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Kurzzusammenfassung

Die hohe Diversitat der Biokatalysatoren bietet ein groRes Potenzial fiir die Anwendung in einer
Vielzahl von Prozessen der Chemie-, Pharma- und Lebensmittelindustrie. Das Potenzial von
Sauerstoff verbrauchenden Enzymen, wie z.B. Oxidasen, hinsichtlich der Anwendungen und der
Synthese interessanter Produkte ist industriell bedeutsam. Eine Herausforderung stellt die geringe
Loslichkeit von Substraten in wassrigen Medien dar, welche haufig die Limitierung des Prozesses
ausmachen. Hierfiir bietet die sogenannte Feinblasentechnologie ein hohes Potenzial zur
Optimierung des Sauerstoffeintrags durch Verkleinerung der eingebrachten Phasengrenzflaiche und
hohere Verweilzeiten der Blasen. Um dabei die begasungsspezifischen Effekte, insbesondere die
erzeugten Blasengrofien, auf eine biokatalytische Reaktion zu untersuchen, werden detaillierte
Kenntnisse bezliglich der Reaktionsparameter wie Stabilitdt, Temperatur- und pH-Profil des
Modellenzymsystems bendtigt. Es konnten  erfolgreich  vier = Modellenzymsysteme
Glucoseoxidase/Katalase, Tyrosinase/Ascorbat, NADH Oxidase/Alkoholdehydrogenase und
Cytochrom P450/Glucosedehydrogenase etabliert und fiir einen Begaservergleich ausgewdahlt
werden. Die optimalen Reaktionsbedingungen wurden ermittelt und hinsichtlich des auf v
basierenden enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchs verglichen. Um die Einschrankung
durch geringe Sauerstoffloslichkeit zu umgehen, ist die Optimierung der Sauerstofftransportrate
durch Verringerung der BlasengrdlRe der Schliissel zur Erhéhung der Reaktionsraten. Hierbei konnten
verschiedene Fein-, Submilli- und Makroblasenbegaser beziiglich des Stofftransports charakterisiert
werden. Im Vergleich zur Feinblasenbegasung resultierte die Begasung mit Makroblasen in einem
25-fachem und die Begasung mit Submilliblasen in einem 12-fachem hoheren Gasverbrauch, welches
die hohe Effizienz der Feinblasenbegasung bezliglich Gasverbrauch und Stofftransport im Riihrkessel
unterstreicht. Neben dem  begaserspezifischen  Stofftransport sind die  maximalen
Sauerstoffverbrauchsraten und insbesondere die Enzymstabilitdit im begasten System von
entscheidender Bedeutung, um hohe Reaktionsgeschwindigkeiten zu erreichen. In dieser Arbeit
konnte ein signifikanter Einfluss der generierten BlasengroRen auf die Enzymstabilitdt im begasten
Rihrkessel im direkten Vergleich von Makro- und Feinblasenbegasung fiir 6 verschiedene Enzyme
festgestellt werden. Am Beispiel der Glucoseoxidase konnte erfolgreich demonstriert werden, dass
die Feinblasen- im Vergleich zur Makroblasenbegasung bei konstanten k,a von 160 1/h zu einer
Erhéhung der Halbwertzeit von 2,11 h auf 33,4 h um den Faktor 15,8 fiihrte. Weiter wurde
festgestellt, dass Scherkrafte, welche durch Rihren, Gasimpuls, Koaleszenz sowie Blasenaufplatzen
auf das Enzym wirken, durch die Bestimmung des kleinsten durch Energiedissipation erzeugten
Wirbel (Kolmogorov-Lange) nicht beeinflusst werden. Dennoch fiihren die eingebrachten Scherkrafte
zu einer Erhohung der Phasengrenzfliche zusatzlich zu der durch die Begasung generierten
Phasengrenzflache. Infolge dessen kann die Wechselwirkung des Proteins mit der Phasengrenzflache
zur Abnahme der Enzymstabilitat fihren. Die Wahl des Begasers ist dabei immer eine Abwagung
zwischen Steigerung des Stofftransports und Verringerung der Enzymstabilitdit. Am Beispiel der
Gluconolactonsynthese konnte durch Feinblasenbegasung die Ausbeute um 30% und die
Sauerstoffokonomie um den Faktor 41 im Vergleich zur Begasung mit Makroblasen gesteigert
werden. Ergdnzend konnten am Anwendungsbeispiel der L-DOPA Synthese die vorherigen Ergebnisse
erfolgreich mit einem unabhangigen zweiten Reaktionssystem reproduziert werden. Dies
unterstreicht die hohe Effizienz der Feinblasenbegasung im Hinblick auf die Gasnutzung, ihr enormes



Potenzial zur Reduzierung des Gasverbrauchs und zur Optimierung der Produktivitat fur
Anwendungen in der Biokatalyse.



Abstrakt engl./ dt.

This work is focusing on oxygen as gaseous substrate, in order to compare fine bubble with
established macro- and submillibubble aeration techniques and investigates the feasibility for
application in biocatalysis. The utilization of fine bubble aeration is s demonstrated to be beneficial in
view of yield, gas utility, oxygen atom economy, mass transfer performance and enzyme stability.
Especially, the enhanced gas utilization and enzyme stability provides a high potential for the
optimization of processes in aerated (bio)-catalytic reactions. Due to this, fine bubble technology is
offering the possibility to reduce the production costs by reducing process gas streams and the
demand of enzymes in industrial biocatalysis.

Im Fokus dieser Arbeit steht Sauerstoff als gas formiges Substrat, Begasungstechniken mit Fein-,
Submilli- und Makroblasen beziiglich der Anwendung und Machbarkeit in der Biokatalyse wurden
daflr miteinander verglichen. Die vorteilhafte Anwendung von Feinblasenbegasung konnte anhand
der Erhéhung der Ausbeute, der Gasnutzung, der Sauerstoffékonomie, des Stofftransports und der
Enzymstabilitdit demonstriert werden. Insbesondere die erhdéhte Gasnutzung und Enzymstabilitat
verfligt Gber ein hohes Potenzial flr die Optimierung von Prozessen in begasten (bio)-katalytischen
Reaktionen. Weshalb die Feinblasentechnologie eine Moglichkeit darstellt, Produktionskosten durch
Reduzierung der Prozessgasstrome sowie des Enzymbedarfs in der industriellen Biokatalyse zu
senken.



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 13
1.1  Begasung in der VerfahrensteChnik ...........ooooiiiiiiiii e e 14
1.1.1  Stofftransport und FiIMthEOorie ......ccoeeiiiiieiei e 14
1.1.2  Rihrkesselreaktoren und StromMUNESIEZIME......cccccuviiiiiiiiee et e e 16
1.2 Fein-, Submilli- und Makroblasen ... 21
00 T 1 o o'y 25
00 S N @) (o [o T Yo U] 4 = -Y=1 o O PSP TPROPPR 25
1.3.2 Michaelis-Menten Kinetik und Enzymdeaktivierung.........cccocccevveeeeeeeiicccinieeene e, 26
1.4 Motivation UNd ZIielSETZUNG......uuuiiiii ittt e e et e e e e e e et b e e e e e e e eeanrraeeeeeeeennssaneas 28
2 Material und Methoden 29
2.1  Verwendete Chemikalien, ENzyme UNd GEIELE .........ceeeecuiiiiiiiieecciie ettt eeeee e e e ser e e s saae e e snreeeeans 29
A 07 A 0 T 1 oYL = L €T 1YY= 2SR SP R 31
2.2.1  GlucoseoXidase (GOX) ASSAY....cccueeeerrreeeiiirreeeairreeesiireeessrreeessseeeesssreesessseessssssees 31
2.2.2  NADH-OXIdase (NOX) ASSAY.....ccouureeriirrreeeiirreeeeeirreeeesisreeeessreeeesisseseesssseeeessssesessssses 31
2.2.3  TYrosinase (TYR) ASSAY ...cccuuieeiiiiieeeeiiieeeeiiteeeestteeeesveee s enabaeesssabaeeeesnsteesennsenessnnnenas 32
2.2.4  Monooxygenase (BM3 Cytochrom P450 WT) ASSAY ....cceeereeeeeiirireeeeiieeeeevreee e 32
2.2.5  Alkoholdehydrogenase (ADH) ASSAY .....cccccueereiiuieeeiiiieeeeirieeeeeireeeeeieee e esveeeeeeaneeas 32
2.2.6  Glucosedehydrogenase (GDH 105) ASSAY .....cccccuueeeeiiuireeeiirieeeeeieeeeeeireeeeetreeeeeneeas 32
2.3 Herstellung von zellfreiem Extrakt der NADH-OXidaSe .....cccccieeiiiiiiieeeieeiiiieieee e e eecirree e e e e e e eevvaaeeea e 33
2.4 Fein- Submilli- und Makroblasenbhegaser...........ceui i e a e 34
2.5 Dynamische Methode zur Bestimmung des k,a-Wertes und Sauerstoffkonzentrationsmessung...... 35
2.6 ProteinkonzentratioNSheStIMMUNG ......coooi i e e e e e aer e e e e e e e aaaaeeaaaeean 35
2.7  Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC).......cccuiiiiiiieieiiie ettt et 36
2.8  GASChromatographie (GC)......ciiccuiieiiiieeeeieeecte e e eree e e st e e s te e e st e e e esntaeeseasaeeeessreeeesssseesssseeaesssenaanns 37
2.9 Bestimmung der BlasengrofRenverteilung mit SOPAT ......cooi it e e e e e e e e 38
2.10 Ultrafeinblasen Generation Mit AMB3........coociiiiiiiriee ettt sre e st e s e e sbe e s beesareesarees 38
2.11 Nanopartikel-/ UltrafeinblasenmeESSUNG ........c.eoivieeiiiii ittt st et sreeeareas 39
2.12 Reaktions- und ENnzymstabilitatsVersuChe. ..... ..o 40
2.13 Funktionalisierung und Immobilisierung an Polyamid 12 (PA-12) Partikel.........ccceeeviveeiviveeeecieeens 41
3 Ergebnisse und Diskussion 42
3.1  Enzym Charakterisierung im nicht begasten SYStEM .........coovcviiiiiiiie e 42
3.1.1  Glucoseoxidase (GOxX)/ Katalase (Cat.) ......ccceeerirvueeiieiiieieitee st eereeesee e s 42
3.1.2  Tyrosinase (TYR)/ASCOrbat (ASC.)..cccuiiieieeieectee et eetee ettt eeaee e 44
3.1.3 NADH Oxidase (NOX)/ Alkoholdehydrogenase (ADH).......ccoveveeveeeireecreenreenreeneeene 47
3.1.4 BMS3 Cytochrom P450 WT (P450)/ Glucosedehydrogenase (GDH 105).................. 52

3.1.5  Ubergeordnete Diskussion der enzymmengenspezifischen
Sauerstoffverbrauchsraten und Enzymcharakterisierung.......cccococevevecveeiiiiiveeenns 54
3.2 Untersuchung der begaserspezifischen Stofftransportleistung und BlasengrofRenverteilung ........... 55

3.2.1 Begaserspezifischer Stofftransport bei Variation der Begasungsrate..................... 56



Vi

3.2.2  Vergleich der ausgewahlten Begaser hinsichtlich der erzeugten

BlasengroRenverteilung bei konstantem K@ .......ccoccveeeeeiieeicciee e, 60
3.2.3  Zusammenfassung und libergeordnete Diskussion bezliglich Gasverbrauch und
StofftransportlimitiErUNE .......eeeeeii e 64
3.3 Charakterisierung und Anwendung von Ultrafeinblasen am Beispiel der Glucoseoxidase ................ 69
3.4  Untersuchung der Enzymstabilitdt im begasten RUhrkessel..........ccccoeieeiiiieiiiieice e, 75
34.1 Untersuchung der Enzymstabilitat bei Makro- und Feinblasenbegasung .............. 76
3.4.2  Variation der Begasungsrate und Enzymstabilitdt am Beispiel der
GlUCOSEOXIUASE ...eiuvvieiiieeiiee sttt ettt s re e sbe e s tee e sabe e sbb e e sabeesbaesaeeesabeeen 80
343 Enzymdeaktivierung durch Oxidation und Scherkrafte..........cccooveeeeeeniiciiiieennennnn. 82
3.4.4 Intermedidre Zusammenfassung zur Enzymdeaktivierung..........cccoecoeeeeciieeeennnen. 89
3.5 Anwendung von verschiedenen Begasungssystemen in praparativen Biotransformationen ............ 90
3.5.1 Untersuchung des Riihrer-Leistungseintrags auf die Produktivitat einer
enzymatischen Himbeerketonsynthese .........ooccviiieiee e 91
3.5.2  Anwendung der Feinblasentechnologie am Beispiel der Gluconolactonsynthese .95
3.5.3  Anwendung der Feinblasentechnologie am Beispiel einer L-DOPA Synthese
sowie SelektivitatSoOptimierUNG .....cceviiiiiii e e 100
354 Immobilisierung von Glucoseoxidase (GOx) und Tyrosinase (TYR) ........cccveeenneen. 104
T TR T o .4 | PSSP 107
Ubergeordnete Diskussion und Ausblick 108
Zusammenfassung 112
Anhang 115

Literatur 118



VI

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien ..........coo it e 29
Tabelle 2: Verwendete ENZYMeE UN PrOTINE........ueiiii ittt e ettt e e e e e e e earre e e e e e e e aaaaeeeaaeean 29
Tabelle 3: VErwenNdete GEIate .......cccveriiiiieiirieriese ettt ettt re e s e saeesreenneesreennesnnesneens 30
Tabelle 4: Liste der VErwWeNdEtEN BEEASEN .....ccccuviiieeieieecieeeettee e ettt e e teeeestteeessaeseessateeeesssaeeessseeessseeessnssesssnnnns 34
Tabelle 5: ReaktionsbedinguNgen der OXidasEN ..........ccciiiiiiei it e e e e e e e e errre e e e e e e e aaaaeeeaeaean 54
Tabelle 6: Vergleich der enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsraten fiir die Oxidasen..................... 55
Tabelle 7: Vergleich der BSD relevanten Parameter der Begaser bei konstantem kja.......cccccoevvveeiiieeecccneeenee, 64

Tabelle 8: Berechnung der OTR fiir die Reaktionstemperatur der untersuchten Oxidasen bei konstantem k;a . 65

Tabelle 9: Vergleich der enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsraten und der

enzymmengenspezifischen, modifizierten Damkdhlerzahl der Oxidasen .......cccccocvveeeceeeivcieeecciieeeens 67
Tabelle 10: Berechnung zur BlasengrofRenmessung flr die UFB .........cccuiieeiiiieicciies et 70
Tabelle 11: GOx, NOX34 und Tyrosinase Stabilitat im begasten STR........coccciiiiii i 77
Tabelle 12: ADH97L, GDH 105 und BM3 Cytochrom P450 Stabilitdt im begasten STR.......cccccoecvveeiiiieeeciree e, 79
Tabelle 13: Gravy-Wert der verwendeten Enzyme aufgelistet mit ansteigender Hydrophobizitat...................... 88
Tabelle 14: Riihrercharakterisierung anhand dimensionsloser Kennzahlen...........cocccoiiiiiiiiiciiiiiei e, 93
Tabelle 15: Berechnung der Sauerstofflimitierung fiir ADH97L/NOX34 Reaktionen.........ccoueeereeeerveeceeenrereeneeenne, 94

Tabelle 16: Begaserspezifische, eingebrachte Oberflaiche ohne Variation des Leistungseintrags ...........cc.c........ 95



Vil

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Konzentrationsprofile in der Gas-/Flussigkeitsgrenzschicht nach der Zweifilmtheorie............ 16
Abb. 2: Newton-Zahl in Abhangigkeit von der Reynolds-Zahl fiir verschiedene Riihrertypen ............. 18
Abb. 3: Schema der unterschiedlichen Stromungsprofile von axial- und radialmischenden Riihrern. 19
Abb. 4: Schema der Blasenbildung und Blasenabldsung (Rabiger et al. 2013).......ccocciveeiiiiieeeeciiienen, 21
Abb. 5: Charakteristische GroBenklassen von Gasblasen ...........cccceviveriiiiiiienee e 23
Abb. 6: Schema der idealen Eigenschaften von Makro-, Submilli- und Feinblasen beziiglich

Einlosung und AuftriebsgeschWindigkeit .........coeeii i 24
Abb. 7: Berechnung des Young-Lapace-Drucks in den Blasen und der SV (volumenspezifische

Oberflache) in Abhdngigkeit von der BlasengroRe..........coevcveeeeiiieeeiciieee e 24
Abb. 8: Einlosen von Feinblasen durch hohe Laplace-Driicke , Feedback-Loop“.......ccccceveiveeiicinennnns 25
Abb. 9: Kalibriergerade mit BSA NACh PIErCe ASSAY ......ueeeiciieeiiiiiieeeiiieeeccireeeesrreeessateeeessnteeeessasaeeeenns 37
Abb. 10: HPLC-Kalibrierung VON L-TYrOSIN.....cciiiiiiiieiciiie ettt e estire e e setre e e eentaee s sataee e sentaeessensaeeeenns 37
Abb. 11: GC-Kalibrierung von HIMbEErketon...........cocuviiiiciiiiiiciie ettt e e s rae e 38
Abb. 12: Versuchsaufbau der BlasengréBenmessung mit SOPAT.........oeiiiiiiieeiiiiee e et eciree e ecieee e 39
Abb. 13: Funktionsprinzip AMB3 Mikroblasengenerator.......ccccocccuiiiieieiiicccciiiieee e e 40
Abb. 14: Schema und Bild des Versuchsaufbaus der Reaktions- und Enzymstabilitatsversuche.......... 41
Abb. 15: Reaktionsschema des Glucoseoxidase (GOx)/Katalase (Cat.) Systems .......ccocveeevereeveecvennee. 43
Abb. 16: Michael-Menten Kinetik flir die GOX VI .....ccueiriiiiiiieiie i 44
Abb. 17: Charakterisierung einer Glucoseoxidase (GOx) Typ VIl beziiglich pH,

enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauch und Temperaturstabilitat ....................... 45

Abb. 18: Reaktionsschema des Tyrosinase (TYR)/Ascorbat (Asc) Reaktionssystems...........ccccveeeuveneee. 45
Abb. 19: Michael-Menten Kinetik flr die TYroSiNase.........ccceeeeiiieeiiiciee ettt e ssrae e 46
Abb. 20: Charakterisierung einer Tyrosinase-ReaktioN.........ccceeciieeiiiiiie i i 47
Abb. 21: Sauerstoffkonzentration Abb. A) und Selektivitat (S) Abb B) bei Variation der

Tyrosinasekonzentration im nicht begasten Reaktor..........cccecveeeiiciieeiccieee e 47



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

22:

23:

24

25:

26:

27:

28:

29:

30:

31:

32:

33:

34:

35:

36:

37:

38:

39:

40:

41:

42:

Reaktionsschema des NADH Oxidase (NOX)/ Alkoholdehydrogenase (ADH) Systems........... 49
Michael-Menten Kinetik fUr di@ ADHIT7L ......cccuviiieieieneereenie ettt 50
: ADH97L Charakterisierung mit Photometer........ccoovviiiicciiie e 50
NOX CharaKteriSIEIUNE ...ccccuveeeiicieee ettt e e et e e e et e e e s rate e e e e bte e e e eabaeeeeeneeeeennnees 51
Reaktionsschema BM3 Cytochrom P450 WT (Cytochrom P450)/ Glucosedehydrogenase

(GDH 105) SYSTEIM ..ottt ettt e e ettt e e et e e e et e e e e eeataeeesesbaeeeeeataeaesestaeaesassaeaesassaeaesnns 53
Vergleich der Stofftransportleistung in Abhangigkeit der Begasungsrate und Begaserart.... 59
Vergleich des Gasverbrauchseffektivitatsfaktors bezogen auf Makroblasenbegasung......... 61

Bestimmung der BlasengroRenverteilung (BSD) von 1 um SPG Membran und

D01 g YT (= o ] (SRR 62

Darstellung der enzymmengenspezifischen modifizierten Damkoéhlerzahl fir die

k,a-Messungen des offenen Rohres am Beispiel der OXidasen........ccccceeevveeeeicieeeccciieee e, 67
Begasercharakterisierung bezliglich Stofftransportlimitierung des GOx-Systems................. 68
Begaserspezifischer Gasnutzungsvergleich bezogen auf den libertragenen Sauerstoff........ 69
Blasenkonzentrationsmessung liber die Generationszeit des AMB3...........ccccccvvveeeeiveeeennee. 71
Inkubation der UFB-Suspension und Einfluss der Zentrifugation.........cccccccceeeecieiecncieeecnee, 72

Effekt der Variation von Temperatur und pH Wert auf die Stabilitat einer UFB-Suspension 73

Vergleich der Anwendung von suspendierten UFB in einer mit Feinblasen (Mikroblasen)

begasten GlUCONOIaCtONSYNENESE.......uuiiiiii i 74
Berechnung der Einlosezeit mittels des Laplace-Drucks nach Epstein und Plesset ............... 75
Enzymstabilitat der GOx, NOX34 und Tyrosinase bei Fein- und Makroblasenbegasung ....... 78

Enzymstabilitat der ADH97L, GDH 105 und BM3 Cytochrom P450 bei Fein- und

Y ] o o] F- =T oY o=y == 1 U oV - SRR 79

Untersuchung der Enzymstabilitdt einer Glucoseoxidase bei Variation der eingestellten

StOfftransSPOrtlEISTUNG K ..cccueeeeeieeee et e e s e araee s 82
Vergleich der Enzymstabilitdten der ADHI7L mit LUft/Ny..veeeeeieieiierierecereecree e e 85

Enzymstabilitdt der ADH97L bei unterschiedlicher Scherbeanspruchung im begasten
RURNIKESSEL ettt ettt ettt e st e e sba e e sabe e sbteesabeesabaesnateesabaeenaseas 87



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

43:

44.

45:

46:

47:

48:

49:

50:

51:

52:

53:

54:

55:

56:

57:

58:

59:

60:

Vergleich der Enzymstabilitaten im feinblasenbegasten, makroblasenbegasten und

UTa oYY I L= g B2y =T o o USRS 90
Reaktionsschema und Konzept der Himbeerketonsynthese..........cccooeeeeieiiiccieeeccciee e, 92

Untersuchung der Ausbeute einer Himbeerketon-Synthese bei Variation des

Leistungseintrags, des Stromungsprofiles und der eingebrachten Blasengrofie .................. 95

Reaktionsschema und Konzept des Begaservergleichs am Beispiel der GOx katalysierten

Umsetzung von Glucose zu GlUCONOIACON ......ueiiiiiiiiciiiieee e e 97

Begaservergleich beziiglich der Ausbeute einer GOx katalysierten Gluconolactonsynthese

bei konstanter BEGasUNGSIate ........uuiiiiiiii ettt e e e e e rre e e e e e e e e nnnes 97
Zeiteffektivitatsfaktor n,, bei konstantem vwm = 0,67 ... 98

Begaservergleich beziiglich der Ausbeute einer GOx katalysierten Gluconolactonsynthese

bei konstanter StofftransSpPortrate ......ccceevciiie i 99
Vergleich der Zeiteffektivitatsfaktor Nop ...c.ocevveriiiiiniiiiniiii 99
Vergleich der Sauerstoffatomokonomie bei konstantem ki@.........ccoceeeevciiieeeiieeecccieeecee, 101

Reaktionsschema der chemo-enzymatischen L-DOPA Synthese mit enzymatischer
Oxidation von L-Tyrosin durch Tyrosinase (TYR) und chemischer Reduktion des

Folgeproduktes zum Produkt L-DOPA durch Ascorbat (ASC).....cccceevevveeeiiiveeeeiiieeeeciieee s 102

Vergleich der Fein- und Makroblasenbegasung mit 0,05 mg/mL Tyrosinase, A: Umsatz

und B: Selektivitdt (S) der L-DOPA-SYNTNESE ......c.uvieeeciiiee ettt 103

Vergleich der Fein- und Makroblasenbegasung mit 0,013 mg/mL Tyrosinase, A: Umsatz

und B: Selektivitat (S) der L-DOPA-SYNTNESE ......c.uviieeciiiee ettt ettt e e 104

Wiederholte Batchversuche der immobilisierten Tyrosinase am Beispiel der L-DOPA

A3V =TT TR 105
Vergleich der Reaktionsselektivitdt von geldster und immobilisierter Tyrosinase .............. 106

Wiederholte Batchversuch der immobilisierten Tyrosinase am Beispiel der L-DOPA

YY1 01T =T UUUPR 107
Aktivitatsbestimmung einer Glucoseoxidase bei Variation der Pufferkonzentration.......... 116
Aktivitatsbestimmung einer Tyrosinase bei Variation der Pufferkonzentration.................. 116

Bestimmung der Halbwertzeit bei Variation der Temperatur fir eine Tyrosinase............... 116



Xl

Abb. 61: Bestimmung der Aktivitat bei Variation des pH und der Temperatur einer Tyrosinase ...... 117

Abb. 62: Aktivitatsbestimmung einer Alkoholdehydrogenase (ADH) bei Variation der

PUTfErkONZENTIatioN . ...ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 117

Abb. 63: Aktivitatsbestimmung einer NADH-Oxidase (NOX34) bei Variation

der PUFEIKONZENTIAtION c.uveeeiiiieeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e aaa s 117

Abb. 64: Aktivitatsbestimmung einer NADH-Oxidase (NOX-Opp.) bei Variation der
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1 Einleitung

Die Verwendung von Gas als Substrat findet breite Anwendung bei der Synthese von Bulk-, Fein- und
Spezialchemikalien in der klassischen chemischen, biochemischen und pharmazeutischen Industrie
(Chapman et al. 2018; Terasaka, K. Hirabayashi, Ai et al. 2011). Sauerstoff wird z.B. als
Oxidationsmittel in ganz unterschiedlichen Anwendungen eingesetzt. Diese Anwendungen reichen
von enzymatischen Oxidationsreaktionen, (iber die biologische aerobe Abwasserbehandlung, bis hin
zur aeroben Fermentation (Chapman et al. 2018; Hone and Kappe 2018; Terasaka, K. Hirabayashi, Ai
et al. 2011). Die Luft, die wir atmen, enthalt 21 Vol.-% Sauerstoff. Sie stellt eine vergleichsweise
kostengiinstige und einfach zugdngliche natirliche Sauerstoffquelle fiir die Anwendung in
Oxidationsreaktionen dar (Toftgaard Pedersen et al. 2017). Um Sauerstoff fiir enzymatische
Oxidationsreaktionen zuganglich zu machen, muss dieser in einer fllssigen Phase gelost werden.
(Gemoets et al. 2016; Woodley 2019). Jedoch ist die Loslichkeit von Sauerstoff in Wasser mit
0,256 mM (bei 25°C, pH 7, 101,3 kPa) sehr gering, weshalb eine kontinuierliche Zufuhr durch
Begasung bendtigt wird. Deshalb gilt den Biooxidationsreaktionen ein besonderes Interesse in dieser
Arbeit. Auf Grund ineffizienter Begasungssysteme stellt die Stofftransportrate des gasférmigen
Substrats in die flissige Phase haufig die Limitierung der Reaktionsgeschwindigkeit dar (Chapman et
al. 2018; Garcia-Ochoa and Gomez 2009; Woodley 2019). Jedoch ist die Steigerung des
Stofftransports durch Erhéhung des Energieeintrags und der Begasungsrate bei etablierten
Begasungstechniken, wie z.B. dem Siebboden, nur begrenzt moglich (Mersmann et al. 1990). Eine
Erhohung der Sauerstofftransportleistung durch den Einsatz neuer effizienter Begasungstechniken,
welche eine groRe Phasengrenzfliche erzeugen, ist daher ein essentieller Bestandteil der
Prozessoptimierungen (Lee 2020b; Lindeque and Woodley 2020; Woodley 2019). Eine weitere
Moglichkeit den Stofftransport zu erhohen, ist die Begasung mit reinem Sauerstoff, sowie mit
sauerstoffangereicherter Luft (Lee 2020a, 2020b; Lindeque and Woodley 2020). Neben dem
Stofftransport stellen der Energieeintrag (Schereintrag) und die Katalysatorstabilitat, haufig eine
weitere Limitierung in der Prozessoptimierung dar (Bohm et al. 2019; D'Imprima et al. 2019; Fitschen
et al. 2019). Eine etablierte Begasungsmethode ist die klassische Makroblasenbegasung mit
Blasendurchmessern im Bereich von 1 -5 mm, welche in Rihrkesselreaktoren oder Blasensaulen eine
breite Anwendung findet (Mafra et al. 2015; Nienow 2003; Sanchez Mirdn et al. 2000; Wu et al.
2020). Beispiele fir eine solche Anwendung sind die Butanol-Fermentation (Kujawska et al. 2015)
oder die Veresterung von Fettsduren (Hilterhaus et al. 2008). Dagegen ist die Stofftransportrate fir
Oxidationsreaktionen bei der Makroblasenbegasung haufig durch die geringe Phasengrenzflache,
sowie den hohen bendétigten Energieeintrag zur Desintegration von Blasen in geriihrten Systemen
limitiert (Cappello et al. 2020; Gaddis 2013; Linek et al. 2012; Thomas et al. 2020; Toftgaard Pedersen
et al. 2017). Daher besteht ein Bedarf an neuen Begasungstechnologien fiir biokatalytische Prozesse,
die sich durch eine hohe Stofftransportrate, einen geringen Druckabfall, eine geringe
Scherbeanspruchung und eine verringerte Schaumneigung auszeichnen (Terasaka, K. Hirabayashi, Ai
et al. 2011). Neue Technologien wie Hochdruckanwendungen (Bolivar et al. 2019; Xing et al. 2014),
blasenfreie Begasung (Kaufhold et al. 2012; Rissom et al. 1997) und Begasung mit Feinblasen
(Matthes et al. 2020; Ohde et al. 2019; Thomas et al. 2020; Tsuge 2014) sind daher vielversprechend
bei der Entwicklung neuer Prozesse und der Optimierung bereits etablierter Prozesse in der
Industrie.
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1.1 Begasung in der Verfahrenstechnik

Dieses Kapitel ist der Beschreibung der theoretischen Grundlagen, die fir die Interpretation und das
Verstandnis der Ergebnisse dieser Arbeit erforderlich sind, gewidmet. Der Stofftransport und die
Bedeutung von Rihrern zur Einstellung verschiedener Stréomungsregime im Riihrkessel werden
vorgestellt. Weiter wird der Vorgang der Blasenbildung an einzelnen und mehreren Lochoffnungen
sowie an porosen Sinterfritten zur Erzeugung von Blasen im Fein-, Submilli- und Makrobereich
vorgestellt. Insbesondere auf die verschiedenen Eigenschaften von Gasblasen unterschiedlicher
Grolle, auf ihr Verweilzeitverhalten, den Stofftransport sowie ihr Mischverhalten wird im Folgenden
eingegangen. Weiter werden Biokatalysatoren und deren Bedeutung fiir Prozesse in der Industrie
beschrieben.

1.1.1 Stofftransport und Filmtheorie

Beim direkten Phasenkontakt in Gas/Flussigkontaktoren wie dem begasten Rihrkessel und der
Blasensaule, kommt es zum Einlésen oder Entfernen einer Komponente aus oder in die fllssige
Phase. Dabei geht die Gaskomponente so lange in die fllissige Phase lber, bis die Fllissigkeit gesattigt
ist und sich ein thermodynamisches Gleichgewicht unter konstanten Bedingungen wie Druck,
Temperatur etc. einstellt (Atkins et al. 2013). Der Vorgang des Einlésens (Absorption) eines Gases
(Absorbens) in einer fliissigen Phase (Absorbat) wird im Allgemeinen als physikalische Absorption
bezeichnet (Lewis and Whitman 1924). Hierbei beschreibt die physikalische Absorption das Zufligen
oder Entfernen einer gasformigen Komponente entweder vom Gas in die Flissigkeit oder umgekehrt.
Mittels des Massenerhaltungsgesetzes wird der Stofftransport in Gleichung (1) mathematisch
beschrieben (Baehr and Stephan 2013).

dc, Ouyc,  Ouyc, duycy d%c, 0%, 0%c,
i D, - P (1)
ot < ax dy Tz )T G T dy? Tz )t

Hierbei ist u der Geschwindigkeitsvektor, D,(m?%/s) der Diffusionskoeffizient und P, der
Produktionstherm. Somit wird der Stofftransport einer Komponente n aus der Bilanzierung von
Konvektions-, Diffusions- und Produktionsterm an einem beliebigen Volumenelement durch
Gleichung (1) beschrieben. Im Fall der Einlosung einer gasférmigen Komponente wie Sauerstoff in
Wasser liegt keine Anderung der stofflichen Eigenschaften vor, wodurch der Produktionsterm P, in
Gleichung (1) entféllt. Mittels des in Gleichung (1) beschriebenen Zusammenhangs kann der
Stofftransport beliebiger Gas/Flussigkontaktoren beschrieben werden (Baehr and Stephan 2013).
Jedoch fiihrt die Losung dieser Gleichung fiir komplexe Geometrien, Systeme und
Stromungsverhaltnisse, oft zu einem erheblichen Aufwand, weshalb in der Praxis haufig auf
vereinfachte Stofftransportmodelle, wie die Filmtheorie, zurlickgegriffen wird. Im Jahre 1855
beschrieb Adolf Fick die Diffusion in einer Grenzschicht zwischen zwei Phasen, anhand der Annahme,
dass ein von der Konvektion unabhangiger Film zwischen zwei Phasen besteht und die
Molekiilbewegung (Diffusion) innerhalb dieses Films lediglich von der Bewegung der Molekiile in
Richtung eines Konzentrationsgefadlles abhdngt (Fick 1855). Mit dem ersten Fick‘schen Gesetz wird
der Stofftransportstrom pro Phasengrenzfliche J, (mol/m?/s) berechnet. Dieser resultiert aus dem
Konzentrationsunterschied (Konzentrationsgradient) an einer differentiell betrachteten Stelle des
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Films x und dem Diffusionskoeffizienten D, (m?/s). Der Zusammenhang wird durch folgende
Gleichung ( 2 ) beschrieben (Fick 1855).

I = =D (22) (2)

ox

Jedoch umfasst das erste Fick‘sche Gesetz nur den eindimensionalen Stofftransport, wodurch
dreidimensionale Konzentrationsprofile in der Grenzschicht von z.B. Blasen durch diese vereinfachte
Gleichung nicht exakt beschrieben werden kénnen (Baehr and Stephan 2013). Neben der Filmtheorie
sind die Penetrations-, Oberflachenerneuerungs- und Grenzschichttheorie als weitere vereinfachte
Modelle zur Beschreibung des Stofftransports zu nennen (Atkins et al. 2013). Im Folgenden wird die
Filmtheorie vorgestellt.

Die von Lewis und Whitman 1924 vorgestellte Filmtheorie beruht auf der Annahme, dass zwischen
der Gas- und Flussigphase die Diffusion in einer ruhenden Grenzschicht mit einer klaren
Phasentrennung zwischen den Phasen stattfindet (Lewis and Whitman 1924). Besonders fiir Gase mit
schlechter Loslichkeit (wie Sauerstoff) gilt, dass die Absorptionsrate, resultierend aus dem
Gradienten in der jeweiligen Gasgrenzschicht §; und Fliissiggrenzschicht &, sehr niedrig ist. Deshalb
wird nur ein geringer Konzentrationsunterschied der Komponente n im Film bendtigt, um im
flussigseitigen Film an der Phasengrenzflache die Sattigungskonzentration c;, zu erreichen (Lewis and
Whitman 1924). Aus diesem Grund hangt fir Gase mit schlechter Loslichkeit die Einlosung in eine
Flissigkeit lediglich von dem Konzentrationsgradienten aus Sattigungskonzentration ¢, zur
Konzentration ¢, ;, in der ideal gemischten flissigen Phase ab (Lewis and Whitman 1924).
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Abb. 1: Konzentrationsprofile in der Gas-/Flussigkeitsgrenzschicht nach der Zweifilmtheorie

Der Konzentrationsgradient in der flissigen Phase ist abhdngig vom Partialdruck P,  (Pa) der
Komponente n in der Gasphase. Mittels des Gesetzes von Henry wird der Zusammenhang zwischen
Sattigungskonzentration c; (mol/L) als Funktion des Partialdrucks P, (Pa) und der Henry-
Konstanten H, (mol/L/Pa) wie folgt dargestellt (Henry 1803).

P
c;‘leL'G (3)
n

Unter den Annahmen P, =0 (Produktionstherm) und % = 0 (quasi-stationdre Bedingungen), kann

die Zweifilmtheorie mittels des Fick‘schen Gesetzes wie folgt beschrieben werden.
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n =0 (52) (4)

Dabei ist Ac, = ¢, — ¢; (mol/L) der Konzentrationsgradient und &, (m) die Grenzschichtdicke.
Somit wird der flussigkeitsseitige Stoffibergangskoeffizient k, (m/s) definiert.

D
Jo ==k, " Ac, und k, = —= (5)
)

Die Grenzschichtdicke ist haufig nicht bekannt. Um dieses Problem zu l6sen, kann der Ansatz von
Lewis und Whitman zur Anwendung kommen (Lewis and Whitman 1924). Durch Kenntnis der auf das
Gasvolumen bezogenen Phasengrenzfliche a(m?/m?®) und des Volumens der flissigen Phase
Vivteaium (L) kann aus Gleichung ( 5) die Gleichung ( 6 ) erhalten werden.

n=kg-a Acy ' Viedium (6)

Die Konzentration der Komponente n ist messtechnisch zugdnglich. Daher kann der haufig
verwendete volumenbezogene Stofflibergangskoeffizient k,a-Wert (1/h) unter konstanten duBeren
Bedingungen experimentell bestimmt werden (Garcia-Ochoa and Gomez 2009).

1.1.2 Riihrkesselreaktoren und Stromungsregime

Als Mehrphasen-Kontaktoren finden die Blasensdule und der Rihrkesselreaktor eine breite
Anwendung in der Industrie (Bashiri et al. 2016; Dias Gomes et al. 2019a). Da in dieser Arbeit
ausschlieBlich Rihrkesselreaktoren zur Anwendung gebracht werden, wird nur auf den
Leistungseintrag und das Stromungsfeld im Rihrkesselreaktor eingegangen. Der Riihrkesselreaktor
ist weit verbreitet. Durch die gute Mischleistung und den effizienten Phasenkontakt ist der
Rihrkesselreaktor in biochemischen und pharmazeutischen Prozessen zur diskontinuierlichen
Chargenproduktion immer noch der vorwiegend eingesetzte Reaktortyp. Er findet in einer Vielzahl
von industriellen Verfahren Anwendung. Beispiele dafiir sind chemische und biochemische Prozesse
wie die Polymerisation, Oxid-Chlorierung, Fermentation, enzymatische Reaktion,
Abwasserbehandlung (Bashiri et al. 2016).

