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Einleitung

1. Einleitung

In der weilRen Biotechnologie werden Chemie, Biochemie, Biologie und Verfahrenstechnik kom-
biniert, um effektive Syntheseverfahren fir Wertstoffe zu entwickeln. Die Verwendung von Or-
ganismen oder deren Bestandteile ermdoglicht die hoch selektive Darstellung von Produkten in
umweltfreundlichen Prozessen. Eine Vielzahl von Fortschritten in der Biochemie bezliglich der
Aufklarung biologischer Systeme und ihrer Steuerungs- und Regelungsmechanismen verbessert
die Verfligbarkeit von Biokatalysatoren und ermdoglicht so ein starkes Ansteigen der Anzahl bio-
technologischer Verfahren in der chemischen Industrie [Hilterhaus 2007, Liese 2006].

Eine besondere Stellung nimmt die Gruppe der chiralen Wirkstoffe ein. Die unterschiedliche
physiologische Aktivitat verschiedener Enantiomere ist durch die Wechselwirkung der Wirkstoffe
mit chiralen Bestandteile lebender Systeme wie zum Beispiel DNA, Enzyme, Hormone oder Anti-
korper gegeben. In der Regel zeigt nur ein Enantiomer die gewiinschte pharmazeutische Aktivi-
tat, wahrend das andere Enantiomer wirkungslos bleibt oder Nebenwirkungen verursachen
kann. Aus diesem Grund wird heutzutage die Einflihrung neuer chiraler Wirkstoffe durch Vor-
schriften der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA), des European Committee for
Medicinal Products for Human Use (CHMP) oder des Bundesinstituts flir Arzneimittel und Medi-
zinprodukte (BfArM) reguliert. Vor der Zulassung muss die physiologische Wirkung jedes Enan-
tiomers eines Pharmawirkstoffs daher einzeln charakterisiert werden. Heutzutage werden etwa
80 % der Wirkstoffe im Sortiment von Pharmafirmen in enantiomerenreiner Form hergestellt
[Breuer 2004].

Die Biotechnologie und insbesondere die Chemo-, Regio- und Enantioselektivitat biokatalytischer
Verfahren wird fiir die Herstellung einer Vielzahl von Produkten eingesetzt. Mogliche
Anwendungsfelder sind die Substitution fossiler Energietrager durch Produkte wie Biodiesel, die
Produktion von Enzymen fiir pharmazeutische Anwendungen, als Waschmittelzusatz oder das
biotechnologische Bleichen von Textilien, Leder oder Papier. Des Weiteren kénnen mehrstufige
Synthesen komplexer Molekiile wie Vitamine oder Hormone durch biokatalytische Verfahren
vereinfacht werden. Beispiele sind hier die Synthese von L-tert-Leucin als Futtermittelzusatz und
Geschmacksverstarker (Evonik Industries AG) [Menzel 2004], L-Cystein als Aromaverstarker und
fiir kosmetische Anwendungen (Wacker Chemie AG) [Winterhalter 1998] oder etwa Vitamin B2
als Zusatz in Lebensmitteln (BASF SE) [Karos 2001].

Neben der direkten Produktion von Wirkstoffen kdnnen enzymatische Prozesse zur Herstellung
optisch aktiver Substanzen als Vorstufen bzw. Bausteine fiir komplexere Molekile eingesetzt
werden, sogenannte Building Blocks. Dabei werden insbesondere optisch aktive sekundare Alko-
hole fir die Einfihrung chiraler Informationen in Zielverbindungen wie chemische Katalysatoren,
Flssigkristalle, Agrochemikalien oder pharmazeutische Wirkstoffe verwendet [Daufmann
2006]. Beispiele fiir derartige Zielverbindungen sind der in der asymmetrischen Hydrierung von
a,B-ungesattigten Aminosauren eingesetzte DuPhos™-Ligand [Burk 1993], das Tuberkulose
Arzneimittel Cucubalol [Cheng 2002], der anti-HIV Wirkstoff PNU-142721 [Wishka 1998] oder

der Entziindungshemmer Fenlenton fir Haustiere [Thomas 1997]. Alle genannten Beispiele kon-
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nen ausgehend von einfachen chiralen Alkoholen wie Hexandiol oder Pyridinylethanol herge-

stellt werden.

Anzahl der chiralen Building Blocks [-]
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Chirale Building Blocks
Alkohole
Carbonsauren

Amine

Ester

Epoxide

Ketone

Lactone

Andere Funktionalitdten

Abbildung 1.1: Anteil der Alkohole in der Produktgruppe chirale Building Blocks bei Sigma-Aldrich Co.

Viele Firmen haben ihr Produktportfolio in den letzten Jahren im Bereich niedermolekularer,
optisch aktiver Alkohole erweitert, die in der Regel Giber asymmetrische Synthese mit Bio- oder
Chemokatalysatoren hergestellt werden. Bei groBen Chemikalienlieferanten wie Sigma-Aldrich
Co. haben chirale Alkohole den gréBten Anteil an der Gruppe der chiralen Building Blocks
(Abbildung 1.1). In diesem Fall nehmen chirale Alkohole 30 % der insgesamt 1386 Verbindungen

ein’.

1.1. Synthese chiraler Alkohole

Die Produktion chiraler Alkohole kann im Allgemeinen in verschiedenen Verfahren verwirklicht
werden. Zum Einen kann auf den "Chiral Pool" zurlickgegriffen werden. Natrliche, chirale Ver-
bindungen wie Aminosduren, Weinsdure, Milchsaure, Kohlenhydrate, Terpene oder Alkaloide
kénnen in diesem Fall als Substrat eingesetzt werden. Eine weitere Methode ist die unselektive
Herstellung des Zielmolekils mit anschliefender Auftrennung des vorliegenden Racemates Uber
physikalische Methoden wie Diastereomeren-Kristallisation oder Chromatographie. Derartige
Verfahren sind im Vergleich recht aufwendig, wurden aber in der Vergangenheit auch im in-
dustriellen MaRstab zum Beispiel in der Synthese der nicht-proteinogenen a-Aminosaure L-Dopa
eingesetzt (Hoffman-LaRoche) [Knowles 2002]. Die Verwendung chiraler Auxiliare oder die
asymmetrische Synthese in chiralen Losungsmitteln ist eine weitere Moglichkeit, ist jedoch in
den meisten Fallen auf den LabormaRstab begrenzt [Gnas 2006, Reichardt 2003].

Die direkte asymmetrische katalytische Synthese optisch aktiver Verbindungen ist die Methode
mit den meisten Vorteilen. Eine geringe Menge an chiraler Information in Form des chemischen

oder biologischen Katalysators wird in eine grofSe Menge eines chiralen Produktes umgesetzt.

Abfrage des Online-Kataloges am 24.Januar 2010.
http://www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemistry-products.html?TablePage=16273952
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Abbildung 1.2: Retrosynthetische Analyse chiraler Alkohole.

Im Folgenden werden etablierte chemokatalytische und biokatalytische Methoden zur Darstel-
lung chiraler Alkohole im Detail besprochen. Einen ersten Uberblick gibt die retrosynthetische
Analyse (Abbildung 1.2).

1.1.1. Chemische Verfahren zur Herstellung chiraler Alkohole

In der Literatur wird eine Vielzahl chemischer Verfahren zur Herstellung chiraler Alkohole be-
schrieben. Die retrosynthetische Analyse (Abbildung 1.2) zeigt eine Reihe von Synthesemdglich-
keiten ausgehend von prochiralen Ketonen, Epoxiden, Alkenen, Aldehyden, Alkanen oder Estern.
Die asymmetrische Reduktion von Ketonen zu sekundaren Alkoholen ist vielleicht die offensicht-
lichste Methode. Durch die Addition von Wasserstoff an die Carbonyl-Doppelbindung wird das
Produkt erhalten. Klassisch entspricht diese Reaktion einer Transferhydrierung, bekannt seit
Uber 80 Jahren als Meerwein-Ponndorf-Verley Reduktion [Meerwein 1925, Ponndorf 1926, Ver-
ley 1925]. Als Reduktionsmittel wird in den meisten Fallen 2-Propanol verwendet, dabei wird
formal ein Hydrid vom 2-Propanol auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom des Ketons tibertragen. Als
Katalysator konnen Aluminium- und Magnesiumalkoholate eingesetzt werden. Bereits 1950
wurden erste asymmetrische Varianten beschrieben. Durch Verwendung chiraler Alkohole wur-
den Enantioselektivitdten von bis zu 22 % erreicht werden [Doering 1950]. Heutzutage ermog-
lichen die Kombinationen aus chiralen Diaminliganden mit Ruthenium-, Rhodium- und Iridium-
Zentren deutlich hohere Selektivitdten [lkariya 2007]. Neben der Transferhydrierung sind wei-
tere Methoden zur Ubertragung von Hydriden auf Carbonylverbindungen etabliert. Bei der
Corey-Bakshi-Shibata (CBS) Reduktion werden Borane und chirale Oxazaborolodine eingesetzt,
um chirale Alkohole mit sehr guten chemischen und optischen Ausbeuten zu erhalten [Corey
1987]. Die direkte Hydrierung von Ketonen mit geeigneten Ubergangsmetallkatalysatoren wie
Ruthenium-Binaphtylphosphin (BINAP) und Wasserstoff stellt eine weitere Moglichkeit dar
[Bakos 1985, Kitamura 1988].
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Alternativ zur direkten Reduktion von Ketonen fiihrt die selektive Addition von Alkylgruppen an
das Carbonyl-Kohlenstoffatom zu tertidren chiralen Alkoholen [Funabashi 2003]. Dartber hinaus
ist die Aldol-Addition von Enolaten an Aldehyde eine weitere Variante zur Darstellung chiraler
Alkohole aus achiralen Carbonyl-Verbindungen [Northtrup 2002].

Die Oxidation von Alkenen mit Peroxycarbonsauren fiihrt zu Epoxiden (Oxacyclopropane) die in
einer selektiven Ringoffnungsreaktion in Gegenwart von Cobalt-Salen Komplexen zu enantio-
merenreinen Alkoholen umgesetzt werden kénnen [Larrow 2003]. Eine weitere Methode zur
Umsetzung von Alkenen zu Alkoholen ist die klassische Hydroborierung [Zweifel 1963]. Auch hier
kénnen durch Verwendung chiraler Katalysatoren optisch aktive Produkte erhalten werden
[Moteki 20086, Lillo 2007].

Viele chemische Verfahren zur Synthese chiraler Alkohole benétigen Ubergangsmetalle, auf-
wandig zu synthetisierende Ligandensysteme und extreme Reaktionsbedingungen. In der Regel
werden dabei organische Losungsmittel als Reaktionsmedium eingesetzt. Diese Losungsmittel
sind klassischerweise die Produkte der Erdélindustrie und damit in ihrer langfristigen Verfig-
barkeit begrenzt. Aus all diesen Griinden stellt heute die Anwendung der weilRen Biotechnologie

eine Uberzeugende Alternative dar.

1.1.2. Biokatalytische Verfahren zur Herstellung chiraler Alkohole

Die industrielle Produktion chiraler Alkohole kann mit isolierten Enzymen oder ganzen Zellen als
Biokatalysator durchgefiihrt werden. Sie konnen enzymatisch Uber Oxidation und Reduktion
(Oxidoreduktasen, Enzymklassifikation (EC 1)), Hydrolyse (Hydrolasen, EC 3) oder C-C Verkniip-
fung von Aldehyden (Lyasen, EC 4) dargestellt werden (Abbildung 1.2).

Hydrolasen (EC 3)

In den meisten enzymatischen industriellen Prozessen werden Hydrolasen eingesetzt [Liese
2006]. Zwischen 1987 und 2004 wurden Hydrolasen in 60 % der veréffentlichten Literatur im
Bereich der Biokatalyse behandelt [Faber 2004]. Die Lipasen als Untergruppe (EC 3.1.1.3) der
Hydrolasen ermoglichen die Hydrolyse von Carbonsaureestern, bzw. die Veresterung von Alko-
holen und Saurederivaten. Weitere Anwendungen finden sich in der Umesterung und in der
Produktion von Polymeren [Bommarius 2004]. Die industrielle Anwendbarkeit von Lipasen in der
Synthese ergibt sich aus der hohen Selektivitat und Stabilitat in nicht-konventionellen Medien,
wie organischen Losungsmitteln oder den puren Substraten [Jaeger 2002, Bornscheuer 2006].

Der Einsatz von Lipasen in der Produktion chiraler Alkohole besteht meist in der kinetischen Ra-

cematspaltung eines Enantiomerengemisches (Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: Schema der (dynamisch) kinetischen Racematspaltung sekundirer Alkohole mit Lipasen.

Bei der kinetischen Racematspaltung wird das eine Enantiomer deutlich schneller umgesetzt als
das andere Enantiomer. Es gilt k; >> k, oder k; << k,. Aus diesem Grund verandert sich die
Enantiomerenreinheit im Laufe der Reaktion, im optimalen Fall wird bei 50 % Umsatz eine
optische Reinheit von 100 % erreicht [Kagan 1988]. Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens ist
die dynamisch kinetische Racematspaltung. In diesem Fall wird die Substratverbindung in-situ
mittels chemischer oder biokatalytischer Verfahren racemisiert, fiir eine technische Anwendung
sollte kyqc > 0 und k.o > k4, k, gelten.

Lyasen (EC 4)

Eine Moglichkeit zum direkten Aufbau einer chiralen Hydroxyfunktion ist die Kopplung zweier
Aldehyde zu Hydroxyketonen (Abbildung 1.4). Diese Reaktion wird durch Enzyme aus der
Gruppe der Lyasen (EC 4) ermoglicht. Viele dieser Enzyme katalysieren in ihrer natirlichen Akti-
vitat die Decarboxylierung von a-Ketosauren wie u.a. Pyruvat (Brenztraubensaure) oder Benzoyl-
formiat (Phenylglyoxylat). Beispiele sind die Pyruvat Decarboxylase aus Zymomonas mobilis (EC
4.1.1.1), die Benzoylformiat Decarboxylase aus Pseudomonas putida (EC 4.1.1.7) oder die a-Ke-
tosdure Decarboxylase (EC 4.1.1.72) aus Lactococcus lactis [Bruhn 1995, Gonzales 1989, Demir
1999, Iding 2000]. Um die C-C Kupplungsreaktion durchfiihren zu kénnen, benétigen diese En-
zyme ein zweiwertiges Metallion wie z. B. Magnesium (Mg>*) und Thiamindiphosphat (ThDP,
Vitamin B1-diphosphat) als Cofaktor [Kluger 2008]. Thiamindiphosphat reagiert nucleophil mit

dem Substrat und aktiviert damit ein Aldehydmolekail.

O o] Lyase O )
y + ﬂ —_— R lg/ R

R’ R2
OH

Abbildung 1.4: Lyase-katalysiere C-C Kniipfungsreaktion von Aldehyden.

Auch die Lyasen werden industriell eingesetzt, um chirale Alkohole zu produzieren. Ein Beispiel
ist die Synthese von Phenylacetylcarbinol mit einer Pyruvat Decarboxylase aus Saccharomyces
cerevisiae bei BASF SE oder Malladi Drugs (Indien) [Cheetham 1994]. Der Biokatalysator wird in
Form ganzer Zellen eingesetzt. Die weitere Umsetzung von Phenylacetylcarbinol ergibt Ephedrin-

derivate, die in der Asthmatherapie eingesetzt werden.
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Oxidoreduktasen (EC 1)

Neben den Hydrolasen sind die Oxidoreduktasen (EC 1) weit verbreitet in der Synthese chiraler
Alkohole. Der direkte Aufbau eines Hydroxy-Stereozentrums durch Reduktion von prochiralen
Ketonen oder Oxidation von aktivierten oder nicht aktivierten C-H Bindungen ermdglicht im Ver-
gleich zur Hydrolase-katalysierten kinetischen Racematspaltung eine Ausbeute von bis zu 100 %.
Monooxygenasen katalysieren Bayer-Villiger Oxidationen, Epoxidierungen, Oxidation von Hete-
roatomen, sowie aromatische und aliphatische Hydroxylierungen [Flitsch 2002, van Beilen 2003,
Urlacher 2007]. Die grofite und vielleicht wichtigste Gruppe der hydroxylierenden Monooxyge-
nasen gehoren zur Cytochrom P450 Familie, die Ham als prostetische Gruppe enthalten und von
B-1,4-Nicotinamidadenindinucleotid(phosphat) (NAD(P)) abhangig sind. Ein Beispiel ist die aus
Pseudomonas putida isolierte Cyctochrome P450., (EC 1.14.15.1). Das natirliche Substrat
D-Campher (1) wird regio- und stereoselektiv zum 5-exo-Hydroxycampher (2) oxidiert (Abbildung
1.5).

Monooxygenase

Cytochrome P450¢4m
@) Pseudomonas putida 0]

o OH
1 NAD(P)H, FADH o

Abbildung 1.5: Monooxygenase-katalysierte Hydroxylierung von b-Campher.

Neben einigen Beispielen zur industriellen Produktion achiraler Alkohole gibt es nur wenige Bei-
spiele fur eine Anwendung von Monooxygenasen in der asymmetrischen Synthese. In vielen
Fallen wurden geringe Ausbeuten und Selektivitdten berichtet [Urlacher2007].

Den grofRten Teil der industriell genutzten Oxidoreduktasen nehmen die Alkohol Dehydrogena-
sen (ADHs, EC 1.1.1.1) ein [Xu 2005, Goldberg 200743, Liese 2006]. Bei der ADH-katalysierten Re-
duktion von Ketonen wird formell ein Hydrid vom Cofaktor auf das Carbonylkohlenstoffatom
Ubertragen. Der Cofaktor ist in der Regel NADH oder NADPH. In seltenen Fallen werden Enzym-
gebundene Cofaktoren der Gruppe der Flavine (FAD) [Walsh 1980] oder Methoxatine (Pyrrolo-
chinolinchinon, PQQ) [McWirter 1990] beschrieben. Durch den hohen Preis der Cofaktoren (z.B.
Sigma-Aldrich Co.?, NAD": 17.8 k€ mol™ bis zu PQQ: 16.3 M€ mol™) ist der stéchiometrische
Einsatz undokonomisch und daher wurden eine Reihe von Cofaktorregenerierungsverfahren ent-
wickelt [Lee 1985, Chenault 1987, Wichmann 2005, Litz 2006]. Im Allgemeinen wird die Cofak-
torregenerierung parallel zur eigentlichen Produktionsreaktion durchgefiihrt. Bei Einsatz von
ADHs und NAD(P)H kénnen elektrochemische, chemische, photochemische und enzymatische
Ansatze verwendet werden. Alternativ konnen Ganzzellsysteme eingesetzt werden, die den
Cofaktor in ihrem Metabolismus wieder regenerieren [Goldberg 2007b, Haberland 2002a]. Eine

detaillierte Diskussion der einzelnen Verfahren findet sich in Kapitel 1.2.1.

Preisabfrage des Online-Kataloges am 24. Marz 2009, http://www.sigmaaldrich.com/
GroRte Einheit: NAD: N7004, 25 g, 670,- €/PQQ: D7783, 10 mg, 494,- €.
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Eine Vielzahl von Alkohol Dehydrogenasen aus bakteriellen, pflanzlichen oder tierischen Quellen
bzw. aus Pilzen werden in der Literatur beschrieben®. Viele dieser ADHs sind sehr gut dokumen-
tiert und zum Teil kommerziell erhéltlich, wie z.B. aus Pferdeleber (Equus caballus) [Maret 1979,
Andersson 1982] oder aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae) [Drewke 1988, Leskovac 2002]. Nur
ein Teil dieser ADHs sind industriell relevant [Liese 2006].

Bei Codexis wird das Diketon 2,5-Hexandion mit ganzen Zellen von Lactobacillus kefir zu (R, R)-
2,5-Hexandiol umgesetzt [Hummel 2000, Haberland 2002a, Haberland 2002b]. Das enantio-
merenreine Produkt kann in einer Vielzahl von Anwendungen eingesetzt werden, u. a. in der
Synthese von chiralen Ligandensystemen [Burk 1991, Burk 1993] oder chiraler Auxiliare fir die
asymmetrische Induktion bei einer Reihe enantioselektiver Verfahren [Chartrain 2001]. Bei der
Wacker Chemie AG wird ein Enzymrohextrakt aus Lactobacillus brevis fir die asymmetrische
Reduktion von B-Ketoestern wie Ethylacetoacetat eingesetzt [Hummel 1999]. Die in Neurospora
crassa enthaltene ADH wird bei AstraZeneca GmbH zur Darstellung eines Intermediates (4) der
Trusopt® (Dorzolamid, Augentropfenprdparat gegen erhohten Augeninnendruck, 5)-Synthese
eingesetzt [Blacklock 1993, Holt 1996a, Holt 1996b] (Abbildung 1.6).

N
Dehydrogenase O H'?‘

(0] H
N. crassa :
| N > | N | N SO5NH;
>s{ S sy S s7 S
o O O

O/ PN O/ ) \\O

3 4 5

Abbildung 1.6: Anwendung von N. crassa in der Synthese von Trusopt®.

1.2. Biotechnologische Verfahrensentwicklung

Die Entwicklung eines biokatalystischen Prozesses gliedert sich in drei groRe Teile: Charakterisie-
rung des Biokatalysators, Optimierung der Reaktionsbedingungen und Wahl des geeigneten
Reaktortyps [Kragl 1999, Biselli 2002] (Abbildung 1.7). Als MaR fiir die Effizienz des geplanten
Prozesses konnen Umsatz, Zykluszahl (TTN, total turnover number) und Raum-Zeit Ausbeute
(RZA) betrachtet werden.

® BRENDA (Braunschweig Enzyme Database), http://www.brenda-enzymes.info/, [Chang 2008].
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Reaktor

o Reaktorwahl
o Produktaufarbeitung
o Steuerung
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RZA
Umsatz

Katalysator Reaktion
o Cofaktoren o Lésungsmittel
o Stabilitat o Cosolventien
o Aktivitat o pH-Wert
o Selektivitat o Temperatur
o Zurlickhaltung o Gleichgewicht

o Nebenreaktionen
Abbildung 1.7: Schema der Verfahrensentwicklung biokatalytischer Prozesse.

1.2.1. Charakterisierung des Biokatalysators

Die Wahl eines Enzyms fiir einen Prozess zur Herstellung chiraler Alkohole ist der erste Schritt in
der Charakterisierung des Biokatalysators. Bei der vorliegenden Arbeit stand durch den Koopera-
tionspartner Prof. Wolfgang Kroutil eine Alkohol Dehydrogenase (EC 1.1.1.1) zur Verfligung
(siehe Kapitel 3). Bei der Verwendung von Oxidoreduktasen ist vor allem die Wahl des Cofaktors,
bzw. die Wahl einer geeigneten Cofaktorregenerierungsmethode elementar. Die genaue Kennt-
nis von Stabilitat, Aktivitat und Selektivitat des Biokatalysators ermoglicht die Verwendung der
optimalen Reaktionsbedingungen wie Temperatur, pH-Wert oder auch Substratkonzentrationen
oder Reaktorkonfiguration. Eine Riickhaltung des Biokatalysators in einem kontinuierlichen Pro-
zess liber Membranen, Immobilisierung oder durch Verwendung ganzer Zellen erlaubt die mehr-
fache Verwendung des Katalysators und fiihrt auf diese Weise zu einem effizienteren Verfahren.

Im Folgenden sollen diese Punkte im Detail erlautert werden.

1.2.1.1.  Cofaktorregenerierung

Wie bereits in Kapitel 1.1.2 erwdhnt, konnen Nicotinamiddinucleotid-Cofaktoren lber elektro-

chemische, chemische, photochemische und enzymatische Ansatze regeneriert werden.

Elektrochemische Cofaktorregenerierung

Die Reduktion von Ketonen zu Alkoholen bzw. der entsprechenden Oxidation des Cofaktors ent-
spricht dem einfachen Transfer von Elektronen. Der Einsatz elektrochemischer Methoden zur
Regenerierung bietet sich daher an. Die direkte Reduktion des Cofaktors an einer Kathode be-
wirkt allerdings haufig geringe Selektivitaiten oder Nebenreaktionen. Die Versorgung der Elek-
trode mit Elektronen ist in der Regel deutlich schneller als die Regenerationsreaktion und fihrt
damit zu Uberpotentialen [Simon 1985, Biade 1992, Hollmann 2004]. Eine Mdglichkeit, dieses

Problem zu umgehen, ist die Verwendung von organischen oder metallorganischen Verbindun-
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gen zum Transfer der Elektronen von Elektrode zu Cofaktor [Steckhan 1990, 1991, Schroder
2003, Hollmann 2006].

Chemische Cofaktorregenerierung

Bei der chemischen Regenerierung werden Elektronen von einfachen Reduktionsmitteln auf den
Cofaktor tbertragen und wahrend der Reaktion stochiometrisch verbraucht [Litz 2006]. Ein
dlteres Beispiel ist das anorganische Salz Natriumdithionit (Na,S,04), welches zwar eine sehr
einfache Handhabung erlaubt, aber bei héheren Konzentrationen zur Desaktivierung des jewei-
ligen Enzyms fuhrt [Raunio 1971, Jones 1972]. Ein alternatives und im Vergleich sehr glinstiges
Reduktionsmittel ist Wasserstoff. Mit Hilfe von Ubergangsmetallkomplexen mit Rhodium-, Ru-
thenium- oder Platin-Zentren kénnen die Reduktionsequivalente auf den entsprechenden Cofak-
tor Gbertragen werden [Abril 1982, Wagenknecht 2003].

Photochemische Cofaktorregenerierung

Fiir die photochemische Regenerierung von Nicotinamiddinucleotiden werden nur wenige Bei-
spiele beschrieben. Beispiele flir Verbindungen, die von Licht einer bestimmten Wellenldange
angeregt werden, sind homogene Ruthenium- oder Zink-Komplexe, Farbstoffe wie Methylenblau
oder Kolloide wie Cadmiumsulfid oder Titandioxid [Willner 1990, Rickus 2002, Julliard 2004]. Die
auf diese Weise gewonnenen Elektronen werden mit gangigen Elektronentransportern auf den

Cofaktor Gbertragen.

Enzymatische Cofaktorregenerierung

Die offensichtlichste Methode zur Regenerierung von enzymatischen Cofaktoren ist der Einsatz
von Enzymen. Die Durchfiihrung einer parallelen, Cofaktor-abhangigen Reaktion mit entgegen-
gesetzter Redox-Richtung ermdoglicht den Transfer von Elektronen von einem giinstigen Cosub-
strat auf die Produktionsreaktion (Abbildung 1.8). Es kdnnen zwei verschiedenen Ansatze unter-
schieden werden: Enzym-gekoppelte und Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung. Bei der
Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung wird ein zweites Enzym in das System eingebracht,
wahrend bei der Substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung das Produktionsenzym Substrat
und Cosubstrat umsetzt.

Eine Vielzahl von Enzymen kdnnen in der Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung eingesetzt
werden. Im Folgenden sollen nur einige Beispiele besprochen werden.

Die Umsetzung von Formiat zu Kohlendioxid mittels Formiat Dehydrogenase (FDH, EC 1.2.1.2) ist
eine weit verbreitete Methode zur Regenerierung von NAD(P)H [Hummel 1989, Seelbach 1996,
Tishkov 1999]. Das Gleichgewicht liegt deutlich auf Seite des entstehenden Kohlendioxids, so
dass die Reaktion annahernd irreversibel ist. Die FDH aus Candida boidinii wird in der industriel-
len Produktion von L-tert-Leucin verwendet [Bommarius 1995]. Die Verdanderung des pH-Wertes
im Verlauf der Reaktion kann zu einer Inhibierung des Enzyms fiihren [Nidetzky 1996]. Dieses
kann durch die Anwendung eines Fed-Batch Verfahrens oder durch Einstellung des pH-Wertes

durch Titration Gberwunden werden [Neuhauser 1998].
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O Enzym1 OH O Enzym1 OH
R1J\R2 ) //\ R1J\R2 R1J\R2 ) //\ R1J\R2
NADH NAD* NADH NAD*

Coprodukt = = Cosubstrat Coprodukt = = Cosubstrat
Enzym 1 Enzym 2

Abbildung 1.8: Substrat-gekoppelte (links) und Enzym-gekoppelte (rechts) Cofaktorregenerierung.

Die Oxidation von Glukose durch Glukose Dehydrogenasen (GDH, EC 1.1.1.47) fiihrt zum Gluko-
nolacton, das in wassriger Losung irreversibel zur Glukonsdure hydrolysiert [Kizaki 2001, Weck-
becker 2005]. Eine weitere Dehydrogenase fiir die Cofaktorregenerierung ist die Lactat De-
hydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) [Kim 1988]. L-Lactat (Milchsdure) wird zu Pyruvat (Brenztrauben-
saure) oxidiert.

Die direkte Regenerierung von NAD(P)H mit Wasserstoff und Hydrogenasen ist eine sehr effek-
tive und elegante Methode. Das glinstige Cosubstrat wird komplett verbraucht und es wird kein
Coprodukt gebildet [Klibanov 1980, Wong 1981, Greiner 2003, Mertens 2003, 2004].

1.2.1.2.  Aktivitdt und Stabilitit des Biokatalysators

Die Bestimmung von Aktivitat und Stabilitat des Biokatalysators in Abhangigkeit samtlicher Re-
aktionsparameter ist elementar fir die Entwicklung eines enzymatischen Prozesses. Mit Hilfe der
Analyse des Reaktionssystems in Hinblick auf den Einfluss der Konzentration aller Komponenten
ist die Aufstellung eines kinetischen Modells mdglich [Bergmeyer 1977, Cornish-Bowden 2004,
Hilterhaus 2006]. Dieses kann in Verbindung mit den Stabilitdtsdaten eingesetzt werden, um
einen Reaktionsverlauf zu simulieren und somit in-silico® die optimalen Bedingungen zu bestim-

men.

Kinetische Analyse

Die Abhangigkeit der Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen von der Substratkonzentration
wird durch das Modell von Michaelis und Menten beschrieben [Michaelis 1913], welches eine
Weiterentwicklung der Ergebnisse von Brown und Henri darstellt [Brown 1902, Henri 1902].

Im Michaelis-Menten Modell bilden Substrat und Enzym im ersten Schritt einen Enzym-Substrat-
Komplex, welcher im zweiten Schritt zu Produkt und Enzym zerfallt (Abbildung 1.9, rechts). Die-
ser erste Schritt ist reversibel und sehr viel schneller als der zweite Schritt. Es resultiert ein
Gleichgewicht ("rapid equilibrium") zwischen Enzym und Substrat. Die Aufstellung der drei
Elementarreaktionen mit den entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten k; und die Annahme
einer konstanten Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes (Steady-State) ermoglicht die
Vereinfachung des Modells zur Michaelis-Menten Gleichung. Die Parameter dieser Gleichung

sind die maximale Reaktionsgeschwindigkeit v;,,,, und die Michaelis-Konstante K,,,.

Computergestitzte Simulation biochemischer Prozesse.
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Abbildung 1.9: Graphische Darstellung der Michaelis-Menten Gleichung und ihrer Parameter.

Eine graphische Darstellung der Michaelis-Menten Gleichung (Abbildung 1.9) ergibt eine hyper-
bolische Funktion, die mit zunehmender Substratkonzentration der maximalen Reaktionsge-
schwindigkeit zustrebt. Die Michaelis-Konstante beschreibt die Substratkonzentration mit halber
maximaler Reaktionsgeschwindigkeit. Eine Bestimmung der kinetischen Parameter wird klassisch
durch eine Linearisierung der Geschwindigkeitsgleichung durch reziproke Auftragung von Reak-
tionsgeschwindigkeit und Substratkonzentration erreicht [Lineweaver 1934], dieses kann auf-
grund einer Verstarkung von Messfehlern bei der reziproken Darstellung zu einer Verfalschung
des Ergebnisses fiihren. Heute werden in der Regel nicht-lineare Regressionen mit Hilfe entspre-
chender Software-Pakete wie OriginLab Origin oder The Mathworks MATLAB verwendet.

Neben der Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der (den) Substratkonzentration(en)
kénnen auch Beeinflussungen durch Produkte und weitere in der Reaktionslosung vorhandene
Komponenten auftreten, die sich durch eine Aktivierung oder Inhibierung des Enzyms auszeich-
nen konnen. Aktivatoren verandern in der Regel die Konformation des Enzyms durch Ausbildung
kovalenter oder nicht-kovalenter Wechselwirkungen [Hilterhaus 2006]. Inhibitoren hingegen

bewirken eine Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit.

Stabilitdtsmessungen

Neben der Kenntnis der Kinetik einer enzymatischen Reaktion ist insbesondere die Stabilitdt des
Biokatalysators ein entscheidender Punkt in der Entwicklung eines kontinuierlichen Prozesses.
Die Wirtschaftlichkeit des Prozesses hangt direkt von der Lebensdauer und damit den Kosten des
Katalysators ab. Viele Faktoren kdnnen zu einer Denaturierung des Proteins fiihren. Diese kon-
nen unterteilt werden in physikalische, chemische und biologische Einwirkungen (Tabelle 1.1)
[Schmid 1979].
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Tabelle 1.1: Varianten der Proteindenaturierung.

Physikalische Einwirkung Chemische Einwirkung Biologische Einwirkung
Temperatur pH-Wert Proteasen
Mechanische Krafte Salzkonzentration

Strahlung Losungsmittel

Detergentien
Oxidantien
Schwermetalle
Chelatbildner

Fir die Denaturierung eines Enzyms wird ein zweistufiger Prozess angenommen. In einem
ersten, reversiblen Schritt wird das Enzym durch Konformationswechsel denaturiert, kann aber
durch geeignete Bedingungen wieder in den aktiven Zustand versetzt werden. Sekundéare Pro-
zesse, wie stirkere Konformationswechsel, kovalente Modifizierungen oder Aggregation des
Proteins flihren zu einer vollstandigen, irreversiblen Denaturierung [Zentgraf 1991].

Es existieren vielfadltige Methoden zur Erh6hung der Stabilitdt von Enzymen, etwa durch Zugabe
von Additiven, wie Liganden, kleinen organischen Molekiilen, bestimmten lonen oder Polymeren
[Gray 1988], durch chemische Modifizierung des Enzyms [Mozhaev 1990] oder auch durch
Immobilisierung des Enzyms (Kapitel 1.2.1.3).

1.2.1.3.  Riickhaltung des Biokatalysators

Die Riickhaltung des Biokatalysators in einem kontinuierlichen Prozess ist elementar fur die
Wirtschaftlichkeit des Verfahrens. Neben einer Verringerung der Katalysatorkosten ermoglicht

die Wiederverwendung des Enzyms auch eine vereinfachte Produktaufarbeitung.

Riickhaltung durch Membranverfahren

Homogen geléste Enzyme kdnnen durch geeignete Membranen aus einer Losung abgetrennt
oder in einem Reaktor zuriickgehalten werden. Es werden Mikrofiltration (0.2-2 um), Ultrafiltra-
tion (0.02-0.2 um), Nanofiltration (2-20 nm) und Umkehrosmose (0.2-2 nm) unterschieden [Liese
2006]. Fir die Riickhaltung von Enzymen werden Ultrafiltrationsmembranen verwendet.

Fir die Verwendung von Ultrafiltrationsmembranen in der kontinuierlichen Reaktionsfiihrung
gibt es verschiedene Moglichkeiten. Die einfachste Variante ist der Einsatz des Enzyms in einem
Dialyseschlauch, der mit der Reaktionslosung kontaktiert wird [Kragl 1992]. Ein Austausch von
Substrat und Produkt findet nur durch Diffusion iber die Membran statt, so dass nur geringe
Produktivitaten erreicht werden kénnen. Eine Anwendung findet sich hauptsdchlich bei der
Verwendung scherempfindlicher Katalysatoren [Briechle 2006]. Die meisten Membranverfahren
werden konvektiv betrieben, wobei der Fluss des Reaktionsmediums durch die Membran ge-
fUhrt wird [Kruse 1996]. Beispiele in der industriellen Produktion sind die Rhodococcus erythro-
polis ADH-katalysierte Reduktion von Phenylpropanon [Kruse 1996], die Leuconostoc mesente-

roides D-Lactat Dehydrogenase-katalysierte Reduktion von fluorierten a-Ketosduren [Tao 2002]
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oder die Bacillus sphaericus Leucin Dehydrogenase-katalysierte reduktive Aminierung von Tri-

methylpyruvat [Kragl 1996].

Zweiphasensysteme

Die Verwendung eines Zweiphasensystems zur rdumlichen Trennung von Substrat / Produkt und
dem Biokatalysator ist eine weitere Moglichkeit zur Retention eines nicht-immobilisierten En-
zyms in einem Produktionsprozess [Liese 2004]. Das Enzym verbleibt in der Regel in der wassri-
gen Phase, wahrend in der organischen Phase Substrate und Produkt gelOst sind. Fiir eine effek-
tive Nutzung eines solchen Verfahrens sind eine moglichst geringe Konzentration von Substrat
und Produkt in der wassrigen Phase, sowie eine hohe Stabilitat des Enzyms gegenliber organi-
schen Lésungsmitteln und Phasengrenzen notwendig.

Ein industriell relevantes Beispiel ist die bei Merck Research Laboratories entwickelte Synthese
eines Schllsselintermediats fur die Herstellung eines Bs-Agonisten basierend auf einer enzyma-
tischen Reduktion mit der Hefe Candida sorbophila [Chartrain 1999].

Immobilisierung

Mit Hilfe der Immobilisierung von Enzymen oder ganzen Zellen werden die Vorteile der Biokata-
lyse mit den Vorteilen der klassischen heterogenen Katalyse kombiniert [Pfenosil 2002, Born-
scheuer 2003, Cao 2005, Sheldon 2007]. Durch das Vorliegen des Katalysators in ungeloster,
fester Form ist eine leichte Abtrennung vom Reaktionsmedium durch beispielsweise Filtration
oder Zentrifugation moglich. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit einer kontinuierlichen Reak-
tionsfiihrung in Fest- und FlieBbettreaktoren oder in konventionellen Rihrreaktoren unter Ver-

wendung eines Filtersystems zur Riickhaltung des Katalysators.

| Immobilisierungsmethoden fiir Enzyme

Bindung | Einschluss

Crosslinking “Copolymerisation“ Bindung an Trager “ Gelverkapselung “ Microverkapselung “ Reverse Micellen

Physikalische lonische Chelat Kovalente Biospezifische

Adsorption Bindung Bildung Bindung Bindung

Abbildung 1.10: Methoden zur Immobilisierung von Enzymen.

Die Methoden der Enzymimmobilisierung lassen sich in zwei grolRe Gruppen teilen: Ausbildung
einer Bindung und Einschluss in eine bestimmte Matrix (Abbildung 1.10). Es gibt keine univer-
selle Methode zur Immobilisierung eines Biokatalysators. Die Wahl der entsprechenden Bedin-
gungen richtet sich nach der Natur der Reaktion, der Stabilitat des Enzyms und den Anforderun-

gen an die Eigenschaften des Immobilisates.
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Die Ausbildung einer Bindung zur Immobilisierung eines Enzyms ist weit verbreitet. Bei der Ver-
linkung von Enzymen zu grofReren Aggregaten werden Immobilisate ohne Zugabe zusatzlicher
Trager erhalten. Zur Verbindung der Enzymmolekiile werden die aktiven Gruppen der Enzym-
oberflache genutzt und verlinkt. Diese Art der Immobilisierung wird insbesondere von der CLEA
Technologies B.V., Delft, Niederlande weiterentwickelt und angewendet (CLEA: cross-linked
enzyme aggregate) [Cao 2001]. Eine sehr dhnliche Methode ist die Copolymerisation von Enzy-
men, bei der Vinylgruppen (0.3.) auf der Enzymoberflache eingefiihrt werden und das Enzym so
als Monomer bei einer Copolymerisation eingesetzt werden kann [Pfenosil 2002].

Die Bindung eines Enzyms auf ein festes Tragermaterial kann aufgrund der Ausbildung bestimm-
ter Wechselwirkungen unterschieden werden. Als einfachste Variante treten bei der physikali-
schen Adsorption eines Enzyms auf der Trageroberflaiche nur schwache Wechselwirkungen wie
Van-der-Waals Krafte auf. Ein sehr bekanntes Beispiel flr eine adsorptive Immobilisierung ist die
kommerzielle Form der Candida antarctica Lipase B (CaLB) [Kirk 2002], die bei Novozymes A/S,
Bagsvaerd, Danemark als Novozyme 435 vertrieben wird. Weiterhin werden in der Produktion
von High Fructose Corn Syrup (Fructose-Glucose Sirup) auf diese Weise immobilisierte Xylose
(Glucose) Isomerasen fir die Isomerisierung von Glucose zu Fructose eingesetzt [Pedersen
1993]. Die ionische Bindung nutzt lon-lon Wechselwirkungen, die zwar deutlich starker sind als
einfache Adsorptionsbindungen, aber auch stark vom pH-Wert abhangen. Bei der Bildung von
Chelaten werden Ubergangsmetallionen fiir eine Bindung zwischen Trager und Enzym eingesetzt
[z.B. Kurlemann 2004]. Bei der kovalenten Bindung werden funktionelle Gruppen der Enzym-
oberflache, wie Amino-, Hydroxy-, Thiol- oder Phenol-Gruppen, chemisch mit der Oberflache
eines Tragermaterials verbunden. Die Stabilitdt dieser Bindung ist abhdngig von der chemischen
Natur der verwendeten Gruppen und kann teilweise durch Modifizierung von z.B. Imino- zu
Amino-Bindungen durch Reduktion verbessert werden [Miller 1983]. Die Verwendung bio-
spezifischer Bindungen zwischen Enzym und Tragermaterial ist eine weitere Mdglichkeit zur
Immobilisierung. So werden auf einer Oberflache gebundene, biologisch aktive Molekiile wie
Antikorper zur Ausbildung einer Enzym-spezifischen Bindung eingesetzt [Pfenosil 2002].

