBen Proteine kbnnen eventuell
dazu fuhren, dass die Poren etwas blockiert werden und hierbei der freie Fluss der
Reaktionslésung  zusétzlich  behindert wird (Garcia-Galan et al. 2011). Ein
Vergleichsexperiment mit immobilisiertem aufgereinigtem Enzym kénnte hierbei eine Antwort
liefern. Wenn die Aktivitdt mit dem immobilisierten aufgereinigtem Enzym eine geringere
Diffusionslimitierung aufweist, dann tragen die zusatzlichen groBen zellinternen Proteine zu
einer Verschlechterung der Diffusionseigenschaften bei. Ein weiteres Experiment, welches
ebenfalls eine Antwort liefern kénnte, wére das Zermahlen des Immobilisats in verschiedene
GroéBen zur Freilegung innenliegender Enzyme, mit anschlieBenderUntersuchung auf die
Aktivitdten. Wenn das Resultat héhere spezifische Aktivitaten mit kleineren Partikel zeigt, liegt
eine Poren-Diffusionslimitierung vor. Diese wurde beispielsweise im Rahmen einer Studie von
Petrenz und Mitarbeitern analysiert, wobei durch das Kleinmahlen des immobilisierten Enzyms
eine Aktivitatssteigerung detektiert werden konnte (Petrenz et al. 2015).

Eine weitere Analyse kénnte erfolgen, indem das Zelllysat vor der Immobilisierung von grof3en
Proteinen separiert wird. Dies kénne z.B. durch die GréBenausschluss-Filtration realisiert
werden, wie sie im Rahmen dieser Arbeit zum Entsalzen der aufgereinigten Enzymlésung
angewendet wurde (Amicon Ultrafiltrationseinheit mit 10 kDa Membran). Unterschiede in der
Aktivitat wirden auf eine mégliche Blockierung der Poren mit groBen Proteinen hindeuten.
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Neben der enzymatischen Kinetik und des Diffusionsverhaltens kénnen ebenfalls andere
enzymatische Eigenschaften, wie der optimale pH- oder Temperaturbereich durch die
Tabelle 16
tragergebundener Enzyme und die Auswirkungen auf die optimalen Parameter wie pH oder

Immobilisierung veréndert werden. fasst Literaturdaten verschiedener
Temperatur zusammen. Zudem sind hier die Einflisse auf die kinetischen Parameter der

jeweiligen Systeme mit angegeben.

Tabelle 16: Beispiel verschiedener immobilisierter Enzyme und der Einfluss auf Temperatur- und pH-

Verschiebungen, sowie der Einfluss auf die Stabilitat und Kinetik durch die Immobilisierung.

Enzym Trager PHopt Topt | Stabilitat Kinetik Literatur
Immo | Immo +/- Vimax Kw
(frei) (frei) +/- +/-
Laccase Methacrylate- 5 50 + k.a. k.a. (Mazlan &
Microspheres (4) (40) Hanifah 2017)
Nuklease DEAE Cellulose | 6 (5,5) 70 + + + (Shi et al.
(60) 2010)
Trypsin Mullbinde 9 60 + - + (Seabra & Gil
(7) | (40) 2007)
Starch Eierschale 7 45 + - k.a. (Garg &
phosphoryl (7) (35) Kumar 2008)
ase
Lipase Chitosan 7 45 + - - (Pereira et al.
6) | (40) 2003)
Laccase Chitosan 6 60 + - + (Asgher et al.
(5) (45) 2017)
Lipase Luffa Schwamm | 8 (7,5) 40 + - k.a. (Zhu et al.
(35) 2013)
Tannase Calcium 7 (6,5) 45 + - k.a. (Yao et al.
Alginate Beads (30) 2014)
Papain Sepharose 7 80 + - + (Homaei et al.
(8) (60) 2010)
a-Amylase ReliZyme 8 60 - - k.a. (Kahar et al.
(TASKA) (8) (60) 2016)
Immobeads 8 60 - - k.a.
(8) (60)
a-Amylase EP-HE3B- 6 50 (50) + - + (Rodriguez et
APTES (6) 50 (60) al. 2014)
6 + + +
EP-APTES (6)
k.a. keine Angabe
+ Verbesserung
Verschlechterung
Ursache der Veranderungen der enzymatischen Eigenschaften kénnen durch

Konformationsveranderungen des Enzymes aufgrund der Immobilisierung erklart werden. Die
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Enzyme liegen in immobilisierter Form in einer anderen Mikroumgebung vor als es fur das frei
bewegliche Enzym der Fall ist. In den meisten Fallen ist eine Verschiebung der optimalen
Bereiche (Temperatur und pH-Wert) durch die Immobilisierung zu héheren Werten zu finden.
Es gibt allerdings auch Beispiele in der Literatur, bei welchen keine Veranderungen detektiert
wurden. Beispielsweise in der Forschungsarbeit von Kahar und Coautoren, in welcher eine a-
Amylase an ReliZyme Trager immobilisiert wurde. Die optimalen pH- und Temperatur-
Bereiche fir das freie, sowie immobilisierte System sind hierbei unverandert geblieben. Diese
Forschungsarbeit zeigte zudem einen destabilisierenden Einfluss durch die Immobilisierung
(Kahar et al. 2016), was seltener in der Literatur zu finden ist. Dies kann daran leigen, dass
negative Ergebnisse weniger haufig verdffentlicht werden und eine Immobilisierung nur

sinnvoll bei einer signifikanten Verbesserung ist (Stabilitdt und/ oder Aktivitat).

Zur Analyse der thermischen Stabilitat und Aktivitdt wurde das immobilisierte Enzym nochmals
bei vier Temperaturen analysiert (15, 25, 30 und 35 °C). Die héchsten katalytischen Aktivitéaten
konnten mit einer Temperatur von 30 °C erreicht werden. Mit einer Temperaturerniedrigung
auf 15°C war die katalytische Aktivitdt halbiert gegeniber einer Reaktionsflihrung bei
Temperaturen von 25 oder 30 °C. Fir eine effiziente Synthese bendétigt die immobilisierte
AMDase demnach eine Temperatur von 25-30 °C, oberhalb dessen ist die katalytische
Aktivitat ebenfalls herabgesetzt. Das Resultat zeigte, dass die Reaktion, mit 30 °C realisiert
werden kann. Alle weiteren experimentellen Daten dieser Arbeit wurden mit einer
Reaktionsfliihrung von 30 °C generiert. In Tabelle 17 sind die generierten Daten zur
Stabilitdtsanalyse der immobilisierten AMDase-CLGIPL-Mutante, den Daten des freien
Enzymes flr die betrachteten Temperaturen von 25 und 30 °C gegentibergestellit.

Tabelle 17: Stabilitatsvergleich der immobilisierten und freien AMDase-CLGIPL-Mutante bei 25 und 30 °C.

Immo Enzym Freies Enzym
Parameter Keat' Kaes T1/2 TTN Keat Kaes T1/2 TTN
[min™] | [min] | [h] [1 | [min?l ) mint] [
25°C 20,1 5,1*10°% 2255 390502 138,0 0,005 2,3 27600
30°C 20,4 5,6"10° 206,4 363022 246,9 0,01 1,2 24692

*In der Umsetzung einer 25 mM Naproxenmalonséure-Lésung.

Der Einfluss der Temperatur ist mit dem freien Enzym wesentlich starker ausgepragt als es fur
das immobilisierte Enzym detektiert werden konnte. Fir das freie Enzym ist die Aktivitat mit
30 °C gegenuber 25 °C, fast verdoppelt, wahrend die Aktivitat bei dem immobilisierten Enzym
in der gleichen GréBenordnung liegt. FUr eine industrielle Anwendung, bei welcher Parameter
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wie Energiekosten essentiell sind, sollte eine Reaktionsflihrung mit 25 °C gewahlt werden. Hier
sind die TTN Werte etwas hdher und die katalytische Aktivitdt bei der Anwendung des
immobilisierten Enzymes ist unter einer Reaktionsflihrung mit 30 °C vergleichbar. Hierbei ist
demnach nicht wesentlich mehr Enzym fUr die Biokatalyse erforderlich.

Die TTN-Bestimmung des Immobilisieren Enzyms erfolgte mit dem aus dem Fit erhaltenen
Wert fur die enzymatische Aktivitat. Dieses Experiment wurde im kleinen MaBstab mit einer
25 mM Naproxenmalonsaure-Lésung ermittelt. Da diese Konzentration nur geringflgig
oberhalb der Michaelis-Menten-Konstante (22,14 mM Naproxenmalonsaure) des betrachteten
Systems liegt, ist die katalytische Aktivitdt demzufolge deutlich unterhalb der maximal
maoglichen erreichbaren katalytischen Aktivitat. Die berrechneten TTN-Werte sind durch die
geringeren Aktivitaten mit 25 mM Naproxenmalonsaure unterschatzt und héhere Werte waren
erreichbar.

Die Stabilitadtsparameter wurden Uber eine Annaherung eines exponentiell abfallenden Fits
berechnet. Dieser stimmt nicht in allen Fallen perfekt mit den Daten Uberein. Insbesondere die
ersten Anwendungen zeigten eine starke Abweichung zu den restlichen generierten Daten in
der Aktivitatsuntersuchung. Diese wurden entsprechend fiir die Berechnungen der
Stabilitatsanalyse mittels des exponentiellen Desaktivierungsfit vernachléssigt.