Im Rihrkesselreaktor hangen die Mischleistung, der Schereintrag, der Leistungseintrag sowie das
Stromungsregime vom eingesetzten Rihrertyp ab. Die Charakterisierung der in dieser Arbeit
verwendeten Rihrer erfolgte auf der Basis des Leistungseintrags (P/V). Der Leistungseintrag des
Rihrers kann bei einphasigen Systemen und newtonschen Flissigkeiten als Funktion der
Reynoldszahl Re (7 ), der Newton-Zahl Ne (8) und der Froud-Zahl beschrieben werden (Chmiel
2011; Gaddis 2013). Hierbei kann die Froud-Zahl Fr in Riuhrkesselreaktoren vernachldssig werden,
wenn die Thrombenbildung (wie auch in dieser Arbeit) durch den Einsatz von Strémungsbrechern
unterdriickt wird (Gaddis 2013). Folglich werden die genannten dimensionslosen Kennzahlen
eingefiihrt.
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Abb. 2: Newton-Zahl in Abhangigkeit von der Reynolds-Zahl fiir verschiedene Rihrertypen nach
Bates et al.. (Bates et al. 1963)

Die Reynolds-Zahl (Re) ist eine dimensionslose Kennzahl, welche das Verhéltnis von Tragheits- zur
Zahigkeitskraft innerhalb eines Fluids beschreibt. Die Re-Zahl kann durch Einfihrung der
Ruhrerdrehzahl n(1/s) und des Durchmessers des Rihrers d; zur Beschreibung des
Stromungszustandes am Rihrer wie in Gleichung ( 7 ) angepasst werden. Im Riihrkesselreaktor wird
ab einer Re > 10" von einem turbulenten Strémungsregime am Riihrer ausgegangen (Zlokarnik 2012).
Weitere Variablen sind die dynamische Viskositat n (Pa s) und die Dichte der Flissigkeit p (g/m?).

Die Newton-Zahl (Ne) beschreibt das Verhéltnis von eingebrachter Leistung P (Watt) zur
Tragheitskraft der Flussigkeit (8 ) (Chmiel 2011). Wird der Leistungseintrag durch Erhéhung der
Rihrerdrehfrequenz ng bis in den turbulenten Bereich (ab einem Wert von Re > 10%) gesteigert, so
nimmt die Ne-Zahl in Abhéngigkeit vom Rihrertyp einen konstanten Wert an (siehe Abb. 2) (Bates et
al. 1963; Zlokarnik 2012). Hierbei ist der Leistungseintrag im turbulenten Bereich unabhéngig von der
Ne-Zahl (Gaddis 2013). Zur Bestimmung der Ne-Zahl kdnnen die experimentell bestimmten
Leistungskurven von Bates et al. genutzt werden (Abb. 2). Aus Abb. 2 kann ab einen Wert von
Re >10" die dann konstante Ne-Zahl fiir den Scheibenriihrer und den Schragblattriihrer abgelesen
werden. Die Gleichung ( 8 ) kann zur Berechnung des Leistungseintrags verwendet werden (Baker et
al. 2014). Das erzeugte Stromungsfeld des Scheiben- und Schragblattrihrers ist fir den Einsatz in
einer Enzymkatalyse von Interesse (siehe Abb. 3). Rihrer koénnen auf Grund ihrer
Stromungseigenschaften als axial und radial klassifiziert werden.
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Abb. 3: Schema der unterschiedlichen Stromungsprofile von axial- und radialmischenden Riihrern

Wie in Abb. 3 dargestellt, zeichnet sich das axiale Strémungsprofil des Schragblattrihrers durch eine
FlUssigkeitsumwalzungszone im Reaktor aus. Der in dieser Arbeit eingesetzte Schragblattriihrer
fordert das Reaktionsmedium in axialer Richtung, so dass eine Umlenkung der Strémung am
Reaktorboden erfolgt (siehe Abb. 3). Auf Grund der geringen Ne-Zahl von 1,36 kdnnen
axialmischende Rihrer flr scherempfindliche Suspensionen, wie auch zur Suspendierung von
Enzymimmobilisaten eingesetzt werden (Bates et al. 1963; Harrison et al. 2020; Metzner and Otto
1957).

Der zweite Rihrertyp in dieser Arbeit ist der Scheibenriihrer, welcher sich durch ein radiales
Stromungsprofil auszeichnet (siehe Abb. 3). Durch axiales Ansaugen und radiale Forderung der
Flussigkeit in Richtung der Reaktorwand werden zwei Flissigkeitsumwalzungszonen im Reaktor
erzeugt. Der Scheibenrihrer erzeugt auf Grund des Rihrerblattanstellwinkels von 90° hohe
Schergeschwindigkeiten durch Umlenkung des Mediums (Chmiel 2011; Metzner and Otto 1957).
Besonders durch die hohen lokalen Scherkrafte am RUhrerblatt findet der Scheibenriihrer zur
Desintegration des Gasstroms und Erhéhung des Stofftransports in begasten Riihrkesseln breite
Anwendung (Chmiel 2011; Parthasarathy and Ahmed 1994).

Metzner und Otto beschreiben die gemittelte Scherrate y Gber den gesamten Rihrkessel als
proportional zur Ruhrerdrehzahl (1/s) und Scherkonstante Ks (Metzner and Otto 1957; Wu et al.
2006). Der K; ist eine dimensionslose Konstante, welche von der Geometrie des Rihrers abhangt
(Torrez and André 1998; Wu et al. 2006).

)'/:[(S-n (9)

Nach Wu et al. werden der K; Wert fir den Scheibenriihrer mit ~11,5 (Torrez and André 1998) und
fir den Schragblattriihrer mit ~5,4 (Weetman and J. 1988) angegeben (Wu et al. 2006). Die Flow-Zahl
ist das Verhaltnis aus dem vom Rihrer geférderten Volumenstrom VR (m*/s) zur Drehzahl n (1/s) und
zum Durchmesser d (m) des Rihrers (Zhang et al. 2018). Diese dimensionslose Kennzahl findet
Anwendung in der Charakterisierung von Axial- und Radialriihrern.
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(10)

Fl=

Fiir die Berechnung der Flow-Zahl wird in Wu et al. eine einfache Korrelation aus experimentellen
Daten der Scherkonstante K; als Funktion der Flow-Zahl beschrieben (Wu et al. 2006). Damit wird ein
linearer Zusammenhang zwischen Flow-Zahl und Scherkonstante des Riihrers hergestellt (Wu et al.
2006). Auf dieser Basis kann nach Wu et al. die Ks in Anndherung wie folgt bestimmt werden.

Fur axial mischende Rihrer:

K,~7"F (11)
Far radial mischende Rihrer:
K, ~ 14-F, (12)

Zur  weiteren  Charakterisierung der verwendeten Rihrer kann die  Effektivitat
(Forderleistungseffizienz) ny definiert werden (Zhang et al. 2018):

N = —L (13)
Ne

ng ermoglicht den Vergleich der genannten Rihrertypen beziiglich der Energieeffizienz, wenn im
Rihrkessel turbulente Bedingungen angenommen werden. Neben der Energieeffizienz ist die
Fahigkeit, Gasblasen durch hohe lokale Scherkrafte zu dispergieren, vor allem fiir die Begasungen mit
Makroblasen von Vorteil. Besonders der Scheibenriihrer eignet sich durch seinen hohen
Energieeintrag am Rihrer mit Ne =5 zur effektiven Desintegration von Blasen (Bates et al. 1963;
Matthes et al. 2020; Zlokarnik 2012).

1.1.2.1 Blasenbildung

Auf Grund der geringen Loslichkeit von Sauerstoff ist dessen kontinuierliche Zufuhr mittels Begasung
unabdingbar, um hohe Reaktionsraten in biokatalytischen Prozessen zu erreichen. Durch das
Dispergieren des Gasstroms kdnnen groRe Oberflachen und hohe Stofftransportraten sichergestellt
werden. In der industriellen Anwendung werden hierzu haufig hohe Durchsatze der Begasung im
Strahlgas-Bereich gewahlt (Rabiger et al. 2013). Dabei fihren die Tragheitskrifte zu einer
Desintegration der primar gebildeten Blasen kurz nach der Blasenbildung. Als Folge des Strahlgasens
wird die Gasphase dispergiert und damit eine hohe Phasengrenzflache erzeugt (Rabiger et al. 2013).
Die Gaszufuhr kann durch eine Vielzahl von Begasern, vom offenen Rohr mit einer Offnung und
gelochten Siebbdden, bis hin zur fein pordsen Sinterfritten, realisiert werden. Die BlasengrofRe und
Bildungsfrequenz werden durch den Lochdurchmesser, die Durchflussrate des Gases, die
Oberflachenspannung, die Viskositat der Flissigkeit und den Dichteunterschied zwischen der
Flissigkeit und dem Gas bestimmt (Kazakis et al. 2008b; Mersmann 1977). Neben den
FlUssigkeitseigenschaften und der Gasrate ist die GroRe der Lochoffnung entscheidend fir die
erzeugte BlasengroRe. Im Fall von mehreren Lochéffnungen wirkt sich zusatzlich der Lochabstand auf
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die erzeugte BlasengroRe aus (Mersmann 1977). Besonders interessant ist hierbei der Ubergang von
Primarblasen- zur Sekundarblasenbildung, welche durch die dimensionslose Weber- und Froud-Zahl
beschrieben werden.

Die Weber-Zahl (We) beschreibt das Verhaltnis von der Tragheitskraft zur Oberflachenkraft
(Mersmann 1977). In Gleichung ( 14) ist uy die Geschwindigkeit in der Lochoffnung (m/s), dy die
Lochoffnung (m), p die Dichte (kg/m®) und o die Oberflichenspannung (N/m). Hierbei kann die
We-Zahl entweder mit der Dichte des Gases ps zu Weg oder der Flissigkeitsdichte p, zu We, gebildet
werden.

uz - dn -
We = 2N UNP (14)

Die Froud-Zahl (Fr) wird als das Verhaltnis von Tragheitskraft zur Schwerkraft definert. Dabei ist
g (m/s?) die Fallbeschleunigung.

Fr = adl (15)

Zur Beschreibung der Blasenbildung an Lochéffnungen unterschiedlicher GréRe wird die modifizierte
Fr-Zahl (Fry) aus Rabinger et al. eingesetzt (Rabiger et al. 2013).

ut ( pe s (16)
FTN - ( )
g-dn \pL — Pg

Die Beschreibung der Sekundarblasenbildung wird zunachst fir die einfache Lochoffnung, wie das
offene Rohr vorgestellt (siehe Abb. 4).
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Abb. 4: Schema der Blasenbildung und Blasenablésung (Rabiger et al. 2013)

Hierbei wird ab einer Wes2>2 (wie in Abb.4 ) der Blasengasen-Bereich verlassen und der
Strahlgasen-Bereich beginnt. Im Strahlgasen-Bereich erfolgt durch den hohen Impuls des Gases kurz
Uber dem Begaser eine Scherung der Blasen, so dass neben den Primarblasen auch kleinere
Sekundarblasen gebildet werden (Mersmann 1977). Zusatzlich resultiert die BlasengréoRenverteilung
aus dem Gleichgewicht von Aufplatzen und Koaleszenz der generierten Blasen. Der Ubergang in den
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Strahlgasen-Bereich kann durch das kritische Verhédltnis von We, und modifizierter Fr-Zahl

<W6L2> > 675 (17)

Fry

beschrieben werden (Rabiger et al. 2013).

Im Strahlgasen-Bereich findet die Sekundarblasenbildung auf Grund des Aufplatzens der instabilen
Blasen statt (Kulkarni and Joshi 2005). Fiir Begaser mit mehreren Loch6ffnungen fiihrt die Ausbildung
eines starken Scherfeldes oberhalb des Begaser ab einer We, 26 zu einer Sekundarblasenbildung.
Diese ist unabhangig vom Gasdurchsatz. Dabei hingt die BlasengréRe neben dem Lochdurchmesser
auch vom Lochabstand (Lochteilung) h, ab (Klug 1983; Rabiger et al. 2013). Danach kann als
Grenzkriterium die Koaleszenz der Primarblasen am Lochboden fiir Lochabstande kleiner h, mit
folgender Gleichung beschrieben werden (Klug 1983; Mersmann 1977; Rabiger et al. 2013).

Y
h <27 dy (1) ¢ (18)

Dieser kritische Lochabstand wird bei fein pordsen Sintermaterialien unterschritten. Die sehr nahe
beieinander liegenden Poren werden gleichzeitig aktiviert und tragen zum Wachstum einer Blase bei
(Kazakis et al. 2008a, 2008b). So wird die Blase durch die gemeinsame Wirkung vieler benachbarter
Poren erzeugt. Hierbei beeinflussen sich die Poren gegenseitig. Die Blasen bilden an der Oberflache
des pordsen Begasers ab einem kritischen Wert von We’/Fr 2 675 Sekundarblasen. Der beschriebene
Effekt des Lochabstands bei fein porésen Sintermaterialien fiihrt bei hohem Gasdurchsatz zur
Erzeugung von groReren Blasen, wenn eine Sekundarblasenbildung eintritt (Kulkarni and Joshi 2005).

1.2 Fein-, Submilli- und Makroblasen

In chemischen und biochemischen industriellen Prozessen haben Gas/Flussigkeits-Reaktionen einen
hohen  Stellenwert. Deshalb kommt der Beschreibung und Identifizierung von
Stofftransportphanomenen eine immer grolRere Bedeutung zu. Die Nachfrage nach neuen
Technologien mit hoher Stofflibergangsleistung, geringem Druckabfall, geringer Scherbeanspruchung
und Vermeidung von Schaumbildung, ist hoch (Terasaka and Tsuge 1993; Tsuge 2014; Woodley
2019). Eine Moglichkeit, diese Ziele zu erreichen, ist die Begasung mit Feinblasen, deren
Durchmesser typischerweise weniger als 100 pm betragt (Tsuge 2014). Nach ISO/TC 281 werden
Blasen mit einem volumengleichen Aquivalenzdurchmesser von kleiner 100 um als Feinblasen
definiert. Dies wurde 2013 von der Organisation fir Normung (ISO) zertifiziert. Per Definition werden
Feinblasen in Mikroblasen (1 um < d< 100 um) und Ultrafeinblasen (dz £ 1 um) eingeteilt. Besonders
Ultrafeinblasen kdnnen nicht einfach mit dem bloRBen Auge erfasst werden (Abb. 5). In dieser Arbeit
werden alle Blasen 100 um <dz<1mm als Submilliblasen und Blasen groBer als 1 mm als
Makroblasen definiert. Auf Grund des Blaseneinlésens und der Blasenexpansion verlduft der
Ubergang zwischen den Blasenklassen flieRend. Durch die schrigen Einteilungen in Abb. 5 wird
dieses Verhalten dargestellt.
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Abb. 5: Charakteristische GroRenklassen von Gasblasen

Die BlasengrolRRe ist entscheidend fiir die Eigenschaften wie Mischverhalten und Stofftransport der
Gasphase in einem begasten Reaktionssystem. Im Folgenden werden Feinblasen mit Submilli- und
Makroblasen beziglich Verweilzeit, Einloseverhalten und Mischeigenschaften verglichen.

In der Literatur berichten mehrere Autoren liber eine Verweilzeit von Ultrafeinblasen im Bereich von
mehreren Wochen bis Monaten (Borkent et al. 2007; Duval et al. 2012; Gurung et al. 2016; Maali and
Bhushan 2013; Ushikubo et al. 2010b). Auf Grund dieser Verweilzeiten wird viel Forschung auf dem
Gebiet der Blasenstabilitdit in Abhangigkeit von Verunreinigungen oder der Oberflachenladung
betrieben. Die Ergebnisse werden in der Literatur widerspriichlich diskutiert (Alheshibri et al. 2016;
Jadhav and Barigou 2020; Kim et al. 2019; Yasui et al. 2018). Im Vergleich zu Submilli- und
Makroblasen wird fiir Feinblasen eine geringere Koaleszenz- und Aufplatztendenz beschrieben
(Alheshibri et al. 2016; Oliveira and Rubio 2011; Tsuge 2014). Die Charakterisierung dieses Effekts
steht jedoch noch aus. Wie in Abb. 6 dargestellt, weisen Feinblasen, resultierend aus ihrem kleinen
Volumen, eine geringere Auftriebsgeschwindigkeit als Submilli- und Makroblasen auf. Diese
Eigenschaft bietet die Moglichkeit, die Verweilzeit deutlich zu erhéhen (Duval et al. 2012; Jia et al.
2019; Parkinson et al. 2008; Struthwolf and Blanchard 1984). Zum Vergleich der
Auftriebsgeschwindigkeiten von Blasen kann das Stokes-Gesetz verwendet werden (Stokes 1851).
Beispielsweise hat beim Stokes-Ansatz eine 10 um Blase eine Auftriebsgeschwindigkeit von
0,05 mm/s (Abb. 6). Weiter wird in der Literatur berichtet, dass Feinblasen, insbesondere jedoch
Mikroblasen, ein sehr schnelles Einldsen in ungesattigten FlUssigkeiten zeigen (Epstein and Plesset
1950; Iwakiri et al. 2017). Dies fiihrt zu einem schnellen Schrumpfen der Blasen, das mit hohen
Einloseraten (Stofftransportraten) in das umgebende Medium verbunden ist (Abb. 6). Dieser Effekt
kann durch die Young-Laplace-Gleichung erklart werden: Ap = 40/d; (o: Oberflichenspannung, ds:
Blasendurchmesser (Alheshibri et al. 2016; Atkins et al. 2013; Iwakiri et al. 2017).
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Aufplatzen von Blasen (hoher lokaler Schereintrag)
v
- i::if‘ _Flussig/Gas Phasengrenze v ___________________________|
’ ‘ * \ T / . .
1 A schnelles Einlosen
hohe. o geringe
Auftriebsgeschwindigkeit T Auftriebsgeschwindigkeit
O “shrinking” stabil fiir Tage bis Wochen
durch i
Einlosung
Makro- und Submilliblasen Mikroblasen Ultrafeinblasen
vp=542.7 mm/s, 1000 um ‘vB =0.05mm/s, 10 um vg = 0.5 X10> mm/s, 0.1 um'
1
Feinblasen

Abb. 6: Schema der idealen Eigenschaften von Makro-, Submilli- und Feinblasen beziiglich Einlésung
und  Auftriebsgeschwindigkeit (T=25°C, n=0,81mPas, ¢=9,81m/s’, prur=1,18 kg/m’,
pL=1000 kg/m?)

Auf Basis der Young-Laplace Gleichung kann der Innendruck einer Blase mit abnehmendem
Blasendurchmesser ds berechnet werden (Iwakiri et al. 2017; Tsuge 2014). Wird das Gesetz von
Henry beriicksichtigt, ist der Unterschied des Partialdrucks der Komponente n die treibende Kraft fiir
den Stofftransport (Konzentrationsgradient siehe 1.1.1) von der Blase in die Flissigkeit. Durch die
Erhohung des Laplace-Drucks steigt die Loslichkeit in der Umgebung der Blase deutlich an (Alheshibri
et al. 2016). So kann die schnelle Abnahme des Blasendurchmessers auch in gesattigten Losungen
stattfinden (Alheshibri et al. 2016; Epstein and Plesset 1950). In der Gesamtflissigkeit hdangt jedoch
die Loslichkeit einer Gaskomponente n vom Systemdruck ab (Alheshibri et al. 2016; Atkins et al.
2013). Hier ist dieser Effekt von der GréRe der Blasen abhangig, wie die Laplace-Druckkurve in Abb. 7
dargestellt.

1.0E+06 500
8.0E+05 | & 400
[ =
. S
6.0E+05 [ S 300
- r o
£ i @
—4.0E+05 | & 200
> r —
2 s 39-
2.0E+05 | w100
c
[ 3
0.0E+00 > 0 . ) . . A .
0 100 200 300 400 500 0 20 40 60 80 100

BlasengroRe d (um) BlasengroRe d (um)

Abb. 7: Berechnung des Young-Lapace-Drucks in den Blasen und der SV (volumenspezifische
Oberflache) in Abhdngigkeit von der BlasengroRe (Bedingungen: T = 20 °C, puater = 998,23 kg/m3 (Kell
1975), Owater= 72,75 mN/m (Straub et al. 1980) hgjssigkeir = 0,02 m, g = 9,81 m/s’, Patm = 101.32 kPa)

Iwakiri et al. berichtet von einer erhdhten Einldserate, wenn ein Blasendurchmesser kleiner ~15 um
erreicht wird (lwakiri et al. 2017). Das Ergebnis von Iwakiri et al. befindet sich in guter
Ubereinstimmung mit der berechneten Laplace-Druckkurve fiir Mikroblasen (Abb. 7). Auch Epstein
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und Plesset berichten, dass der Laplace-Druck entscheidend fiir den Stofftransport und die Reduktion
des Blasendurchmesser (,,shrinking”) verantwortlich ist (Epstein and Plesset 1950). Weiter fiihrt die
rapide Abnahme der BlasengrofRe durch die Erhéhung der volumenspezifischen Grenzfliche zum
Ansteigen des ka-Werts (siehe Abschnitt 1.1.1). Zusatzlich kann ein steigender
Stofftransportkoeffizient k;, mit sinkender BlasengrofRe angenommen werden (lwakiri et al. 2017;
Othmer and Thakar 1953). Die Anlagerung von amphiphilen Additiven wie Proteinen oder Tween 20
an die Phasengrenzflache kann zur Verringerung des k;, Werts fiihren (Bredwell and Worden 1998).
Hierbei sinkt der k, Wert als Teil einer Sattigungsfunktion mit steigender Additivkonzentration
(Bredwell and Worden 1998). Fiir Mikroblasen werden in Bredwell et al., k, im Bereich von
2,9x10"-2,2x 10* m/s sowie k,a =200 - 1800 1/h berichtet (Bredwell and Worden 1998). Wie in
Abb. 7 dargestellt, steigt die volumenspezifische Grenzflache beim Einlésen von Feinblasen deutlich
starker als der k, Koeffizient an. Deshalb wird im Bereich der Submilliblasen ein geringer und bei
Feinblasen ein hoher Einfluss der Grenzflache auf das Einléseverhalten beschrieben (Cappello et al.
2020; Iwakiri et al. 2017; Tsuge 2014). Ein vielversprechender Vorteil ist, neben der hohen
Verweilzeit von Feinblasen, somit die grolRe volumenspezifische Grenzflache. Eine Blase mit einen
Durchmesser von 100 pm hat eine volumenpezifische Flache SV =6 x 10* m™, welche um den Faktor
10 groRer ist, als der einer Makroblase (dz = 1000 um) mit SV =6 x 10° m™. Wie in Abb. 8 dargestellt,
kann aus den zuvor beschriebenen Vorgangen der Reduktion des Blasendurchmessers und der
Erhéhung des Laplace-Drucks im Fall von Feinblasen eine Verstarkung (,,Feedback-Loop“ Verhalten)
der positiv auf den Einldseprozess wirkenden Parameter festgestellt werden (Tsuge 2014)(Abb. 8).

Anstieg des R Anstieg der Anstieg des Konzentrations-

Blaseninnendrucks pg Phasengrenzflache gradienten durch Apg

“Shrinking” des
Blasendurchmessers 4—| Anstieg der Einléserate N
ds

Young- Laplace

—
“Shrinking”

Abb. 8: Einlosen von Feinblasen durch hohe Laplace-Driicke , Feedback-Loop”

Bei Makroblasen hangt die Stofftransportleistung von der Dispersion der Gasphase durch vom Rihrer
induzierte Scherkrafte im begasten Rihrkessel ab (Gaddis 2013; Liu et al. 2019). Dies ist hdufig mit
einem hohen Energieeinsatz und einer ineffizienten Gasnutzung verbunden (Liu et al. 2019; Terasaka,
K. Hirabayashi, Ai et al. 2011). Infolge der hohen Auftriebsgeschwindigkeit, der hohen
Begasungsraten und des hohen Gasimpulses kann mit Makroblasen das Reaktionsmedium in
Blasensdulen gemischt werden (Hilterhaus et al. 2008). Im Gegensatz dazu haben Feinblasen eine
niedrige Auftriebsgeschwindigkeit und liefern daher einen geringeren Beitrag zum Mischen des
Reaktionsmediums (Parkinson et al. 2008). Daher ist zur Einstellung von optimalen
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Mischungsbedingungen bei mit feinblasenbegasten Reaktionen, Riihren erforderlich. Jedoch werden
Feinblasen nicht durch die vom Rihrer induzierten Scherkrafte desintegriert (Matthes et al. 2020;
Tsuge 2014). Dadurch kann der erforderliche Energieeintrag auf ein Minimum reduziert werden.

1.3 Enzyme

Nach der Definition sind Katalysatoren Substanzen, welche an einer Reaktion beteiligt sind, ohne
selbst verbraucht oder umgesetzt zu werden (Bisswanger 2000).

Katalysatoren nehmen in der Chemieindustrie eine entscheidende Rolle ein. Sie tragen dazu bei,
Reaktionen 6konomischer und 6kologischer zu realisieren (Chmiel 2011). In der organischen Chemie
sind vor allen Siure-Basenkatalyse, Ubergangsmetallkatalyse, Organokatalyse und Biokatalyse von
Bedeutung (Atkins et al. 2013). Hierbei wird zwischen chemischen und Biokatalysatoren
unterschieden (Buchholz et al. 2012). Die chemischen Katalysatoren zeichnen sich durch hohe
Temperaturbestandigkeit und daraus resultierende, hohe Reaktionsgeschwindigkeiten aus
(Bisswanger 2000). Nachteile des Einsatzes von chemischen Katalysatoren sind deren Toxizitat,
Umweltschadlichkeit und die geringe Selektivitat (Atkins et al. 2013; Chmiel 2011). Biokatalysatoren,
finden in der Petrolchemie, der Feinchemie, der Pharmaindustrie und in der Lebensmittelindustrie
Anwendung (Bisswanger 2000; Chmiel 2011). Enzyme sind Uberwiegend natlrlichen Ursprungs,
weshalb deren Stabilitdt und Aktivitdt an das Wachstumsoptimum des Ursprungsorganismus
angepasst ist (Chmiel 2011). Im Gegensatz zu chemischen Katalysatoren zeichnen sich Enzyme durch
geringe Toxizitat, sowie gute Umweltvertraglichkeit und eine hohe Selektivitat aus (Bartholomew and
Farrauto 2010; Chmiel 2011; Kénig and Butenschon 2007). Von besonderem Interesse fiir die
Forschung und Industrie sind Enzyme aus extremophilen Mikroorganismen. Diese Mikroorganismen
sind auch unter extremen Umwelteinflissen wie z.B. Temperatur oder pH-Wert stabil und zeigen
Aktivitdt (Demirjian et al. 2001). Als Beispiele dienen die an Tiefseevulkanen entdeckten Enzyme aus
thermophilen Bakterien, welche noch bis 80°C Aktivitat aufweisen (Atkins et al. 2013). Jedoch bietet
die wachsende Anzahl an Methoden des so genannten ,Enzyme-Engineering” die Madglichkeit,
Enzyme an die Bedingungen eines Prozesses anzupassen (Woodley 2019). Die meisten industriell
genutzten Biokatalysatoren weisen Aktivitat im gemaRigten Temperaturbereich zwischen 30°C und
60°C auf (Atkins et al. 2013). Enzyme werden nach der Art der katalysierten Reaktion in
Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lipasen, Isomerasen und Ligasen unterteilt (Bisswanger
2000; Konig and Butenschon 2007). Fir diese Arbeit sind die Oxidoreduktasen mit
Sauerstoffverbrauch (Oxidasen) von groRem Interesse.

1.3.1 Oxidoreduktasen

Die Enzyme der Oxidoreduktasen EC. 1. kommen in einer Vielzahl von Lebewesen und in vielen
wichtigen Stoffwechselwegen vor. Daher finden Enzyme dieser Klasse bei einer Vielzahl von
industriellen Synthesen zur Produktion von pharmazeutischen Produkten (z.B. Synthese von L-DOPA)
Anwendung (Chagraoui et al. 2019; Pialis and Saville 1998). Hierbei besteht die Reaktion aus der
Oxidation bei der A zu A*+ e  und der Reduktion bei der B’+ e zu B reagieren. Die Gesamtgleichung
der Redoxreaktion ist in Gleichung ( 19 ) beschrieben. Jedoch verdanken viele Oxidoreduktasen den
typischerweise enthaltenen Ubergangsmetallen wie Zn**, Cu** und Fe** oder dem Co-Faktor FAD als
Teil des aktiven Zentrums ihre katalytische Wirkung (Ryabov 2004).
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Oxi.
A+B = A*+B” (19)
Reduk.

Sauerstoff wird von vielen Oxidoreduktasen als Oxidationsmittel oder Elektronenakzeptor umgesetzt.
In Elektrolytlésung, gelOster Sauerstoff fungiert in Wasser als Oxidationsmittel nach folgenden
Reaktionsschema: O, +2 H,0 +4 e -> 4 OH  bei neutralem bis alkalischem pH (Forker et al. 1981). Auf
Grund der geringen Sauerstoffloslichkeit von 0,256 mM (25°C, pH 7, 101,32 kPa) im wassrigen Milieu
bendtigen viele Oxidoreduktasen eine kontinuierliche Zufuhr von Sauerstoff durch Begasung des
Reaktionsmediums. Ein Beispiel dafiir ist die sauerstoffabhangige Biotransformation von 3-D-Glucose
und Sauerstoff zu D-Glucono-1,5-Lacton und Wasserstoffperoxid, welche durch das Enzym
Glucoseoxidase katalysiert wird (Bankar et al. 2009; Ramachandran et al. 2006; Tomotani et al.
2005). Die Gruppe der Oxidoreduktasen findet eine sehr breite industrielle Anwendung, da die
Verwendung schadlicher Metalloxidationsmittel vermieden wird (Dias Gomes et al. 2019a). Weiter
wird haufig NAD*/NADH und NADP*/NADPH als Co-Faktor in der Redoxreaktion benétigt. In dieser
Arbeit werden die Oxidoreduktasen als Modellenzyme im Rihrkesselreaktor untersucht:
Glucoseoxidase (GOx), NADH-Oxidase (NOX), Cytochrom P450, Alkoholdehydrogenase (ADH),
Glucosedehydrogenase (GDH) und Tyrosinase (TYR).

1.3.2 Michaelis-Menten Kinetik und Enzymdeaktivierung

In diesem Abschnitt werden die Grundlagen der fiir die Enzymcharakterisierung genutzten
kinetischen Modelle und Zusammenhange erortert.

Die durch Michaelis und Menten beschriebene Kinetik stellt den einfachsten Fall einer enzymatischen
Katalyse dar (Bisswanger 2000). Diese Kinetik findet sehr haufig in der Beschreibung von homogen
katalysierten Reaktionen Anwendung (Atkins et al. 2013). Als Teil einer reversiblen
Gleichgewichtsreaktion wird aus Enzym E und Substrat$S ein Substratenzymkomplex ES gebildet
(20). Im zweiten irreversiblen Reaktionsschritt zerfallt der Enzymsubstratkomplex ES in das
Produkt P und Enzym E, welche freigesetzt werden. (Bisswanger 2000)

ki ky
E+S = ES - E+P (20)
k_q

Mit der Annahme von stationdren Bedingungen ergeben sich fiir die Bildung des Enzymkomplexes
Gleichung ( 21 ) und fir die Produktbildung Gleichung ( 22 ).

d(dEtS)=O=_k—l'(ES)—kz'(ES)+k1-(E)-(S) (21)
i), ()
T = ko (ES)

Unter der Annahme von (S) >> (E) (Substratiiberschuss) kann wie folgt die Gleichung der Michaelis-
Menten Kinetik aufgestellt werden. Hierzu werden die Michaelis-Konstante K,,, (mol/L), die
Anfangskonzentration des Enzyms E, (mol/L), die aus dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
der Gesamtreaktion resultierende Geschwindigkeit v (U = umol/min) und die
Maximalgeschwindigkeit v;,,4, (U) definiert. Hierbei entspricht eine Unit (U) einer Reaktionsrate von
1 umol/min.
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kg tk,
=

(Eo) = (E) + (ES) bei (S) » (E) folgt (E,) = (ES)

K
(23)

V= kz ) (ES)
Umax = kz ) (Eo) = kz -ES bei (S) > (E)

Wird K, (Ep), v und v, in Gleichung ( 21 ) eingesetzt, |asst sich das Geschwindigkeitsgesetz der
Michaelis-Menten Kinetik aufstellen.

V= ky - (Ep) - (S) _ Vmax * (S)
k—lk—-:kZ +(S) K +(S)

(24)

In der experimentellen Bestimmung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit bei Variation der
Substratkonzentration beschreibt die Michaelis-Menten Kinetik die Sattigungsfunktion von E mit S
(Bisswanger 2000). So kann K, als die Substratkonzentration bei halbmaximaler
Reaktionsgeschwindigkeit mit folgendem Zusammenhang vereinfacht beschrieben werden.

_ Umax (25)

m

Analog zum Zerfallsgesetz (wie des radioaktiven Zerfalls von Atomen) kann auch die Deaktivierung
eines Enzyms betrachtet werden (Atkins et al. 2013). Mit dem Modell des Zerfallsgesetzes wird die
Deaktivierungskinetik als exponentielle zeitliche Abnahme der Enzymaktivitat beschrieben. Nach der
Zeit t (s) ist von a, Anfangsaktivitdt (U) noch eine Restaktivitdt von a(t) vorhanden. Der Ausdruck in
Gleichung ( 26 ) wird zur Interpretation der Enzymstabilitat unter festgelegten dauRReren Bedingungen
eingesetzt. ks beschreibt hierbei die Deaktivierungskonstante in 1/s.

v (t) = 'UO . e_kdeS't ( 26 )

Die Halbwertszeit t1/2 (s) ermoglicht einen direkten Vergleich der Enzymstabilitdt verschiedener

Enzyme und beschreibt die Zeit t, bei der die Anfangsaktivitat a, halbiert ist. Mit dem vereinfachten
Zusammenhang in Gleichung (27) kann aus der Halbwertszeit t1/2 direkt die

Deaktivierungskonstante berechnet werden.

Kages = —— (27)

Besonders interessant ist die Untersuchung der Enzymstabilitdt bei Variation der
Begasungsbedingungen sowie der Variation der Reaktionsbedingungen wie pH, Temperatur etc.
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1.4 Motivation und Zielsetzung

Gase finden als Substrate eine breite Anwendung in chemischen, biochemischen und
pharmazeutischen Verfahren (Chapman et al. 2018; Terasaka, K. Hirabayashi, Ai et al. 2011).
Besonders der Einsatz von Gasen mit geringer Loslichkeit wie Sauerstoff macht eine kontinuierliche
Zufuhr zum Prozess unabdingbar. Hierbei stellt Luft, mit einem Anteil von 21 Vol.-% Sauerstoff eine
vergleichsweise glinstige und einfach zugdngliche, natirliche Quelle fiir die Anwendung in
Oxidationsreaktionen dar. Sauerstoff wird in der Industrie als Oxidationsmittel in verschiedenen
Anwendungen eingesetzt, von enzymatischen Oxidationsreaktionen Uber die biologische aerobe
Abwasserbehandlung, bis hin zur aeroben Fermentation (Chapman et al. 2018; Hone and Kappe
2018; Terasaka, K. Hirabayashi, Ai et al. 2011). Allerdings verursacht die geringe Loslichkeit von
Sauerstoff mit 0,256 mmol/L (25°C, pH 7, 101,32 kPa) in vielen biokatalytischen Prozessen eine
Limitierung der Reaktionsgeschwindigkeit (Bolivar et al. 2019). Um dieses Problem zu (iberwinden,
bietet die Feinblasentechnologie ein groles Potenzial fir die Optimierung der
Sauerstofftransportrate.

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis moglicher Anwendungen der Feinblasentechnologie in der
Biokatalyse

Hierzu wurden folgende Ziele definiert:

e Identifizierung und Charakterisierung von enzymatischen Modellreaktionssystemen mit dem
Fokus auf hohe Sauerstoffverbrauchsraten

e Identifizierung des Gasverbrauchs und Untersuchung des Potenzials zur Gasersparnis mit
Feinblasenbegasung

e Bestimmung und Berechnung der BlasengroBen mit dem Ziel eines Begaservergleichs fiir die
Fein-, Submilli- und Makroblasenbegasung

e Bestimmung der Stofftransportleistung und des Gasnutzungspotenzials im begasten
Rihrkessel

e Bestimmung der Enzymstabilitat im begasten Riihrkessel

e Anwendung von verschiedenen Begasungssystemen in der Biotransformation

Die Untersuchung der Effekte von Begasungssystemen bezlglich der erzeugten BlasengrofSe
(Feinblasen) auf Produktivitit, Gasnutzung (Stofftransport), Sauerstoff-Okonomie sowie
Enzymstabilitat im begasten Riihrkessel, stehen im Fokus dieser Arbeit.