Der Einschluss eines Enzyms in eine Polymermatrix ist die zweite Hauptgruppe der Immobili-
sierungsmethoden. Bei der Gelverkapselung werden wasserunlésliche natlrliche und synthe-
tische Polymere wie Polysaccaride, Alginate, Agar, k-Carrageenane oder Polyacrylamide einge-
setzt. Die Gelbildung wird in der Regel in Gegenwart des verwendeten Enzyms durchgefihrt,
welches auf diese Weise eingeschlossen wird. Bei der Mikroverkapselung werden Enzyme in
permeable Membranen eingeschlossen [Yu 1982]. Die Bildung reverser Micellen durch Zugabe
amphiphiler Detergenzien ist eine Methode zur Immobilisierung von Enzymen in Lésungsmitteln
wie Kohlenwasserstoffen. Die gebildeten Micellen enthalten Wasser, welches das Enzym vor

dem Loésungsmittel schiitzt und die biologische Aktivitat erhalt.

1.2.2. Optimierung der Reaktionsbedingungen

In einem biokatalytischen Produktionsprozess beeinflussen Enzyme die Kinetik der Reaktion, also

die Reaktionsgeschwindigkeit der einzelnen katalysierten Elementarreaktionen. Das thermo-
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dynamische Gleichgewicht zwischen den Reaktionskomponenten wird dabei nicht verandert.

Des Weiteren kénnen chemische Nebenreaktionen auftreten.

Thermodynamisches Gleichgewicht

Das Verhaltnis von Substraten und Produkten einer chemischen oder biokatalytischen Reaktion
bleibt nach Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts konstant. Diese thermodyna-
mische Limitierung kann durch gezielte Veranderung der Reaktionsbedingungen Gberwunden

werden und somit ein maximaler Umsatz in der Produktionsreaktion erreicht werden.

Auftreten chemischer Nebenreaktionen

Neben der enzymatisch katalysierten Hauptreaktion kdnnen weitere, chemische Nebenreaktio-
nen auftreten. Darunter fallt die Zersetzung oder Racemisierung von Substraten oder Produkten
bei bestimmten Reaktionsbedingungen oder das Vorliegen einer unselektiven Nebenreaktion,

etwa eine Racemat-bildende Reaktion neben einer enantioselektiven enzymatischen Reaktion.

Méglichkeiten zur Uberwindung einer ungiinstigen Gleichgewichtsverteilung oder zur Unter-

driickung von Nebenreaktionen sind [Biselli 2002]:

e Variation der Substratkonzentrationen

e Kontinuierliche Zugabe von Substrat

e Kontinuierliche Entfernung von Produkten durch z.B. Kristallisation, Extraktion,
Elektrodialyse, Komplexierung oder Ausgasen

e Kopplung mit einer irreversiblen Reaktion, z.B. lber eine Cofaktorregenerierung mit
Glucose / Glucose Dehydrogenase

e Veradnderung der Temperatur

e Verdnderung des Drucks

e Veranderung des pH-Wertes bei Sduren oder Basen als Reaktionskomponenten

e Verwendung von Cosolventien

1.2.3. Wahl des Reaktors

Die Wahl eines geeigneten Reaktors ist elementar fir die Entwicklung eines biokatalytischen
Prozesses. Grundlegend kénnen zwei verschiedene Gruppen von Reaktoren unterschieden wer-
den: diskontinuierlich betriebene Satzreaktoren und kontinuierlich betriebene Reaktoren [Biselli
2002].

1.2.3.1.  Ideale Reaktortypen

Der geriihrte Satzreaktor (STR, stirred tank reactor) ist ein typisches Beispiel fir den ersten Fall
(Abbildung 1.11, A). Der Reaktor wird zu Beginn mit dem Reaktionsgemisch gefiillt und nach der

Reaktion wieder entleert. Die Konzentrationen verandern sich im Laufe der Zeit - Substrat wird
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verbraucht und Produkt wird gebildet. Weiterhin wird von einer idealen Vermischung ausgegan-

gen, so dass die Konzentrationen zu einem Zeitpunkt ¢ im gesamten Reaktor gleich sind.

a) Reaktor
B C
+ N +
dx
b) Konzentrations-Zeit-Verhalten S
c c 5, X, Cpn
[P] X; ' [P]
[S], .
1
1
[s] [S}; P I [s]
t t t
c) Konzentrations-Ort-Verhalten
[S],
c t, ¢ (o -
t [P] ! [P]
[S], ! \
1
1
[S], . [S] : [S]
1 I
X X X

Abbildung 1.11: Grundlegende ideale Reaktortypen (A Satzreaktor, B Strémungsrohr und C kontinuier-
lich betriebener Satzreaktor) und ihr Verhalten

Die Konzentrationsprofile des Stromungsrohres (PFR, plug flow reactor) (Abbildung 1.11, B)
verhalten sich entgegengesetzt zu denen des Satzreaktors. Uber den Verlauf der Reaktion sind
die Konzentrationen der Komponenten in einzelnen Rohrabschnitten konstant. Eine Verringe-
rung der Substratkonzentration bzw. Erhéhung der Produktkonzentration tritt ortsabhangig auf.
Der kontinuierlich betriebene Satzreaktor (CSTR, continuous stirred tank reactor) besitzt analog
zum Stomungsrohr einen Zu- und Ablauf, besteht allerdings sonst aus einem Satzreaktor
(Abbildung 1.11, C). Charakteristisch ist das konstante Konzentrationsprofil in Abhangigkeit von
Zeit und Ort bei Vorliegen eines Gleichgewichtes (Steady State) im Reaktor. Die gestrichelte Linie
markiert die Zeit bzw. den Ort des Eintretens des Steady State im kontinuierlich betriebenen
Reaktor.

Neben den drei idealen Reaktortypen existieren viele Variationen, wie Riihrkesselkaskaden oder
Festbettreaktoren. Fiir jeden geplanten Prozess muss die geeignete Variante ausgewahlt und

eventuell modifiziert werden.
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1.2.3.2.  Produktaufarbeitung

Die Aufarbeitung und Isolierung des Produktes (DSP, down-stream-processing) aus einem Pro-
duktionsprozess nimmt in vielen Fallen einen grofRen Teil der Verfahrensentwicklung und der
spateren Kosten ein. In vielen Verfahren werden verschiedene Aufarbeitungsschritte nachein-
ander durchgefiihrt, um das gewiinschte Produkt in ausreichender Reinheit zu gewinnen [Liese
2006]. Typische Methoden sind:

e Mikro-, Ultra-, Nanofiltration

e Kristallisation

e Ausfallung

e Extraktion mit organischen Losungsmitteln
e Destillation / Rektifikation

e Adsorption

e Chromatographische Trennung

Die direkte, in-situ Abtrennung eines Produktes aus dem Reaktionsgemisch (ISPR, in-situ product
removal) ist eine alternative Methode zur klassischen, nachgeschalteten Produktaufarbeitung
[Freeman 1993, Buque-Taboada 2006]. Die Entwicklung eines kontinuierlichen Verfahrens wird
auf diese Weise erleichtert. Des Weiteren ermoglicht die direkte Abtrennung des Produktes eine
Verhinderung von Produktinhibierungen und den Ausgleich einer unglinstigen Gleichgewichts-

lage.

1.2.3.3.  Reaktorsteuerung

Die Uberwachung und Steuerung eines Reaktors ist notwendig fiir einen produktiven Einsatz.
Eine online Bestimmung von Parametern wie Substrat- oder Produktkonzentrationen ermdglicht
die schnelle Uberpriifung des Betriebszustandes und somit eine Optimierung des Prozesses.
Weiterhin werden lange Probenaufarbeitungen und Messzeiten verringert, sowie Anderungen in
der Probenzusammensetzung wahrend der Analyse vermieden. Etablierte Methoden in der Bio-
technologie sind die Messung von Temperatur, pH-Wert oder Sauerstoffsattigung im Reaktor
[Schnepple 2006]. Fir die Bestimmung von Konzentrationen der Reaktionskomponenten werden
Methoden wie Ultraviolet-Spektroskopie [Kandelbauer 2008], Fluoreszenz-Spektroskopie [Oli-
veira 2008], Biolumineszenz [del Busto-Ramos 2008], Kalorimetrie [Stefuca 2006] oder Infrarot-

Spektroskopie [Naumann 1991, Workman 1999] verwendet.
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines Reaktormodells zur asymmetrischen bio-
katalytischen Synthese chiraler Alkohole. Dieses Modell soll einen effektiven und umweltfreund-
lichen Ansatz zur Produktion chiraler Verbindungen aufzeigen, die ein hohes Potential als Inter-

mediate bei der Synthese pharmazeutisch aktiver Substanzen besitzen.

Die Entwicklung des Verfahrens innerhalb dieser Arbeit gliedert sich im Wesentlichen in vier

Teile. Das folgende Schema gibt eine Ubersicht (iber die einzelnen Schritte:

online-
e Substratwahl Analytik Reaktor
e Gleichgewichtslage Integration
e [n-situ (Co)produkt- ‘ aller
Ergebnisse

abtrennung

. e 'H-NMR

Spektroskopie

| Reaktion e Fluoreszenz
Katalysator - Spektroskopie
e Kinetische e FTIR
Eigenschaften Spektroskopie

e Stabilitat
e Immobilisierung

Ein rekombinanter Biokatalysator fir die Prozessentwicklung soll ausgewdhlt und vollsténdig
charakterisiert werden. Dabei sollen die kinetischen Parameter und die Stabilitdt des Kata-
lysators untersucht werden, um fir die Produktion geeignete Reaktionsbedingungen zu identi-
fizieren. Die Riickhaltung des Katalysators soll iber Membranen oder Immobilisierungsverfahren

versucht werden, so dass die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens maximiert werden kann.

Nach Auswahl des Katalysators und damit der zum Produkt fihrenden Grundreaktion sollen
geeignete Substrate fiir die Synthese von chiralen Alkoholen ausgewahlt werden. Zusatzlich zur
kinetischen Charakterisierung soll die Thermodynamik des Reaktionssystems betrachtet werden.
Dabei soll insbesondere auf die Lage des Gleichgewichtes und die Maximierung des Umsatzes

durch in-situ Abtrennung von Produkt oder Coprodukt eingegangen werden.
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Eine schnelle und direkte Analyse eines Reaktionsgemisches ermoglicht eine zeitnahe Regelung
des Prozesses und minimiert Fehler durch eine manuelle Probenaufarbeitung. Aus diesem Grund
sollen geeignete spektroskopische online-Analysemethoden fiir die vorliegende Reaktion eta-

bliert und verglichen werden.

Auf der Basis der erhaltenen Ergebnisse soll ein Reaktormodell erstellt und im Labormalstab
betrieben werden. Die Leistung des Reaktors soll dabei auf Grundlage des erreichten Umsatzes,

der Zykluszahl und der Raum-Zeit-Ausbeute optimiert werden.
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3. Katalysator’

Zu Beginn einer biokatalytischen Verfahrensentwicklung steht die Suche nach einem geeigneten
Enzym. Durch den Kooperationspartner Prof. Wolfgang Kroutil (Graz, Osterreich) steht die Al-
kohol Dehydrogenase ADH-'A' (EC 1.1.1.1) aus Rhodococcus ruber DSM 44541 zur Verfligung
[Stampfer 2002, 2003a, Kosjek 2004]. Die ADH-'A" wird rekombinant in Escherichia coli (E. coli)
Tuner (DE3) produziert [Edegger 2006a, 2006b].

Im Folgenden werden die Eigenschaften der ADH-'A’, die kinetische Charakterisierung des freien
Enzyms und die Immobilisierung des Enzyms bzw. der lyophilisierten, rekombinanten Zellen auf
verschiedene Tragermaterialien erldutert, sowie die Stabilitdt verschiedener Katalysatorpra-

parationen verglichen.

3.1. Eigenschaften der ADH-'A'

Die ADH-'A" ist NADH-abhangig und katalysiert die stereoselektive Reduktion von Ketonen, bzw.
Oxidation von sekundaren Alkoholen. Sie zeichnet sich durch eine hohe Stereoselektivitat bei
einer Vielzahl von Substraten aus [Stampfer 2003a]. Weiterhin zeigt die ADH-'A' eine besonders
hohe Toleranz gegenliber organischen Losungsmittel wie n-Hexan, Cyclohexan, Toluol, Dichlor-
methan, Aceton und 2-Propanol [Stampfer 2002, 2003b, de Gonzalo 2007a]. Auch ionische Flis-
sigkeiten konnen bis zu einem Anteil von 90 % als Medium fiir Umsetzungen eingesetzt werden
[de Gonzalo 2007b]. Das Enzym zeigt eine hohe Thermostabilitdt bis zu 65 °C. Der nutzbare pH-
Bereich ist abhingig von der betrachteten Redox-Richtung. Uber 50 % relative Aktivitit liegen
zwischen pH 6 und 9 bei der Reduktion (Optimum: pH 6.5) und pH 6.5 bis 11 bei der Oxidation
(Optimum: pH 9) vor [Kosjek 2004]. Die ADH-'A' besteht aus zwei Untereinheiten mit einer Ge-
samtgroRe von 72 kDa [Kosjek 2004].

Mechanismus

ADH-'A' gehort der Familie der Zink-enthaltenden medium-chain Dehydrogenasen / Reduktasen
an [Persson 1994]. Das Zn"-Zentralatom ist fest gebunden und I3sst sich nicht mit Chelatbildnern
wie Ethylendiamintetraacetat (EDTA) entfernen [Kosjek 2004].

Die Bindung von Substrat und Cofaktor fiir die ADH aus Pferdeleber (Equus caballus) ist durch
eine Rongtenstrukturanalyse dokumentiert [Eklund 1976, Brandén 1980]. Das aktive Zentrum
enthalt ein tetraedrisch durch zwei Cystein(Pos. 46, 174)-Schwefelatome, ein Histidin(Pos. 67)-
Stickstoffatom und das Substrat bzw. Wasser koordiniertes Zn"-Metallion (Abbildung 3.1). Das
Substrat- bzw. Wassermolekiil wird weiterhin durch ein Serin(Pos. 48) gebunden. Die Katalyse
folgt dem Theorell-Chance-Mechanismus [Theorell 1961]. Zunachst bindet der Cofaktor NADH,

Teile dieses Kapitels sind publiziert in: Goldberg K, Krueger A, Meinhardt T, Kroutil W, Mautner B, Liese
A (2008) Novel immobilization routes for the covalent binding of an alcohol dehydrogenase from
Rhodococcus ruber DSM 44541, Tetrahedron: Asymmetry 19: 1171-1173.
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was zu einer Konformationsdanderung im aktiven Zentrum fihrt [Eklund 1984, 1989]. Das Sub-
strat wird gebunden und die Carbonylfunktion durch eine Erhéhung des elektrophilen Charak-
ters aktiviert. Der Hydridtransfer zwischen Substrat und Cofaktor wird auf diese Weise erleich-
tert. Die Protonierung des entstehenden Alkoholates wird ausgehend vom Losungsmittel Wasser
Uber die Aminosauren Serin(Pos. 48) und Histidin(Pos. 61) erreicht. Nach dem Ausdiffundieren

des Alkohol-Produktes wird der oxidierte Cofaktor abgespalten.

H- "X~ (His-67)
o

N
\_ j.S-(Cys-46)

n
Cofaktor
SV "o N/:/
R_N)\l H < H‘\'\?\N/H2O
— H (Ser-48)
NH»
(0]

Abbildung 3.1: Schematische Ubersicht iliber das aktive Zentrum der Pferdeleber ADH [Eklund 1989].

Substratspektrum

Das Substratspektrum der ADH-'A' ist sehr vielfdltig [Stampfer 2003a]. Neben aliphatischen
Ketonen mit einfachen Kohlenwasserstoffketten bis zu einer Kettenlange von 10 (Abbildung 3.2,
6a-h) werden verschiedene ungesattigte (7, 8) und aromatische (9-13) Ketone umgesetzt. Auch
Ketone mit zwei Resten, die groRer als eine Methylgruppe sind, kénnen umgesetzt werden.
Dabei sind verschiedenste Funktionalitaten moglich (14-17). Insgesamt wird hier nur eine kleine
Auswahl des Substratspektrums dargestellt. Substrate wie Diketone oder andere heteroaroma-

tische Ketone werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit behandelt.
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Abbildung 3.2: Auswahl aus dem Substratspektrum der ADH-'A'.
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Partielle Reinigung

Die rekombinanten ADH-'A'-aktiven E. coli-Zellen stehen in lyophilisierter Form zur Verfligung.
Diese konnen direkt als Biokatalysator eingesetzt werden, in der Regel wird aber partiell gerei-
nigte Enzymlésung verwendet. Dazu wird eine bestimmte Menge an lyophilisierten Zellen in
Puffer suspendiert und unter Ultraschall aufgeschlossen. Eine partielle Aufreinigung erfolgt Gber
eine thermische Ausfallung von Fremdbestandteilen bei 65 °C. Die erhaltene Enzymlosung wird
bei -20 °C gelagert. Eine Auftragung der Enzymlésung, sowie der Gesamtproteine aus den lyo-
philisierten Zellen auf ein Polyacryamidgel nach Laemmli (SDS-PAGE, sodium dodecylsulfate po-
lyacrylamide gel electrophoresis) [Laemmli 1970] zeigt die Leistung des Aufarbeitungsschrittes
(Abbildung 3.3). Die ADH-'A'-Bande ist bei 36 kDa zu finden, dieses entspricht der GroRe einer

der zwei Untereinheiten und stimmt mit den Literaturangaben tberein [Kosjek 2004].

Partiell gereinigte

.. Gesamtprotein  Marker
Enzyml6sung

- - 245

w— -123
- - -77

ADH-'A": 36 kDa - " v smm—

. pers

e =17

Abbildung 3.3: SDS-PAGE der partiell gereinigten ADH-'A'-Losung.

3.2. Kinetische Charakterisierung

Die vollstandige kinetische Charakterisierung der ADH-'A' erméglicht die Vorhersage von diskon-
tinuierlichen und kontinuierlichen Produktionsprozessen. Dazu wird die Aktivitat des Enzyms in
Abhdngigkeit der Konzentration der einzelnen Reaktionskomponenten bestimmt und ein kineti-
sches Modell erstellt. Neben dieser Methode, bei der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten (initial
rate) gemessen werden, kénnen ein kinetisches Modell bzw. die kinetischen Parameter aus dem

Verlauf kompletter biokatalytischer Reaktionen (progress curve) bestimmt werden.

Festlegung der notwendigen Experimente

Zu Beginn der kinetischen Charakterisierung missen die gewlinschten Bedingungen wie Tempe-
ratur, pH-Wert, Substrat und Cofaktorregenerierung festgelegt werden. Die Temperatur wird auf
30 °C gesetzt und es wird bei einem neutralen pH-Wert von 7.0 gearbeitet. Variationen dieser

Werte werden hier nicht betrachtet.
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Durch die hohe Losungsmittelstabilitdt der ADH-'A’ (s.0.) bietet sich die Verwendung einer Subs-
trat-gekoppelten Cofaktorregenerierung mit 2-Propanol an. In diesem Fall muss der Einfluss von
2-Propanol und des Coproduktes Aceton mit in das kinetische Modell eingehen.

Als Modellsubstrat wird zundchst Acetophenon verwendet. Acetophenon ist das einfachste
aromatische Keton und Umsetzungen mit diesem Keton werden in der Literatur vielfach be-
schrieben. Dadurch ergibt sich eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen Enzym-
systemen. Das Produkt aus dieser Reaktion ist (S)-1-Phenylethanol. Als Resultat besteht das Sys-
tem mit der Substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung aus zwei Reaktionen, die Reduktion
von Acetophenon und die Oxidation von 2-Propanol. Durch die Reversibilitdit der Reaktionen

ergeben sich vier Teilreaktionen (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Teilreaktionen der Substrat-gekoppelten Reduktion von Acetophenon.

Teilreaktion Substrat Cofaktor Produkt Cofaktorprodukt
h henylethanol N
| Aceto:Penon NADH P enyPe:Et ano NAD
I 2-Pr<:§anol NAD" Acz'éon NADH
" PhenyII)eEthanoI NAD' Aceto::enon NADH
- I
V Ac;::on NADH 2 Prcl)lp:ano NAD*

Fiir jede dieser Teilreaktionen muss der Einfluss samtlicher Komponenten auf die Aktivitat des
Enzyms untersucht werden. Die Aktivitat bezeichnet dabei die Geschwindigkeit, mit der eine
bestimmte Stoffmenge an Substrat pro Zeiteinheit umgesetzt wird. Die gdngige Einheit ist U
(Unit bzw. pmol min™) pro Enzymmenge.

Die Bestimmung der Aktivitdt erfolgt in photometrischen Messungen der Anfangsreaktionsge-
schwindigkeit. Dazu werden die jeweiligen Reaktionsmischungen in einer Kivette vorgelegt und
der Verbrauch bzw. die Bildung von NADH bei 340 nm fiir eine Minute verfolgt. Mit Hilfe des
Lambert-Beerschen Gesetzes kann die Extinktionsdnderung pro Minute in die Aktivitdt umge-
rechnet werden. Fir jede Teilreaktion und jede Komponente werden Konzentration und Aktivi-
tat gegeneinander aufgetragen und mit Hilfe einer nicht-linearen Regression nach Michaelis-

Menten ausgewertet.
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Kinetisches Modell

Bei der Aufstellung des kinetischen Modells (Formel 3.1-3.4) werden Gleichungen fir jede
Teilreaktion aufgestellt. Je nachdem, ob die untersuchten Komponenten auf die entsprechende
Reaktion einen Einfluss haben, werden diese in das Modell integriert. Dabei ist darauf zu achten,
dass ein inhibierender Effekt ebenso eine Riick- oder Parallelreaktion darstellen kann. Daher
muss bei der Aufstellung eines kinetischen Modells parallel die Validierung des Modells erfolgen.
Das wird dadurch erreicht, dass die kinetischen Daten fir die Vorhersage einer Umsetzung im

Satzreaktor verwendet werden (s.u.).

3.1 — Umax, 1[AP] [NADH]
. L= ]
(KmAp (1 + [PE]> + ) ( m,NADH ( [NAD"] ) + [NADH )
Kipe Kinap+
3.2 Uy, = UmaxZ[IP] [NAD+]
. , =
(Koo (1 + 220 5 091) (Koo (1 FE20) 4 )
i,AC lNADH
3.3 vy = Vmax,3[PE][NAD™]
. 3=
(Ko e (1+ [AC]) £ 1781) (Ko ( [NADH] ) )
Kl AC LNAD
3.4 v, = vmax4[AC] [NADH]
. Y = _
(KmAC (1 + [PE]> +[A )( m,NADH ( [NAD”] ) + NADH])
Kipe lNAD+

Das verwendete kinetische Modell enthalt nur die Abhangigkeiten, bei denen eine Beeinflussung
der Aktivitit zu finden ist. Es ergibt sich eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den experi-

mentell bestimmten Aktivitaten und dem angenommenen kinetischen Modell.

6 : 6
— SL < < « « —5
| |
N ﬂ;/‘/"/—’—/
E 4 E4
- 3 < Acetophenon - 3
=:‘§ Phenylethanol f"cg
>2 S22 ]
£ g A
< 1 f( 1 1
O L L L L L L
0 8 16 24 32 40 0 0.2 O 4 0. 6 0.8 1
Konzentration [mM] Konzentration [mM]

Abbildung 3.4: Kinetische Abhdngigkeiten fiir die Reduktion von Acetophenon. Die durchgezogenen
Linien entsprechen dem kinetischen Modell. Bedingungen links: 0.05-35 mM Acetophenon und 0.1 mM
NADH bzw. 5 mM Acetophenon, 0-30 mM rac-1-Phenylethanol und 0.1 mM NADH. Bedingungen rechts:
5 mM Acetophenon und 0.001-0.35 mM NADH bzw. 5 mM Acetophenon, 0.005-1 mM NAD" und 0.1 mM
NADH. Jeweils in KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0), Reaktionstemperatur 30 °C, 4.4 - 102 U ADH-'A".

Als Beispiel wird an dieser Stelle die erste Teilreaktion, also die Reduktion von Acetophenon
betrachtet (Abbildung 3.4). Deutlich ist die Michaelis-Menten Abhangigkeit zwischen der Sub-

strat- bzw. Cofaktorkonzentration und der Aktivitdt zu beobachten. Das Produkt und das Cofak-
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torprodukt haben eine kompetitiv inhibierende Wirkung auf den Katalysator. Im Folgenden sind

alle ermittelten Parameter zusammengefasst (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Ermittelte kinetische Parameter.

Teilreaktion Vmax [U ML K,, [mM] K, [mM]

| 6.77 +0.73 0.33+0.13 0.037+0.015 | 4.65+3.09 0.132+i 0.060
(AP) (NADH) (IP) (NAD")

+ + + +

1 3.37+0.32 21.9+11.2 0.046+_ 0.014 | 24.5+8.43 0.024 £ 0.007
(IP) (NAD’) (AP) (NADH)

M 1.88+0.12 0.13+0.05 0.023+i 0.008 | 0.83+0.35 0.005 £ 0.002
(PE) (NAD) (AC) (NADH)
47.8+20.8 0.090 £0.025 | 3.55+1.68 3.550+1.685

+
v 15.2£2.87 (AC) (NADH) °E) NAD")
Simulation

Mit Hilfe des kinetischen Modells, der bestimmten Parameter und der eingesetzten Enzymkon-

d[AP] zentration ist die Simulation einer Umsetzung

3.5 dc TUs — 1y moglich. Ausgehend von bekannten Startkonzen-

36 d[PE] 4 trationen konnen die Reaktionsgeschwindigkeiten,
. =4v;, —v

dt ! 3 sowie die resultierenden Konzentrationsdanderun-

3.7 d[N:;tDH] =4V, —v, +v,—v, 88N je Zeiteinheit berechnet werden. Dazu wird ein

d[NAD*] Differentialgleichungssystem aufgestellt (Formel

3.8 T =+v,—v3+v; —v, 3.5-3.10). Darin wird die Abhangigkeit der Konzen-

- d[1P] _ trationsanderung einzelner Komponenten von den

’ dt TV = V2 vier kinetischen Gleichungen definiert. Bei Zu-

d AC . . . g _

3.10 [AC] = v, — v, nahme der Konzentration wird ein positives Vor

dt zeichen, bei einer Abnahme ein negatives Vorzei-

chen verwendet. Die Cofaktorkonzentrationen sind von allen vier Teilreaktionen abhéngig.

Die Losung des Gleichungssystems erfolgt mit Hilfe von The Mathworks MATLAB. In einem Itera-
tionsverfahren werden die Konzentrationsverldufe im angegebenen Zeitrahmen berechnet. Zur
Validierung des kinetischen Modells werden Reaktionen mit verschiedenen Reaktionsbedin-
gungen durchgefiihrt und der Verlauf mit Hilfe des Modells simuliert (Abbildung 3.5).

Zur Bestimmung der Abweichung werden die Verldufe von Substrat und Produkt, sowie der Um-
satz zwischen Experiment und Simulation verglichen. Es zeigt sich eine sehr gute Uberein-
stimmung zwischen Experiment und Simulation. Die Fehler liegen bei nur 1.6 % (80 mM AP) bzw.
2.5 % (40 mM AP).
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Abbildung 3.5: Umsetzungen von Acetophenon mit der ADH-'A'. Die durchzogene Linie entspricht der
Simulation. Oben: 40 mM Acetophenon, 18 % v v 2-Propanol, 0.3 mM NAD' in KP-Puffer (100 mM,
pH 7.0), 66 U. Unten: 80 mM Acetophenon, 18 % v v? 2-Propanol, 1.0 mM NADH in KP;-Puffer (100 mM,
pH 7.0), 52 U. Batchvolumen 25 mL, 30 °C.

3.3. Immobilisierung

Die Immobilisierung eines Enzyms ermoglicht eine einfache Riickhaltung des Biokatalysators in
einem kontinuierlichen Prozess. Durch die Wiederverwendung des Katalysators kdnnen Prozess-
kosten erheblich gesenkt werden. Fir die ADH-'A" wird aus den vielfaltigen Mdglichkeiten der
Immobilisierung (Kapitel 1.2.1.3) die Herstellung einer kovalenten Bindung zwischen Biokata-
lysator und Trager gewahlt. Vorteile dieser Methode sind eine starkere Bindung im Vergleich zu
adsorptiven Bindungen und eine geringere Diffusionslimitierung im Vergleich zu Einschluss-
verfahren.

Neben der Immobilisierung des geldsten Enzyms kann auch durch eine Immobilisierung ganzer
Zellen ein stabiler Biokatalysator erhalten werden. In Hinblick auf die Identifikation eines geeig-
neten Katalysators fiir eine kontinuierliche Produktion chiraler Alkohole werden auch die
ADH-'A'-aktiven E. coli-Zellen immobilisiert und mit den anderen Enzympréaparationen ver-
glichen.

3.3.1. Amino-funktionalisierte Trager

Die Immobilisierung von Enzymen oder Zellen auf amino-funktionalisierte Trager ist eine etab-

lierte Methode zur Entwicklung stabiler Biokatalysatoren. Durch geeignete Linker wie Glutaral-
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dehyd werden die Aminogruppen auf der Trageroberflaiche mit denen der Enzym- bzw. Zellober-

flache iber Iminbindungen miteinander verknipft.

3.3.1.1.  Immobilisierung ganzer Zellen

Fiir die Immobilisierung der rekombinanten E. coli-Zellen werden diese in Puffer rehydratisiert
und an porose Glaspartikel der Firma Dennert Poraver GmbH mit einem Durchmesser von 200-
700 um (Abbildung 3.7) gebunden. Die Trager sind unfunktionalisiert, so dass in einem ersten
Schritt Aminogruppen an die Oberflache gebunden werden. Dazu werden sie mit Aminopropyl-
triethoxysilan behandelt. Es bilden sich nach der Abspaltung von Ethoxy-Einheiten Bindungen zur

Trageroberflache aus, so dass Uber einen Cs-Spacer Amino-Gruppen gebunden sind (Abbildung

3.6, Teil I).
Teil |
Trager —OH + (/\O>Si\/\/ NH;
3
Oberflachen-
modifikation
Lo o
Trager —O Si _~_ NHz
Teil Il
Tré@‘w NHy + Ox~~O

Aktivierung

Tré@w’ Noe~e~sO
Immobilisierung

+ HoN —@katalysator
Tré@w No ~o~coN —@katalysator

Abbildung 3.6: Mechanismus der Aminofunktionalisierung von Glaspartikeln (Teil 1) und der kovalenten
Immobilisierung eines Biokatalysators mit Glutaraldehyd (Teil l1).
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Abbildung 3.7: Porose Glaspartikel der Firma Dennert Poraver GmbH, Durchmesser 200-700 p.ms.

Die Verlinkung zwischen funktionalisiertem Trager und den Aminogruppen der Peptide an der
Zelloberflache wird mit dem symmetrischen Glutaraldehyd erreicht. Nacheinander wird zunachst
Glutaraldehyd an die Aminogruppen des Trdgers und der auf diese Weise aktivierte Trager
anschlieBend an die Zelloberflache gebunden (Abbildung 3.6, Teil II). Um eine leichte adsorptive
Anbindung der Zellen an die Trageroberfliche auszuschlieBen wird der immobilisierte
Biokatalysator vor der Verwendung in mehreren Waschschritten mit Puffer gewaschen.

Der Erfolg der Immobilisierung, sowie die Stabilitdt des Immobilisates werden durch den wieder-
holten Einsatz in Satzreaktorversuchen festgestellt (Abbildung 3.8). Zwischen den Versuchen
werden die Trager mehrmals mit Wasser gewaschen, um die tatsachliche Stabilitat der Katalysa-

torpraparation zu bestimmen

100 | , :
. ¢ |
_. 80F o | ¢ )
O\o 1 1 L3
60 : | 8
N
3 ¢ : ¢ :
g 40/ A ! ¢ 1
>} | |
20’ : : ‘ ‘ i
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Abbildung 3.8: Umsetzungen von Acetophenon mit auf pordsen Glastragern immobilisierten ADH-'A'-
E. coli-Zellen (300 mgg,, Triager immobilisiert mit 16 mg ADH-'A'-E. coli-Zellen / 0.89 U mng..en'l), Bedin-
gungen: 80 mM Acetophenon, 18 % v v 2-Propanol, 1.0 mM NADH in KP;-Puffer (50 mM, pH 7.5),
Batchvolumen 1 mL, 30 °C.

Die erste Umsetzung zeigt den Erfolg der Immobilisierung. Nach etwa 100 Minuten wird ein
Gleichgewichtsumsatz von 91 % erreicht. Bei der Wiederverwendung tritt jedoch ein deutlicher
Abfall der Aktivitat des Immobilisates auf. Ob der Aktivitatsverlust durch eine Desaktivierung des
Enzyms / der Zellen auf der Trageroberflache oder durch ein Abwaschen des Katalysators verur-
sacht wird, wurde nicht bestimmt. Festzuhalten ist, dass die Immobilisierung moglich ist, aber
der erhaltene Katalysator eine nicht ausreichende Stabilitdt fiir einen produktiven Einsatz auf-

weist.

Herstellerangabe.
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3.3.1.2. Immobilisierung der gelésten ADH-'A’

Fiir die Immobilisierung der gelosten ADH-'A' werden vier verschiedene amino-funktionalisierte
Trager verwendet: porbse Glastrager Vitrabio TRISOPERL® und TRISOPOR®, ATG: biosynthetics
magnetische Trager und Nanodiamanten’ [Goldberg 2008]. Aufgrund der unterschiedlichen
Charakteristiken der Tragermaterialien ist eine Vielzahl von moglichen Anwendungen bzw.
Reaktorkonfigurationen denkbar. Die Immobilisierung wird analog zur Immobilisierung ganzer
E. coli-Zellen durchgefiihrt (Abbildung 3.6, Teil Il).

Porése Glaspartikel

Die pordsen, amino-funktionalisierten Glastrdger TRISOPERL® und TRISOPOR® [Spohn 1994,
Harborn 1997, Graebner 2001] werden in den Immobilisierungsexperimenten eingesetzt. Die
GroRe der Partikel liegt bei 100-200 um mit einer PorengroRe von 100.46 bzw. 49.8 nm®
(Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.9: Umsetzungen von Acetophenon mit auf porésen Glastrdagern — oben TRISOPERL®, unten
TRISOPOR® — immobilisierter ADH-'A' (200 mgmy Triger immobilisiert mit ADH-'A' (11.6 U ° fiir TRISO-
PERL® und 16.1 U fiir TRISOPOR®), Bedingungen: 80 mM Acetophenon, 18 % v v'* 2-Propanol, 1.0 mM
NADH in KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0), Batchvolumen 10 mL, Raumtemperatur.

Wahrend der Immobilisierung wird in den Poren enthaltene Luft durch Anlegen eines Unter-
druckes von 60 mbar entfernt und so die Effektivitat der Anbindung erhoéht. Die Ausbildung von
Iminbindungen zwischen Glutaraldehyd und Trageroberflaiche und die daraus resultierende in-

tensive Farbung der Suspension ermdglicht eine visuelle Beobachtung der Bindungsbildung.

Zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Anke Kriiger, Otto-Diels-Institut fiir Organische Chemie, Kiel.
Herstellerangaben.

Die Angabe der Gesamtaktivitat fir die folgenden amino-funktionalisierten Trager resultiert aus der
Aktivitat des zugegebenen Enzyms, der Aktivitdtsausbeute der Trager und der Immobilisierungsaus-
beute.
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Abbildung 3.10: links TRISOPERL®, rechts TRISOPOR®.

Die Immobilisierungsausbeute ist in Hinblick auf Restaktivitit in Uberstand und Waschldsung
nach der Immobilisierung in beiden Fillen anndhernd quantitativ (TRISOPERL®: 99 % / TRISO-
POR®: 100 %). Allerdings ist die Aktivitat der immobilisierten ADH-'A' deutlich geringer. Die
Gesamtaktivitdt des eingesetzten Enzyms von 26.3 U reduziert sich auf 11.8 U (45 %, 0.059
U mg trisopert) bzw. 16.2 U (62 %, 0.081 U mg 1risoror) flir die Immobilisate. Wie zu erwarten, ist
die hohere Aktivitat bei den Tragern mit dem geringeren Porendurchmesser, also der grofReren
Oberflache (TRISOPOR®) zu finden.

Der Einsatz der beiden Immobilisate in wiederholten Satzreaktorumsetzungen zeigt die sehr gute
Stabilitat des gebundenen Katalysators, die Aktivitat bleibt anndhernd konstant (Abbildung 3.9).
Zwischen den einzelnen Umsetzungen werden die Trager mit Phosphatpuffer (100 mM, pH 7)

gewaschen, so dass die Aktivitat nicht von frei gelésten Enzym resultieren kann.

Magnetische Trdger

Eine Alternative zu pordsen Glastragern stellen magnetische Tragermaterialien dar. Sie ermog-
lichen durch ihre Eigenschaft eine einfache Reaktionsfiihrung, da die Abtrennung der Triger von
einem Reaktionsmedium durch Anlegen eines magnetischen Feldes moglich ist. Weiterhin kann
der Katalysator in magnetisch stabilisierten Wirbelschichten eingesetzt werden [Halling 1980,
Koneracka 1999, Arica 2000].

In den Immobilisierungsversuchen werden Magnetit (Fe;0,)-enthaltene amino-funktionalisierte
Trager von ATG:biosynthetics mit einem Durchmesser von 1 um eingesetzt. Das Verfahren ent-
spricht der bereits oben erlduterten Vorgehensweise.

Die Immobilisierungsausbeute wird durch Vergleich der Aktivitaten von Immobilisat, Giberste-
hender Lésung und den kombinierten Waschlésungen bestimmt. Im Gegensatz zu den porésen
Glastragern wird keine vollstandige Immobilisierung erreicht, die Ausbeute betragt 86 %. Insge-
samt verliert der Biokatalysator bei der Immobilisierung an Aktivitdt, die Aktivitatsausbeute
betragt 49 %.

Das Immobilisat zeigt eine hohe Stabilitat in Satzreaktorversuchen. Zwischen den beiden Umset-
zungen ist bei Wiederverwendung des immobilisierten Enzyms kein Aktivitatsverlust zu beo-
bachten (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Umsetzungen von Acetophenon mit auf Magnetpartikel bzw. Nanodiamantpartikel
immobilisierter ADH-'A' (14 mg Magnetpartikel immobilisiert mit ADH-'A' (0.7 U), 20 mg Nanodiamant-
partikel immobilisiert mit ADH-'A' (1.4 U), Bedingungen: 80 mM Acetophenon, 18 % v v 2-Propanol,
1.0 mM NADH in KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0), Batchvolumen 1.05 mL, RT.

Nanodiamanten

Neben den klassischen pordsen Glaspartikeln und den Magnettragern werden Detonationsdia-
manten in NanogroRe eingesetzt [Kriiger 2006a, 2006b, Ozawa 2007]. Die unfunktionalisierten
Nanodiamanten bilden als 4-5 nm groRe Partikel Agglomerate von etwa 300 nm [Kriiger 2006b].
Die amino-funktionalisierten Partikel wurden von der Firma micromod Partikeltechnologie
GmbH" mittels Photonenkorrelationsspektroskopie in Vergleich zu einem 204 nm Standard ver-
messen und haben eine GroRenverteilung von etwa 200-1000 nm mit einem Verteilungsma-
ximum bei 406.1 nm (Abbildung 3.12).

Intensitat [%]
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Abbildung 3.12: GroRenverteilung der amino-funktionalisierten Nanopartikel.

Der Vorteil der geringen PartikelgrofRe im Allgemeinen ist die Vermeidung von Diffusionslimitie-

rungen, die insbesondere bei pordsen Tragern oder beim Einschluss

311 r~0.72M /3

von Enzymen auftritt. Fiir einen Vergleich kann die GréRe des Proteins
aus der molekularen Masse (M) abgeschatzt werden [Tanford 1961]. Fiir den Radius eines glo-

buldren Proteins gilt dabei Formel 3.11. Der Durchmesser des ADH-'A'-Dimers (72 kDa) ist somit

10 http://www.micromod.de/
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6 nm. Die in der Immobilisierung eingesetzten Partikel besitzen etwa die 70-fache GroRe. Eine
Abtrennung der Partikel ist nicht (ber einfache Filtration, sondern nur per Zentrifugation
moglich.