Der Fakt, dass dieser Fit nicht immer exakt die enzymatische thermische Desaktivierung
wiederspiegelt wurde bereits in der Literatur beschrieben. Aymard und Abla beschreiben im
Rahmen ihrer Veréffentlichung, dass nicht alle enzymatischen Desaktivierungen durch ein
einfaches ,,one step-two stages” Modell erklarbar sind, welches dem verwendeten Fit zugrunde
liegt. Es kommen noch andere beeinflussende Faktoren mit ins Spiel, welche dazu beitragen,
dass die Desaktivierung etwas komplexer ist. In dieser Veroffentlichung wird ein drei
Parameter biexponentielles Modell vorgestellt, welches zu einer besseren Anpassung der
experimentellen Daten zu dem Fit beitragen kann (Aymard & Abla 2000). Dieser
biexponentielle Fit ist allerdings fir die Berechnung der Stabilititsparameter etwas
komplizierter in der Anwendung und die essentiellen Parameter (Anfangsaktivitat, kpes) kbnnen
dort nicht so simpel abgelesen werden.

3.6 Synthesen im praparativen MaBstab

In dieser Arbeit konnte die Reaktion von einem Mikroreaktionsgefa3-MaBstab (1—2 mL) auf
einen MaBstab von 20—100 mL erfolgreich hochskaliert werden. Die Synthese erfolgte jeweils
mit der immobilisierten AMDase-CLGIPL-Mutante aus dem Zelllysat an den gewahlten Trager
Amino C2 Acrylat in einem Rlhrkesselreaktor im Satzbetrieb.

Die Herstellung von (S)-Flurbiprofen erfolgte hierbei im Rahmen einer Machbarkeitsstudie fur
die Demonstration der Mdglichkeit der enzymatischen Synthese optisch reiner Profene im
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praparativen MaBstab (GaBmeyer et al. 2016). Nach vollstandiger Umsetzung im Volumen
von 20 mL wurde eine Produktaufarbeitung mittels Extraktion mit Ethylacetat mit
anschlieBender Lésungsmittel-Verdampfung unter Vakuum realisiert, wobei (S)-Flurbiprofen
mit einer hohen Reinheit von >99 % ee mit einer isolierten Ausbeute von >99 % erhalten
werden konnten.

Die Synthese von (S)-Naproxen wurde in einem 100 mL Mafstab in zwei Rihrkesselreaktoren
realisiert. Ein konventioneller Rihrkesselreaktor mit Propellerriihrer und einem rotierenden
Festbettreaktor, in welchem das Immobilisat durch einen Gittereinsatz im RuUhrelement
vorliegt. Hierbei konnte ebenfalls Produkt in hoher Enantiomerenreinheit von 99 % ee mit einer
hohen isolierten Ausbeute von 92 % (10.3 g) hergestellt werden.

Sowohl mit der Extraktion von (S)-Flurbiprofen, als auch mit der Prazipitation von (S)-
Naproxen konnten die Produkte in hoher Reinheit und hohen isolierten Ausbeuten erhalten
werden. Fur den Downstream-Prozess ist es am sinnvollsten die einfachste und
kostengunstigste Produktaufarbeitung zu wahlen. Die Prazipitation hat hier gegenuber der
Extraktion den Vorteil, dass nur wenig oder kein Loésungsmittel verwendet werden muss und
eine Abdampfung entfallt, da das Produkt direkt als Feststoff vorliegt (Tabelle 18).

Tabelle 18: Vor- und Nachteile der Produkttisolation mittels Extraktion und Prazipitation.

Prazipitation Extraktion
+ simples Verfahren durch einfaches + hohe Produktausbeute
Ausfallen + hohe Produktreinheit

+ geringer Zeitaufwand
+ wenig Chemikalienverbrauch

— Produktverlust (~8 %) beim Abfiltrieren — hoher Chemikalienverbrauch
(Extraktionsmittel, Trocknungsmittel etc.)
— hoher Zeitaufwand

In der préaparativen Synthese von Naproxen konnten 10-fach  hdéhere
Desaktivierungskonstanten, verglichen mit der Stabilitdtsanalyse im 1 mL MaBstab detektiert
werden (Kpes 0,003 h™' versus kpes 0,03 h''). Dieser Fakt kann verschiedene Ursachen haben.
Das Tragermaterial wurde in beiden Versuchen auf unterschiedliche Art separiert. Wahrend
die Abtrennung im kleinen MaBstab durch Zentrifugation und Dekantieren der FlUssigkeit
erfolgte, wurde das Immobilisat im hochskalierten MafBstab durch Filtration
(Rahrkesselreaktor) von der Reaktionslésung separiert. Dieser Einfluss der unterschiedlichen
Immobilisatseparation auf die enzymatische Stabilitat macht sich ebenfalls zwischen den
beiden gewdhlten Rihrkesselreaktoren bemerkbar. Durch die schonende Abtrennung und
Waschung des Tragers im rotierenden Festbettreaktor konnte hier eine héhere Stabilitat
gegentiber dem RuUhrkesselreaktor erreicht werden. Diese kann neben der schonenden
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Vorgehensweise ebenfalls durch geringere Verluste des Biokatalysators in den einzelnen
Waschschritten erklart werden. Im kleinen MafBstab der Stabilitatsanalyse wurde das
Immobilisat zudem zwischen den Messungen zur Bestimmung der Restaktivitat in Wasser
ohne Reaktanden inkubiert. Demzufolge hat die Reaktanden-Konzentration und die Art des
experimentellen Vorgehens einen signifikanten Einfluss auf die enzymatische Stabilitédt. Da
dies jedoch nur eine Vermutung ist kdnnte z.B. ein Stabilitadtsexperiment mit verschiedenen
Substratkonzentrationen folgen, welches nahere Informationen dber  die
konzentrationsabhangige Stabilitat liefern wirde.

3.7 Kiritische Einschatzung des biokatalytischen Prozesses

Der erfolgreich entwickelte neue Prozess der AMDase katalysierten Herstellung von
Arylpropionsauren ist eine vielversprechende Alternative zur herkdbmmlichen chemischen
Syntheserouten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte das immobilisierte Enzym an einem
Acrylattrager 10-mal in der Flurbiprofensynthese wiederverwendet werden. Hierbei war in der
letzten Anwendung die Aktivitat noch nicht vollstandig verloren, sondern es konnten noch 10 %
Restaktivitat detektiert werden. Neben der Wiederverwertbarkeit konnte die Synthese im
praparativen MaBstab fur die a-Methyl-a-arylpropionsauren (S)-Flurbiprofen und (S)-Naproxen
erfolgreich demonstriert werden.

Dennoch ist die Bioprozessentwicklung an dieser Stelle noch nicht abgeschlossen und
Optimierungen sind mdéglich. Eine Herausforderung stellt beispielsweise die Instabilitat der a-
Arylmalonsduren dar und wird im folgenden Abschnitt 3.7.1 naher diskutiert. Eine weitere
Mdoglichkeit den Prozess effizienter zu gestalten kénnte durch weitere Optimierungen der
AMDase realisiert werden (Abschnitt 3.7.2). Zudem kann flr eine industrielle Anwendung eine
direkte in-line Prozess Verfolgung der Reaktionsverlaufe angestrebt werden (Abschnitt 3.7.3).

3.7.1 Stabilitat der aromatischen Malonséaure-Derivate

Die Synthese von Arylpropionsduren ausgehend von den Malons&ure-Derivaten bringt einen
Nachteil mit sich. Das aromatische Substrat mit zwei benachbarten Carbonsauren kann durch
die unspezifische Autodecarboxylierung zu Arylpropionsaure decarboxylieren. Hierbei kbnnen
sowohl das (S)- als auch das (R)-Enantiomer entstehen. Der Mechanismus dieser Reaktion
wird durch die Keto-Enol Form dieser Verbindung gestitzt, wobei eine Carbonylgruppe die
Decarboxylierung der anderen bewirkt (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Decarboxylierung von Malonsaure Derivaten.

Insbesondere mit Flurbiprofenmalonsaure, welche mit dem Fluor einen elektronenziehenden
Rest besitzt wurde eine hohe Decarboxylierungsrate festgestellt (GaBmeyer 2015). Diese ist
pH-abhangig und kann von den Zusammensetzungen der Reaktionslésung beeinflusst
werden. So wurde beispielsweise mit dem Zusatz von PEGsoo, welcher ebenfalls im Rahmen
dieser Arbeit verwendet wurde, eine hdéhere Decarboxylierung gegenlber der Reaktionen
ohne PEGeo beobachtet (GaBmeyer 2015).

In dieser Arbeit wurden im Rahmen der Flurbiprofenmalonsaure-Umsetzung, eine racemische
Flurbiprofen-Kontaminationen von 0,5 % bis 1,7 % in der Reaktionslésung nachgewiesen
(pH 8,5, 10 mM Tris-Puffer, 25 mM Naproxenmalonsaure). Bei einer spontanen Reaktion
wirde die Decarboxylierung ein 1:1 (R/S)-Gemisch erzeugen. Die Produktreinheit ist demnach
limitiert auf 99,8 %.