2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien, Enzyme und Gerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien
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Substanz Reinheit Hersteller Stadt Land
Acetonitril >99,95% (LC-MS) Carl Roth GmbH Karlsruhe D
Kanamycinsulfat Kein Angabe Merck KGaA Darmstadt D
Protein Reagenz, Pierce™ 660 nm Keine Angabe Thermo Rockford USA
Scientific GmbH
NAD" freie Saure >97,5% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
NADP-Dinatriumsalz 284 % Carl Roth GmbH Karlsruhe D
NADPH-Tetranatriumsalz 295 % Carl Roth GmbH Karlsruhe D
NADH-Dinatriumsalz 284 % Carl Roth GmbH Karlsruhe D
D(+)-Glucose 298% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
L-Tyrosin 299%, Carl Roth GmbH Karlsruhe D
PA-12-Pulver, Polyamid-12, d ~ 56 um Keine Angabe EOS GmbH Krailling D
L-DOPA >98% (TLC) Merck KGaA Darmstadt D
Rhododendrol >98.0%(GC) Tokyo Chemical  Tokyo JP
Industry Co.
Himbeerketon >99.0%(GC) Tokyo Chemical Tokyo JP
Industry Co.
12-pNCA >98.0%(GC) abcr GmbH Karlsruhe D
o-Dianisidine >98.0% Merck KGaA Darmstadt D
Trifluoressigsdure (TFA) 299,95% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
MES 299% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
(2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure)
Zitronensdure >299,95% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
Natriumhydroxid (NaOH) 298% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
Essigsaure 100% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
Kaliumchlorid (KCI) >99% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
Magnesiumchlorid (MgCl) 298.5% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
di-Kalium-hydrogenphosphat (K,HPO,)  298% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
Kalium-dihydrogenphosphat (KH2PO4)  >98% Carl Roth GmbH Karlsruhe D
Weiter wurde mit folgenden Enzymen gearbeitet:
Tabelle 2: Verwendete Enzyme und Proteine
Substanz Organismus Hersteller Stadt Land
Glucoseoxidase Typ VIl Aspergillus niger Merck KGaA Darmstadt D
Peroxidase Typ Il Amoracia rusticana Merck KGaA Darmstadt D
Tyrosinase Agaricus bisporus Merck KGaA Darmstadt D




Katalase Aspergillus niger Merck KGaA Darmstadt

NOX34 Streptococcus mitis c-LEcta GmbH Leipzig D

GDH-105 Keine Daten Codexis Redwood City USA

Keine Daten c-LEcta GmbH Leipzig

Die zur Durchfiihrung der Experimente eingesetzten Gerate sind folgend aufgelistet:

Tabelle 3: Verwendete Gerate

Gerat Hersteller

Pipetten, Research®, Reference® Eppendorf AG Hamburg D
10, 20, 200, 1000, 5000 pL

GC-Sdule Chrompack CP-ChiraSil-Dex B (25m, 250um, 0.25um) Agilent Technologies Inc. Santa Clara USA

Laborwaage, MC1 Laboratory LC 2200 P Sartorius AG Gottingen

HPLC S&ule, LiChrospher® 100 RP-18, (5 um) 250x4 mm Merck KGaA Darmstadt

Schragblattrihrer d = 46 mm Bohlender GmbH (Bola) Grinsfeld D

2 Land 0,5 L Ruhrkesselreaktor (STR) Applikon Biotechnology B.V. Delft NL

848 Titrino plus Metrohm Metrohm AG Herisau CH

El-Flow Select 0.05-0.2 N L/min Bronkhorst High-Tech BV Ruurlo NL

Fibox 4 PreSens Precision Sensing GmbH Regensburg D

0.5 um, 2 um und 10 um Sinterfritte Techlab GmbH Braunschweig D

AMB3- Mikroblasengenerator Hack UFB Co., Ltd Yamanashi JP

Zellulosefilter, MN 640 d, 125 mm MACHEREYNAGEL GmbH Diiren D
& Co. KG
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2.2 Enzymaktivitatsassay

Zur Bestimmung der Aktivitdt in U/mg (umol/min/mg) findet in dieser Arbeit die etablierte
photometrische Konzentrationsmessung (UV/VIS Photometer Uvikon-XL) Anwendung. Auf Basis des
Lambert-Beer'schen Gesetzes wurde die Konzentrationsdanderung Ac (mM) aus dem Verhaltnis der
Absorptionsidnderung AAbs zu dem Produkt aus Extinktionskoeffizienten & (mM™cm™) bei einer
festgelegten Wellenlange A (nm) und der Schichtdicke d (cm) der Kiivette fiir stark verdiinnte
Losungen ermittelt ( 28 ).

AC:AAbS/EA'd (28)

Der Vorteil dieser Methode ist, dass keine Kalibrierung fir die direkte Konzentrationsbestimmung
benotigt wird. Mit Hilfe dieses Zusammenhangs und der eingesetzten Enzymmenge (mg) wurde die
Aktivitat fir die Enzyme in dieser Arbeit bestimmt.

2.2.1 Glucoseoxidase (GOx) Assay

Die Bestimmung der Enzymaktivitit wurde basierend auf dem Glucoseoxidase (GOx)/
Peroxidase (POD) photometrischen Assay von Bateman und Evans durchgefiihrt (Bateman and Evans
1995). Eine Substratlésung mit der Konzentration von 0,21 mM o-Dianisidin und 9,44 mM D-Glucose
in 10 mM Na-Acetatpuffer (pH 5,3) wurde eingesetzt. Die Proben enthielten 936 uL Substratldsung
gemischt mit 32 uL POD-L6ésung (60 Purpurogallin U/mL). Die Reaktion wurde durch Zugabe von
32 uL GOx-Losung (40 U/mL) initiiert. Als Referenz diente eine Losung mit einer Zusammensetzung
von 936 plL Substratlésung, 32 uL POD-L6sung (60 Purpurogallin Units/mL = pmol/min/mL) und 32 pL
eines 10 mM Na-Acetatpuffer (pH 5,3). Die Aktivitat wird angegeben in Unit/mg (umol/min/mg).
Dabei ist definiert, dass eine Unit der Oxidation von 1 pmol B-D-Glucose pro Minute und eingesetzter
Enzymmenge entspricht.

2.2.2 NADH-Oxidase (NOX) Assay

Die Aliquots der Enzymldsung mit einer Konzentration von 1,1 mg/mL wurden erstellt und bei -20°C
gelagert. Vor der Aktivitatsuntersuchung erfolgte das Auftauen des Aliquots auf Eis. Die Aktivitat
wurde durch Messung der Absorptionsdanderungen von gebildetem NADH {ber 3 min bei einer
Wellenldnge von 340 nm, £ =6220 L/mM/cm sowie einer Raumtemperatur von 20°C durchgefihrt.
Der Reaktionsansatz bestand aus 0,1 mM NADH in 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 8). Alle Lésungen
wurden zuvor begast. Daher kann eine Sauerstoffsattigungskonzentration von etwa c* = 0,284 mM
angenommen werden. Als Referenz zur Reaktionslésung sind 50 mM Tris-HCL Puffer (pH 8) in der
Messung eingesetzt worden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,26 U/mL NOX gestartet. Eine
Unit ist definiert als die Absorptionsdifferenz, die mit der Oxidation von 1 umol NADH zu NAD" pro
Minute und der eingesetzten Enzymmenge (mg) bei pH 8 und 20° C gemessen wird.
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2.2.3 Tyrosinase (TYR) Assay

Zur Aktivitatsbestimmung der Tyrosinase wurde die Unit-Definition des photometrischen Assays aus
dem Datenblatt der Tyrosinase des Herstellers Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp. 2018) verwendet
und fir ein Volumen von 1 mL angepasst. Dem Datenblatt von Sigma-Aldrich wurde die Unit-
Definition wie folgt entnommen: eine Unit (umol/min) ist als die Absorptionsanderung von 0,001 bei
280 nm definiert (Sigma-Aldrich Corp. 2018). Der Aktivitatstest wurde in 50 mM KP; (pH 6,5), einer
Substratkonzentration von 0,5 mM L-Tyrosin, einer Aktivitat von 60 U/mL (umol/min/mL) Tyrosinase
und einer Temperatur von 25°C durchgefiihrt. Als Referenz zur Reaktionslsung ist eine Losung mit
0,5 mM L-Tyrosin in 50 mM KP; Puffer (pH 6,5) eingesetzt worden. Die Messung wurde durch Zugabe
von 2 U/mL (34 pL mit 60 U/mL (umol/min/mL)) Tyrosinase gestartet. Die Absorptionsdnderung ist
bei einer Wellenldange von 280 nm Uber einen Zeitraum von 20 min verfolgt worden. Um eine
Sauerstoffsattigung einzustellen, wurden die Pufferlésung und das Reaktionsgemisch kurz vor Beginn
der Reaktion mit Druckluft begast.

2.2.4 Monooxygenase (BM3 Cytochrom P450 WT) Assay

Im Aktivitatstest wurde mit zellfreiem Extrakt aus Zellen des Wildtyp der BM3 Cytochrom P450
(CYP102A1) aus Bacillus megaterium gearbeitet. Das Cytochrom P450 wurde in Escherichia coli
Bl 21 pet 28a (E. coli) liberexprimiert. Zuerst ist eine 0,74 mM 12-pNCA Losung in DMSO angesetzt
worden. Die Absorptionsanderung wurde im Photometer (Uvikon XL) bei 20°C und einer Wellenlange
von 410 nm (e =13,2/mM/cm) Uber einen Zeitraum von 10 min gemessen. Der Reaktionsansatz
beinhaltet 0,37 mM 12-pNCA, 0,1 mM NADPH, 50 mM KPi (pH 8). Die Reaktion startete dann durch
die Zugabe von 0,15U der BM3 Cytochrom P450 WT (0,7 U/mg, zellfreies Extrakt). Als
Referenzlosung ist ein 50 mM KP; Puffer (pH 8) verwendet worden. Ein ahnliches Vorgehen zur
Aktivitdtsbestimmung wurde auch bei Schwaneberg et al. und Eiben et al. beschrieben (Eiben et al.
2007; Schwaneberg et al. 1999).

2.2.5 Alkoholdehydrogenase (ADH) Assay

Die Aktivitat der ADH wurde auf Basis der Adsorptionsdifferenz bei der Wellenldnge von 340 nm
(€ =6220/mM/cm) bestimmt. Somit konnte die Umwandlung von NAD* zu NADH bei 20°C verfolgt
werden. Als Reaktionsansatz kam eine Substratkonzentration von 2 mM Rhododendrol,
0,1 MM NAD" in 10 mM Tris-HCI Puffer (pH 8) zum Einsatz. Die Messung startete kurz nach der
Zugabe von 0,15 U/mL ADH zum Reaktionsgemisch. Als Referenz ist gegen 10 mM Tris-HC| Puffer
(pH 8) gemessen worden. Eine Unit/mg entspricht dabei der umgesetzten Stoffmenge von
1 umol NAD" pro min und eingesetzter Enzymmenge (mg).

2.2.6 Glucosedehydrogenase (GDH 105) Assay

Fiir die Aktivitatsbestimmung der GDH setzte sich das Reaktionsgemisch aus 0,44 M D-Glucose und
0,1 mM NADP* in 50 mM KP; Puffer (pH 7) zusammen. Das Assay wurde durch Zugabe von 0,05 U/mL
der verwendeten GDH-L6sung (0,05 mg/mL) gestartet und die Absorptionsdnderung tber 3 min im
Photometer verfolgt. Flr die Messung ist die Absorptionsdifferenz von NADPH bei 20°C bestimmt
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worden. Es wurde bei einer Wellenlange von 340 nm gemessen. Die Berechnung erfolgte mit dem
Extinktionskoeffizienten £ = 6220/mM/cm. In diesem Assay wurde gegen 50 mM KP; Puffer (pH 7) als
Referenz gemessen. Die Aktivitat von einer Unit/mg (U/mg) ist definiert als die Umwandlung von
1 umol NADP* zu NADPH, was der Umwandlung von Glucose in Gluconolacton entspricht.

2.3  Herstellung von zellfreiem Extrakt der NADH-Oxidase

Es wurden bei -80°C gelagerte E.coli Bl 21 Zellen zur Herstellung der NADH-Oxidase (NOX-Opp,
NOX-Enzym der Arbeitsgruppe von Prof. Oppermann) verwendet. Die E.coli Bl 21 mit dem Plasmid
der NOX-Opp konnten fir die Vorkultur in 20 mL autoklaviertes Luria-Bertani (LB) Medium gegeben
werden. Das LB-Medium wurde zuvor mit 20 pL (100 mg/mL) des Antibiotikums Kanamycinsulfat
versetzt. Die Vorkultur ist bei 120 rpm und 37°C fir 16 h inkubiert worden. Auch die 400 mL
LB-Medium der Hauptkultur wurde mit 400 uL Kanamycinsulfatlésung (100 mg/mL) versetzt. Durch
Inokulation mit 4 mL Vorkultur wurde die Hauptkultur gestartet. Die Hauptkultur ist danach bei
180 rpm und 37°C fiir 2 - 3 h inkubiert worden. Hierbei wurde gewartet, bis sich ein OD600-Wert von
0,6 - 0,7 einstellte. Als ein OD600-Wert von 0,6 - 0,7 erreicht wurde, erfolgte die Zugabe von 200 pL
einer 0,5 mM IPTG-Lésung, um die Uberexpression der NOX zu initiieren. AnschlieRend wurde die
Hauptkultur zur Uberexpression des Enzyms bei 120 rpm und Raumtemperatur (20°C) fiir weitere
30 h inkubiert. Die Abtrennung der Zellen vom Medium erfolgte durch Zentrifugation (Beckmann-
Coulter-Avanti, JA-10-Aufsatz, 9000 rpm, 15 min, 4°C). Zur Reinigung wurde das Zellpellet dreimal in
frischem 500 mM KPi Puffer (pH 7) resuspendiert und zentrifugiert. AnschlieBend konnte das, mittels
Ultraschallhomogenisator in 500 mM KP; Puffer (pH 7) resuspendierte Zellpellet gekiihlt, gelagert und
umgehend aufgeschlossen werden. Die anschlieBende Beschallung mit einer 5 mm Ultraschallspitze
(70% Leistung im 50% Arbeitszyklus) erfolgte dann 3-mal fir jeweils 3 min. Die Zellreste wurden
durch Zentrifugation von der Losung abgetrennt (Beckmann-Coulter-Avanti, j-25.50 Aufsatz,
24.000 rpm, 30 min, 4°C). Der Uberstand wurde aliquotiert und bei-20°C gelagert. Die Realisation
des Zellaufschlusses der Cytochrom P450 enthalten Zellen wurde analog durchgefiihrt.



36

2.4  Fein- Submilli- und Makroblasenbegaser

Die in Tabelle 4 aufgelistet Begaser wurden in der weiteren Arbeit immer unter Angabe des mittleren
Porendurchmessers oder dem Durchmesser der Lochéffnung wie Folgt angegeben:

Tabelle 4: Liste der verwendeten Begaser

Begaser Bild Spezifikation

1 um SPG Membran - Aus gesinterten Al,05-SiO, Glass

- 1 um mittlere PorengrofRe

- 3 cmlang und 1 cm Durchmesser

- SPG (Shirasu Porous Glass) Membran
- SPG Technology Co. Ltd.

0,5 um Sinterfritte - Aus gesinterten Edelstahlpartikeln
- 0,5 um mittlere PorengrofRe
- 3 cmlang und 1 cm Durchmesser

- PerfectPeak® Eluentfilterfritte von Scientific

Instrument Services/ Adaptas /Mott

2 um Sinterfritte - Aus gesinterten Edelstahlpartikeln
- 2 um mittlere PorengrofRe
- 3cmlang und 1 cm Durchmesser

/1 |- CEluentfilterfritte von TECHLAB GmbH

10 um Sinterfritte - Aus gesinterten Edelstahlpartikeln
- 10 um mittlere PorengréfRe
- 3 cmlang und 1 cm Dutchmesser

/1 |- CEluentfilterfritte von TECHLAB GmbH

6 x 0,5 mm gelochtes - Edelstahlrohr mit 6 mm AuRendurchmesser
Rohr - 6 Locher, Durchmesser von 0,5 mm
- 5 mm Abstand zwischen Loch6ffnungen

- Lochoffnungen sind vom  Reaktorboden

abgewandt gebohrt
- Eigenbau Forschungswerkstatt

offenes Rohr - Edelstahlrohr mit 6 mm AufRendurchmesser
- eine Loch6ffnungen mit 5 mm Durchmesser
- Eigenbau
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2.5 Dynamische Methode zur Bestimmung des k,a-Wertes und

Sauerstoffkonzentrationsmessung

Die k,a-Messungen wurden in 1L Reaktionsmedium bei 25°C in einem 2 L Rihrkessel (Applicon)
durchgefiihrt. Um ein turbulentes Stromungsregime Re > 10" sicherzustellen, Installation eines
Schragblattriihrer mit einem Leistungseintrag von 0,17 W/L (430 rpm). Die folgenden Begaser
wurden getestet: 1umSPG Membran, 2um und 10um Sinterfritte sowie das
6 x 0,5 mm gelochte Rohr und ein 5 mm offenes Rohr. Fiir die Messungen wurde eine Modelllésung
aus 0,22 M D (+) Glucose, 83,3 mg/L BSA in 10 mM Na-Acetatpuffer verwendet. Die Begasungsrate
wurde mittels Durchflussregler (Thermoflow, Bronkhorst und Hocum), konstant gehalten und die
Durchflussrate im Bereich von 0,0067 bis 16,66 vvm variiert. Die Stofflibergangsleistung ist gemaf}
der von Garcia-Ochoa & Gomez sowie von Tribe et al. beschriebenen dynamischen Methode
bestimmt worden (Garcia-Ochoa and Gomez 2009; Tribe et al. 1995). In dieser Methode wurde
zuerst mit Stickstoff der geloste Sauerstoff aus dem Medium fast vollstandig entgast c,. AnschlieBend
wurde die Begasung mit Luft angestellt und die Anderung der Sauerstoffkonzentration c, gemessen
bis nahezu die Sattigungskonzentration c* erreicht wurde. Die Messung der Sauerstoffkonzentration
wurde mit der Fibox4 von PreSens mit dem Sauerstoffsensorspot SP-PSt3-NAU-D5-YOP inline
durchgefiuhrt. Dabei wurde vor jeder Messreihe eine Kalibrierung mit den Messpunkten c*(
gesattigtes Medium) und c, (Sauerstoff entleertes Medium, mittels N, Begasung) durchgefiihrt.
Unter der Anwendung der folgenden Linearisierung (29 ) bei der Zeitdifferenz t, —t, zwischen den
Sauerstoffmessungen kann aus der Steigung des exponentiellen Anstiegs der Sattigungskurve der
dynamische k;a bestimmt werden.

*

ki = tn (=) /(6 to) (29)

2.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde nach dem Pierce™ 660 nm Proteinassay durchgefihrt.
Der Proteinassay nach Pierce ist ein gebrauchsfertiges, mit Detergenzien und Reduktionsmitteln
kompatibles Assay-Reagenz ("Pierce 660 nm Protein Assay Reagenz - Thermo Fisher Scientific", n. D.)
zur Messung der Proteinkonzentration mittels einer BSA-Standardkalibrationsreihe. Fir die
Bestimmung der Enzym- oder Proteinkonzentration wurde die Enzyml6ésung auf eine Konzentration
von 0,1-0,3mg/mL verdinnt. AnschlieBend wurden 150uL der Pierce-Lésung in eine
Mikrotiterplatte pipettiert und mit 10 uL Enzymldsung versetzt. Die Losung wurde 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, wobei die Farbanderung bei Proteinbindung von rotbraun nach griin
beobachtet werden konnte. Dieser Protein-Farbstoff-Komplex wurde mit dem Mikroplattenleser der
Firma Tecan gemessen. Die Kalibrierkurve wurde unter Verwendung einer bekannten Konzentration
von BSA und Messung der Absorption bei 660 nm und 25°C fiir eine Verdiinnungsreihe bekannter
Konzentrationen beginnend mit 2 mg/mL, bestimmt (Abb. 9). Diese Kalibrierungsgerade wird zur
Berechnung der Enzymkonzentrationen verwendet. Die Inkubationszeit beeinflusst die Ergebnisse
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des Assays erheblich, daher wurde sichergestellt, dass jedes Mal nach dem gleichen Verfahren

vorgegangen wurde.

1.2
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04 | - A y =0.5078x + 0.0807
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Abb. 9: Kalibriergerade mit BSA nach Pierce Assay (Mikroplattenleser, A = 660 nm, T = 25°C)
2.7 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Konzentrationsbestimmung von L-Tyrosin und L-DOPA erfolgte mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) von Agilent. In Abb. 10 ist die HPLC-Kalibrierung
von L-Tyrosin und L-DOPA dargestellt.
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Abb. 10: HPLC-Kalibrierung von L-Tyrosin (y=4215,8x +15,57, R=0,99, n=1) und L-DOPA
(y =3818,2x-14,24,R*=1,n=1)

Die 100 pL Proben wurden mittels 100 pL Stoppldsung (80 Vol.-% Acetonitril und 20 Vol.-% Wasser
mit zusatzlich 3 Vol.-% TFA) versetzt, anschlieBend fir 5min bei 13000rpm und
Raumtemperatur (~20 °C) zentrifugiert. Der Uberstand dieser Losung wurde in ein HPLC-GefaR mit
Mikroeinlass durch Pipettieren Uberfiihrt und analysiert. Proben, welche aus dem Versuch noch
Immobilisate enthielten, wurden zuvor filtriert (d = 0,45 um). Die Konzentrationsmessung erfolgte
mittels HPLC Agilent 1200 Infinity Series mit Dioden-Array-Detektor (DAD) und der
Saule LiChrospher® 100 RP-18 (5 um). Weiter ist ein Eluent eingesetzt worden mit der
Zusammensetzung 97,52 Vol.-%  Wasser, 2,4Vol.-%  Acetonitril, 0,078 Vol.-% TFA. Fir die
HPLC-Messung wurden eine Flussrate von 0,8 mL/min und ein Injektionsvolumen von 10 pL
eingestellt. Die Absorption von L-DOPA und L-Tyrosin wurde bei einer Wellenlange von 224 nm und
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einer Temperatur von 30°C gemessen. L-Tyrosin wies eine Retentionszeit von 8,7 min und L-DOPA
von 13,3 min auf.

2.8 Gaschromatographie (GC)

Die Konzentration von Rhododendrol (Rho.) und Himbeerketon (Rasp.) wurde mit dem
GC-FID System von Agilent und der chiralen Saule CP-Chirasil-Dex B (25 m*250 um*0,25 um)
bestimmt, siehe Kalibrierung Abb. 11.
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Abb. 11: GC-Kalibrierung von Himbeerketon (y=32,31x-2,33, R’=0,994, n= 3) und Rhododendrol
(y = 33,08x-0,33, R>= 0,993, n = 3) in Ethylacetat

Zuerst wurden die Probe (Rho. oder Rasp. in 10 mM Tris-HCI Puffer, pH 8) im Verhaltnis von 1:1 mit
Ethylacetat versetzt und auf einen Vortex-Mischer bei 3000 rpm fiir 5 min gemischt. AnschlieRend
konnten die Phasen durch Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5415D) der Probe fir 5 min bei
13000 rpm getrennt und 150 pL der organischen Phase durch Pipettieren in ein GC-Probengefald
Uberfihrt werden. Das Injektionsvolumen fiir die Probe wurde fiir die SpritzengrofRe von 10 pL auf
1uL eingestellt. Die Kolbengeschwindigkeit wurde als "schnell" festgelegt und der
Standardinjektionstyp mit einem Luftloch von 0,2 uL fiir die Methode ausgewahlt. Fir die Analyse ist
das Temperaturprofil fir die GC festgelegt worden. Die Einlassheizung wurde auf 250°C eingestellt,
der Druck auf 0,64 bar mit einem Gesamtfluss von 79,5 mL/min. Der Septumspllfluss wurde auf
3 mL/min sowie der Gassparmodus nach 2 min Methodenstart bei 20 mL/min eingeschaltet. Die
FlieBgeschwindigkeit in der Sdule wurde auf 1,5 mL/min festgelegt, mit einem Druck, der dem des
Einlasses bei 0,64 bar und einer Geschwindigkeit von 47,671 cm/s entsprach. Die Haltezeit wurde auf
0,9 min eingestellt und ein konstanter Durchfluss fiir das Tragergas in den Sauleneinstellungen
gewahlt. Die erste Rampe startete bei 100°C bis 180°C mit einer Haltezeit von 1 min. Die
Temperaturanstiegsrate betrug 20°C/min. Die zweite Rampe startete dann bei 180°C bis 200°C mit
einer Temperaturanstiegsrate von 10°C/min und einer Haltezeit von 2 min. Die gesamte
Trennmethode dauerte 9 min. Es wurde ein Split von 1:50 fir die Analysemethode festgelegt. Die
Retentionszeit fir Himbeerketon betrug 6,8 min und fiir Rhododendrol 7,3 min. Die Heizung des
Detektors wurde auf 300°C, der Luftstrom auf 400 mL/min und die Brenngas (H,) -Durchflussrate auf
30 mL/min sowie die Zusatzgasstromungsrate (He) auf 25 mlL/min eingestellt. Mittels dieser
GC-Methode wurden die Kalibration im Bereich von 0,02 -12 mM fir Rhododendrol und
Himbeerketon durchgefiihrt (Abb. 11). Besonders sind die hohen Abweichungen innerhalb des
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Extraktionsschritts zu erwdahnen, welche vor allem von der Zentrifugationszeit abhingen. Dieses
flhrte zu einer Abweichung von +10% fiir Rhododendrol und einer Abweichung von +4% (innerhalb
der GC Abweichung) fir das Himbeerketon im Vergleich zur erwarteten Konzentration. Auf Grund
der deutlich praziseren Bestimmung des Himbeerketons wurde auf die weitere Betrachtung des
Rhododendrol verzichtet.

2.9 Bestimmung der BlasengroBenverteilung mit SOPAT

Zur Bestimmung der BlasengréRenverteilung wurde eine endoskopische optische Sopat-VI Sc-Sonde
von SOPAT (Berlin, Deutschland) mit einem Messbereich von 9 - 1200 um verwendet. Diese Sonde
war mit einer Kappe mit Spiegeleinsatz versehen. Durch die Kappe konnte die Spaltbreite zwischen
Sonde und Teflonspiegel eingestellt werden. Fiir die Messungen wurde eine Spaltbreite von 5 mm
verwendet.
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Abb. 12: Versuchsaufbau der BlasengréBenmessung mit SOPAT

Die Messungen wurden in einem begasten Riihrkesselreaktor V =2 L mit einem begasten Volumen
von 1 L bei konstantem Leistungseintrag von 0,17 W/L (Schragblattrihrer) und einer Temperatur von
25°C durchgefiihrt. Das Medium enthielt 83,3 mg/L GOx in 10 mM Na-Acetatpuffer (pH 5,3). Eine
Spaltbreite von 10 mm ist fir die zuvor genannte Sonde eingestellt worden. Die erhaltenen Bilder
wurden mit der integrierten Bildanalysesoftware von SOPAT (SOPAT Batcher Version 2.1.17.1623)
analysiert. Die weitere Datenaufbereitung wie die logarithmische Regressionen wurden mit der
Datenanalyse- und Grafiksoftware Origin 2019b von OriginLab (Massachusetts, USA) durchgefiihrt.

2.10 Ultrafeinblasen Generation mit AMB3

Das Generationsprinzip basiert auf einer Ubersittigung des Mediums durch Kompression eines
Gas/Flussigkeitsgemisches, welches anschlieBend Giber einer Diise entspannt wird, siehe Abb. 13. Die
Entspannung des Gemisches fiihrt zum Ausgasen vom geldsten Gas, es bilden sich Mikro- und
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Ultrafeinblasen. Hierbei wird das Medium kontinuierlich durch den Generator zirkuliert, wodurch
Ultrafeinblasen akkumuliert werden kénnen. Weiter besteht die theoretische Moglichkeit, dass
Mikroblasen durch schnelles Einlésen und Selbst-Kompression zur Ultrafeinblasenbildung beitragen
kénnen (lwakiri et al. 2017). Fiur die Generation der UFBs in Puffer-Losung wurde das Volumen von
1L in einem Tank vorgelegt. Der Generator wurde fiir 5h betrieben, wobei in regelmafigen
Abstanden 0,5 mL Probe aus dem Tank enthommen wurde. Alle Proben wurden wie in Abschnitt 2.11
mittels Nanopartikel-Tracking mit dynamischer Lichtstreuung im NS300 Nanosight nach
beschriebenem Vorgehen analysiert.
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Abb. 13: Funktionsprinzip AMB3 Mikroblasengenerator

2.11 Nanopartikel-/ Ultrafeinblasenmessung

Fir die Charakterisierung und Visualisierung von Nanopartikeln und Ultrafeinblasen wurde das
NanoSight NS300 der Firma Malvern Instruments Ltd., welches Partikel mit einem Durchmesser im
Bereich von 10 bis 1000 nm detektieren kann, verwendet. Das Messprinzip des Nanosight beruht auf
der ,,Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)“ Technologie, welche die Eigenschaften der Lichtstreuung
und Brown'schen Molekularbewegung nutzt, um suspendierte UFBs und Nanopartikel zu messen.
Hierbei wird ein Lichtstrahl durch die Probe geleitet, wodurch dieser von den Partikeln in der
Suspension gestreut wird (dynamische Lichtstreuung). Das gestreute Licht kann dann mittels der
Kamera sCMOS aufgenommen werden. Diese Kamera arbeitet mit 30 Bildern pro Sekunde, woraus
eine Videodatei erstellt wird. Basierend auf der Brown'schen Molekularbewegung wird die
Bewegung von vielen einzelnen Partikeln verfolgt. Mittels der Stokes-Einstein-Gleichung kénnen die
hydrodynamischen Durchmesser der Partikel berechnet werden. Die Informationen zur Methoden
und zum Funktionsprinzip des NanoSight NS3000 wurden der Broschiire ,,NANOSIGHT RANGE
Visualize and measure particle size and concentration” (www.malvernpanalytical.com, 15.06.2020,)
von der Firma Malvern Panalytical entnommen.
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Die Bestimmung von UFB Konzentration, der BlasengréRenverteilung sowie die Berechnung des
mittleren Blasendurchmessers wurden mit dem NanoSight NS300 und der zugehdrigen Software
NanoSight NTA 3.2 durchgefiihrt. Hierbei konnten die mit dem AMB3 erzeugten UFBs im Puffer und
Wasser gemessen werden. Zunachst Reinigung und Spllung der Messkammer mit ca. 3 mL Wasser
bei Raumtemperatur (20°C), anschlieend wurde die Messkammer gedffnet und mit einem nicht
fasernden Tuch trocken gewischt. Im nachsten Schritt wurde die trockene Messkammer mit
1 mL Probe gesplilt, wobei die Messkammer komplett mit der Probenflissigkeit gefiillt wurde. Daran
anschlielend konnte die Probenkammer auf 39°C temperiert werden. Die Aufzeichnung von Videos
mit der Lange von jeweils 1 min erfolgte an flinf verschiedenen Stellen der Probe. Dieser Vorgang
wurde fir jede Probe wiederholt. Die Messung erfolgte durch einen griinen Laser mit der
Wellenldange von 532 nm bei einer Temperatur der Messkammer von 39°C. Um die bessere
Reproduzierbarkeit der Einstellungen in der Programmsteuerung des NanoSight zu ermoglichen,
wurden die Einstellung in englischer Sprache beibehalten: camera level 12, screen level 5,
screen gain 10, slide gain 73, detector 5 und FPS 25. Die einzelne Aufnahmezeit betrug 1 min mit 5
einzelnen Videos (captures 5).

2.12 Reaktions- und Enzymstabilitatsversuche

Der Reaktionsaufbau bestand aus einem 500 mL Glasreaktor mit 3 Stromungsbrechern und einem
Rlhrer. Die drei Stromungsbrecher haben einen Abstand von 120°, eine Lange von 10 cm und eine
Breite von 1 cm. In diesem Reaktor wurde ein nach unten pumpender Schragblattriher (45 °Schaufel,
d = 46 mm) und ein Scheibenriiher eingesetzt. Die Begasungsrate wurde mit einem Durchflussmesser
eingestellt. Die getesteten Bellifter waren offenes Rohr, gelochtes Rohr, AMB3, 1 um SPG Membran,
0,5 um, 2 um und 10 um Sinterfritte. Die Temperatur wurde mittels eines Thermostaten eingestellt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms zum Reaktionsgemisch gestartet. Um einen
konstanten pH-Wert und die Aufzeichnung der Titrationskurve der Gluconsaure sicherzustellen,
wurde eine Autotitrationseinheit in den Aufbau aufgenommen.

Durchflussregler
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Stromungs- T
" brecher

|

Heizbad
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Abb. 14: Schema und Bild des Versuchsaufbaus der Reaktions- und Enzymstabilitdtsversuche
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In den Enzymstabilitdtsmessungen wurde die 0.3 L Enzymlésung im begasten STR eingesetzt. Hierfir
wurde eine Gaswaschflasche zur Befeuchtung des Begasungsstroms in den Aufbau intergiert.
Dennoch erfolgte durch Evaporation und den Begasungsstrom eine Aufkonzentration der begasten
Enzymlosung. Daher wurde der Flissigkeitsstand vor jeder Probenentnahme gemessen und in die
Berechnung der Enzymstabilitat integriert.

2.13 Funktionalisierung und Immobilisierung an Polyamid 12

(PA-12) Partikel

Die TYR und GOx VIl wurden mittels der kovalenten Immobilisierungsmethode an Glutaraldehyd
funktionalisiertes Polyamid 12 (PA-12) Partikel gebunden.

Die Funktionalisierung der PA-12 Partikel und Immobilisierung der Enzyme erfolgte analog der von
Pahujani et al. beschriebenen Methode zur Immobilisierung von Lipase (Pahujani et al. 2008). Es
wurde eine Konzentration von 0,285 g/mL PA-12 in einer 6 M Salzsdurelésung eingestellt, danach
suspendiert bei Raumtemperatur (~20°C) fiir 30 min und inkubiert am Uberkopfschiittler.
AnschlieRend wurde das PA-12 Pulver mit < 0,08 g/mL mit destilliertem Wasser gespiilt und filtriert.
Das PA-12 Pulver wurde (bezogen auf das trockene PA-12 Pulver) in 2,5 Vol-%. Glutaraldehydlésung
(0,1 M KP, pH7) suspendiert und eine Konzentration von 0,3 g/mL eingestellt. AnschlieRend
Inkubation fiir 60 min bei Raumtemperatur am Uberkopfschiittler. Danach folgte ein zweiter
Spdlschritt, in welchem das Glutaraldehyd funktionalisierte PA-12 Pulver mit einer Konzentration von
mindestens 0,08 g/mL mit destilliertem Wasser gespilt und erneut filtriert wurde. Zur
Immobilisierung wurde das funktionalisierte PA-12 Pulver in einer 1 mg/mL Enzymlésung von GOx
oder TYR suspendiert und eine Konzentration von 0,285 g/mL eingestellt. Diese Suspension konnte
bei 4°C fir 20 h am Uberkopfschiittler inkubiert werden. Weiter ist das Immobilisat mit Puffer mit
mindestens 0,08 g/mL (bezogen auf das trockene Pulver) gespult und anschlieRend erneut filtriert
worden. Der Spulschritt erfolgte fiir GOx mit 10 mM Na-Acetat Puffer (pH 5,3) und fir TYR mit
50 mM KP; Puffer (pH 6,5). Die feuchten PA-12 Immobilisate wurden bei 4°C nach Filtration gelagert.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Enzym Charakterisierung im nicht begasten System

Um die begasungsspezifischen Effekte, besonders die erzeugte Blasengrofle auf eine biokatalytische
Reaktion zu untersuchen, werden detaillierte Kenntnisse der Reaktionsparameter wie Lagerstabilitat,
Temperatur- und pH-Profil, Michaelis-Menten Parameter etc. des Modellenzymsystems bendtigt.
Hierbei ist die Lagerstabilitdit die Stabilitdit des gel6sten Enzyms unter den angegebenen
Reaktionsbedingungen. Zu diesem Zweck sind vier Modellenzymsysteme Gegenstand der
Untersuchungen: Glucoseoxidase/Katalase, Tyrosinase, NADH Oxidase/Alkoholdehydrogenase und
Cytochrom P450/Glucosedehydrogenase. Alle genannten Systeme zeichnen sich durch ihre
Abhangigkeit vom geldsten Sauerstoff als Substrat aus. Die Loslichkeit von Sauerstoff in wassrigen
Losungen ist mit einer Sattigungskonzentration von 0,284 mmol/L (20°C) im Vergleich zu anderen
Komponenten wie Glucose, welche eine deutlich hohere Loslichkeit von 2608 mmol/L (20°C) besitzt,
sehr gering. Deshalb stellt die geringe Sauerstoffloslichkeit in vielen biokatalytischen Prozessen eine
Limitierung dar (Bolivar et al. 2019). Hierfir werden nachfolgend die einzustellenden
Reaktionsbedingungen ermittelt und die Oxidasen bezlglich der enzymmengenspezifischen
Sauerstoffverbrauchsrate (basierend auf der dem gemessenen v,,,,) verglichen. Die in dieser Arbeit
aus den Experimenten bestimmten kinetischen Parameter werden in erster Nadherung mit
Literaturdaten verglichen, die unter ahnlichen Bedingungen ermittelt wurden.

3.1.1 Glucoseoxidase (GOx)/ Katalase (Cat.)

Die Transformation von B-D-Glucose zu D-Glucono-1,5-lacton (siehe Abb. 15) wird durch das Enzym
Glucoseoxidase katalysiert (EC 1.1.3.4). Dabei entstehen stochiometrische Stoffmengen an
Wasserstoffperoxid (H,0,) als Nebenprodukt. Die Bildung von Wasserstoffperoxid als Nebenprodukt
tritt bei einer Vielzahl von Oxidasen auf (Bao et al. 2003; Cui et al. 2019). Weiter reagiert D-Glucono-
1,5-lacton mit Wasser zu D-Gluconsaure. Die gebildete D-Gluconsaure kann durch Titration mit NaOH
zu Na-Gluconat reagieren. Aus der erhaltenen Titrationskurve der D-Gluconsdure kann direkt die
Ausbeute der Reaktion bestimmt werden.