Die Immobilisierung der ADH-'A' auf Nanodiamanten erfolgt analog zu den oben beschriebenen
Verfahren. Die Immobilisierungsausbeute betragt >99.9 % und die Aktivitdtsausbeute 49 %.
Beim wiederholten Einsatz des Immobilisates in Satzreaktorversuchen kann keine signifikante

Reduzierung der Aktivitat gefunden werden.

Ein Vergleich der verschiedenen Immobilisierungsversuche auf amino-funktionalisierten Tragern
zeigt in allen Fallen eine hohe bis sehr hohe Immobilisierungsausbeute (Abbildung 3.13). Es ist
anzunehmen, dass bei Gber 99 % Ausbeute keine vollstdndige Absattigung der Trageroberflache
mit dem Enzym erreicht wird.

Weiterhin ist in allen Fallen eine deutliche Reduzierung der Gesamtaktivitat der ADH-'A' zu beo-
bachten. Ob die Desaktivierung des Biokatalysators auf der Trageroberflaiche oder wahrend der

Immobilisierung auftritt ist nicht bekannt.

TRISOPOR®

TRISOPERL®

Magnetpartikel

O Aktivitatsausbeute
B Immobilisierungsausbeute

Nanodiamantpartikel

60%

80% 100%

Abbildung 3.13: Aktivitdts- und Immobilisierungsausbeuten fiir Glas- , Magnet- und Nanodiamantparti-
kel.

3.3.2. Epoxy-funktionalisierte Trager

Neben den Enzymtragern mit einer Aminofunktionalisierung ist der Einsatz von Epoxy-funktio-
nalisierten Tragern sehr verbreitet. Bindungen zwischen den Epoxyfunktionen und dem Enzym
werden durch nucleophile Ring6ffnung ausgehend von Amino-, Hydroxy- oder Thiol-Gruppen auf
der Oberflache ausgebildet [Mateo 2000]. In der Regel werden hydrophobe Tragermaterialen
verwendet, um eine adsorptive Anbindung des Enzyms vor Ausbildung der kovalenten Bindun-
gen zu unterstitzen. Dieser Prozess wird durch hohe lonenkonzentrationen beglinstigt
[Wheatley 1993].
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Durch die universelle Art der Anbindung von Biokatalysatoren an Epoxy-Trager ist diese Immo-
bilisierungsmethode weit verbreitet und daher werden eine Reihe kommerzieller Trager ange-
boten. Beispiele sind Sepabeads® EP [Ghazi 2005, Hilterhaus 2008, Mateo 2002], Eupergit C [van
Langen 2002, Mateo 2000] oder TRISOPERL®-Epoxy™’. Um eine gute Vergleichbarkeit der Immo-
bilisierungsexperimente mit den porosen, amino-funktionalisierten Glastragern zu gewahr-
leisten, wurden die TRISOPERL®-Epoxy-Glaser gewdhlt. Die verwendeten Trager haben einen
Durchmesser von 100-200 um und einen Porendurchmesser von 100 nm.

Die Immobilisierung der ADH-'A' wird mit verschiedenen lonenstarken getestet, im Detail wird
Kaliumphosphatpuffer in Konzentrationen von 100 mM und 500 mM eingesetzt. Die TRISO-
PERL®-Epoxy-Trager werden mit dem Enzym fiir 24 Stunden inkubiert und anschlieffend mit dem
entsprechenden Puffer gewaschen. Zur Abséattigung der eventuell verbleibenden Epoxy-Gruppen
auf der Trageroberfliche wird eine Glycinlésung eingesetzt. Samtliche Waschlésungen und
Uberstande werden auf ihre Aktivitat hin untersucht. Dabei stellt sich heraus, dass fast die ge-
samte Aktivitit im Uberstand nach der Immobilisierung zu finden ist. Fiir das Immobilisat kann in

beiden Féllen keine Aktivitat detektiert werden.

3.4. Stabilitat

Die Stabilitat des Biokatalysators ist ein elementarer Punkt in der Entwicklung eines kontinuierli-
chen Prozesses, unterschieden wird dabei in Lagerstabilitdt und Prozessstabilitat. Eine lange und
effektive Nutzung des Katalysators erhoht die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens. Eine Beeinflus-

sung der Stabilitat ist durch biologische, chemische oder physikalische Einflisse gegeben (Kapitel

| 1.2.1.2).
312 t, =23 L . . . .
’ % kq Fiir die Bestimmung der Stabilitdit des Biokatalysators konnen die
kgt Parameter Halbwertzeit oder Biokatalysatordesaktivierung betrachtet

3.13 v =vye” . . .
werden (Formel 3.12-3.13) [Liese 2006]. Die Halbwertszeit ti, kann aus-

gehend von der Desaktivierungsrate k; berechnet werden. Diese ist definiert durch den Verlust

an Aktivitat pro Zeiteinheit und kann auf diese Weise experimentell bestimmt werden.

3.4.1. Lagerstabilitat der ADH-'A'

Die Lagerstabilitdt der aufgereinigten ADH-'A' in lyophilisierter oder eingefrorener Form bei
-20 °C in Kaliumphoshatpuffer (50 mM, pH 7.0, 0.15 M NaCl) ist sehr hoch. Nach 10 Monaten
Lagerung ist kein signifikanter Aktivitatsverlust zu beobachten [Kosjek 2004].

Fiir die Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten partiell gereinigten Enzymlésung
wurde die Lagerstabilitdt unter den gegebenen Bedingungen vermessen. Die Losung wird bei
-20 °C insgesamt 3 Monate aufbewahrt und in regelmaRigen Abstdnden die Aktivitat in Satz-
reaktorversuchen bestimmt. Analog zu den literaturbekannten Ergebnissen ist kein Verlust an
Aktivitat zu detektieren.

" http://www.vitrabio-gmbh.com/
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3.4.2. Prozessstabilitat der ADH-'A'

Die Lagerstabilitat zeigt die Haltbarkeit des Biokatalysators nach dem Zellaufschluss. In einem
Prozess liegen allerdings andere Bedingungen vor, so dass die Prozessstabilitdt getrennt unter-
sucht werden muss. Unterschieden wird dabei zwischen Stabilitdt bei Prozesstemperatur und im
Prozess selbst.

Stabilitdt in Puffer bei 30 °C

Die Durchfiihrung von Biotransformationen erfolgt standardmaRig in Kaliumphosphatpuffer bei
pH 7 und einer Temperatur von 30 °C. Unter diesen Bedingungen wird partiell gereinigte Enzym-
I6sung inkubiert und in definierten Zeitabstanden wird die Aktivitat vermessen. Der beobachtete
Aktivitatsverlust wird verwendet, um mit den entsprechenden Gleichungen (Formel 3.12-3.13)

die Desaktivierungskonstante und die Halbwertzeit zu bestimmen.

S

T

=

<

<

(0]

=

5 20r

° ‘ ‘ ‘ ‘

0 40 80 120 160 200

Zeit [h]
Abbildung 3.14: Aktivitditsabnahme der ADH-'A' bei 30 °C.

Die Aktivitat wird in relativen Einheiten angegeben, 1y ist gleich 100 %. Aus dem Fit ergibt sich
kq =0.037 h™ und ty, = 185 h.

Stabilitdt im Enzym-Membran-Reaktor

Die Stabilitat des Biokatalysators kann neben pH-Wert und Temperatur auch durch die Konzen-
tration der Reaktionskomponenten oder Scherkrafte im Reaktor beeinflusst werden. Um alle
Ublichen Reaktionskomponenten in Kontakt mit dem Enzym zu bringen und gleichzeitig ein Mal}
fir die Aktivitat zu haben, bietet sich ein kontinuierlich betriebener Satzreaktor mit integrierter
Membran flr die Enzymriickhaltung an: der Enzym-Membran-Reaktor (EMR) [Wichmann 1981].

Produkt-
auslass

Ultrafiltrations-

membran
Temperierung
e v | Substrat-
N\ vorlage

Abbildung 3.15: FlieBbild des Enzym-Membran-Reaktors.
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Der EMR besteht aus einem Stahlreaktor mit einem Volumen von 10 mL (Abbildung 3.15). Die
Membran wird oberhalb des magnetisch betriebenen Rihrers mit einer Lochsinterplatte in Posi-
tion gehalten. Aus einem Vorlagebehalter wird Substratlosung mit einer Pumpe durch den Reak-
tor geleitet und dort vom zuriickgehaltenen Enzym umgesetzt. Betrieben wird der Reaktor auf
diese Weise als kontinuierlicher Riihrkesselreaktor.

Fiir die Stabilitatsmessungen wird eine Substratlésung mit 2-Propanol und NADH verwendet. Das
Vorlagegefall wird auf 5 °C gekihlt, die Reaktion bei 30 °C ausgefiihrt. Am Auslass werden die

Losungen mit einem Fraktionssammler aufgefangen und gaschromatographisch analysiert.

100 \ 15
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N | E
& ! e
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L 2 h : o
4 Umsatz ! X » |
20 ---Flussrate | "~ 777" Lo 18
— Desaktivierung T
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Abbildung 3.16: Umsetzung von Acetophenon im EMR mit partiell gereinigter ADH-'A' (4:
gaschromatographisch bestimmter Umsatz / — —: Flussrate / ——: Desaktivierung) Bedingungen: 20 mM

Acetophenon, 18 % v v 2-Propanol, 1.0 mM NADH bzw. 1 mM NAD" (ab 32.5 h) in KP;-Puffer (100 mM,
pH 7.0), Reaktionstemperatur 30 °C, Substratvorlage 5 °C, Flussrate: 2 mL h™ - 10 mL h™, Enzymbeladung
25.8 U. Die Halbwertszeit wird fiir die Flussrate 10 mL h™ bestimmt. Das Enzym wird iiber eine Membran
(MWCO 10 kDa) zuriickgehalten.

Der Umsatz am EMR-Auslass steigt bis zur Einstellung des Gleichgewichtes auf ein Maximum an
und fallt durch die Desaktivierung des Enzyms oder durch Verlust des Biokatalysators durch die
Membran langsam ab (Abbildung 3.16). Wahrend der Betriebszeit wird die Flussrate im Bereich
von 2-10 mL h™ variiert. Deutlich sind héhere Umsatze bei niedrigeren Flussraten und damit
hoheren Verweilzeiten zu beobachten. In allen Fallen nimmt der jeweilige erreichte Umsatz
stetig ab. Der hohe Umsatz bei etwa 40 Stunden kann durch einen Ausfall der Pumpe und dem
damit verbundenen Weiterreagieren der Reaktionslosung im Reaktor erklart werden. Fir die
Flussrate von 10 mL h™ wurde die Desaktivierung bestimmt, die Halbwertzeit unter den verwen-

deten Bedingungen liegt bei 11.1 Tagen.

3.4.3. Prozessstabilitdt der immobilisierten ADH-'A'

Die Immobilisierung der ADH-'A' ermdglicht eine vereinfachte Reaktionsfiihrung und Wiederver-

wendung des Biokatalysators. Auch eine zusatzliche Stabilisierung eines Enzyms durch eine
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Immobilisierung ist denkbar. Fiir eine Anwendbarkeit der Immobilisate in einem produzierenden
Prozess ist die Stabilitdt auschlaggebend. Aus diesem Grund wird die Stabilitdt von zwei Immo-
bilisaten bestimmt: porose Glaspartikel TRISOPOR®-Amino und Nanodiamanten. Analog zur Be-
stimmung der Prozessstabilitdt des freien Enzyms (s.0.) wird der erreichte Umsatz in einem

kontinuierlichen Riihrkesselreaktor gemessen.

TRISOPOR®-Amino-Immobilisat

Die Umsetzung von Acetophenon mit dem TRISOPOR®-Amino-Immobilisat wird in einem ther-
mostatisierten Rundkolben durchgefiihrt. Eine Zuleitung von Substratldosung und das gleichzei-
tige Abpumpen der Produktmischung werden durch eine Schlauchpumpe mit zwei Schlauchen
verwirklicht. Die Geschwindigkeit von Zu- und Ableitung ist somit gleich. Verdnderungen des
Fillstandes im Reaktor, bedingt durch einen geringfligig unterschiedlichen Durchmesser des
Pumpenschlauches, werden Uber eine manuelle Zugabe von Substratlosung in den Reaktor
kompensiert. Der Auslassschlauch ist mit einem Filter versehen, um ein Verlust an Immobilisat
zu verhindern.

Unter den gegebenen Bedingungen™ mit einer Gesamtaktivitat" von 58.4 U im Reaktor und
einem Fluss von 10 mL h™ kann ein Umsatz von 90 % erreicht werden. Nach etwa vier Tagen wird
das Experiment abgebrochen und die Halbwertzeit aus dem sinkenden Umsatz zu 11.2 Tage

bestimmt.

Nanodiomanten

Der Versuchsaufbau fiir die Untersuchung der Prozessstabilitdt poroser Glastrager kann nicht
direkt auf die Nanodiamanten lbertragen werden, da diese mit lblichen Filtern nicht retentiert
werden konnen. Aus diesem Grund werden analog zu den Versuchen mit geléstem Enzym
Membranen eingesetzt. Zur Abschatzung der benétigten Grofle wird erneut Formel 3.11 verwen-
det. Mit einem Durchmesser von 406.1 nm wiirde ein globuldres Enzym eine Masse von etwa
2.2-10" kDa besitzen und kann damit von einer Membran mit einer AusschlussgréRe von
100 kDa zurickgehalten werden. Von der Trageroberflache frei gelostes Enzym kann durch diese
Membran aus dem Reaktor gesplilt werden. Um die Stabilitat der Bindung des Enzyms zu be-
stimmen, wird ein weiteres Experiment unter Verwendung einer 10 kDa Membran durchgefihrt.
Die Verwendung der auf Nanodiamanten immobilisierten ADH-'A' im Enzym-Membran-Reaktor
ergibt bei einer Flussrate von 10 mL h™ nur einen geringen Umsatz von etwa 30 %. Dies kann vor
allem durch die geringe Gesamtaktivitat von 3.0 U im Reaktor erklart werden. Um wahrend der
Stabilitatsmessungen direkt auch eine Optimierung der Reaktionsfiihrung zu ermdoglichen, wird
die gebundene Katalysatormenge erhoht und eine zusatzliche Stabilisierung des Immobilisates

durchgefiihrt. Dazu wird der verwendete partiell gereinigte Rohextrakt in einer Ultrafiltrations-

2" 20 mM Acetophenon, 18 % v v 2-Propanol, 1.0 mM NADH in KP-Puffer (100 mM, pH 7.0), Reaktions-

temperatur 30 °C, Substratvorlage 5 °C, Flussrate: 10 mL h'l, Enzymbeladung 58.4 U, 400 mg TRISO-
POR®-Amino-Tragermaterial. Die Durchmischung erfolgt mit Hilfe eines Fish-Clip®-Riihrers.
Gesamtaktivitat resultiert aus der Aktivitdt des zugegebenen Enzyms, der allgemeinen Aktivitatsaus-
beute der Trager und der speziellen Immobilisierungsausbeute.

13
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Zelle aufkonzentriert und fiir die Immobilisierung eingesetzt. Das Immobilisat wird durch Be-
handlung mit Glutaraldehyd zusatzlich verlinkt. Die Gesamtaktivitat'® im entsprechenden konti-
nuierlichen Versuch erhéht sich so auf tiber 14.0 U. Weiterhin wird die Flussrate auf 5 mLh™ er-
niedrigt.

Beide Versuche zeigen einen langsamen Abfall des erreichten Umsatzes (Abbildung 3.17).
Deutlich ist der hohere Umsatz bei der Verwendung des optimierten Immobilisates zu erkennen.
Auch die Stabilitat ist im Vergleich erhéht. Die Halbwertzeit im ersten Experiment betragt
1.2 Tage und nach der Optimierung des Verfahrens 4.0 Tage, was einer Steigerung um den

Faktor 3 entspricht.
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Abbildung 3.17: Stabilitatsbestimmung der Nanodiamanten-Immobilisate. Umsetzung von Acetophenon
im EMR (MWCO 100 kDa) mit auf Nanopartikeln immobilisierter ADH-'A'. Bedingungen: 20 mM Aceto-
phenon, 18 % v v 2-Propanol, 1.0 mM NADH in KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0), Reaktionstemperatur
30 °C, Substratvorlage 5 °C, Enzymbeladung und Flussrate: A) Standardimmobilisierung: 3.0 U / 20 mg
Partikel, 10 mL h' B) zusétzliche Verlinkung: 14.0 U / 20 mg Partikel, 5 mL h.

Bei der Betrachtung der Umsatzkurve aus dem optimierten Experiment fallt auf, dass der Umsatz
fast linear bis auf den Nullwert abfallt. Dies widerspricht dem Ublichen Zerfall nach Formel 3.12,
kénnte aber beispielsweise durch ein Austragen von abgeléstem Enzym aus dem Reaktor erklart
werden. Um dies auszuschlieen, wird der Versuch unter Standardbedingungen mit einer 10 kDa
Membran wiederholt. Auf diese Weise wird ein Verlust von geléstem Enzym aus dem Reaktor
verhindert und der Umsatzverlust basiert hauptsachlich auf einer Desaktivierung des Biokata-

lysators.

Fir die Berechnung der Gesamtaktivitdt wurde die allgemeine Aktivitdtsausbeute von 49 %, die sich
bei dem Standardimmobilisierungsprotokoll fir die Nanodiamantpartikel ergibt, angenommen.
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Abbildung 3.18: Umsetzung von Acetophenon im EMR (MWCO 10 kDa) mit auf Nanopartikeln immo-
bilisierter ADH-'A'. Bedingungen: 20 mM Acetophenon, 18 % vv' 2-Propanol, 1.0 mM NADH in KP;-
Puffer (100 mM, pH 7.0), Reaktionstemperatur 30 °C, Substratvorlage 5 °C, Enzymbeladung und Fluss-
rate: 2.2 U / 20 mg Partikel, 5 mL h™.

Der Verlauf der Umsatzabnahme entspricht weitestgehend einer typischen Desaktivierungs-
kurve. Die Halbwertzeit von 1.1 Tagen entspricht der unter den gleichen Bedingungen mit der
100 kDa Membran bestimmten, so dass davon auszugehen ist, dass in diesem Fall kein Verlust

von aktivem Enzym von der Trageroberflache vorliegt.

3.5. Fazit

Die ausfiihrlichen Untersuchungen des Biokatalysators ADH-'A" bilden die Basis fiir die Entwick-
lung eines Produktionsverfahrens flir chirale Alkohole. Grundlegende Eigenschaften wie das
Substratspektrum sind literaturbekannt und kénnen direkt in die Prozessentwicklung integriert
werden. Die Bestimmung der kinetischen Parameter anhand des Modellsubstrates Acetophenon
ermoglicht eine Simulation von Prozessen und somit eine vorherige Optimierung der Reaktions-
parameter am Computer. Die Ubertragung des kinetischen Modells auf tatsichliche Reaktionen
mit verschiedenen Startkonzentrationen wurde gezeigt.

Die Immobilisierung der ADH-'A' wurde mit verschiedenen Kopplungsmethoden an unterschied-
liche Tragermaterialen durchgefiihrt. Die Auswahl der Trager ermoglicht den Einsatz eines Im-
mobilisates in verschiedensten Reaktorkonfigurationen. Die Immobilisierungsausbeute ist in der
Regel quantitativ, die Aktivitatsausbeute liegt bei maximal 62 %.

Die Prozessstabilitat verschiedener Biokatalysator-Praparationen zeigt einen sehr hohen Wert
fir das geldste Enzym. Auch das TRISOPOR®-Amino-Immobilisat ist Gber einen langen Zeitraum
stabil, jedoch ist die Desaktivierungsrate deutlich hoher. In allen Experimenten wird eine unter-
schiedliche Aktivitdtsmenge auf die verschiedenen Tragermaterialien aufgebracht. Zu einer
besseren Vergleichbarkeit wird die ermittelte Halbwertzeit durch die Aktivitditsmenge geteilt, um
zu einer normierten Halbwertzeit zu gelangen. Fir die Festlegung der Aktivitdt des Immobilisates
wird bei den TRISOPOR®-Amino-Praperationen eine Aktivitdtsausbeute von 62 % bzw. fir die

Nanodiamanten 49 % angenommen.
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Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Stabilititsmessungen.

Art der Stabilititsstudie DesaktiI/ierungs— Halbwert- normierte .
rate [h™] zeit [d] Halbwertzeit [d U™]

ADH-'A' bei 30 °C 0.037 7.7 -

Prozess mit geloster ADH-'A' 0.003 11.1 0.43

10 kDa MWCO

TRISOPOR®-Amino-Immobilisat 0.002 11.2 0.19

Nanodiamanten, Standard 0.017 1.2 0.41

100 kDa MWCO

Nanodiamanten, optimiert 0.011 4.0 0.29

100 kba MWCO

Nanodiamanten, Standard 0.027 1.1 0.50

10 kDa MWCO

Die geloste ADH-'A' zeigt dhnliche Desaktivierungsraten und Halbwertzeiten, wie das TRISO-
POR®-Amino-Immobilisat. Allerdings ist die Gesamtaktivitdt im Reaktor beim immobilisierten
Biokatalysator mehr als doppelt so hoch, so dass bei einer Normierung die Halbwertzeit des
freien Enzyms deutlich hoher ist. Bei den Nanodiamanten-Versuchen werden geringere Aktivita-
ten eingesetzt, so dass die normierten Halbwertzeiten erhdht sind. Eine Erhéhung der Stabilitat

durch Optimierung der Immobilisierungsbedingungen flihrt nicht zu dem gewiinschten Ergebnis.

Im Vergleich wird im optimierten Fall die geringste normierte Halbwertzeit erreicht.

Aufgrund der Tatsache, dass die Stabilitat der gelosten ADH-'A' durch eine Immobilisierung nicht

verbessert werden konnte und der zuséatzlichen Kosten einer Immobilisierung wird das freie

Enzym in der Prozessentwicklung bevorzugt.
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4. Reaktion™

Die Entwicklung eines (bio)chemischen Prozesses erfordert neben der Charakterisierung und
Optimierung des Biokatalysators die Betrachtung der Reaktion selbst, bzw. die Betrachtung der
thermodynamischen Gleichgewichtslage. Im vorliegenden Fall einer Oxidoreduktasen-katalysier-
ten Reduktion prochiraler Ketone mit Substrat-gekoppelter Cofaktorregenerierung (Abbildung
4.1) liegt ein Gleichgewicht zwischen Substrat, Produkt, Cosubstrat und Coprodukt vor. Der
maximale Umsatz ist durch die Gleichgewichtslage begrenzt, es liegt in diesem Fall eine thermo-

dynamische Limitierung vor.

O ADHA'" _ OH
RPoR VRN RR?
NADH NAD* a1 _ [Produkt] [Coprodukt]
e \_// _ OH [Substrat] [Cosubstrat]
)k © ADHA 42 ARG = —RT InK

Abbildung 4.1: Allgemeines Reaktionsschema der
Substrat-gekoppelten asymmetrischen Keton-Re-
duktion.

Beim Erreichen des chemischen Gleichgewichtes ist die Reaktionsgeschwindigkeit fur Hin- und
Rickreaktion gleich schnell. Eine Veranderung oder Austausch des Katalysators beschleunigt
dabei nur die Einstellung dieses Zustandes, aber nicht die absolute Lage. Der Quotient aus Pro-
dukt- und Substratkonzentrationen im Massenwirkungsgesetz ergibt die Gleichgewichtskon-
stante K (Formel 4.1). Desweiteren lasst sich die Gleichgewichtskonstante aus der Standard-
reaktionsenthalpie berechnen (Formel 4.2). Es zeigt sich dabei, dass auch die Temperatur einen
Einfluss auf die Gleichgewichtslage hat.

Fiir den geplanten biokatalytischen Prozess kann eine Verschiebung der Gleichgewichtslage
zugunsten des gewiinschten Produktes durch Erhéhung der Cosubstratkonzentration oder durch
Entfernen des Produktes bzw. Coproduktes aus dem Reaktionsgemisch erfolgen. Die Cosubstrat-
konzentration kann im vorliegenden Reaktionssystem mit der Alkohol Dehydrogenase ADH-'A'
bis auf 80 % v v’ erhoht werden, da das Enzym unter diesen Bedingungen noch ausreichende
Stabilitat aufweist [Stampfer 2002, 2003b]. Allerdings ist mit dieser Methode das Erreichen eines
vollstandigen Umsatzes nicht moéglich. Aus diesem Grund wird die in-situ Coproduktabtrennung
aus der Reaktionsmischung und damit aus dem Gleichgewicht heraus ausgiebig untersucht.

Eine Anpassung der Temperatur ist bei der Verwendung von Enzymen nur in einem geringen

Rahmen moglich, da die Stabilitdt des Enzyms beriicksichtigt werden muss.

> Teile dieses Kapitels sind publiziert in: Goldberg K, Edegger K, Kroutil W, Liese A (2006) Overcoming the

thermodynamic limitation in asymmetric hydrogen transfer reactions catalyzed by whole cells. Bio-
technology and Bio-engineering 95: 192-198.
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4.1. Wahl der Substrate

Zu Beginn der Prozessentwicklung werden die zu verwendenden Substrate bzw. die gewiinsch-
ten Produkte erwéhlt. Dazu soll zum einen ein Standardsubstrat verwendet werden, um einen
Vergleich der Ergebnisse mit Prozessen aus der Literatur zu erleichtern. Zum anderen sollen Pro-
dukte produziert werden, die eine tatsiachlich Anwendung in der Synthese von Wirkstoffen oder
anderen Wertstoffen finden kénnen.

Die Reduktion von Acetophenon zu 1-Phenylethanol ist ein Standardredoxsystem in vielen Publi-
kationen und wird aufgrund der guten Vergleichbarkeit auch in dieser Arbeit als Standardsystem
verwendet.

Heteroaromatische Ketone wie 2-Acetylfuran und 2-Acetylpyridin bzw. die entsprechenden chi-
ralen Alkohole kénnen in der Synthese verschiedener pharmazeutisch wirksamer Verbindungen
eingesetzt werden. Bekannte weiterfiihrende Synthesen fihren zu Inhibitoren der Reversen
Transkriptase von HIV-1 [Wischka 1998, Uenishsi 1999] oder von Macrospheliden zur Behand-
lung von Leukdmie [Kobayashi 2001].

Die Reduktion von 2,5-Hexandion bietet zwei mogliche Produkte: 5-Hydroxyhexan-2-on und 2,5-
Hexandiol [Tan 2006]. y-Hydroxyketone kdnnen in der Synthese von Polymeren, Parfiimen oder
Pharmaka eingesetzt werden [Watanabe 1994]. Enantiomerenreines 2,5-Hexandiol ist Ausgangs-
substanz fiir die Synthese von Ubergangsmetallliganden wie DuPhos™ (1,2-Bis (phosphonalo)
ethan) oder BPE (1,2-Bis(phosphonalo)benzol) [Burk 1991, 1995].

4.2. Synthese von Referenzverbindungen

Die Analyse der Reaktionszusammensetzung wird Uber die Bestimmung von Substraten und
Produkten mittels Gaschromatographie erreicht. Fir die Zuordnung von Peaks in den erhaltenen
Chromatgrammen ist es notwendig, alle Verbindungen zuvor in reiner Form zu vermessen. Die
zu erwartenen Produkte der einzelnen betrachteten Biotransformationen kdénnen entweder

gekauft werden, oder je nach Preis oder Verfligbarkeit auch chemisch synthetisiert werden.
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Abbildung 4.2: Synthese von Referenzverbindungen.
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Die aus der Reduktion von 2-Acetylpyridin und 2-Acetylfuran erhaltenen Alkohole werden in
racemischer Form durch Reduktion mit Natriumborhydrid in Methanol erhalten. Nach erfolgter
Hydrolyse werden die Produkte (rac-2-(1-Hydroxyethyl)pyridin 63 % / rac-2-(1-Hydroxyethyl)-
furan, 77 %) durch Extraktion erhalten.

Aufgrund der Symmetrie von 2,5-Hexandiol liegt in unselektiv hergestellten Produkten ein Dia-
stereomerengemisch aus rac-2,5-Hexandiol (2R, 5R bzw. 25, 55) und meso-2,5-Hexandiol (2S, 5R
= 2R, 5S) vor. Bei der ADH-'A'-katalysierten, selektiven Reduktion von 2,5-Hexandion wird nur
das 2S5,55-Isomer gebildet. Um alle drei moglichen Produkte in der GC-Analytik identifizieren zu
koénnen, ist eine Auftrennung des Isomerengemisches notwendig. Des Weiteren wird meso-2,5-
Hexandiol als Substrat in der selektiven Oxidation zu (R)-5-Hydroxyhexan-2-on eingesetzt
(Kapitel 4.6.2). Durch Umsetzung von rac/meso-2,5-Hexandiol mit Thionylchlorid wird ein
cyclisches Sulfit erhalten, dessen Diastereomere sdulechromatographisch aufgetrennt werden
kénnen. Das gewlinschte Isomer wird unter basischen Bedingungen hydrolysiert und meso-2,5-

Hexandiol in reiner Form erhalten (27 %).

4.3. In-situ Produktabtrennung

Die in-situ Produktabtrennung bzw. in-situ product removal ist die integrierte Abtrennung eines
oder mehrerer Produkte aus einem laufenden Produktionsprozess [Lye 1999, Takors 2004]. Im
Gegensatz zur klassischen Produktaufarbeitung nach der Beendigung des Prozesses bietet die in-

situ Produktabtrennung einige Vorziige [Freeman 1993]:

e Vermeidung von Produktinhibierungen

e Vermeidung von toxischen Effekten ausgehend vom Produkt
e Minimierung eines moglichen Produktabbaus

e Reduzierung des zu prozessierenden Flissigkeitsvolumen

e Verringerung der Aufarbeitungsschritte

e Verschiebung des thermodynamischen Gleichgewichtes

Trotz des héheren Aufwands eines ISPR-Verfahrens werden die Gesamtprozesskosten in der
Regel gesenkt [Takors 2004].

Eine Vielzahl biokatalytischer Produkte konnen in-situ aus einem Prozess entfernt werden. Die
Betrachtung der Zielverbindungen literaturbekannter ISPR-Anséatze zeigt einen deutlichen Trend
(Abbildung 4.3) [Stark 2003]. In mehr als einem Drittel aller Prozesse werden organische Lo-
sungsmittel wie Ethanol, Butanol, Aceton oder Propanol abgetrennt. Die zweite groBe Gruppe

umfasst die organischen Sauren wie Milchsaure, Essigsdure oder Buttersaure.
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Feinchemikalien Aromastoffe

Steroide
Metabolite

Enzyme

Losungsmittel Organische Sauren

Abbildung 4.3: In der Literatur beschriebene ISPR-Prozesse im Zeitraum 1977-1997.

Die gewahlte ISPR-Methode muss entsprechend der Eigenschaften der abzutrennenden Ver-
bindung angepasst werden (Tabelle 4.1) [Stark 2003, Buque-Taboada 2006]. Bei Betrachtung des
Reaktionsschemas (Abbildung 4.1) sind zwei Produkte mit unterschiedlichen Eigenschaften vor-

handen.

Tabelle 4.1: Methoden der in-situ Produktabtrennung.

Methode Beispiele Anwendungsfelder

Evaporation Ausgasen flichtige, niedermolekulare Ver-
(Vakuum-)Destillation bindungen
Pervaporation

Extraktion Organische Losungsmittel organische, hydrophobe Verbin-
Uberkritische Gase dungen
Reaktivextraktion

Permeation Dialyse Hochpolare Verbindungen,
Elektrodialyse organische Saure, Salze
Umkehrosmose
Nanofiltration

Adsorption Hydrophobe Adsorption Komplexere Verbindungen,
lonenaustauscher organische Saure, Proteine
Affinitatsadsorption

Prazipitation Kristallisation organische Sauren

Das Produkt ist ein chiraler Alkohol, der je nach Art der Substituenten hydrophob oder hydrophil
bzw. auch flichtig oder nichtfliichtig sein kann. In diesem Fall bietet sich eine Extraktion oder
Adsorption der Verbindung an. Die Extraktion hat im vorliegenden Fall jedoch den Nachteil, dass
das Enzym durch das Losungsmittel desaktiviert werden kdnnte und weiterhin das Cosubstrat
2-Propanol als Molekil mit dhnlichen Eigenschaften mit extrahiert werden kdnnte. Aus diesem
Grund wird die Adsorption des Produktes untersucht.

Das Coprodukt Aceton ist im Vergleich die fliichtigste Verbindung des Reaktionssystems und
kann daher durch Ausgasen, also durch Einleiten eines Luftstroms durch die Losung entfernt

werden.
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4.4. Produktabtrennung durch Adsorption

Die Adsorption ist die Anlagerung und Bindung von Stoffen aus Gas- oder FlUssigkeitsgemischen
an der Oberflache grenzflachenaktiver, meist poroser Feststoffe. Zu unterscheiden sind dabei die
physikalische und die chemische Anlagerung. Bei der physikalischen Adsorption liegen elektro-
statische oder van-der-Waals Krafte zwischen Adsorbens und zu adsorbierender Verbindung vor.
Eine spatere Desorption ist in der Regel unproblematisch. Die chemische Adsorption fihrt zu
einer festen Valenzbindung [Sattler 2001].

Die Adsorption als thermisches Trennverfahren bietet einige Eigenschaften, die fiir die Integra-
tion in einen Bioprozess vorteilhaft sind. Die Adsorption lauft bei Umgebungstemperatur und
somit bei energetisch besonders giinstigen Bedingungen ab. Die Kompatibilitdt zu biokatalyti-
schen Prozessen ist somit gegeben. Bei geeigneter Kapazitat und Selektivitat ist die Abtrennung
nur geringer Konzentrationen oder die gleichzeitige Adsorption mehrerer Verbindungen moglich
[Sattler 2001].

Die Wahl eines geeigneten Adsorbens-Materials ist von bestimmten Anforderungen abhangig.
Dazu gehoéren hohe Kapazitdt, hohe Selektivitat, glinstige Desorptionseigenschaften und gute
Regenerierbarkeit, hohe chemische und physikalische Besténdigkeit und geringer Preis [Sattler
2001].

Fir die in-situ Abtrennung von Produkten aus der ADH-'A' katalysierten Reduktion prochiraler
Ketone wird die Verwendung einer adsorptiven Methode getestet. Dazu werden gangige, kom-
merzielle Adsorptionsstoffe, sowie neu-entwickelte Adsorptionspartikel des Kooperationspart-
ners Stid-Chemie AG verwendet (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Verwendete Adsorbentien.

Adsorbens PartikelgroRe PorengroRe Matrix
Alumosilicat 50 um 7.2nm Al,O;: SiO, - 60 : 40 % ww*
y-Aluminiumoxid 35 um 17.2 nm y-Al,03
Amberlite® XAD-2 250-840 um 9.0 nm Styrol-Divinylbenzol-Copolymer
Amberlite® XAD-4 250-840 um 4.0 nm Styrol-Divinylbenzol-Copolymer
Amberlite® XAD-7HP  250-840 um 9.0 nm Acrylesterpolymer
Disintex™ 75 75 um n.b. Polyvinylpolypyrrolidon
Smektische Schicht-

n.b. n.b. Tonmineralien (Bentonite)
silikate
Supelite™ DAX-8 250-400 um 22.5 nm Acrylesterpolymer

n.b.: nicht bekannt

4.5. Charakterisierung der Adsorption

Bei der Adsorption einer gelosten Verbindung an die Oberflache eines Adsorbens bildet sich ein
dynamisches Gleichgewicht aus. Fir eine gegebene, konstante Temperatur wird die Beziehung

zwischen der Beladung der Adsorbentien und der Konzentration in der Losung aufgestellt. Die
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daraus erhaltene Kurve ist die Adsorbtionsisotherme. Aus der Form dieser Isotherme kann in
empirischen Modellen auf die Art der Adsorption bzw. den Mechanismus geschlossen werden.
Dazu werden die Messdaten in einer nicht-linearen Regression an verschiedene Modelle ange-
passt (Abbildung 4.4).

BET

Langmuir

Pl

Beladung

Henry

Konzentration
Abbildung 4.4: Verbreitete Isothermen zur Beschreibung von Adsorptionsvorgangen.

Die einfachste Beschreibung eines Adsorptionsvorganges ist die Isotherme nach Henry oder
lineare Isotherme [Yang 2003]. Im Falle einer stark verdiinnten Losung kann ein linearer Zusam-
menhang zwischen Beladung g des Adsorbens und Konzentration ¢ der adsorbierenden Verbin-
dungen gefunden werden.

Ein weit verbreitetes Modell zur Beschreibung der physikalischen Vorgange der Adsorption ist

die Langmuir-lsotherme (Formel 4.3)

KsQmaxC

[Langmuir 1933]. Dabei wird ange- 4.3 Langmuir g =
1+Kgsc

nommen, dass die Adsorption zu einer
monomolekularen Schicht fiihrt, die 4.4 Freundlich q = Ksc™

Adsorptionsenthalpie tberall gleich ist KsQmaxC

und keine Wechselwirkung zwischen 45 BeT 4 (Csat_c)(1+(KS_1) < )

Csat

den adsorbierten Molekiilen be-

stehen. Das Resultat ist eine Sattigungskurve, so dass eine maximale Beladung @qnqx, also
Besetzung aller Adsorptionsplatze, erreicht werden kann. Eine Abnahme der Adsorptions-
enthalpie mit steigender Beladung des Adsorbens, insbesondere hervorgerufen durch Vorliegen
verschiedener Adsorptionsmechanismen oder Wechselwirkungen zwischen den adsorbierten
Verbindungen fihrt zur Freundlich-lsotherme (Formel 4.4) [Freundlich 1907]. Ein Nachteil dieses
Modells ist jedoch, dass eine maximale Beladung durch den potentiellen Anstieg der Isotherme
nicht beschrieben werden kann. Eine Weiterentwicklung des Langmuir-Modells ist die BET-
Isotherme (Brunauer, Emmet, Teller, Formel 4.5) [Brunauer 1938]. Das Vorliegen einer
Adsorption Uber eine Sattigung hinaus wird beim Aufbau von mehreren molekularen Schichten
erreicht. Die Beladung kann auf diese Weise ins Unendliche steigen.

Fir die in dieser Arbeit untersuchten Adsorbentien wird die Form der Adsortionsisothermen

bestimmt und die entsprechenden Sorptionskoeffizienten K berechnet.
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4.5.1. Acetophenon / Phenylethanol-Adsorption

Die Adsorption von Acetophenon und Phenylethanol wird an Amberlite®-Tragern XAD-2, XAD-4
und XAD-7HP, Supelite™ DAX-8 und Disintex™ 75 untersucht.

Amberlite® XAD-2 ist ein polyaromatisches Adsorbens fiir hydrophobe Verbindungen bis zu
einem Molekulargewicht von 20000 g mol™; unter anderem von Phenolen, organischen Ver-
bindungen und oberflichenaktiven Substanzen®®. Die Eigenschaften von Amberlite® XAD-4 sind
sehr ahnlich, der Unterschied zwischen den beiden Adsorbern liegt nur in der PorengrofRe
(Tabelle 4.2). Der dritte Amberlite®-Trager basiert im Vergleich auf einer anderen Matrix:
XAD-7HP sind Polyacrylesterpartikel, die u.a. fir die Adsorption niedermolekularer Verbindun-
gen verwendet werden kénnen. Auch Supelite™ DAX-8 basiert auf Acrylestern und wird fir die
Adsorption von Alkoholen, oberflichenaktiven Substanzen und Farbstoffen eingesetzt. Der
Trager Disintex™ 75 basiert auf Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) und wird in der Getrédnke-
industrie zu Entfernung von Polyphenolen eingesetzt'’. Es wird die Ausbildung von Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen Adsorbens und den adsorbierten Polyphenolen angenommen, so
dass eine Anwendung im vorliegenden Reaktionssystem vielversprechend ist.

Als Medium fir die Adsorptionsversuche wird der Ubliche Reaktionspuffer (Kaliumphosphat
100 mM, pH 7) mit einem Anteil von 18 % v v 2-Propanol verwendet, um die direkte Ubertra-
gung der Ergebnisse in eine Produktionsreaktion zu gewahrleisten.

Die Tragermaterialien werden zum Teil vor der Verwendung mit Methanol und Wasser gewa-
schen, um Anlagerungen und Verunreinigungen aus der Produktion der Partikel zu entfernen.
Die Adsorbentien werden portionsweise zu den jeweiligen Lésungen gegeben und die

Konzentrationsabnahme gaschromatographisch untersucht.
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Abbildung 4.5: Konzentrationsabnahme von Acetophenon (80 mM) und rac-1-Phenyethanol (80 mM) in
18 % vv™ 2-Propanol, KPi-Puffer (100 mM, pH 7.0) durch Adsorption an Amberlite® XAD-4 (links),
Trageraliquots (100-400 mg), entsprechende Normierung der Ergebnisse auf 1 g Adsorbens (rechts).