In der Synthese von Naproxen im praparativen MaBstab konnte ebenfalls eine spontane
Decarboxylierung von 1,5 % detektiert werden (48,6 mM Naproxenmalonsaure, pH 8),
demzufolge lag der maximal erreichbare ee des (S)-Enantiomers bei 99,3 %. Die enzymatisch
katalysierte Reaktion ist strikt (S)-selektiv und die Kontamination von (R)-Enantiomer kann auf
eine spontane Decarboxylierung zurtckgefuhrt werden.

Hierbei tritt die Frage auf, wie eine spontane Decarboxylierung verhindert oder minimiert
werden kann. Die Decarboxylierung ist stark pH sensitiv und bei alkalischen pH schwécher
ausgepragt. Die Malons&ure-Derivate weisen eine hohe Aziditat auf und lI6sen sich erst durch
Zugabe einer Base, wie NaOH. Da die Stabilitat im basischen héher ist, sollte das Substrat
zunachst mit einem Uberschuss der Base versetzt werden, um die saureinduzierte Auto-
Decarboxylierung zu minimieren. Eine Mdglichkeit die Malonsaure-Vorldufer vor der
unspezifischen Hydrolyse zu schiitzen kdnnte z.B. das Einflhren von Schutzgruppen sein.

3.7.2 Modglichkeiten der weiteren Biokatalysator-Optimierung

Die enzymatische Aktivitdt der AMDase kann durch weiteres Engineering des aktiven
Zentrums zusatzlich optimiert werden. Wie bereits im Abschnitt 3.2 der kinetischen
Charakterisierung des freien Enzymes diskutiert, ist die Umsetzung der verschiedenen
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Substrate strikt von der strukturellen Form des aktiven Zentrums der AMDase abhéangig.
Demnach sollte flr jedes einzelne gewinschte Substrat ein separates Enzym-Engineering
erfolgen um das jeweils am besten geeigneteste Enzym zu generieren. Es besteht ebenfalls
die Méglichkeit die Stabilitat durch gezielte Mutationen von destabilisierenden Aminoséuren,
insbesondere im Bereich der Enzymoberflache zu erhéhen.

Eine weitere Mdoglichkeit robustere Enzyme zu gewinnen, stellt die Suche nach
Enzymvarianten aus verschiedenen Ursprungsorganismen dar, wie z.B. thermophile
Organismen, welche unter industrielle relevante Bedingungen z.B. mit hohen Temperaturen
oder mit organischen Lésungsmitteln eine hohe Stabilitét aufweisen. Folglich sind die Enzyme
meist fur diese Bedingungen angepasst und stabiler. Die Suche nach weiteren Vertretern
dieser Enzymklasse wurde bereits von Maimanakos und ihren Coautoren (Maimanakos et al.
2016) durchgefuhrt. Es konnten 58 neue Enzymvarianten gefunden werden, wobei alle
Varianten strikt (R)-selektiv sind. Drei ausgewéhlte AMDase Vertreter wurden weiter
biochemisch charakterisiert. Zwei Enzyme (AmdA und AmdV) aus Variovorax sp. HHO1 bzw.
Variovorax sp. HH02 wurden aus Bodenproben isoliert. Die dritte Variante (AmdP) wurde in
einer Datenbank-Recherche gefunden und stammt aus dem Organismus Polymorphum gilvum
SL003B-26A1. Dieser Stamm kann bei Temperaturen bis 50 °C wachsen, welches diese
AMDase aus P. gilvum zu einem vielversprechenden Kandidaten fir die industrielle
Anwendung macht (Maimanakos et al. 2016). Bei genaueren Analysen dieser Varianten
konnte jedoch eine signifikant geringere  Aktivitdt (0,15-0,33 U/mg; Substrat:
Naproxenmalonsaure) gegentber der AMDase aus Bordatella Bronchiseptica ermittelt werden
(GaBmeyer 2015). Allerdings kénnten diese Enzymvertreter dennoch als stabilere Grundlage
fir weitere Enzym-Engineerings mit dem Ziel der Aktivitatssteigerung herangezogen werden.

3.7.3 Option der in-line Prozess Analytik

Fir die Etablierung eines Bioprozesses im industriellen MaBstab ist es sinnvoll den
Reaktionsverlauf direkt, ohne Zeitverluste analysieren zu kénnen. Hierdurch kénnen zu lange
Standzeiten vermieden werden, da in situ nachgewiesen wird, wann die Reaktion vollstédndig
abgelaufen ist. Eine Mdglichkeit stellt hierbei die Anwendung von online-analytischen
Technologien dar. Insbesondere spekiroskopische Methoden werden haufig fir diese
Analysen angewendet, da sie die Produkte nicht zerstéren und Daten in Echtzeit liefern (Kara
et al. 2011) Die Schwingungsspektroskopie ist hierbei eine vielseitige Technologie um
Konzentrationsverldufe in der Synthese organischer Verbindungen zu verfolgen. Bewahrte
Methoden in der Schwingungsspektroskopie sind Infrarot- (nahes, mittleres und fernes IR)
(Gebhard et al. 2013; Mueller et al. 2011) und Raman-Spektroskopie (Bakeev 2005). Wahrend
Infrarotspektroskopie in wassriger Lésung Limitierungen aufgrund der breiten und intensiven
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Wasser-Absorptionsbande hat, ist bei der Raman Spektroskopie die Wechselwirkung mit
Wasser weniger stark ausgepragt. Raman Spektroskopie wurde bereits erfolgreich fir die
in-line Prozessanalytik in der Herstellung von Pharmaka eingesetzt und besitzt den Vorteil der
Messung ohne eine notwendige Probenvorbereitung (Beer et al. 2011). Auch flr das in dieser
Arbeit betrachtete System der AMDase katalysierten Arylpropionsédure-Synthese kommt diese
Mdéglichkeit in Betracht. Die Machbarkeit der Implementierung einer in-line Prozessanalytik
mittels Raman-Spektroskopie konnte erfolgreich demonstriert werden (ABmann et al. 2017b).
Hierbei wurde die freie AMDase-CLGIPL-Mutante in der Umsetzung von Naproxenmalonsaure
zu Naproxen mittels einer Sonde in einem Rulhrkesselreaktor untersucht. Innerhalb des
Reaktionsverlaufes zeigte das Raman Spektrum, insbesondere im Bereich von 1350 bis
1450 cm™, variierende Banden in Hinsicht auf die Intensitdten und Raman Verschiebungen
(Abbildung 61, (ABmann et al. 2017b)). Diese Banden der symmetrischen
Deformationsschwingung 8s (CHs) und der Valenzschwingung der C-OH Gruppe der
Carbonsaure v(C-OH), konnten erfolgreich fur die Implementierung einer in-line Kontrolle zur
Vorhersage der Konzentrationsverlaufe mittels Raman Spektroskopie verwendet werden.
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Abbildung 61: Links: Aufgenommenes Raman Spektrum wahrend der enzymatisch katalysierten
Naproxensynthese. Die Pfeile zeigen die Verschiebung der Intensitaten Gber den zeitlichen Verlauf der Reaktion
an. Rechts: Durch HPLC und Raman Spektroskopie ermittelte Konzentrationen. Reaktionsbedingungen: 30°C,
Startmaterial 25 mM Naproxenmalonséaure, pH 8, 80 mg/L AMDase-CLGIPL.
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Die Anwendung von spekiroskopischen Methoden flur die Prozesskontrolle ist eine
vielversprechende Mdglichkeit den Bioprozess weiter zu optimieren. Hierbei steht zum einen
die Mdglichkeit offen, die in-line Kontrolle der Raman-Spektroskopie fiir weitere Zielreaktionen,
wie fUr die Synthese von Flurbiprofen, zu untersuchen. Darlber hinaus gibt es die Option

weitere alternative in-line Analtikmethoden fiir dieses System zu untersuchen.

AbschlieBend kann basierend auf die in dieser Promotionsarbeit generierten Ergebnisse
geschlossen werden, dass der entwickelte Bioprozess der AMDase ein vielversprechendes
Potential fir die Synthese von enantiomerenreinen Pharmaka hat und eine umweltfreundliche
Alternative zu den herkdmmlichen chemischen Synthesen darstellt. Zusammenfassend sind
in Tabelle 19 die Vor- und Nachteile des neuentwickelten Bioprozesses gegentibergestellt.

Tabelle 19: Zusammenfassung der Vor- und Nachteile des Bioprozesses der AMDase katalysierten
Arylpropionsaure-Synthese.

Vorteile Nachteile
e Milde Bedingungen (T, pH) e Teilweise sind Arylmalons&ure-Vorlaufer
e Cofaktorfrei schwierig synthetisch zuganglich
e Relativ hohe Enzymstabilitat durch e Autodecarboxylierung méglich (verringerte
Immobilisierung an Trager Enantiomerenreinheit)
e Hohe Enantiomerenreinheit e Limitiert durch die Enzymstabilitat
 Simple Produktaufarbeitung mittels e  Produktinhibierung und verringerte
Saurefallung Aktivitat des immobilisierten Enzymes
e Durch gezieltes Enzym-Engineering ist setzt die Effizienz der Biokatalyse herab
Zugang zu neuen chiralen Produkten und
Generierung stabilerer Enzymvarianten
maglich
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4 Fazit

Die Charakterisierung der freien AMDase in Bezug auf die Synthese von Arylpropionséure-
Derivaten zeigte eine hohe Affinitdt der AMDase-CLGIPL-Mutante in der
Naproxenmalonsdure-Synthese.