OH OH
o] GOx o Cat.
HO + O ————— HO + H,Op ——=H,0 + 1/2 0,
HO OH HO N
OH OH \o
3-D-Glucose D-Glucono-1,5-lacton

Abb. 15: Reaktionsschema des Glucoseoxidase (GOx)/Katalase (Cat.) Systems

Insbesondere die Untersuchung der Einflussfaktoren wie Temperatur, pH, Puffersystem,
Lagerstabilitdt und Michaelis-Menten Parameter sind von groRer Bedeutung, um Experimente zu
entwerfen, welche eine Interpretation hinsichtlich der Begasungsart zulassen. Hierflr wird eine
B-D-Glucoseoxidase (GOx) Type VIl aus Aspergillus niger untersucht. Diese GOx besitzt eine
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Vmax= 450 U/mg, (Herstellerangabe), woraus sich eine enzymmengenspezifische
Sauerstoffverbrauchsrate von 450 pmol/min/mg ergibt (Sigma-Aldrich Co. LLC 2018). Mit dem Ziel,
einen Puffer fir die folgenden Experimente auszuwdhlen, wurden drei verschiedene Puffersysteme
getestet (Abb. 58). Im Vergleich der Puffersysteme MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure),
Phosphat-Citrat und Na-Acetat konnte im Konzentrationsbereich von 10 - 500 mM kein Einfluss der
GOx-Aktivitat festgestellt werden (siehe Anhang, Abb. 58). In der Literatur wird ein pH- und
Temperatur-Aktivitatsmaximum im Bereich von pH5-6 und 30-60°C fiir GOx aus A. niger
beschrieben, welches in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen (sieche Abb. 17 A) in dieser
Untersuchung ist (Bankar et al. 2009; Wilson and Turner 1992). Aus der Untersuchung der
Lagerstabilitdt (Abb. 17 B), geht ein fir diese Untersuchungen geeigneter Temperaturbereich von
35 - 40°C mit den Halbwertszeiten von 81 h und 64 h hervor. Bankar, Bule et al. berichten fir eine
vergleichbare GOx-Mutante aus A. niger eine niedrigere Halbwertszeit von 30 min bei 37°C (Bankar
et al. 2009). In der Literatur wird weiterhin eine Halbwertszeit von GOx aus A. niger mit Werten im
Bereich von 58 -141 h angegeben(Mafra et al. 2015). Dieser Wert entspricht den in dieser Arbeit
ermittelten Stabilitdten (Abb. 17 B). Auf Basis der beschriebenen Ergebnisse wird die Michaelis-
Menten-Kinetik (MMK) der Umwandlung von B-D-Glucose in 10 mM Na-Acetatpuffer (pH 5,3) bei
35°C mit einem K, = 11,7 £1,1 mM und V. = 474,6 12,4 U/mg bestimmt (Abb. 16).
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Abb. 16: Michael-Menten Kinetik fir die GOx VII (0,021 mM o-Dianisidin, 10 mM Na-Acetat
Puffer pH = 5,3, 1 Gew.-% D-Glucose, 520 nm, T = 35°C, 20 U/mL GOx, 20 U/mL Katalyse, n = 3)
Nakamura et al. berichten von einem K, o, =0,18 mM fiir eine Mutante von GOx aus A. niger bei
25°C in 50 mM Na-Acetatpuffer und pH 5,5 (Nakamura et al. 1976). Wie zuvor genannt, entsteht
Wasserstoffperoxid (H,0,) als Nebenprodukt der Reaktion (siehe Abb. 15). Wasserstoffperoxid kann
inhibierend und bei hohen Konzentrationen auch deaktivierend auf die GOx wirken (Silva et al. 2011;
Tomotani et al. 2005). Um die Anreicherung von Wasserstoffperoxid wahrend der Reaktion zu
vermeiden, wird Katalase mit einem Uberschuss an Aktivitit zugesetzt (Bao et al. 2003; Hernandez et
al. 2012; Zhang et al. 2019). In der Folge wird eine teilweise Rickfihrung von 1/2 O, aus H,0, durch
Katalase erreicht (Bolivar et al. 2019). Die Zugabe von Katalase andert die Gesamtreaktionsgleichung,
wodurch nur 1/2 O, fur die Bildung von D-Glucono-1,5-Lacton benétigt wird. Dadurch halbiert sich
die enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate von 450 umol/min/mg auf
225 pmol/min/mg. Aus der Abwagung von hohen enzymmengenspezifischen
Sauerstoffverbrauchsraten und hoher Enzymstabilitdt (Halbwertszeit) konnte eine geeignete
Reaktionstemperatur von 35°C (siehe Abb. 17, B) identifiziert werden.
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Abb. 17: Charakterisierung einer Glucoseoxidase (GOx) Typ VIl bezlglich pH,
enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauch und Temperaturstabilitdt (0,021 mM o-Dianisidin,
10 mM Na-Acetat Puffer pH=5,3, 1 Gew.-% D-Glucose, 520 nm, T=35°C (pH Untersuchung),
20 U/mL GOx, 20 U/mL Katalyse, n = 3)

Basierend auf den Ergebnissen der Enzymcharakterisierung wurden weitere Experimente bei 35°C
und pH 5,3 in 0,3L Reaktionsmedium durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Konzentration von
87,8 mM D-Glucose mit 11865+310U GOx und Katalase in geringen Uberschuss an Aktivitat
eingesetzt. Mit der gewahlten GOx-Konzentration kann eine enzymmengenspezifische
Sauerstoffverbrauchsrate von 237,3 6,2 umol/min/mg (5932 155 umol/min fur 0,3 L (unter
Beriicksichtigung des Sauerstoffrecyclings durch Katalase) fiir die vorliegende GOx Typ VII berechnet
werden.

3.1.2 Tyrosinase (TYR)/Ascorbat (Asc.)

Das Enzym Tyrosinase EC 1.14.18.1 aus Agaricus bisporus (Kertesz and Zito 1965; Sigma-Aldrich Corp.
2018) katalysiert die Oxidation von L-Tyrosin mit Sauerstoff zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA)
siehe Abb. 18, dem Hauptwirkstoff in modernen Parkinson-Therapeutika (Chagraoui et al. 2019).

COOH HO._ COOH o COOH
TYR | TYR
NH, 12 0,——F— NH, + 120, ————— NH,  *H20
HO HO o

L-Tyrosin L-DOPA L-Dopaquinon
~ -
‘\,\7\ +2H+ ///
2 DHAsc — — 2 Asc
(dehydriertes Ascorbat) (Ascorbat)

Abb. 18: Reaktionsschema des Tyrosinase (TYR)/Ascorbat (Asc) Reaktionssystems

Die Tyrosinase (TYR) weist im Vergleich zu anderen Oxidasen in dieser Arbeit, wie NOX34 mit einem
Vmax= 12,86 £1,22 U/mg und GOx Typ VIl mit einem v,o = 474 £12,4 U/mg, die hochste Aktivitat mit
einer Vpq, von 8300 U/mg (Mufioz-Mufioz et al. 2008) auf. Aus den experimentellen Daten in Abb. 19
wurde in dieser Arbeit eine héhere v,,,, von 9172 + 440,8 U/mg (T = 25°C, Substrat L-Tyrosin) mittels
Regression bestimmt. In der Reaktion wird 1/2 O, zur Oxidation von L-Tyrosin zu L-DOPA benétigt. In
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Bezug auf die v, kann die enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate von
3750 +220,4 umol/min/mg berechnet werden. Im Vergleich zur GOx mit 237,3 6,2 umol/min/mg
weist die TYR deutlich héhere enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsraten auf. Jedoch ist
die hohe enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate von TYR auch ein Resultat der
Folgereaktion von L-DOPA mit 1/2 O, zu L-Dopaquinon. Zusé&tzlich absorbieren L-Dopaquinon und
L-DOPA bei A=280nm unterschiedlich stark, wodurch es zu einer Uberschiatzung der
Reaktionsgeschwindigkeit im Photometer-Assay kommen kann. Dennoch bieten die hohe
enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate und die hohe Aktivitdit der TYR ein groRes
Potenzial fir die Anwendung von Feinblasen zur Erhéhung des Stofftransports. Hierzu wird die TYR
detailliert charakterisiert und die Zusammensetzung der Substratlésung angepasst. Die Variation der
Pufferstarke im Bereich von 10-1000 mM in Na-Acetat (pH 6,5), Citrat-Phosphat (pH 6,5) und
Kalium-Phosphat Puffer (pH 6,5) hatte hohe Aktivitatsverluste zur Folge. Lediglich bei niedrigen
Konzentrationen von bis zu 100 mM KP; Puffer konnte kein Aktivitdtsverlust beobachtet werden
(siehe Anhang, Abb. 59). In der Literatur wird ein Aktivitdtsmaximum von pH 6 -7 beschrieben (Bru et
al. 1989; Selinheimo et al. 2009).
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Abb. 19: Michael-Menten Kinetik fir die Tyrosinase (Photometerassay: 0,05 mg/mL Tyrosinase,
1 mM L-Tyrosin, 50 mM KP; Puffer, pH 6,5 bei 20°C, A = 280 nm, K,,, beziiglich L-Tyrosin)

Dieses Aktivitditsmaximum kann mit den Messdaten dieser Untersuchung bestatigt werden (Abb.
20 A). Yang et al. beschreibt ein temperaturabhangiges Aktivitditsmaximum fur TYR aus Agaricus
bisporus im Bereich von 20 - 50°C mit der hochsten Aktivitat bei 45°C (Yang et al. 2008). In der
Untersuchung der Enzymstabilitdt im Temperaturbereich von 4 - 30°C ist ab 20°C eine Halbwertzeit
von ca. 10 h bestimmt worden (Abb. 20, A). Gouzi et al. berichtet, dass TYR aus Agaricus bisporus nur
bis maximal 35°C eine Halbwertzeit von mehr als einer Stunde aufweist (Gouzi and Benmansour
2007). Im Gegensatz hierzu wird in dlterer Literatur von Kertesz et al. von einer Lagerstabilitdt der
TYR aus Agaricus bisporus des Herstellers Sigma Aldrich mit 40% - 60% Restaktivitdt nach 7 d bei 37°C
berichtet, welche deutlich héher ist, als die experimentell bestimmten Stabilitdten in dieser Arbeit
(siehe Abb. 20 B) (Kertesz, Rotilio, Brunori, Zito, & Antonini, 1972). Auf Grund der geringen
Temperaturstabilitdt der TYR wird eine Reaktionstemperatur von 15°C und ein pH von 6,5 fir weitere
Experimente gewahlt (Abb. 20 B).
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Abb. 20: Charakterisierung  einer  Tyrosinase-Reaktion(Photometerassay: 0,05 mg/mL
Tyrosinase, 1 mM L-Tyrosin, 50 mM KP; Puffer, pH 6,5 bei 20°C, A = 280 nm)

Die Bestimmung der TYR-Kinetik in Abb. 19 ergab fir die TYR in dieser Arbeit einen
Kim, 1 7yrosin= 0,253 20,05 mM (20°C), welcher nur halb so hoch ist, wie der vom Hersteller und
Espin et al., angegebene K., i-7yrosin = 0,5 MM (Espin et al. 1999; Sigma-Aldrich Corp. 2018). In spateren
Veroffentlichungen werden Ky, (.7yr0sin= 0,21 mM (TYR Agaricus bisporus) angegeben, welche in guter
Ubereinstimmung mit den Ko, 1-7yrosin dieser Arbeit sind (Espin et al. 2000; Garcia-Jimenez et al. 2016;
Ortiz-Ruiz et al. 2015a). Jedoch sind auch héhere K, ;.7yr0sin VOn 0,347 mM (Agaricus bisporus) in der
Literatur beschrieben (Chiari et al. 2011). Eine Herausforderung dieses Modellreaktionssystems
besteht in der Selektivitatsoptimierung durch Unterdriickung der Folgereaktion vom Produkt L-DOPA
zum Folgeprodukt L-Dopaquinon (Ortiz-Ruiz et al. 2015b). Die L-Dopaquinon-Bildung kann durch
Reduktion zu L-DOPA durch die Zugabe von Ascorbat vermindert oder unterdriickt werden
(Behbahani et al. 1993; Ros et al. 1993). Im Experiment ohne Begasung konnte eine Selektivitdt von
S=1 bei einem Einsatz von Enzym-(0,013 mg/mL) und Ascorbatkonzentration (40 mM) bestimmt
werden, wobei nur geringe Ausbeuten von ca.Y=30% (20°C) und geringe
Sauerstoffkonzentrationsabnahmen gemessen werden konnten (Abb. 21 A).
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Abb. 21: Sauerstoffkonzentration Abb. A) und Selektivitdit (S) Abb B) bei Variation der
Tyrosinasekonzentration im nicht begasten Reaktor (0,05 und 0,013 mg/mL Tyrosinase in 5 mL
Reaktionsansatz mit 1 mM L-Tyrosin, 40 mM Ascorbat und 50 mM KP; Puffer, pH 6,5 bei 20°C und
100 rpm mit Magnetrihrer, n=1)

Wie in Abb. 21 dargestellt ist, fiihrt eine Erhohung der Enzymmenge auf 0,05 mg/mL bei gleicher
Ascorbatkonzentration von 40 mM zur Steigerung des Umsatz und der Ausbeute. In der Folge sinkt
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die Selektivitat (bezliglich L-DOPA) im betrachteten Zeitraum von zwei Stunden auf S=0,69 (bei
1 mM L-Tyrosin) im Vergleich zur niedrigeren Enzymmenge von 0,013 mg/mL.

Die in der Literatur verzeichneten Michaelis-Menten Konstanten fiir TYR aus Agaricus bisporus und
L-DOPA als Substrat sind fiir die Interpretation der Folgereaktion von Bedeutung. Es sind
Kin,1-00p4= 0,15 mM (Espin et al. 1999), K, 1-p00ra= 0,17 mM (Flurkey et al. 2008; Selinheimo et al. 2009)
und Ky, 1-p00pa = 0,8 mM (Espin et al. 2000). Im Vergleich wird fur die in dieser Arbeit verwendete TYR
ein K -popa= 1,5 £0,07 mM angegeben (Espin et al. 1999; Sigma-Aldrich Corp. 2018). Weiter ist die
Reaktion und Folgereaktion von der Konzentration an geldéstem Sauerstoff als zweites Substrat
abhangig. Die Michaelis-Menten Konstante beziiglich Sauerstoff fir die TYR aus Agaricus bisporus ist
in der Literatur mit K, 0,= 0,5 20,04 mM (Substrat L-Tyrosin, pH 6,8) angegeben (Espin et al. 1999).
Zusatzlich zu der hohen enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate von TYR befindet sich
der K, 0, deutlich unterhalb der Sattigungskonzentration von 0,256 mM (20°C), welches zur
Limitierung der Reaktion durch Sauerstoff beitragt. In der Literatur ist fiir eine vergleichbare, andere
Praparation von Tyrosinase aus Agaricus bisporus (mit geringerer Aktivitdt von 1530 U/mg) ein
K, 0,=0,015-0,016 £0,001 pM  (pH 4,5-7, Substrat L-Tyrosin) (Mufioz-Mufioz et al. 2009)
beschrieben. Sie befinden sich deutlich unterhalb der Sattigungskonzentration von 0,315 mM (bei
15°C, in reines Wasser). Fir die verwendete Prdparation wird eine Kg0,=2,1+0,11 pM
(pH 6,8, L-Tyrosin) angegeben (Espin et al. 1999). Hingegen ist fur die Folgereaktion eine deutlich
hohere K, 0,= 38,2 £3,1 uM (Substrat L-DOPA) bekannt (Espin et al. 1999), welche deutlich héher ist,
als fir die Umsetzung von L-Tyrosin. Durch den K, ,, wird jedoch nur die Affinitdt der
Reaktionsschritte zu Sauerstoff beschrieben, nicht aber die eigentliche Reaktionsgeschwindigkeit der
unerwinschten Folgereaktion.

3.1.2.1 Ubergeordnete Diskussion zum Enzymsystem Tyrosinase mit Ascorbat

Aus der oben dargelegten Charakterisierung der verwendeten Tyrosinase werden folgende
Reaktionsbedingungen fiir weitere Experimente mit Begasung ausgewahlt: 1 mM L-Tyrosin,
40 mM Ascorbat, 50 mM KP; Buffer, pH 6,5 bei 15°C. Besonders von Bedeutung ist der Einfluss des
Verhaltnisses von Enzym- zu Ascorbatkonzentration fiir die Selektivitdt bezlglich L-DOPA. Bei einer
Enzymkonzentration von 0,050 mg/mL kann eine deutliche Abnahme der Sauerstoffkonzentration
festgestellt werden. Unter Berlicksichtigung der enzymmengenspezifischen Reaktionsrate von
v =7500 U/mg (MMK bei 1 mM L-Tyrosin sieche Abb. 19) ergibt sich eine enzymmengenspezifische
Sauerstoffverbrauchsrate von 3,75 mmol/min/mg. Fir erste Experimente wurde eine
Enzymkonzentration von 0,05 mg/mL gewahlt. Auf Grund der hohen enzymmengenspezifischen
Sauerstoffverbrauchsraten eignet sich dieses Reaktionssystem besonders fiir Experimente zur
Validierung der mit GOx beobachteten Effekte. Neben der Sauerstofflimitierung stellt die
Optimierung der Selektivitdit der chemo-enzymatischen L-DOPA Synthese eine zusatzliche
Herausforderung im Vergleich zum GOx-System dar. Weiter ist der Einfluss bei Anwendung
verschiedener Begasungssysteme und BlasengroRen auf den Reaktionsumsatz und die Selektivitat
von Interesse.

3.1.3 NADH Oxidase (NOX)/ Alkoholdehydrogenase (ADH)

Als drittes Reaktionssystem wurde eine Enzymkaskade aus NADH-Oxidase (NOX) und
Alkoholdehydrogenase (siehe Abb. 22) bezliglich der optimalen Reaktionsparameter und Begaser
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verglichen und charakterisiert. Hierzu wurde als Modellreaktion die Umsetzung von Rhododendrol
und NAD" zu Himbeerketon und NADH untersucht. Diese Reaktion steht modellhaft fiir eine Vielzahl
von Synthesen, in welchen NAD* und NADH als Co-Faktoren/ Substrat zum Einsatz kommen (Abb.
22). In der Industrie werden haufig Glucosedehydrogenase oder Wasserstoffperoxid formende NOX
eingesetzt (Higuchi et al. 1999; Panday et al. 2015). Die Bildung von Wasserstoffperoxid als
Nebenprodukt stellt eine besondere Herausforderung dar.

OH @)

HO /\
Rhododendrol Himbeerketon

NADH / H*

\_/

1/2 0,

CHjy

Abb. 22: Reaktionsschema des NADH Oxidase (NOX)/ Alkoholdehydrogenase (ADH) Systems
(Rhododendrol  auch als  4—(-3-Hydroxybutyl) phenol und  Himbeerketon auch als
4-(4-Hydroxyphenyl)-butan-2-on bekannt)

In dieser Untersuchung wird der Fokus auf den Einsatz von wasserformenden NADH-Oxidasen gelegt
(Higuchi et al. 1993; Kawasaki et al. 2004; Wu et al. 2020). In Anbetracht dessen kann der Aufwand
der Abtrennung im Downstream reduziert, sowie der Enzymeinsatz von Katalase vermieden werden.
Ziel der Charakterisierung sind Kenntnisse (iber Einflussfaktoren, v,. basierender
Sauerstoffverbrauch, Enzymstabilitdit und Michaelis-Menten Parameter, um eine vom
Sauerstofftransport abhangige Untersuchung der verschiedenen Begasungsarten auf die Ausbeute
der Reaktion zu ermoglichen.

3.1.3.1 Alkoholdehydrogenase (ADH97L)

Ziel dieses Abschnitts ist die Auswahl und Charakterisierung einer stabilen ADH fiir den Einsatz im
begasten Rihrkesselreaktor. Um eine geeignete ADH auszuwadhlen, wurden die ADH Praparationen
von c-LEcta: ADH99L, ADH168 und ADH97L beziglich der Umsetzung von sekundaren Alkoholen zu
Ketonen am Beispiel von 2-Propanol untersucht. Im Vergleich zu den ADH-Praparationen erzielten
ADH99L und ADH168 geringe Aktivitdten von 0,02U/mg und 0,002U/mg, welche die
Detektionsgrenze des Photometers unterschritten. Die hoéchste Aktivitit mit 0,3 U/mg
(100 mM Tris-HCL Puffer pH 7, 0,1 mM NAD®, 10 mM 2-Propanol, T =30°C) wurde mit der ADH97L
gemessen, welche fir weitere Experimente ausgewahlt wurde. Die ADH97L ist ein kommerziell
erhéltliches industrielles Enzym, weshalb leider keine Information zum Ursprungsorganismus
vorliegt. In ersten Aktivitaitsmessungen mit dem Substrat Rhododendrol konnte eine hohe Aktivitat
fir die ADH97L von 30 U/mg (100 mM Tris-HCL, Puffer pH 8, 2 mM MgCl, 0,1 mM NAD®, 0,4 mM
Rhododendrol, T = 30°C) bestimmt werden. In weiteren Experimenten ist die Aktivitdt der ADH97L in
Tris-HCL und KP; Puffer im Konzentrationsbereich von 10 - 1000 mM bestimmt worden (siehe Abb.
62). Bei niedrigen Konzentrationen von 0,01 - 0,1 mM ist kein Einfluss auf die Aktivitat sichtbar. Im
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Bereich ab 200 -1000 mM ist eine hohe Aktivitditsabnahme im KP;Puffer zu beobachten. Im
Gegensatz dazu, ist im Tris-HCL Puffer kein Einfluss auf die Aktivitdt im Konzentrationsbereich von
200 - 1000 mM zu verzeichnen (siehe Abb. 62). Eine Erklarung fir die geringe ADH Aktivitaten in
hohen Konzentrationen von KP; Puffer ist der negative Einfluss auf die NAD"/NADH Stabilitit durch
Adduktbildung zwischen Phosphat und dem NAD*/NADH (Pyridinring) (Rover Junior et al. 1998). Es ist
bekannt, dass NADH Stabilitat bei milden Temperaturen bis maximal 30°C und alkalischem pH
aufweist (Rover Junior et al. 1998; Schauenstein et al. 1980). Aus diesem Grund ist die
Reaktionstemperatur durch die Stabilitdit von NADH auf den genannten Wert beschrankt. Die
Aktivitat der ADHI97L steigt mit hoherem pH (im alkalischen) bis auf 37 U/mg an (Abb. 24 ). Es konnte
fir die Michaelis-Menten-Kinetik ein V., =40,94 1,13 U/mg sowie K,,=0,023 +0,002 mM (siehe
Abb. 23) mittels Regression bestimmt werden (T = 25°C).
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Abb. 23: Michael-Menten Kinetik fiir die ADH97L (Photometerassay: A=340 nm,d=1cm, V=1mL
T=25°C, 100 mM Tris-HCL, Puffer pH 8, 2 mM MgCl, 0,1 mM NAD’, Variation der Rhododendrol
Konzentration, n = 3)
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Abb. 24 : ADH97L Charakterisierung mit Photometer (Photometerassay: A=340nm, d=1cm,
V =1mL T=30°C, 100 mM Tris-HCL, Puffer pH 8, 2 mM MgCl, 0,1 mM NAD", 0,4 mM Rhododendrol,
T=30°C,n=3)

Zum Vergleich ergibt sich fir eine ADH-A mit Himbeerketon als Substrat ein
Vimax Himbeerketon = 31,69 U/mg und ein Ky’ =4,18 mM ( T=30°C, 50 mM KP; Puffer pH 7,5) aus
R ruber DSM 44541 (Goldberg et al. 2006), welche eine deutlich geringere Substrataffinitat (K,,)
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beziiglich Himbeerketon im Vergleich zu Rhododendrol aufweist. Diese Ergebnisse bestatigen die
Eignung der ADH97L beziglich hoher Aktivitat (v.,) und Substrataffinitat (K,,) fir Rhododendrol. Die
Bestimmung der Lagerstabilitat ergab t;,=48,9 12,7 d und kg = 0,014 +0,004/d (30°C). Basierend
auf der oben beschriebenen Charakterisierung ist die ADH97L fiir den Einsatz zur Oxidation von
Rhododendrol in einer Enzymkaskade mit NOX ausgewahlt worden

3.1.3.2 NADH Oxidase (NOX)

Die Besonderheit der NADH-Oxidase (NOX) EC 1.6.3.4 ist die Bildung von Wasser (H,0). Als NAD"
Regenerationssystem werden die Praparationen NOX-Opp aus Streptococcus mutants (auch haufig
als SMNOX bezeichnet (Petschacher et al. 2014)) sowie NOX34 und NOX24 aus Streptococcus mitis (c-
LEcta), hinsichtlich ihrer Eignung zur Anwendung in einer Reaktionskaskade aus ADH97L und NOX
untersucht. Die in dieser Arbeit als NOX-Opp (nach dem Kooperationspartner D. J. Oppermann von
der University of Free State, South Africa) bezeichnete NADH-Oxidase entspricht der SmMNOX, welche
von Glieder und Co-Arbeitern in 2014 mit den beiden Mutationen (V193R/V194H) beschrieben
wurde (Petschacher et al. 2014). In Abb. 25 B und C sind die Ergebnisse der kinetischen
Untersuchungen dargestellt.
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Abb. 25: NOX Charakterisierung im Photometer (Reaktionsbedingungen: A =340 nm, d=1 cm,
V=1mlT=25°C, 100 mM Tris-HCL Puffer (pH = 7), 0,1 mM NADH, Sauerstoffsattigung)

In diesem Vergleich wurde der hdchste vp.=12,86 U/mg mit NOX34 und der niedrigste
K» =0,013 mM mit NOX-Opp* und NOX24 bestimmt (Abb. 25 B). Eine Halbwertszeit von 14,7 h und
27,58 h konnte mit der NOX34 und NOX-Opp (Abb. 25 C) gemessen werden (T =25°C, pH 8). Auf
Grund der geringen Halbwertzeit von 6,9 h (NOX24) im Vergleich zu NOX34 und NOX-Opp. wird die
NOX24 nicht fir weitere Untersuchungen ausgewahlt. Mit einer fast doppelt so hohen Lagerstabilitat
von 27,6 h (Abb. 25 D) ist die NOX-Opp die stabilste NOX im Vergleich. Dennoch ist die NOX34
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hinsichtlich eines hohen enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchs auf Grund der 3,7-fach
héheren v, und der Lagerstabilitat von 14,7 h (20°C, pH 8) der NOX-Opp fiir einen Begaservergleich
vorzuziehen. In Abb. 25 sind die K, napy dargestellt, welche fiir NOX24, NOX-Opp und NOX34 eine
NADH-Affinitat im Bereich von 0,013 — 0,035 mM aufweisen. Die K,,-Werte in dieser Arbeit sind in
guter Ubereinstimmung mit den Literaturwerten fiir NOX aus Streptococcus mutants mit
Kmnapn = 0,025 mM (Higuchi et al. 1993). Kawasaki et al. berichten fiir NOX aus Anaerocolumna
aminovalerica einen Ky, 0, = 0,0619 mM, welcher deutlich unterhalb der Sattigungskonzentration von
0,256 mM (20°C, Wasser) liegt (Kawasaki et al. 2004). Die Variation der Pufferstirke von
10 - 1000 mM in Tris-HCL und KP; Puffer ergaben fiir NOX-Opp und NOX34 hohere Aktivitdten in
KP; Puffer als in Tris-HCL Puffer, vor allem bei hohen Konzentrationen > 150 mM (siehe Abb. 63 und
Abb. 64). Nur mit NOX34 konnte kein Aktivitatsverlust bei niedrigen Konzentrationen < 150mM in
Tris-HCL Puffer gemessen werden. Eine steigende Aktivitat bis zu einen pH = 8 konnte fiir NOX34 und
NOX-Opp gemessen werden, wobei die NOX34 eine ca. 2,5-fach héhere Aktivitat bei pH 8 aufwies
(Abb. 25 A). In der Literatur wird ein pH Aktivitdtsmaximum im Bereich von 7 - 7,5 (Higuchi et al.
1993) und im pH Bereich von 6 - 9,3 (Higuchi et al. 1993) beschrieben. Higuchi et al. berichtet fir
NOX aus Streptococcus mitis die hochste temperaturabhangige Anfangsaktivitat bei 45°C, sowie
einen Temperaturbereich von 30°-50°C, in welchem hohe Aktivitaten realisiert werden kdénnen
(Higuchi et al. 1993). Auf Grund des temperatursensitiven Co-Faktors NAD'/NADH wurde eine
Temperatur von 20 - 25°C, wie in 3.1.3.1 beschrieben, gewahlt. Auch die geringe Lagerstabilitdt von
1h bei 37°C von NADH-Oxidase aus Streptococcus mitis (Higuchi et al. 1993) wies auf eine
temperaturbedingte Denaturierung vom Enzym im Vergleich zu 14,7 h (NOX34) bei 20°C auf. Auf der
Grundlage der v, besitzt die NOX34 im Vergleich zu NOX-Opp die hohere enzymmengenspezifische
Sauerstoffverbrauchsrate.

3.1.3.3 Ubergeordnete Diskussion zum Enzymsystem NOX/ADH

Bezliglich der Eignung zur Untersuchung von Begasungssystemen st eine hohe
enzymengenspezifische  Sauerstoffverbrauchsrate, und daraus folgend eine mogliche
Stofftransportlimitierung sicherzustellen. Die Reaktionsstdchiometrie mit 0,, 2 NADH und 2 H" zu
2 H,0 und 2 NAD" zeigt das hohe Potenzial hinsichtlich der Co-Faktorregenerierung der NOX mittels
Sauerstoff und Kopplung mit der ADH97L fir die Umsetzung von Rhododendrol. Zur Auswahl einer
geeigneten NOX ist die v, basierte enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate
entscheidend. Die NOX34 besitzt die hochste enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate von
0,012 mmol/min/mg der miteinander verglichenen NOX Praparationen. Weiterhin wurde die NOX34
auf Grund der hohen Aktivitdt von v,q = 12,86 U/mg und der Lagerstabilitat von 14,7 h (bei 30°C) fir
den Einsatz als NAD" Regenerationssystem ausgewihlt. Die hohe NOX34 Aktivitit von 9 U/mg im
alkalischen Milieu zeigt die Eignung fiir die Kopplung mit der zuvor charakterisierten ADH97L. Auf
Grund der geringen Substratloslichkeit von Rhododendrol (ca. 20 mM) wird eine Konzentration von
10 mM Rhododendrol eingestellt. Weiter konnte der Zerfall von NAD*/NADH, durch Einstellen einer
milden Reaktionstemperatur von 25°C, vernachldssigt werden. Es wurde Tris-HCL Puffer mit einer
Pufferstirke von 10 mM und einem pH von 8 gewahlt. Aus den genannten Reaktionsbedingungen
resultierte  eine  Aktivitdit  von  Vyoxzsa=9U/mg und  Vapuen=20U/mg.  Fiur  beide
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Enzyme wurde eine Konzentration von 0,3 U/mL eingesetzt. In Folge dessen ergibt sich fir ein
Volumen von 0,25 L eine Sauerstoffverbrauchsrate von 0,075 mmol/min.

3.1.4 BM3 Cytochrom P450 WT (P450)/ Glucosedehydrogenase (GDH 105)

Das Flavocytochrom P450 BM3 Wildtyp (WT) (CYP102A1 (Narhi and Fulco 1986)) ist ein natirlich fast
in allen Lebensformen vorkommendes Hybridprotein bestehend aus Cytochrom P450 und NADPH
Cytochrom P450-Reduktasedomane (Jeffreys et al. 2019; Kang et al. 2011). Die BM3 Cytochrom P450
katalysiert typischerweise die Oxidation einer Vielzahl von mittel- bis langkettigen Fettsduren durch
Hydroxylierung an den Positionen w-1, w-2 und w-3 (leffreys et al. 2019). Jedoch ist das
Substratspektrum der Varianten des Cytochrom P450 Wildtyps (CYP102A1) durch geringe bis keine
Bindungsaffinitat begrenzt (Chen et al. 2020b; Jeffreys et al. 2019; Kim et al. 2010). Durch
erfolgreiches Enzyme-Engineering konnte das Substratspektrum der BM3 Cytochrom P450 auf
Steroide, Terpene und verschiedene pharmazeutische Wirkstoffe erweitert werden (Butler et al.
2013; Jeffreys et al. 2019). In Abb. 26 ist das Reaktionsschema des Cytochrom P450/ GDH Systems
dargestellt.
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Abb. 26: Reaktionsschema BM3 Cytochrom P450 WT (Cytochrom P450)/ Glucosedehydrogenase
(GDH 105) System (n=38, es wird para-Nitrophenolat photometrisch gemessen, D-Glucono-1,5-
Lacton dissoziiert zu Gluconsaure)

3.1.4.1 Cytochrom P450

In dieser Untersuchung wird die Oxidation von w-para-Nitrophenoxy-Dodekansaure (12-pNCA) mit
Sauerstoff und NADPH/H® zu para-Nitrophenolat, Oxycarboxylat, H,O und NADP® als Teil eines
photometrischen Assays zur Bestimmung der Aktivitdt einer BM3 Cytochrom P450 WT eingesetzt
(Eiben et al. 2007; Schwaneberg et al. 1999). Hierzu wird mit zellfreiem Extrakt aus Zellen des
Wildtyp der BM3 Cytochrom P450 (CYP102A1) aus Bacillus megaterium, welche in Escherichia coli
Bl 21 pet 28a (E. coli) Gberexprimiert wurde, gearbeitet. Die Lagerstabilitdt der BM3 Cytochrom P450
CYP102A1 ist in der Literatur beschrieben und betragt 8 - 10 min inkubiert in 50 mM KP; Puffer,
pH 7,5 bei 30 - 20°C und einer Enzymkonzentration von 3,5 -8 uM (Eiben et al. 2006; Eiben et al.
2007). Eiben et al. beschreibt eine Lagerstabilitdt mit einer Halbwertzeit von 8 min bei 30°C (Eiben et
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al. 2007). Die BM3 Cytochrom P450 CYP102A1l enthaltenen Zellen wurden durch das Institut fir
Biochemie Il an der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultdat der Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf, bereitgestellt, welche eine Cytochrom P450 Konzentration von 30 mg pro 3 g Zellpellet
aufwiesen (Cpasosmz = 10,73 UM, Mpysosmsz = 117779,4 g/mol). Mittels BSA-Pierce-Assay konnte ein
Gesamtproteingehalt des in dieser Arbeit eingesetzten zellfreien Extrakts von 12,72 mg/mL
festgestellt werden. Aus der Kombination von Gesamtproteingehalt (12,72 mg/mL) und
Cytochrom P450-Konzentration (2 mg/mL) sowie einer SDS-Page, konnte ein hoher
Fremdproteinanteil von 10,72 mg/mL im zellfreien Extrakt festgestellt werden. Infolge dessen konnte
eine Anfangsaktivitat von vpyso = 0,74 £0,062 U/mg bei 20°C in 50 mM KP; pH 8,1 gemessen werden.
Diese Aktivitdit entspricht einer enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchrate von
0,37 umol/min/mg. Unter Bertlicksichtigung der Loslichkeit von Sauerstoff bei 20°C von 0,284 mM
(pH 7), dem hohen Anteil an Protein und der im Vergleich zur GOx deutlich geringeren
Cytochrom P450 enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate von 0,37 uMol/min/mg wird
von einer detaillierten Charakterisierung der Cytochrom P450 abgesehen und lediglich die
Untersuchung der Enzymstabilitat unter Begasung mit dem Enzym CytochromP450 weiter verfolgt.

3.1.4.2 Glucose-Dehydrogenase (GDH 105)

Die kommerziell erhaltliche GDH 105 der Firma Codexis ist ein industrielles Enzym, welches eine
Aktivitdt von ca. 50 U/mg sowie eine erhéhte Temperaturstabilitdt und Stabilitdt in einer Vielzahl von
organischen Losungsmitteln aufweist (Codexis). Die GDH 105 findet breite Anwendung als Enzym zur
Regeneration von NADPH in einer Vielzahl an Redoxsystemen in Forschung und Industrie. Jedoch ist
auch fur die GDH 105 der Ursprungorganismus nicht angegeben. Die GDH 105 katalysiert die
Reaktion von D-Glucose mit NADP* zu D-Glucono-1,5-Lacton, NADPH und H*. Hierbei reagiert das
D-Glucono-1,5-Lacton mit H,0 zu Gluconsaure. Um einen negativen Effekt auf die GDH 105 Aktivitat
durch Bildung der Gluconsdure zu vermeiden, kann mit entsprechender Pufferkonzentration oder
Titration mit einer Base der pH konstant gehalten werden. In der Literatur sind K, und v,,,, Werte fiir
eine vergleichbare GDH aus Gluconobacter oxydans zu finden welche, wie die GDH 105, ein hohes
Aktivitdtsmaximum bei 50°C und eine spezifische Aktivitat von ca. 50 U/mg aufweist (Adachi et al.
1980). Fur die in Adachi et al. 1980 beschriebene Variante der GDH ist eine Affinitdt zu D-Glucose mit
Kin, p-Glucose =5 MM beschrieben  (Adachi et al. 1980). Auf Grund der geringen
enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate der Cytochrom P450 wird auch beim NADPH
Regenerationsenzym der GDH 105 auf eine detaillierte Charakterisierung verzichtet. Jedoch eignet
sich die GDH 105 durch die einfache Bestimmung der Aktivitat und hoher beschriebener
Temperaturstabilitdt als Ergdnzung zur ADH97L in der Stabilitdtsuntersuchung der nicht
sauerstoffabhangigen Enzyme in dieser Arbeit.

Zwischenzusammenfassung Cytochrom P450/GDH 105 System

Auf Grund der geringen Stabilitit sowie des geringen Potenzials hinsichtlich des
enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchs von 0,37 umol/min/mg wurde die
BM3 Cytochrom P450 WT lediglich als ein weiteres Anwendungsbeispiel diskutiert und in die
Stabilitdtsuntersuchung mit einbezogen. Besonders durch die Anwendung von zellfreiem Extrakt des
Wild Typs Cytochrom P450 in der Untersuchung, ist der Proteinanteil von ca. 10 mg/mL sehr hoch
und die Konzentration des Zielenzyms mit 2 mg/mL niedrig. Dieser hohe Proteinanteil kann zu

Mein besonderer Dank gilt Prof. Vlada B. Urlacher vom Institut fir Biochemie Il an der Mathematisch-
Naturwissenschaftlichen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf fir die Kooperation und
Unterstitzung mit der Cytochrom P450.
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erhohter Schaumbildung in den spateren Begasungsexperimenten flihren. Dagegen stellt die
GDH 105 ein stabiles und bekanntes Modellenzym dar, welches sich zur Untersuchung der
Enzymstabilitdt von nicht-sauerstoffabhangigen Enzymen in begasten Systemen als Ergdanzung zur
ADH97L eignet.