Am Beispiel des Tragers Amberlite® XAD-4 wird die Adsorptionsleistung in Abhangigkeit von der
Tragermenge veranschaulicht (Abbildung 4.6, links). Deutlich ist die Abnahme der Phenyletha-

nolmenge in der Losung zu beobachten. Allerdings nimmt neben der Produktkonzentration auch

® Eigenschaften und Anwendungen der Adsorbentien: Produktkatalog auf
http://www.sigma-aldrich.com/.

" Produktbroschiire auf http://onlinel.ispcorp.com/ (ISP International Specialty Products).
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die Substratkonzentration ab. Es ist dabei keine hohe Selektivitdt zugunsten einer Komponente
zu erkennen.

Bei der Bestimmung der Adsorptionsleistung durch Anwendung der Adsorptionsisothermen
mussen die Daten umgewandelt werden. Im Experiment werden zu einer Lésung mit einer defi-
nierten Konzentration von Substrat und Produkt verschiedene Mengen an Adsorbens gegeben.
Adsorptionsisothermen beziehen sich jedoch auf eine konstante Menge an Adsorptionspartikeln,
so dass die Konzentration der Losung und die adsorbierte Menge auf 1 g Adsorbens normiert
werden (Abbildung 4.6, rechts). Eine eindeutige Zuordnung einer der beschriebenen Adsorp-
tionsisothermen ist aufgrund der hohen Streuung der Werte nicht moglich. Es wird keine
Sattigung des Tragermaterials erreicht, so dass prinzipiell die Isothermen nach Langmuir und
Freundlich moglich waren. Beide Korrelationen geben die erzielten Ergebnisse mit ahnlicher Ge-
nauigkeit wieder. Es ist festzustellen, dass im betrachteten Bereich eine einschichtige Anlage-

rung der Verbindungen auf der Oberflache des Adsorbens feststeht.

e H Phenylethanol

Disintex™ 75 H Acetophenon
DAX-8 _
XAD-7 _
XAD-4 _
XAD-2 _

0,0 100 20,0 30,0 40,0 500

Adsorptionsleistung [mg g]

Abbildung 4.6: Adsorptionsleistung gegeniiber Acetophenon und rac-1-Phenylethanol. 3.2 g Trager-
material, Acetophenon (80 mM) bzw. rac-1-Phenylethanol (80 mM) in 18 % v v 2-Propanol, KP-Puffer
(100 mM, pH 7). Disintex™ 75: 4 g Tragermaterial (4-fache Extraktion mit je 1 g), Acetophenon
(40 mM) / rac-1-Phenylethanol (40 mM) in 18 % v v 2-Propanol, KP;-Puffer (100 mM, pH 7).

Um die Leistung der einzelnen Trager miteinander vergleichen zu kénnen, wird die absolute
Abnahme der Konzentration pro Masse an Tragern miteinander verglichen (Abbildung 4.6). Die
Amberlite® XAD- und der Supelite™-DAX8-Trager zeigen in allen Fallen eine geringe Selektivitat
zugunsten des Substrates Acetophenon. Die Adsorptionsleistung fiir Acetophenon ist etwa 3-5 %
hoher. Im Vergleich dazu zeigt das Disintex™ 75-Adsorbens eine geringere Adsorptionsleistung
und Selektivitat. Der Unterschied zwischen Acetophenon und Phenylethanol liegt im Bereich des
Messfehlers.

4.5.2. 2-Acetylfuran / 2-(1-Hydroxyethyl)furan—Adsorption

Die Adsorption von 2-Acetylfuran und 2-(1-Hydroxyethyl)furan wird analog zum vorherigen

Unterkapitel bestimmt. Verwendet werden die Amberlite® XAD-Trager.
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Abbildung 4.7: Adsorptionleistung gegeniiber 2-Acetylfuran und 2-(1-Hydroxyethyl)furan. 3 g Trager-
material, 2-Acetylfuran (40 mM) / 2-(1-Hydroxyethyl)furan (40 mM) in 18 % vv™ 2-Propanol, KP-Puffer

(50 mM, pH 7.5).

Die Adsorptionsleistung gegeniiber 2-Acetylfuran und 2-(1-Hydroxyethyl)furan ist deutlich gerin-

ger im Vergleich zum System Acetophenon / Phenylethanol (Abbildung 4.7). Die héchste Affinitat

zeigt der Amberlite® XAD-4 Trager mit einer Kapazitat von etwa 20 mg g”. Die Selektivitat aller

Trager ist eher gering, eine durchgehende Praferenz fir Substrat oder Produkt ist nicht erkenn-

bar.

4.5.3. Hexandion / Hexandiol-Adsorption

Smektische Schichtsilikate der Firma Sid-Chemie AG werden fiir die Adsorption von Hexandion
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Abbildung 4.8: Adsorptionsleistung fiir
Hexandion und Hexandiol. 3x0.5g
Tragermaterial, 2,5-Hexandion (50 mM)
und rac/meso-2,5-Hexandiol (50 mM) in
18%vv’ 2-Propanol, KP;-Puffer (50 mM,
pH 7.5) (20 mL).

und Hexandiol eingesetzt. Die Chargennummern der
verschiedenen Proben sind EX M 1607, 1753, 1833 und
1878. Es handelt sich dabei in allen Fallen um Bentonite,
also Mischungen verschiedener Tonmineralien. Die Ben-
tonitstruktur stellt einen mineralischen Kationenaustau-
scher dar und hat eine hohe Affinitat zu verschieden-
sten organischen Verbindungen [Lagaly 2006], so dass
ein Einsatz als Adsorbermaterial naheliegend ist.

Die Bentonite werden ohne zusatzliche Waschschritte
direkt fur die Adsorptionsversuche eingesetzt. Die beo-
bachtete Adsorptionsleistung fiir die Schichtsilikate liegt
zwischen 5 und 25 mgg™, dabei ist eine Selektivitat
gegenliber dem Substrat Hexandion zu finden. Die vor-
liegende Adsorptionsleistung ist allerdings filir einen
produktiven Einsatz in der in-situ Abtrennung von
Hexandiol zu gering. Fir die Abtrennung von 100 mM
(11.8 g L") Hexandiol aus einem Liter Losung mit dem
Trager EXM 1753 wadre eine Zugabe von Uber 1.2 kg
Partikel notig.
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4.5.4. Kontinuierliche Adsorption in einem Festbett

Ein alternativer Ansatz zur Abtrennung des Produktes durch Adsorption an Partikel direkt aus
der Reaktionsmischung ist die Auslagerung der Abtrennung in ein externes Modul. Durch konti-
nuierliches Umpumpen der entsprechenden Reaktionslosung durch ein Festbett der Adsorp-
tionspartikel und Zuriickhalten des Katalysators im Reaktor kdnnen Reaktion und ISPR von-
einander rdaumlich getrennt werden. Die modulare Bauweise bietet dabei eine hohe Flexibilitat
und erlaubt eine schnelle Umstellung eines Produktionsprozess auf andere Substrate und Pro-
dukte.

Eingesetzt werden Amberlite® XAD-7HP Partikel (12.7 grv) in einer Pharmacia Kunststoff-Saule
(Fullhéhe 105 x 16 mm) mit einer Flussrate von 1 mL min™. Das Festbett wird unter Umlauf-
bedingungen betrieben und die Konzentration im Vorratsbehalter (100 mL) in regelmaRigen
Abstdanden gaschromatographisch bestimmt. Als Medium wird eine typische Reaktionslosung mit
Acetophenon und Phenylethanol (je 40 mM) verwendet (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Konzentrationsabnahme von Acetophenon (40 mM) / rac-1-Phenylethanol (40 mM) in

18%vv' 2-Propanol, KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0), Gesamtvolumen 100 mL, in einem Festbett aus
Amberlite® XAD-7-HP Partikel (Flussrate 1 mL min™).

Die Konzentration beider Komponenten im Vorratsbehélter nimmt im Verlauf des Umpumpens
ab. Durch Verwerfen eines Sdulenvolumens zu Beginn des Experimentes ist ein Verdiinnungs-
effekt auszuschlieRen. Eine Selektivitdt gegeniiber einer Komponente ist nicht festzustellen, ein
Einsatz zur kontinuierlichen Abtrennung des Produktes zur Uberwindung der thermodyna-

mischen Limitierung ist so nicht moglich.

4.5.5. Desorption der abgetrennten Verbindungen

Ein adsorptives Verfahren zur in-situ Abtrennung von Produkten kann nur dann eingesetzt wer-
den, wenn abgetrennte Verbindungen nach der Reaktion moglichst quantitativ wieder eluiert
werden kdnnen.

Fir die Eignung als Desorptionsmittel werden verschiedene Lésungsmittel betrachtet: Essigsau-
reethylester, Aceton, und verschiedene 2-Propanol-Losungen in Puffer (50, 65 und 100 % 2-Pro-
panol in 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7). Die Wahl der Losungsmittel erfolgt nach hoher
Loslichkeit der Substrate und Produkte bzw. nach moglichst hoher Kompatibilitdt zu einem even-

tuell angebundenen Enzym. Acetophenon und Phenylethanol werden an Amberlite® XAD-7HP-
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Partikel gebunden. Die beladenen Trager werden dreimal mit jedem L&sungsmittel extrahiert

und die Summe der geldsten Verbindungen verglichen (Abbildung 4.10).

Ethylacetat

Aceton

2-Propanol B Phenylethanol

B Acetophenon
65 % 2-Propanol

50 % 2-Propanol

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Extraktionsleistung [%]

Abbildung 4.10: Desorption von Acetophenon und rac-1-Phenylethanol mit verschiedenen Losungs-
mitteln. 5 g Tragermaterial, Acetophenon (40 mM) / rac-1-Phenylethanol (40 mM)-Lésung (20 mL) in
18 % v v 2-Propanol, KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0). Dreifache Extraktion mit jeweils 20 mL des jeweili-
gen Lésungsmittels.

Die Verwendung von Losungsmitteln wie Essigsdureethylester, Aceton und 2-Propanol fiihrt zu
einer fast quantitativen Extraktion von Acetophenon und Phenylethanol. Wird ein 2-Propanol-
Puffer-Gemisch verwendet, ist die maximale wiedergewonnene Substanzmenge von der L6-
sungsmittelkonzentration abhangig. Bei 65 % 2-Propanol konnen etwa 90 %, bei 50 % 2-Propanol

etwa 80 % der adsorbierten Verbindungen in drei Extraktionsschritten gelost werden.

4.5.6. Kompatibilitdt des adsorptiven Verfahrens

Bei der Betrachtung einer adsorptiven Methode zur in-situ Abtrennung eines Produktes aus ei-
nem biokatalytischen Prozess muss neben der Adsorptionsleistung und Selektivitat bzgl. Substrat
oder Produkt auch der Einfluss auf den Katalysator selbst und auf den Cofaktor betrachtet wer-

den.

4.5.6.1.  Adsorption des Cofaktors

Die Adsorption des Cofaktors NADH wird in zwei verschiedenen Medien untersucht, Kalium-
phosphatpuffer (100 mM, pH 7) und Kaliumphosphatpuffer mit 18 % v v* 2-Propanol. Der Puffer
ohne Cosubstrat-Zugabe wird verwendet, da neben der Substrat-gekoppelten Cofaktorregene-
rierung mit 2-Propanol auch eine alternative Cofaktorregenerierung verwendet werden kénnte.
Die Versuche werden analog zu den Substrat / Produkt-Adsorptionsversuchen durch Zugabe der
einzelnen Adsorbentien und Bestimmung der Gehaltsveranderungen durchgefiihrt. Die Konzen-
tration an NADH in der Losung wird photometrisch bei 340 nm bestimmt.

Die Versuche zeigen deutlich die Adsorption von NADH an die verschiedenen Trager, insbeson-
dere aus der reinen Pufferlosung (Abbildung 4.11). Der starkste Effekt ist bei Amberlite® XAD-4

zu finden, nur etwa 20 % des NADHs verbleibt in Losung. Die Anwesenheit von 2-Propanol in der
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Reaktionsmischung flhrt zu einer geringeren Adsorption des Cofaktors. Nur 5-10 % NADH wer-
den bei Anwesenheit von 2-Propanol von den Tragern adsorbiert. Die geringste Affinitat zur Ad-

sorption des Cofaktors mit und ohne Anwesenheit des Cosubstrates ergibt sich fiir Amberlite®

XAD-7HP.
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Abbildung 4.11: Konzentrationsveranderung durch NADH-Adsorption. 3 g Tragermaterial, 1 mM NADH-
Lésung in KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0) bzw. 18 % v v 2-Propanol, KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0), Gesamt-
volumen 20 mL.

4.5.6.2.  Adsorption des Enzyms

Die Adsorption des Enzyms wird bei zwei verschiedenen Experimenten betrachtet. Zunachst wird
eine partiell gereinigte Enzymlosung im Umlauf durch ein Festbett von Amberlite® XAD-7HP
Partikeln geleitet und die Abnahme der Aktivitat in der Lésung beobachtet. Um festzustellen, ob
eventuell auf den Partikeln adsorbiertes Enzym noch Aktivitdt aufweist, werden mit den Parti-

keln Umsetzungen durchgefihrt.

Adsorption beim Umpumpen durch ein Adsorptionsfestbett

Der Einsatz eines Adsorptionsfestbettes in Kombination mit dem Umpumpen einer Reaktions-
I6sung erfordert bei Abwesenheit einer Katalysatorriickhaltung eine ausreichende Komptabilitat
zwischen Adsorptionsmaterial und geléstem Enzym. Dazu wird eine partiell gereinigte Enzymlo-
sung durch eine mit Amberlite® XAD-7HP Partikeln (12.7 grv) gefiillte Pharmacia Kunststoff-
Siule (105 x 16 mm) mit einer Flussrate von 1 mL min™ umgepumpt und die Aktivitit in regel-
maRigen Abstdnden bestimmt. Die Stabilitdt des Enzyms wird durch den Vorgang des Umpum-
pens nicht beeinflusst. Die partiell gereinigte Enzymldsung wird vor dem Einsatz filtriert
(0.45 um), um ein Verstopfen der Pumpe bzw. Saule zu verhindern. Die Anfangsaktivitat von
4.31 U mL" sinkt bereits innerhalb einer Stunde auf 0.99 U mL™ (23 %) ab. Nach drei und mehr
Stunden ist keine Aktivitat mehr zu detektieren, d. h. die gesamte Enzymmenge ist in der Saule
gebunden. Auch nach Waschen der Partikel mit Kaliumphosphatpuffer (250 mL, 100 mM, pH 7)

wird keine Aktivitat in der Waschlosung festgestellt.
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Um festzustellen, ob die ADH-'A' auf den XAD-7HP Partikeln noch aktiv ist, werden die Partikel
mit Wasser gewaschen und in einer Reaktion mit Acetophenon als Substrat eingesetzt. Die
Waschlosung zeigt dabei keine Aktivitat. Aufgrund der gleichzeitigen Adsorption von Substrat
und Produkt an die Partikel ist allerdings keine genaue Bestimmung der Aktivitat moglich. Da die
Selektivitat der Adsorption gegeniiber Substrat und Produkt in etwa gleich ist, kann aus dem
Verhéltnis der Konzentrationen in Losung der Umsatz abgeschatzt werden. Nach einer Reak-
tionsdauer von 20 Stunden wird ein Umsatz von 74 % erreicht (2 g Partikel). Die ADH-'A'" ist nach
der Anbindung weiterhin aktiv, ein Einsatz der Sdule zum Abtrennen des Produktes ist aber nur

mit gleichzeitiger Riickhaltung des Enzyms moglich.

Umsetzungen mit adsorbierter ADH-'A’

Da die in der Sdule adsorbierte ADH-'A' weiterhin Aktivitat aufweist, kdnnte dies ein alternativer
Ansatz zur gleichzeitigen Katalysatoradsorption und Produktabtrennung mit nur einer Partikel-
sorte darstellen. Fir diesen Zweck muss allerdings die Abtrennung des Produktes kompatibel
zum gebundenen Enzym sein.

Fir die Untersuchung werden Amberlite® XAD-7HP Partikel (3 g) in einer partiell gereinigten
Enzymldsung (10 mL) inkubiert. Durch Adsorption des Enzyms sinkt die Aktivitat der partiell ge-
reinigten Enzymldsung von 4.5 U mL™* auf 0.3 U mL™, die Immobilisierungsausbeute betragt also
93 %. Bei der Umsetzung von Acetophenon (80 mM, 1 mM NADH, 18 % v v 2-Propanol) wird
mit den Partikeln als Katalysator nach 60 Minuten Reaktionszeit ein Umsatz von 83 % erreicht.
Zur Desorption des gebildeten (S)-1-Phenylethanols werden die Partikel nach der Umsetzung mit
2-Propanol gewaschen. Die Summe der Konzentrationen aus dem Uberstand und der Desorp-
tionslosung entspricht in etwa der Massenbilanz. Nach der Spilung werden die Partikel noch
zweimal eingesetzt, dabei werden nach 60 Minuten nur noch Umsatze von 23 % bzw. 5%
erreicht. Das adsorbierte Enzym zeigt auch nach den Spulungen mit 2-Propanol noch Aktivitat,
diese ist allerdings gegeniiber den unbehandelten Partikeln deutlich erniedrigt. Auch eine scho-

nendere Desorption des Produktes mit 50 % v v 2-Propanol zeigt keine besseren Ergebnisse.

4.5.7. Adsorption aus Essigsaureethylester

Die Adsorption der verwendeten Ketone und sekundaren Alkohole aus Puffer / 2-Propanol ist
nur mit geringer Effektivitdit moglich. Selbst bei der hochsten Adsorptionsleistung, d.h. von
Acetophenon durch Amberlite® XAD-4, werden 250 g Adsorbens fiir die vollstandige Entfernung
von 100 mM Acetophenon aus 1 L Losung benétigt.

Als Alternative zu einer in-situ Abtrennung aus dem wassrigen Reaktionsmedium wird die selek-
tive Adsorption aus einer Essigsdureethylester-Losung getestet. Die Extraktion mit Essigsdure-
ethylester stellt den ersten Schritt einer potentiellen Aufarbeitung dar und kénnte auch in einem
kontinuierlichen Modus implementiert werden. Zum Einsatz fir diese Untersuchungen kommen
die Trager Alumosilicat (EX M 1985) und y-Aluminiumoxid (EX M 1986). Die Adsorption von
Acetophenon, Phenylethanol, Hexandion und Hexandiol wird durch Zugabe der unbehandelten,

trockenen Trager untersucht.
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Abbildung 4.12: Adsorptionsversuche aus Essigsaureethylester. Links: Alumosilicat, rechts: y-Alumi-
niumoxid. 3 x 0.5 g Tragermaterial, Acetophenon (50 mM) / rac-1-Phenylethanol (50 mM)-Lésung bzw.
2,5-Hexandion (50 mM) / rac/meso-2,5-Hexandiol (50 mM)-Lésung in Essigsiureethylester (15 mL).

Die Adsorptionsleistung der Trager flr die Abtrennung von Acetophenon und Phenylethanol aus
Essigsdureethylester ist sehr gering. Nur y-Aluminiumoxid zeigt eine leichte Tendenz zur Adsorp-
tion von Phenylethanol, die Kapazitat ist mit 6.8 mg g™ aber recht gering.

Beim Einsatz von Hexandion und Hexandiol ist allerdings ein deutlicher Trend zu erkennen. Beide
Tragermaterialien zeigen eine eindeutige Selektivitat fiir den Alkohol, die adsorbierte Menge an
Hexandion ist dabei zu vernachladssigen. Die erreichten Kapazitdaten fiir Hexandiol betragen
31.0 mg g fur Alumosilicat bzw. 33.2 mg g™ fir y-Aluminiumoxid.
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4.6. Coproduktabtrennung

Eine Maximierung des Umsatzes kann neben der Entfernung des Hauptproduktes auch durch das
Austragen des Coproduktes Aceton erfolgen. Auch auf diese Weise kann die thermodynamische

Limitierung Gberwunden werden.

4.6.1. ISPR von Aceton

Aceton ist die Verbindung in der Reaktionsmischung mit dem geringsten Siedepunkt, ist also am
leichtfllichtigsten. Durch das Eintragen eines Gases wie Stickstoff oder Luft kann das Aceton aus
der Losung entfernt werden [Stillger 2002, Sattler 2001]. Um ein Austragen des Reaktions-
wassers oder des Cosubstrates 2-Propanol zu verhindern, wird die verwendete Luft vor dem
Einleiten mit diesen Komponenten gesattigt. In friheren Arbeiten wurde die Effektivitat dieses
Verfahrens, also die selektive Austragung von Aceton aus einer Mischung mit wassrigem Puffer,
2-Propanol (15 % v v') und Aceton (15 % v v''), bestitigt [Goldberg 2005, 2006].

Zur Veranschaulichung der Effektivitat des ISPR-Verfahrens werden Satzreaktorumsetzungen von

Acetophenon mit und ohne Aceton-Abtrennung durchgefiihrt (Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: Satzreaktorversuch mit und ohne ISPR. Umsetzung von Acetophenon (80 mM) in
18 % v v 2-Propanol, KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0), jeweils 88 U ADH-'A’, Gesamtvolumen 25 mL.

Der Gleichgewichtsumsatz unter Standardbedingungen (80 mM Acetophenon, 18 % v v™ 2-Pro-
panol) von 92.3 % kann durch Integration der ISPR auf > 99.9 % gesteigert werden.

Die Auswirkung der integrierten Coproduktabtrennung soll an zwei weiteren Reaktionssystemen
untersucht werden. Bei der Umsetzung von 2-Acetylpyridin (80 mM, 18 % v v'* 2-Propanol, 1 mM
NADH) zum entsprechenden chiralen Alkohol wird bereits im Gleichgewicht ein Umsatz von 99 %
erreicht, so dass eine verfahrenstechnische Optimierung in diesem Fall nicht sinnvoll ist. Die
Reduktion von 2-Acetylfuran (80 mM, 18 % v v 2-Propanol, 1 mM NADH) zu (S)-2-(1-Hydroxy-
ethyl)furan hingegen fiihrt zu einem Gleichgewichtsumsatz von nur 81 %. Die Anwendung der in-
situ Coproduktabtrennung ermoglicht analog zur Umsetzung von Acetophenon das Erreichen

eines vollstandigen Umsatzes.
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4.6.2. ISPR von 2-Propanol

Im Falle der ADH-'A" katalysierten Reduktionen werden prochirale Ketone in chirale Alkohole
umgesetzt. Die entsprechend umgekehrte Reaktion besitzt eine deutlich geringere Relevanz, da
in diesem Fall ein Stereozentrum zerstért wird. Ein moglicher Nutzen der Oxidation chiraler Al-
kohole ist die kinetische Racematspaltung, bei der in der Regel ein maximaler Umsatz von 50 %
erreichbar ist. Ein Spezialfall stellt der Einsatz von meso-Verbindungen dar. Durch Umsetzung
von meso-2,5-Hexandiol, also einem symmetrischen Dialkohol mit gegensétzlich konfigurierten
chiralen Zentren, mit der ADH-'A' kann selektiv nur ein Stereozentrum oxidiert werden
(Abbildung 4.14).

OH OH
: Aceton, NAD*
OH 0]
meso-Hexandiol (R)-5-Hydroxyhexan-2-on

Abbildung 4.14: Schema der stereoselektiven Oxidation von meso-2,5-Hexandiol.

Da diese Reaktion erneut eine Gleichgewichtreaktion darstellt, wird die Eignung der in-situ Co-
produktabtrennung von 2-Propanol in Gegenwart von Aceton getestet. Die Vorsattigung der Luft
wird in diesem Fall mit einer Wasser / Aceton-Mischung erreicht. Allerdings verlauft die Umset-
zung von meso-2,5-Hexandiol (60 mM, 12.5 % v v’ Aceton, 1 mM NAD") schon annahernd quan-
titativ, so dass die integrierte Coproduktabtrennung keine zusatzliche Optimierung der Reaktion

moglich macht.

4.6.3. Schaumproblematik

Die Begasung (bio-)chemischer Reaktionen mit Luft flhrt in Gegenwart grenzflachenaktiver
Substanzen, wie z. B. Proteinen, zur Schaumbildung [Chmiel 2006]. Dieses bringt einige Nachteile
mit sich, so sind die Reaktionsbedingungen im Schaum anders, als im homogenen Reaktions-
system. Weiterhin wird das nutzbare Reaktorvolumen durch starke Schaumbildung verringert.
Eine Verringerung des auftretenden Schaums ldsst sich auf chemische, thermische und mecha-
nische Weise erreichen [Pelton 2002]. Die einfachste Alternative ist die chemische Methode, bei
der polymere Verbindungen wie Polypropylenglykol oder Silikone der Reaktionsmischung zuge-
setzt werden. Bei Standardexperimenten mit integrierter Coproduktabtrennung wird dieses
Verfahren angewendet. Ein Nachteil bei der Zugabe zusatzlicher Verbindungen in eine Biotrans-
formation ist der erhéhte Aufwand bei der Isolierung des Endproduktes. Eine Alternative kann
daher die Verwendung immobilisierter Enzympraparationen sein.

Zur Veranschaulichung der Schaumbildung beim Einleiten von Luft in die verwendete Reaktions-
I6sung werden Videoaufnahmen angefertigt. Verglichen wird dabei die Schaumbildung in einer
Umsetzung von Acetophenon zu Phenylethanol mit partiell gereinigtem Zellextrakt bzw. auf
TRISOPOR®-amino immobilisierter ADH-'A' als Biokatalysator. Betrachtet wird jeweils der Zu-
stand der Reaktionsmischung vor und nach der Zugabe der Substrat/ Cosubstrat-Losung
(Abbildung 4.15).
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Die partiell gereinigte ADH-'A'-L6sung zeigt bereits direkt nach Starten der Begasung eine er-
héhte Schaumbildung (A1), bereits nach 20 Sekunden ist ein erstes Uberschdumen zu beobach-
ten (A2). Nach der Zugabe der Acetophenon / 2-Propanol-Lésung wird die Schaumbildung verrin-
gert, aber nicht vollstdndig unterdriickt (A3). Nach 5 Minuten kommt es zu einem erneuten
Uberschdumen der Reaktionslésung (A4). Der verwendete Reaktionskolben mit einer Fiillung
von nur 20 % hat kein ausreichendes Volumen, um den Schaum aufzunehmen. Eine Reaktions-
flihrung ist mit dieser Konfiguration nicht moglich.

ADH-'A' in Losung (partiell gereinigte Enzymldsung)

Abbildung 4.15: Begasung der Acetophenon-Reduktion mit verschiedenen Biokatalysatorpraperationen.

Der oben beschriebene Versuch wird mit immobilisierter ADH-'A" (TRISOPOR®-amino) als Bio-
katalysator wiederholt. Weder vor (B1), noch nach der Zugabe (B2) der Substrat / Cosubstrat-
Losung ist das Schdumen so stark, dass es zu einem Uberschdumen der Lésung kommt. Auch
nach verldngerter Begasungsdauer (B3 / B4) von bis zu 135 Minuten ist die Schaumbildung sta-
bil.

Die Schaumbildung bei der in-situ Coproduktabtrennung durch Ausgasen kann durch Zugabe von
Polypropylenglykol oder durch Verwendung eines immobilisierten Biokatalysators unterdriickt
werden. Bei der Entwicklung eines Reaktormodells ergeben sich so mehrere Alternativen fir die
Integration des ISPR-Verfahrens.

4.7. Fazit

Die Anwendung von ISPR-Verfahren fiir das Coprodukt im gegebenen Reaktionssystem ermog-
licht das Uberwinden der durch das thermodynamische Gleichgewicht vorgegebenen Limitie-
rung. Auf diese Weise wird die Biokatalysatorauslastung optimiert und eine dem Prozess nach-
geschaltete Produktaufarbeitung vereinfacht.

Die Adsorptionsversuche von Reaktionskomponenten aus einer typischen Reaktionsmischung
mit Puffer und 2-Propanol zeigen nur geringe Kapazitdten und geringe Selektivitaten flr den
chiralen Alkohol. Eine direkte Verwendung in Satzreaktorversuchen zur Maximierung des Um-

satzes ist aus diesem Grund nicht moglich. Auch der Einsatz in einem Festbett zeigt keine Se-
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lektivitat. Alternativ konnen die Adsorptionspartikel eingesetzt werden, um die nutzbare Menge
an hydrophoben Komponenten in wassrigen Losungen zu erhéhen. Substrat und Produkt binden
dabei unspezifisch und fiihren zu einer konstanten Konzentration in der Losung. Ein industrielles
Verfahren dieser Art wird bereits beschrieben [Vicenzi 1997].

Die Adsorption von Hexandiol aus Essigsaureethylester ist mit hoher Selektivitdt durch Einsatz
der Trager Alumosilicat und y-Aluminiumoxid moglich. Ein Einsatz kénnte in einer externen Pro-
duktaufarbeitung oder einem kontinuierlichen Extraktionsprozess erfolgen.

Die Entfernung des Coproduktes Aceton durch Ausgasen der Reaktionsmischung mit Luft ermog-
licht die Uberwindung des vorliegenden thermodynamischen Gleichgewichtes. Eine iibermaRige
Schaumbildung wahrend des Einleitens der Luft kann durch Zugabe von Polypropylenglykol oder

mittels Verwendung immobilisierter Biokatalysatoren unterbunden werden.
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5. Analytik'®

Die Entwicklung und das Betreiben chemischer oder biotechnologischer Produktionsprozesse
erfordert eine genaue Analyse der Zusammensetzung der Reaktionslésung. Die Bestimmung der
wichtigsten Reaktionskomponenten wie Substrate und Produkte erfolgt in der Regel (iber etab-
lierte chromatographische Verfahren wie FlUssigkeits- oder Gaschromatographie. Weiterhin
kann die Konzentration an Cofaktoren in vielen Fallen Gber spektralphotometrische Verfahren
ermittelt werden. Diese Art der Analyse erfordert eine reprdsentative Probenentnahme aus der
Reaktionslosung und eine mehr oder wenig komplexe Probenaufarbeitung. Diese Methodik birgt

einige Nachteile:

e (Hoher) Zeitbedarf
Die manuelle Probenentnahme und Probenaufarbeitung kann je nach Komplexitat einen
erheblichen Zeitbedarf bedeuten.

e Fehlerhafte Probenaufarbeitung
Je mehr Aufarbeitungs- und Verdiinnungsschritte fur die Probenentnahme nétig sind,
desto hoher ist der dabei zu erwartende Fehler.

e Anderung der Probenzusammensetzung
Eine Veranderung der Probenzusammensetzung, verursacht durch z.B. ein weiteres
Fortlaufen der Umsetzung, Nebenreaktionen zwischen den zu untersuchenden Kompo-
nenten und den bei der Probenaufarbeitung verwendeten Reagenzien oder unvollstan-
dige Derivatisierungen, fihrt zu einem verfalschten Ergebnis.

e Prozesskontrolle
Der Betrieb eines Produktionsprozesses erfordert in vielen Fallen eine Anpassung der
Reaktionsparameter in Abhangigkeit von der aktuellen Zusammensetzung des Reaktions-
mediums. Durch eine verzogerte Analyse kann auf schnelle oder unvorhergesehene Ver-

anderung nicht schnell genug reagiert werden.

Eine Alternative zu dieser klassischen offline-Analytik bietet die in-situ Analyse oder online-Ana-
lytik’. Samtliche Nachteile der klassischen offline-Analytik werden dadurch vermieden. Zu
beachten ist allerdings, dass in-situ Messungen einen hoheren apparativen Aufwand, eine
komplexere Kalibration und dadurch einen erhéhten Kostenfaktor darstellen. Die Wirtschaftlich-

keit ist daher vom jeweiligen Fall abhangig.

 Teile dieses Kapitels sind publiziert in: (a) Oliveira FRP, Goldberg K, Liese A, Hitzmann B (2008) Chemo-

metric modelling for process analyzers using just a single calibration sample. Chemometrics and
Intelligent Laboratory Systems 94: 118-122. (b) Neumann M, Goldberg K, Kara S, Mdller J, Liese A
(2009) Online monitoring of biotrans-forma-tions in aqueous, organic and solvent-free media by FT-IR
spectroscopy and chemometrics. Eingereicht.

In der Literatur werden online-, inline- und in-situ-Analytik gleichermalRen verwendet. Nach Definition
konnen bei der online-Analytik zusatzliche Filtrationsschritte oder dhnliches vorliegen, wahrend die
inline-Analytik die direkte Analyse im Reaktor oder Stoffstrom bezeichnet [Kessler 2006a].
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5.1. Wahl der online-Methode

Viele der etablierten Methoden zur Analyse von chemischen Reaktionen eignen sich, zum Teil
mit einigen Modifikationen, auch fir die online-Analyse. So werden in der Literatur unter ande-

rem online-Verfahren basierend auf folgenden Methoden beschrieben [Kessler 2006b]:

e UV /VIS-und Fluoreszenz-Spektroskopie
e Infrarot- und Raman-Spektroskopie

o NMR-Spektroskopie

e Massen-Spektrometrie

e Gas- und Flussigkeits-Chromatographie

Die Wahl der geeigneten Methode ist von der Art des vorliegenden Reaktionssystems, sowie der
Komplexitdt und Verfligbarkeit des jeweiligen Verfahrens abhangig. Im vorliegenden Fall der
Cofaktor-abhangigen biokatalytischen Reduktion von Ketonen zu den entsprechenden Alkoholen
werden drei verschiedene Methoden gewahlt.

Die 'H-NMR-Spektroskopie gehort zu den Standardverfahren in der organischen Chemie und
Biochemie. Sie erlaubt die Untersuchung der elektronischen Umgebung von Atomen und erlaubt
dadurch die Aufklarung der Struktur eines Molekils und des Konzentrationsverhaltnisses der
einzelnen Verbindungen. Auf diese Weise sind die selektive Detektion einzelner Komponenten,
sowie die Identifikation eventueller Nebenprodukte mdglich.

Der Cofaktor in Dehydrogenase-katalysierten Reaktionen weist eine hohe Fluoreszenz-Aktivitat
auf, so dass sich die Fluoreszenz-Spektroskopie zum Verfolgen derartiger Reaktionen anbietet.
Ob eine Detektion und Untersuchung des Cofaktors wahrend der Reaktion, oder eine Bestim-
mung des Umsatzes der Reaktion moglich ist wird in entsprechenden Versuchen geklart.

In den in dieser Arbeit untersuchten Umsetzungen werden Substrate und Produkte mit vielen
funktionellen Gruppen, wie Carbonyle oder Alkohole, eingesetzt. Die Detektion derartiger Ver-
bindungen ist ein klassisches Anwendungsgebiet der Infrarot-Spektroskopie. Die Aufnahme von
FTIR-Spektren ermdoglicht eine Identifikation von Verbindungen und / oder Gemischen, sowie

eine Quantifizierung von Substraten und Produkten.

5.2. 'H-NMR-Spektroskopie

Das Hauptanwendungsgebiet der NMR-Spektroskopie besteht in der Identifikation und Struktur-
aufklarung von Molekilen mit organisch-chemischen Bestandteilen. Insbesondere die Aus-
wertung der chemischen Verschiebung und Aufspaltung von Banden in ‘H-NMR-Spektren ent-
hélt Informationen Uber die elektronische Umgebung der Wasserstoffatome und damit den
strukturellen Aufbau der Molekile. Neben der Bestimmung von Reaktionskomponenten wird

weiterhin die Identifikation von Nebenprodukten erméglicht.
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5.2.1. Stand der Forschung

In der Literatur wird eine Vielzahl an Anwendungen der online NMR-Spektroskopie in der Bio-
katalyse beschrieben. Sehr unterschiedliche Bedingungen wie Enzymklasse, Losungsmittel,
heterogene oder homogene Reaktionsfiihrung sind mit dieser Methodik kompatibel [Weber
2000]. In vielen Fallen werden Lipase-katalysierte Umsetzungen verfolgt, etwa die Veresterung
von Caprylsdure (Octansaure) und Butanol mit einer Lipase aus Rhizomucor miehei [Decagny
1998] oder die Acylierung von 1-Phenylethanol mit einer Lipase aus Burkholderia cepacia [Weber
1999]. Weitere Beispiele sind die Rinderserum Aminoxidase-katalysierte Oxidation von primaren
Aminen zu Aldehyden [Houen 2005] oder die Synthese von Cyanhydrinen mit einer
Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis [Hickel 1996].

Ein problematischer Aspekt in der Verfolgung biokatalytischer Reaktionen ist die Wahl des
Losungsmittels, insbesondere bei der *H-NMR-Spektroskopie. Das in der Biokatalyse (bliche
Lésungsmittel Wasser ist im Uberschuss vorhanden und fiihrt so zu einer erheblichen Stérung
der Datenaufnahme. In der Regel werden daher deuteriertes Wasser (D,0 / 2HZO) oder auch
andere deuterierte Losungsmittel eingesetzt. Nachteil dieses Verfahren ist zum einen der
erheblich héhere Preis des Losungsmittels und zum anderen die nicht direkte Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auf das undeuterierte Losungsmittel. So werden fir H,0 und D,O etwa ver-
anderte Reaktionsgeschwindigkeiten (kinetischer Effekt) [Spangenberg 1999] oder unterschied-
liche Selektivitaten [Pokorny 1999] gefunden. Eine weitere Alternative ist die Unterdriickung des
Losungsmittelsignals durch bestimmte Pulstechniken bei der Aufnahme der einzelnen Spektren
[Guéron 1991].

5.2.2. Reduktion von Acetophenon

Die Anwendbarkeit der 'H-NMR-Spektroskopie fiir die online-Analyse ADH-'A'-katalysierter
Redoxreaktionen wird am Beispiel der Reduktion von Acetophenon untersucht. Die Unter-
suchungen werden mit einem Varian VXR-300 FT-NMR-Spektrometer durchgefiihrt. Als Reaktor
werden Standard NMR-Probenrdhrchen (5 mm & x 18 mm) eingesetzt.

Fir die Anpassung der Reaktion an NMR-kompatible Bedingungen wird der Ublicherweise ver-
wendete Kaliumphosphatpuffer durch deuteriertes Wasser ersetzt. Die Cosubstrat-Konzen-
tration wird auf 10 % herabgesenkt, um eine zu starke Stérung des Spektrums durch die 2-Propa-
nol-Signale zu verhindern. Als Katalysator wird gefriergetrocknete, partiell gereinigte Enzym-
[6sung (0.2 U) eingesetzt.

Die Reaktionsmischung wird im NMR-Probenréhrchen vorgelegt und die Messung durch Zugabe
des Katalysators gestartet. Von der Zugabe des Katalysators bis zur Aufnahme der ersten
Messung werden etwa 2 Minuten benétigt. Um den Verlauf der Reaktion zu verfolgen werden
mit Hilfe der Makrosprache MAGICAL in regelmaRigen Zeitabstdnden komplette Spektren
aufgenommen. Die groRe Anzahl von Spektren wird mit The Mathworks MATLAB / matNMR?*
[van Beek 2007] ausgewertet.

20 http://matnmr.sourceforge.net/, Version 3.9.59.
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Fir die Bestimmung des Fortlaufs der Reaktion werden die Methylsignale des Substrates

Acetophenon und der Produkte Phenylethanol und Aceton betrachtet.
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Abbildung 5.1: Umsatz-Zeit-Verlauf der Reduktion von Acetophenon nach ‘H-NMR / *H-NMR-Spektren
im Bereich von 1.8-2.7 ppm. Bedingungen: 0.2 U ADH-'A’, 100 mM Acetophenon, 1 mM NADH, Reak-
tionsmedium: D,0, 10 % v v 2-Propanol. Gesamtvolumen 0.8 mL, Raumtemperatur.

Ausschnitte der aufgenommenen Spektren (Abbildung 5.1) zeigen deutlich die Abnahme des
Acetophenon-CHs-Signals bei 2.5 ppm und die Zunahme des Aceton-CHs-Signals bei 2.1 pm.

Der Umsatz der Reaktion kann aus den Verhaltnissen der Peakflachen berechnet werden. Fiir die
Erhéhung der Genauigkeit der Bestimmung werden beide Produktsignale (Phenylethanol-CHs:
1.34 ppm) verwendet. Da die NMR-Spektroskopie eine etablierte Methode zur Quantifizierung
von Verbindungen in Stoffgemischen darstellt, ist eine zusatzliche Kalibrierung der online-Analy-
tik nicht erforderlich.

Die Reaktion verlauft unter den gegebenen Bedingungen recht langsam ab. Der Gleichgewichts-
umsatz von 90 % wird erst nach einer Zeit von Uber 12 Stunden erreicht. Es tritt praktisch keine

Schwankung des bestimmten Umsatzes auf, der Fehler der Methode ist sehr gering.

5.2.3. Reduktion von Acetylfuran

Die online-Verfolgung der ADH-'A'-katalysierten Reduktion von Acetylfuran wird analog unter-
sucht. Der Umsatz wird aus dem Verhaltnis der Methylsignale von Acetylfuran und Aceton be-
stimmt, da diese jeweils als Singulett deutlich und separiert auftreten. Dabei wird sowohl
lyophilisierter, partiell gereinigter Zellextrakt, als auch lyophilisierte, ganze E. coli-ADH-'A'-Zellen

eingesetzt.
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Abbildung 5.2: Umsatz-Zeit-Verlauf der Reduktion von Acetylfuran bestimmt durch 'H-NMR (links:
lyophilisierte, partiell gereinigte Enzyml6ésung (0.2 U), rechts: lyophilisierte E. coli-AHD-'A'-Zellen
(8.4 U)). Bedingungen: 100 mM Acetylfuran, 1 mM NADH, Reaktionsmedium: D,0, 10 % v v? 2-Propanol.
Gesamtvolumen 0.8 mL, Raumtemperatur.