Studien des freien Enzymes deckten auf, dass die Stabilitat des freien Enzymes unter den
gewahlten Prozessbedingungen (30 °C; pH 7-8) mit einer Halbwertszeit von 1,2 h
vergleichsweise gering ist.

Mit dem Zusatz von 10 % (v/v) des Polyethylenglycol (PEGeoo) konnte eine Steigerung der
Stabilitat auf 30 °C von 112 = 1,2 h auf 112 = 5,4 h des freien Enzymes erreicht werden.
Mittels Immobilisierung der AMDase aus dem Zelllysat konnte eine 170-fache
Stabilitatssteigerung erreicht werden. Insgesamt konnte das immobilisierte Enzym 10-mal
rezykliert und erfolgreich fiir eine Synthese eingesetzt werden.

Die Synthese im praparativen MaBstab konnte fiir (S)-Flurbiprofen und (S)-Naproxen mit
einem ee von 99 % des (S)-Enantiomers demonstriert werden.

Die Produktaufarbeitung ist durch einfache saureinduzierte Fallung realisierbar und konnte
fur die (S)-Naproxen Synthese mit 92 % isolierten Produktausbeute im praparativen
MaBstab gezeigt werden.

Die Entwicklung des Bioprozesses fir die Synthese von optisch reinen Arylpropionsauren
mittels immobilisierter AMDase wurde erfolgreich im Rahmen dieser Promotionsarbeit
erreicht und kann fir die Synthese von anderen Zielprodukten, katalysiert durch die
AMDase, eingesetzt werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien stammen, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Carl
Roth GmbH und Co. KG (Karlsruhe, Germany), Fluka Chemie GmbH (Buchs, Deutschland),
Merck KGaA (Darmstadt, Germany), Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Deutschland),
Fermentas (Burlington, Canada) und wurden in den jeweils héchsten Reinheitsgrad mit
mindestens 98% p.a. erworben. Fertige SDS Gele, Probenpuffer, Laufpuffer und Farbelésung,
wurden von Expedeon erworben. Die Substrate Naproxenmalonsaure und

Flurbiprofenmalonsaure wurden von der Chiracon (Luckenwalde, Deutschland) bereitgestellt.

5.1.2 Stamme und Plasmide

Far Transformationen wurden chemisch kompetente E. coli BL21(DE3) (Thermo Fisher
Scientific, Invitrogen™) verwendet. Die Plasmide mit den Genen der Zielenzyme wurden von
Prof. Robert Kourist (Ruhr Universitat Bochum, Deutschland).

Tabelle 20: Verwendete Stdmme und Plasmide.

Stamm Genotyp

Escherichia coli BL21 (DE3) F-omp T gal dcm lon hsdSs(rs-ms)A(DE3[lacl lacUV5-T7
gene 1 ind1 sam7 nin5])

Plasmide

pET28a_wtAMDase Insert der Wildtyp-AMDase aus Bordatella Bronchiseptica,
T7 Promotor, Kanamycin Resistenz, N-terminaler Hiss Tag

pET28a_AMDaseCLGIPL Insert der AMDase-CLGIPL-Mutante, T7 Promotor,

Kanamycin Resistenz, N-terminaler Hise Tag

5.2 Methoden

5.2.1 Bereitstellung des Biokatalysators

5.2.1.1 Transformation von DNA in chemisch Kompetente E. coli

Die Transformation der plasmidischen DNA in chemisch kompetente E. coli BL21 (DE3)
(Thermo Fisher Scientific, Invitrogen™) erfolgte nach der Hitzeschock- Methode. Hierfiir wurde
zu den aufgetauten, auf Eis gelagerten Zellen 1 pl Plasmid DNA gegeben und diese flir 30 min
auf Eis inkubiert. Dann erfolgte der Hitzeschock, indem die Zellen fir 90 sec auf 42 °C erhitzt
wurden. AnschlieBend wurden die Zellen sofort wieder fiir 1 min auf Eis gestellt und mit 950 pl
LB-Mediums versetzt und fiir 45 min in einem Thermoshaker Inkubiert (450 rpm, 37 °C).
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AnschlieBend wurde die Zellsuspesion auf LB- Platten mit Kanamycin (30 pg/mL) ausplattiert
und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Eine Kolonie der Agarplatte wurde gepickt und eine 5 mL
LB-Vorkultur mit Kanamycin (30 pg/mL) angeimpft und Gber Nacht inkubiert (37 °C, 200 rpm).
Die angewachsene Vorkultur wurde anschlieBend fir die Animfung von Roti®-Store
Cryordhrchen verwendet, welche dann bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert wurden.

5.2.1.2 Proteinexpression

Rekombinante Escherichia coli BL21 (DE3) mit einem pET28a-Vektor mit einer N-terminalen
His-Tag Sequenz und das Gen des Zielenzymes (Wildtyp-AMDase oder AMDase-CLGIPL-
Mutante), wurden in LB-Medium mit Kanamycin (30 pg/mL) kultiviert (37 °C, 200 rpm). Nach
Erreichen einer ODego von 0,5 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM ITPG
(Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) gestartet und die Kultur fir weitere 20 h inkubiert
(30 °C, 200 rpm). Die Konzentration der Zellbiomasse wurde mit Hilfe von Messungen der
optischen Dichte mit einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Hierfir wurden die Proben
geeignet verdinnt und mit einem Spektrometer vermessen (S11 Visible spectrophotometer
(Biochrom Ltd., Cambridge (UK)). Als Referenz diente das Medium, in welchem die Zellen
kultiviert wurden. Nach erfolgter Proteinexpression wurden die Zellen mittels Zentrifugation
geerntet (17 700 x g (10.000 rpm), 4 °C, 20 min) und bei -80 °C gelagert oder direkt verwendet.
Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall Behandlung gedffnet (Sonoplus HD2070
Sonikator, 90 % Intensitat, 3x3 min, 5 mm Sonikator Spitze, zwischen den Zyklen wurde die
Suspension (0,2 gzeien/mL) im Eisbad gekiihlt). Das Zelllysat wurde mittels Zentrifugation von
den nicht l6slichen Zellbestandteilen befreit (24.000 rpm, 30 min, 4 °C) und anschlieBend
direkt verwendet oder das Zielprotein Gber eine Affinitdtschromatographie aufgereinigt.

5.2.1.3 Proteinaufreinigung mittels Affinitadtschromatographie

Die Aufreinigung erfolgte mittels Ni-NTA Affinitdtschromatographie. Fir die Aufreinigung
wurde das Zelllysat mit 10 mM Imidazol versetzt und die Saule mit gepacktem Ni-NTA (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Deutschland) mit einen Equilibrierungspuffer vorbereitet (50 mM
Tris-Puffer, 20 mM Imidazol, pH 7), anschlieBend wurde das Zelllysat auf die Saule geladen
und das angebundene Zielprotein mit einem Waschpuffer gewaschen (50 mM Tris-Puffer,
20 mM Imidazol, pH 7). Das gereinigte Zielprotein wurde dann mit Erhéhen der Imidazol
Konzentration im Elutionspuffer von der Saule geldést (250 mM Imidazol, 50 mM Tris-Puffer,
pH 7). Die gesammelten Enzymfraktionen wurden mit Hilfe einer Ultrafiltrationseinheit von dem
Imidazol befreit (Amicon Ultrafiltrationseinheit, 10 kDa Membran) und mit 50 mM Tris-Puffer
pH 7 nachgewaschen. Die Konzentration des Enzyms wurde mit Hilfe eines Bradford Assay
nach der Methode von Zor und Selinger ermittelt (Bradford 1976; Zor & Selinger 1996).
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Die Qualitat der Aufreinigung der AMDase Uber eine Ni-NTA Affinitdtssaule wurde anhand
einer Proteinanalyse analysiert. In folgender Abbildung 62 ist beispielhaft eine SDS-PAGE der
einzelnen Reinigungs-, Wasch- und Elutionsschritte zu sehen.
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Abbildung 62: SDS-PAGE der AMDase Aufreinigungsschritte Gber eine Ni-NTA Saule. Bahn 1: Durchfluss nach
Beladen der S&ule, Bahn 2-4: Waschen der Saule, Bahn 5-7: Elution durch gesteigerte Imidazol Konzentration
(250 mM); Bahn 8: AMDase nach Aufkonzentration und Umsalzung Uber Ultrazentrifugen Réhrchen.