3.1.5 Ubergeordnete Diskussion der enzymmengenspezifischen

Sauerstoffverbrauchsraten und Enzymcharakterisierung

Das Potenzial von sauerstoffverbrauchenden Oxidasen hinsichtlich vielfaltiger Anwendungen und
interessanter Produkte in der Industrie, ist groR. Eine Herausforderung ist die geringe Loslichkeit der
Substrate im wassrigen Medium, was haufig die Limitation des Reaktionsumsatzes darstellt. Hierfir
bieten neue Technologien, wie die Begasung mit Feinblasen, ein hohes Potenzial zur Optimierung des
Sauerstoffeintrags durch Verkleinerung der eingebrachten Phasengrenzfliche und der hoheren
Verweilzeit. Flr die angestrebte detaillierte Untersuchung zum Stofftransport, sowie fir die
Anwendung und das Studium der Effekte auf die Enzymstabilitdit, werden geeignete
Modellreaktionssysteme bendétigt. Um die Auswirkungen und Effekte des Stofftransportpotenzials zu
untersuchen, ist als Hauptkriterium die Einstellung einer Stofftransportlimitierung zu nennen. Die
Stofftransportlimitierung ermoglicht es, die Effekte der generierten BlasengréfRe durch den Vergleich
von Umsatz und Ausbeute einer Modellreaktion messbar zu machen. Hierbei wird der Fokus auf die
Enzymklasse der Oxidoreduktasen, insbesondere auf ihre hohe enzymmengenspezifische
Sauerstoffverbrauchsrate, gelegt. Durch die detaillierte Charakterisierung der zuvor beschriebenen
Oxidasen und lhrer Reaktionssysteme konnten folgende Reaktionsbedingungen ermittelt werden
(Tabelle 5).

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen der Oxidasen ® K,,-Wert fiir Cytochrom P450 wurde der Literatur
entnommen (Eiben et al. 2006)

Parameter GOx Type VI Tyrosinase NOX34 BM3 Cytochrom P450
WT

T 35°C 15°C 25°C 20°C

pH 53 7 8 8,1

Puffer Autotitrator mit 50 mM KPi 10 mM Tris-HCL, 50 mM KP;

1 M NaOH 2 mM MgCl
C 87,7 mM Glucose 1 mM L-Tyrosin 0,2 mM NADH/ 0,37 mM 12-pNCA
10 mM Rhododendrol

Vimax 474,6 £12,4 U/mg 9172 +440,8 U/mg 12,9 #1,2 U/mg 0,74 +0,06 U/mg

K, 11,7 £1,1 mM 0,25 0,05 mM 0,013 £0.01 mM 0,0025 - 0,02 mM 3

Km,02 (Lit.) 0,18 mM 0,015 - 2.1 mM 0,025 mM Keine Daten

Die Oxidasen zeichnen sich durch einen K, . im Bereich von 0,025 - 0,18 mM aus (Tabelle 5). Mit
einer Sauerstoffloslichkeit von C*=0,232-0,282 mM (20 - 30°C, in Wasser) wird deutlich, dass ein
hoher Sauerstoffgehalt fir die Reaktionsgeschwindigkeit von grolRer Bedeutung ist. Hierflir werden
die Oxidasen hinsichtlich des auf v,,., basierenden Sauerstoffverbrauchs pro mg (Einwaage) an Enzym
verglichen (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Vergleich der enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsraten fiir die Oxidasen

Parameter GOx Type VI Tyrosinase NOX34 BM3 P450 WT

Vo,max 237,3 umol/min/mg 3750 pmol/min/mg 3,21 pmol/min/mg 0,37 umol/min/mg

Die GOx Typ VIl zeichnet sich durch eine hohe enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate
von 237,3 umol/min/mg und eine hohe Lagerstabilitit von 81 h (35°C) aus. Es besteht die
Moglichkeit der Autotitration des Folgeprodukts Gluconsaure. Daher wird die GOx VIl als
Hauptreaktionssystem fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahlt. Die TYR hingegen ist ein
Beispiel fir eine Reaktion mit sehr hohem Sauerstoffbedarf (Tabelle 6). Die Folgereaktion von
L-DOPA zu Dopaquinon verschlechtert die Selektivitdit der Gesamtreaktion erheblich (beziglich
L-DOPA). Durch die auftretende Folgereaktion entsteht ein zuséatzlicher Sauerstoffbedarf. Die
Selektivitat wurde durch die Reduktion von L-Dopaquinon zu L-DOPA mittels eines Uberschusses von
40 mM Ascorbat optimiert. Unter diesen Bedingungen (20°C, pH 6,5, c* 0,256 mM) ist die Oxidation
von L-Tyrosin, auf Grund des kleinen K, 0.=2,1mM im Vergleich zum K, 0.=38 mM der
Folgereaktion mit L-DOPA, effektiver. Die TYR als Referenzsystem zur GOx (bei den Bedingungen aus
Tabelle 6) zeichnet sich durch den héchsten enzymmengenspezifischen k. von 2929,08 1/h/mg aus.
Daher kann eine Stofftransportlimitierung sichergestellt werden. Als drittes System wird die NOX34
untersucht, welche sich durch die Abhangigkeit und Limitierung beziglich der Temperaturstabilitat
des Co-Faktors NAD® auszeichnet. Hierbei wurden maximale enzymmengenspezifische
Sauerstoffverbrauchsraten von 3,21 umol/min/mg ermittelt. Die Synthese des Aromastoffes
Himbeerketon wird als Beispiel fiir eine NAD" abhingige Reaktion in dieser Arbeit untersucht. Weiter
wurde die Wirkung der Phasengrenzflache, erzeugt durch den Leistungseintrag von verschiedenen
Rihrsystemen und Stromungsprofilen bezlglich der Ausbeute, untersucht. Als viertes System wurde
die Cytochrom P450/GDH 105 eingefiihrt. Auf Grund der geringsten enzymmengenspezifischen
Sauerstoffverbrauchsrate von 0,37 umol/min/mg wird die Cytochrom P450 lediglich in der
Stabilitatsuntersuchung weiter betrachtet.

3.2 Untersuchung der begaserspezifischen Stofftransportleistung
und BlasengroRenverteilung

Die geringe Loslichkeit von Sauerstoff im wassrigen Milieu stellt haufig eine Limitierung von
enzymatischen Oxidationsreaktionen dar (Lindeque and Woodley 2020; Woodley 2019). Dieser Effekt
wird deutlich, wenn die kinetischen Parameter der Gluconolactonsynthese (GOx System) und die
Loslichkeit des Reaktionsmediums (0,21 mM bei 35° C) betrachtet werden. Daher wird eine
kontinuierliche Zufuhr an Sauerstoff durch Begasung bendtigt. Hierbei sind die Kenntnis des
begaserspezifischen, volumenbezogenen Stofflibergangskoeffizienten k,a und das Verstandnis der
Stofftransportvorgdnge der Schllssel zur Erhéhung der Reaktionsraten. Eine mogliche Option, die
Limitierung durch geringe Sauerstoffloslichkeit zu umgehen, ist die Optimierung der
Sauerstofftransportrate mittels Verringerung der BlasengroRe. Weitere Optionen sind, die
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Sauerstoffsattigungskonzentration durch erhéhten Systemdruck (Bolivar et al. 2019; Woodley 2019)
oder durch Zugabe von Additiven, wie Silikondl (Leung et al. 1997; Zhai et al. 2020) zu steigern.

Ziel dieses Abschnitts ist die Charakterisierung der verwendeten Begaser bezlglich der generierten
BlasengroRe und des begaserspezifischen Stofftransports. Hierzu werden die in 3.1 beschriebenen
Enzymsysteme, welche verschiedene enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsraten
aufweisen, hinsichtlich des Potenzials zur Erhdhung des Stofftransports gegeniibergestellt und
diskutiert. Weiterhin wird, mittels Bestimmung der BlasengroRenverteilung von ausgewdhlten
Begasern, die Phasengrenzflachenvergroferung  von Feinblasenbegasung mit  der
Makroblasenbegasung verglichen.

3.2.1 Begaserspezifischer Stofftransport bei Variation der Begasungsrate

Die Untersuchung des spezifischen Stofftransports ist entscheidend fiir die Optimierung der
Reaktionsgeschwindigkeit ~und der  Gasnutzung. Dabei  werden hinsichtlich  ihrer
Stofftransportleistung folgende Begaser untersucht: als Feinblasenbegaser die 0,5 um, die 2 um
Sinterfritte, die 1 um SPG Membran, als Submilliblasenbegaser die 10 um Sinterfritte, sowie als
Makroblasenbegaser ein offenes und gelochtes Rohr (Bezeichnung nach mittlerer PorengréRe in um).
Zunachst wird auf die Effekte der Blasenbildung an groBen Lochéffnungen (Makroblasenbegaser) und
an feinpordsen Materialien (Fein- und Submillibegaser) detailliert eingegangen.

Nach Mersmann kann das Verhalten von Blasenverformung und -erzeugung durch die
dimensionslosen Kennzahlen wie die Weber- (We) und die Froud-Zahl (Fr) beschrieben werden
(Mersmann 1977). Die Kombination aus hohem Young-Laplace-Druck, unbeweglicher
Blasenoberflache (We/Fr < 0,3) und hoher, volumenspezifischer Oberflache von Feinblasen, wird mit
der klassischen Begasung von Makroblasen (We/Fr > 10) verglichen. Im Gegensatz zu Feinblasen
zeigen Makroblasen eine geringe Selbstkompression (Young-Laplace-Druck), eine mobile
Blasenoberflache (instabile Priméarblasen) und ein geringes Verhiltnis von der Oberflaiche zum
Volumen (Rabiger et al. 2013). In nicht-koaleszierenden Fliissigkeiten kann beobachtet werden, dass
auch hohe, durch Rihren eingebrachte Scherkrafte (Ne =5, Scheibenrlhrer (Parthasarathy and
Ahmed 1994)) mit abnehmender BlasengroRe weniger stark zur Dispersion der Gasblasen beitragen
(Matthes et al. 2020). Dieser Beobachtung liegt zugrunde, dass mit abnehmender BlasengréRe die
mobile Oberfliche von Blasen ab einer We/Fr>0,3 immobil wird. Ab We/Fr> 10 resultiert eine
instabile Blasenoberfliche (Mersmann 1977; Rabiger et al. 2013). Hierbei vergroBert sich der
Spannungswinkel der Blasen mit Verringerung des Blasendurchmessers, wodurch die zur Verformung
oder Scherung der Blasen anzuwendende Kraft steigt (Kulkarni and Joshi 2005; Mersmann 1977;
Rébiger et al. 2013). Unter Berlicksichtigung dieser Tatsache kdnnte die Stofftransportleistung der
Makroblasenbegasung weiter erhoht werden. Dazu misste eine andere Begaserposition im Reaktor
oder ein anderer Rihrertyp, mit erhohtem lokalem Leistungseintrag, fiir eine hohere Gasdispersion
gewdhlt werden (Bouaifi et al. 2001; Garcia-Ochoa and Gomez 2009; Nauha et al. 2015). Um eine
mogliche Deaktivierung des Enzyms durch hohe lokale Scherkrdfte zu vermeiden, und eine
angemessene Mischleistung im Vergleich zu einem Scheibenrihrer zu erzielen, wurde der weniger
scherintensive Schragblattriihrer mit Ne = 1,37 eingesetzt. Der Schragblattriihrer wurde mit einem
konstanten Leistungseintrag von 0,17 W/L (bei 430 rpm, Re > 10%) betrieben.
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Die Mikroblasenbegaser in diesem Vergleich bestehen aus porésen Materialien mit inhomogenen
PorengroRenverteilungen (gesinterte Materialien). Wie in der Literatur berichtet, wird erwartet, dass
die PorengroRenverteilung die Sauerstoffiibertragungsrate durch die erzeugte
BlasengroRenverteilung beeinflusst (Kazakis et al. 2008b; Kulkarni and Joshi 2005; Tsuge and Hibino
1983). Weiter werden zwei Makroblasenbegaser mit verschiedenen LochéffnungsgrofRen verglichen.
Hierzu werden das 5 mm offene Rohr, sowie ein gelochtes Rohr mit 6 x 0,5 mm (mehrere Locher)
untersucht.

Das 5 mm offene Rohr, als auch das 6 x 0,5 mm gelochte Rohr (Bezeichnung nach Lochéffnung in
mm) wurde im Bereich k,a = 60 - 160 1/h (siehe Abb. 27) untersucht. In diesen k,a-Bereich und den
zugehorigen Durchflussraten (siehe Abb. 27) liegt fiir das 5 mm offene Rohr eine We >> 2 und fiir das
6 x 0,5 mm gelochte Rohr eine We >>6 vor. Dies zeigt, dass sich beide Makroblasenbegaser im
Strahlgasen-Bereich befinden, wenn ein k,a von 160 1/h bzw. 60 1/h in den Experimenten eingestellt
wird. Zusatzlich wird der kritische Wert von We’/Fr>>675 Uberschritten, weshalb von
Sekundarblasenbildung ausgegangen werden kann (Rébiger et al. 2013). Daher kann die Korrelation
von Mersmann et al. zur Beschreibung der Makroblasenbegaser angewandt werden. Demnach
weisen grolle Weber-Zahlen darauf hin, dass der Begasungsimpuls hoch ist (Mersmann 1977). In
diesem Fall bilden sich am Begaser instabile Primarblasen. Diese instabilen Primarblasen zerfallen
kurz nach der Erzeugung und flhren zu einer Sekundarblasenbildung. Aus der Kraftebilanz an der
Blase kann eine maximal stabile BlasengréRe berechnet werden, welche unter dem eingestellten
Gasstrom und der Weber-Zahl eine Funktion der Flissigkeitseigenschaften ist (Mersmann 1977).
Nach Mersmann ist eine erzeugte Blase fiir das Verhaltnis von We/Fr > 10 instabil, besonders wenn
zusatzlich ein turbulentes Stromungsregime mit Re > 10° vorliegt (Mersmann 1977).

Diese Bedingung ist bei beiden Makroblasenbegasern (5 mm offenes Rohr und 6 x 0,5 mm gelochtes
Rohr) fir 0,67 - 16,67 vvm erfillt. Unter Voraussetzungen wie instabile Blasenoberflache, turbulentes
Strémungsregime und hohe Weberzahl kann mit einer Abschiatzung nach Mersmann der
Sauterdurchmesser ds, mit einer Genauigkeit von £10% berechnet werden (Mersmann 1977). Im Fall
der genannten Bedingungen ist der resultierende Sauterdurchmesser der Blasen unabhangig von der
GroRe der Lochoffnung. Dieser ist eine Funktion der Flissigkeitseigenschaften. Daher wird fir die
Lochoffnung der Makroblasenbegaser mit 0,5mm und 5mm kein Unterschied bezlglich der
generierten BlasengréRe erwartet. Diese Berechnung kann jedoch nur fir definierte Bedingungen
angewandt werden (Medien mit der Dichte pgqs von 1 bis 980 kg/ma, Pmedium YON 779 bis 1254 kg/m3,
Viskositdat n von 0,01 bis 21,5 mPa's, Nyeqium VON 0,48 bis 1040 mPas, Oberflaichenspannung o von
1,8 bis 72,7 mN/m, Lochdurchmesser d, von 0,29 bis 9,5 mm) (Mersmann 1977).

In friheren Untersuchungen unter Verwendung der gleichen Mikroblasenbegaser (BSA als
Modellprotein, 25°C, 10 mM Na-Acetatpuffer, pH 5,3) konnte kein signifikanter Unterschied in der
BlasengroRenverteilung (BSD) zwischen dem 1 um SPG Membran und der 2 um Sinterfritte fir
Begasungsraten bis zu 0,067 vwvm gemessen werden (Matthes et al. 2020). Dariber hinaus wurde
festgestellt, dass die Zugabe des Proteins BSA die BSD in Richtung der Mikroblasenregion verschiebt.
Dieser Effekt wird auf Grund vergleichbarer Hydrophobizitat und GroRe auch fir die Anwendung des
Enzyms GOx erwartet. Das Vorhandensein von Glucose zeigt allerdings keinen signifikanten Einfluss
auf die BlasengréRenverteilung (BSD) (Matthes et al. 2020).
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Mit dem Ziel, ein tieferes Verstiandnis der spezifischen Stofflibergangsleistung der Begaser zu
erlangen, wird die Begasungsrate im Bereich von 0,01 - 16,667 vwvm gemessen (Abb. 27). Um den
Vergleich der Begaser mittels der volumenspezifischen Stofflibergangsrate (k;a) in dieser Studie zu
ermoglichen, wird BSA als Modellprotein eingesetzt. Durch die Substitution von z.B. GOx durch BSA
kann die Untersuchung des k,a im stationdren Zustand ohne Verbraucher durchgefiihrt werden.

600
067 136 KX @ a “xa
1601/h AAYTAQNA AaBT 844 1667
.............. x*._._._._._._._._g_.e.Q._e_._._._._.@._._e
—_ ® <] 1® ! 1o ! A 0,5 um Sinterfritte
£ 60 1/h I g o o9 o ! b
=60 F——————— = ——(?CIE———-@—@--:- o= l----ﬁzz ! ! X1um SPG Membran
T“’ F Q ? | | 0'5, é; | 2,23 ; ; 02 um Sinterfritte
~ [ i : : : : : : ' | O10umsSinterfritte
:@ 6 : o o %0 < : : : : : : 06 x0,5 mm gelochtes Rohr
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Abb. 27: Vergleich der Stofftransportleistung in Abhdngigkeit der Begasungsrate und Begaserart
(Dynamische ka Bestimmung mittels O, PreSens Fibox 4, Reaktionsbedingungen: T =25°C,
VMedium= 1000 mL, 10 mM Na-Acetat Puffer, pH 5,3, 87,8 mM D-Glucose, 83,3 mg/L BSA,
Schragblattriihrer 430 rpm).

Es wurde qualitativ der Stofftransport (k,a-Kurven) der verschiedenen Begaser in Abb. 27 verglichen.
Im Gegensatz zur Begasung mit Makroblasen (offenes Rohr) weisen die Mikroblasenbegaser (AMB3,
2 um Sinterfritte) sowie die Submillibegasung (10 um Sinterfritte) einen deutlich hdheren
Stofftransport auf, wie in Abb. 27 dargestellt. Ein Grund fiir das beobachtete Verhalten ist die
Entstehung von Submilli- und Feinblasen, wodurch eine groRere Phasengrenzflache erzeugt wird. Im
Vergleich der Feinblasenbegaser (0,5 um, 2 um Sinterfritte und 1 um SPG Membran) kann kein
deutlicher Unterschied im Verlauf der gemessenen k,a-Werte bei Variation der Begasungsrate Uber
den gesamten Bereich der Begasungsrate festgestellt werden. Es wurde fiir kleine Begasungsraten
(bis zu 0,067 vvm) kein Unterschied in der BSD und dem k,a fir Sinterfritte (0,5 um und 2 um) und
1 um SPG Membran berichtet (Matthes et al. 2020). Dieser Effekt kann mit den Daten in Abb. 27
bestatigt werden.

Mit der 10 um Sinterfritte werden geringere k,a Werte (Abb. 27) bis zu einer Begasungsrate von
ca.1vvm als mit der 1 um SPG Membran, 0,5 um und 2 um Sinterfritte gemessen. Im gesamten
Vergleich wird die geringste Begasungsrate bei einem ka von 1601/h mit dem
Mikroblasengenerator AMB3 erzielt (Abb. 27). Diese hohen k,a-Werte werden durch den AMB3 nur
erreicht, weil das durch den Generator gepumpte Luft-/Flissigkeitsgemisch Ubersattigt dem
Reaktionsmedium im Reaktor beigemischt wird. Bedingt durch das Arbeitsprinzip des AMB3 ist das
Medium hohen Scherkraften ausgesetzt. Die Ursachen dafiir sind die Kompression des Mediums und
die folgende Ausgasung durch Entspannung (iber eine Dise. Weiterhin konnte kein konstanter
k,a-Wert (Betriebspunkt) mit dem AMB3 eingestellt werden. Daher wurde der AMB3 nicht filr
weitere Experimente bezlglich der Anwendung in der Biokatalyse in dieser Studie genutzt. Jedoch
ermoglichte der AMB3 die Untersuchung des Einflusses von hohen Scherkrdften (Energieeintrag)
sowie eine zuverlassige Erzeugung von Blasen im Bereich von unter 100 um (Matthes et al. 2020). Die
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Begasung mit dem offenen Rohr (Abb. 27) zeigte einen linearen Verlauf zwischen dem angelegten
Gasstrom und der Stoffibergangsleistung (k.,a) bis zu einer Begasungsrate von 0,067 vvm. Dieses
Verhalten wird auch in der Literatur beschrieben (Brierley and Steel 1959). Im Gegensatz dazu nimmt
die Stofflibergangsleistung der Mikro- und Submilliblasenbegasung, als Teil einer Sattigungsfunktion
zu, bis ungefahr 1 vvm erreicht ist. In Anbetracht dieses Verhaltens wird bei weiterer Erhohung der
Begasungsrate beobachtet, dass der k,a-Wert einen konstanten Wert von ca. 330 10 1/h erreicht
(Abb. 27).

Um ein tieferes Verstandnis der beobachteten Effekte zu erhalten, ist die Diskussion der
Blasenbildung an porésen Materialien in die Diskussion einzubeziehen (siehe Abschnitt 1.1.2.1).
Khuntia et al. beschreibt die Blasenbildung an fein porésen Materialien, bei der eine zunehmende
Begasungsrate zu einem hoéheren Kapillardruck und einer Steigerung der Blasenabldserate fiihrte
(Khuntia et al. 2012; Terasaka and Tsuge 1993). In Folge dessen 16st ein erhohter Druckabfall Gber
das Material der pordsen Sinterfritte die Aktivierung kleiner Poren, sowie die Bildung von Blasen
Uber mehrere Poren gleichzeitig aus (Kazakis et al. 2008a, 2008b). Eine weitere Erklarung flr dieses
Verhalten geben Réabiger et al. 2013, welche eine sekundare Blasenbildung (iber dem pordsen
Begasermaterial bei hohen Gasstromen beschreiben (Rabiger et al. 2013). Dieser Effekt flhrt zu einer
konstanten BlasengroRenverteilung (BSD) als Folge der Sekundarblasenbildung ab einer kritischen
Begasungsrate von We’/Fr >> 675 und einer instabilen Blasenoberfliche ab We/Fr > 10 (Mersmann
1977; Rabiger et al. 2013). Andere Parameter, die die BSD und die Bildung von Blasen beeinflussen,
sind die Flussigkeitseigenschaften. Dazu gehoren Oberflachenspannung, Puffersalzkonzentration, pH-
Wert, Rheologie und eingebrachte Scherkrdfte (Benedek and Heideger 1971; Kulkarni and Joshi
2005).

Durch Einflihren des Gasverbrauchseffizienzfaktors no. in Abb. 28, konnte bei konstanten k,a von
160 1/h ein direkter Vergleich der Makro-, Submilli- und Mikrobegasung zunichst ohne Reaktion
realisiert werden. Fir die Makroblasenbegasung wurde ein 25-mal hoherer und fir die
Submilliblasenbegasung ein 12-mal héherer Gasverbrauch im Gegensatz zur Begasung mit Feinblasen
ermittelt. Zum quantitativen Vergleich wird die Gasnutzung bei 160 1/h und 60 1/h berechnet. Das
hohe Potenzial der Feinblasenbegasung gegeniiber der Submilli- und Makroblasenbegasung wird
dabei deutlich. Der Vergleich des Gasverbrauchs bei konstanten k,a war hier die Methode der Wahl.
Hierzu wird, wie in Abb. 27 dargestellt, die Begasungsrate (vvm) bei konstanten k,a von 60 1/h und
160 1/h mittels des Effektivitdtsfaktors g, in Beziehung gesetzt.

vvmg

_ parger _

NGas = , kpa = const (30)
VVMs5 mm open pipe

In dieser Hinsicht flhrt die Begasung mit Makroblasen bei einem k;a von 160 1/h zu einem 25-mal
hoheren Gasverbrauch im Vergleich zur Begasung mit Mikroblasen und zu einem 12-fach hoheren
Gasverbrauch im Vergleich zur Begasung mit Submilliblasen (10 um Sinterfritte) (Abb. 28). Dies
unterstreicht die Effizienz der Feinblasenbegasung im Hinblick auf die Gasnutzung und das hohe
Potenzial zur Reduzierung des erforderlichen Gasverbrauchs im Riihrkesselreaktor (siehe Abb. 28).
Um die positiven Effekte der erzeugten Blasen weiter zu untersuchen, ist die Abschatzung der
BlasengroRenverteilung von groRer Wichtigkeit.
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Abb. 28: Vergleich des Gasverbrauchseffektivitatsfaktors bezogen auf Makroblasenbegasung
(Dynamische ka Bestimmung mittels O, PreSens Fibox 4, Reaktionsbedingungen: T=25 °C,
VMedium = 1000 mL, 10 MM Na-Acetat Puffer, pH 5,3, 87,8 mM D-Glucose, 83,3 mg/L BSA,
Schragblattriihrer 430 rpm)

3.2.2 Vergleich der ausgewdhlten Begaser hinsichtlich der erzeugten
BlasengroBenverteilung bei konstantem k,a

Die Moglichkeit, durch Begasung mit Feinblasen den Gasverbrauch bei konstanter Stofftransportrate
gegenlber einer klassischen Makroblasenbegasung zu verringern, ist wichtig flir die Optimierung von
begasten Reaktionssystemen in der Biokatalyse. Um ein besseres Verstandnis fiur die zugrunde
liegenden Effekte zu erlangen, bedarf es der Messung oder Abschatzung der generierten
BlasengroBenverteilungen und somit der eingebrachten Phasengrenzfliche a/min. Die
volumenspezifische Phasengrenzfliche a nach Gleichung ( 31 ) ist essentiell fiir das Verstdndnis von
Stofftransport, Hydrodynamik, Mischverhalten, sowie der Interaktion von Proteinen mit der Gas-
/Flussigphasengrenzfliche. Zum Vergleich der generierten Grenzflichen von Sinterfritten (10 um,
2 um, 1 um) und Rohrbegasern (offenes, gelochtes Rohr), wird wie in 3.2.1 ein konstanter k,a Wert
von 160 1/h gewshlt. In Bezug auf die vorherige k,a-Messung (Abb. 27) weisen beide
Mikroblasenbegaser bei einem vvm von 0,67 einen durchschnittlichen k,a von 160 1/h auf. Wie in
Abb. 27 dargestellt (gestrichelte Linie) ergeben sich fiir verschiedene Begasungssysteme
unterschiedliche Begasungsraten. Respektive konnte mittels eines bildgebenden Verfahrens und
Auswertung mit dem Programm Sopat Batch (Version 2.1.17.1623). Die BlasengréRenverteilung und
der Aquivalenzdurchmesser wurde fiir die 2 um Sinterfritte und 1 um SPG Membran bei 0,67 vvm
bestimmt (siehe Abb. 29).

Wie in Abb. 29 dargestellt, befindet sich die Hauptfraktion der durch die 1 um SPG Membran
erzeugten Blasen im Mikroblasenbereich unterhalb von 100 um. Die Blasenbildung der
2 um Sinterfritte fliihrt zu einem héheren Anteil an Blasen im Submilliblasenbereich im Vergleich zur
1 um SPG Membran. Eine Erklarung hierflir kdnnte im Unterschied der mittleren Porenweite liegen,
welche im Fall des Materials der Sinterfritte mit 2 um Porenweite, doppelt so grof ist. Dennoch
resultiert aus beiden BlasengroRenverteilungen ein nahezu identischer Sauterdurchmesser d;, von
0,295 mm fiir die 1 um SPG Membran und 0,320 mm fiir die 2 um Sinterfritte. Wird die Abweichung
von 5 -10%, welche aus der Einstellung der Gasraten resultiert, berlicksichtigt, sind beide Begaser
vergleichbar. Mittels der in Abb. 29 dargestellten BlasengroRenverteilung kann fiir beide
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Mikroblasenbegaser der Nachweis der Generierung von Feinblasen erbracht werden. Hierbei
entspricht der Mengenanteile an Blasen einer festgelegten BlasengroRe (einzelne GrofRenintervalle
mit der Einheit um) einer Flache unterhalb der Dichteverteilung. Diese Menge wurde auf der Basis
der Anzahl an gemessen Blasen bestimmt und ist somit eine Anzahldichteverteilung.
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Abb. 29: Bestimmung der BlasengréRenverteilung (BSD) von 1 um SPG Membran und
2 um Sinterfritte (T=25°C, V=1000mL, 10 mM Na-Acetatpuffer pH5,3, 83,3 mg/L GOx,
Schragblattrihrer 430 rpm, Begasungsrate = 0,67 vvm, k;a = 160 1/h, Sopat Sonde 5 mm Spaltbreite).

Die Erh6hung der Stofftransportleistung von Blasen verschiedener GroRe erfolgt hauptsachlich durch
die Zunahme der volumenspezifischen Oberflache, der Verweilzeit und des Blaseninnendrucks. Aus
der verringerten Blasengrole im Feinblasenbereich resultiert eine VergrofRerung der
volumenspezifischen Phasengrenzflache bei konstantem Gasgehalt. Unter der Annahme idealer
kugelférmiger Blasen mit dem Formfaktor ¢ =1 und des Sauterdurchmessers ds, (um) wird eine
spezifische Oberflache SV (1/um) berechnet, die durch die Gleichung (31 ) beschrieben wird (StieR
2005).

_ _ 31
sV 7 . (31)

6:p 6-¢
b

Beispielsweise kann fir eine Blase mit einem Durchmesser d=100pum eine SV=6x10"m™
berechnet werden, welche um den Faktor ~10 hoher ist, als fiir eine Makroblase von d = 1000 um mit
SV=6x10*m™. Die meisten Blasengeneratoren konnen eine definierte BlasengréRenverteilung
erzeugen. Diese ist durch den Prozessgasstrom einstellbar (Terasaka, K. Hirabayashi, Ai et al. 2011).
Zu Vergleichszwecken werden die Aquivalenzdurchmesser der 10 pum Sinterfritte und des
offenen Rohres auf Basis eines Modells angendhert. Dieser Korrelation liegt die Annahme eines nicht
geriihrten Systems zugrunde, wodurch es zu einer geringen Uberschitzung der berechneten
BlasengroRen durch die Abwesenheit von rihrerinduzierten Scherkraften kommen kann. Der
Blasendurchmesser d,, welcher mittels der 10 um Sinterfritte generiert wird, kann mit der
Korrelation in Gleichung ( 32 ) abgeschatzt werden (Welty et al. 2015).
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dy =d —<6'dp'aL> (32)
AT \g (oL — pe

Aus Abb. 27 ist ersichtlich, dass bei einem k,a von 160 1/h und einer Rate von 1,36 vwvm mit der
10 um Sinterfritte kein Abflachen der ko Kurve (Abb. 28) beobachtet wurde. Daher wurde
angenommen, dass bei 1,36 vwm keine oder nur eine geringfligige Sekundarblasenbildung
stattfindet. Aus Gleichung (32) kann somit ein theoretischer Blasendurchmesser von 768,7 um
berechnet werden. Mit Gleichung (31) und der Annahme, dass die Blasen eine ideale Kugelform

besitzen (¢ = 1), entspricht der mittlere Blasendurchmesser d,, dem Sauterdurchmesser.

Um die mit dem offenen Rohr bei 160 1/h und einer, im Vergleich zu den anderen Begasern hohen
Begasungsrate von 16,67 vvm, erzeugten Blasengroflen abzuschatzen, wird sich der Korrelation von
Mersmann bedient, wie in Gleichung ( 33 ) (Mersmann 1977) gezeigt.

gy,
Ap-g

dAV = db,max =3 (33)

Mersmann beschreibt flr niedrigviskose Fllssigkeiten bis n, =3 mPas einen Zusammenhang der
Auftriebskraft und der Oberflaichenspannung. Hieraus ergibt sich die maximale stabile BlasengroRe.
Ebenso kann fir niedrigviskose Flussigkeiten mit der Gleichung (34) der resultierende
Sauterdurchmesser berechnet werden (Mersmann 1977).

d3; = 0,6+ db,max (34)

Damit ergibt sich fur die Begasung mit dem offenen Rohr bei 160 1/h und 16,67 vvm ein
dav= 8,25 mm und ein d3;; =5 mm. In Folge einer kontinuierlichen Begasung wurde die eingefiihrte
Oberflache pro Zeit (m?/min), basierend auf der volumetrischen Begasungsrate V (m*/min), wie in
Gleichung ( 35 ) dargestellt, berechnet.

a=SV-v (35)

Bei einem konstanten k,a von 160 1/h ergab die Feinblasenbegasung mit 1 um SPG Membran eine
um 62% niedrigere Oberflaiche a im Vergleich zur Begasung mit dem offenem Rohr (Tabelle 7).
Hierbei bendtigte die 10 um Sinterfritte (Submilliblasen) eine 47% geringere Grenzflache bei doppelt
so hohem Gasverbrauch im Vergleich zur 1 um SPG Membran.

Der zweite, den Stofftransport beeinflussende Parameter, ist die Verweilzeit der Blasen im Medium.
Mit Verringerung des Blasendurchmessers nahm die Auftriebsgeschwindigkeit ab, was zu einer
verlangerten Verweilzeit und damit zu einer groReren Zeitspanne fir Wechselwirkungen mit dem
umgebenden Medium fiihrte. Das Stokes-Gesetz ist der klassische Ansatz zur Berechnung der
Auftriebsgeschwindigkeit einer Gasblase (Parkinson et al. 2008; Stokes 1851). Die Annahme einer
immobilen Blasenoberflache bei niedrigen Re-Zahlen Re << 1 liegt der Stokes-Gleichung zugrunde,
welche fir Feinblasen zutreffend ist (Stokes 1851). Mit der Stokes-Gleichung ergibt sich fiir eine
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Feinblase von 10 um Durchmesser eine geringe Auftriebsgeschwindigkeit von 0,05 mm/s. Im
Vergleich zur Mikroblase betragt die Auftriebsgeschwindigkeit einer Makroblase mit d, =1 mm
542 mm/s. Eine neuere Interpretation der Naiver-Stokes Gleichung wurde 1911 von Hadamard und
Rybczynsk eingefiihrt, wobei als Randbedingungen die Viskositat n (N s/m?) und die disperse Phase
Bericksichtigung finden (Hayashi et al. 2020; Parkinson et al. 2008). Mit Hadamard und Rybczynsk
unter Berlicksichtigung der Hohe h (m) des Reaktors, kann die resultierende Verweilzeit t(s) mit
Gleichung (36) berechnet werden. Hierfir wurde zur Berechnung die Fallgeschwindigkeit
g =9,81 (m/s?) sowie die Dichte von Gas und Flussigkeit p (g/m>) bei idealen Bedingungen ohne
Riihren angenommen.

_ d%z 9 (Pgas — pLiquid) (36)
18-n-h

In Tabelle 7 sind die mit Gleichung (36 ) resultierenden theoretischen Verweilzeiten im Vergleich
dargestellt. Insbesondere die Feinblasenbegaser 1 um SPG Membran und 2 um Sinterfritte zeigen
deutlich héhere Verweilzeiten im direkten Vergleich mit den Submilliblasen- (10 um Sinterfritte) und
den Makroblasenbegasern. Aus den hohen Verweilzeiten bei der Feinblasenbegasung resultiert eine
langere Interaktionszeit der Gasphase mit der Flissigkeit. Dieses flihrt zur Steigerung des
Stofftransports. Im Vergleich von Fein- mit Makroblasen ergibt sich eine ~280-fach ldngere
Verweilzeit.

Der dritte Einflussparameter ist der Young-Laplace-Druck in der Blase, welcher mit Gleichung (37)
berechnet werden kann.

b
4-0 co,

Ap =Py — Pouik = K: Pp ="

(37)

Unter Bericksichtigung von Gleichung (37 ) haben die Oberflichenspannung o (N/m) und der
Blasendurchmessers d, (m) einen direkten Einfluss auf die Druckdifferenz Ap (Pa) vom Systemdruck
zum Blaseninnendruck. Der Druck innerhalb der Blase (p,) ist durch den Henry-Koeffizienten
H (mol/m?/Pa) mit der Konzentration verkniipft cgz (mol/L). Somit steigt der Konzentrationsgradient

mit abnehmendem Blasendurchmesser (Tsuge 2014).

In einer friheren Studie berichteten Matthes et al. Gber eine Abnahme der Oberflachenspannungen
infolge der Zugabe von 67,8 mg/L BSA oder GOx um 15,5% im Vergleich zu reinem Wasser (Matthes
et al. 2020). Weiterhin hat der Blasendurchmesser einen direkten Einfluss auf die Druckdifferenz.
GemaR Gleichung ( 37 ), ergeben sich groBe Unterschiede zwischen den Begasern. Hier kann mit der
Feinblasenbegasung der hochste Laplace-Druck berechnet werden (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Vergleich der BSD relevanten Parameter der Begaser bei konstantem ka
(Berechnungsgrundlage T = 25°C, n = 0,81 mPa's, g = 9,81 m/s’ Pgas = 1,18 kg/m?, p, = 1000 kg/m? (Kell
1975; Straub et al. 1980), Experimentelles o = 74,2 mN/m 2) (Mersmann 1977; Rabiger et al. 2013) b)
(Welty et al. 2015) )

1 um SPG 2 pm 10 pm Sinterfritte | 6 x0,5 mm 5 mm offenes
Membran Sinterfritte gelochtes Rohr Rohr
BlasengroBen- Mikroblasen und Submillieblasen Makroblasen Makroblasen
bereich Submillieblasen
d,, (mm) 0,12 0,17 0,76" 8,6 8,6
ds 2 (mm) 0,29 0,32 0,76° 5% 5%
vvm 0,67 0,67 1,36 8,44 16,67
(Luse/ Min/Lyviedium)
k.a (1/h) 160 160 160 160 160
T (s) 12,6 10,7 1,86 0,044 0,044
@5 (M*/min) 6,667 7,23 3,12 5,36 10,6
Apgigse (kPA) 1,00 0,92 0,38 0,059 0,059
 Ogggeran (M?)= g T | 1,4 1,28 9,6*107 3,9 *10° 7,7*10°

3.2.3 Zusammenfassung und Ubergeordnete Diskussion beziiglich
Gasverbrauch und Stofftransportlimitierung

In diesem Kapitel konnte erfolgreich die Hypothese des erhohten Stofftransports durch
VergroRerung der eingebrachten Phasengrenzflache mittels Feinblasenbegasung bestatigt werden.
Hierzu wurde eine umfangreiche Messreihe zur Bestimmung der volumenbezogenen
Stofftransportkoeffizienten k,a in Abhangigkeit der Begasungsrate (vvm) durchgefihrt (Abschnitt
3.2.1). Fur weitere Experimente wurden folgende Begaser ausgewadhlt: 5mm offenes Rohr,
1 um SPG Membran, 2 um und 10 pum Sinterfritte.