Die durch den lyophilisierten Zellextrakt (0.2 U) katalysierte Reaktion verlduft sehr langsam
(Abbildung 5.2, links). Der Umsatz steigt auf 80 % innerhalb von 40 Stunden. Ein weiterer Anstieg
zum Gleichgewichtsumsatz der Reaktion von 92 % kdnnte durch eine verlangerte Reaktions-
dauer oder eine Erhéhung der Katalysatormenge erreicht werden.

Die lyophilisierten E. coli-ADH-'A'-Zellen (8.4 U) haben keinen stérenden Einfluss auf die Auf-
nahme der 'H-NMR-Spektren. Aufgrund der erhohten Aktivitat werden die ersten 25 % des
Umsatzes in etwa einem Zehntel der Zeit erreicht (Abbildung 5.2, rechts). Allerdings wird ein
maximaler Umsatz von etwa 60 % erreicht, was durch ein Absinken des Katalysators im NMR-
Rohrchen verursacht werden kann. Fir die Verwendung eines heterogenen Reationssystems

muss fir eine ausreichende Durchmischung gesorgt werden.

5.2.4. Fazit

Die "H-NMR-Spektroskopie kann erfolgreich in der Verfolgung biokatalytischer Reaktionen einge-
setzt werden. Das Verhaltnis der Peakflachen von Substrat und Produkt kann zur Berechnung
des Umsatzes verwendet werden. Gleichzeitig konnen aus den aufgenommenen Spektren even-
tuelle Nebenprodukte identifiziert werden. Als Katalysator eignen sich geloste Enzyme sowie
ganze Zellen.

Allerdings hat diese Methodik auch Nachteile. So ist die 'H-NMR-Spektroskopie abhingig von
einem (teilweise) deuterierten Losungsmittel und Apparaturen mit starken Magnetfeldern. Des-
weiteren ist die Verwendung heterogener Systeme problematisch, da eine Suspension wahrend
der Reaktion nicht ausreichend durchmischt wird. Zwar werden in der Literatur auch Durchfluss-
zellen beschrieben, eine online-Messung im industriellen MaRstab ist jedoch nicht beschrieben.
Eine Alternative zeigt die in-vivo Analyse von Fermentationen in einem Weithals-NMR-System
[Hartbrich 1996]. Die Bestimmung einzelner Metaboliten in der Zelle wird lber BC-NMR bzw.
3Ip_NMR-Spektroskopie erreicht, so dass deuterierte Losungsmittel vermieden werden kénnen.
Mit der verwendeten Hardware sind diese Techniken nicht realisierbar, so dass die Anwendung

der 'H-NMR-Spektroskopie als Messmethode nicht weiter verfolgt wird.
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5.3. Fluoreszenz-Spektroskopie

Eine etablierte Methode der online-Analytik im Biotechnologiebereich ist die Fluoreszenz-
Spektroskopie [Stark 2002]. Klassischerweise ist das Hauptanwendungsgebiet die Bestimmung
reduzierter Nicotinamid-Cofaktoren wie NADH und NADPH in vivo oder in vitro. Diese Methodik
lasst sich daher in der Uberwachung von Fermentationen verwenden, etwa zur Bestimmung der
Biomasse [Beyeler 1981] oder des metabolischen Zustands der fermentierten Zellen [Peck 1990].
Die elektronische Anregung von NAD(P)H wird Uber Einstrahlung bei 380 nm erreicht und die
anschlieRende Emission bei 450 nm verfolgt. Dies stellt damit aber auch eine Beschrankung auf
die Analyse dieser einen Komponente dar. Seit den 1990er Jahren wurden aus diesem Grund
vermehrt Multiwellenlangesysteme entwickelt [Li 1991]. Ein Beispiel fiir ein derartiges System ist
der DELTA BioView®-Sensor?’.

Der BioView®-Sensor ermoglicht die Aufnahme von Fluoreszenz-Spektren mit Anregung im Be-
reich von 260 bis 560 nm und Aufnahme der Emission von 300 bis 600 nm (Multichannel Fluo-
rescence Detektion, MFD). Dies wird durch eine Xenon-Lampe in Verbindung mit Filterscheiben
erreicht, ein komplettes 2D-Spektrum kann so in einer Minute aufgenommen werden. Das Licht
wird Uber optische Faserkabel in den Reaktor Gbermittelt, dazu ist nur ein entsprechender Port
notig. Auf diese Weise kann das BioView®-System an praktisch jede Reaktorgrofle angepasst
werden. Weiterhin findet kein direkter Kontakt zwischen Sonde und Medium statt, so dass auch
unter extremen Bedingungen eine online-Methode Anwendung finden kann [Kara 2009] und das

Risiko von Kontaminationen verringert wird.
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Abbildung 5.3: 2D-Fluoreszenzspektrum wahrend der ADH-'A'-katalysierten Reduktion von Acetophe-
non.

21 DELTA, Hgrsholm, Denmarks, http://www.delta.dk/bioview/
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5.3.1. Multivariate Datenanalyse

Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgt Uber die Auswertung einzelner Peaks, die den
Substraten und Produkten eindeutig zugeordnet werden kdnnen. Mit einer klassischen, uni-
variaten Datenanalyse kann in einer linearen Regression das erhaltene Messsignal in die Kon-
zentration des betrachteten Analyts umgerechnet werden. Diese lineare Abhangigkeit findet sich
bei den meisten gangigen Analysemethoden, z. B. Peakflichen in GC- oder HPLC-Chromato-
grammen oder alle photometrischen Messungen, die auf einzelnen Wellenlangen beruhen.

In der 2D-Fluoreszenzspektroskopie ist diese Art der Auswertung nicht moglich. Das Spektrum
wird zum groflten Teil vom Cofaktor NADH bestimmt (Abbildung 5.3), welches aufgrund der
Cofaktorregenerierung im Verlauf der Reaktion anndhernd konstant bleibt.

Die Substrate und Produkte stellen nur sehr schwache Fluorophore dar, so dass die Anderungen
des Spektrums marginal sind. Die Identifikation und Auswertung einzelner Peaks ist nicht mog-
lich oder sehr ungenau. Aus diesem Grund wird auf die Betrachtung des gesamten Spektrums
zurlickgegriffen [Oliveira 2008].

Fir die Auswertung von kompletten 2D-Fluoreszenzspektren wird auf eine alternative Methode
zurickgegriffen: die multivariate Datenanalyse mittels Chemometrie. Als interdisziplindre Me-
thodik zwischen Chemie, Mathematik und Informatik beschreibt die Chemometrie die statisti-

sche Analyse groRRerer Datenmengen [Danzer 2001].
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Y =,Bo +ﬂ,x, o +:Bixi
Statistisches Modell
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Abbildung 5.4: Schema zur Kalibration eines chemometrischen Modells.

Die statistische Analyse ermoglicht die Korrelation von Konzentrationen oder des aktuellen Um-
satzes mit den Fluoreszenzspektren. Dazu wird zundchst analog zur univariaten Analyse eine
Kalibration benétigt. Aufgrund der Komplexitdt der Spektren sind wesentlich mehr Kalibrations-
konzentrationen zu vermessen, als bei der klassischen linearen Regression. In der Regel miissen
etliche Reaktionsmischungen unter realistischen Bedingungen vermessen werden. Ein alternati-
ver Ansatz fur die Kalibration eines chemometrischen Modells ist die parallele Vermessung einer
Reaktion mit etablierten Methoden und der betrachteten online-Analytik (Abbildung 5.4). Im
vorliegenden Beispiel werden die Umséatze der biokatalytischen Reduktion von Acetophenon
gaschromatographisch bestimmt und zu den jeweiligen Zeiten 2D-Fluoreszenzspektren auf-

genommen. Diese Daten werden zur Kalibration eines statistischen Modells eingesetzt. Dieses
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Modell basiert auf einer nicht-linearen multivariaten Regression der Fluoreszenzdaten an die
zugehorigen Reaktionsumsatze. Erreicht wird dies mit den am Institut fir Technische Bio-
katalyse, TU Hamburg-Harburg entwickelten The Mathworks MATLAB-Skripten basierend auf der
N-way toolbox [Andersson 2000].

Bei der univariaten Analyse werden bei der Kalibration Faktoren benétigt, im linearen Fall z. B.
y-Achsenabschnitt und Steigung. Analog werden bei der multivariaten Kalibration mehrere
Fatoren benoétigt, um eine Korrelation zu erreichen. Diese Faktoren bestehen aufgrund der
Komplexitdt der Datensdtze nicht aus einzelnen Zahlen, sondern aus Vektoren. Zusammenge-
fasst bilden diese Faktoren das chemometrische Modell. Die Anzahl der fir die Kalibration
verwendeten Faktoren bestimmt die Genauigkeit des statistischen Modells, eine zu groRe Zahl
an Faktoren fiihrt jedoch zu einem wenig robusten Modell. Dieses Modell kann anschliefend zur
Berechnung des Umsatzes aus den Spektren eingesetzt werden.

Die analoge Auswertung dieser Daten wurde in Kooperation mit Prof. B. Hitzmann, Institut flr

Technische Chemie der Leibniz Universitat Hannover, durchgefiihrt [Oliviera 2008].

5.3.2. Reduktion von Acetophenon

Die Reduktion von Acetophenon wird wie beschrieben mit Hilfe der 2D-Fluoreszenz-Spektros-

kopie verfolgt. Der Umsatz wird parallel gaschromatographisch bestimmt.
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Abbildung 5.5: Umsatz-Zeit-Verldufe der im BioView® durchgefiihrten Biotransformationen. Bedingun-
gen: 9.3 U ADH-'A’, 80 mM Acetophenon, 0.3 mM NADH, Reaktionsmedium: KP;-Puffer (100 mM,
pH7.0,18 % v vt 2-Propanol). Gesamtvolumen 12 mL, Raumtemperatur.

Die Reaktion wird insgesamt dreimal durchgefiihrt. Der Umsatz erreicht innerhalb der Reaktions-

zeit von jeweils 120 Minuten einen Wert von etwa 80 %. Die Kalibration des chemometrischen
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Modells erfolgt mit den 2D-Fluoreszenz-Spektren, zu denen offline-Werte vorliegen. Es zeigt sich
eine sehr gute Korrelation zwischen offline- und online-Analytik, der durchschnittliche Fehler

zwischen den beiden Analysemethoden liegt bei 4.9 % des Umsatzes.

5.3.3. Fazit

Die 2D-Fluoreszenz-Spektroskopie kann erfolgreich in der Verfolgung der biokatalytischen Re-
duktion von Acetophenon eingesetzt werden. Im Vergleich zur NMR-Spektroskopie sind keine
speziellen Losungsmittel oder spezielles Equipment notwendig. Der verwendete BioView®-Sen-
sor kann bei Vorliegen eines Quarzglas- oder Saphirfensters an jeden beliebigen Reaktor ange-
schlossen werden.

Das Messsignal wird in relativen Fluoreszenzintensitdten aufgezeichnet. Diese ist nicht nur ab-
hangig von den Konzentrationen und Extinktionskoeffizienten fluoreszierender Verbindungen,
sondern auch von der Anregungsenergie und der Fluoreszenzausbeute. Daher kénnen appara-
tive Unterschiede in den Messungen auftreten, welche bei der Auswertung beachtet werden
mussen.

Die einzige Beschrankung des Verfahrens besteht in der Notwendigkeit des Messfensters und
der Abwesenheit von Licht im Reaktor. Aus diesem Grund wird noch eine alternative Methode

auf ihre Eignung getestet - die Infrarot-Spektroskopie.

5.4. FTIR-Spektroskopie

Die Fourier-Transformations Mid-Infrarot-Spektroskopie (FT-MIR) ist eine etablierte Methode in
der Chemie zur ldentifikation und Strukturanalyse organischer Verbindungen. Der Messbereich
des MIR liegt zwischen 4000 und 400 cm™ (Wellenzahlen) bzw. 2.5 und 25 pm (Wellenlange). In
wassrigen Systemen wird Infrarotstrahlung sehr stark absorbiert, so dass Messungen nur in sehr
geringen Schichtdicken moglich sind. Dies ist insbesondere in der Biotechnologie relevant.

In den letzten Jahrzehnten wurde die ATR-Messtechnik (attenuated total reflectance, Abge-
schwachte Totalreflexion) entwickelt, die eine Messung von Feststoffen oder Losungen an der
Oberflache eines ATR-Kristalls ermoglicht [Fahrenfort 1961]. Die Infrarotstrahlung wird im ATR-
Kristall an der Grenzflache zur Probe reflektiert. Durch diese Reflexion wird eine evaneszente
Welle auf der Probenseite des Kristalls erzeugt. Die Abschwachung dieser Wellen durch die Ab-
sorption der IR-Strahlung von der Probe wird gemessen und so das IR-Spektrum erhalten. Die
Eindringtiefe in die Probe betragt nur etwa 0.5 bis 5 um, so dass auch wassrige Lésungen ver-
messen werden kénnen.

In der Biotechnologie wird die FT-MIR Spektroskopie vor allen fiir die Identifikation, Unterschei-
dung und Klassifikation von Mikroorganismen eingesetzt [Mariey 2001]. Dies ist moglich durch
den fiir jede Verbindung, jedes Protein und dadurch auch jeden Mikroorganismus charakteristi-
schen Fingerprint-Bereich im IR-Spektrum (400 — 1000 cm™).

Firr die Verfolgung von biokatalytischen Reaktionen gibt es nur wenige Beispiele in der Literatur.
Ganze Zellen von Rhodococcus rhodochrous LL100-21 werden in der Hydrolyse von Nitrilen zu

Carbonsdureamiden und Carbonsauren eingesetzt [Dadd 2000]. Durch Verwendung einer FT-MIR
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ATR-Sonde mit einem Silizium / ZnSe-Kristall konnte die Reaktion verfolgt werden. Die Be-
stimmung des Reaktionsfortschrittes erfolgte durch Auswertung der charakteristischen Banden
fr Substrat und Produkt. Die Veresterung von Butanol und Acetanhydrid mit einem organischen
Katalysator wird mit FT-MIR Spektroskopie und multivariater Kalibration beschrieben [Puxty
2008]. Dabei wurde der Reaktionsmechanismus, bzw. die Kinetik der Reaktion in das chemo-
metrische Modell integriert. Der a-Amylase-katalysierte Abbau von Stirke wurde durch Film-
analyse einer Substratschicht auf einem ZnSe-ATR-Kristall verfolgt [Schindler 1998, Snabe 2002].
Die statistische Auswertung wurde unter anderem zur Bestimmung der Enzymaktivitdt einge-
setzt. Auch in vielen fermentativen Prozessen konnte die FT-MIR Spektroskopie zur Verfolgung
von Substraten, Produkten oder Metaboliten erfolgreich eingesetzt werden [Macauley-Patrick
2003, Roychondhury 2006, Trevisian 2008].

In vielen Fallen wird die Auswertung der FT-MIR Spektren klassisch durchgefiihrt. Durch Auswer-
tung charakteristischer Wellenzahlen der betrachteten Analyten wird eine einfache Korrelation
zwischen Bandenhéhe und Konzentration (Lambert-Beer) erreicht. Allerdings weisen FT-MIR
Messungen eine hohe Empfindlichkeit gegeniber Temperaturschwankungen auf, insbesondere
in wassrigen Systemen. Weiterhin kann eine Verdnderung der Zusammensetzung der Atmos-
phéare im Spektrometer, bedingt durch unzureichende Spiilung mit trockener Luft oder Stickstoff,
zu positiven oder negativen Kohlenstoffdioxid-Banden fiihren. In vielen Fallen treten daher Ver-
schiebungen der Basislinie (Drift) oder das Auftreten von Stérbanden wahrend der Messung auf.

Aus diesem Grund wird die statistische Auswertung der FT-MIR Spektren bevorzugt.

5.4.1. Durchfiihrung der Messungen

Die Verfolgung der biokatalytischen Reduktion von Acetophenon wird mit einem BrukerOptics
Vertex 70 mit einem Flissigstickstoff-gekiihlten MCT-Detektor (Quecksilber Cadmium Telluride)
durchgefiihrt. Dieser MIR-Detektor ist deutlich empfindlicher als die fiir Routineanalytik
Ublicherweise verwendeten DTGS-Detektoren (Deuteriertes Triglycinsulfat) und ermdglicht so
den Einsatz einer FT-MIR ATR-Fasersonde. Die eingesetzte BrukerOptics IN350-T Fasersonde
besteht aus einem MIR-Lichtleiter aus Silberhalogeniden und hat dabei nur einen Infrarot-Durch-
satzvon ca. 1 %.

Der ATR-Kristall besteht aus Diamant (CVD)?%, so dass eine sehr hohe chemische und physikali-
sche Bestandigkeit vorliegt. Allerdings kann ein CVD-ATR-Kristall durch die starke Absorption von
IR-Strahlung® im Bereich von etwa 1850 bis 2200 cm™ nicht fiir die Bestimmung von Iminen
oder Nitrilen eingesetzt werden, da diese in diesem Bereich starke charakteristische Banden auf-
weisen. Die weiteren Eigenschaften der Fasersonden sind im Weiteren zusammengefasst
(Tabelle 3.2).

> Diamant aus chemischer Gasphasen-Abscheidung, CVD.

2 The CVD diamond booklet, http://www.diamond-materials.com/downloads/
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Tabelle 5.1: Spezifikationen der FT-MIR ATR-Fasersonde.

ATR-Element CVD, 2 Reflexionen bei 45°
Lichtleiterkabel Silberhalogenide (2 1mm)
Infrarotdurchsatz 1 % im Fingerprintbereich
Druckstabilitat bis 300 bar

Durchmesser des Sondenkopfes 6 mm

Lange des Sondenkopfes 290 mm

Spektralbereich 3500 bis 560 cm™
Temperaturbereich -100 bis 180 °C

Wie bereits erldutert ist bei der Aufnahme von FT-MIR Spektren auf eine konstante Temperatur
und eine konstante Atmosphdre im Spektrometer zu achten. Aus diesem Grund wird das
Spektrometer wahrend der Messungen mit getrockneter Druckluft gespiilt. Das Reaktionsgefald
wird auf konstant 30 °C thermostatisiert.

Glattung

=

Basislinienkorrektur Zuschneiden
Abbildung 5.6: Bearbeitung der FT-MIR Spektren vor der Auswertung.

Trotz der Durchfiihrung der Messungen unter konstanten, genau festgelegten Bedingungen
missen die FT-MIR Spektren vor der Auswertung bearbeitet werden (Abbildung 5.6). Die
Rohspektren werden in The Mathworks Matlab eingeladen und im ersten Schritt nach dem
Savitzky-Golay Algorithmus geglittet (mslowess?, Schrittweite 10 cm™), um Rauschen und
Signalspitzen zu entfernen [Bromba 1981]. Die Basislinienkorrektur (msbackadj?*, Schrittweite
100 cm™) entfernt die Drift in den Spektren, so dass die Bandenintensititen ausgewertet werden
konnen. Zum Schluss werden die Spektren auf den gewiinschten Wellenzahlenbereich zuge-
schnitten.

** Matlab-Funktionen der Bioinformatics Toolbox zur Bearbeitung von Spektren.

http://www.mathworks.de/products/bioinfo/
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5.4.2. Reduktion von Acetophenon

Die FT-MIR Spektroskopie wird fiir die Verfolgung der biokatalytischen Reduktion von Acetophe-
non eingesetzt [Neumann 2009]. Dabei wurde die Reaktion neben dem Ublicherweise verwende-
ten Puffer auch im vollstandig organischen Medium durchgefiihrt. Dies ist moglich durch die

hohe Toleranz des Biokatalysators gegentiber organischen Losungsmitteln.

5.4.2.1.  Organisches Medium

Als Lésungsmittel wird eine mit Puffer (Kaliumphosphat, 100 mM, pH 7.0) geséttigte Toluol / 2-
Propanol (10 % v v'') Mischung verwendet (Microaqueous [Yamane 1988]). Lyophilisierte E. coli-
ADH-'A'-Zellen werden in einer kleinen Menge Puffer rehydratisiert und als Katalysator einge-
setzt. Anstelle der standardmalig eingesetzten Substratkonzentration von 80 mM werden
274 mM bzw. 1.0 M Acetophenon eingesetzt.

Die im Verlauf der Reaktion aufgenommenen FT-MIR Spektren (1.0 M Startkonzentration) zeigen
eine Abnahme der Intensitat charakteristischer Banden fiir Acetophenon, z.B. der Carbonyl-
Streckschwingungsbande bei 1680 cm™ und weiterer Banden im Fingerprintbereich. Gleichzeitig
kann die Bildung der analogen Bande fiir Aceton bei 1712 cm™ beobachtet werden (Abbildung
5.7). Die unvollstandige Abnahme der Acetophenon-Signale resultiert aus dem nicht vollstandi-

gen Umsatz der Reaktion (s.u.).
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Abbildung 5.7: Zeitlicher Verlauf der FT-MIR Spektren wahrend der Reduktion von Acetophenon.

Wie bereits erldutert flihrt die einfache Auswertung der Bandenverdnderungen zu keinen ge-
nauen Ergebnissen. Die Spektren werden nach dem festgelegten Protokoll verarbeitet
(Abbildung 5.6) und mit den parallel gaschromatographisch bestimmten Umsatzpunkten in ein
chemometrisches Modell mit jeweils 3 Faktoren umgesetzt.

Die Umsetzung mit 1.0 M Acetophenon verlauft relativ langsam, innerhalb von einer Stunde wird

ein Umsatz von 10 % erreicht. Der erreichbare Gleichgewichtsumsatz liegt bei etwa 30 %. Dies



Analytik | 71

lasst sich durch eine langsame Desaktivierung des Enzyms im organischen Losungsmittel oder
eine Produktinhibierung in diesem Konzentrationsbereich erklaren.
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Abbildung 5.8: Vergleich zwischen offline und online Bestimmung des Umsatzes der Acetophenon
Reduktion in Toluol / 2-Propanol. Bedingungen: 400 mg E. coli-ADH-'A'-Zellen in 200 puL KP;-Puffer
(100 mM, pH 7.0, 100 MM NADH) rehydratisiert, 1M (links) bzw.274 mM (rechts) Acetophenon,
Reaktionsmedium: Toluol, 10 % v v 2-Propanol. Gesamtvolumen 20 mL, Reaktionstemperatur 30 °C.

Die Vorhersage des Umsatzes aus den FT-MIR Spektren zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung
mit den offline Werten (Abbildung 5.8, links). Der Mittelwert der Streuung dieser Werte, also der
Durchschnitt der Vorhersage wird durch die durchgezogene Linie dargestellt. Der Unterschied
zwischen dieser Kurve und den offline Daten wird fir die Berechnung des RMSE (root mean
square error, Wurzel der quadratischen Fehlersumme) verwendet. Dieser liegt in diesem Fall bei
1.0 %. Dabei ist zu beachten, dass dieser Fehler auch die Streuung der offline Daten beinhaltet.

Bei der Reaktion mit 274 mM Startkonzentration wird ein héherer Umsatz erreicht, das Gleich-
gewicht liegt bei etwa 50 % (Abbildung 5.8, rechts). Auch in diesem Fall wird eine sehr gute

Ubereinstimmung zwischen klassischer GC-Analytik und statistischem Modell erreicht. Der RMSE
betragt 2.9 %.

5.4.2.2.  Wissriges Medium

Die Umsetzung von Acetophenon zu (S)-1-Phenylethanol im wassrigen Puffersystem mit
18 % v v 2-Propanol wird mit der oben beschriebenen Methode gaschromatographisch und
mittels FT-MIR Spektroskopie verfolgt. Die Reaktion wird zweimal mit je 80 mM Substrat

durchgefiihrt, um eine Reproduzierbarkeit des Ergebnisses zu gewahrleisten.



72

Analytik

100 100

80} 3
— JEE N o —_
S o o S
=~ 60} et +1 =
% [ = +‘f+++++++ ot o %
T L :
-} ST >

20} +

+
0 L 1 1 L L
0 0.4 0.8 1.2 16 0 0.4 0.8 12 1.6
Zeit [h] Zeit [h]

—— Durchschnitt der Vorhersage
+ FT-MIR (online)
¢ GC (offline)

Abbildung 5.9: Vergleich zwischen offline und online Bestimmung des Umsatzes der Acetophenon
Reduktion in Phosphatpuffer / 2-Propanol. Bedingungen: 20 mL partiell gereinigte ADH-'A'-Enzyml6sung
3.6 UmL" (links) 4.4UmL" (rechts), 80 mM Acetophenon, Reaktionsmedium: KP;-Puffer (100 mM,
pH 7.0, 0.2 mM NADH, 18 % v v 2-Propanol. Gesamtvolumen 50 mL, Reaktionstemperatur 30 °C.

Bei den beiden Umsetzungen ist deutlich die groRere Streuung der Vorhersage zu sehen. Dies
resultiert aus deutlich kleineren Banden fiir Substrat und Produkt. Die niedrige Konzentration
von 80 mM Acetophenon in einem wassrigen System liegt sehr nah an der Bestimmungsgrenze
der FT-MIR Analytik. Insbesondere bei Umsatzen lber 50 %, also bei einer Acetophenon-Kon-
zentration unter 40 mM sind die im weiteren Umsatzverlauf aufgenommenen Spektren anna-
hernd gleich, so dass auch die Vorhersage gegen einen maximalen Wert tendiert. Die berechne-
ten RMSE liegen bei 7.2 % bzw. 8.9 %.

5.4.3. Fazit

Die FT-MIR Spektroskopie kann in der Verfolgung der biokatalytischen Reduktion von Acetophe-
non eingesetzt werden. Dabei sind jedoch einige Einschrankungen in Kauf zu nehmen, insbeson-
dere der hohe Fehler der Umsatzbestimmung bei geringen Substratkonzentrationen im wassri-
gen Medium. Bei der Verwendung organischer Medien und héherer Konzentrationen der einzel-
nen Analyte kann die beschriebene Methode nicht nur zur Verfolgung der Reaktion, sondern
auch zur Strukturbestimmung entstehender Produkte eingesetzt werden.

Die Betrachtung der drei alternativen Messvarianten zur online Analyse der Umsetzung prochi-
raler Ketone fiihrt zur 2D-Fluoreszenzspektroskopie als passendste Variante. Dies gilt insbeson-
dere in Bezug auf die Kompatibilitat zu den Ublich verwendeten Puffersystemen, eine einfache
technische Anpassung an viele Reaktorformen und die geringen Fehler bei der Umsatzbestim-

mung.
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6. Reaktor

Die Auswahl und Entwicklung eines Reaktors fiir die (kontinuierliche) Produktion chiraler Alko-
hole auf Basis einer biokatalytischen Reduktion prochiraler Ketone erfordert eine genaue Kenn-
tnis der Eigenschaften und Kinetik des zu verwendenden Katalysators und der thermodynami-
schen Gleichgewichtslage des Reaktionssystems. Diese Erkenntnisse werden ausfihrlich in den
vorhergehenden Kapiteln erldutert. Das vorliegende Ziel ist nun einen Modellreaktor fir die kon-
tinuierliche Produktion zu entwickeln.

Die Retention des Katalysators (Kapitel 3.3) ist durch Immobilisierung auf verschiedene amino-
funktionalisierte Materialien oder durch Membranen moglich. Beide Varianten konnten fiir die
ADH-'A' etabliert werden, wobei die besten Ergebnisse hinsichtlich Aktivitat und Stabilitdt des
Katalysators fiir das freie, geloste Enzym erreicht werden.

Die Untersuchung der thermodynamischen Eigenschaften der Reaktion (Kapitel 4.6) zeigt einen
unvollstandigen Umsatz unter Standardbedingungen auf. Die Integration eines in-situ Copro-
duktsabtrennungsverfahrens erméglicht eine Uberwindung dieser Limitierung und somit die
Maximierung des Umsatzes.

Die Verfolgung des Umsatzes bzw. der Konzentrationen der einzelnen Komponenten der Reak-
tion ist durch offline- oder online-Analytik moglich (Kapitel 5). Unter den untersuchten Varianten

zur direkten Prozesskontrolle ist die 2D-Fluoreszenzspektroskopie am leistungsstarksten.

6.1. Charakterisierung des Reaktors

Fir die Entwicklung eines Produktionsreaktors bzw. -prozesses sind entsprechende Kennzahlen
notig, um die Produktivitdt und Effektivitat sowie die Kosten verschiedener Ansatze miteinander
vergleichen zu kénnen. Dabei sollten einzelne Parameter nicht isoliert betrachtet werden, son-
dern immer das Gesamtergebnis.

Der Umsatz entspricht der maximal erreichbaren Produktkonzentration bzw. des maximalen
Verhéltnisses zwischen Produkt und Substrat. Eine Erhohung des Umsatzes erh6ht also nicht nur
die Produktivitat eines Prozesses, sondern auch die Ausnutzung des Katalysators. Des Weiteren
wird die Produktaufarbeitung vereinfacht, wenn der Substratgehalt in der Produktlésung mini-
miert wird. Im Idealfall kdnnen kostenintensive Aufarbeitungsschritte weggelassen und somit die
Gesamtkosten stark reduziert werden.

Die Zykluszahl beschreibt die erhaltene Produktmenge pro verbrauchten Katalysator. Fir
biokatalytische Prozesse lasst sich die Zykluszahl auf die Enzymmenge oder alternativ auf den
Cofaktor beziehen. Da im vorliegenden Fall das Enzym im Reaktor zuriickgehalten werden soll
und der Cofaktor einen signifikanten Kostenfaktor darstellt, wird die Zykluszahl im Folgenden
immer auf den Cofaktor bezogen.

Die Produktivitat eines Prozesses wird in Form der Raum-Zeit-Ausbeute, also der erhaltenen

Produktmenge pro Zeiteinheit und Reaktorvolumen angegeben (Einheit gL™d). Auf diese
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Weise ist die RZA unabhangig von der Skalierung des Reaktors und kann somit fiir den Vergleich

von Labor- und ProduktionsmaRstab verwendet werden.

6.2. Setup des Reaktors

Bei der Entwicklung des Reaktormodells wird eine kontinuierliche Reaktionsfiihrung verbunden
mit der Rickhaltung des Biokatalysators sowie einer Maximierung des Umsatzes durch in-situ
Abtrennung des Coproduktes etabliert.

Die partiell gereinigte Enzyml6sung zeigt im Vergleich zu den immobilisierten Varianten die
hochste spezifische Aktivitdt und Stabilitdt und wird daher als Biokatalysator eingesetzt. Die Re-
tention des gelosten Enzyms kann, wie bereits oben beschrieben (Kapitel 3.4.2), in einem Enzym-
Membran-Reaktor erreicht werden. Die Entfernung des Coproduktes durch Ausgasen kann
allerdings nicht in den EMR integriert werden, da es sich zum Einen um ein geschlossenes
System handelt und zum Anderen keine Luftblasen unter die Membran gelangen dirfen. Aus
diesem Grund wird die in-situ Abtrennung in ein eigenes Modul, eine Blasensaule, ausgelagert.
Zwar erhoht sich auf diese Weise die Komplexitdt des Gesamtreaktors, es wird jedoch gleichzei-
tig auch eine hohere Flexibilitat erreicht, da ein derartiges Modul leicht entfernt oder getauscht
werden kann. Der vom Coprodukt befreite Produktstrom muss erneut durch den EMR geleitet
werden, um einen héheren Umsatz zu erreichen.

Das FlieRbild des Reaktors (Abbildung 6.1) zeigt den Gesamtaufbau des Systems. Uber die
Pumpe 2 (P2) wird das Reaktionsgemisch durch Blasensaule und EMR zirkuliert. Die Ansaugung
befindet sich in der Blasensdule unterhalb des Lufteintrittes, um ein Ansammeln von Luft im
EMR zu verhindern. Die Blasensdule wird mit Wasser und 2-Propanol gesattigter Luft im Gegen-
strom betrieben. Die Losung aus dem EMR wird von oben und die Luft von unten in die Blasen-
saule geleitet. Die Zufiihrung des Substrates und die Kontrolle des Auslasses werden Uber die
Pumpen P1 und P3 geregelt. Um eine Veranderung des Gesamtvolumens im Reaktor zu verhin-

dern, missen diese Pumpen mit moéglichst identischem Volumenstrom betrieben werden.

P3
Auslass <:|—© I | [ > Abluft
o |
o | y < ::| Luft
30°C
30 °C > v
- = v
Substratlésung |:>—<>__©
P1 P2

Abbildung 6.1: FlieBbild des Reaktoraufbaus.
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Abbildung 6.2: Foto des Reaktorsystems.

Das Foto des Versuchsaufbaus (Abbildung 6.2) zeigt die Umsetzung des geplanten Reaktors im
Labor. Fir die Zugabe der Substratlosung und das Umpumpen der Reaktionslosung werden
HPLC-Pumpen verwendet (P1, P2). Fir den Auslass des Reaktors wird eine Zahnradpumpe einge-
setzt, die direkt tber einen Rechner gesteuert werden kann. Auf diese Weise ist eine genaue
Einstellung der Pumpgeschwindigkeit moglich, so dass die Auslassgeschwindigkeit der Zugabe an
Substratlosung angeglichen werden kann. Der Thermostat in der Mitte des Bildes sorgt fiir die
Thermostatisierung der Blasensdule. Diese besteht aus einem Standzylinder (Gesamtvolumen
80 mL, Durchmesser 29 mm), der in dem Wasserbad des Thermostaten temperiert wird. Die
Skalierung des Standzylinders ermoglicht eine einfache Kontrolle des Fiillstandes der Blasen-
saule. Oberhalb der Blasensaule ist eine Gaswaschflasche angebracht, die mit einem Wasser /
2-Propanol-Gemisch gefillt ist und somit fiir die Vorsattigung der Luft sorgt. Die Substratlésung
(links) wird in einem zweiten Thermostaten in der Regel auf 5 °C gekiihlt, um eine Zersetzung des
Cofaktors zu verhindern. Auf der rechten Seite des Bildes befindet sich der Fraktionssammler zur

regelmaRigen Probenentnahme.

6.3. Simulation der kontinuierlichen Produktion

Die Simulation einer einfachen Satzreaktor-Umsetzung kann Uber die Losung des Differential-
gleichungssystems (Formel 3.5-3.10) der einzelnen zeitabhéngigen Konzentrationsdnderungen in
Abhangigkeit von der Kinetik der Reaktion erreicht werden. Auch die kontinuierliche Reaktions-
fiihrung kann simuliert werden, indem die Konzentrationsdnderungen durch Substratzugabe und
der Verlust an Reaktionslosung am Auslass mit berlicksichtigt wird. Fiir den gegebenen Reaktor

ist dies deutlich komplizierter, es werden daher Vereinfachungen angenommen.
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Die beiden grundlegenden Reaktormodelle fiir den kontinuierlichen Betrieb eines Prozesses sind
zum einen das Strémungsrohr und zum anderen der kontinuierlich betriebener Satzreaktor.
Neben den bereits beschriebenen Charakteristika der beiden Reaktoren (Kapitel 1.2.3) ist die
Ruckvermischung (R) ein wichtiger Parameter. Flr ein ideales Stromungsrohr wird eine
Pfropfenstrémung ohne Riickvermischung angenommen (R = 0), wahrend beim CSTR eine voll-
stdandige Vermischung innerhalb des Reaktors erwartet wird (R = o). Das .
vorliegende Reaktormodell stellt daher einen Spezialfall dar, mit einer 6.1 R = V2 Vp3
Riickvermischung im Bereich zwischen CSTR und Strémungsrohr. Wenn

die Pumprate (V) der Rickfiihrung im Verhéltnis zur Ausflussrate ausreichend hoch ist, nihert
sich der Reaktor dem Verhalten eines klassischen CSTRs an (Formel 6.1) und kann mit den
entsprechenden Gleichungen beschrieben werden (Formel 6.2-6.6).

Neben der Umsetzung des Reaktormodells inklusive des Umpumpens zwischen EMR und Blasen-
saule muss eine Simulation des Gesamtreaktors auch die Geschwindigkeit der in-situ Abtrennung
des Coproduktes v;spr beinhalten (Formel 6.7). Aufgrund fehlender Daten zur Austragung des
Acetons aus der Blasensaule wird ein konstanter Wert auf Basis der vorliegenden Umsetzungen
abgeschéatzt. Auch die Enzymaktivitat (EA) verandert sich im Laufe der Zeit und muss daher in die

Simulation integriert werden (Formel 6.8).

d[AP] [AP], — [AP]

6.2 dt == - + U3 - 171
d[PE] [PE], — [PE]
6.3 dt = T + Ul - v3
d[NADH] [NADH], — [NADH]
6.4 dt = - +l73—171+172—v4
d[NAD* NAD*], — [NAD*
6.5 [dt ]=[ ]OT[ ]+v1—v3+v4—v2
d[IP] _ [1P], — [IP]
6.6 it = . + v, — vy
d[AC] [AC], — [AC]
6.7 T 7 + V; — Uy — Vispr
6.8 d[EA] _ 1
dt 2ty

6.4. Kontinuierliche Reduktion von Acetophenon

Die Reaktionsbedingungen der kontinuierlichen Umsetzung von Acetophenon zu (S)-1-Phenyl-
ethanol werden zunachst analog zu den Standardbedingungen der Batch-Versuche gewahlt. Die
Acetophenon-Konzentration muss von 80 mM auf 20 mM gesenkt werden, da die Loslichkeit des
Substrates bei der Temperatur des Vorlagebehalters deutlich geringer ist. Eine héhere Tem-
peratur ist nur bedingt moglich, da die Stabilitdt des Cofaktors sehr stark davon abhéngt. Die ex-
perimentell bestimmte Halbwertzeit von NADH liegt bei 20 Tagen (4 °C), 17 Tagen (15 °C) bzw.
4.3 Tagen (30 °C). Um sicherzustellen, dass keine Veranderungen in der Substratldosung auftreten

und somit das Versuchsergebnis beeinflusst wird, wird die Substratlésung taglich erneuert.
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Abbildung 6.3: Kontinuierliche Reduktion von Acetophenon (¢: gaschromatographisch bestimmter
Umsatz / —: simulierter Umsatz).

Die Reaktion wird zunachst ohne in-situ Coproduktabtrennung aber einschlieRlich der Blasen-
sdule gestartet, um den zu erreichenden Umsatz zu bestimmen (Abbildung 6.3). Die Enzym-
beladung betragt 72 U (16.4 mL partiell gereinigte Enzymldsung) Nach einer Zeit von etwa 6 h
(1.2 Verweilzeiten) wird ein Umsatz von 93 % erreicht. Unter Berilicksichtigung der Verweilzeit
und des Reaktorvolumens entspricht dies einer Raum-Zeit-Ausbeute von 10 g L™ d™ mit einer
Zykluszahl von 18 bezogen auf den Cofaktor.

Im Laufe von etwa 5 Tagen fallt der Umsatz infolge der Enzymdesaktivierung im Reaktor auf
90 % ab. Die auf der Kinetik basierende Simulation zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung mit
den experimentellen Daten. Obwohl der Reaktor mit einer Riickvermischung von 20 betrieben
wird, ist die Genauigkeit des Modells eines kontinuierlich betriebenen Satzreaktors ausreichend.
Nach einer Laufzeit von etwa 132 h (26 Verweilzeiten) wird der Umlauf des Reaktors gestoppt
und die Blasensdule in Betrieb genommen. Da die urspriinglich verwendete Blasensaule ein klei-
neres Volumen aufweist und eine zu starke Schaumbildung auftritt, wird zu einer gréBeren Saule
gewechselt. Aus diesem Grund muss ein hoheres Gesamtvolumen eingesetzt werden, so dass
sich die Verweilzeit bei gleicher Flussrate von 5.2 h auf 7.2 h erhoht.

Die Simulation wird mit den zum Zeitpunkt des Neustarts vorliegenden Konzentrationen und der
veranderten Verweilzeit neu gestartet. Erneut stimmt die Simulation sehr gut mit den experi-
mentellen Daten (berein. In beiden Fallen werden durch die in-situ Coprodukt Abtrennung
Umsatze von Uber 96 % erreicht, was einer Steigerung von 6 % entspricht.

Im Laufe der 160 h Betriebszeit hat das Enzym schon deutlich an Aktivitat verloren. Aus diesem
Grund werden weitere 36 U (8.2 mL partiell gereinigte Enzymlosung) hinzugefiigt. Der erreichte
Umsatz wird auf diese Weise bis auf 98 % gesteigert. Die Zykluszahl steigt auf diese Weise von 18
auf 20 an. Die Raum-Zeit-Ausbeute liegt zu diesem Zeitpunkt bei einem Wert von 7.8 g L* d. Die
Variation des experimentell ermittelten Umsatzes im Verlauf des gesamten Experiments ist
hauptsachlich auf Schwankungen des Reaktorvolumens zuriickzufiihren. Dies ist durch geringe
Unterschiede in den Flussraten der Pumpen P1 und P3, sowie durch Verlust an Fllssigkeit beim

Austragen des Coproduktes zu erklaren. Daher wurde das Volumen in der Blasensaule regel-
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maRig manuell kontrolliert und mit Substratlosung korrigiert. Eine apparative Losung fir dieses

Problem ware die Verwendung von Waagen oder Fillstandssensoren fir die Blasensaule.