5.2.2 Analytische Methoden

5.2.2.1 Gaschromatographie (GC)

Die Analyse mittels GC erfolgte nach Extraktion und Derivatisierung der Analyten. Die
Extraktion wurde mit MTBE, welcher 2 mM (R/S) Ibuprofen als internen Standard beinhaltete,
durchgeflihrt. Die Extraktion erfolgte in zwei Schritten, wobei jeweils 400 uL MTBE zu 500 uL
wassriger Reaktionslésung zugefligt wurden. AnschlieBend erfolgte jeweils ein
Extraktionsschritt mittels Vortexen (20 sec) und die Trennung der Phasen mit Zentrifugation
(4 °C, 2 min, 12.100 x g). Die obere MTBE Phase wurde zur weiteren Analyse in ein frisches
Reaktionsgefa3 Uberfuhrt. Zur Derivatisierung der Analyte wurden diese an den freien
Saurefunktionen methyliert. Hierfir wurde dem MTBE mit den extrahierten Analyten 100 L
MeOH zugefuhrt und die Derivatisierung mit 50 uL Trimethylsilyldiazomethan (TMS) (TCI
Germany, 0,6 M in Hexan) durchgefihrt (30 min, RT). Die Derivatisierungsreaktion wurde
durch Zufigen von 5 pL Essigsdure gestoppt und die Proben anschlieBen vollstandig
getrocknet. Die GC Analytik erfolgte nach Resuspension der Proben mit 200 pL Ethylacetat,
welcher mit Magnesiumsulfat von Wasserresten befreit wurde.

Die Analytik erfolgte mit einer chiralen Saule CP-(Chirasil DEX CB, Varian, Palo Alto, USA) an
einem HP 6890 Gaschromatographie System mit FID Detektor. Die Analyse wurde mit
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isothermer Temperatur 150 °C fur 8 min und einem Injektionsvolumen von 1 pL mit 1:20 Split
Verhaltnis realisiert. Die Retentionszeit von der methylierten Phenylessigsaure war 2,1 min,

die der methylierten von Phenylmalonsdure war 5,0 min.

[ ] FID1A, (MIRIAM\130916_40°C_15 B.D)
i1 GC2A, oven temperature (MIRIAM\130916_40°C_15 B.D)
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Abbildung 63: Beispiel-Chromatogramm der GC Analyse von Phenylmalonséure und Phenylessigséaure.
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Abbildung 64: Standardkalibration von Phenylessigséure und Phenylmalonsaure.
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Far die Analytik zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit der Arylpropionsduren wurde 1 mg
des isolierten Produktes in 600 uL MTBE resuspendiert. Die Probe wurde anschlieBend durch
Zugabe von 100 pL MeOH und 50 pL Trimethylsilyldiazomethan (TMS) (TCL Germany, 0,6 M
in Hexan) derivatisiert (30 min, RT) und nach erfolgter Reaktion mit 5 pL Essigséure gestoppt.
Die derivatisierten Proben wurden anschlieBend getrocknet und fir die Analyse in 200 pL
Ethylacetat resuspendiert. Die Proben wurden mittels GC (Shimadzu GC Plus 2010, Duisburg,
Deutschland) mit einer FS Hydrodex-B-6 TBDM S&ule (Macherey-Nagel, Diren, Germany) und
einer isothermen Methode bei 160 °C mit einer (1/20) Split Injektion.

5 GUV(X‘IO,OOO)
Ghromatogram '« (S)-naproxen
4.0 N
3.0
2.0
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ggr-== = —————— — = =— = == L

Abbildung 65: Beispielchromatogramm der chiralen GC Analytik zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit von

Naproxen.

5.2.2.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Quantifizierung der Profene und des Modellsystems Phenylmalonsaure/
Phenylessigséure- erfolgtee mittels HPLC Analytik an einem Agilent 1100 HPLC System mit
einer C18 (RP18) Saule (Nucleodur C18 Pyramid 250/4.6, Macherey Nagel). Die Detektion
der Analyten erfolgte mit einem DAD (Dioden Array Detektor) mit einer Wellenlange von
245 nm. Der Eluent wurde isokratisch mit 0,8 mL/min in einem Verhaltnis von ACN:H20:TFA
(59.025:39.025:0.05) eingesetzt, je nach Intensitdt der einzelnen Analyten die
Injektionsmenge und die Probenvorbereitung variiert.
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Abbildung 66: Referenz HPLC Chromatogramm von Phenylmalonsaure und Phenylessigsaure. Die HPLC Analyse
erfolgte mit einer RP18 Saule (Nucleodur C18 Pyramid 250/4.6, Machery Nagel) an einem Agilent 1100 HPLC
System mit einem isokratischen Fluss mit ACN:H20O:TFA (59.025:39.025:0.05) mit einer Flussrate von 0,8 mL/min
fir 6 min. Die Detektion erfolgte mit einem DAD Detektor bei einer Wellenldnge von 245 nm.
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Abbildung 67: Referenz HPLC Chromatogramm von Naproxenmalonsdure und Naproxen. Die HPLC Analyse
erfolgte mit einer RP18 Saule (Nucleodur C18 Pyramid 250/4.6, Machery Nagel) an einem Agilent 1100 HPLC
System mit einem isokratischen Fluss mit ACN:H20O:TFA (59.025:39.025:0.05) mit einer Flussrate von 0,8 mL/min
fir 9 min. Die Detektion erfolgte mit einem DAD Detektor bei einer Wellenlange von 245 nm.
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Abbildung 68: Referenz HPLC Chromatogramm von Flurbiprofenmalonséure und Flurbiprofen. Die HPLC Analyse
erfolgte mit einer RP18 Saule (Nucleodur C18 Pyramid 250/4.6, Machery Nagel) an einem Agilent 1100 HPLC
System mit einem isokratischen Fluss mit ACN:H20:TFA (59.025:39.025:0.05) mit einer Flussrate von 0,8 mL/min
fir 10 min. Die Detektion erfolgte mit einem DAD Detektor bei einer Wellenldnge von 245 nm.
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Abbildung 69: Standardkalibration von Phenylmalonséure und Phenylessigsaure.
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Abbildung 70: Standardkalibration von Naproxenmalonsaure und Naproxen.
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Abbildung 71: Standardkalibration von Flurbiprofen und Flurbiprofenmalonsaure.

5.2.3 Untersuchung der Rahmenbedingungen fiir die Bioprozessentwicklung

Far die Analyse der Rahmenbedingungen der Reaktion wurde die Wildtyp-AMDase in der
Umsetzung von Phenylmalonsaure verwendet. Zunachst wurde die Konzentration des
Enzymes fir eine geeignete Verfolgung der Reaktion ermittelt, um in einen gut messbaren
Bereich fir die Analyse zu liegen. Hierbei wurde die Konzentration von 2 mg/L der Wildtyp-
AMDase fir die Charakterisierung festgelegt. Die Reaktionen wurden im 0,5 mL MafBstab in
1,5 mL ReaktionsgeféBen auf Schittelinkubatoren mit 500 rpm durchgefihrt.
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Die pH abhangige Aktivitdt des freien Enzymes wurde in einem Bereich von pH 5-10
untersucht. Die Reaktionslésung (450 pL, 50 mM Tris-Puffer, 25 mM Phenylmalonséure,
pH 5-10) wurde auf 30° fir 5 min vortemperiert und die Reaktion durch Zugabe von 50 uL
Enzyml6ésung (0,02 mg/mL) gestartet (30 °C, 500 rpm). Fir die Temperaturabhangikeit der
enzymatischen Aktivitdt wurde diese in einem Bereich von 25 °C bis 55 °C untersucht. Die
Reaktionslésung (450 pL, 50 mM Tris-Puffer, 25 mM Phenylmalonsdure, pH 7) wurde auf die
zu analysierende Temperatur vortemperiert und die Reaktion mit Zugabe der Enzymlésung
gestartet.

Die Reaktionen wurden jeweils durch Zugabe von 50 % (v/v) einer 2 M Salzsaure gestoppt
und wie in Abschnitt 5.2.2.1 beschrieben aufgearbeitet.

5.2.4 Kinetische Charakterisierung des freien Enzymes

Die kinetische Charakterisierung der Wildtyp-AMDase in der Phenylmalonsaure Umsetzung
erfolgte in einem Bereich von 0-80 mM. Die Reaktionslésung (450 uL, 50 mM Tris-Puffer, 0—
80 mM Phenylmalonsaure, pH 7) wurde bei 30 °C vorinkubiert und mit 50 uL Enzymlésung
(2 mg/L, 0,08 uM) gestartet und mit 250 uL 2 M HCI gestoppt und wie in Abschnitt 5.2.2.1
analysiert.

Die Analyse der Wildtyp-AMDase in Hinsicht auf die Umsetzung von Naproxenmalonsaure
erfolgte mit Konzentrationen in einem Bereich von 0-18 mM Naproxenmalonséaure. Die
Reaktionslésung (450 pL, 50 mM Tris-Puffer, 0—-18 mM Naproxenmalonsdure, pH 7) wurde
hierbei bei 30 °C vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 50 uL Enzymldésung
gestartet (10 mg/L, 0,4 uM). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 250 pL Acetonitril gestoppt
und wie in Abschnitt 5.2.2.2 beschrieben analysiert.

Die aufgereinigte AMDase-CLGIPL-Mutante wurde ebenfalls auf die Kinetiken in der
Phenylmalonsaure Umsetzung (0—21 mM) und Naproxenmalonsdure Umsetzung (0—6 mM)
untersucht. Hierbei wurde ebenfalls die Reaktionslésung (450 pL, 50 mM Tris-Puffer, Substrat
in verschiedenen Konzentrationen, pH 7) vortemperiert und mit 50 uL Enzymlésung gestartet
(10 mg/L, 0,4 uM) und mit 250 pL Acetonitril gestoppt und wie in Abschnitt 5.2.2.2 beschrieben
analysiert.