Zusammenfassend konnte liber den gesamten Bereich von 0,006 - 16,67 vvm der deutliche Vorteil
der Begasung mit Feinblasen im Vergleich zu Makroblasen festgestellt werden. Es folgte der
Vergleich der Begaser bei konstantem k,a von 160 1/h. Bei der Begasung mit dem 5 mm offenen
Rohr (Makroblasen) war ein 25-mal hoherer Gasverbrauch, im Vergleich zur Begasung mit
1 um SPG Membran und 2 um Sinterfritte (Mikroblasen), zu verzeichnen. Ein 12-fach hoherer
Gasverbrauch ergab sich im Vergleich zur Begasung mit der 10 um Sinterfritte (Submillieblasen). Die
Bestimmung der BlasengroRenverteilung (Abb. 29) zeigte, dass bei der Begasung mittels
1 um SPG Membran und 2 um Sinterfritte bei einem k,a=160 1/h Feinblasen generiert werden.
Durch Modelle wie Mersmann (33) und Wiltey (32) kann der Sauterdurchmesser fir die
10 um Sinterfritte und das offene Rohr berechnet werden. Weiter wurden die Verweilzeit, die
eingebrachte Oberflache, sowie die Druckdifferenz berechnet und verglichen. Es konnte dargestellt
werden, dass sowohl bei der Mikro- als auch der Submilliblasenbegasung die Verweilzeit und die
Druckdifferenz mit der Verringerung der BlasengrdRe ansteigen. Die Ergebnisse dieser Berechnung
und des Begaservergleich sind in Tabelle 7 dargestellt. Es konnten die positiven Effekte der
Verringerung der generierten BlasengroRen beziiglich des Stofftransports und des Gasverbrauchs
gezeigt werden. Hierbei erwies sich die Erhohung der Verweilzeit, des Blaseninnendrucks sowie der
effektiven Phasengrenzflache bei Feinblasenbegasung als vorteilhaft.
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Die in 3.1 dargestellten vier Reaktionssysteme weisen durch den maximalen Sauerstoffbedarf
(Tabelle 6) ein hohes Potenzial zur Optimierung des Stofftransports auf. Hierzu wurde das in 3.2.1
gewdhlte Kriterium eines konstanten ka von 160 1/h fur den Vergleich der Enzymsysteme
herangezogen. Zum Vergleich der verschiedenen Oxidasen wird die Sauerstofftransportrate, im
Englischen ,,oxygen transfer rate” (OTR), eingefiihrt. Die OTR (mmol/min) beschreibt den direkten
Zusammenhang zwischen dem volumenspezifischen Stofflibergangskoeffizienten k,a (1/h), der
Sattigungskonzentration ¢* (mmol/L), der Sauerstoffkonzentration ¢, zum Zeitpunkt n und dem
Flssigkeitsvolumen Vj.gium siehe Gleichung (38 ).

OTR = kLa ! (C* - Cn) " Viedium ( 38 )

Unter Bericksichtigung der unterschiedlichen Reaktionstemperaturen der Oxidasen (Abschnitt 3.1)
resultieren  unterschiedliche Sauerstoffsattigungen ¢* (mmol/L) im Reaktionsmedium
(siehe Tabelle 8). Zur Berechnung der theoretischen OTR wurden die Annahme eines
FlUssigkeitsvolumens von Veqium= 0,3 L und einer Sauerstoffkonzentration ¢, zum Zeitpunkt n von
0 mM gewahlt. Die berechnete OTR ist in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 8: Berechnung der OTR fir die Reaktionstemperatur der untersuchten Oxidasen bei
konstantem k;a

Parameter GOx Type VII Tyrosinase NOX34 BM3 P450
Temperatur 35°C 20°C 25°C 20°C

c* 0,215 mM 0,284 mM 0,256 mM 0,284 mM

k.a 160 1/h 160 1/h 160 1/h 160 1/h

OTR 0,17 mmol/min 0,22 mmol/min 0,20 mmol/min 0,22 mmol/min

Um die Begasungssysteme einer enzymatischen Reaktion vergleichen zu kénnen, ist die Annahme
einer Stofftransportlimitierung der Reaktion eine Voraussetzung. Daher wurden die einzustellenden
Reaktionsbedingungen ermittelt, und die Oxidasen bezlglich der enzymmengenspezifischen
Sauerstoffverbrauchsrate (basierend auf v,.,) als Hauptauswahlkriterium verglichen. Ziel war es,
festzustellen, ob mit geringen Mengen an Enzym eine Sauerstofflimitierung der Reaktion eingestellt
werden kann.

Die Damkohlerzahl (Da) ist eine dimensionslose Kennzahl und findet in der Interpretation der
Stofftransportlimitierung von chemischen und biochemischen Reaktion breite Anwendung. Zur
erweiterten Betrachtung der Stofftransportlimitierung wurde die modifizierte Damkohlerzahl (Da*)
eingefiihrt, siehe Gleichung (39). Sie setzt die Reaktionsgeschwindigkeit, in diesem Fall die
enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate, bei v, (ﬁozmax in pumol/min/mg) zum
Stofftransport (OTR in umol/min) des Begasungssystems ins Verhaltnis unter Beriicksichtigung der
Enzymmenge (Men,ym in mg). Die modifizierte Damkoéhlerzahl (Da*) wurde in dieser Arbeit wie folgt
berechnet.

Da* = Vomax . {> 1- 0, Limitation (39)
OTR "M <1 > keine 0, Limitation
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Hierbei kann mit Da* = 1 die fir das Begasungssystem (OTR) bendtigte Enzymmenge abgeschatzt
werden, bei welcher keine Stofftransportlimitierung vorliegt. Allerdings werden in der Definition von
Da* die Enzymstabilitdt sowie die hoheren OTR Werte bei kontinuierlichem Sauerstoffverbrauch
vernachlassigt. Trotzdem ermoglicht die Da* eine Interpretation der Stofftransportlimitierung
verschiedener Reaktionssysteme. Im Vergleich der volumenspezifischen Stofftransportrate (k,a) der
Begaser aus Abb. 27 ist Gber den gesamten Bereich von 0.006 - 16.67 vvm der deutliche Vorteil der
Begasung mit Feinblasen im Vergleich zu Submilli- und Makroblasen dargestellt. Dieses Ergebnis
unterstreicht das aulerordentliche Potenzial der Feinblasenbegasung beziglich des hohen
Stofftransports. Um diesen Effekt auch in enzymatischen Reaktionen nutzen zu koénnen, ist die
Verknlpfung des  Begaserstofftransports (OTR) mit der enzymmengenspezifischen
Sauerstoffverbrauchsrate notig. Hierbei ist vor allen die Betrachtung der enzymmengenspezifischen
Sauerstoffverbrauchsraten wichtig. Wie in Abb. 30 dargestellt, kann mit Gleichung (39 ) aus den
kia-Daten (Abb. 27) fiir einen beliebigen Begaser eine enzymmengenspezifische Da*/mgnym (1/mg)
berechnet werden.

X 5 mm offenes Rohr TYR X 5mm offenes Rohr GOx
O 5mm offenes Rohr NOX < 5 mm offenes Rohr P450
100
£ & L< X%
E 10 | o Q)oo Xy %
£ <o @) X X
? 1} Lo O X X
é steigender Vo,max
&
Zoo1f % Hy A
E OTR=konst. % % X %
S 0.01 < o X X
>
0.001 L L L L
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
*
Da /mEnzym

Abb. 30: Darstellung der enzymmengenspezifischen modifizierten Damkoéhlerzahl fur die
k.a-Messungen des offenen Rohres am Beispiel der Oxidasen (Reaktionsbedingungen T =25°C,
c*=0,256 mM, ka=1601/h, OTR=0,2 mmol/min, Vpedsium=0,3L, enzymengen spezifische
Sauerstoffverbrauchsraten aus Tabelle 8, n = 1)

Anhand der Darstellung in Abb. 30 kann das Potenzial zur Optimierung des Stofftransports fir die
Oxidasen vereinfacht verglichen werden. Hierbei wird bei konstanter Begasung (OTR = konst.) mit
dem offenen Rohr deutlich, dass bei geringen enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsraten
der Oxidase wie der Cytochrom P450, bereits geringe k,a-Werte der Makroblasenbegasung
ausreichend sind. So kann die Stofftransportlimitierung mit geringem Enzymeinsatz (iberwunden
werden. Wie in Abb. 30 fiir die Begasung mit dem offenen Rohr dargestellt ist, kann durch den
Da*/men,ym die eingesetzte Enzymmenge optimiert werden. Bei gréRerer Enzymmenge erhoht sich
der Sauerstoffverbrauch im System und Da* steigt. Somit kann mittels des Da* die
Stofftransportlimitierung fir den Begaservergleich sichergestellt werden. Fiir das Vergleichskriterium
konstanter k.a=1601/h wird bei den ermittelten Reaktionsbedingungen des
Sauerstoffverbrauchspotenzials Da*/megqym der GOx VII, TYR, NOX34 und Cytochrom P450 berechnet.
Dieser Vergleich ist in Tabelle 9 dargestellt.



69

Tabelle 9: Vergleich der enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsraten und der
enzymmengenspezifischen, modifizierten Damkohlerzahl der Oxidasen (ﬁozmax Rate pro mg Enzym

aus 3.15 in Tabelle 6)
Parameter GOx Type VII TYR NOX34 BM3 P450 WT
Vimax 474,6 +12,4 U/mg 9172 +440,8 U/mg 12,86 +1,22 U/mg 0,74 0,06 U/mg
Vo,max 237,3 umol/min/mg 3750 umol/min/mg 3,21 umol/min/mg 0,37 umol/min/mg
kia/Menzym 220,74 1/h/mg 2640,84 1/h/mg 2,51/h/mg 0,26 1/h/mg
OTR/ 0,72 Mgenzym 0,058 Mgenzym 62 MBenzym 594 Mgenzym
Vo,max
Da*/Mgnzym 1,38/ Mgenzym 17,24/ MEenzym 0,016/ Mgenoym 0,0017/ Mgenzym
1 mg Enzym limitiert limitiert Nicht limitiert Nicht limitiert

Mit der enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate kann ein k,a/megn,ym berechnet werden.
Dieser ist erforderlich, um eine Limitierung durch den Stofftransport zu Gberwinden. Wie in Tabelle
9ersichtlich, konnte das hohe Potenzial des GOx- und des TYR-Systems bezlglich der hohen
Da*/mMen,ym von 1,38/mg und 17,24/mg festgestellt werden. Daher wurden die GOx als Haupt- und
die TYR als Nebensystem fiir den Begaservergleich ausgewahlt. Die weitere Untersuchung der
Oxidasen erfolgte hinsichtlich ihrer Enzymstabilitdt im begasten Riihrkessel. Das Reaktionssystem der
TYR wurde auf Grund der sehr hohen enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsraten mit dem
Nachteil der Nebenproduktbildung (L-Dopaquinon) lediglich als Validierungssystem, der mit GOx
beobachteten Effekte, eingesetzt. Im direkten Vergleich wurde das Potenzial der GOx und der TYR
zur Einstellung einer Stofftransportlimitierung unter dem Kriterium k,a = 160°1/h deutlich. Hingegen
bendtigten die Systeme NOX34 mit 262 mg und Cytochrom P450 mit =594 mg eine hohe
Enzymmenge, um die Stofftransportlimitierung im System fir einen Begaservergleich zu
gewidhrleisten (Tabelle 9). Wie fiir GOxin Abb. 31 dargestellt, kann durch Anpassung der
Enzymmenge mit dem Einsatz von 25 mg (~12000 U) eine Da* =1 (Stofftransportlimitierung)
sichergestellt werden. Hierbei wird deutlich, dass bei konstanter Enzymmenge (mg,») der hohe
Stofftransport der Feinblasenbegasung zu einer Verringerung der Stofftransportlimitierung bei
sinkender Da* fiihrt.
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Abb. 31: Begasercharakterisierung bezlglich Stofftransportlimitierung des GOx-Systems
(Reaktionsbedingungen: T = 35°C, 11865 U GOx (25 mg GOx VlI), ﬁozmax =237,3 umol/min/mg, n=1)



70

Die Da* kann auch als Optimierungskriterium Da*=1 eines bestehenden Prozesses in
weiterfiihrenden Experimenten verwendet werden. Dieses Vorgehen kann zur Uberpriifung einer
Stofftransportlimitierung der Reaktion fiir andere Enzyme oder auch Reaktionen mit H,, CO, etc. als
Substrat angewandt werden.

3.2.3.1 Vergleich der Begasungssysteme hinsichtlich der Gasnutzungseffizienz

Ein weiterer Optimierungsparameter von begasten Reaktionen ist die Regulierung des zugefiihrten
Gasstroms. Im theoretischen Idealfall kann der komplette, im Gasstrom enthaltene Sauerstoff, in das
Medium eingeldst werden (o, = 100%). Im Abschnitt 3.2.3. wird auf die theoretisch benétigte OTR,
basierend auf der enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate der jeweiligen Oxidase,
eingegangen. Dabei wird lediglich die bendtigte Sauerstoffeintragsrate, bezogen auf das offene Rohr,
verglichen. Die in Abb. 28 dargestellten Faktoren ng,s geben lediglich die Erhéhung der Fein- und
Submilliblasenbegasung relativ zum Einsatz der Makroblasenbegasung mit dem offenen Rohr an. Um
die Effizienz und somit die effektive Gasnutzung zu beschreiben, bedarf es der Relation zwischen
dem Ubertragenen Sauerstoffmolenstrom der benétigten Gasrate, zur Erzielung eines konstanten
k.a. Hierzu kann die Gasnutzung durch die Betrachtung der Stofftransportraten OTR bei konstantem
k,a durch die Einfihrung eines Ausdrucks fiir die begaserspezifische Gasnutzung ne. ey wie folgt
beschrieben werden.

OTRBegaser _ kpa- (¢*) " Vmeaium

No,err (%) = = -100
0BT OTRyaximattheoretisch ~ (VVM " Vagegiym * X0, * poz)/Moz (40)
To — { =100% (Ideal) - 100% des Sauerstoffs wird Ubertragen
B < 100% (real) — Sauerstoff wird nicht vollstandig Gibertragen

Der no.er in Gleichung (40) beschreibt das Verhdltnis von tatsdchlich eingestellter
Sauerstofflibergangsrate zu einer theoretischen maximalen OTR, welche erreicht wird, wenn der
komplette Sauerstoff des zugeflihrten Gasstroms in die Flussigkeit eingelost und durch die Reaktion
instant verbraucht wird (c"=0 mmol/L). Bei konstantem k,a von 60 1/h und 160 1/h kann die
begaserspezifische Gasnutzung mit der Gleichung ( 40 ) berechnet werden (Abb. 32).
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Abb. 32: Begaserspezifischer Gasnutzungsvergleich bezogen auf den lbertragenen Sauerstoff. (k;a
aus Abschnitt 3.2.1, Reaktionsbedingungen: T =20°C, Po,= 1,43 g/L, X02=0,21, Visedium= 0,3 L,

Mo, = 32 g/mol)
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Mit der berechneten No, &ff konnte die, zuvor auf die Begasungsrate des offenen Rohres bezogene

Erhohung (dargestellt in 3.2.1), hinsichtlich des Gasverbrauchs bestédtigt werden. Die
Mikroblasenbegaser weisen bei einem ka von 60 1/h eine Gasausnutzung von 61% des
eingebrachten Sauerstoffstroms im Vergleich zu 20,3% mit Submilli- und 1,4 - 6,1% mit Makroblasen
auf. Wird der k,a bei konstanten 160 1/h gehalten, steigt der Gasdurchsatz bei allen Begasern stark
an. Dieses fuhrt zu einer Reduktion der Gasnutzung auch bei den Mikroblasenbegasern auf 11,7%.
Dieses Verhalten, insbesondere der pordsen Sinterfritten, weist auf eine Sekundarblasenbildung bei
We >> 6 und We’/Fr>>675 hin (Mersmann 1977; Rabiger et al. 2013). Im Zuge der Erhéhung der
Begasungsraten kommt es zur Steigerung des Stofftransports von 60 auf 160 1/h. Im industriellen
MaRstab sind k,a Werte im Bereich von 114 -2300 1/h Ublich (Moresi and Patete 1988; Woodley
2019). Loésungsansatze, um hohere k,a-Werte einzustellen, sind die VergroBerung der pordsen
Begaseroberflache oder der Einbau von mehreren parallel geschalteten Sinterfritten.

Als Teil der Prozessoptimierung kann die Gasnutzung typischerweise durch die Verweilzeit und den
damit gekoppelten Stofftransport erhoht werden. In der Prozessoptimierung erhéht sich durch ein
groBeres H/D Verhéltnis (VergroRerung der Reaktorhohe) und einen hoheren Energieeintrag
(Verringerung der generierten BlasengroRen) der Stofftransport. Eine weitere Methode ist der
Einsatz von reinem Sauerstoff oder sauerstoffangereicherter Luft zur Reduktion des Gasstroms.

3.3 Charakterisierung und Anwendung von Ultrafeinblasen am

Beispiel der Glucoseoxidase

In dieser Untersuchung wurden ausschlieRRlich ,bulk” Nanoblasen eingesetzt, weshalb in der
folgenden Diskussion suspendierte Nanoblasen als Ultrafeinblasen (UFB) benannt werden. In der
Literatur werden UFB oder auch Nanoblasen auf Grund des fehlenden experimentellen und
theoretischen Nachweises kontrovers diskutiert (Alheshibri et al. 2016). Die Stabilitdt und lange
Lebensdauer sowie die Unterscheidung von Nanopartikeln und Ultrafeinblasen ist noch nicht
abschlieRend geklart und bewiesen (Alheshibri et al. 2016; Gurung et al. 2016). Auch in dieser Arbeit
kann kein eindeutiger Nachweis flr die Existenz von Nanoblasen fiir die Anwendung der UFB,
generiert durch AMB3, erbracht werden. Dennoch ist es moglich, diese Nanoblasen/Nanopartikel mit
dem NanoSight zu messen. Es wurden die Erzeugung und Charakterisierung von Ultrafeinblasen und
die Anwendung am Beispiel einer Gluconolactonsynthese experimentell untersucht. Ultrafeinblasen
haben einen volumendquivalenten Durchmesser von weniger als 1 um (Tsuge 2014) (siehe Abschnitt
1.2).
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Abb. 33: Blasenkonzentrationsmessung liber die Generationszeit des AMB3 (Reaktionsbedingungen:
Messung mit NS300 NanoSight, T = 39°C, n = 5, Kameraeinstellungen siehe Kapitel 2, Abschnitt 2.11)

Zur Generierung wurde der Mikroblasengenerator AMB3 eingesetzt. Dabei wurde der Einfluss der
zusatzlich bereitgestellten Phasengrenzflache auf die Ausbeute der Gluconolactonsynthese bei
konstanten k,a von 160 1/h ermittelt. In Abschnitt 3.4.3.2, Abb. 42 wurde bereits untersucht und
gezeigt, dass gel6stes Enzym wahrend der Mikroblasenbegasung mit dem AMB3 sehr schnell
deaktiviert wird (Abb. 42). In diesen Experimenten wurde mit einer konstanten Konzentration an UFB
in 10 mM Na-Acetat Puffer bei pH 5,3 gearbeitet. Zuerst wurden die Blasenkonzentration, sowie der
gemittelte Blasendurchmesser Uber die Generationszeit bestimmt (Abb. 33). Nach einer Betriebszeit
von 5 h stellte sich eine maximale Blasenkonzentration von 1,99 x 10® +0,15 x 108 n/mL mit einem
mittlerer Durchmesser von 188 nm +46 nm ein (Abb. 33). Ohgaki et al. berichten, mit einem
vergleichbaren ,,Pressurization Dissolution Type“ Mikroblasengenerator um den Faktor 2 héhere
Konzentrationen von 1,9 x 10" n/mL (Ohgaki et al. 2010) erzielt zu haben. Weiter wurden von Ohgaki
et al. Stickstoff, Methan und Argon zur UFB-Generierung eingesetzt. Dabei sei eine UFB-Stabilitdt von
zwei Wochen eingetreten (Ohgaki et al. 2010). Auf der Grundlage der Konzentration an UFBs von
1,99 x 108 n/mL in 0,3L konnten der Gasgehalt, die Verweilzeit, der Blaseninnendruck nach
Young-Laplace und die effektive Phasengrenzfliche berechnet werden (wie in Abschnitt 3.2.2
beschrieben). Tsuge beschreibt fiir Ultrafeinblasen, dass eine ideale Kugelform (mit dem Formfaktor
@ =1, dsy=ds3;) und ein Verhalten dhnlich zu Nanopartikeln, angenommen werden kann (Tsuge
2014). Die Ergebnisse fiir UFB (in Tabelle 10) konnten nun mit den Berechnungen fir Mikro-,
Submilli- und Makroblasen verglichen werden, welche in Abschnitt 3.2.2 Tabelle 7 aufgelistet sind.

Tabelle 10: Berechnung zur BlasengroRenmessung fur die UFB (Berechnungsgrundlage T =25°C,
n=0,81mPas, g=9,81m/s’ Pgas = 1,18 kg/m?, p,=1000 kg/m> (Kell 1975; Straub et al. 1980),
Experimentelles o = 74,2 mN/m, AMB3 t = 24 h, Konzentrationsbestimmung mit NanoSight Messung,
10 mM Na-Acetatpuffer pH 6)

n day ds; T Apgiase Ocfetiv € (Gasgehalt)

1,99 x 10® n/mL 188 nm 188 nm 3,59d 1530 kPa 6,6 x 10° m* 6,93 x 107 m*/m’

Die effektiven Phasengrenzflichen von suspendierten UFB werden nun mit der, durch
Feinblasenbegasung bereitgestellten Grenzflache (siehe in Abschnitt 3.2.2 Tabelle 7), verglichen.
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Die UFB-Suspension generiert mit dem AMB3 besitzt mit 6,6 x 10> m? eine, um den Faktor 10’ - 10°
geringere Phasengrenzflache, als bei Begasung mit Mikro-, Submilli- und Makroblasen (in Tabelle 7).
Im Vergleich hierzu berichtet Ohgaki et al. von einer deutlich hoheren, eingebrachten Oberflache von
0,58 m?*/mL (Ohgaki et al. 2010). Jedoch basiert dieser Wert (von Ohgaki et al.) auf einer, an eine
Oberflache gebundene, einzelne Feinblase mit d = 50 nm. Der fiir die UFB-Suspension in Tabelle 10
berechnete Gasgehalt von 6,9 x10” ist im Vergleich mit einer Makroblasenbegasung mit 0,05 - 0,2
(Guy et al. 1986) sehr gering. Fir Ultrafeinblasen wird haufig eine Lagerstabilitdit von mehreren
Wochen bis Monaten angegeben (Alheshibri et al. 2016; Duval et al. 2012; Tsuge 2014). Um die
Stabilitat der generierten UFB zu bestimmen, wurde die Blasenkonzentration und der Durchmesser
Uber einen Zeitraum von 64 d gemessen (Abb. 34 A). Wie in Abb. 34 zu erkennen, war vor allem die
Konzentrationsmessung groRen Schwankungen von 0,45 x 10% n/mL unterworfen. Hierbei wiesen
die individuellen Messungen einen Schwankungsbereich von +10% auf. Auch die fiinffache
Bestimmung des mittleren Durchmessers unterlag groBen Abweichungen. Es konnte eine
Schwankung von +35% des Messwertes innerhalb von finf individuellen Messungen einer Probe
festgestellt werden. Diese Abweichung weist auf eine inhomogene Verteilung der Ultrafeinblasen
innerhalb der Probe hin. Die Abweichungen konnen durch das Design der Messzelle mit
Totvolumenzonen, durch Verunreinigung mit Mikroblasen, durch Abrieb in Pumpe und Schlduchen,
sowie durch Staubpartikel mit hoher Lichtstreuung in der Messung begriindet sein. Um diese Fehler
zu minimieren, konnten die Messungen unter Reinraumbedingungen wiederholt werden. Folglich
wurde aus der Tendenz der in Abb. 34 gezeigten Daten angenommen, dass eine konstante
Konzentration, sowie ein konstanter Blasendurchmesser tiber 64 d vorliegen.
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Abb. 34: Inkubation der UFB-Suspension und Einfluss der Zentrifugation (Reaktionsbedingungen:
Messung mit NS300 NanoSight, T = 39°C, n = 5, Kameraeinstellungen siehe Kapitel 2, Abschnitt 2.11)

Wird die gemessene Lebensdauer der Blasen von 64 d mit der berechneten Verweilzeit t (basierend
auf der Auftriebsgeschwindigkeit) von 3,59 d verglichen, so besteht eine groBe Abweichung.
Dennoch ist dieses Messergebnis in guter Ubereinstimmung mit vielen Literaturstellen, wo ahnliche
Verweilzeiten von Tagen bis Wochen beschrieben sind (Alheshibri et al. 2016; Duval et al. 2012;
Tsuge 2014). In der weiteren Untersuchung der UFB-Stabilitdt wurde eine klassische Trennoperation
der Biotechnologie, die Abtrennung mittels Dichteunterschied durch Zentrifugation, untersucht.
Hierbei fiihrte die Variation der Umdrehungsgeschwindigkeit von 10 - 13 x 10° rpm zu keinen bis nur
geringen Unterschieden des Blasendurchmessers (siehe Abb. 34 B). AnschlieBend wurden die
Temperaturstabilitat der generierten UFB-Suspension inklusive des Einfrierverhaltens untersucht. Die
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Ergebnisse sind in Abb. 35 A dargestellt. Durch Variation der Temperatur wird von einer moglichen
Expansion des in der Blase befindlichen Gases ausgegangen. Es konnte keine Anderung des
UFB-Durchmessers durch Erhéhung der Temperatur, wie in Johnson et al. beschrieben, festgestellt
werden (Johnson and Cooke 1981) (Abb. 35 A). Folglich kdnnten die, in diesem Experiment
gemessenen UFBs hypothetisch auch Nanopartikel sein, was in weiteren Studien untersucht werden
sollte.
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Abb. 35: Effekt der Variation von Temperatur und pH Wert auf die Stabilitdt einer UFB-Suspension
(Reaktionsbedingungen: Messung mit NS300 NanoSight, T = 39°C, n =5, Kameraeinstellungen siehe
Kapitel 2, Abschnitt 2.11)

Durch Einfrieren der Probe konnte eine VergroRerung des gemittelten Durchmessers und eine
deutliche Reduktion der UFB-Konzentration siehe Abb. 35 festgestellt werden. Es ist anzunehmen,
dass fir diesen Effekt die Aggregation in Folge der Aufkonzentration von UFBs durch die
voranschreitende Kristallisationsfront verantwortlich ist. Dadurch wurden die UFBs aus dem Medium
ausgetragen, weshalb eine deutlich niedrigere Nanopartikelkonzentration, vergleichbar mit der des
Leitungswassers, gemessen wurde. In weiteren Experimenten wurde durch Zugabe von NaOH oder
HCL der pH-Wert variiert (Abb. 35 B). Dabei konnte eine geringe VergroRerung der BlasengréRe,
sowie eine sinkende UFB-Konzentration unterhalb von pH = 6 beobachtet werden (siehe Abb. 35 B).
Dieser Effekt konnte auf die Dissoziation von Wasser im alkalischen Milieu zu OH und im sauren
Milieu zu H;0" zuriickzufiihren sein. Infolge der negativ geladenen Blasenoberfliche (Zeta-Potenzial),
aggregieren die UFBs bei sauren pH-Werten vermehrt (Tsuge 2014; Ushikubo et al. 2010a). Dieser
Effekt Teil Oberflachen  Zeta-Potenzial
UFB-Stabilisierungsmechanismus beschrieben (Millare and Basilia 2018; Ushikubo et al. 2010a; Zhu et
al. 2016). Um nun die beschriebenen Effekte auf die Anwendbarkeit von UFBs in der Biokatayse zu
prifen, wurde mit einer UFB-Konzentration von 1,99 x 10® n/mL (Na-Acetatpuffer pH 5,3) in der GOx
katalysierten Gluconolactonsynthese vorgelegt (siehe Abb. 36 A). Um einen direkten Vergleich zu den
vorherigen

wird in der Literatur auch als des

Begasungsexperimenten zu ermoglichen, wurde mit Feinblasenbegasung
(2 um Sinterfritte) bei konstantem k,a =160 1/h gearbeitet. Zusitzlich wurde im Photometer die
Anfangsaktivitdt mit und ohne UFB gemessen (siehe Abb. 36 B). In beiden Versuchen konnte kein
Effekt durch die Verwendung von UFB versetztem Puffer auf die Aktivitat, sowie die Ausbeutekurve

der Gluconolactonsynthese festgestellt werden, siehe Abb. 36.



75

100
100
A x ¥ ¥ ¥ B I
~75 | x*&&*
X ﬁﬁé < 75
< P .°>
3 & -
250 g S
2 $ © GOX ohne UFB S 50
S £
sl ¢ <
§><X X GOX mit UFB 25
Q%
0 ’ 1 1 L 0
0 4 8 GOx ohne UFB [0 GOx mit UFB
Zeit (h)

Abb. 36: Vergleich der Anwendung von suspendierten UFB in einer mit Feinblasen (Mikroblasen)
begasten Gluconolactonsynthese (Reaktionsbedingungen: T=35°C, V=0,3L, 87,6 mM D-Glucose,
11865 U GOx, 12320 U Katalase, 10 mM Na-Acetatpuffer pH=5,3, Schragblattrihrer 440 rpm,
Titration mit 1 M NaOH in Wasser, n=1)

Eine Erklarung fiir das Ausbleiben eines Effekts ist die zuvor beschriebene (siehe Tabelle 10) geringe
zusatzlich bereitgestellte Oberflache der Ultrafeinblasen von 6,6 x 10°m? (in 0,3L). In der Folge
Uberwiegt die durch Begasung (2 um Sinterfritte, 0,667 vwvm) eingebrachte, effektive Oberflache um
den Faktor 10’. Deshalb konnte auch bei konstantem ka kein signifikanter Effekt durch
Protein/ Grenzflichen-Wechselwirkungen auf die Enzymaktivitit in der Reaktion im STR
(Rdhrkesselreaktor), sowie im Photometerassay festgestellt werden.

Eine weitere Moglichkeit, hohe Oberflaichen von 0,58 m?/mL bereitzustellen, wire der Test mit
kleineren Blasen und hoheren UFB- Konzentrationen, wie diese in Ohgaki et al. beschrieben werden
(Ohgaki et al. 2010). Auch der leicht saure pH-Wert von 5,3 kdnnte, wie zuvor beschrieben, zu einer
Aggregation der UFBs geflihrt haben. Weiter kdnnten auch ausschlielich Nanopartikel in der Losung
vorliegen, wodurch kein Effekt auf die Reaktion zu erwarten ist. Auch kdénnte mit dem zuvor in
Abschnitt 3.2.2, Gleichung (37) eingefiihrten Zusammenhangen zwischen exponentiellem Anstieg
des Young-Laplace Druck und der Stabilitdt von Ultrafeinblasen argumentiert werden (Epstein and
Plesset 1950). Eine Grundlage fiir die Beschreibung der UFB-Stabilitat ist die von Epstein und Plesset
1950 veroffentlichte Theorie zur Laplace-Druck basierten, thermodynamischen Stabilitat von
Gasblasen (Epstein and Plesset 1950). Hierbei ist eine Blase erst dann stabil (unveranderter
Durchmesser), wenn sich ein Gleichgewicht zwischen dem umgebenen Medium und dem Gas
innerhalb der Blase eingestellt hat. In der Theorie von Epstein und Plesset wird in der sogenannten
,Laplace Pressure Bubble Catastrophe” der thermodynamische Widerspruch zwischen dem
exponentiellen  Anstieg des Laplace-Drucks und des resultierenden Anstiegs des
Konzentrationsgradienten zur Langzeitstabilitdt von UFBs beschrieben (Epstein and Plesset 1950).
Dieser Widerspruch wird auch in dieser Arbeit deutlich. Der Unterschied zwischen den Young-Laplace
Apgiese (kPa) der Mikro-, Submilli- und Makroblasenbegasung liegt um den Faktor 1000 hoher (Apgjase)
im Vergleich zu UFBs. Nach dieser Theorie wird auch bei Sattigung oder Ubersittigung des, die Blase
umgebenden Mediums, bei Ultrafeinblasen kein Gleichgewichtszustand erreicht. Daher wird die
Blase vollstdandig eingeldst (Alheshibri et al. 2016). Flr eine Feinblase von 1000 nm folgt, dass eine
Messung von Ultrafeinblasen nach dieser Theorie unmoglich ist. Epstein et al. berichten eine
Lebensdauer von 0,02 s (Alheshibri et al. 2016; Epstein and Plesset 1950). Diese Theorie kann auch
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auf die BlasengrofRen der Begaser in dieser Arbeit in Abschnitt 3.2.2 Tabelle 7 angewandt werden.
Dabei wurde der Zeitraum berechnet, bis eine komplette Einlosung der Blase erfolgt ist, siehe Abb.
37. Folglich ergibt sich fir die UFB aus Tabelle 10 eine Einlosezeit (Lebensdauer) von 0.00018 s, wie
von Alheshibri et al. beschrieben. Somit besteht theoretisch keine Moglichkeit, diese UFBs mit einem
Messsystem zu erfassen.
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Abb. 37: Berechnung der Einlosezeit mittels des Laplace-Drucks nach Epstein und Plesset
(Reaktionsbedingungen: Berechnung nach (Epstein and Plesset 1950) siehe Tabelle 7 und Tabelle 10)

Dennoch zeigen die experimentellen Ergebnisse, dass die Theorie von Epstein und Plesset moglich-
erweise keine gute Naherung fir Blasen grofler als ~500 nm und nur fir Einzelblasen unter
Vernachldssigung der Blasenauftriebsgeschwindigkeit darstellt. Die Lebensdauer von Mikroblasen
kann nach Epstein und Plesset beschrieben werden. Makroblasen und Submilliblasen sind auf Grund
ihrer hohen Auftriebsgeschwindigkeit wohl nicht mit der Theorie von Epstein und Plesset zu
beschreiben.

Dennoch wird in einer Vielzahl von Veroffentlichungen von stabilen Ultrafeinblasen (Nanoblasen) mit
einer Lebensdauer im Bereich von Wochen bis Monaten ausgegangen (Chen et al. 2020a; Di Wang et
al. 2019; Duval et al. 2012; Johnson and Cooke 1981; Tsuge 2014). Besonders interessant ist der in
der Literatur kritisch diskutierte und umstrittene Beweis durch Johnson et al., welcher auf Basis der
Volumenexpansion einer UFBs enthaltenen Probe feststellte, dass UFBs keine Nanopartikel sind
(Johnson and Cooke 1981). Fiir Stabilisierungsmechanismen von Ultrafeinblasen, sind in der Literatur
eine Vielzahl sich haufig gegenseitig widersprechender Publikationen zu finden. Die bekanntesten
Mechanismen sind (Chen et al. 2020a):

- die Stabilisierung durch Kontamination z.B. Puffer, Protein etc.

- das Ausbilden einer Schutz/Grenzschicht aus Polymeren etc. (der sogenannte ,Skin“
Mechanismus),

- die Oberflaichenladung der Blase und enthaltene lonen in der Grenzschicht (Oberflachen
zeta-Potenzial Mechanismus)

- die Steigerung der Gasdichte durch Selbstkompression innerhalb der Gasblase (,high density”
Mechanismus).

Dennoch konnten experimentell die Stabilitdit und Lebensdauer, sowie die Unterscheidung von
Nanopartikeln und Ultrafeinblasen noch nicht abschlieRend gekldart werden. Wie auch in dieser
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Arbeit kann kein eindeutiger Nachweis flr die Existenz von Nanoblasen erbracht werde. Auch in den
Experimenten zur Biokatalyse konnte kein Effekt festgestellt werden.

3.4 Untersuchung der Enzymstabilitat im begasten Riihrkessel

Die enorme Diversitat der Biokatalysatoren bietet ein groBes Potenzial fiir die Anwendung in
Prozessen der Chemie- und Pharmaindustrie. Dennoch ist die Anwendung vieler Biokatalysatoren
haufig durch ihre geringe Stabilitat unter industriellen Prozessbedingungen limitiert.

Von besonderem Interesse fiir diese Arbeit sind enzymatische Oxidationsreaktionen, welche die
kontinuierliche Zufuhr von molekularem Sauerstoff als Oxidationsmittel oder Elektronenakzeptor
erfordern. Auf Grund der geringen LoOslichkeit von Sauerstoff im wassrigen Milieu wird eine
kontinuierliche Begasung mit Luft oder reinem Sauerstoff bendtigt. Folglich sind hohe
Stofftransportraten vom Gas zur Fllssigkeit erforderlich, um industriell relevante Produktivitdten zu
erreichen (Bankar et al. 2009; Tufvesson et al. 2011; Woodley 2017). Begaste Riihrkesselreaktoren
sind, neben Blasensdulen, die am haufigsten eingesetzten Fliissig-Gasphasen Reaktoren. Durch
kontinuierliches Rihren kann eine gute Durchmischung, sowie ein effektiver Stofftransport
sichergestellt werden. Dieser wird gewahrleistet durch die Erhdhung der Phasengrenzflache, die
effektive Dispersion des Gases und die langere Verweilzeit der Gasblasen.

In einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt werden, dass eine Gas-Fllssigphasengrenzflache zu einer
erhohten Enzymdeaktivierung durch Proteinentfaltung fihrt (Bhagia et al. 2018; Dias Gomes et al.
2019a; D'Imprima et al. 2019; Donaldson et al. 1980). Jedoch scheint die eingebrachte
Phasengrenzflache, einen entscheidenden Einfluss auf die Enzymstabilitat zu haben (D'Imprima et al.
2019). Schon in friheren Publikationen, wie bei Donaldson et al., wird dieses Verhalten am Beispiel
der sauren Phosphatasen beschrieben (Donaldson et al. 1980). Colombie et al. erwdhnen einen
Stabilitatsverlust von Lysozyme durch Begasung mit Luft sowie Stickstoff (Colombié et al. 2001). Patil
et al. und Mohanty et al. berichten Uiber dhnliche Effekte auf die Enzymstabilitat einer Lipase in
Gegenwart einer Gasphase (Mohanty et al. 2001; Patil et al. 2000). Weiter konnte von Findrik et al.
beobachtet werden, dass mit steigender Begasungsrate im STR, die Stabilitdt einer D-Aminosaure
Oxidase abnimmt (Findrik et al. 2014). Bhagia et al. berichten, dass bei geringen
Enzymkonzentrationen die Deaktivierung einer Cellulase hauptsachlich an der Phasengrenzflache
zwischen FlUssig- und Gasphase stattfindet (Bhagia et al. 2018). Vergleichbare Ergebnisse zeigen auch
die Studien von Bommarius und Karus sowie D’Imprima fiir FDH und Cellulase (Bhagia et al. 2018;
Bommarius and Karau 2005; D'Imprima et al. 2019). Die Deaktivierung ist nicht bei allen Enzymen
gleich stark ausgepragt. Zum Beispiel berichten Tofgaard Pedersen et al., dass im mit Luft begasten
Rihrkessel keine Deaktivierung einer Galaktose Oxidase festgestellt werden konnte (Toftgaard
Pedersen et al. 2015). Die komplexen Wechselwirkungen zwischen Protein und Phasengrenzflache
sind noch nicht ausreichend verstanden. Neurath et al. sowie Prins et al. beschreiben die Affinitat
von Proteinen zur Phasengrenzflache als Funktion der Ladung der endstandigen funktionellen
Gruppen (Neurath and Bull 1938; Prins and van't Riet 1987).

Zusatzlich zu den rein physikalischen Effekten, welche auf den Stofftransport Einfluss nehmen, ist die
Stabilitdt von Enzymen, wie die in Kapitel 3.1 beschriebene Lagerstabilitdt, von Bedeutung. Die
Untersuchung der Enzymstabilitdt unter Prozess- oder prozessnahen Bedingungen fir die
Enzymkatalase ist entscheidend fiir die erfolgreiche Etablierung biokatalysierter Reaktionen in der
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Industrie. Die Untersuchung der Stabilitdt von Enzymen in begasten Systemen ist von groRer
Wichtigkeit. Dabei werden die Auswirkungen der eingebrachten Grenzflache, der
Sauerstoffkonzentration und der Scherkrafte diskutiert und experimentell betrachtet. Proteine wie
z.B. Enzyme sind auf Grund ihrer amphiphilen Natur als grenzflachensensitive Molekiile beschrieben
worden (Maa and Hsu 1997). Daher bedarf es der Untersuchung, wie Proteine mit einer
Phasengrenzflache interagieren und welche Einflussfaktoren zu einer Deaktivierung des Enzyms
beitragen.

Um ein tieferes Verstandnis der zugrunde liegenden Effekte von Prozessen in der Biokatalyse zu
ermoglichen, stehen die Untersuchung der Enzymstabilitat, die Diskussion der Effekte zwischen
Protein und Phasengrenzflache, sowie die mdgliche Oxidation des Proteins im Fokus dieses Kapitels.
In  Abschnitt 3.2.2 Tabelle 7 konnte festgestellt werden, dass die effektiv eingebrachte
Phasengrenzfliche agseiy bei konstantem k,a von 160 1/h mit einer Verringerung der BlasengréRen
in den Feinblasenbereich ansteigt. Daher ist die Untersuchung und Diskussion, der komplexen
Interaktion des Enzyms mit der Phasengrenzfliche, von groBer Wichtigkeit, um ein tieferes
Verstandnis der Enzymstabilitdt in begasten Reaktoren zu erlangen. Im Gegensatz zu den lokalen
Effekten, wurde in diesem Kapitel die globale Anderung der relativen Enzymaktivitit in Abhdngigkeit
von der Begasung experimentell untersucht.

3.4.1 Untersuchung der Enzymstabilitat bei Makro- und Feinblasenbegasung

Neben dem Stofftransport des Begasers ist die Enzymstabilitdit (Halbwertzeit, t;;) von
entscheidender Bedeutung, um hohe Reaktionsgeschwindigkeiten in enzymatisch katalysierten
Reaktionen aufrecht zu erhalten (Lindeque and Woodley 2020; Toftgaard Pedersen et al. 2017;
Woodley 2017). Haufig wird die Lager- und Temperaturstabilitdt eines Enzyms als Grundlage fiir die
Optimierung und Auslegung von biokatalytischen Reaktionen im begasten STR (Rihrkesselreaktor)
zugrunde gelegt, jedoch weicht die Lagerstabilitdat von der Prozessstabilitdat des Enzyms haufig stark
ab (Dias Gomes et al. 2019a). Bevor nun weitere Versuche zur Anwendung von Fein-, Submilli- und
Makroblasenbegasung angestrebt werden, ist die Enzymstabilitdt im begasten Rihrkesselreaktor
(STR) in Abhangigkeit des k,a und der resultierenden begaserspezifischen BlasengroRRe zu ermitteln.
Es ist zu kldaren, ob und wie stark die Stabilitdit des Enzyms von den Wechselwirkungen wie
Adsorption/Desorption von der eingebrachten Grenzfliche abhdngt (Graham and Phillips 1979b,
1980). Weiterhin ist zu diskutieren, ob die Deaktivierung des Enzyms durch die eingebrachten
Scherkrafte im STR beeinflusst wird. Die Scherkrafte konnen durch Rihren, Koaleszenz,
Blasenaufbrechen sowie Schaumbildung auftreten. Zusatzlich zu den genannten Faktoren kann das
Enzym, in Gegenwart von geléstem Sauerstoff, theoretisch oxidiert werden, was zu einem erhdhten
Aktivitatsverlust fiihren kann (Dias Gomes et al. 2019a; Maa and Hsu 1997).

Im Fokus dieses Abschnittes steht der direkte Vergleich von Feinblasen und Makroblasen auf
Grundlage der Enzymstabilitat. Bedingt durch die groBen Unterschiede zwischen Fein- und
Makroblasen hinsichtlich der BlasengrofRe, Verweilzeit und Begasungsrate bei konstantem k;a, wurde
vorerst nur eine Einstellung des Begasers bei 160 1/h zum Vergleich der Enzyme untersucht.

Zur Priifung des Einflusses von Feinblasen auf die Stabilitdt wurden die sauerstoffabhangigen Enzyme
GOx, NOX34, Tyrosinase und BM3 Cytochrom P450, sowie die nicht sauerstoffabhangigen Enzyme
ADH97L und GDH im begasten STR bei konstantem Leistungseintrag von 0,17 W/L und einem
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konstanten k,a von 160 1/h untersucht. Es erfolgte der Vergleich von Feinblasenbegasung mit
2 um Sinterfritte zur Makroblasenbegasung mit dem 5 mm offenen Rohr. In Abb. 38 sind fiir die
Oxidasen GOx, NOX34 und Tyrosinase Aktivitdtsmessungen fir Feinblasen und
Makroblasenbegasung dargestellt.
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Abb. 38: Enzymstabilitdat der GOx, NOX34 und Tyrosinase bei Fein- und Makroblasenbegasung
(Inkubationsbedingungen GOx: T=35°C, 83,3mg/L GOx (~12000U), 0,02 mg/mL Katalase
(~*12000 U), 10 mM Na-Acetatpuffer pH=5,3, 430 rpm, Tyrosinase: T=15°C, 33,3mg/L TYR
(83000 U) 50 mMKP; pH=7, 430rpm, NADH-Oxidase: 50 mg/L NOX34 (183U) T=20°C,
10 mM Tris-HCL Puffer, 2 mM MgCl, pH = 8 430 rpm)

Die qualitative Interpretation der in Abb. 38 gezeigten Daten ergibt, dass Inkubation unter der
Begasung mit Feinblasenbegasung (2 um Sinterfritte) zu einer hoheren Enzymstabilitat im Vergleich
zur Makroblasenbegasung flihrt. Der Unterschied zwischen Makro- und Feinblasenbegasung fiir die
GOx ist mit einer 16-fach hoheren Halbwertszeit am deutlichsten ausgepragt. Diese Daten bestatigen
die in der Literatur genannte Hypothese, dass die Gasphase zu einer Deaktivierung der Oxidasen
flhrt (Bhagia et al. 2018; Bommarius and Karau 2005; Dias Gomes et al. 2019a; D'Imprima et al.
2019). Diese Aussage kann durch die hohen Stabilitatsverluste im Gegensatz zu den Stabilitaten ohne
Begasung in Tabelle 11 demonstriert werden. Die Halbwertszeit t;; (h) und die
Deaktivierungskonstante kges (h") der Stabilitatsmessung sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11: GOx, NOX34 und Tyrosinase Stabilitdat im begasten STR (Reaktionsbedingungen siehe Abb.
39)

kia=1601/h Rate GOXx Type VII (T = 35°C) NOX34 (T 30°C) Tyrosinase (15°C)

(wm)  tia(h) Kaes (1/h) tay2(h) Kges (1/h) tia(h) kaes (1/h)
Sinterfritte 0,67 33,410,5 0,02£0,0003  1,170,1 0,59 £0,07 1510,5 0,046 £0,001
Offenes Rohr 1667 2,103 0,32 £0,042 0,73 10,2 0,94 £0,28 7,310,8 0,046 0,001
Ohne Begasung 0 81,1+16,1 0,008:0,001  14,7:0,7 0,047 £0,002  3258#30,5 0,002 +0,0002

Wie in Abb. 38 ersichtlich, fihrt die Begasung zu einer hohen Deaktivierung von NOX und TYR. In der
Literatur wird beschrieben, dass NOX-Enzyme in Gegenwart einer Gasphase, sowie durch Oxidation
mit Sauerstoff schnell deaktivieren (Dias Gomes et al. 2019a; Dias Gomes et al. 2019b). Dieser Effekt
wird auch fir die NOX34 in Tabelle 11 beobachtet. Fiir die Begasung mit Feinblasen im Vergleich zum
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unbegasten Fall wird ein Stabilitatsverlust mit GOx von 58,8%, NOX von 92%, und Tyrosinase von
95,3% gemessen. Werden die Halbwertszeiten der Fein- und Makroblasenbegasung verglichen, so
ergibt sich eine signifikante Erhohung der Stabilitdt um das 16-fache mit GOx und um das 1,6-fache
mit NOX34 und um das 2-fache mit TYR durch Anwendung einer Feinblasenbegasung. Dias Gomes et
al, berichten von einem geringeren Stabilitatsverlust auf ~46%, einer vergleichbaren NOX34 im
begasten System (Dias Gomes et al. 2019a). Ein Grund fiir diese Abweichung kann der Unterschied im
Mischverhalten des in Dias Gomes et al. verwendeten Magnetriihrers liegen. Dadurch resultieren
unterschiedliche Verweilzeiten der Blasen. In den Experimenten dieses Kapitels wird ein
Schragblattrithrer verwendet. Um eine Uberlagerung der in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen hohen
Deaktivierung durch die geringe Temperaturstabilitdt der Tyrsosinase zu vermeiden, wurde eine
niedrigere Inkubationstemperatur von 15°C gewahlt. Ein signifikanter Effekt der Begasung auf die
Enzymstabilitat der zuvor beschrieben Oxidasen, wurde festgestellt. Es folgte die Untersuchung der
nicht-Sauerstoff abhangigen Enzyme ADH97L und GDH 105 nach gleicher Vorgehensweise als
Kontrollexperiment. Zusatzlich wurde die Stabilitdat einer BM3 Cytochrom P450 WT Monooxygenases
(3.1.4.1) im begasten Riihrkessel untersucht. Die Cytochrom P450 ist fiir ihre geringe Aktivitdt und
geringe Stabilitat bekannt (Eiben et al. 2006). Wie in Abb. 39 dargestellt, wird auch fir die ADH97L,
GDH 105 und die Cytochrom P450 ein deutlicher Stabilitatsverlust, bedingt durch die Begasung,
festgestellt. Auf Grund der experimentellen Daten fir die GDH 105 und Cytochrom P450 kommt es
zu einer negativen Anpassung (Fit) der Daten. Es resultieren fiir die GDH 105 und Cytochrom P450
kiirzere Halbwertzeiten, welche das qualitative Ergebnis nicht verdandern. Durch weitere Experimente
und Wiederholung der Stabilititsmessungen kann eine genauere Anpassung und Bestimmung der
Halbwertzeiten erreicht werden.
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Abb. 39: Enzymstabilitdit der ADH97L, GDH 105 und BM3 Cytochrom P450 bei Fein- und
Makroblasenbegasung  (Inkubationsbedingungen V =0,3L, Schragblattrihrer, ADH: T =20°C,
0,03 mg/mL ADH, 10 mM Tris-HCI Puffer, 2 mM MgCl, pH =8, 430 rpm, Glucosedehydrogenase:
T=20°C, 33,3 mg/L GDH 105 (500 U), 50 mM KP; pH = 8, Kurve a) berechnet mit (Lapenaite et al.
2003), Cytochrom P450 Monooxygenase: T=15°C, 200 mg/L BM3 Cytochrom P450 WT (156 U),
50 mM KP; pH = 8, Kurve b) berechnet mit (Eiben et al. 2007))

Aus der Inkubation der ADH97L resultierte ein Stabilitatsverlust von 16,6% bei Feinblasen- und 74,1%
bei Makroblasenbegasung in Relation zum nicht begasten System (Tabelle 12). Fiir die GDH 105 und
Cytochrom P450 liegen keine Stabilitdtsdaten ohne Begasung vor, weshalb hier Literaturdaten zum
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Vergleich herangezogen wurden. Fir die GDH 105 wurde die Lagerstabilitat einer vergleichbar
stabilen GDH aus Bacillus angenommen, welche (iber einen Zeitraum von 6 h keinen Aktivitatsverlust
bei Temperaturen bis zu 40°C aufweist (Pongtharangkul et al. 2015; Sugii et al. 2014). Im Vergleich
von Fein- mit Makroblasenbegasung der GDH 105 weist die Feinblasenbegasung eine um den
Faktor 3 hohere Stabilitdt auf (Tabelle 12). Eiben et al. geben die Stabilitdt einer BM3 Cytochrom
PA50 WT ohne Begasung mit einer Halbwertzeit von 8-10min bei 20°C in KP;Puffer an
(aufgereinigtes Enzym) (Eiben et al. 2006; Eiben et al. 2007). Folglich kann ein Aktivitatsverlust von
57,8% mit Feinblasen und 89,1% mit Makroblasenbegasung in Bezug auf die unbegaste
Cytochrom P450 festgestellt werden. Im Gegensatz zu Eiben et al. wurde in diesem Experiment mit
Cytochrom P450 als Teil des zellfreien Extraktes gearbeitet und folglich mit einer sehr hohen
Proteinkonzentration von 12,72 mg/mL. Ebenso ist zu beachten, dass nur wahrend der Inkubation
von Cytochrom P450 im begasten STR eine starke Schaumbildung beobachtet werden konnte. Dieses
kann zur Verfalschung der Ergebnisse fihren durch den Austrag von im Schaum befindlichen Enzym,
und erhohter Enzyminaktivierung.

Tabelle 12: ADH97L, GDH 105 und BM3 Cytochrom P450 Stabilitit im begasten STR ® (Eiben et al.
2006; Eiben et al. 2007) @ (Pongtharangkul et al. 2015; Sugii et al. 2014)(Inkubationsbedingungen:
siehe Abb. 39)

kia=1601/h Begasungsrate  ADH 97L (T = 30°C) GDH 105 (T 20°C) BM3 Cytochrom P450 WT
(15°C)
(va) tl/Z (h) kdes (1/h) tl/Z (h) kdes (1/h) t1/2 (h) kdes (1/h)
Sinterfritte 0,67 78,6 £7,2 0,008 +0,0008 59 +10,3 0,01 +0,002 0,07 0,003 9,9+0,4
Offenes Rohr 16,67 24,3+1,1 0,031 +0,003 18,7 2,2 0,037 +0,004 0,018 +0,006  38,5+12,8
Ohne Begasung 0 94,3 +24,5 0,007 £0,002 a) 100% bei Keine Daten b) 0,133* b) 5,21%
20°Cfur6h

Im Vergleich der Stabilitdtsuntersuchungen im begasten STR konnte bei allen Enzymen eine
signifikante Erhohung der Halbwertzeit mit Feinblasen im Vergleich zur Makroblasenbegasung
bestimmt werden. Die in der Literatur beschriebene Sensitivitdit von Enzymen in Gegenwart einer
Gasphase konnte mit den Stabilitdtsuntersuchen dieses Kapitels bestatigt werden (Bhagia et al. 2018;
D'Imprima et al. 2019; Maa and Hsu 1997).

Die zuvor genannten Eigenschaften (Abschnitt 3.2.2, Tabelle 7) der Feinblasenbegasung bezlglich der
eingebrachten Gasphasengrenze (d,;-), der Verweilzeit T und der effektiven Phasengrenze, scheinen
einen positiven Einfluss auf die Enzymstabilitat zu haben. Aus Abschnitt 3.2.2, Tabelle 7 ist ersichtlich,
dass bei konstantem k,a von 160 1/h fir die 2 um Sinterfritte (Feinblasen) ein 15-fach geringerer
Gasverbrauch (vvm) als bei der Begasung mit dem 5 mm offenen Rohr (Makroblasen) zu beobachten
ist. Im direkten Vergleich ist die Verweilzeit der Feinblasen um den Faktor 243 groéRer als die der
Makroblasenbegasung (Tabelle 7). Daher ist auch die Wahrscheinlichkeit der Deaktivierung des
Enzyms durch Interaktion wie z.B. Adsorption/Desorption an der Phasengrenze erhdht (D'Imprima et
al. 2019). In Bezug auf die Makroblasenbegasung wird fir einen ka von 160 1/h mit einer
Feinblasenbegasung lediglich 68% der Gasphasengrenze (a,;) bendtigt. In der Folge bietet die
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eingebrachte Grenzflache der Feinblasenbegasung pro min weniger Adsorptionsplatze als die der
Makroblasenbegasung.

Werden die effektiven Grenzflaichen verglichen (Produkt aus d,;-und 1) so wird deutlich, dass die
Feinblasen eine um den Faktor 166 groRere effektive Phasengrenzfliche als Makroblasen
bereitstellen. Donaldson et al. beschreiben, dass bei der mit Protein gesattigten Grenzflache nicht die
effektiv vorhandene Grenzflache, sondern die durch Schereintrag, Koaleszenz, Aufplatzen der Blasen
sowie Rihren erzeugte Grenzflaichenerneuerung, einen entscheidenden Einfluss auf die
Deaktivierung haben kann (Donaldson et al. 1980; Maa and Hsu 1997; Sufiol and Gonzalez-Cinca
2010). Auch Dias Gomes et al., berichten von erhdhter Deaktivierung durch die rihrerinduzierte
Dispersion von Blasen und damit der VergroRerung der Grenzflache.

Unter Berlicksichtigung dessen, ist eine mogliche Erklarung flir den Unterschied der Enzymstabilitat
zwischen Fein- und Makroblasenbegasung bei 160 1/h in der ldngeren Verweilzeit von Feinblasen zu
finden. Das bereits adsorbierte Enzym verringert eine weitere Adsorption an die Grenzflache und
reduziert die Deaktivierung (Donaldson et al. 1980). Zuséatzlich ist der Gasverbrauch bei
Makroblasenbegasung (16,67 vvm) im Vergleich zur Feinblasenbegasung (0,67 vvm) 25-mal héher.
Weiter resultiert eine deutlich hdhere Frequenz bei der Phasengrenzflachenerneuerung durch
Aufplatzen von Blasen und somit eine schnellere Deaktivierung bei Makroblasenbegasung. Dabei ist
die Phasengrenzflaichenerneuerung, die durch dulRere Einflisse wie z.B. Scherkrafte oder Aufplatzen
der Blasen aber auch durch den Gasstrom erzeugte Oberfliche, welche im System vorliegt zu
verstehen.

Dennoch ist der komplexe Mechanismus, welcher die Deaktivierung im begasten STR verursacht,
noch nicht vollstindig verstanden. Die Annahme der Lagerstabilitdit ohne Begasung fuhrt fiir die
Berechnung und Auslegung eines begasten STR daher haufig zur Unterschatzung der bendtigten
Enzymmenge oder zu einer langeren Reaktionszeit, um einen bestimmten Umsatz zu erzielen. Weiter
ist zu beachten, dass die hohen Begasungsraten des 5 mm offenen Rohres nicht in den industriellen
MafRstab lberfihrt werden kdnnen, da dort Begasungsraten von maximal ~2 —3 vvm und deutlich
héhere k,a Werte von bis zu 114 - 1200 1/h Anwendung finden (Nauha et al. 2015; Woodley 2019).

3.4.2 Variation der Begasungsrate und Enzymstabilitit am Beispiel der

Glucoseoxidase

Ziel dieses Abschnittes ist es, die Enzymstabilitit am Beispiel der GOx Uber den gesamten
Arbeitsbereich (vwm und k,a) eines Feinblasen-, Submilliblasen-, und Makroblasenbegasers zu
untersuchen. Basierend auf der k,a Untersuchung in Abschnitt 3.2.1, wurde fiir verschiedene
Begasungsraten und dem hierzu korrespondierenden k;a Wert die Enzymstabilitdt bestimmt. In
Abschnitt 3.4.1 zeigte die Oxidase GOx mit einer Stabilitdtserh6hung um den Faktor 16 im Vergleich
von Fein- und Makroblasenbegasung den groRten Stabilitdtszugewinn der untersuchten Enzyme,
sowie eine hohe enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate von 237,3 umol/min/mg (siehe
Abschnitt 3.1.5). Aus den genannten Grinden wurde die GOx als Modellsystem fiir die Untersuchung
der Enzymstabilitdt unter Feinblasenbegasung in diesem Abschnitt ausgewahlt. Die Messergebnisse
der GOx-Stabilitat bei Variation des k,a der Feinblasen-, Submilliblasen- und Makroblasenbegaser
sind in Abb. 40 aufgetragen. Wie in Abb. 40 dargestellt, ist die Stabilitdt der GOx abhangig von der
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BlasengroRe. Werden Fein-, Submilli- und Makroblasenbegasung verglichen, wird deutlich, dass die
Begasung im zugrunde liegenden System mit feinen Blasen (2 um Sinterfritte) iber den gesamten
untersuchten k,a Arbeitsbereich zu einer Erhéhung der Enzymstabilitat fihrt. Hierbei ist der
Mechanismus der Blasenbildung am porésen Material (2 um und 10 um Sinterfritte) und der
Einzel6ffnung (5 mm offenes Rohr) von entscheidender Bedeutung fiir die resultierende Blasengrolie,
wie im Detail in Abschnitt 3.2.2 beschrieben.
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Abb. 40: Untersuchung der Enzymstabilitdt einer Glucoseoxidase bei Variation der eingestellten
Stofftransportleistung k,a  (respektive Begasungsrate) (Inkubationsbedingungen: V =300mL,
Schragblattrihrer, T=35°C, 83,3 mg/LGOx (37,5 U/mL), 0,02 mg/mL Katalase (40 U/mL), 10 mM
Na-Acetatpuffer pH = 5,3, Reaktionsbedingungen zur Bestimmung der k,a-Werte siehe Abb. 27)

Bei der Makroblasenbegasung ist in Abb. 40 ersichtlich, dass schon bei geringen k,a-Werten (geringe
Begasungsraten) die generierte BlasengrofRe eine sehr kurze Verweilzeit hat. Durch die geringe
Verweilzeit resultiert auf der einen Seite ein geringerer Stofftransport, auf der anderen Seite eine
erhohte Frequenz der Phasengrenzflichenerneuerung im Vergleich zur Begasung mit Submilli- oder
Feinblasen. Auch Ma und Hus beschreiben die Proteindenaturierung einer rhDNase als Funktion der
Phasengrenzflaichenerneuerung (Maa and Hsu 1997). Wird bei der Makroblasenbegasung die
Begasungsrate, respektive auch der k,a Wert erhoht, so kann schnell der kritische Grenzwert von
We >> 2 und We’/Fr > 675 (Sekundarblasenbildung) tiberschritten werden (Mersmann 1977). Daraus
folgt, dass der resultierende Sauterdurchmesser nach der Korrelation von Mersmann fiir die
Makroblasenbegasung konstant ist. Die eingebrachte Phasengrenzflache kann dann nur noch durch
eine deutliche Erhéhung der Begasungsrate gesteigert werden (Mersmann 1977). Deshalb nimmt die
Halbwertszeit der GOx, wie in Abb. 40 dargestellt, bei Makroblasenbegasung schnell ab.

Im Vergleich hierzu stellt der Einsatz einer Submilliblasenbegasung eine deutliche Erhéhung der
Enzymstabilitat dar (Abb. 40). Jedoch weist die Stabilitdtsmessung ab einem k,.a>1001/h eine
deutliche Verringerung der gemessenen Halbwertszeit bei steigendem k,a Wert auf. Dieser Umstand
kann durch die Kapazitatsgrenze der 10 um Poren des Begasermaterials verursacht sein. Ein solches
Verhalten wurde bereits in Abschnitt 3.2.1 durch das Abflachen der k,a Kurve ab Begasungsraten von
ca.~1lvvm beobachtet. Das entspricht fir die Begasung mit der 10 um Sinterfritte einem
k,a von ~100 1/h.
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Auch die 2 um Sinterfritte weist ein &dhnliches Verhalten auf, was auf eine dominierende
Sekundarblasenbildung ab einer Begasungsrate von ca. 1 vwvm beim Einsatz von porésem Material
schliefen lasst. Hierbei kann es ab einen We >>6 zur Sekundarblasenbildung Uber den Begaser,
sowie zur Bildung von Blasen ilber mehrere Poren kommen. Dadurch steigt die generierte
BlasengroRe an, bis wieder ein konstanter Sauterdurchmesser erreicht wird (Kazakis et al. 20083,
2008b; Rabiger et al. 2013). Dieser Effekt kann einen deutlichen Einfluss auf die Verweilzeit der
Gasblasen haben, sowie durch sinkenden Young-Laplace Druck zu einem geringeren
Konzentrationsgefille flihren (Epstein and Plesset 1950; Iwakiri et al. 2017; Terasaka, K. Hirabayashi,
Ai et al. 2011). So verringern sich bei der Erhohung des k,a die effektive Phasengrenzflache und die
Verweilzeit der Gasblase. Es resultiert eine verminderte Stabilitit durch Erhohung der
Phasengrenzflachenerneuerung. Eine mogliche Begriindung dafir ist, dass die Stabilitat wegen der
auftretenden Sekundarblasenbildung sinkt. Bei hohen Begasungsraten ab ~1vvm und hohen
k,a~180 1/h steigt die Grenzflichenerneuerung an (Abb. 40). Im Gegensatz dazu treten bei
k,a<1801/h und vwm<1vvm verminderte Sekundirblasenbildung und geringere Frequenz der
Phasengrenzflaichenerneuerung (durch z.B. Aufplatzen von Blasen) auf, weshalb hier ein geringerer
Stabilitatsverlust resultiert (siehe Abschnitt 1.1.2.1. und 3.2.1).

Feinblasen besitzen hohe Young-Laplace Driicke. (Abschnitt 3.2.2, Tabelle 7) (Alheshibri et al. 2016;
Epstein and Plesset 1950). Sie kénnen sich durch Selbstkompression und Shrinking mit hohen Raten
in die umgebende Phase einldsen (lwakiri et al. 2017; Khuntia et al. 2012; Matthes et al. 2020).
Dieser Effekt in Kombination mit hohen Verweilzeiten, geringer Begasungsrate und hoher effektiver
Oberflache, fihrt zur Realisierung von hohen Stofftransportraten bei gleichzeitig geringer
Phasengrenzflaichenerneuerung. Auf Grund der geringen Phasengrenzflichenerneuerung kann mit
einer Feinblasenbegasung eine hohere Enzymstabilitdit bei gleicher Stofftransportleistung im
Vergleich zu Submilli- und Makroblasen erreicht werden (wie in Abb. 40). Systembedingt wird der k,a
nur durch die maximale Begasungsrate begrenzt, wie auch durch die Schaumbildung (Montero et al.
1993). Hierbei kann Schaumbildung zum Austrag von Enzym von der Bulkphase in den Schaum
fliihren (Dias Gomes et al. 2019a; Montero et al. 1993). In der Folge wird die Enzymkonzentration in
der Bulkphase reduziert. Die Reduktion der Enzymmenge in der Bulkphase flhrt zur Verringerung der
Reaktionsgeschwindigkeit. Zusatzlich wird das im Schaum befindliche Enzym vermehrt deaktiviert
werden (Dias Gomes et al. 2019a; Montero et al. 1993). Deshalb nimmt auch die Aktivitat des Enzyms
im gesamten Reaktor ab.

Fiir die Begaser ist der Einsatz von hohen k,a, respektive auch hohen Begasungsraten immer auch
eine Abwagung zwischen Erhéhung des Stofftransports und Verringerung der Enzymstabilitat. Eine
Fehlerquelle ist die einfache Bestimmung n = 1 (Experimente) und n = 3 (Photometermessungen) der
Enzymstabilitdten, wodurch es bei einzelnen Experimenten zu Abweichungen kommen kann. Der
qualitative Effekt der gesteigerten Enzymstabilitdt durch Feinblasenbegasung ist bei allen
untersuchten Enzymen im Experiment nachweisbar (n = 6, in Abschnitt 3.4.1).

3.4.3 Enzymdeaktivierung durch Oxidation und Scherkréafte

Der begaste Rihrkesselreaktor (STR) ist neben der Blasensdule der am weitesten verbreitete
Reaktortyp fiir Reaktionen mit Gas-/Flissigkeitskontakt. Der STR bietet eine effektive Moglichkeit,
groRe Stofftransportraten durch einen hohen Grad an Durchmischung und Dispersion der Gasphase
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sicherzustellen. Ziel dieses Abschnitts ist die Untersuchung und Diskussion des Einflusses der
Oxidation durch gelésten Sauerstoff, sowie die Wirkung von Scherkraften durch Koaleszenz,
Blasenaufplatzen und Riihren auf die Enzymstabilitat.

3.4.3.1 Oxidation von Enzymen durch gel6sten Sauerstoff

Auf Grund der geringen Lo6slichkeit von Sauerstoff im wassrigen Milieu benétigen viele
Oxidoreduktasen eine kontinuierliche Zufuhr von molekularem Sauerstoff als Oxidationsmittel oder
Elektronenakzeptor. Das macht diese Gruppe von Enzymen sehr attraktiv fir die industrielle
Anwendung. Die Verwendung schadlicher Metalloxidationsmittel kann vermieden werden (Dias
Gomes et al. 2019a). Viele Oxidoreduktasen enthalten typischerweise Ubergangsmetalle wie zZn**,
Cu®" und Fe®* als Teil des aktiven Zentrums. Sie benétigen diese zur Stabilisierung bzw. zur Katalyse.
Deshalb kdnnen viele Oxidoreduktasen in Gegenwart von O, OH" und H,0, mehr oder weniger stark
oxidiert werden (Ryabov 2004). Pacifici et al. beschreibt ein dhnliches Verhalten bei dem O, und H,0,
in Abwesenheit von Ubergangsmetallen kaum zur Oxidation von Proteinen beitragen (Pacifici and
Davies 1990). In Elektrolytlosung (Puffer wie KP;, Tris-HCL. etc.), geloster Sauerstoff fungiert in
Wasser als Oxidationsmittel nach folgendem Reaktionsschema: O,+H,O0+4e ->40H (bei
neutralem bis alkalischem pH). Dadurch werden zum Beispiel geléste Metallionen wie Eisen (in P450)
nach dem Schema 2 Fe** +1,5 0, +3 H,0-> 2 Fe(OH); zu Oxiden und Hydroxiden oxidiert (Forker et
al. 1981).

Voraussetzung fir eine signifikante Oxidation durch gel6sten Sauerstoff ist ein neutraler oder
alkalischer pH der Elektrolytlésung (Forker et al. 1981; Niedrach and Stoddard 1985). Weiter muss
das Metall-Redoxpaar ein geringeres Standardpotenzial als das Redoxpaar O,/OH besitzen (Forker et
al. 1981; Niedrach and Stoddard 1985). Auch die Enzyme in dieser Arbeit enthalten
Ubergangsmetalle Fe®* in Cytochrom P450 (Johnston et al. 2011), Zn** in ADH (Ryabov 2004), sowie
Cu®" in Tyrosinase (Solano 2018). Auf Grund der fehlenden Information zur GDH 105 von Codexis
kann nur angenommen werden, dass diese wie die PQQ-GDH entweder Ca® (Ryabov 2004), Fe*
(Ryabov 2004) oder kein Metallion enthalt. Lediglich die GOx und NOX besitzen FAD als funktionelle
Gruppe und keine Ubergangsmetalle (Baker et al. 2014; Ryabov 2004). Dieser Zusammenhang steht
in guter Ubereinstimmung mit der Literatur fiir GOx, in der bei eingestellter Sattigungskonzentration
kein signifikanter Aktivitatsverlust durch gelosten Sauerstoff berichtet wird (Bankar et al. 2009; Bao
et al. 2003; Mirdn et al. 2004). Daher ist der Einfluss auf die Enzymstabilitat durch Oxidation der GOx
mit geléstem Sauerstoff eher unwahrscheinlich. Ludwig et al. berichten, dass auch die Erhéhung der
Sauerstoffkonzentration durch einen héheren Systemdruck bis 10 MPa zu keiner Oxidation von
Protein oder Zellen flihrt (Ludwig and Macdonald 2005). Dennoch deaktiviert auch die GOx VII aus
A. niger in Gegenwart starkerer Oxidationsmittel wie dem Nebenprodukt H,0, (Bankar et al. 2009).
Einerseits ware eine Oxidation durch geldsten Sauerstoff auf Grund des neutralen pH bei
Cytochrom P450 und Tyrosinase (pH 7) theoretisch mdglich. Andererseits ist dies auch bei leicht
alkalischem pH Wert (pH 8) der Systeme von ADH97L, GDH 105, NOX34 denkbar (siehe Tabelle 5).

Auf Basis der hohen Stabilitat ohne Begasung von ~94 h wird die Proteinoxidation durch Begasung
mit Luft und Stickstoff reprasentativ am Beispiel der Zn** enthaltenen ADH97L untersucht. In Abb. 41
ist die Inkubation der ADH97L bei Makroblasenbegasung (5 mm offenes Rohr) fiir eine Begasung mit
Luft und Stickstoff dargestellt.
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Abb. 41: Vergleich der Enzymstabilititen der ADH97L mit Luft/N, (Inkubationsbedingungen, ADH97L:
T=20°C, 0,03mg/mL ADH97L, 10mM Tris-HCL Puffer, pH=8, 16,67 vwm, Vyegum=0,31L,
Schragblattriihrer 440 rpm)

Auf Grund der Abwesenheit einer sauerstoffkonsumierenden Reaktion wahrend der Inkubation kann
durch die hohe Begasungsrate von 16,67 vvm bei der Begasung mit Stickstoff mit einer relativen
Sauerstoffkonzentration nahe ~0%, sowie bei der Begasung mit Luft von einer Sauerstoffsattigung
von nahezu ~100% ausgegangen werden. Fir die Begasung mit Luft-Makroblasen
(tz/z100= 24,39 £1,16 h) im Vergleich zu Stickstoff-Makroblasen (t1/2 stickstof = 22,08 2,44 h) kann kein
Einfluss der Oxidation durch gelosten Sauerstoff festgestellt werden (n=1 Einzelexperiment).
Colombie et al. berichtet von einem Stabilitdtsverlust des Enzyms Lysozyme bei Begasung mit Luft
und Stickstoff, welches mit den Ergebnissen in Abb. 41 in guter Ubereinstimmung ist (Colombié et al.
2001). In Anbetracht der zuvor diskutierten Parameter wie pH und Ubergangsmetalle (als Teile des
Enzyms), wie auch der Tatsache, dass alle Stabilitdten ohne Begasung in mit Sauerstoff gesattigtem
Puffer (100%,) durchgefiihrt wurden, kann von einem geringen bis nicht signifikanten Effekt durch
Oxidation des Enzyms ausgegangen werden.

Auf der Grundlage der experimentellen Daten in dieser Arbeit kann nur fir die GOx VIl und die
ADH97L eine Oxidation ausgeschlossen werden. Im Gegensatz dazu wird fiir eine ahnliche
NOX (NAD(P)H-Oxidase) eine erhdhte Sensitivitat gegentiber der Oxidation durch gelosten Sauerstoff
beschrieben (Dias Gomes et al. 2019b). Fir alle anderen Enzyme wie Cytochrom P450, NOX34 etc.
kann auf Grund der  Stabilitdtsexperimente  (Abschnitt  3.4.1) bei konstanter
0,-Sattigungskonzentration der Effekt der Oxidation auf die Enzymstabilitat als systematischer Fehler
angenommen werden, welcher bei allen Experimenten eines Enzyms gleich stark ausgepragt ist. Zu
dhnlichen Ergebnissen kommen Clarkson et al., welche berichten, dass die Oxidation des Proteins
einen nicht signifikanten Einfluss auf die Denaturierung von BSA und Pepsin hat (Clarkson et al.
1999). Zur Quantifizierung dieses Effektes konnte die Stabilitdt im unbegasten System mit zuvor
durch Argon oder Stickstoff begastem Puffer bestimmt werden.

3.4.3.2 Einfluss des Schereintrags und der durch Dispersion erzeugten Grenzflaiche auf die

Enzymstabilitat

Zur weiteren Beurteilung der Effekte auf die Enzymstabilitdit wird in diesem Abschnitt auf die
Scherkrafte eingegangen. Es wird untersucht und diskutiert, wie sich Scherkrafte, induziert durch
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Rihren, Begasungsimpulse, Koaleszenz und Blasenaufplatzen sowie die durch Scherung von Blasen
erzeugten Grenzflachen, auf die Enzymstabilitat auswirken. Die Abb. 42 zeigt wie in Abhangigkeit der
Generationsmethode ein deutlicher Unterschied in den Halbwertzeiten bei konstantem k,a und
konstanten Priprer/Vivedium resultiert. Unterschiede bestehen bei Fein- und Makroblasenbegasung
durch den Impuls des Gasstroms, beim AMB3 durch die hohen Druckverluste (2 - 6 bar) und die
Verdichtung der Enzymlésung mit einer Pumpe (Chakraborty et al. 2014).