6.4.1. Optimierung der Reaktionsbedingungen: Teil 1

Unter Verwendung der oben genannten Reaktionsbedingungen werden bereits gute Umsatze bis
98 % erreicht. Auf diese Weise wird die Verwendbarkeit des entwickelten Reaktormodells
bewiesen, so dass der nachste Schritt in der Reaktorentwicklung die Optimierung der Reaktions-
bedingungen darstellt. Insbesondere die Verringerung des Cofaktor-Einsatzes bzw. Optimierung
des Verhiltnisses von Cofaktor zu Substrat stellt eine Méglichkeit zur Steigerung der Okonomie

eines wirtschaftlichen Prozesses dar.

| 20 mM AP | 40mM |
; . 0.1 mM 0.2 mM NADH 0.5 mM
Bedingungen: 100| : | : ‘ | : |10
200 9% 0%
e 7T=63h 80 ¢ M [ _J ® 8
e 0.1-0.5 mM NADH % 60 o o e o %.‘“‘6 g
e 20-40 mM AP © S
g 40 4 3

e 94 U ADH-'A' 5 * a
e R=18 * 20 I, ®
e T=30°C 0 ‘ ‘ ‘ 0
e Begasung: 10-15 L h* 0 40 80 i [h]120 160 200

0 5 10 15 20 25 30

Anzahl der Verweilzeiten [-]

Abbildung 6.4: Kontinuierliche Reduktion von Acetophenon (AP) (#: gaschromatographisch bestimmter
Umsatz / ®: Reaktordruck).

Der K,,-Wert fir NADH liegt fir die Reduktion von Acetophenon bei 0.037 + 0.015 mM (Kapitel
3.2), so dass eine Verringerung der Prozesskonzentration von 1 mM auf 0.1 mM keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Aktivitat hat. Aus diesem Grund wird dieser Reaktorlauf mit 0.1 mM
NADH und 20 mM Acetophenon gestartet (Abbildung 6.4). Mit integrierter Coproduktabtren-
nung wird ein Umsatz von bis zu 95 % erreicht (RZA = 7.6 g L d’!). Durch die Verringerung der
Cofaktorkonzentration wird eine Steigerung der Zykluszahl um den Faktor 10 erreicht
(TTN =190). Die im Reaktor vorliegende Rickvermischung liegt in diesem Fall bei = 18. Nach
einer Laufzeit von 45 h (7 Verweilzeiten) wird der Cofaktorgehalt in der Substratlésung auf
0.2 mM angehoben. Auf diese Weise wird allerdings keine Erhéhung des Umsatzes erreicht und
die Zykluszahl sinkt auf 95. Im Folgenden nimmt der Umsatz stetig ab, so dass von einer Ver-
ringerung der Enzymaktivitat auszugehen ist.

Flr eine weitere Optimierung werden nach 147 h (23 Verweilzeiten) die Konzentrationen von
Substrat und Cofaktor erhdht. Es tritt eine weitere Erhohung des Drucks im Reaktor auf 8 bar
auf. Eine Erhéhung des Umsatzes wird nicht beobachtet. Durch die héhere Substratkonz-
entration im Reaktorzulauf kann jedoch eine erhéhte Raum-Zeit-Ausbeute von 13 gL' d™ er-
reicht werden (TTN = 64).
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Die starke Abnahme des Umsatzes im Verlauf der Umsetzung resultiert in einer deutlich geringe-
ren Halbwertzeit des Biokatalysators. Da davon auszugehen ist, dass die Stabilitdt des Enzyms
unter Prozessbedingungen im Vergleich zum ersten Versuch nicht abgenommen hat, missen
andere Griinde fiir die Desaktivierung des Enzyms vorliegen. Aus diesem Grund wird auch auf
eine detaillierte Simulation des Umsatzverlaufes verzichtet. Eine Erklarung fir die starke Ab-
nahme des Umsatzes konnte der beobachtete Druckanstieg im System liefern. Der Druck wurde
dabei an der Pumpe P2 abgelesen. Die verwendete Membran (Millipore, regenerierte Zellulose,
10 kDa) ist nach Herstellerangaben fiir Driicke bis zu 4.7 bar ausgelegt. Eine mogliche Erklarung
fir den Aktivitatsverlust konnte also eine Anlagerung des Enzyms als Biofilm auf der Membran-

oberflache sein.

Aufsicht

VNN NNV
Querschnitt

Abbildung 6.5: Schema der verwendeten Sinterplatte (links), Foto der eingedriickten Membran (rechts).

Bei beiden Reaktorlaufen wird eine geriffelte Sinterplatte zwischen Membran und Auslass des
EMRs eingesetzt (Abbildung 6.5). Durch den erhéhten Druck wird die Membran in diese
Vertiefungen gedriickt und auf diese Weise beschadigt. Ein mikroskopischer Vergleich zwischen
dieser Membran und einer neuen Membran zeigt stark aufgequollene Fasern und Licken. Aus

diesem Grund ist es sehr wahrscheinlich, dass die Trennleistung nicht mehr gegeben ist.

6.4.2. Optimierung der Reaktionsbedingungen: Teil 2

Auf Basis der ersten beiden Reaktorldufe wird eine weitere Anpassung der Reaktionsbedingun-
gen vorgenommen. Die geriffelte Sinterplatte wird gegen eine Platte aus poréosem Teflon ge-
tauscht, um die mechanischen Belastung der Membran bei erhohtem Druck zu minimieren. Des
Weiteren wird die kostengiinstigere Form des Cofaktors (NAD®) eingesetzt. Der komplette
Reaktionsverlauf wird mit Hilfe der Kinetik simuliert und mit den experimentellen Daten
verglichen. Zu Beginn des Versuches wird die Umsetzung ohne integrierte Coproduktabtrennung
gestartet, um den Einfluss der ISPR unter den gegebenen Bedingungen zu bestimmen.

Der Reaktor wird anfangs mit einer Substratlésung aus Acetophenon (20 mM) und NAD®
(0.15 mM) betrieben und mit 72 U ADH-'A" beladen. Der erreichte Umsatz von 89 % liegt unter
dem Wert des ersten Reaktorlaufes ohne ISPR (93 %) (Abbildung 6.6). Nach Zuschalten der
Coproduktabtrennung kann der erreichte Umsatz um 2 % gesteigert werden. 72 Stunden bzw. 10
Verweilzeiten nach Start der Umsetzung wird die Cofaktorkonzentration auf 0.2 mM gesteigert,
um sicherzustellen dass die zudosierte Menge des partiell aufgereinigten Enzymextraktes (22 U)
mit einer ausreichenden Menge an Cofaktor versorgt ist. Es wird ein Umsatz von 96 % erreicht,

das entspricht einer Zykluszahl von 192 und einer Raum-Zeit-Ausbeute von 7.6 gL' d™. Die
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Verwendung der oxidierten Form des Cofaktors hat also keinen negativen Einfluss auf die Pro-

duktivitat des Reaktors.
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Abbildung 6.6: Kontinuierliche Reduktion von Acetophenon (#: gaschromatographisch bestimmter
Umsatz / ®: Reaktordruck / —: simulierter Umsatz).

Der Einfluss der erhéhten Substratkonzentration von 40 mM im zweiten Reaktorlauf (Abbildung
6.4) kann nur unzureichend bestimmt werden, da der Umsatz aufgrund der Aktivitdtsverringe-
rung stark einbricht. Aus diesem Grund wird erneut die Acetophenonkonzentration erhoht, im
vorliegenden Fall von 20 mM auf 80 mM (bei 0.5 mM NAD®). Der Umsatz fallt auf 84 %, wobei
eine Zykluszahl von 134 und eine Raum-Zeit-Ausbeute von 26.4 g L™ d™ erreicht wird. Dies ent-
spricht etwa einer Verdopplung des Ergebnisses bei 40 mM Acetophenon. Eine weitere Optimie-
rung kann durch Verringerung der Flussrate und der damit erhéhten Verweilzeit von 10 h er-
reicht werden. Der Umsatz sinkt im Experiment im Verlaufe der nachsten Stunden jedoch ab,
was vermutlich durch die stetige Erhohung des Systemdrucks und der damit verbundenen En-
zymdesativierung bzw. einem Enzymverlust (s. 0.) begriindet ist. Unabhangig davon sind mit der
verwendeten Sinterplatte prinzipiell hohere Betriebsdriicke realisierbar. Aus der Simulation des
Umsatzes ist anzunehmen, dass unter diesen Bedingungen ein Umsatz von 88 % mdglich ist
(TTN =141) wobei die Raum-Zeit-Ausbeute aufgrund der héheren Verweilzeit auf 20.5g L d™
sinkt.

6.5. Fazit

Das entwickelte Reaktormodel vereint die Membran-gestiitzte Enzymriickhaltung mit der in-situ
Coproduktabtrennung. Die durchgefiihrten Reaktorldufe zeigen den erfolgreichen Einsatz des
Konzeptes in der kontinuierlichen Produktion chiraler Alkohole.

Durch Variation der Reaktionsbedingungen kann dabei der erreichbare Umsatz und die Produk-
tivitat des Verfahrens optimiert werden. Die Wahl, welcher Parameter maximiert werden soll, ist

vom verwendeten Substrat bzw. Produkt abhdngig. Ist die Produktaufarbeitung und insbeson-
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dere die Abtrennung des lberschiissigen Substrates aufwandig, so ist ein moglichst hoher Um-
satz wichtig. Im Experiment kann dieser dabei bis zu 98 % gesteigert werden. Eine Maximierung
der Produktivitat ist bis zu einem Wert von 26.4 g L' d™* méglich, wobei der erzielte Umsatz 84 %
betragt.

Die Zykluszahl gibt die Effektivitat der Cofaktorausnutzung wieder. Hohe Zykluszahlen werden
durch moglichst geringe Cofaktorkonzentrationen erreicht, das Maximum liegt hier bei 141. Eine
weitere Minimierung der Produktionskosten kann durch den Einsatz der oxidierten Form des
Cofaktors erreicht werden, da die Anschaffungskosten um den Faktor 1.9% geringer sind.

Die Simulation der Umsetzung ist auf Grundlage der kinetischen Parameter und der Prozess-
parameter moglich. Auf diese Weise kann eine Feinabstimmung der Parameter zur Optimierung

des Prozesses erfolgen.

2 Preisabfrage online-Katalog Carl-Roth GmbH & Co KG, 11/2009.
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7. Diskussion

Die Ergebnisse der einzelnen Kapitel werden jeweils in diesen diskutiert. An dieser Stelle soll
eine Ubergreifende Diskussion neue Ansdtze und einen Ausblick auf weitere Arbeiten bieten.
Dabei werden insbesondere die Moglichkeiten einer technischen Umsetzung erldutert und die

dazu nétigen Schritte und auftretenden Kosten erlautert.

7.1. Leistung

Der in der vorliegenden Arbeit entwickelte Prozess wurde mit dem Ziel der maximalen Produkti-
vitdt und Cofaktorausnutzung in mehreren Schritten optimiert. Das Resultat ist ein Reaktormo-
dell, das eine Produktion chiraler Alkohole im vorliegenden LabormaRstab ermdglicht. Eine
Ubertragung dieses Konzeptes auf den Pilot- oder ProduktionsmaRstab soll durch einen Ver-
gleich der ermittelten Leistungsparameter mit bereits bestehenden industriellen Prozessen er-
folgen.

Biotechnologische Prozesse in der Industrie werden unter verschiedensten Bedingungen ausge-
fihrt. Die genauen Daten sind in der Regel nicht aulRerhalb der jeweiligen Firmen verfligbar, so
dass nur die verfligbaren Prozessparameter fiir einen Vergleich verwendet werden kénnen. Es
liegen Daten von insgesamt 150 biotechnologischen Prozessen mit einer Kapazitat von Uber
100 t a™ vor [Straathof 2002, Liese 2006].

Der in dieser Arbeit entwickelte Prozess erreicht eine Produktivitat von 26.4 g L' d?, dabei sind
die moglichen Produkte in der Gruppe der Spezialchemikalien und Vorstufen fiir Wirkstoffe ein-
zuordnen. Prozesse zur Synthese derartiger Alkohole werden mit Produktivitaten im Bereich von
2.4 bis 180 g L™ d* beschrieben [Straathof 2002]. Hohere Werte bis zu 72 000 g L' d™* werden
nur bei Bulkchemikalien wie L-Aspartat erreicht [Liese 2006]. Also liegt der vorliegende Prozess
eindeutig in einem industriell relevanten Bereich.

Auch die erreichte Ausbeute eines Produktionsschrittes, bzw. der erreichte Umsatz eines
Prozesses sollte fiir eine Anwendung in der Industrie in einem bestimmten Rahmen liegen. Als
Richtwerte sollten 98 bis 99 % bei Bulkchemikalien und 90 bis 95 % bei Feinchemikalien erreicht
werden [Bommarius 2004]. Niedrigere Ausbeuten bzw. Umsatze werden in der Regel nur bei
sehr hochpreisigen Verbindungen akzeptiert. Bei der oben genannten Produktivitat liegt nur ein
Umsatz von 84 % vor, allerdings sind innerhalb der Reaktoroptimierung Werte bis > 99 % mog-
lich.
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7.2. Optimierung

Die Kennzahlen des entwickelten Prozesses liegen zwar schon im industriell relevanten Bereich,
jedoch ist eine weitere Optimierung vor einer technischen Umsetzung des Modells sinnvoll. Dazu
werden zunachst die aktuellen Leistungsdaten und die Limitierungen des Systems analysiert in
Verbesserungsvorschlage umgesetzt.

Die erreichte Leistung des Reaktormodells wird anhand des letzten Reaktorlaufes aufgefiihrt
(Tabelle 7.1).

Tabelle 7.1: Erreichte Leistungsparameter des entwickelten Reaktors.

Parameter Wert
Umsatz 84 %
Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) 26.4gLtd?t
Zykluszahl bzgl. Cofaktor (TTNy 4pg) 134
Zykluszahl bzgl. Enzym (TTN,py) 281 000

Im kontinuierlich betriebenen Prozess ist der erreichte Umsatz bei vorliegender in-situ Copro-
duktabtrennung direkt abhangig von der eingesetzten Katalysatormenge und der Verweilzeit. Es
konnte gezeigt werden, dass Werte von 98 % theoretisch und experimentell erreichbar sind. Eine
Erhohung der Verweilzeit zur Maximierung des Umsatzes erniedrigt direkt die Produktivitat des
Reaktors, wahrend eine Erhohung des Katalysatoreinsatzes in der Verringerung der Enzym-
ausnutzung resultiert. Es ist dabei vom jeweiligen Reaktionssystem abhangig, welche der beiden
Alternativen wirtschaftlicher ist und zu einem stabilen Prozess fiihrt. Insbesondere die Aufarbei-
tung muss in diesem Fall betrachtet werden, da ein niedriger Umsatz mit einem hdheren Auf-
wand zur Trennung von Substrat und Produkt verbunden ist.

Die Auslastung des Cofaktors, ausgedriickt durch die entsprechende Zykluszahl, kann bei gege-
benen Bedingungen nur noch gering gesteigert werden. Der K,,-Wert bzgl. des Cofaktors liegt
bei der Produktionsreaktion bei 0.04 mM bzw. bei der Regenerierungsreaktion bei 0.05 mM, so
dass die minimale Konzentration im Prozess diesen Wert nicht unterschreiten sollte. Aufgrund
der Zersetzung des Cofaktors unter Prozessbedingungen ist sogar eine noch hoéhere
Konzentration empfehlenswert. Eine weitere Steigerung ist nur durch hohere Substrat-
konzentrationen (s.u.) oder durch eine Coimmobilisierung des Cofaktors moglich.

Die Coimmobilisierung des Cofaktors kann zu einer deutlich héheren Ausnutzung fihren
[Bliickmann 1989]. Ein Verfahren dieser Art ist bereits industriell etabliert worden (Abbildung
7.1). Bei der Degussa AG (heute Evonik Degussa GmbH) ist eine Methode zur Produktion von
L-tert-Leucin basierend auf einer Leucin Dehydrogenase (LDH) mit Enzym-gekoppelter Cofaktor-
regenerierung Uber eine Formiat Dehydrogenase entwickelt worden [Woltinger 2005]. Der Co-
faktor kann dabei kovalent an das wasserlosliche Polymer Polyethylenglycol (PEG) gebunden
werden, so dass das gesamte Reaktionssystem homogen geldst vorliegt. Die Riickhaltung von
Enzym und PEG-Cofaktor erfolgt dabei iber Ultrafiltrationsmembranen. Im vorliegenden Fall ist
die Zykluszahl des freien Cofaktors jedoch so hoch (125000), dass die Kosten des Cofaktors im
Gesamtprozess nur einen vernachldssigbaren Anteil haben und somit auf eine Cofaktor-

rickhaltung verzichtet wird.
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Abbildung 7.1: Produktion von L-tert-Leucin mit immobilisiertem Cofaktor.

Im vorliegenden System (Abbildung 6.6) wird eine Zykluszahl bzgl. des Enzyms von 281 000
erreicht. Diese setzt sich zusammen aus der durchschnittlich produzierten Produktmenge Gber
250 h Prozesslaufzeit pro eingesetzte Enzymeinheit. Der maximal erreichbare Wert ist dabei
abhangig von der Produktivitdt des Prozesses und der Stabilitdit des Enzyms. Wie sich die
Stabilitdt des Enzyms bei erhohter Produktivitat verhalt ist allerdings unbekannt, so dass auch
die maximale Zykluszahl nicht direkt abschatzbar ist.

Die Produktivitdt des Prozesses steht im direkten Zusammenhang mit der Konzentration des
Substrates, dem erreichten Umsatz und der Verweilzeit des Systems. Eine Erhéhung der Sub-
stratkonzentration ist nur innerhalb der Loslichkeitsgrenzen moglich. Fiir Acetophenon liegt die
Loslichkeit in wassriger Losung bei 5.5 g L™ (46 mM)?, im Puffersystem mit 18 % v v' 2-Propanol
entsprechend hoher. Dies gilt fir eine Vielzahl hydrophober, prochiraler Ketone, die in diesem
System als Substrat eingesetzt werden kénnen. Eine Erhohung der Loslichkeit kann durch die
Erhéhung des 2-Propanol-Gehaltes erreicht werden. Da die ADH-'A" eine sehr hohe Toleranz
gegeniber organischen Losungsmitteln besitzt, sind auf diese Weise auch hohe Substratkon-
zentrationen moglich (siehe auch Kapitel 5.4.2.1). Eine Alternative ist weiterhin die Verwendung
von 2-Phasen-Systemen, dabei bildet in der Regel ein Substrat/ Produkt-Gemisch die zweite
Phase. Ein Nachteil ist allerdings die resultierende heterogene Reaktionsfiihrung, die z. B. zu
Transportlimitierungen fiihren kann. Des Weiteren sind viele Enzyme in der Gegenwart von Pha-

sengrenzflaichen weniger stabil [Briechle 2006].

Die Ergebnisse der verschiedenen Reaktorldufe zeigen deutlich, dass mit den ermittelten kine-
tischen Daten der Verlauf des Umsatzes modellierbar ist. Die Unterschiede zwischen simulierten
und experimentellen Daten sind minimal. Aus diesem Grund kann eine Optimierung der Produk-
tion chiraler Alkohole auch zunachst in-silico erfolgen, so dass aus einer Vielzahl von Reaktions-
bedingungen in kiirzester Zeit die optimalen Parameter bestimmbar sind.

Fiir die Produktion von (S)-1-Phenylethanol werden die Substrat- und Cofaktorkonzentration,
sowie Katalysatoreinsatz und Verweilzeit systematisch variiert, eine Umsetzung modelliert und
die entsprechend erreichbaren Umsatze und Raum-Zeit-Ausbeuten bestimmt. Dazu wird fir

jeden Satz an Bedingungen ein Reaktorlauf simuliert und die im Gleichgewicht erreichten Um-

% Merck Chemicals, http://www.merck-chemicals.de/
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sdtze zur Berechnung der Produktivitdt verwendet. Die Desaktivierung des Enzyms wird bei der
Optimierung vernachlassigt.

Bei der Variation von Substrat, Cofaktor und Katalysatoreinsatz werden jeweils vier verschiedene
Verweilzeiten (7= 1, 5, 10, 20 h) angenommen, ein Pfeil zeigt dabei in den verschiedenen Abbil-
dungen einen steigenden Wert an (Abbildung 7.2). Als Standardbedingungen werden 80 mM
Acetophenon, 0.5 mM NAD" und 220 U ADH-'A' verwendet. In allen Fillen ist deutlich zu erken-
nen, dass ein vollstandiger oder fast vollstandiger Umsatz im Rahmen der untersuchten Kon-
zentrationsbereiche nur mit ausreichend hohen Verweilzeiten erreichbar ist. Die Erhohung der
Verweilzeit von 5 h auf 10 oder 20 h fiihrt hingegen kaum zu einer Verbesserung des Umsatzes.
Dieser Trend ist bei Betrachtung der Raum-Zeit-Ausbeute gegenlaufig, da eine geringe Verweil-

zeit auch einen hohen Produktfluss aus dem Reaktor bedeutet.
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Abbildung 7.2: Optimierung der (S)-1-Phenylethanol-Produktion. Der Pfeil zeigt jeweils in Richtung
steigender Verweilzeit (7= 1, 5, 10, 20 h).

Die Variation von Cosubstrat und Katalysatormenge hat nur einen geringen Einfluss auf Produk-
tivitdit und Umsatz. Ab einem Cofaktorkonzentration von 0.25 mM NAD" bzw. Enzymmenge von
250 U ADH-'A' aufwarts verhalten sich Produktivitdt und Umsatz anndhernd konstant. Eine

hohere Acetophenon-Konzentration hingegen flihrt grundsatzlich zu einer héheren Raum-Zeit-
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Ausbeute, sie ist jedoch durch die Loslichkeit im vorliegenden 2-Propanol (18 % v v*) / Puffer-
System beschrankt?’.

Die Langzeitstabilitdt eines solchen optimierten Prozesses ist von der Stabilitdt des Biokataly-
sators abhangig. Aufgrund der in dieser Arbeit entwickelten Methoden zur online Prozessanalytik
kann der Verlust an Aktivitat und der damit verbundene sinkende Umsatz im Produktstrom
zeitnah verfolgt werden. Fir einen langeren Dauerbetrieb ist weiterhin eine gezielte, auto-

matische Nachdosierung des Enzyms auf Basis der online-Daten denkbar.

7.3. MalstabsvergroRerung

Das entwickelte Reaktormodell kann fir die kontinuierliche Produktion von chiralen Alkoholen
eingesetzt werden, allerdings liegt das Reaktorvolumen im vorliegenden System bei unter 50 mL,
so dass die Produktion einer groReren Menge an Produkt nicht moglich ist. Die absolute

Produktmenge (Abbildung 6.6) liegt bei nur 4.7 g (S)-1-Phe-

Retentat

? nylethanol in etwa 250 Stunden. Eine effektivere Produktion
. ist erst nach einer MaRstabsvergréRerung moglich. Die

I Il — Filtrat _ L
Filtrat : : Eignung muss fir die einzelnen Prozesselemente getrennt

: : betrachtet werden.

: : Der Enzym-Membran-Reaktor besteht aus einer Ultrafiltra-
_____ b tionseinheit, die Reaktionslésung wird dabei mit erh6htem
: : Druck durch die Membran geleitet, so dass die Enzymmole-
T #’I kiile von der Membran zuriickgehalten werden. Dieser Be-

triebsmodus nennt sich Dead-End-Filtration (Abbildung 7.3,
Zu filtrierendes Gemisch

Abbildung 7.3: Vergleich von Dead-
End und Crossflow-Filtration. Nachteile. Feinste Partikel wie z. B. ausgefallendes Protein

links) und hat, wie auch die Reaktorldufe zeigen, einige

oder Staubkorner kénnen sich an der Membran anlagern
und so Uber die Zeit zu einem Druckanstieg des Systems fithren. Dadurch ist die Standzeit eines
solchen Systems begrenzt und in vielen Fallen fiir den technischen Mal3stab nicht geeignet. Eine
Alternative bietet in diesem Fall die Crossflow-Filtration (Abbildung 7.3, rechts) [Briechle 2006].
Das zu filtrierende Gemisch wird mit einer hohen Geschwindigkeit tangential an der Membran
vorbeigeleitet und verhindert so die Ablagerung fester Partikel. Durch ein Ventil wird ein
Gegendruck beim Verlassen des Filtermoduls aufgebaut und ein Teil der Losung wird als Filtrat
durch die Membran gedriickt. In der Regel wird daher das Gemisch im Kreislauf durch das Modul
gepumpt. Solche Membranmodule sind kommerziell auch in groReren MaRstab verfligbar und
konnen flr eine weitere Kapazitatserh6hung parallel geschaltet betrieben werden.
Die in-situ Abtrennung des Coproduktes wird im LabormalRstab ber eine Blasensdule erreicht.
Im technischen Malstab treten beim Betrieb einer derartigen Blasensaule einige Nachteile auf.
Zum einen ist mit einer starken Schaumbildung in der begasten Losung zu rechnen, so dass Anti-

schaummittel oder eine mechanische Schaumzerstdérung verwendet werden missen. Im Falle

*’ Die maximale Léslichkeit von Acetophenon in Wasser mit einem Anteil von 18 Volumenprozent

2-Propanol liegt bei 83 mM (bestimmt bei 22 °C).

87



88

Diskussion

der Zugabe von Antischaummitteln, in der Regel organische Polymere, miissen diese in der Pro-
duktaufarbeitung wieder entfernt werden. Zum anderen ist das Ausgasen mit einem hohen
Verlust an Wasser und 2-Propanol verbunden, so dass ein erhéhter Aufwand zur Riickgewinnung
dieser Komponenten aus der Abluft betrieben werden muss.

Eine im technischen Malistab etablierte Variante stellt die Pervaporation dar [Lipnizki 1999].
Uber selektive Membranen werden Verbindungen in Pervaporationsmodulen abgetrennt. Dabei
handelt es sich nicht um GroRenausschlussmembranen, sondern Loslichkeitsmembranen. Die
Trennungseigenschaften sind nur von der Selektivitdit der Membran gegeniiber den Kompo-
nenten des Reaktionsmediums abhangig. Gleichzeitig zum Stofftransport durch die Membran
tritt ein Ubergang des abgetrennten Stoffes von fliissig zu gasférmig auf. Eine Steigerung der
Trennleistung wird durch Anlegen eines Vakuums auf der Rickseite der Membran erreicht.
GrofRtechnisch wird solch eine Anlage u. a. bei der Entwasserung von Ethanol eingesetzt [Mulder
1983]. Die Bauweise eines Permeabilisierungs-Moduls entspricht lblichen Mikro- oder Ultra-
filtrationsmodulen, so dass auch hier die Crossflow-Variante eingesetzt werden kann.

Der Einsatz derartiger Pervaporationssysteme zur Entfernung von Aceton aus ADH-katalysierten
Reaktionen wurde bereits beschrieben [Stillger 2002, Schroer 2007]. In beiden Fallen wird eine
deutliche Umsatzerh6hung erreicht.

Die Integration der Tangentialfiltermodule fiihrt zu einem veranderten Reaktoraufbau
(Abbildung 7.4). Der Enzym-Membran-Reaktor und die Blasensdule werden durch ein Ultra-
filtrations(UF)-Modul bzw. ein Pervaporations(PV)-Modul ersetzt. Die bendtigte hohe FlieRge-
schwindigkeit wird Uber die Pumpe P2 fir beide Module sichergestellt. Der Zufluss an frischer
Substratlosung muss Uber die Auslassgeschwindigkeit und den Verlust des PV-Moduls geregelt
werden, um ein konstantes Volumen im Reaktor zu gewahrleisten. Dabei kann die Auslassge-
schwindigkeit tGber den Druckaufbau im UF-Modul mit dem Reduzierventil V1 eingestellt wer-
den. Das Aceton wird liber die Vakuumpumpe P3 aus dem Reaktor entfernt, wobei Aceton und

eventuell Wasser oder 2-Propanol durch den Warmetauscher W1 kondensiert werden.

| V1 1
Auslass <:|_ P1  Zulaufpumpe

P3 P2 Umlaufpumpe
= =
g ! P3  Vakuumpumpe
= 3 W1
5 S V1  Reduzierventil
Abluft, .
Aceuton W1 Warmetauscher

Substratlésung |:>__<>_1©J

P1 P2
Abbildung 7.4: FlieBbild des Reaktors im technischen MaRstab.
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7.4. Produktaufarbeitung

Ein elementarer Punkt bei der biokatalytischen Produktion chiraler Alkohole ist die Isolierung
des Endproduktes. Dabei muss zwischen LabormaRstab und technischem Malistab unter-
schieden werden.

Im LabormaRstab kann die Aufreinigung der produzierten Alkohole lber Extraktion aus dem
Reaktionspuffer mit einem geeigneten organischen Losungsmittel wie Essigsdureethylester und
anschlieRender chromatographischer Auftrennung an Kieselgel erreicht werden. Dieses Ver-
fahren ist im technischen MaRstab nicht vorteilhaft, da die Chromatographie in der Regel ein
sehr kostenintensives Verfahren darstellt. Neben dem hohen Verbrauch an Eluenten kann insbe-
sondere Kieselgel als feste Phase meist nicht wiederverwendet werden, da sich anorganische
Substanzen wie z. B. Puffersalze absetzen und die Saule blockieren.

Groftechnisch sind mehrere Aufarbeitungsvarianten denkbar. Auf Grundlage dieser Arbeit kon-
nen Adsorbentien eingesetzt werden, um das Produkt aufzureinigen (Abbildung 7.5, A). Dazu ist
erst die Extraktion in ein geeignetes Losungsmittel notwendig. Die Produktrohlésung wird dann
mit dem Adsorbens behandelt, etwa in einer gepackten Saule, so dass der Zielalkohol selektiv
gebunden wird. Nach dieser Behandlung muss das Produkt nur noch desorbiert werden und liegt

aufgereinigt in Losung vor. Das Endprodukt wird nach Verdampfung des Lésungsmittels erhalten.

Selektive .

A g Adsorption — | Desorption | — | Verdampfung
Biokatalyse | — | Extraktion

8 e Verdampfung -3 Rektifikation /

Destillation

Abbildung 7.5: Ansétze zur technischen Produktaufarbeitung chiraler Alkohole

Eine Alternative bietet die klassische Destillation oder Rektifikation (Abbildung 7.5, B)[Christen
2009]. Die Produktlosung kann nach Extraktion in ein organisches Losungsmittel oder direkt aus
der wassrigen Losung destilliert werden, je nach Lage der Siedepunkte der einzelnen Komponen-

ten.

7.5. Wirtschaftlichkeit

Die Leistung eines biotechnologischen Prozesses ist nicht der einzige Faktor, der fiir eine Nutz-
barkeit in der industriellen Produktion in Betracht gezogen werden muss. Entscheidend ist ins-
besondere die Wirtschaftlichkeit, die fiir den Aufbau eines neuen Verfahrens vorliegen muss.
Dazu muss fur die Einfihrung eines neuen Produktes zundchst eine Analyse des Marktes erfol-
gen, um einen fiir potentielle Kunden akzeptablen Preis zu erreichen. Bei bereits etablierten
Produkten kann die Kostenanalyse ausgehend vom vorliegenden Marktpreis erfolgen.

An dieser Stelle soll die Wirtschaftlichkeit des vorliegenden Prozesses fiir die Herstellung von
(5)-1-Phenylethanol analysiert werden. Der aktuelle Preis fiir diesen chiralen Alkohol liegt bei

7324 € kg (Sigma-Aldrich Corp.) im 25 g-MaRstab. Fiir die Berechnungsgrundlage werden die
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Ausgaben fiir die fermentative Herstellung des Biokatalysators und fiir die Biokatalyse zur Her-
stellung von 1 kg Produkt errechnet. Die Aufarbeitung des Produktes, sowie auftretende Kosten
flir Energie und Wasser werden hier vernachlassigt

Die Fermentation der ADH-'A" in E. coli BL21(DE3) wird in einem komplexen Medium im Schittel-
kolben durchgefiihrt [Edegger 2006b]. Die Kosten werden anhand der Ausbeute und der im Me-
dium verwendeten Bestandteile abgeschatzt. Die benétigten Medienbestandteile werden aus
gangigen Chemikalienkatalogen zusammengestellt. Zugrunde gelegt wird dabei eine Kapazitat
von 2.5 ggrm L™ mit einer Aktivitat von 1.4 U mgBTM'l. Die Biokatalysekosten werden analog zur
Fermentation abgeschatzt.

Die Kalkulation erfolgt ausgehend vom vorliegenden, optimierten Reaktorlauf. Dabei wird je-
weils von der Substratlosung mit 20 mM Acetophenon (I) bzw. 80 mM Acetophenon (ll) ausge-
gangen und die Kosten fiir die Herstellung von 1 kg Produkt abgeschéatzt (Abbildung 7.6). Deut-
lich ist festzustellen, dass trotz des hoheren Umsatzes von 96 % bei der niedrigeren Substrat-
konzentration deutlich hohere Kosten verursacht werden. Die Analyse der Zusammensetzung
der Kosten zeigt, dass das Cosubstrat 2-Propanol den grofSten Teil einnimmt, was durch das hohe
bendtigte Volumen an Substratlosung zu erklaren ist. Ein weiterer grofRer Teil der Kosten ist
durch den Cofaktor gegeben. In beiden Fallen ist der Kostenanteil des Katalysators mit 9 % bzw.

14 % eher gering.

14 % 12%

e |:| Substrat
I B cCoswstat
(Ml 1100 € kg’ Il cofaktor
Puff
TN 840 € kg B Puffer
[] Katalysator

Herstellungspreis

Abbildung 7.6: Kostenabschatzung der (S)-1-Phenylethanol-Produktion.

Die in-silico (lll) Optimierung zeigt unter welchen Reaktionsbedingungen der Prozess effektiver
ausgefiihrt werden kann. Gewahlt wurde die Kombination aus erhdhter Substratkonzentration
und erhdhtem Katalysatoreinsatz mit gleichzeitig verringerter Verweilzeit?®. Desweiteren wird
die Pufferkonzentration stark herabgesetzt, da im vorliegenden Reaktionssystem keine pH-Ande-
rung zu erwarten ist. Es ergibt sich auf diese Weise ein Umsatz von 97 % mit einer Raum-Zeit-

Ausbeute von 68.3gL"d”. Die Kosten der Produktion verringern sich dabei weiter auf

% 120mM AP, 0.35 mM NAD", 25 % v vt 2-Propanol, 20 mM Puffer, 200 U ADH-'A’, 5 h Verweilzeit.
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840 € kg™. Der Katalysator verursacht in diesem Fall die hochsten Ausgaben. Eine weitere
Steigerung des Umsatzes auf > 99 %, etwa um die Produktaufarbeitung zur vereinfachen, kann
durch Steigerung des Katalysatoreinsatzes auf 500 U und der Verweilzeit auf 10 h erreicht
werden. allerdings steigen auf diese Weise die Kosten auf tiber 1300 € kg™ und die Produktivitat
verringert sichauf 34.5g L™ d™.

In allen Fallen liegen die Herstellkosten (Fermenation + Biokatalyse) deutlich unter dem Markt-
preis von (S)-1-Phenylethanol, obwohl die Berechnung ausgehend von Katalogpreisen ausge-
flhrt wird. Bei einer industriellen Fertigung sind die Einkaufpreise deutlich geringer. Obwohl bei
der Kalkulation die Produktaufarbeitung, sowie Energie, Wasser oder Personal vernachlassigt
wird, kann davon ausgegangen werden, dass der entwickelte Prozess, insbesondere fiir die Her-

stellung von Spezialchemikalien, wirtschaftlich ist.

7.6. Fazit

Das in der vorliegenden Arbeit entwickelte Reaktorsystem ist flr die effektive Produktion chira-
ler Alkohole mit biotechnologischen Methoden geeignet. Eine Analyse der Leistung am Beispiel
der Reduktion von Acetophenon zeigt die industrielle Relevanz des Verfahrens. Die detailliert
ausgearbeitete Kinetik der Umsetzung kann zur Simulation von kontinuierlichen Prozessen ver-
wendet werden und ermoglicht auf diese Weise die in-silico Optimierung. Die dabei gewiinsch-
ten Leistungsdaten sind abhangig vom erzielten Produkt und der geplanten Produktaufarbei-
tung. Eine VergroRRerung des MaRstabs zur Erzielung hoher Produktmengen ist mit etablierten
Methoden moglich. Die Analyse der Herstellkosten belegt die Konkurrenzfahigkeit des Verfah-

rens.

91



92 | Diskussion



Zusammenfassung

8. Zusammenfassung

Die biokatalytische Reduktion prochiraler Ketone ermdglicht eine umweltfreundliche und effek-
tive Produktion von chiralen Alkoholen fiir die chemische, pharmazeutische und Agrar-Industrie.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung eines solchen Verfahrens auf der Basis von
Oxidoreduktasen beschrieben. Die Erarbeitung des Prozesses gliederte sich dabei in vier Teile:
die Charakterisierung des Biokatalysators zur Identifikation der optimalen Reaktionsparameter,
die Untersuchung der Reaktion beziglich der thermodynamischen Gleichgewichtslage, die on-

line-Analyse der Reaktionslésung und die Entwicklung eines geeigneten Reaktorkonzeptes.

Die Umsetzung der prochiralen Ketone zu den entsprechenden Alkoholen wurde mit der Alkohol
Dehydrogenase ADH-'A' aus Rhodococcus ruber DSM 44541 erreicht. Der Biokatalysator stand
rekombinant in Form lyophilisierter Escherichia coli-Zellen zur Verfligung. Der fiir die Reaktion
bendtigte Cofaktor NADH wurde Uber einen Substrat-gekoppelten Ansatz Gber die Oxidation des
Cosubstrates 2-Propanol zu Aceton regeneriert.

Die kinetischen Eigenschaften der ADH-'A" wurden fiir samtliche katalysierte Teilreaktionen be-
stimmt: die Reduktion des Substrates, die Oxidation des Cosubstrates und die entsprechenden
Riickreaktionen. Mit Hilfe der kinetischen Modelle der Teilreaktionen und der ermittelten Para-
meter konnten Reaktionen simuliert und auf diese Weise die Bedingungen in silico optimiert
werden.

Die Wirtschaftlichkeit eines biokatalytischen Verfahrens ist in der Regel direkt abhangig von der
Wiederverwendung des Katalysators. Aus diesem Grund wurden verschiedene Ansatze zur
Rickhaltung der ADH-'A" verglichen und die Immobilisierungs- und Aktivitatsausbeuten, sowie
die Stabilitat ermittelt. Das freie, geloste Enzym konnte liber Membranen zuriickgehalten wer-
den, die Aktivitat wurde dabei nicht beeintrachtigt. Die Halbwertzeit unter Prozessbedingungen
betrug 11.1 Tage. Parallel wurde die Immobilisierung auf amino- und epoxy-funktionalisierte
Tragermaterialien durchgefiihrt. Die Eigenschaften der untersuchten Partikel sind dabei sehr
unterschiedlich - es wurden porose Glaser (Vitrabio TRISOPERL® und TRISOPOR®: 100-200 um),
magnetische Partikel (ATG: biosynthetics: 1 um) und Nanodiamanten (406 nm) eingesetzt. Die
auf TRISOPOR®-Amino immobilisierte ADH-'A' zeigt eine dhnliche Stabilitdt wie das freie Enzym,

wohingegen die anderen Enzymimmobilisate eine signifikant geringere Aktivitat aufwiesen.

Aufgrund der Substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung liegt ein Gleichgewicht zwischen den
vier Reaktionskomponenten, also Substrat, Produkt, Cosubstrat und Coprodukt, vor. Wie bei
einer einfachen Gleichgewichtsreaktion kann das Massenwirkungsgesetz aufgestellt werden. Der
maximal erreichbare Umsatz ist demzufolge abhangig von der Gleichgewichtskonstante und
somit limitiert. Eine Maximierung des Umsatzes fihrt zu hoheren Produktivitaten und einer ver-
einfachten Produktaufarbeitung. Eine Méglichkeit zur Uberwindung dieser thermodynamischen

Limitierung ist die in-situ Abtrennung des Produktes oder Coproduktes.
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Die selektive Adsorption an geeigneten Tragern ist eine Option zur Abtrennung des Produktes.
Verschiedene Materialien basierend auf kommerziell verfligbaren Harzen aus Polystyrol oder Po-
lyacryl und durch den Kooperationspartner Siid-Chemie AG zur Verfligung gestellten smek-
tischen Schichtsilikaten, Alumosilicaten und y-Aluminiumoxiden wurden im Rahmen dieser
Arbeit untersucht. Die eingesetzten Harze und Schichtsilikate zeigten nur eine geringe Selektivi-
tat und Kapazitat gegeniiber dem untersuchten Alkohol / Keton-Systemen in wéssriger Reak-
tionslosung. Weiterhin wurde das Enzym ebenfalls teilweise von den Partikeln adsorbiert. Die
Adsorption von 2,5-Hexandiol aus Essigsaureethylester zeigte hingegen unter Einsatz eines
Alumosilicats, bzw. y-Aluminiumoxids eine hohe Selektivitdat im Vergleich zu dem ent-
sprechenden Diketon. Dieses Ergebnis konnte allerdings nicht fiir die in-situ Abtrennung unter
den gegebenen wassrigen Reaktionsbedingungen verwendet werden.