5.2.5 Stabilitdtsuntersuchung des freien Enzymes

Far die Stabilitdtsuntersuchung der freien aufgereinigten Wildtyp-AMDase wurde diese mit
verschiedenen Konzentrationen des Additivs PEGeoo versetzt und unter Schutteln inkubiert
(2 mg/L Wildtyp-AMDase, pH 7, 200 rpm, 37,5 mM Tris-Puffer, PEGeow: 0, 5, 10 und
20 % (v/v)). Nach definierten Zeitpunkten wurden Aliquote (0,45 mL) entnommen und diese
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auf die verbleibende Aktivitdt untersucht. Die Reaktion wurde hierbei mit 20 mM
Phenylmalonsaure Reaktionslésung auf die verbleibende Angfangsaktivitat untersucht (30 °C,
500 rpm, pH 7). Die Reaktion wurde nach 15 min mit 250 mL Acetonitril gestoppt und wie in
Abschnitt 5.2.2.2 beschrieben analysiert.

Die Stabilitét des freien Enzymes wurde zudem mit verschiedenen Temperaturen analysiert.
Hierbei erfolgte die Analyse der Stabilitit der AMDase-CLGIPL-Mutante direkt durch
Ermittlung der Restaktivitaten in der Umsetzung einer Naproxenmalonsaure Lésung (1 mL
Reaktionsvolumen, 120 mM Naproxenmalonsaure, 100 mg/L AMDase-CLGIPL, 500 rpm,
pH 8, ohne Puffer mit 1 M NaOH justiert und T = 22, 25 und 30 °C. Es wurden kontinuierlich
Proben entnommen und diese mit 0,5 Volumeneinheiten Acetonitril abgestoppt, geeignet
verdlinnt (mit einem Acetonitril Wasser Gemisch (1:1)) und mit HPLC analysiert (Abschnitt
5.2.2.2).

5.2.6 Vergleich verschiedener Enzympréaparationen

Fir die Immobilisierung des jeweils frisch aufgereinigten Enzymes (Abschnitt 5.2.1.3) wurden
verschiedene Tragermaterialien eingesetzt. Diese weisen verschiedene Charakteristika auf
(GréBe, Anbindung etc.). In Tabelle 21 befindet sich eine Ubersicht der verschiedene Trager
mit den jeweiligen Charakteristika. FiOr Amin funktionalisierten Trager wurde eine
Voraktivierung mit einer 2 %igen (w/v) Glutaraldehyd Lésung durchgefihrt (1:4 (w/v), 1 h,
8 rpm, RT), anschlieBend wurde der Trager mit Wasser gewaschen. Fir die Immobilisierung
wurden jeweils 200 mg Tragermaterial mit 5 mL Enzymlésung (4—8 mgenzym/mL in 50 mM Tris-
Puffer, pH 7) fir 16—18 h inkubiert (8 rpm, RT). Das Immobilisat wurde Uber einen Filter von
der Lésung getrennt (PorengréBe 2, 40—100 um oder Poren GréBe 3, 16—40 um), zweimal mit
5mL 50 mM Tris-Puffer pH 7 und einmal mit 5 mL 0,5M NaCl Lésung gewaschen. Die
Fraktionen der einzelnen Schritte wurden fir weitere Analysen der Proteinquantifizierung bzw.
fr Aktivitatsmessungen gesammelt.
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Tabelle 21: Charakteristika der verschiedenen Trager.

Trager Anbindung | Funktionalitat Matrix Partikel Poren
(Dichte (zusiétzliche Durchmesser | Durchmesser
[pmol/g]) Beschichtung) [um] [nm]
Amino C2 kovalent Amino (1760) Acrylat 423 119,5
Acrylat
Sepabeads kovalent Epoxy (>100) Polymethacrylat 200-500 10-20
EC-EP
Sepabeads kovalent Hexamethyl- Polymethacrylat 200-500 10-20
EC-HA amino (>700)
Trisoperl® adsorptiv / pordses Glas 100-200 120
Porése Glas
Perlen
Trisoperl ® adsorptiv / poréses Glas 100-200 120
Amino
EziG1™ komplex Co(ll) oder porbses Glas 74-125 50
Fe(lll) (langkettige
(>10) Aminoalkyle)
EziG2™ komplex Co(ll) oder poroses Glas 74-125 50
Fe(lll) (Vinylbenzyl-
(>10) chlorid)
EziG3™ komplex Co(ll) oder porbses Glas 74-125 50
Fe(lll) (Copolymer aus
(>10) Styrol und
Acrylnitril)

Die Aktivitdt des Immobilisierten Enzymes wurde in Batch-Experimenten in 100 mL
Rihrkesselreaktoren mit Propellerrihrer und Wassertemperiersystem untersucht. Die Aktivitat
fOr die erste Untersuchung der immobilisierten Wildtyp-AMDase erfolgte in der Umsetzung von
Phenylmalonsdure (20 mM Phenylmalonsdure, 45 mM Tris-Puffer, 200 rpm, 30 °C). Der
Verlauf der Reaktion wurde durch kontinuierliche Probenentnahme und HPLC Analytik
verfolgt. Nach den Batch-Experimenten wurde der Trager gefiltert, mit Tris-Puffer gewaschen
(50 mM Tris-Puffer, pH 7) und bis zur erneuten Anwendung bei 4 °C gelagert.

Die Untersuchung verschiedener Typen komplexierender pordser Glas Tragern erfolgte mit
der aufgereinigten immobilisierten AMDase-CLGIPL-Mutante. Zur Immobilisierung wurden
hierfar 100 mg Trager mit 5 mL Enzymlésung (2 mg/mL) fur 16 h mit 8 rpm inkubiert und wie
oben beschrieben gewaschen und auf Enzymbeladungen untersucht. Die Immobilisate
wurden hierbei jeweils duch Zentrifugation und Abnahme der Flussigkeit von den
verschiedenen Wasch-Lésungen befreit. Die Analyse auf spezifische Aktivitdten erfolgte in
wiederholten Batch-Experimenten in der Phenylmalonsaure Umsetzung mit 50 mL Volumen,
2 g/L Trager, 45 mM Tris-Puffer pH 8, 20 mM Phenylmalonsaure, 400 rpm, 30 °C. Zwischen
den Batch-Experimenten wurde der Trager von der Reaktionslésung separiert, gewaschen
und bei 4 °C gelagert.
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5.2.7 Immobilisierung der AMDase-CLGIPL-Mutante aus dem Zelllysat

Zur Evaluierung der Enzymimmobilisierung aus dem Zelllysat wurden zwei Anséatze, einer mit
aufgereinigtem Enzym und ein zweiter mit einer Immobilisierung des Zelllysats, durchgefihrt.
Hierfir wurden 100 mg Ezig(lll) Fe oder 200 mg Amino C2 Acrylat mit 10 mL aufgereinigter
Enzymlésung (5,6 mg/mL) oder 10 mL Zelllysat fur 1 h (Ezig(lll) Fe) oder 17 h (Amino C2
Acrylat) inkubiert und die Trager anschlieBend, wie zuvor beschrieben (Abschnitt 5.2.6)
gewaschen. Die Aktivitat der zwei Praparate wurde anschlieBend in einem parallelen Ansatz
in der Umsetzung von Phenylmalonsdure analysiert (2 g/L Ezig(lll) Fe bzw. 4 g/L Amino C2
Acrylat), 30 °C, 50 mL, pH 8, 400 rpm, 25 mM Phenylmalonsaure). Die Analyse erfolgte mittels
kontinuierlicher Probenentnahme und HPLC Analytik. Nach erfolgter Reaktion wurde der
Trager von der Reaktionslésung separiert, gewaschen wund zur Analyse der
Wiederverwertbarkeit in erneuten Batch mit gleichen Bedingungen eingesetzt.

5.2.8 Wiederverwertbarkeit des immobilisierten Enzymes

Zur Demonstration der Wiederverwertbarkeit des immobilisierten Enzymes wurde die
aufgereinigte AMDase-CLGIPL-Mutante wie oben beschrieben immobilisiert (Abschnitt 5.2.6).
In Rundboden MikroreaktionsgefaBen wurden 100 mg Immobilisat vorgelegt und die Reaktion
mit 1,5mL vortemperierter Naproxenmalonsaure-Lésung gestartet (1,5mL
Reaktionsvolumen, 100 mM Naproxenmalonsdure, 66,7 g/L Amino C2 Acrylat mit
aufgereinigter immobilisierter AMDase-CLGIPL-Mutante, Enzym Beladung:
80,7 MQEnzme/QTrager, 30 °C, 1500 rpm und pH 8,0). Die Reaktion wurde durch kontinuierliche
Probenentnahme verfolgt. Nach der Reaktion wurde der Trager durch Zentrifugation von der
Reaktionslésung getrennt (12,100 x g, RT, 2 min) und die Flissigkeit abgenommen. Der
Trager wurde mit Wasser mit einem justierten pH von 8 (mittels 1 M NaOH) gewaschen und
zur erneuten Anwendung bei 4 °C gelagert.