Die in-situ Entfernung fllichtiger Komponenten durch Einleiten von Gasen, Anlegen von Vakuum
oder Anwendung einer organophilen Pervaporation stellt die in der Literatur am h&ufigsten be-
schriebene Methode in diesem Bereich dar. Fir die Abtrennung des Coproduktes Aceton aus
dem vorhandenen Reaktionssystem wurde mit Wasser und Cosubstrat-gesattigte Luft in die
Reaktionsmischung eingeleitet. Der Umsatz konnte mit dieser Methode von 81 % (Substrat:
2-Acetylpyridin) bzw. 92 % (Substrat: Acetophenon) auf >99.9 % (Enantiomereniiberschuss >
99.9 %) gesteigert werden.

Die Analyse der Reaktionslosung in biokatalytischen Prozessen erfolgt in der Regel durch chro-
matographische Verfahren wie Gas- oder Flissigkeitschromatographie. Eine online- oder in-situ-
Analyse der Reaktionsmischung fiihrt im Vergleich zur offline-Analyse zu einem geringeren
Fehlerrisiko und ermoglicht eine schnelle Reaktion auf Veranderungen.

Drei verschiedene Methoden zur Bestimmung der Konzentrationen der einzelnen Komponenten
wurden untersucht und verglichen. Die 'H-NMR-Spektroskopie erméglichte die direkte Analyse
der Reaktionszusammensetzung, erforderte aber starke Magnetfelder und deuterierte Losungs-
mittel. Mit der 2D-Fluoreszenz-Spektroskopie wurden Spektren mit einem breiten Extinktions-
und Emissions-Wellenbereich erhalten. Aus der multivariaten Analyse der Spektren konnten die
Umsadtze im Vergleich zur gaschromatographischen Methode mit einem durchschnittlichen Feh-
ler von 4.9 % erhalten werden. Aufgrund des kompakten Aufbaus und der einfachen Integration
des Messsystems in einen Reaktor ist diese Methode gut fiir die Prozessiiberwachung geeignet.
Auch die Infrarot-Spektroskopie konnte in der online-Analyse biokatalytischer Prozesse verwen-
det werden. Der Fehler der Bestimmung war aber insbesondere bei geringeren Konzentrationen

und in wassrigen Losungen deutlich hoher.

Bei der Entwicklung des eigentlichen Reaktors wurden die Ergebnisse aus allen Teilen zusam-
mengefihrt. Aufgrund der hohen Aktivitat und Stabilitat wurde die ADH-'A' in gel6ster Form ein-
gesetzt und in einem Enzym-Membran-Reaktor zurlickgehalten. Die Integration einer in-situ
Coproduktabtrennung durch Ausgasen wurde in Form einer Blasensdule erreicht. Der Enzym-
Membran-Reaktor und die Blasensdule wurden im Kreislauf betrieben. Durch eine konti-

nuierliche Zufiihrung von Substratlésung in den Kreislauf und entsprechendes Ableiten der Pro-
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duktlésung wurde die Charakteristik eines kontinuierlich betriebenen Rihrreaktors ange-
nommen. Eine Simulation des zu erreichenden Umsatzes war auf Basis der Kinetik, der Ver-
weilzeit und der Geschwindigkeit der Coproduktabtrennung moglich.

Ausgehend von einer Substratlésung mit 20 mM Acetophenon als Substrat und 1 mM Cofaktor
konnten im kontinuierlichen Betrieb Umsatze bis zu 98 % (Enantiomereniberschuss > 99.9 %)
erreicht werden. Dies entspricht einer Zykluszahl bezogen auf den Cofaktor von 20 und einer
Raum-Zeit-Ausbeute von 10 g L' d™’. Durch Optimierungen in der Reaktionsfilhrung wurde eine
Steigerung der Zykluszahl auf 136 und der Raum-Zeit-Ausbeute auf 19 g L™ d* (Enantiomeren-

Uberschuss > 99.9 %) erreicht.

Das in der vorliegenden Arbeit vorgestellte Reaktormodell ist geeignet fiir die selektive Synthese
chiraler Alkohole mit hohen Umsatzen und Raum-Zeit-Ausbeuten. Die Pilotproduktion wird mit
dem Substrat Acetophenon durchgefiihrt, eine Ubertragung auf andere Substrate ist aber jeder-
zeit moglich. Der Reaktoraufbau ist dabei insbesondere fiir die Produktion kleinerer Mengen von
Spezialchemikalien geeignet. Eine MaRstabsvergroRerung, sowie eine Optimierung des vor-

liegenden Prozesses wurden ausfiihrlich diskutiert.
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9. Material und Methoden

9.1. Biokatalysatoren, Chemikalien und Partikel

Acetophenon Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

2-Acetylpyridin Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA

Alkoholdehydrogenase ADH-'A' aus Wolfgang Kroutil, Institut fir Chemie,

Rhodococcus ruber DSM 44541 (iberexpre- Organische und Bioorganische Chemie,
miert in E. coli Tuner (DE3), pET22b+ Graz, Osterreich

Alumosilicat Siid-Chemie AG, Miinchen, Deutschland

y-Aluminiumoxid Stid-Chemie AG, Miinchen, Deutschland

Amberlite® XAD-2, 20-60 mesh, 90 A Supelco, Bellefonte, PA, USA

Amberlite® XAD-4, 20-60 mesh, 40 A Supelco, Bellefonte, PA, USA

Amberlite® XAD-7HP, 20-60 mesh, 90 A Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA

Aminopropyltriethoxysilan Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Disintex™ 75 International Specialty Products, Inc (ISP),
Wayne, NJ, USA

2-Acetylfuran Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

rac-1-(2-Furyl)ethanol Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

(5)-1-(2-Furyl)ethanol Acros Organics, Geel, Belgien

Glutardialdehyd, 25 %ig in Wasser Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

rac/meso-2,5-Hexandiol Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

(5,5)-2,5-Hexandiol Codexis, Redwood City, CA, USA

2,5-Hexandion Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn,
Deutschland

(R)-5-Hydroxyhexan-2-on Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

(5)-5-Hydroxyhexan-2-on Codexis, Redwood City, CA, USA

(R)-2-(1-Hydroxy)ethylpyridin Acros Organics, Geel, Belgien

Magnetpartikel, amino-funktionalisiert, 1 um ATG:biosynthetics GmbH, Merzhausen,
Deutschland

B-NAD, freie Saure Codexis, Redwood City, CA, USA

[B-NADH Codexis, Redwood City, CA, USA

B-NADH Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Nanodiamantpartikel, Anke Kriiger, Otto-Diels-Institut fiir
amino-funktionalisiert Organische Chemie, Kiel, Deutschland

(R)-1-Phenylethanol Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

rac-1-Phenylethanol Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA

(5)-1-Phenylethanol Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Polypropylenglycol MW 2000 Acros Organics, Geel, Belgien
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Poraver®-Trager

Protein Marker Precision Plus Protein dual
color standard

Smektische Schichtsilikate

Supelite™ DAX-8, 40-60 mesh
PorengroRe 225 A

TRISOPERL®-Amino, 100- 200 pum,
PorengroRe 100.46 nm

TRISOPERL®-Epoxy, 100- 200 um,
PorengroRe 99.8 nm

TRISOPOR®-Amino, 100- 200 um,
PorengréRe 49.8 nm

Dennert Poraver GmbH, Schlisselfeld,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Siid-Chemie AG, Miinchen, Deutschland
Supelco, Bellefonte, PA, USA

VitraBio GmbH, Steinach, Deutschland

VitraBio GmbH, Steinach, Deutschland

VitraBio GmbH, Steinach, Deutschland

Losungsmittel, Salze und andere Standardchemikalien wurden von Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland), Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) oder
Sigma-Aldrich, Inc. (Steinheim, Deutschland) bezogen.

9.2. Gerate

Autosampler
- Probeninjektor 231
- Dilutor 401

BioView
Brutschrank 2737

ChemStation Software A.10.01

ChemStation Software B.01.01

Dampfsterilisator Varioklav Typ 500

Dampfsterilisator Varioklav Typ 250 T

Durchflussmesser EL Flow digital
Durchflussmesser Rotameter®

Elektrophorese-Spannungsversorgung
Phero-stab.500

Enzym-Membran-Reaktor
Eppendorf-Mischer 5432
Fasersonde IN350-T

Fish-Clip®
Fraktionssammler LKB Redi Frac

Gilson, Villers-le-Bel, Frankreich

Delta Light & Optics, Lyngby, Danemark

Kéttermann GmbH & Co KG, Uetze / Hanigsen,
Deutschland

Agilent Technologies GmbH, Waldbronn,
Deutschland

Agilent Technologies GmbH, Waldbronn,
Deutschland

H+P Labortechnik GmbH, Miinchen,
Deutschland

H+P Labortechnik GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bronkhorst Mdttig GmbH, Unna, Deutschland
Rota, Oeflingen, Deutschland

Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen,
Deutschland

Werkstdtten des Forschungszentrums Jiilich
GmbH, lilich, Deutschland

Eppendorf Gerdiitebau Netheler + Hinz GmbH,
Oldenburg, Deutschland

Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Deutschland
Biirkle, Bad Bellingen, Deutschland
Pharmacia / LKB, Uppsala, Schweden



FT-IR-Spektrometer Vertex 70
FT-NMR-Spektrometer ARX 300
FT-NMR-Spektrometer VXR-300
Gaschromatograph Agilent 6890 Series

Gaschromatographie-Saulen:
- Sdulentyp FS-Cyclodex 3 —I/P,
50 m x0.46 mm AD x 0.32 mm ID,
Saulennummer CS 32368-1
- Sdulentyp FS-Cyclodex 3 —I/P,
50mx0.44 mm AD x0.32 mm ID,
Saulennummer CS 32411-1

Gelelektrophoresekammer Horizon® 58
HPLC-Pumpe LKB 2248
HPLC-Pumpe LKB-Bromma 2150

Chirale HPLC-Saule: Daicel
CHIRALCEL® OD-H
HPLC-System
- HPLC-Pumpe S 1100
- HPLC-Controller S 2000
- Sdulenthermoregler S 4010

- Probennahmegerat Intelligent Sampler

Jasco 851-AS
-UV-Detektor UVIS 200

Kolbenpumpe LKB P-500
Kihlthermostat RC6

Kihlthermostat RM20

Laborwaage PC 440

Magnetrihrer RCT basic

Matlab

Mikroplattenreader Power Wavex 340

Mikrozahnringpumpe mrz-2900 mit
Steuerungsmodul mrz-S05

Olpumpe TRIVAC

Peristaltik-Pumpe Gilson Minipuls Il
pH-Elektrode

pH-Meter 692

Pipetten Eppendorf Research
Prazisionswaage CP224S
Rotationsverdampfer Blichi Rotavapor
Rundschittler Certomat R

Sterilbank TC48

Spektralphotometer UVIKONy,
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Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Deutschland
Bruker, Billerica, MA, USA
Varian, Palo Alto, CA, USA

Agilent Technologies GmbH, Waldbronn,
Deutschland

CS-Chromatographie Service GmbH,
Langerwehe, Deutschland

Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD, USA
Pharmacia / LKB, Uppsala, Schweden

LKB, Bromma, Schweden

Daicel Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan

Sykam GmbH, Eresing, Deutschland

Jasco GmbH, Gross-Umstadt, Deutschland

Linear Instruments, San Jose, CA, USA
Pharmacia / LKB, Uppsala, Schweden

Lauda GmbH, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Lauda GmbH, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Mettler GmbH, GielRen, Deutschland

IKA GmbH, Staufen, Deutschland

The Mathworks, Inc., Natick, MA, USA
BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA

HNP Mikrosysteme GmbH, Parchim,
Deutschland

Leybold, Koln, Deutschland

ABIMED GmbH, Disseldorf, Deutschland
Metrohm, Herisau, Schweiz

Metrohm, Herisau, Schweiz

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Biichi Labortechnik GmbH, Flawil, Schweiz
VITARIS AG, Baar, Deutschland

Gelaire Flow Laboratories, Opera, ltalien
BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA
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Spektralphotometer UVIKON 930
Uberkopfschiittler

Ultrafiltrationsmembran10 kDa, 100 kDa
Ultraschallbad Sonorex Super RK1028

Ultraschall-Desintegrator Sonifier I
W-250/W-450,,Classic”

Universalschittler KL2

Vakuumpumpe Biichi Vac V-513
Vortexer Minishaker MS2
Warmeschrank
Wasserbadschiittler Gyrotory

Wasserbadschiittler Aquatron
Zentrifuge Avanti J-25

Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R

Kontron Instruments, Schlieren, Schweiz

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel, Deutschland

Millipore Corporation, Billerica, MA, USA
Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
Branson Ultrasonics, Danbury, CT, USA

Edmund Biihler GmbH, Hechingen,
Deutschland

Biichi Labortechnik GmbH, Flawil, Schweiz
IKA, Wilmington, NC, USA
Memmert, Schwabach, Deutschland

New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, NJ,
USA

Infors HT, Bottmingen, Schweiz

Beckmann-Coulter, Fullerton, CA, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
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9.3. Synthese von Referenzverbindungen und Substraten®

9.3.1. Synthese heteroaromatischer Alkohole
Allgemeine Arbeitsvorschrift

Das heteroaromatische Keton (20.5 mmol) wird in 20 mL Methanol geldst. Natriumborhydrid
(26.0 mmol, 1.27 eq., 0.99 g) wird vorsichtig unter Riihren und Eiskiihlung hinzu gegeben. Das
Gemisch wird fiir vier Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, anschlieBend in 40 mL Wasser ge-
geben und mit Essigsaureethylester (3 x 30 mL) extrahiert. Die organische Phase wird Gber Mag-

nesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt.

9.3.1.1.  rac-2-(1-Hydroxyethyl)furan

Das Produkt wird ausgehend von 2-Acetylfuran (20.5 mmol, 2.26 g) in Form eines hellgelben Ols
erhalten.
[CeHgO,, M = 112.13]

OH Ausbeute: 1.77 g (15.8 mmol, 77 %)
0] Retentionszeiten (GC): 16.83 min (rac)
\ I 17.19 min (S), 17.28 min (R), (derivatisiert™)

9.3.1.2.  rac-2-(1-Hydroxyethyl)pyridin

Das Produkt wird ausgehend von 2-Acetylpyridin (41.0 mmol, 4.97 g) nach Kristallisation bei
-20 °Cin Form weil3er Kristalle erhalten.
[C;HgNO, M = 123.15]

OH Ausbeute: 3.16 g (25.7 mmol, 63 %)
N Retentionszeiten (GC): 16.26 min (rac)
N . . 1 . .
| Retentionszeiten (HPLC?'): 22.16 min (R), 25.28 min ()
=

*® Eine Aufzahlung der verschiedenen GC- und HPLC-Methoden, sowie Beispielchromatogramme finden

sich in Anhang A ab Seite 119.

Eine Probe von rac-2-(1-Hydroxyethyl)pyridin in Essigsdureethylester (80 pL) wird mit Pyridin (16 pL)
und Essigsaureanhydrid (16 pL) vermischt und fiir 16 Stunden inkubiert. Das Gemisch wird gaschroma-
tographisch analysiert.

Bedingungen der Messung: Laufmittel Isohexan:2-Propanol (98:2), 10 °C, 0.75 mL min™, 254 nm.

30
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9.3.2. Synthese von meso-2,5-Hexandiol
9.3.2.1.  Cyclisches meso-Sulfit

Rac/meso-2,5-Hexandiol (50.5 mmol, 6.00 g) werden in wasserfreiem Chloroform (120 mL) ge-
|6st. Unter standigem Riihren wird langsam Thionylchlorid (53.3 mmol, 1.05 eq., 3.34 g, 3.89 mL)
hinzugegeben. Das Gemisch wird anschlieBend eine Stunde bei Raumtemperatur gertihrt, wobei
sich eine gelbliche Farbung einstellt. Um (berschiissige Salzsaure und Schwefeldioxid zu entfer-
nen, wird fiir 30 Minuten unter Rihren Luft in die Losung geleitet (0.5 L min™). AnschlieRBend
wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Diastereomere werden Uber Saulen-
chromatographie voneinander getrennt (Sdule 20 x 1 cm, Laufmittel Pentan:Diethylether (10:1),
Dinnschichtchromatographie: Anfarbung mit einem Gemisch aus Vanilin (0.5g), konz.
Schwefelsaure (5 mL) und Ethanol (40 mL)).

[CeH1,0sS, M = 164.22]

O Ausbeute: 1.11 g (6.8 mmol, 27 %)
Il
.S. R:-Werte: 0.16 (meso
o0-°0 1 ( )
M 0.11 (rac)
(R) (S)

9.3.2.2. meso-2,5-Hexandiol
Das Sulfit (1.11 g, 6.8 mmol) wird fiir eine Stunde in 2 M Natriumhydroxidlésung (26 mL) unter

Rickfluss erhitzt und anschlieBend auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Losung wird mit
Natriumchlorid gesattigt und mit Essigsaureethylester (5 x 20 mL) ausgeschittelt. Die Produkt-
I6sung wird im Vakuum eingeengt. Das Produkt wird nach Kristallisation bei -20 °C weilR, kristal-
lin erhalten.

[CeH140,, M = 118.17]

OH Ausbeute: 0.81 g (6.8 mmol, 27 %)
/’\/\/ Retentionszeit (GC): 14.86 min
"H-NMR (400.1 MHz, ds-Aceton, 298 K):
& =3.70 (m, 2H, 2-H), 3.55 (br s, 1H, OH), 1.51, 1.42 (je m, je 2H,
3-H), 1.09 (d, *Jy= 6.2 Hz, 6H, 1-H).
BC.NMR (400.1 MHz, ds-Aceton, 298 K):
& =67.8 (C-2), 36.5 (C-3), 24.1 (C-1).

OIIII
I

Vergleich rac/meso-2,5-Hexandiol:
"H-NMR (400.1 MHz, dg-Aceton, 298 K):
8 =3.69 (m, 2H, 2-H), 3.56 (br s, 1H, OH), 1.56-1.38 (m, 4H, 3-H),
1.10 (d, *Jyp = 6.2 Hz, 6H, 1-H).
BC-NMR (400.1 MHz, d6-Aceton, 298 K):
5=67.8,67.8 (C-2), 36.7, 36.5 (C-3), 24.2, 24.1 (C-1).
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9.4. Partielle Reinigung und Charakterisierung der Alkohol Dehydroge-

nase

9.4.1. Zellaufschluss und partielle Reinigung
Typische Arbeitsvorschrift

Gefriergetrocknete E. coli Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen, bereitgestellt von Prof. Dr. Wolf-
gang Kroutil (Institut fiir Chemie, Graz, Osterreich) werden in Kaliumphosphatpuffer (pH 7,
100 mM) oder in Tris-HCI-Puffer (pH 7.5, 50 mM) fir 40 Minuten bei 130 rpm und 30 °C suspen-
diert. Der Zellaufschluss erfolgt bei 4 °C durch Ultraschallbehandlung (3 x 3 min, Duty Cycle 50 %,
Output 5, 18 mm Spitze). Die aufgeschlossenen Zellen werden bei 10000 rpm (17.7 - 10° rcf) und
4 °C fiir 35 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird nach der Zentrifugation bei 130 rpm und
65 °C fur 25 Minuten inkubiert. Thermisch ausgefédllte Fremdbestandteile werden erneut bei
10000 rpm (17.7 - 10% rcf) und 4 °C fiir 45 Minuten zentrifugiert. Die auf diese Weise erhaltene
partiell gereinigte Enzymldsung wird in 5-50 mL Aliquots bei -20 °C gelagert.

9.4.2. Proteingehaltsbestimmung nach Bradford

Fir die Proteingehaltsbestimmung nach Bradford [Bradford 1976] wird eine Bio-Rad Protein
Assay-Losung verwendet. Die Assays werden sowohl im MikrotiterplattenmaRstab als auch im
MillilitermaRstab ausgefiihrt. Im Mikroplattenreader bzw. im Spektralphotometer wird der ge-

bildete Coomassie® Brilliant Blue G-250 Farbstoff-Protein-Komplex bei 595 nm vermessen.

Mikrotiterplattenmafstab (linearer Absorptionsbereich 0.01 mg mL™*- 0.1 mg mL™)

Die partiell gereinigte Enzymldsung in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) wird entsprechend
der Bestimmungsgrenzen mehrfach verdiinnt. 50 pL der jeweiligen Verdiinnungsstufen werden
mit 200 puL einer mit Wasser verdiinnten (1:5) Bio-Rad Protein Assay-Losung mit Hilfe einer
Multipipette vermischt. Parallel werden bekannte Konzentrationen von BSA in Kaliumphosphat-
puffer (pH 7, 100 mM) auf derselben Mikrotiterplatte vermessen. Die Inkubationszeit betragt
10 min.

Millilitermafstab (linearer Absorptionsbereich 0.4 mg mL™- 1.8 mg mL™)

Im MillilitermalRstab werden 50 uL der entsprechend verdiinnten Lésungen von BSA bzw. der
partiell gereinigten Enzyml6sung mit 950 plL einer mit Wasser verdiinnten (1:5) Bio-Rad Protein
Assay-Losung vermengt. Nach einer Inkubationszeit von 3 Minuten wird der gebildete Farbstoff-

Protein-Komplex im Spektralphotometer bei 595 nm und 30 °C vermessen.

9.4.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine in der partiell gereinigten Enzymlésung wird mittels Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese nach Laemmli durchgefihrt [Laemmli 1970]. Als Marker wird ein

Precision Plus Protein dual color standard Marker der Firma Bio-Rad verwendet.
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9.4.4. Standardaktivitatsassays
9.4.4.1.  Photometrischer Assay

Substrat, Cosubstrat, Cofaktor und gegebenenfalls Produkt bzw. Cofaktorprodukt werden in
Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) geldst und vermischt. Das Gesamtvolumen des Assays
betragt in allen Fallen 1 mL. Die Reaktion wird durch Zugabe von 4.4 - 102U ADH-'A" in 10 pL
Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) gestartet. Die NADH-Bildung bzw. der NADH-Verbrauch
wird bei 340 nm und 30 °C spektralphotometrisch fiir eine Minute verfolgt. Aus der Absorptions-
anderung und dem molaren Extinktionskoeffizienten fir NADH (g = 6.22 L mol™ cm™) kann mit

Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes die Aktivitat berechnet werden.
Die Konzentrationsbereiche bzw. die Standardkonzentrationen der verschiedenen Komponenten
in den Aktivitatsassays flir die kinetischen Untersuchungen sind der folgenden Tabelle zu ent-

nehmen (Tabelle 9.1).

Tabelle 9.1: Konzentrationen der einzelnen Komponenten in den Aktivitatstests.

Konzentrationsbereich (Standardkonzentration) [mM]

Komponente

Reaktion | Reaktion Il Reaktion IlI Reaktion IV
Acetophenon 0.05-35 (5) 0.05-15 (-) 0.1-7 (-) 0.05-8 (-)
Phenylethanol 2.5-65 (-) 0.5-70 (-) 0.05-80 (10) 0.01-80 (-)
NADH 0.001-0.35(0.1) 0.001-0.3 (-) 0.001-0.35 (-) 0.005-1 (0.2)
NAD* 0.005-1 (-) 0.005-1.5 (0.1) 0.001-3.5(0.1)  0.001-0.5(-)
2-Propanol 1-3000 (-) 1-3000 (500) 1-3000 (-) 1-3000 (-)
Aceton 1-200 (-) 1-200 (-) 1-200 (-) 1-200 (100)

9.4.4.2.  Batch-Assay

Partiell gereinigte Enzymlosung in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) wird mit NADH (1 mM)
versetzt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer Mischung aus 2-Propanol (18 % v v'!) und Aceto-
phenon (80 mM) gestartet. Die Durchmischung erfolgt mit Hilfe eines Fish-Clip®-Riihrers oder
durch Schitteln bei 130 rpm und 30 °C. Nach bestimmten Zeitintervallen werden dem Reak-
tionsgemisch Proben von 50-100 uL entnommen. Jede Probe wird zweifach mit Essigsdure-
ethylester (100 pL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden gaschromatogra-

phisch untersucht.

Umsetzungen mit gefriergetrockneten E. coli Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen werden wie in
der oben genannten Vorschrift ausgefiihrt. Vor der Zugabe des Cofaktors werden die Zellen fiir
30 Minuten bei 130 rpm und 30 °C in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) suspendiert.
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9.5. Immobilisierung der ADH-'A'

9.5.1. Amino-funktionalisierte Trager
Typische Arbeitsvorschrift

TRISOPERL®-Amino-Partikel (PartikelgréRe 100-200 um, PorengrofRe 100.46 nm, 200 mg) werden
in Glutardialdehyd-Losung (2.5 %ig, 5 mL) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) suspendiert.
Die Aktivierung der Trager erfolgt im Vakuum (60 mbar) unter Rotation bei Raumtemperatur fur
30 Minuten. Es wird bei Normaldruck (1013 mbar) weitere 50 min bei Raumtemperatur rotiert.
Im Verlauf der Aktivierung farbt sich der zuvor weilRe TRISOPERL®-Trager tief-rot. Das aktivierte
Tragermaterial wird Giber einer Glasfritte von der Loésung getrennt und mit Wasser (200 mL) ge-
waschen. AnschlieRend werden die Partikel fiir 4 Stunden im Trockenschrank bei 65 °C getrock-
net.

Der aktivierte Trager wird in partiell gereinigte Enzymlosung (10 mL, 4 °C) suspendiert. Die
Immobilisierung erfolgt die ersten 35 Minuten bei 4 °C im Vakuum (60 mbar) und anschlieBend
bei 4 °C unter Normaldruck (1013 mbar) fir 15 Stunden (150 rpm).

Die Trager werden filtriert und mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM, 5 x 10 mL, 4 °C) gewa-
schen. Die immobilisierten Trager werden anschliefend bei 4 °C fiir 3 Stunden bei 150 rpm mit
Glycin-Puffer (pH 7.5, 0.1 M, 10 mL) vermischt. Das immobilisierte Tragermaterial wird filtriert
und mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM, 5 x 10 mL, 4 °C) gewaschen. Die Aktivitdt des
Immobilisats, des Uberstandes nach der Immobilisierung und der Waschlésung werden im
Weiteren getestet. Alle Aktivitaiten werden nach dem Standardaktivitdtsassay (Abschnitt 9.4.4)
mit dem Substrat Acetophenon in einem Gesamtvolumen von 10 mL bestimmt. Fir die Aktivi-
tatsbestimmung des Immobilisats wird die gesamte Tragermenge eingesetzt.

Fiir die wiederholten Satzreaktorversuche werden die Trager durch Filtration von der Reaktions-
[6sung getrennt und mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM, 2 x 10 mL) gewaschen. Die
immobilisierten Trager werden anschlieBend erneut mit frischer Reaktionslosung versetzt.

Die Vorschrift wird ebenfalls bei den Tragern TRISOPOR®-Amino angewandt.
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Tabelle 9.2: Bedingungen der Immobilisierung der ADH-'A' auf amino-funktionalisierte Trager.

Partikel Durch- PorengrofRe Enzym- Partikel- Volumen [mL]
messer [um]  [nm] beladung [U] menge [mg]
TRISOPERL® 100-200 10046 263 200 10
40.0 36.9 200 10

26.3 200 10

53.2 400 20
TRISOPOR® 100-200 49.8 94.6 400 20 (CSTR)

136.2 400 20

87.8 400 20 (Toluol)
Magnettrager 1 - 2.0 14 1.05

2.9 20 1.05

6.0 20 10 (CSTR)
Nanodiamant- n.b. 10 1.025
partikel 05> ) n.b. 10 1.025

28.7 20 10 (CSTR)

3.8. 20 10 (CSTR)

Die Immobilisierung der ADH-'A" auf amino-funktionalisierte Magnettrager (1 um) und Nano-
diamantpartikel (550 nm) erfolgt analog. Da diese Enzymtrager eine nicht porose Erscheinung
aufweisen, werden die Vakuumaktivierung und der Trocknungsschritt ausgelassen.

Die Durchmischung erfolgt in Eppendorf-GefiRen in einem Uberkopfschiittler. Die Abtrennung
der Partikel fur die verschiedenen Inkubationsschritte und Probenentnahme erfolgt Giber Zentri-
fugation (10000-13000 rpm (9.3 - 10*15.7 - 10° rcf), 20-60 Sekunden).

Zudem wird fir einige Immobilisierungsexperimente zur weiteren Vernetzung der Enzyme eine

zusatzliche Inkubation mit Glutardialdehyd-Losung (0.2 %ig) durchgefiihrt.

9.5.1.1.  Poraver®-Glaspartikel

Porose Glaspartikel (PartikelgroRe 200-700 um, 100 g) der Firma Dennert Poraver GmbH werden
zunachst nach ihrer Dichte aufgetrennt. Dazu werden die Trager in Wasser suspendiert und die
Fraktion der Partikel mit geringerer Dichte von der Wasseroberflaiche abgetrennt. Um Riick-
stande aus dem Fertigungsprozess zu entfernen, werden die Glaspartikel zunachst gereinigt. Die
Partikel mit hoherer Dichte werden flir 30 Minuten in einer Methanol / Salzsdure-Mischung (1:1,
400 mL) inkubiert. Uber einer Glasfritte werden die Triger mit viel Wasser neutral gewaschen
und anschlieRend fiir 30 Minuten mit konzentrierter Schwefelsdure behandelt. Die Partikel wer-
den auf Eiswasser (600 mL) gegeben und erneut mit viel Wasser neutral gewaschen. Die Funk-
tionalisierung der Trager erfolgt bei Raumtemperatur durch Inkubation mit einer Aminopropyl-
triethoxysilan-Losung in Toluol (5 %ig, 200 mL) fiir 16 Stunden bei 190 rpm. Das funktionalisierte
Tragermaterial wird zundchst mit Ethanol (2x350mL) und anschlieRend mit Wasser

(2 x 500 mL) gewaschen.
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Die amino-funktionalisierten Poraver®-Partikel werden durch eine 2-stiindige Behandlung mit
Glutardialdehydlésung (7.5 %ig, 200 mL) aktiviert [Shriver-Lake 2002]. Nach einem weiteren
Waschschritt mit Wasser werden die Trager in Ethanol bei 4 °C gelagert.

Aktivierte, und erneut gewaschene Trager (300 mgrv) werden mit in Kaliumphosphatpuffer
(50 mM, pH 7.5, 1 mL) rehydratisierten E. coli Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen (16 mg) fur
16 Stunden bei 4 °C und 250 rpm inkubiert. Um nicht immobilisierte Zellen vom Immobilisat zu
entfernen, wird dieses filtriert und mit gekiihltem Wasser (5 x 1 mL) gewaschen.

Alle Aktivitdten werden nach dem Standardaktivitdtsassay (Abschnitt 9.4.4) in einem Gesamt-

volumen von 1 mL bestimmt.

9.5.2. Epoxy-funktionalisierte Trager
9.5.2.1.  TRISOPERL®-Epoxy-Partikel

TRISOPERL®-Epoxy-Partikel (250 mg, Durchmesser 100-200 um, Porengréfe 95-105 nm) werden
in partiell gereinigte Enzymlésung (Kaliumphosphatpuffer 500 mM, pH 7, 23.4 U, 10 mL) suspen-
diert und bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden inkubiert. Die zuvor weillen Trager farben sich im
Verlauf der Immobilisierung hellblau. Das Immobilisat wird anschlieBend Gber eine Glasfritte von
der Losung getrennt und mit Kaliumphosphatpuffer (500 mM, pH 7, 10 mL) gewaschen. Zur Sta-
bilisierung der Bindung werden die immobilisierten Trager weitere 120 Stunden bei Raumtem-
peratur und 200 rpm in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 9, 10 mL) inkubiert. Im Anschluss
werden die abfiltrierten Trager mit Glycinpuffer (gesattigte Lésung, pH 8.5, 10 mL) versetzt und
flir 22 Stunden bei 200 rpm bei Raumtemperatur inkubiert.

Es werden alle Uberstinde der verschiedenen Inkubationsschritte und die Triger selbst auf ihre
Aktivitat hin Gberprift. Alle Aktivitaiten werden nach dem Standardaktivitdtsassay (Abschnitt
9.4.4) mit dem Substrat Acetophenon in einem Gesamtvolumen von 10 mL bestimmt.

Vor Einsatz des Tragermaterials im Aktivitdtsassay werden die Partikel mit Kaliumphosphatpuffer
(100 mM, pH 7, 2 x 10 mL) gewaschen.

Die Immobilisierung mit TRISOPERL®-Epoxy-Partikeln wurde ebenfalls in Puffer mit geringerer
lonenstarke analog durchgefiihrt (Kaliumphosphatpuffer 100 mM, pH 7, 26.3 U, 10 mL, 250 mg
Trager).

9.5.3. Adsorptive Immobilisierung

9.5.3.1.  Adsorptionsverhalten von Amberlite XAD-7HP gegeniiber der ADH-'A' in einem
Festbett

Amberlite® XAD-7HP wird zweifach mit Wasser gewaschen. Die gewaschenen Partikel werden
mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7.0, 100 mM) / 2-Propanol (18 % vv'') in eine Pharmacia Kunst-
stoff-Saule (Fullhéhe 105 x 16 mm, 12.7 gry) eingeschlammt. Partiell gereinigte Enzymldsung
(172.4 U, 40 mL) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) wird fir 6.5 h unter Umlaufbedin-
gungen (1 mLmin?) mit Hilfe einer Zahnradpumpe durch das Bett gepumpt. Die partiell
gereinigte Enzyml6ésung wird in regelmalligen Zeitabstdnden auf Aktivitdt nach dem Standard-
aktivitatsassay (Abschnitt 9.4.4) untersucht.
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Die Partikel werden nach 6.5 h Umlauflaufzeit mit Wasser aus der Pharmacia-Saule geschlammt
und mit Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7, 250 mL) gewaschen. Sowohl die Partikel (2 g) als
auch die Waschlosung werden auf Aktivitdt nach dem Standardaktivitdtsassay (Abschnitt 9.4.4)
Uberpruft.

9.5.3.2.  Adsorptions- und Desorptionsverhalten von Amberlite XAD-7HP gegeniiber der ADH-

'A' in wiederholten Satzreaktorversuchen

Amberlite® XAD-7HP (PartikelgroRe 20-60 mesh, 3 g) werden bei Raumtemperatur mit partiell
gereinigter Enzymlosung (Kaliumphosphatpuffer, pH 7.0, 100 mM, 44.8 U bzw. 32.4 U, 10 mL) fur
45 min bei 130 rpm inkubiert. Sowohl die Partikel als auch die Gberstehende Losung werden auf
Aktivitat nach dem Standardaktivitatsassay (Abschnitt 9.4.4) Gberpruft.

Flir wiederholte Satzreaktorversuche (2 x) werden die Trager durch Filtration von der Reaktions-
I6sung getrennt und fiir 20 Minuten unter Schiitteln bei 130 rpm mit 2-Propanol bzw. mit 2-Pro-
panol 50 % vv™ in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) behandelt, um adsorbierte Reak-
tionskomponenten zu desorbieren. Nach Abtrennung der 2-Propanol-Phase werden die immo-

bilisierten Trager erneut mit frischer Reaktionslésung versetzt.

9.6. Adsorptive in-situ Produktabtrennung

9.6.1. Amberlite® XAD-2, XAD-4, XAD-7HP, Supelite™ DAX-8

9.6.1.1.  Adsorptionsverhalten gegeniiber Acetophenon, rac-1-Phenylethanol, Aceton und

2-Propanol
Amberlite® XAD-2, XAD-4, XAD-7HP bzw. Supelite™ DAX-8 werden jeweils mit Methanol (40 mL)

und anschlieBend mit Wasser (2 x 100 mL) gewaschen. Die gewaschenen Trager werden in Ali-
quots (100-400 mg) zu einer Losung (20 mL) aus Acetophenon (80 mM), rac-1-Phenylethanol
(80 mM) bzw. Aceton (80 mM) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM), 2-Propanol (18 % v v™)
gegeben. Die Gesamtzugabemenge an Tragern betragt flir jeden Ansatz 3.2 g. Das Gemisch wird
bei Raumtemperatur inkubiert (170 rom). Nach jeder Aliquotzugabe wird fiir 5 Minuten inku-
biert und dem Uberstand eine Probe (100 pL) entnommen. Jede Probe wird zweifach mit Essig-
sdureethylester (100 plL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden gaschroma-

tographisch untersucht.

9.6.1.2.  Adsorptionsverhalten gegeniiber Acetophenon, rac-1-Phenylethanol in einem XAD-
7HP Festbett

Amberlite® XAD-7HP wird zweifach mit Wasser gewaschen. Die gewaschenen Partikel werden
mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7.0, 100 mM) / 2-Propanol (18 % v v™) in eine Pharmacia Kunst-
stoff-Saule (Fillhéhe 105 x 16 mm, 12.7 grv) eingeschlammt. Eine Losung (100 mL) aus Aceto-
phenon (40 mM) und rac-1-Phenylethanol (40 mM) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM), 2-

Propanol (18 % v v'') wird unter Umlaufbedingungen (1 mL min™) mit Hilfe einer Zahnradpumpe
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durch das Bett gepumpt. Der Losung im Vorlagebehdlter werden nach bestimmten Zeit-
interwallen Proben (100 uL) entnommen. Jede Probe wird zweifach mit Essigsdureethylester
(100 pL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden gaschromatographisch unter-

sucht.

9.6.1.3.  Desorption von Acetophenon und rac-1-Phenylethanol von Amberlite® XAD-7HP-
Partikeln

Amberlite® XAD-7HP (5 g) werden zweifach mit Wasser (30 mL) gewaschen. Die gewaschenen
Tréger werden mit einer Lésung (20 mL) aus Acetophenon (40 mM) und rac-1-Phenylethanol
(40 mM) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM), 2-Propanol (18 % v v'') inkubiert (105 min,
260 rpm). Der Uberstand wird von den Partikeln getrennt und gaschromatographisch unter-
sucht. Die Partikel werden anschlieRend mit den verschiedenen LOsungsmitteln extrahiert
(3 x20 mL). Die einzelnen Extrakte werden ebenfalls gaschromatographisch untersucht. Ver-
wendete Losungsmittel: Aceton, Essigsaureethylester, 2-Propanol, 2-Propanol (65 % v v') in Ka-
liumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) und 2-Propanol (50 % v v'!) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7,
100 mM).

9.6.1.4.  Adsorptionsverhalten gegeniiber 2-Acetylfuran und rac-2-(1-Hydroxyethyl)furan

Amberlite® XAD-2, XAD-4 und XAD-7HP (je 3 g) werden jeweils mit Wasser (2 x 40 mL) und an-
schlieBend mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 50 mM) / 2-Propanol (18 % vv') (40 mL) gewa-
schen. Die gewaschenen Trager werden zu einer Losung (20 mL) aus 2-Acetylfuran (40 mM) und
rac-2-(1-Hydroxyethylfuran) (40 mM) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7.5, 50 mM), 2-Propanol
(18 % v v'') gegeben. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur inkubiert (19.5 h, 230 rpm). Nach
bestimmten Zeitintervallen werden dem Uberstand Proben (100 pL) entnommen. Jede Probe
wird zweifach mit Essigsdureethylester (100 L) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen

werden gaschromatographisch untersucht.

9.6.1.5.  Adsorptionsverhalten gegeniiber NADH
Amberlite® XAD-2, XAD-4, XAD-7HP bzw. Supelite™ DAX-8 werden jeweils mit Methanol (40 mL)

und anschlieRend mit Wasser (2 x 100 mL) gewaschen. Die gewaschenen Trager (3 g) werden in
Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM, 1 mM NADH) bzw. in einem Kaliumphosphatpuffer (pH 7,
100 mM, 1 mM NADH) / 2-Propanol-Gemisch (18 % v v™) (20 mL) inkubiert (Raumtemperatur,
170 rpm). Nach bestimmten Zeitintervallen werden dem Uberstand Proben (100 uL) ent-
nommen. Die Proben werden mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) bzw. mit einem Kalium-
phosphatpuffer (pH 7, 100 mM) / 2-Propanol (18 % v v')-Gemisch verdinnt (1:10) und spektral-

photometrisch bei 340 nm vermessen.
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9.6.2. Disintex™ 75

Der Trager Disintex™ 75 (1 g) wird fiir 30 Minuten mit Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM,
20 mL) bei Raumtemperatur equilibriert. Die Mischung wird anschlieRend fir 10 Minuten bei
6.0 - 10° rcf und 10 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Trager werden mit
einer Mischung aus Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM), 2-Propanol (18 % v v™*), Acetophe-
non (40 mM) und rac-1-Phenylethanol (40 mM) versetzt (20 mL). Die Suspension wird fir
30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wird fiir 10 min bei 6.0 - 10 rcf und 10 °C zentrifugiert. Dem
Uberstand wird eine Probe (100 pL) entnommen, zweifach mit Essigsdureethylester (100 uL)
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden gaschromatographisch untersucht.

Die abzentrifugierten Trager werden mit 2-Propanol (20 mL) bzw. Essigsdureethylester (20 mL)
extrahiert und die 2-Propanol- bzw. Essigsdureethylesterphase werden ebenfalls gaschromato-
graphisch untersucht. Der Uberstand wird erneut auf frisch equilibrierte Triger (1 g) gegeben

und der gesamte Ablauf vierfach wiederholt

9.6.3. Smektische Schichtsilikate
Typische Arbeitsvorschrift

Der Trager EX M 1607 der Firma Sid-Chemie AG (500 mg) wird fir 30 Minuten in Kaliumphos-
phatpuffer (pH 7.5, 50 mM, 20 mL) bei Raumtemperatur equilibriert. Die Mischung wird an-
schlieRend fur 15 Minuten bei 6.0 - 10% rcf und 10 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und die Trager werden mit einer Mischung aus Kaliumphosphatpuffer (pH 7.5, 50 mM), 2-Propa-
nol (18 % v v'!), 2,5-Hexandion (50 mM) und rac/meso-2,5-Hexandiol (50 mM) versetzt (20 mL).
Die Suspension wird fir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wird fir 2 Minuten bei 6.0 - 10° rcf
und 10 °C zentrifugiert. Dem Uberstand wird eine Probe (100 puL) entnommen, zweifach mit
Essigsdureethylester (100 uL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden gas-
chromatographisch untersucht.

Die abzentrifugierten Trager werden mit Essigsdureethylester (20 mL) extrahiert und die Essig-
siureethylesterphase wird ebenfalls gaschromatographisch untersucht. Der Uberstand wird
erneut auf frisch equilibrierte Trager (500 mg) gegeben und der gesamte Ablauf dreifach wie-
derholt.

Die Trager EXM 1753, EXM 1833 und EX M 1878 werden analog getestet. Bei den Tragern
EX M 1753 und EX M 1878 wird 2 Minuten bei 2.5 - 10° rcf und 10 °C zentrifugiert, da das bei
hoheren Umdrehungen entstehende Partikelpellet zu fest ist und sich nicht mehr suspendieren

|asst.

9.6.4. y-Aluminiumoxid und Alumosilicat

Die Trager EXM 1985 (Alumosilicat mit 60 % w w? AlLO; und 40 % w w™ SiO,) und EX M 1986
(y-Aluminiumoxid) werden sowohl mit dem System Acetophenon / rac-1-Phenylethanol als auch
mit dem System 2,5-Hexandion / rac/meso-2,5-Hexandiol getestet. 500 mg des entsprechenden

Tragers werden mit einer Acetophenon (50 mM) / rac-1-Phenylethanol (50 mM)-Lésung in Essig-
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saureethylester (15 mL) bzw. einer 2,5-Hexandion (50 mM) / rac/meso-2,5-Hexandiol (50 mM)-
Losung in Essigsaureethylester (15 mL) inkubiert (Raumtemperatur, 150 rpm). Nach 30 Minuten
wird eine Probe entnommen. Die Probe wird bei 13000 rpm (15.7 - 10° rcf) fur 1.5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand gaschromatographisch untersucht. AnschlieBend wird dem Ge-
misch weiteres Tragermaterial (500 mg) beigemengt. Nach weiteren 30 Minuten Inkubationszeit
wird erneut eine Probe entnommen. Die Probenaufarbeitung erfolgt analog. Der Zyklus wird ein

weiteres Mal wiederholt. Die Gesamtzugabemenge an Trager betradgt in jedem Versuch 1.5 g.

9.7. Stabilitdt von NADH

Die Stabilitat von NADH (1 mM) in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7) wird bei verschiede-
nen Temperaturen (4 °C, 15°C, 30 °C) untersucht. Fir die Probenmessung wird eine Probe
(100 pL) der unterschiedlichen NADH-Losungen mit Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,

900 pL) verdiinnt und spektralphotometrisch bei 340 nm vermessen.

9.8. Umsetzungen im Satzreaktor

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Satzrektorversuche mit partiell gereinigter Enzymldsung bzw. mit gefriergetrockneten E. coli
Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen werden entsprechend der in Abschnitt 9.4.4.2 beschrie-
benen Vorschrift ausgefiihrt. Bei einigen Substraten wird die Reduktionsrichtung betrachtet und
bei anderen die Oxidationsrichtung. Bei der Oxidation von Substraten wird mit Aceton als Cosub-
strat und NAD" als Cofaktor gearbeitet.

Im Speziellen wird die Reduktion der Substrate 2-Acetylfuran und 2-Acetylpyridin sowie die Oxi-

dation der Substrate meso-2,5-Hexandiol und (S)-1-Phenylethanol betrachtet.

9.8.1. Satzreaktorversuche mit in-situ Coproduktabtrennung

Satzrektorversuche mit partiell gereinigter Enzymldsung bzw. mit gefriergetrockneten E. coli
Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen werden entsprechend der in Abschnitt 9.4.4.2 beschriebe-
nen Vorschrift ausgefihrt. Zusatzlich wird fiir die in-situ Abtrennung des Coproduktes (iber eine
porose Glasfritte (D4) die Reaktionsldsung direkt mit Druckluft begast (Luftstrom 500 mL min™).
Um den Verlust an 2-Propanol und Wasser durch das Ausgasen moglichst gering zu halten, wird
die einzuleitende Luft zuvor mit diesen beiden Komponenten vorgesattigt. Dies erfolgt durch
Einleitung der Luft in ein 1:1 Gemisch von Wasser und 2-Propanol in einer Gaswaschflasche. Zur
Verminderung der Schaumbildung wird Polypropylenglycol (0.1 % v v™') dem Reaktionsgemisch
beigemengt.

Weiterhin wird die Reduktion von 2-Acetylfuran bzw. 2-Acetylpyridin und die Oxidation des
Substrates meso-2,5-Hexandiol betrachtet.

Bei Betrachtung der Oxidationsrichtung (vergleiche Abschnitt 9.8) erfolgt die Vorsattigung der

Luft mit einem Aceton / Wasser-Gemisch, als Cofaktor dient NAD* und als Cosubstrat Aceton.
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Fir Versuche mit immobilisiertem Enzym werden TRISOPOR®-Amino-Glastrdger (PartikelgrofRe
100-200 um, PorengroBe 49.8 nm, 400 mg) mit partiell gereinigter Enzymlosung (53.2 U,
16.22 mL bzw. 136.2 U, 20 mL) nach dem Standardimmobilisierungsprotokoll (Abschnitt 9.5.1)
immobilisiert. Der Einsatz von immobilisierter ADH-'A' erfordert keine zusatzliche Beimischung

von Polypropylenglycol.

9.8.2. Satzreaktorversuche mit integrierter online Analytik
9.8.2.1.  Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)
Umsetzung von Acetophenon / 2-Acetylfuran mit partiell gereinigter Enzymlésung

Deuteriertes Wasser und Acetophenon (100 mM), vorgeldst in 2-Propanol (10 % v v'') werden
vermischt. Das Gesamtvolumen (800 pL) enthalt 1 mM NADH. Die Reaktion wird durch Zugabe
partiell gereinigter Enzymlosung (5 pL, 0.2 U) gestartet. Vor Einbringen des NMR-R6éhrchens in
das NMR-Spektrometer wird die Probe zur besseren Durchmischung kurz geschittelt. Der Ver-
lauf der Reaktion wird online im Spektrometer verfolgt. Mit Hilfe der Makrosprache MAGICAL
(Varian) wird die automatisierte Aufnahme von Spektren nach definierten Zeitabstanden reali-
siert. Das Messintervall variiert zwischen 1-60 Minuten.

Die Umsetzung von 2-Acetylfuran erfolgt analog.

Umsetzung von 2-Acetylfuran mit E. coli Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen

Gefriergetrocknete E. coli Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen (7 mg, 1.2 Umg™) werden in
deuteriertem Wasser (720 pL) rehydratisiert (30 Minuten, 30 °C, 130 rpm). Das Gesamtvolumen
(800 pL) enthalt 1 mM NADH. Die Reaktion wird durch Zugabe von 2-Acetylfuran (9.8 mg,
0.09 mmol, 110 mM), vorgeldst in 2-Propanol (10 % v v'') gestartet. Die weitere Ausfilhrung des
Experiments wird analog der oben beschriebenen Vorschrift ausgefiihrt. Das Messintervall va-

riiert zwischen 1-30 Minuten.

9.8.2.2.  Infrarot-Spektroskopie (FTIR)
Wiissriges Medium

Partiell gereinigte Enzymldsung (3.6 U mL™ bzw. 4.4 U mL™, 20 mL) wird mit Kaliumphosphat-
puffer (100 mM, pH 7, 20.03 mL) und einer Mischung aus 2-Propanol und Acetophenon (Endkon-
zentrationen: 18 % v v' Cosubstrat, 80 mM Substrat) vermischt. Die Umsetzung wird durch Zu-
gabe des Cofaktors NADH in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7, 0.5 mL, NADH Endkonzen-
tration: 0.2 mM) gestartet. Das Gesamtvolumen der Reaktion betrdgt 50 mL. Die Durchmischung
erfolgt mit Hilfe eines Magnetriihrstabchens bei 30 °C. Der Verlauf der Reaktion wird online Gber
eine FTIR-Fasersonde beobachtet. Zusatzlich werden dem Gemisch Proben fir offline Messun-
gen (Gaschromatographie) in verschiedenen Zeitabstdanden entnommen. Die Probenaufarbei-
tung wird gemaR Abschnitt 9.4.4.2 durchgefihrt.
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Organisches Medium

Gefriergetrocknete E. coli Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen (400 mg, 1.2 U mg™') werden mit
Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7, 200 uL, 100 mM NADH) vermischt. Die Reaktionsmi-
schung wird mit 2-Propanol (10 % v v'!) und mit Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7) geséttig-
tem Toluol auf ein Endvolumen von 20 mL aufgefiillt. Die Umsetzung wird durch Zugabe von
Acetophenon (1 M oder 274 mM) gestartet. Die Durchmischung erfolgt mit Hilfe eines Fish-
Clip®-Rlhrers bzw. eines Magnetriihrstabchens bei 30 °C. Der Verlauf der Reaktion wird online
Uber eine FTIR-Fasersonde beobachtet. Zusatzlich werden dem Gemisch Proben fiir offline
Messungen in verschiedenen Zeitabstdnden entnommen. Fiir die Probenaufarbeitung wird die
Probe (50 pL) zunachst mit Toluol (250 uL) verdiinnt. Nach Abtrennung der Zellen durch Zentri-
fugation bei 13000 rpm (15.7 - 10° rcf, 2 min) wird der Uberstand gaschromatographisch unter-

sucht.

9.8.2.3. 2D Fluoreszenz-Spektroskopie

Satzrektorversuche mit partiell gereinigter Enzymlosung bzw. mit gefriergetrockneten E. coli
Tuner (DE3)/pET22b+-ADH-'A'-Zellen werden in einem geschlossenen Stahlreaktor durchgefiihrt.
Die Experimente werden entsprechend der in Abschnitt 9.4.4.2 beschriebenen Vorschrift ausge-
fiihrt, wobei die Konzentration an Cofaktor variiert wird (NADH oder NAD®, 0-1 mM). Ebenso
wird die Zell- und Enzymmenge in veranderlichen Mengen eingesetzt. Wahrend der Reaktion
werden online kontinuierlich 2D Fluoreszenzspektren mit dem BioView®-Gerat liber einen Licht-
wellenleiter aufgenommen. Dieser ist durch eine Quarzscheibe direkt mit dem Reaktor verbun-
den. Zusatzlich werden dem Reaktionsgemisch Proben fir offline Messungen in verschiedenen
Zeitabstanden entnommen. Die Probenaufarbeitung wird gemaR Abschnitt 9.4.4.2 durchgefiihrt.
Die Entnahme der Proben fiir die offline Messungen kann nur in der Zeit erfolgen, in der gerade
keine 2D Fluoreszenzspektren aufgenommen werden, da das einfallende Licht bei der Proben-
entnahme eine Verdanderung der online gemessenen Spektren bewirkt. Die Durchmischung wah-

rend der Umsetzung erfolgt mit Hilfe eines Magnetriihrstabchens.

9.8.3. Satzreaktorversuche in Toluol mit immobilisierter ADH-'A'

TRISOPOR®-Amino-Glastrager (PartikelgroBe 100-200 um, PorengroRe 49.8 nm, 400 mg) werden
mit partiell gereinigter Enzyml6ésung (136.2 U, 20 mL) nach dem Standardimmobilisierungspro-
tokoll (Abschnitt 9.5.1) immobilisiert. Die Trager werden mit Kaliumphosphatpuffer (100 mM,
pH 7, 200 pL, 100 mM NADH) vermischt. Die Reaktionsmischung wird mit 2-Propanol (11 % v v'!)
und mit Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7) gesattigtem Toluol auf ein Endvolumen von
20 mL aufgefullt. Die Umsetzung wird durch Zugabe von Acetophenon (250 mM) gestartet. Die
Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur geschiittelt (250 rpm). Fir die Probenaufarbeitung
werden die Proben (50 uL) mit Toluol (250 uL) verdiinnt und anschlielRend gaschroma-

tographisch untersucht.
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9.9. Kontinuierliche Reaktionsfiihrung

9.9.1. Umsetzung im kontinuierlich betriebenen Satzreaktor (CSTR)

TRISOPOR®-Amino-Glastrager (PartikelgrofRe 100-200 pum, PorengréRe 49.8 nm, 400 mg) werden
mit partiell gereinigter Enzymldsung (94.6 U, 20 mL) nach dem Standardimmobilisierungsproto-
koll (Abschnitt 9.5.1) immobilisiert.

Ein thermostatisierbarer Dreihalsrundkolben wird mit den immobilisierten Tragern (400 mg) und
Substratlésung (20 mM Acetophenon, 18 % v v’ 2-Propanol, 1 mM NADH in Kaliumphosphat-
puffer 100 mM, pH 7) beladen. Eine Schlauchpumpe mit zwei Schlduchen fordert kontinuierlich
mit einer Flussrate von 10 mL h™ Substratlésung aus einem bei 5 °C gekiihltem Reservoir in den
Satzreaktor bzw. mit der gleichen Flussrate aus dem Satzreaktor in einen Auffangbehilter. Die
Durchmischung der Reaktionsmischung wird mit Hilfe eines Fish-Clip®-Riihrers sichergestellt. Die
Reaktion wird bei 30 °C ausgefiihrt. Um beim Abpumpen der Reaktionslosung ein Verlust an
Glaspartikeln vorzubeugen, wird dem Schlauch ein Filter aus Polypropylen (2 um) vorgeschaltet.
Mit Hilfe eines Autosamplers wird dem Auslaufstrom stiindlich eine Probe (500 uL) entnommen.
Um ein Abstoppen der Reaktion durch moglicherweise abgeléste ADH-'A' zu gewéhrleisten, wird
Essigsdureethylester in geschlossenen Vials vorgelegt. Jede Probe wird zweifach mit Essigsaure-
ethylester (500 pL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden gaschromatogra-

phisch untersucht.

9.9.2. Umsetzung im Enzym-Membran-Reaktor (EMR)
9.9.2.1.  Partiell gereinigte ADH-'A"-Enzymlésung

Der Enzym-Membran-Reaktor (10 mL) wird fur 16 Stunden mit geklhlter (5 °C) Substratlésung
(20 mM Acetophenon, 18 % vv' 2-Propanol, 1 mM NADH in Kaliumphosphatpuffer 100 mM,
pH 7) mit einer Flussrate von 5 mL h™ mit Hilfe einer Kolbenpumpe gespiilt. Das Enzym wird
durch eine Ultrafiltrationsmembran aus regenerierter Cellulose (10 kDa, Durchmesser 63.5 mm)
retentiert. Die Membran wird vor dem Einsatz im Reaktor fiir 30 Minuten in Kaliumphosphat-
puffer (100 mM, pH 7) equilibriert. Die Flussrate wird auf 10 mL h™ erhoht und der Reaktor mit
filtrierter (0.45 um Spritzenfilter), partiell gereinigter Enzymlésung (25.8 U, 10 mL) Gber die dem
Reaktor vorgeschaltete Blasenfalle mit einer 10 mL Spritze innerhalb von 10 Minuten beladen.
Die Flussrate variiert zwischen 2-10 mL h™’. Die Permeatlésung wird (iber einen Fraktionssamm-
ler aufgefangen. Den verschiedenen Fraktionen werden Proben entnommen und standardmaRig
(Abschnitt 9.4.4) aufgearbeitet.

9.9.2.2.  Amino-funktionalisierte Nanodiamantpartikel
Typische Arbeitsvorschrift

Nanodiamantpartikel (20 mg) werden mit partiell gereinigter Enzymlésung (6.0 U, 2 mL) nach
dem Standardimmobilisierungsprotokoll (Abschnitt 9.5.1) immobilisiert. Der Enzym-Membran-
Reaktor wird entsprechend der Vorschrift in Abschnitt 9.9.2.1 vorbereitet. Die immobilisierten

Partikel werden Uber die Blasenfalle innerhalb von 15 Minuten mit einer 10 mL Spritze in den
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Reaktor eingebracht und im Reaktor durch eine Ultrafiltrationsmembran aus regenerierter
Cellulose (100 kDa, Durchmesser 63.5 mm) zuriickgehalten. Die Flussrate betragt wahrend der
Betriebszeit 10 mL h™'. Die Permeatlésung wird mit einem Fraktionssammler bzw. einem Auto-
sampler aufgefangen. Den mit dem Fraktionssammler aufgefangenen Fraktionen werden Proben
entnommen und standardmaRig (Abschnitt 9.4.4) aufgearbeitet. Die mit Hilfe des Autosampler

aufgefangenen Proben werden gemaR Abschnitt 9.9.1 aufgearbeitet.

Weitere Umsetzungen mit amino-funktionalisierten Nanodiamantpartikeln im Enzym-Membran-
Reaktor erfolgen nach dem oben erlduterten Prinzip. Die exakten Bedingungen sind im Folgen-

den (Tabelle 9.3) zusammengefasst.

Tabelle 9.3: Bedingungen der Umsetzungen im Enzym-Membran-Reaktor mit auf Nanodiamantpartikel
immobilisierter ADH-'A’.

Partikelmenge Enzymbeladung PorengréRe der Membran Flussrate

[mg] (U] [kDa] [mLh?]
20 6.0 100 10
203 28.7 100

20 4.5 10

2 Zur weiteren Vernetzung der Enzyme auf dem Tragermaterial wird das nach dem Standard-

immobilisierungsprotokoll (Abschnitt 9.5.1) aufbereitete Immmobilisat einer zusatzlichen Behandlung
mit Glutardialdehyd-Lésung (0.2 %ig, 2 mL, 4 °C, 30 min) unterzogen. Das Immobilisat wird vor Einsatz
im EMR mit Kaliumphosphatpuffer (5 x 2 mL) gewaschen.
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9.9.2.3.  Integration der in-situ Coproduktabtrennung
Typische Arbeitsvorschrift

Der Enzym-Membran-Reaktor (10 mL) und das Umlaufsystem mit der Blasensdule werden mit
18 % v v'' 2-Propanol in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7) gespiilt. Ein Setup aus drei Pum-
pen gewdhrleistet Zu- und Ablauf des Rektors und die Umwalzung im Umlaufsystem. Die Zufiih-
rung der Substratlésung und die Umwalzung im Umlaufsystem werden mit Hilfe von HPLC-Pum-
pen ausgeflihrt. Um eine kontinuierliche Reaktionsfiihrung zu gewahrleisten, wird dem Umlauf
am Ablauf des Reaktors Reaktionslosung mit Hilfe einer Zahnradpumpe entzogen. Die Menge
der abgefiihrten Losung soll dabei der Menge der zugefiihrten Substratlésung entsprechen. Das
Enzym wird durch eine Ultrafiltrationsmembran aus regenerierter Cellulose (10 kDa, Durch-
messer 63.5 mm) retentiert. Als Blasensaule wird ein zylindrisches GlasgefdR mit einem
Fassungsvolumen von 80 mL verwendet. Uber die dem Reaktor vorgeschaltete Blasenfalle wird
filtrierte (0.45 um Spritzenfilter), partiell gereinigte Enzymlésung (72.0 U, 16.4 mL in 3.6 mL
2-Propanol) in das System eingebracht.

Die Abstimmung der Pumpen fiir den Zu- und Ablauf erfolgt nach Einspeisung des Enzyms in den
Reaktor. Fir die Zeit der Begasung der Blasensaule wird Luft mit einem Volumenstrom von 200-
300 mL min™ tiber eine Metallfritte in die Blasensaule eingetragen. Die Luft wird ab einem Drittel
des Flussigkeitsspiegels in die Blasensaule eingetragen. Das Absaugen der Losung fiir den Umlauf
erfolgt unterhalb der Begasungsebene, um ein Umpumpen von Luftblasen zu vermeiden. Die
Blasensaule wird nach dem Gegenstromprinzip betrieben. Die Lésung mit hohem Aceton- und
Produktanteil, die aus dem EMR austritt, wird von oben in die Blasensdule hineingetropft. Um
den Verlust an 2-Propanol und Wasser durch das Ausgasen moglichst gering zu halten, wird die
in die Blasensdule geleitete Luft zuvor mit diesen beiden Komponenten vorgesattigt, indem die
Luft zunachst durch ein 1:1 Gemisch von Wasser und 2-Propanol in einer Gaswaschflasche gelei-
tet wird. Im kontinuierlichen Betrieb wird die Vorlage in der Gaswaschflasche taglich gewechselt.
Die Volumenstrome der Pumpen werden am Ende des Experiments bestimmt. Es ergeben sich
folgende Flussraten: Substratzulauf (P1) 5.8 mLh™, Umlauf (P2) 85.9mLh™, Auslass (P3)
4.32 mLh™. Das Volumen in der Blasensaule variiert zwischen 15 und 35 mL. Mehrmals taglich
wird das Volumen in der Blasensaule kontrolliert und bei Bedarf verringert oder durch Substrat-
I6sung aus dem Vorlagebehalter ersetzt.

Die Blasensdule und der Enzym-Membran-Reaktor werden bei 30 °C und der Substratvorlage-
behilter (20 mM Acetophenon, 1 mM NADH, 18 % v v’ 2-Propanol in Kaliumphospatpuffer
100 mM, pH 7) bei 5 °C temperiert. Aufgrund der Instabilitdt des Cofaktors wird die Loésung im
Substratvorlagebehélter in einem Abstand von 2 Tagen gewechselt.

Die Permeatlosung wird Uber einen Autosampler aufgefangen. Die Proben werden gemafld Ab-
schnitt 9.9.1 aufgearbeitet.

Weitere Umsetzungen mit partiell gereinigter Enzymlésung im Enzym-Membran-Reaktor und
integrierter in-situ Coproduktabtrennung erfolgen nach dem oben erlauterten Prinzip. Die exak-

ten Bedingungen sind im Folgenden (Tabelle 9.4) zusammengefasst.
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Tabelle 9.4: Bedingungen der Umsetzungen im Enzym-Membran-Reaktor mit partiell gereinigter Enzym-
I6sung und integrierter in-situ Coproduktabtrennung

Enzymbeladung Cofaktor Substrat Flussrate [mL h™] Volumenstrom
(U] [mM] [mM]  p1 P2 p3  [mLmin”]
72.0+36.0 1 (NADH) 20 5.8 85.9 4.3 0/200-300
94.4 0.1/0.2/0.5 (NADH) 20/40 4.5 88.7 4.9 160-250

33 + 1.95- 73.9- 3.1-
72.0+22.0 0.15/0.2/0.5 (NAD") 20/80 37 346 43 0/300-350

Detaillierte Reaktionsbedingungen sind den jeweiligen Abbildungsunterschriften zu entnehmen.

33

Um der Beschadigung der Membran durch eine Sinterplatte mit Rillen vorzubeugen, wurde in diesem
Experiment mit einem pordsen Teflonmaterial mit glatter Oberflaiche gearbeitet, welches in eine

Lochsinterplatte eingelegt wird.
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A Chromatogramme

A.1 Gaschromatographie

Die abgebildeten GC-Chromatogramme zeigen die Auftrennung der in dieser Arbeit ver-

wendeten Verbindungen. Die Bedingungen werden tabellarisch aufgefiihrt (Tabelle 9.5).

Tabelle 9.5: Verwendete Methoden fiir die GC-Analytik.

Methode | I 1 \Y) \
= ) N = O = O
Temperaturprogramm IS ~ O N O o © o O
o o - o o o
° o 0O o O o 0O o 0O
(@) 0O O~ 0O - 0O -
~ ~ e ' ~ o ~ B
= 85 53 53 5%
3 3 35 o 3 5 7 5 5
) =) ' ~ 1 ;
= 3 ) Pt G \)
o = ° ° (O}
o e A 0 °
Q N3 >3 o
= 8 5 3 S 3
o =) 3
1 n 1 ' 1 X
~ N
> S
5 g
Detektortemperatur [°C] 250 250 250 250 250
Tragergasfluss [ml min™] 40 40 40 40 40
Make-Up (He) [ml min™] 45 45 45 45 45
Luftfluss [mL min™] 350 350 350 350 350
Injektortemperatur [°C] 220 220 220 220 220
Splitverhaltnis 30:1 30:1 30:1 12:1 100:1
Splitfluss [ml min™] 90 90 89.9 36 721
Saulenvordruck [bar] 1.0 0.81 0.78 0.75 1.49
Saulenfluss [mL min™] 3 3 3 3 7.2

Die Messungen wurden an einem Agilent 6890 Series Gaschromatographen durchgefiihrt. Es
wurde eine chirale Sdule der Firma CS-Chromatographie Service GmbH, Saulentyp FS-Cyclodex
RB—I1/P, 50 m x 0.46 mm AD x 0.32 mm ID, Sdulennummer CS 32368-1 verwendet. Als Trigergas

wurde Wasserstoff eingesetzt.
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Methode I: Acetophenon (9.86 min) Methode I: rac-Phenylethanol (12.25 und
12.51 min)
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Methode I: Umsetzung Acetophenon zu Methode I: (S)-Phenylethanol (11.99 min)
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25.96 min)
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Methode Ill: Umsetzung 2-Acetylpyridin (15.53

min) zu (S)-2-(1-Hydroxy)ethylpyridin (16.26

min)
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Methode IV: Umsetzung 2-Acetylfuran (16.54
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min zu (S)-1-(2-Furyl)ethanol (16.83 min)
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Methode V: 2,5-Hexandion (13.28 min)
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Methode V: meso-2,5-Hexandiol (14.86 min)
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Methode V: Aceton (1.84 min)
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Methode IV: rac-1-(2-Furyl)ethanol (17.19 min

(S), 17.28 min (R))
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Methode V: (R)-5-Hydroxyhexan-2-on (13.29-

14.29 min), isoliertes Material
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Methode V: 2-Propanol (2.06 min)
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A.2 Fliissigkeitschromatographie

Die Auftrennung der 2-(1-Hydroxy)ethylpyridin-Enantiomere erfolgt mittels chiraler HPLC an
einer Sykam HPLC-Anlage mit einer chiralen Daicel CHIRALCEL® OD-H S&ule.

Methode:
Eluent: 98 % Isohexan / 2 % 2-Propanol
Flussrate: 0.75 mL min™

Temperatur: 10 °C

Detektion: uv, 254 nm
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S >
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rac-2-(1-Hydroxy)ethylpyridin (22.16 min (R), (R)-2-(1-Hydroxy)ethylpyridin (22.06 min)
25.28 min (S))



B Stabilitat Katalysatorformulierungen

Tabelle 9.6: Ubersicht liber die durchgefiihrten Stabilititsmessungen.
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Desaktivierungsrate [h'l] 0.037 0.003 0.002 0.017 0.011 0.027
Halbwertszeit [d] 7.7 11.1 11.2 1.2 4.0 1.1
normierte
Halbwertzeit [d U] - 0.43 0.19 0.41 0.29 0.50
Aktivitat [U] 95.4 25.8 94.6 6.0 28.7 4.5
Immobilisierungsausbeute [%] - - 99.6 100 99.5 100
Aktivitatsausbeute [%] - - 62 49 49* 49
Reaktoraktivitat [U] - 25.8 58.4 2.96 14.0 2.2
Trager [mg] - - 400 20 20 20
Volumen [mL] 20 10 20% 10 10 10

35

* Fir die Berechnung der Gesamtaktivitit wurde die allgemeine Aktivititsausbeute von 49 %, die sich

bei dem Standardimmobilisierungsprotokoll fir die Nanodiamantpartikel ergibt, angenommen.

Volumen verringert sich mit der Zeit.
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C Ubersicht der Gesamtkinetik®®

Teilreaktion 1 - Reduktion von Acetophenon

Anhang
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Teilreaktion 2 - Oxidation von 2-Propanol
v, = vmax,z [IP] [NAD+]
2
AC NADH
(Km,IP (1 + I[( ]) + [IP]) (Km,NAD+ (1 + E(—]) + [NAD+])
i,AC i,NADH
3 3
2.5 25
| |
- —
g 2 S 1
2,1 5h 2-Propanol|| 2, v NADH||
5 : > Aceton = 1.5 A NADY
s s *
x x
<05 <
0.5 v
C I L L L i L I L
0 500 1000 1500 2000 2500 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Konzentration [mM]

36

Konzentration [mM]

Reaktionen jeweils in KP;-Puffer (100 mM, pH 7.0), Reaktionstemperatur 30 °C, 4.4 - 10-2 U ADH-'A".

Die variierten und konstanten Konzentrationen sind Tabelle 9.1 zu entnehmen.
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Teilreaktion 3 - Oxidation von Phenylethanol

Pa = vmax,3 [PE] [NAD+]
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D Definition der Kennzahlen

Umsatz

Der Umsatz (X) ist der Quotient aus der Konzentration des umgesetzem Substrat und der Aus-

gangssubstratkonzentration.

(s] s X Umsatz
X = ([)S] 5] [] [S]  Substratkonzentration
0 [Slo Anfangssubstratkonzentration
Zykluszahl

Die Zykluszahl (TTN) ist ein Mal} fur die Katalysatorausnutzung bzw. Cofaktorausnutzung in
einem Produktionsprozess. Sie ist definiert als Quotient aus gebildetem Produkt und ver-

brauchtem Katalysator.

TTN Zykluszahl

n |
P m ] np Stoffmenge Produkt

TTN = — |==
Nkat mol

Ngat Stoffmenge Katalysator bzw. Cofaktor

Raum-Zeit-Ausbeute

Die Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) gibt die Produktivitat eines Prozesses wieder. Sie ist definiert als

Produktmenge pro Zeit und Reaktorvolumen und somit unabhangig vom Mal3stab des Reaktors.

RZA Raum-Zeit-Ausbeute

mp g mp  Masse des gebildeten Produktes
rzA=— [E] o
tV Ld t Benétigte Zeit
4 Reaktorvolumen

Enantiomereniiberschuss

Der Enantiomereniiberschuss (ee) beschreibt den Uberschuss der Stoffmenge des einen Enantio-

mers Uber der Stoffmenge des anderen Enantiomers.

ee Enantiomerentiiberschuss
Ing — ngl .
ee = Py [-] ng Stoffmenge des S-Enantiomers
Ng T Np .
ng Stoffmenge des R-Enantiomers
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E MATLAB-Skripte

Fir die Arbeit relevante MATLAB-Skripte werden in gekiirzter Form dargestellt.

E.1 Bestimmung kinetischer Parameter

Die experimentellen Daten werden aus einer Excel-Tabelle ausgelesen und das kinetische Modell
bzw. die entsprechende Formel an diese Daten gefittet. Das Skript besteht dabei jeweils aus zwei
Dateien. Das Beispielskript wird fiir die Bestimmung der kinetischen Parameter der ersten

Teilreaktion, der Reduktion von Acetophenon, eingesetzt.

Kinetisches Modell:

v, = Vmax,1 [AP] [NADH]
1= PE NAD*
’ Ki,PE ’ Ki,NAD+
Datei 1: Kinetik_Reaktion_Il.m
% Einlesen von Aktivitdten und Konzentrationen
file = 'Daten_Kinetik Reaktion I.xls';
rate = xlsread(file, 'Reaktion_I', 'K10:K72');
conc = xXlsread(file, 'Reaktion_I', 'E10:I72');
% Startwerte fir die Parameterbestimmung
vmax = 6;
km_AP = 1;
km NADH = 0.05;
ki PE 1;
ki_NAD = 0.1;
parameter_0 = [vmax; km_AP; km_NADH; ki_PE; ki_NAD];

Q

% Non-linear least square data fitting

[parameter residual jacobian sigma MSE] =
nlinfit (conc, rate, @Formel_Reaktion_I, parameter_0);

Q

% Berechnung der Abweilchungen

variation = nlparci(parameter, residual, 'covar', sigma);
variation = abs((variation(:,1)-variation(:,2))/2);

% Speichern der Parameter

save ('Parameter_Reaktion I.mat', 'parameter');
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Datei 2: Formel_Reaktion_Il.m

function F = Formel_ Reaktion_ I (parameter_0, data)

AP = data(:,1);
NADH = data(:,2);
PE = data(:,3);
NAD = data(:,4);
vmax = parameter_0(1);
km_ AP = parameter_0(2);
km_NADH = parameter_0(3);
ki_PE = parameter_0(4) ;
ki_NAD = parameter_0(5);

F = vmax*AP.*NADH./
((km_AP* (1+(PE./ki_PE))+AP) .* (km_NADH* (1+ (NAD./ki_NAD) ) +NADH) ) ;

end

E.2 Simulation von Umsetzungen

Fir die Simulation von Umsetzungen werden zundchst die Parameter aller Teilreaktionen

geladen und das aufgestellte Gleichungssystem geldst. Das Skript besteht aus zwei Dateien.
Datei 1: Simulation_Batch.m

o)

% Einlesen der Parameter

pI = load('Parameter_ Reaktion_I.mat');

pII = load('Parameter_Reaktion_ II.mat');

pIII = load('Parameter_Reaktion_III.mat');

pIV = load('Parameter_ Reaktion_IV.mat');

parameter = [pI.parameter plIl.parameter pIII.parameter pIV.parameter];

% Definition der Startparameter
% Reihenfolge: [AP NADH PE NAD IP AC]

c_0 = [20 1 0 0 2355 01;
time = 0:1:360;

% Simulation

[tn yn] = ode45(@Simulation_Batch_Model, time, c_0, [], parameter);
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Datei 2: Simulation_Batch_Model.m

function dy = Simulation_Batch_Model (time, c_0, parameter)

AP = c_0(1);
NADH = c_0(2);
PE = c_0(3);
NAD = c_0(4);
IPp c_0(5);
AC = c_0(6);
vmax = parameter (1, :);
kma = parameter(2,:);
kmb = parameter(3,:);
kip = parameter (4, :);
kig = parameter (5, :);

o°

Umsetzung AP --> PE
1 = vmax(1l)*AP.*NADH. /
((kma(l)*(1+(PE./kip(1)))+AP) .* (kmb (1) * (1+ (NAD./kiqg(1l)))+NADH)) ;
Umsetzung IP --> AC
2 = vmax(2) *IP.*NAD./
((kma(2)* (1+(AC./kip(2)))+IP).* (kmb(2)* (1+ (NADH. /kig(2)))+NAD)) ;
Umsetzung PE --> AP
3 = vmax(3) *PE.*NAD. /
((kma (3)* (1+(AC./kip(3)))+PE) .* (kmb(3) * (1+ (NADH. /kig(3)))+NAD)) ;
Umsetzung AC --> IP
4 = vmax(4)*AC.*NADH. /
((kma(4)*(1+(PE./kip(4)))+AC) .* (kmb(4) * (1+ (NAD. /kiqg(4)))+NADH) ) ;

<

oe

<

o

<

oP

<

dy (1) = v_3 - v_1;

dy(2) = v.3 - v_ 1 + v _2 - v_4;
dy(3) = v_1 - v_3;

dy(4) = v_4 - v.3 + v_1 - v_2;
dy(5) = v_4 - v_2;

dy(6) = v_2 - v_4;

dy=dy"';

end

Die Skripte der Simulation eines kontinuierlich betriebenen Reaktors stimmen zum groten Teil
mit den Skripten fiir Satzreaktoren Uberein. Analog zu den berlicksichtigten Konzentrations-

anderungen wird der Verlust an Enzymaktivitat in die Berechnungen integriert.
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E.3 Chemometrische Auswertung

Die chemometrische Auswertung spektraler Daten ist unabhdngig von der Art der Spektren. Die
Korrelation der Spektren mit Konzentrations- oder Umsatzdaten, sowie die Berechnung von
Umsadtzen aus einem Spektrum mit Hilfe des chemometrischen Modells sind die Grund-

operationen.

Datei 1: Beispiel_Chemometrie.m

% Einlesen der Fluoreszenzdaten und offline bestimmten Umsé&tze

Datal = xlsread('Fluoreszenz_Messungl.xls', 1, 'E2:EH90');
X_offline = xlsread('Umsdtze GC.xls', 1, 'Al:A20');

% Erstellung des Modells mit 3 Faktoren

[XFac, YFac, Core, B] = npls(Datal, X_offline, 3);

% Einlesen der Fluoreszenzdaten aus einer anderen Umsetzung
Data2 = xlsread('Fluoreszenz_ Messung2.xls', 1, 'E2:EH90');
% Vorhersage der Umsdtze aus den neuen Fluoreszenzdaten

X_predicted = npred(Data2, 3, XFac, YFac, Core, B);
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F Abkiirzungsverzeichnis

A
AC
AD
ADH
AP
ATR
BSA
BTM

CalB
CLEA
CSTR
CvD
e
DNA
DTGS
DSP

EA

EC

E. coli
EDTA
ee
EMR
eq.
FAD

FD

FDH
FM
FTIR
FT-NMR
FT-MIR
GC
GDH
HPLC

Angstrom (10™° m)

Aceton

AuBendurchmesser

Alkoholdehydrogenase

Acetophenon

Abgeschwachte Totalreflexion (attenuated total reflectance)
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Biotrockenmasse

Konzentration

Candida antarctica Lipase B

cross-linked enzyme aggregate

kontinuierlich betriebener Satzreaktor (continuous stirred tank reactor)
chemische Gasphasen-Abscheidung (chemical vapour deposition)
Reaktionsenthalpie

Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
deuteriertes Triglycinsulfat

Produktaufarbeitung (down-stream-processing)
Enzym

Enzymaktivitat

Enzymklassifikation (enzyme commission)
Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Enantiomereniiberschuss

Emzym-Membran-Reaktor

Equivalent

Flavin-Adenin-Dinukleotid

Fluoreszenz-Detektion

Formiat Dehydrogenase

Feuchtmasse

Fourier-Transformations-Infrarot
Fourier-Transformations-Kernspinresonanz
Fourier-Transformations Mid-Infrarot
Gaschromatographie

Glukose Dehydrogenase
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography)

Innendurchmesser

2-Propanol

in-situ Produkt Abtrennung (in-situ product removal)
Geschwindigkeitskonstante
Massenwirkungskonstante

Desaktivierungsrate

Inhibierungskonstante

Michaelis-Konstante

Sorptionskoeffizient

Kaliumphosphat
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LDH
LM

MCT
MW
MWCO
NADH
NADPH
NMR

PE
PEG
PFR
PQQ
PV
PVPP

rom
rcf

RMSE
RZA

RT

S
SDS-PAGE

STR
T

ty,

T
Tris
ThDP
™
TTN

UF

Umax

VIsPR

-1
%VvVv

Lactat Dehydrogenase

Leucin Dehydrogenase

Losungsmittel

Molare Masse [g mol™]

Quecksilber Cadmium Telluride (mercury cadmium tellurid)
Molekulargewicht

Trennscharfe nach Molekulargewicht (molecular weight cut off)
B-1,4-Nicotinamidadenindinucleotid
B-1,4-Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)

Produkt

Phenylethanol

Polyethylenglycol

Strémungsrohr (plug flow reactor)

Pyrrolochinolinchinon

Pervaporation

Polyvinylpolypyrrolidon

Beladung

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) [min™]
relative Zentrifugalkraft (relative centrifugal force) [g]
Radius

Riickvermischung

Wourzel der quadratischen Fehlersumme (root mean square error)
Raum-Zeit Ausbeute

Raumtemperatur

Substrat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
gerlhrter Satzreaktor (stirred tank reactor)

Verweilzeit

Halbwertszeit

Temperatur

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Thiamindiphosphat

Trockenmasse

Zykluszahl (total turnover number)

Units [umol min™]

Ultrafiltration

Reaktionsrate

maximale Reaktionsrate

Rate der Coproduktabtrennung

Pumprate

Volumenprozent

Umsatz
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