5.2.9 Analyse des Einflusses von PEGsoo auf das immobilisierte Enzym

Der mdgliche Einsatz von Polyethylenglycol in der Reaktionslésung mit immobilisierter
AMDase-CLGIPL-Mutante aus dem Zelllysat an Amino C2 Acrylat wurde in der
Phenylmalonséaure-Umsetzung untersucht. Hierbei wurden zwei Ansatze mit jeweils 5g
Immobilisat durchgefiihrt. Ein Ansatz wurde als Referenz ohne Zusétze realisiert, wahrend in
dem anderen eine Zugabe von 10 % (v/v) PEGeoo in der Reaktionslésung erfolgte. Das
Immobilisat wurde auf die spezifischen Aktivitdten und die Wiederverwertbarkeit in
wiederholten Anwendungen untersucht. Hierbei wurden die Batch-Experimente in 50 mL
Rahrkesselreaktoren mit Propeller Ruhrer realisiert und die Reaktion mit Probenentnahme und
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HPLC Analytik verfolgt (10 g/L Trager, 50 mL Reaktionsvolumen, 25 mM Phenylmalonsaure,
0% oder 10 % (v/v) PEGesw pH 8, 30 °C, 400 rpm). Insgesamt wurden finf parallele
Experimente durchgefihrt.

5.2.10 Beschichtung des Immobilisats und Aktivitatsanalyse

Die Beschichtung der immobilisierten AMDase-CLGIPL an amino C2 Acrylat aus dem Zelllysat
erfolgte mit zwei ionischen Polymeren. Das positiv geladene Polydiallyldimethyammonium
Chlorid (PDDA) (Sigma-Aldrich) und das negativ geladene Poly(sodium 4-styrenesulfonate)
(PSS) (Sigma-Aldrich). Beide Polymere wurden in einer 0,5 M NaCl Lésung angesetzt (PSS:
2 mg/mL; PDDA: 2 uL/mL). Zur Beschichtung des immobilisierten Enzymes wurden dreimal
100 mg Immobilisat in Mikroreaktionsgefée abgewogen. Das Immobilisat wurde mit Wasser
aquillibriert, gevortext und der Uberstand nach Zentrifugation verworfen (12,100 x g, RT,
2 min). Das Immobilisat wurde anschlieBend zur Beschichtung mit 1 mL der Polymerlésung
oder als Referenz mit 1 mL reiner 0,5 M NaCl Lésung versetzt und Inkubiert (30 min, 800 rpm,
RT). Der Uberstand wurde nach Zentrifugation verworfen (12,100 x g, RT, 2 min) und das
Immobilisat zuerst mit 1 mL einer 0,5 M NaCl Lésung und mit 1 mL Wasser gewaschen. Die
Uberstande wurden jeweils nach der Abtrennung mittels Zentrifugation verworfen (12,100 x g,
RT, 2 min) und die beschichteten Trager bis zur Anwendung bei 4 °C gelagert.

Far eine mehr-fach Beschichtung des Tragers wurden drei Ansatze mit jeweils 100 mg
Immobilisat verwendet. Die Beschichtung erfolgte wie oben beschrieben, wobei fir den
Referenztrager ohne Beschichtung ebenfalls eine 0,5 M NaCl Lésung eingesetzt wurde. Nach
der ersten Polymerschicht wurde das Immobilisat abwechselnd mit positiven und negativen
Polymer beschichtet (1 mL PSS: 2 mg/mL oder PDDA: 2 uL/mL in 0,5 M NaCl, 30 min, RT),
zwischen den Beschichtungen jeweils vom Uberstand getrennt und mit 1 mL 0,5 M NaCl
Lésung gewaschen (12,100 x g, RT, 2 min). Nach der finften Schicht erfolgte ein Waschschritt
mit Wasser und der beschichtete Trager wurde nach Abtrennung des Uberstandes
(12,100 x g, RT, 2 min) bei 4 °C bis zur Anwendung gelagert.

Die Analyse der beschichteten Immobilisate erfolgte in finf wiederholten Batch-Versuchen in
der Naproxenmalonsdure Umsetzung (1mL, 30°C, 1500rpm, pH8, 25mM
Naproxenmalonsaure, 100 mg/L Immobilisat).

5.2.11 Thermischen Stabilitat der immobilisierten AMDase-CLGIPL

Die thermische Analyse erfolgte mit immobilisierter AMDase-CLGIPL aus dem Zelllysat an
Amino C2 Acrylat mit den Temperaturen 15, 25, 30 und 35 °C. Dieses Experiment wurde im
kleinen MaBstab in MikroreaktionsgefaBen auf Thermoshakern realisiert. Jeweils 100 mg
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Immobilisat wurden in einem Volumen von 1 mL eingesetzt. Die Inkubation erfolgte hierbei bei
den jeweiligen Temperaturen (15, 25, 30 und 35 °C) in einer mit pH 8 justierten (mit 1 M NaOH)
wassrigen Losung mit 900 rpm. Die Aktivitaten wurden analysiert, indem das Immobilisat von
der Losung befreit wurde (12,100 xg, 2min) und die Reaktion mit vortemperierter
Reaktionslésung gestartet wurde (1 mL Reaktionsvolumen, 100 g/L Immobilisat, 900 rpm,
25 mM Naproxenmalonsaure, pH 8 (justiert mit 1 M NaOH). Die Reaktion wurde durch
kontinuierliche Probenentnahme unter Analytik mittels HPLC verfolgt. Der Trager wurde
anschlieBend von der Reaktionslésung befreit (12,100 x g, 2 min), mit 1 mL Wasser
nachgewaschen und dieses wieder abgetrennt (12,100 x g, 2 min) und weiter mit 1 mL pH 8
justierten Wasser (mit 1 M NaOH) bei den jeweiligen Temperaturen inkubiert (1 mL, pH 8,
900 rpm).

5.2.12 Kinetische Untersuchung des immobilisierten Enzyms

Die kinetische Untersuchung des immobilisierten Enzymes an Amino C2 Acrylattrager erfolgte
im 1mL MaBstab. Zur Analyse der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten in der
Naproxenmalonsaure Umsetzung wurden verschiedene Mengen an immobilisiertem Enzym
eingesetzt (3,6 mg bis 21,8 mg) und die Umsetzung in MikroreaktionsgefaBen auf dem
Thermoschittler mit 900 rpm untersucht. Die Reaktion wurde mit 1 mL auf 30°C
vortemperierter Naproxenmalonsaure Lésung in Wasser (pH 8, eingestellt mit 1 M NaOH) mit
Konzentrationen von 0,2 mM bis 98,4 mM gestartet.

Die Analyse auf eine Produktinhibierung erfolgte mit 20 mg immobilisierter AMDase-CLGIPL-
Mutante an Amino C2 Acrylattrager in 1 mL Reaktionsvolumen. Die Naproxenmalonsaure
Konzentration wurde mit 45 mM festgesetzt und verschiedene Naproxen Mengen (0,5 mM bis
67,4 mM) hinzugefliigt (pH 8, eingestellt mit 1 M NaOH). Die Reaktionslésungen wurde bei
30 °C vortemperiert und als Start der Reaktion zu dem immobilisierten Enzym hinzugefiigt und
die Reaktion bei 30 °C auf dem Schattler mit 900 rpm verfolgt. Proben flr die Analyse wurden
jeweils doppelt entnommen und geeignet mit einem Acetonitril : Wasser (1:1) (v/v) Gemisch
verdinnt, um im linearen Messbereich der HPLC Analytk zu liegen. Die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten (unter 5 % Umsetzung) wurden jeweils zur Berechnung
der Kinetiken nach Michaelis-Menten verwendet.

5.2.13 Untersuchung auf externe Stofftransportlimitierungen

Die mdéglichen Stofftransportlimitierungen wurden mit zwei unterschiedlich hoch gepackten
Séaulen mit einem jeweiligen Volumen von 1,3 und 3,3 mL in Festbettreaktoren untersucht. Fiir
die Analyse wurde eine 5 mM Flurbiprofenmalonsaure Reaktionslésung in Wasser mit einem
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pH Wert von 8 (eingestellt mit 1 M NaOH) eingesetzt. Die Verweilzeiten wurden zu 1, 2, 5, und
6 min eingestellt und die Umsétze, nach Erreichen des Steady State nach Uber finf
Verweilzeitlangen, untersucht. Die Proben wurden anschlieBend mittels HPLC analysiert.

5.2.14 Flurbiprofenmalonsaure Synthese in wiederholten Batch-Experimenten

Die Aktivitat der immobilisierten aufgereinigten AMDase-CLGIPL an Amino C2 Acrylattrager
oder des immobilisierten Zelllysats wurde in wiederholten Batch-Experimenten im 1 mL
MaBstab in der Flurbiprofenmalonsaure Umsetzung analysiert (1500 rpm, 30 °C, 20 mM
Flurbiprofenmalonsaure, 10 mM Tris-Puffer, pH 8,5 (eingestellt mit 1 M NaOH) 20,3 mg
Immobilisat mit aufgereinigtem Enzym oder 122,7 mg Immobilisat mit Zelllysat). Die Reaktion
wurde durch Zugabe der Flurbiprofenmalonséaure gestartet und der Reaktionsverlauf mit HPLC
analysiert. Nach erfolgter Reaktion wurde das Immobilisat von der Reaktionslésung befreit
(12,100 x g, 4 °C, 2min) mit 1 mL Wasser gewaschen und bei 4 °C bis zur néachsten
Anwendung gelagert.

5.2.15 Flurbiprofenmalonsaure Synthese im praparativen MaBstab

Die enzymatisch katalysierte Flurbiprofen Synthese wurde fir einen praparativen Ansatz im
20 mL MaBstab mit immobilisierter AMDase-CLGIPL an amino C2 Acrylattrager durchgefihrt.
Hierflr wurden 250,9 mg immobilisiertes Enzym eingesetzt und die Reaktion mit einer 25 mM
Flurbiprofenmalonsaure Reaktionslésung (152,2 mg, 526.9 mmol) durchgefiihrt (30 °C, pH
8,5, 10 mM Tris-Puffer, 600 rpm). Der Reaktionsverlauf wurde durch kontinuierliche
Probenentnahme und der Analytik mittels HPLC verfolgt. Nach vollstandigen Umsatz wurde
der Trager mit immobilisierten Enzym von der Flurbiprofen Produktlésung durch Zentrifugation
getrennt (6000 rpom, RT) und mit 5mL 6 M HCI angeséuert. AnschlieBend erfolgte die
Extraktion mit Ethylacetat in drei Extraktionsschritten und Abtrennung Uber einen
Scheidetrichter (3x15 mL). Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und
das Ldsungsmittel mit einem Rotationverdampfer entfernt. Die Enantiomerenreinheit des
Endproduktes wurde mittels chiraler GC bestimmt.

5.2.16 Préaparative (S)-Naproxen Synthese in wiederholten Batch-Experimenten

Die (S)-Naproxen Synthese in wiederholten Batch-Experimenten wurde in 100 mL MaBstab in
zwei Ruhrkesselreaktoren durchgefuhrt. Zum einen, ein normaler Ruhrkesselreaktor mit einem
Propellerrihrer und zum anderen einen RUhrkesselreaktor mit einem Einsatz im
Ruhrerelement fir ein gepacktes Festbett (engl. Rotating bed reactor (RBR); SpinChem AB,
Umed, Schweden). 45 g/L Amino C2 Acrylat mit immobilisierter AMDase-CLGIPL-Mutante
wurden fur die jeweiligen Umsetzungen bei 30 °C und 700 rpm eingesetzt. Die Reaktion
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erfolgte mit 48,6 mM Naproxenmalonsaure (13,3 g/L) mit einem pH 8,0 (eingestellt mit 1 M
NaOH) in einem ungepufferten System. Im Verlauf der Biotransformation zu (S)-Naproxen in
dem ungepufferten System konnte eine leichte pH-Verschiebung nach 8,3 detektiert werden.
Die Reaktionsverlaufe wurden mit kontinuierlichen Probenentnahmen verfolgt und mittels
HPLC analysiert. Zwischen den Batch-Experimenten wurde das Immobilisat mit 100 mL
Wasser gewaschen, gefiltert (STR) und bei 4 °C gelagert bis zur ndchsten Anwendung.

Zur Analyse der Produktféllungseffizienz wurde der Einfluss von verschiedenen Salzsdure-
Konzentrationen auf die Naproxen-Féllungseffizienz untersucht. Hierfir wurden zu 1 mL einer
105 mM Naproxen Lésung (pH 9,0) 200 uL Salzsaure mit verschiedenen Konzentrationen
gegeben (0,25 M bis 10 M). AnschlieBend wurde die Lésung mittels Vortexen gemischt und
Zentrifugiert (30 min, RT und 12,100 x g). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefan
Uberfiihrt und mittels HPLC auf die verbleibende Naproxen Konzentration untersucht.

Nach der Umsetzung der Naproxenmalonsdure zu Naproxen in den praparativen Ansatzen
wurde die Produktlésung durch dekantieren von dem Trager separiert. Das verbleibende
Produkt, an und innerhalo des porésen Materials, wurde mit 100 mL Wasser
herausgewaschen. Die Naproxen enthaltene Waschlésung wurde zu der anderen Produkt-
Lésung gegeben (pH Bereich 8,3 bis 8,6). Die 200 mL aufgefangene Naproxenldsung
(>99,7 % Umsetzung zu Naproxen) wurden mit 40 mL einer 6 M Salzsaure Lésung versetzt
(Endkonzentration 1 M Salzsaure). Hierbei wurde das |6sliche Natriumsalz des Naproxen in
die schwer wasserlésliche freie Sdure Uberfihrt. Das ausgefallene Naproxen wurde von der
Lésung mit einem Filterpapier (Machery-Nagel, Typ 640 d) Uber einen Bichner Trichter mit
einer Vakuum Pumpe getrennt. Das Prazipitat wurde anschlieBend mit Salzsaure
nachgewaschen (100 mL, 1 M) und in einem Vakuum Ofen getrocknet (45 °C, 8 h). Das weif3e
kristalline Produkt wurde anschlieBend quantifiziert und die Qualitdt in Hinsicht auf die
Enantiomerenreinheit mittels chiraler GC analysiert und Produktreinheit mittels 'H NMR

untersucht.
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6 Anhang

Die Peaks im Spektrum konnten den Protonen des Naproxen folgendermafen zugeordnet werden:

1H NMR (400 MHz, MeOD) & 7.76 — 7.65 (m, 3H), 7.40 (dd, J = 8.6, 1.8 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.10 (dd,
J=9.0, 2.5 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.84 (9, J = 7.1 Hz, 1H), 1.52 (d, J = 7.2 Hz, 3H).

Folgenden Verunreinigungen konnten zugeordnet werden:

[4.89 (s, H20), 3.35 (m, CH3sOH), 2.68 (s, 0.002 H) 1.99 (s, 0.09 H), 1.27 (s, 0.03 H, Weichmacher)]
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Abbildung 72: "TH NMR Spektrum des (S)-Naproxen.
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Tabelle 22: Daten der verwendeten AMDasen in dieser Arbeit (ProtParam Tool, ExPasy).

Wildtyp-AMDase

AMDase-CLGIPL-Mutante
(G74C/M159L/C188G/V431/A125P/V156L)

Sequenz (252 Aminoséauren)

MGQMQQASTP
GLVPADGARL
LGLGSVTPEG
HARRLQKQGA
SFYRGAAFNA
GLPCTTMSTA
RRVALATAYT
LAEESLVPTG
AMARVDTATL
APDSDGILLS
PEVERRLGVP
DAVRLAGGGA

TIGMIVPPAA
YPDLPFIASG
YDAVIESVVD
AVVSLMGTSL
ALTVAMREAT
VLNGLRALGV
DDVNERLAAF
CRSLGITGVE
VDLCVRAFEA
CGGLLTLDAI
VVSSSPAGFW
KARPGYGRLF

DESGGSHHHH HH

MGQMQQASTP
GLVPADGARL
LGLGSITPEG
HARRLQKQGA
SFYRGAAFNA
GLPCTTMSTA
RRVALATPYI
LAEESLVPTG
ALARVDTATL
APDSDGILLS
PEVERRLGVP
DAVRLAGGGA

TIGMIVPPAA
YPDLPFIASG
YDAVIESVVD
AWSLMCTSL
ALTVAMREAT
VLNGLRALGV
DDVNERLAAF
CRSLGITGLE
VDLCVRAFEA
GGGLLTLDAI
VVSSSPAGFW
KARPGYGRLF

DESGGSHHHH HH

~

Molekulargewicht (Da [g/mol]) 26075,83 26111,89

Theoretischer pl 5,77 5,77

Aminoséaure Zusammensetzung | Ala (A) 36 14, 3% Ala (A) 35 13,9%
Arg (R) 17 6,7% Arg (R) 17 6,7%
Asn (N) 3 1,2% Asn (N) 3 1,2%
Asp (D) 13 5,2% Asp (D) 13 5,2%
Cys (C) 4 1,6% Cys (C) 4 1,6%
Gln (Q) 5 2,0% Gln (Q) 5 2,0%
Glu (E) 11 4,4% Glu (E) 11 4,4%
Gly (G) 29 11,5% Gly (G) 29 11,5%
His (H) 7 2,8% His (H) 7 2,8%
Ile (I) 8 3,2% Ile (I) 9 3,6%
Leu (L) 28 11,1% Leu (L) 30 11, 9%
Lys (K) 2 0,8% Lys (K) 2 0,8%
Met (M) 7 2,8% Met (M) 6 2,4%
Phe (F) 7 2,8% Phe (F) 7 2,8%
Pro (P) 14 5,6% Pro (P) 15 6,0%
Ser (S) 17 6,7% Ser (S) 17 6,7%
Thr (T) 15 6,0% Thr (T) 15 6,0%
Trp (W) 1 0,4% Trp (W) 1 0,4%
Tyr (Y) 5 2,0% Tyr (Y) 5 2,0%
vVal (V) 23 9,1% val (V) 21 8,3%
Pyl (O) 0 0,0% Pyl (O) 0 0,0%
Sec (U) 0 0,0% Sec (U) 0 0,0%

~

Negative geladene Reste
Positiv geladener Reste

(Asp + Glu): 24
(Arg + Lys): 19

(Asp + Glu): 24
(Arg + Lys): 19

Instabilitatsindex (ll)

43,20 (unstabil)

43,87 (unstabil)

Aliphatischer Index

96,47

98,41

Hydrophobizitat (GRAVY)

0,248

0,242
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