In diesen Fall wird bei der Generationsmethode des AMB3 durch hohe Scherkradfte am Diisenaustritt
und Ausgasen des gelosten Gases, eine sehr groRe Phasengrenzfliche erzeugt. Dies geschieht
ebenfalls durch Erhéhung der Begasungsrate in den Strahlgasen-Bereich wenn We >>6 mit der
Sinterfritte und We >>2 mit dem offenen Rohre erreicht werden (Rabiger et al. 2013). Durch den
Gasimpuls wird die primar gebildete Blase geschert und damit eine héhere Phasengrenzflache
erzeugt (Mersmann 1977). Jedoch steigt mit Verringerung der BlasengrofRe die Stabilitdt der
generierten Blasenoberflache. In diesen Fall kann fir Fein- und Sumilliblasen eine immobile
Blasenoberfliche bei We/Fr < 10 und fur Makroblasen eine mobile Blasenoberfliche bei We/Fr > 10
angenommen werden (Rabiger et al. 2013). Dieser Zusammenhang besitzt auch fir Blasen, welche
rihrerinduzierten Scherkraften ausgesetzt sind, Gultigkeit. Hierbei kann die Wirkung der Scherkrafte
durch die Kolmogorov-Linge ng (um) beschrieben werden. Die Kolmogorov-Lénge beschreibt die
GroRe der kleinsten Wirbel (um) siehe Gleichung (41 ), welche im turbulenten Regime (Re > 10%) in
Abhingigkeit von der kinematischen Viskositit v (m?/s) des Mediums und der mittleren
Dissipationsrate & J/(kg*s) der durch Turbulenz eingebrachten kinetischen Energie erzeugt werden
konnen (Clarkson et al. 1999; Pope 2000).

3\ 025
= (%) (a1)

Die mittlere Dissipationsrate & kann mit dem Flissigkeitsvolumen Vj4i.m dem Leistungseintrag P (W)
und der Dichte des Medium p, (kg/m?) wie folgt mit Gleichung ( 42 ) berechnet werden (Pope 2000).

P
F=_ Ges. (42)
Viedium * PL

Der bendtigten Leistungseintrag P/Vyedium (W/L) in einem STR setzt sich aus dem durch Rihren und
durch die Begasungsrate Vs (L/min) induzierten Leistungseintrag zusammen (Mersmann et al. 1990;
Sanchez Mirén et al. 2000).
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Nach Geisler et al. ist die Energiedissipation am Ende des Riihrblattes um den Faktor 30 hoher als im
Ubrigen Medium (Geisler et al. 1991). Infolge dessen kann mit den Gleichungen (43) die
Kolmogorov-Lange aus den Rihrer- und dem Begasungsleistungseintrag berechnet werden (siehe
Abb. 42). Es ist deutlich zu erkennen, dass der Einfluss des rihrerinduzierten Leistungseintrags dem
durch den Gasstroms bedingten Leistungseintrag deutlich Gberwiegt (Abb. 42). Daher weisen alle
Begaser bei konstantem P/V auch eine vergleichbare, resultierende Kolmogorov-Linge auf. Obwohl
der Gasstrom durch den Impuls beim Ablésen der Blase am Begaser Scherkrafte erzeugt, Gberwiegt
trotzdem deutlich der Leistungseintrag durch den Riihrer (Garcia-Ochoa and Gomez 2009; Mersmann
1977; Mersmann et al. 1990).

Dieses Verhalten ist in vielen Veroffentlichungen zu finden, weshalb im begasten STR haufig der
Leistungseintrag durch den Begaser vernachlassigt werden kann. Es kann durch die vorliegende
Berechnung lediglich die resultierende Kolmogorov-Lange des AMB3 abgeschatzt werden. Damit ist
aber nicht geklart, wie sich der Druckverlust innerhalb des AMB3 auf die Enzymstabilitat auswirkt.
Dennoch ist anzunehmen, dass der deutliche Unterschied der Enzymstabilitdt bei Einsatz des AMB3
ein Ergebnis aus der Kombination von hohen Oberflaichenerneuerungsraten und Druckverlust ist
(siehe Abb. 42).
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Abb. 42: Enzymstabilitdit der ADH97L bei unterschiedlicher Scherbeanspruchung im begasten
Rahrkessel (Inkubationsbedingungen Vyedium = 0,3 L, Schragblattriihrer 430 rpom, ADH97L: T =20°C,
0,03 mg/mL ADH97L, 10 mM Tris-HCL Puffer mit 2 mM MgCl pH = 8)

In den Enzymstabilitatsexperimenten wurde der Leistungseintrag durch den Rihrer mit 0,17 W/L
(Schragblattriihrer) konstant gehalten. Im Vergleich hierzu berichten Matthes et al. von einem
Leistungseintrag von ~0,16 W/L — 1,29 W/L (Scheibenriihrer). Die durch Energiedissipation erzeugten
kleinsten Wirbel (Kolmogorov Lange) befinden sich im Bereich von 19 - 11 um mit einem mittleren
Durchmesser (geometrisch) von d =38 um (Matthes et al. 2020). Folglich ist der Einfluss von
rihrerinduzierten Scherkraften bei Feinblasen mit d < 100 um relativ gering. Auch ist die Scherung
des Enzyms selbst nicht sehr wahrscheinlich, da sich z.B. die GOx mit einer Grofle von
=7-14x10" m (Baszkin et al. 1997; Libertino et al. 2008; Wong et al. 2008) weit unterhalb der
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GroRenskala des kleinsten, durch Riihrer oder AMB3 induzierten Wirbels, befindet. Dadurch ist die
Scherung des Enzyms unwahrscheinlich.

Um ein tieferes Verstandnis der komplexen Vorgiange zwischen Protein und Phasengrenzflache zu
erlangen, ist die Untersuchung der lokalen Wechselwirkungen von groRem Interesse, welche nicht in
dieser Arbeit untersucht wurden (Graham and Phillips 1980; Maa and Hsu 1997). In Bahagia et al.
werden Proteine wie BSA (Bovines Serumalbumin) als amphiphile Additive zusatzlich zum Enzym
eingesetzt, wodurch der Umsatz einer Cellulosehydrolyse gesteigert werden konnte (Bhagia et al.
2018; Johnson and Wangersky 1987; Maa and Hsu 1997). Vergleichbar sind die Wechselwirkungen
von Protein und Phasengrenzflache, welche in Matthes et al. beobachtet wurden. Hier erfolgte durch
Zugabe von 68,5 mg/L BSA in begastem Wasser eine Stabilisierung der Feinblasen im System,
wodurch die BlasengroRenverteilung (BSD) vom Submilli- in den Mikroblasenbereich Gberfiihrt
wurde (Matthes et al. 2020).

Die zuvor beobachtete, erhohte Enzymstabilitat der mit Feinblasen begasten Enzymldsungen kann
auf eine Kombination verschiedener blasengroBenabhangiger Effekte zurlickgefiihrt werden, welche
Gegenstand der folgenden Diskussion sind. Donaldson et al. berichteten, dass der Verlust der
Restaktivitdt von Enzymen in begasten STR mit der Gas-Fllssigkeits-Grenzflache zusammenhangt
(Donaldson et al. 1980). Graham et al. beschreibt, dass ein BSA-Protein durch Adsoption auf Gas-
Flissigkeits-Interphasen eine Struktur- und Entfaltungsanderung erfahrt (Graham and Phillips 19793,
1979b). Dies beruht auf der Hydrophobizitdt von Proteinen, die zu einer hohen Affinitat zur
geladenen Blasengrenzflache der Gas-Flussigkeits-Interphase fihrt (Graham and Phillips 1979a; Prins
and van't Riet 1987). Als Mal} fir die Hydrophobizitat eines Proteins kann der Gravy Wert (,grand
average of hydropathy“) berechnet werden. Auf Basis der Aminosduresequenz wird mit nach Kyte
und Doolittle die mittlere Hydrophobizitdt des Proteins berechnet (Kyte and Doolittle 1982). Der
Gravy-Wert betragt hierbei flir hydrophile Proteine von -2 bis 0 und fiir hydrophobe Proteine (z.B.
Membranproteine) 0 bis 2 (Kyte and Doolittle 1982; Magdeldin et al. 2012). Fiir alle in dieser Arbeit
enthaltenen Enzyme wurden die Gravy-Werte nach Kyte und Doolittle mit einem online verfiigbaren
Berechnungsprogramm (Sequence Manipulation Suite, abgerufen am 14.06.2020 ) bestimmt, welche
in Tabelle 13 aufgelistet sind (Kyte and Doolittle 1982; Sequence Manipulation Suite 2020).

Tabelle 13: Gravy-Wert der verwendeten Enzyme aufgelistet mit ansteigender Hydrophobizitat
(Aminosauresequenzen wurden aus der uniprot.org-Datenbank entnommen fiir GOx aus A. niger,
NOx aus Streptococcus mitis, Tyrosinase aus Agaricus bisporus, ADH aus Lactobacillus brevis GDH aus
Bacillus subtilis, Cytochrom P450 BM3 (CYP102A1) aus Bacillus megaterium

ADH NOX GDH GOx BSA Tyrosinase P450 Katalase
Gravy -0,015 -0,077 -0,122 -0,189 -0,428 -0,435 -0,440 -0,625
tip,Feinblase (h) 78,6 1,17 59,04 334 - 15 0,07

Im Vergleich zu BSA (Gravy-Wert von -0,428) zeigt die GOx eine geringere Hydrophobizitdt mit einem
Gravy-hydrophobizitatsindex von -0,189. Gleichfalls zeigen alle in Tabelle 13 aufgelisteten Enzyme
einen hydrophilen Charakter mit negativem Gravy Wert. Zur Einschdtzung des hydrophilen
Charakters der Enzyme dieser Studie kann ein Vergleich mit Magdeldin et al. angestellt werden. Alle
Proteine in Tabelle 13 (Gravy von -2 bis 0) gehoéren der Gruppe mit den geringsten hydrophilen
Proteinen (25 -30%) an (Magdeldin et al. 2012). Dennoch kann direkt aus der Hydropobizitdt keine
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eindeutige Schlussfolgerung auf die Enzymstabilitat gezogen werden. Die in Tabelle 13 aufgelistete
Gravy-Werte zeigen, dass eine Affinitat der Enzyme zur geladenen Blasenoberflache besteht, welches
sich in Matthes et al. in der Verringerung der BlasengroRe durch Zugabe des Proteins BSA darstellt
(Matthes et al. 2020). Diese Effekte deuten auf die von Graham und Phillips beschriebene Interaktion
der Adsorption von Protein an die geladene Blasenoberflache (Graham and Phillips 1979a) hin. Somit
kann die Abhédngigkeit der Enzymstabilitit von der eingebrachten Gasphasengrenzflache
hypothetisch angenommen werden. Es bleibt aber weiter unklar, ob hohe lokale Scherkrafte, wie sie
beim Aufplatzen von Blasen entstehen, die Enzymstabilitat beeinflussen. Wie fir
Fermentationsprozesse berichtet, hangt die Zellschadigung dort normalerweise mit hohen lokalen
Scherkraften zusammen, welche durch Aufplatzen von Blasen (Cherry and Hulle 1992) und
Koaleszenz (Kazakis et al. 2008a, 2008b) verursacht werden. Wird eine teilweise Adsorption des
Enzyms an der Gasflissigkeitsgrenzfliche angenommen, kann eine scherbedingte
Enzymdeaktivierung nach Ma und Hsu theoretisch durch folgende Vorgidnge ausgel6st werden:
Aufsteigen der Blase im Medium, Aufplatzen und Koaleszenz von Blasen im Medium oder in einer
Schaumschicht (inklusive Austrocknung des Blasenfilms im Schaum) (Maa and Hsu 1996, 1997). Ma
und Hsu berechnen auf Basis der Bilanzierung von Auftriebs- und Reibungskraft, welche auf eine
Blase mit immobiler Oberflache wirkt, eine Oberflachenschubspannung fiir eine Makroblase mit
d, = 50 mm beim Aufsteigen im Medium (Wasser) von 0,8 N/m? (Maa and Hsu 1997).

Es konnte bei allen Begasungsexperimenten die Bildung eines geringen instabilen Schaumfilmes von
ca. 1-3 mm an der Flissigkeitsoberflaiche beobachtet werden. Deshalb kann die Berechnung von
Clarkson et al. fir den lokalen Schereintrag von aufplatzenden Blasen in Schaum und an der
Flissigkeitsoberflaiche herangezogen werden (Clarkson et al. 1999). Clarkson et al. berichten, dass
durch Evaporation bedingtes Aufplatzen von Blasen in Schaum mit der GroBe von d=0,5cm
(Makroblase) ein maximaler Schereintrag von 0,011 N/m? erfolgt. Des Weiteren berechnet
Clarkson et al., dass der lokale Schereintrag einer aufplatzenden Blase mit d = 0,5 cm mindestens
270 N/m? bis maximal 7350 N/m? betragt. Diese Werte wirken auf den ersten Blick relativ hoch. Fir
die Interpretation des Einflusses des durch Blasenaufplatzen bedingten Schereintrags, ist die in
Gleichung (41 ) dargestellte Kolmogorov-Liange entscheidend. Hierbei beschreibt die Kolmogorov-
Lange die GroBenordnung in welcher Scherkrafte effektiv wirken.

In Bezug darauf berichten Montero et al., beim Aufplatzen einer d=0,5cm Blase von einer
maximalen Dissipationsenergie von &=54x10°J/(kg*s) (Montero et al. 1993). Mit dieser
Energiedissipation € resultiert gemaR Gleichung (41 ) eine Kolmogorov-Lange durch Platzen der
Makroblase von 1,9 um (Clarkson et al. 1999). Damit ein Protein durch Scherkrafte deaktiviert wird,
sollte die Grofle des Proteins auf einer Skala der Kolmogorov-Linge liegen. Die Grolie des Proteins
BSA<3,5x10°um und GOx mit <7-14x10"*um sind 100-1000-fach kleiner als die
Kolmogorov-Lange (Baszkin et al. 1997; Libertino et al. 2008; Wong et al. 2008). Dadurch kann auch
durch Aufplatzen der Blasen keine Scherung des Enzyms erfolgen.

Folglich ist der direkte Einfluss auf die Enzymstabilitat der Scherkrafte durch Aufplatzen, Koaleszenz,
Gasimpuls und Rihren im Vergleich zur Wechselwirkung von Proteinen mit der eingebrachten
Phasengrenzfliche gering. Diese Aussage ist in Ubereinstimmung mit den von Clarkson et al. sowie
Ma und Hsu veroffentlichten Daten (Clarkson et al. 1999; Maa and Hsu 1996, 1997). In der
beschriebenen Literatur zeigt die Wirkung von Scherkraften jedoch nur einen Einfluss auf die
Denaturierung von Proteinen in Gegenwart einer Gas-Flissigkeits-Grenzflache. Wie von Ma und Hsu
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beschrieben, hangt die Zunahme der Deaktivierung nicht direkt mit den eingebrachten lokalen
Scherkrdften zusammen, die auf das Protein wirken, sondern auch mit der Zunahme der
scherbedingten Oberflachenerneuerungsrate (Maa and Hsu 1997). Diese
Oberflachenerneuerungsrate fihrt zur Erhohung der Wechselwirkungen, welche z.B. hohere
Adsorptionsraten des Proteins an der Blasenoberflache ermoglichen (Maa and Hsu 1997). Feinblasen
zeichnen sich durch eine hohere eingebrachte, effektive Oberfliche von 1,4 m? im Vergleich zu
Submilli- und Makroblasen aus (Tabelle 7). Diese ist bedingt durch hohe Verweilzeit, geringere
Tendenz zum Blasenaufplatzen und geringen Gasverbrauch. Demnach kann auf eine geringere
resultierende Oberflachenerneuerungsrate bei der Begasung mit Feinblasen im Vergleich zu
Makroblasen geschlossen werden. Eine mogliche Erklarung fiir die geringere Enzymstabilitat
(Abschnitt 3.4.2) bei Submilli- und Makroblasenbegasung ist die héhere Oberflaichenerneuerungsrate
bedingt durch scherinduzierte Vergroflerung der Oberflache. Vergleichbare Ergebnisse werden auch
von Dias Gomes et al., D’'Imprima et al., Bhagia et al. und Bommarius et al. berichtet (Bhagia et al.
2018; Bommarius and Karau 2005; Dias Gomes et al. 2019a; Dias Gomes et al. 2019b; D'Imprima et
al. 2019).

3.4.4 Intermedidare Zusammenfassung zur Enzymdeaktivierung

In diesem Kapitel wurden die unterschiedlichen Faktoren beschrieben, welche einen Einfluss auf die
Enzymstabilitdt im begasten STR haben kdnnen. Folglich wurde der Einfluss der BlasengroRe, der
Oxidation des Enzyms sowie der durch Scherkrdfte induzierte Leistungseintrag hinsichtlich der
Enzymstabilitat experimentell untersucht und mit der zu dem Thema verd6ffentlichten Literatur
diskutiert. Zum direkten Vergleich ist in Abb. 43 die relative Restaktivitat der GOx, NOX34, TYR,
ADH97L, GDH 105 und Cytochrom P450 bei einem konstanten k.a-Werten von 160 1/h aufgetragen.
Als Ergebnis der Stabilitdatsuntersuchungen bei Inkubation mit Fein- und Makroblasenbegasung im
begasten STR wurde bei allen Enzymen eine signifikante Erh6hung der Enzymstabilitdt um den Faktor
1,6 - 15 in Gegenwart von Feinblasen festgestellt (siehe Abb. 43).

@5 mm offens Rohr @2 pum Sinterfritte QOohne Begasung
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Abb. 43: Vergleich der Enzymstabilititen im feinblasenbegasten, makroblasenbegasten und
unbegasten System (Reaktionsbedingungen siehe Abb. 38 und Abb. 39, GDH 105* wurde beit=6h
ausgewertet)
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Im Vergleich der Enzymstabilitdten zum nicht begasten System (siehe Abb. 43) wurde allerdings ein
deutlicher Aktivitatsverlust festgestellt. Dieses wird durch die in der Literatur beschriebene
Sensitivitdt von Enzymen in Gegenwart einer Gasphase bestatigt (Bhagia et al. 2018; D'Imprima et al.
2019; Maa and Hsu 1997). Der Einfluss durch die kontinuierlich eingebrachte Gasphasengrenzflache
(d4;r), die Verweilzeit T und die effektive Phasengrenze auf die Enzymstabilitdt wurde am Beispiel der
Glucoseoxidase Uber den gesamten Arbeitsbereich untersucht (Abschnitt 3.4.2). Hierbei konnte eine
Erhéhung der Enzymstabilitdt (iber den gesamten, einstellbaren k,a Bereich durch den Einsatz von
Feinblasenbegasung im Vergleich zu Submilli- und Makroblasenbegasung festgestellt werden (siehe
Abb. 40). Es resultierte fir die Luft-Makroblasenbegasung (t;/z .= 24,39 £1,16 h) im Vergleich zur
Stickstoff-Makroblasenbegasung (t1/z stickstof = 22,08+2,44 h) kein Unterschied in der Enzymstabilitat,
welcher auf eine Oxidation durch gelosten Sauerstoff der ADH97L hindeuten wiirde. Um die
Sensitivitdt gegenliber der Oxidation der Enzyme in dieser Arbeit zumindest abzuschatzen, wurden
die Einflussfaktoren wie pH und Ubergangsmetalle (Fe**, Zn*", Mg**, Cu** etc.) als Teile der Enzyme
diskutiert. Als Ergebnis dieser Diskussion wurde festgestellt, dass Oxidation durch gel6sten Sauerstoff
nur bei neutralen bis alkalischen pH, durch vermehrte Dissoziation von Waser zu OH’, stattfindet. Da
alle Stabilitatsuntersuchungen bei nahezu Luftsauerstoffsattigung durchgefiihrt wurden, kann von
einem geringen, vernachlassigbaren Effekt durch Oxidation des Enzyms ausgegangen werden. Der
Einfluss der Oxidation kann sich unterschiedlich fiir jede Prdparation auswirken. In dieser Arbeit
wurde lediglich die Oxidation der ADH97L experimentell untersucht.

Im weiteren Verlauf wurde der Einfluss des Leistungseintrags als Kombination von Scherkraften,
sowie der durch Scherkrafte erzeugten zusatzlichen Phasengrenzflache diskutiert. Es konnte
festgestellt werden, dass Scherkrafte, welche durch Rihren, Gasimpuls, Koaeleszenz sowie
Blasenaufplatzen auf das Enzym wirken, durch die Bestimmung der kleinsten durch
Energiedissipation erzeugten Wirbel (Kolmogorov-Lange) nicht beeinflusst werden. Beispielsweise
GOx mit einer GroRe von <7 -14 x 10 um ist um den Faktor 100 -1000 kleiner als die Kolmogorov-
Lange, welche durch den Leistungseintrag erzeugt werden kann (Baszkin et al. 1997; Libertino et al.
2008; Wong et al. 2008). Folglich ist der direkte Einfluss auf die Enzymstabilitat der eingebrachten
Scherkrafte durch Aufplatzen, Koaleszenz, Gasimpuls und Riihren im Vergleich der durch Scherkrafte
erzeugten Grenzflaiche und der Wechselwirkung von Proteinen mit der Phasengrenzflache
vernachlassigbar. Diese Schlussfolgerung ist in guter Ubereinstimmung mit den in Thomas et al.
berichteten Effekten zur Proteinstabilitdt und zum Scherkrafteintrag (Thomas and Geer 2011).

Auf Grund der oben diskutierten Proteindenaturierung, ist eine Verringerung der Phasenerneuerung
fir die Enzymstabilitat vorteilhaft. Daher fiihrt die Abnahme der BlasengroéfRe zu stabileren Blasen
und einer geringeren Erneuerung der Grenzfliche. Diese identifizierten Vorteile der
Feinblasenbegasung sind vielversprechend fiir die Optimierung biokatalytischer und chemischer
Reaktionen in Mehrphasensystemen.

3.5 Anwendung von verschiedenen Begasungssystemen in
praparativen Biotransformationen

Die Anwendung der Feinblasentechnologie in begasten Reaktionen steht im Fokus dieses Kapitels.
Hierzu werden die Produktivitit, die Sauerstoff-Okonomie und der Umsatz der enzymatischen
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katalysierten Reaktionen bei der Anwendung von verschiedenen Begasungssystemen verglichen.
Eine hohe enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate ist Voraussetzung fiir den Vergleich
des Reaktionsumsatzes und der Produktivitdt. Diese Voraussetzung wird fir die Enzyme GOx und
Tyrosinase erfillt und eine Stofftransportlimitierung Da* > 1 kann eingestellt werden. Die positiven
Effekte hinsichtlich hoher Stofftransportraten, geringem Gaseinsatz (Kapitel 3.2) und erhohter
Enzymstabilitdt (Kapitel 3.4) bei Feinblasenbegasung sollen in der enzymatischen katalysierten
Reaktion getestet werden. Hierfiir ist die Kenntnis der Reaktionsparameter wie z.B. der
Michaelis-Menten Konstante, der enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate (siehe Kapitel
3.1) und die k,a-Kurve des Begasers eine Voraussetzung fir den Vergleich von Begasung mit
verschiedenen Blasengrolen in enzymatischen Reaktionen. Ziel war es, die Eignung der
Feinblasenbegasung in der enzymatischen Reaktion zu untersuchen. Es wurde das Konzept der
Steigerung des Stofftransports und der Enzymstabilitdit durch Feinblasenbegasung mit den
klassischen Konzepten der Erhéhung des Leistungseintrags bei Makroblasenbegasung verglichen.

3.5.1 Untersuchung des Riihrer-Leistungseintrags auf die Produktivitat einer

enzymatischen Himbeerketonsynthese

Im Unterabschnitt 3.4.3.2 wurde festgestellt, dass der Einfluss des Rihrers auf die erzeugte
Grenzflache im Vergleich zur Begasung auch bei hohen Begasungsraten von 16,67 vwvm Uberwiegt,
was einen negativen Einfluss auf die Stabilitdt des Biokatalysators hat. Am Beispiel der ADH97L in
Kombination mit der NOX34 (NADH-Oxidase) wird der Leistungseintrag bei konstanter Begasungsrate
von 0,04 vwm, variiert. Zusatzlich werden ein axial und ein radial mischender Rihrer in der Reaktion
eingesetzt.

Gas
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Abb. 44: Reaktionsschema und Konzept der Himbeerketonsynthese

Basierend auf der Berechnung und Messung der BlasengréRe in Abschnitt 3.2.2 werden Makroblasen
mit dem 5 mm offenen Rohr, Submilliblasen mit der 10 um Sinterfritte und Mikroblasen mit der
0,5 um Sinterfritte verglichen. Wird die k;a-Kurve in 3.2.1 berlicksichtigt, kann angenommen werden,
dass die 0,5 um und die 2 um Sinterfritte vergleichbare BlasengréBenverteilungen generieren. Daher
wurde in diesem Abschnitt der Feinblasenbegaser 0,5 um Sinterfritte eingesetzt. Zusatzlich sollte
durch eine geringe Begasungsrate die Feinblasengeneration sichergestellt und dadurch
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Sekundarblasenbildung, sowie Bildung von Blasen (iber mehrere Poren, vermieden oder verringert
werden.

Auf Grund des zuvor beschriebenen geringen Einflusses des Leistungseintrags auf die Desintegrierung
von Feinblasen (We/Fr<10) und dem zu erwartenden geringen Einfluss auf die Begasung mit
Submilliblasen (We/Fr<10 oder We/Fr<16) (Mersmann 1977) wird am Beispiel der
Makroblasenbegasung (We/Fr>16) der Einfluss der Desintegration von Blasen durch den
Leistungseintrag des Rihrers untersucht und diskutiert. Um nun die zuvor beschriebenen Effekte,
besonders die Kombination aus der Erhéhung der Phasengrenzfliche durch Feinblasentechnologie
einerseits und dem Leistungseintrag durch den Rihrer andererseits, zu untersuchen, wird ein
Scheibenrihrer (RT) und ein Schragblattrihrer (PB) mit radialen, sowie axialen Stromungsprofil
eingesetzt (siehe Tabelle 14 ). Mit der zuvor in Abschnitt 1.1.2 beschriebenen Rihrercharakteristik
kann auf Basis der Scherkonstante K, die Fordereffizienz des Riihrers, bezogen auf die Flussigkeit,
berechnet werden (siehe Tabelle 14).

Wie in Tabelle 14 im direkten Vergleich dargestellt, wird bei radial mischenden Rihrern
(Scheibenrihrer) ein sehr hoher lokaler Leistungseintrag direkt am Rihrerblatt erzeugt (Geisler et al.
1991; Parthasarathy and Ahmed 1994). Dies ist zwar auch der Fall bei axial mischenden Rihrern,
jedoch ist hier der lokale Leistungseintrag durch die geringere Umlegung des Mediums am
Ruhrerblatt nicht so stark ausgepréagt (siehe Tabelle 14) (Machado et al. 2012). Dieser Effekt wird im
Vergleich der Scherkonstanten von 5,4 (PB) zu 11,5 (RT) deutlich. Die hohere Effektivitat des axial
mischenden Rihrers im Vergleich zum Scheibenriihrer kann berechnet und dargestellt werden
(Tabelle 14) (Fort et al. 2002).

Axial Tabelle 14: Riihrercharakterisierung anhand Radial
dimensionsloser Kennzahlen (Berechnung wie
in Abschnitt 1.1.2 beschrieben in reinem
Wasser bei 25°C)*(Torrez and André 1998)

:@: PB RT ﬁ:

Schragblattriihrer (PB) Scheibenrihrer (RT)

Reynoldszahl Re >10* >10°
4
) Newtonzahl Ne 1,36 5 \ /
/\ W Scherkonstante K, 5,4%* 11,5* &r\ [ )
ngr f‘:EG{FCD
| J J \J Flow-Zahl F 0,77 0,82 j @\
SN 7 7 Effektivitat (F/Ne) 0,56 0,16

In der Literatur ist ein dahnlicher Schragblattriihrer mit nur 4 Blattern mit einen £, von 0,76 und einer
Effektivitat (F/Ne) von 0,1 beschrieben. Jedoch werden in der Effektivitdtsberechnung die
Reaktorgeometrie, die Bodenform und der Abstand des Rihrers zum Reaktorboden vernachlassigt.
Diese Faktoren haben allerdings einen erheblichen Einfluss auf die Mischleistung des Riihrers (Foft et
al. 2002). Weiter werden in der Literatur auch aufwarts fordernde Schragblattriihrer beschrieben,
welche einen besseren Stofftransport und hohere Gaskapazititen als abwarts fordernde Rihrer
bieten (Sardeing et al. 2004). Fir die Desintegrierung von Blasen ist die aus dem
Rahrerleistungseintrag resultierende Kolmogorov-Lange entscheidend. Bei Makroblasen, wie bei den
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Blasen der 5 mm Rohrbegasung (d;; von 5 mm) ist mit We/Fr > 16 eine geringere Stabilitdt der
Blasenoberflache als im Vergleich zu den Submilli-und Feinblasen mit We/Fr<10 gegeben
(Mersmann 1977). Feinblasen verhalten sich auf Grund der immobilen Blasenoberflache dhnlich wie
Feststoffpartikel (Rabiger et al. 2013; Tsuge 2014). Daher ist fiir Submilliblasen nur ein geringer, und
fir Feinblasen kein Effekt des Leistungseintrags auf die Phasengrenzflaiche zu erwarten. Die
Stabilisierung von Submilliblasen durch Erhéhung des Leistungseintrags fihrt zu langeren
Verweilzeiten.

Daher werden in dieser Untersuchung zwei unterschiedliche Strategien zur Uberpriifung der zuvor
genannten Hypothesen verfolgt. Die erste Strategie ist die Desintegration von Makroblasen durch
radialen (Scheibenriihrer) und axialen (Schragblattriihrer) Leistungseintrag, woflr eine
Stofftransportlimitierung der NOX34 Voraussetzung ist. Die zweite Strategie ist die Untersuchung des
Einflusses von erhohtem Leistungseintrag auf die Grenzflachenerneuerungsrate (Enzymstabilitat) bei
nicht stofftransportlimitierten Bedingungen. Dabei wird erwartet, dass durch Erhdhung der
Grenzflache auch eine vermehrte Deaktivierung auftritt und dieser Effekt zu einer Abweichung in der
Ausbeute der Reaktion fihrt. Mit der eingesetzten Enzymmenge von 75 U (5,83 mg) NOX34 mit einer
enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate von 3,21 pmol/min/mggn,ym Sowie einem
enzymmengenspezifischen ka von 2,95 1/h/mgen,ym (keine Sauerstofftransportlimitierung) wird
zunachst die Stofftransportlimitierung fir alle Begaser Gberprift (Tabelle 15). In Tabelle 15 ist dieser
Vergleich dargestellt, welcher bei der gegebenen Begasungsrate, wie vorgesehen, nur bei der
Makroblasenbegasung eine Stofftransportlimitierung und bei Submilli- und Mikroblasenbegasung
keine Stofftransportlimitierung aufweist.

Tabelle 15: Berechnung der Sauerstofflimitierung fir ADH97L/NOX34 Reaktionen (V=250mlL,
Crhododendrol = 10 MM,  ADH97L (0,3 U/mL), NOX34 (0,3U/mL), cnap+=0,2mM, 25°C, 0,04 vvm,
10 mM Tris-HCI pH = 8)

Parameter 5 mm offenes Rohr 10 pm Sinterfritte 0,5 und 2 um Sinterfritte
Makroblasen Submilliblasen Feinblasen

k.a 101/h 31,4 1/h 40,9 1/h

OTR 0,0107 mmol/min 0,0335 mmol/min 0,0436 mmol/min

Da* 2,27 0,72 0,56

O,-Limitierung limitiert nicht limitiert nicht limitiert

Die Ergebnisse der Untersuchung in der Reaktion sind in Abb. 45 dargestellt. Im Vergleich der
Makroblasenbegasung ist deutlich zu erkennen, dass Makroblasen durch den Scheibenrihrer (Ne = 5)
desintegriert werden, wodurch der Stofftransport und die Ausbeute gesteigert werden.
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Makroblasen Submilliblasen Feinblasen
1 1 1 —
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Abb. 45: Untersuchung der Ausbeute einer Himbeerketon-Synthese bei Variation des
Leistungseintrags, des Stromungsprofiles und der eingebrachten BlasengréRe (PB axialer und RT
radiales Stromungsregime, Bedingungen: V=0,25L, Crhododendror =10 MM, ADH97L 0,3 U/mL,
NOX34 0,3 U/mL, cyap.= 0,2 mM, 25°C, 0,04 vvm, 10 mM Tris-HCl mit 2 mM MgCl pH = 8)

Dennoch erweist sich hier der Schragblattriihrer mit geringerer Ne = 1,36, axialem Stromungsprofil
und einer deutlich héheren Mischeffizienz von (FI/Ne) = 0,56 als deutlich besser geeignet. Bereits bei
geringem Leistungseintrag von 0,79 W/L werden vergleichbare Ausbeuten wie beim Scheibenrihrer
mit 20,7 W/L erreicht. (Abb. 45). Das bedeutet, dass auch bei Makroblasen ein geringerer
Leistungseintrag in Kombination mit einem Schragblattriihrer eine effiziente Methode ist, um hohe
Grenzflachen, Verweilzeiten und Stofftransportraten sicherzustellen.

Im Vergleich der Submili- und Mikroblasen (Abb. 45) kann keine signifikante Anderung der Ausbeute
durch Erhohung des Leistungseintrags oder durch die unterschiedlichen Strémungs- und Scherprofile
der Rihrer festgestellt werden. Dennoch wird eine héhere Ausbeute mit der Submilliblasenbegasung
~Y 60% im Vergleich zur Feinblasenbegasung mit Y ~50% erreicht. Eine mogliche Begriindung fir
dieses Verhalten ist die durch den Begaser eingebrachte Phasengrenzflache, welche in Tabelle 16
aufgelistet ist. Die Grenzflache der Feinblasen ist 10,4-fach héher als die der Makroblasenbegasung
und 2,5-fach hoher als bei der Submilliblasenbegasung (Tabelle 16). Eine mégliche Erklarung ist, dass
das Enzym durch erhohte Wechselwirkung deaktivieren kann, weshalb die deutlich hdéhere
Grenzflache (a) der Feinblasenbegasung zu einer verringerten Ausbeute im Vergleich zu Makro- und
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Submillibegasung fiihrt. Dies bestatigt die zuvor in Kapitel 3.4 dargelegte Hypothese der erhdhten
Deaktivierung bei vergroRRerter Grenzflache im Sinne eines indirekten Nachweises.

Tabelle 16: Begaserspezifische, eingebrachte Oberfliche ohne Variation des Leistungseintrags
(Reaktionsbedingungen siehe Abb. 45)

Parameter 5 mm offenes Rohr 10 um Sinterfritte 0,5 und 2 um Sinterfritte
Makroblasen Submilliblasen Feinblasen

ds, 5 mm 0,768 mm 0,320 mm

a 0,018 m’/min 0,0763 m*/min 0,1875 m*/min

SV 1800 1/m 7633,6 1/m 18750 1/m

Offerctiv 1,32*10° m? 2,36*10° m? 3,4*10° m?

Mit den dargestellten Ergebnissen in Tabelle 16 und Abb. 45 kann die Hypothese bestatigt werden,
dass die Erh6hung des Leistungseintrags keinen oder lediglich einen geringen Effekt auf die Ausbeute
und die Desintegrierung von Fein- sowie Submiliblasen (generiert mit 0,5um, 2 um und
10 um Sinterfritte) hat. Jedoch ist bei kleinen Begasungsraten von vvm =0,04 im Vergleich zu
Begasungsraten von 0,67, 1,33 und 16,67 vvm (Tabelle 7) der Unterschied in der generierten
Phasengrenzflache a auf Basis des Begasers bei Feinblasen um den Faktor 10 héher.

3.5.2 Anwendung der Feinblasentechnologie @ am Beispiel der

Gluconolactonsynthese

Im Fokus dieses Abschnitts steht der direkte Vergleich von Feinblasen- mit Submilliblasen- und
Makroblasen beziiglich der Anwendung in der Biokatalyse. Die zuvor einzeln untersuchten Effekte,
welche eine Erhohung des Stofftransports und der Enzymstabilitdat durch den Einsatz der
Feinblasentechnologie bedingen, werden in Kombination und am Beispiel der Produktivitidt einer
Modellreaktion verglichen. Um die Vorteile der Feinblasentechnologie zu demonstrieren, und zu
untersuchen, wurde die sauerstofflimitierte Biotransformation von Glucose mit Sauerstoff zu
Gluconolacton und Wasserstoffperoxid gewahlt. Sie wird durch das Enzym Glucoseoxidase (GOx) aus
A. niger katalysiert (siehe Abb. 46). Mit Da*=1,38/mge,ym Weist die GOx katalysierte
Gluconolactonsynthese (siehe Abb. 46) ein hohes Potenzial auf, um eine Stofftransportlimitierung
einzustellen. Fiir die Betrachtung des Stofftransports verschiedener BlasengroRen als Funktion des
Reaktionsumsatzes, ist die Annahme einer Stofftransportlimitierung eine Voraussetzung. Am Beispiel
der GOx katalysierten Reaktion wurde mit einer eingesetzten Aktivitdt von ~12000 U (umol/min) GOx
in Viyedium = 0,3 L bei 35°C gearbeitet. Hieraus ergab sich ein theoretischer k,a-Wert von 5518 1/h
(Da* von 33,75, limitiert), welcher durch eine Begasung nicht erreicht werden konnte. In Bezug auf
den k,a Bereich von 20 - 160 1/h fiir das offene Rohr und 20 - 340 1/h fur die 1 um SPG Membran
und 2 um Sinterfritte (siehe Abb. 27, Abschnitt 3.2.1) kann unter Laborbedingungen auch bei hohen
Begasungsraten von einer Stofftransportlimitierung ausgegangen werden. Weiterhin konnte fir die
GOx in Abschnitt 3.4.2 ein deutlicher Unterschied zwischen der Begasung mit Fein-, Submilli- und
Makroblasen bei der Enzymstabilitat festgestellt werden.
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Abb. 46: Reaktionsschema und Konzept des Begaservergleichs am Beispiel der GOx katalysierten
Umsetzung von Glucose zu Gluconolacton

Zum Vergleich der Begasungssysteme koénnen verschiedene Strategien, wie eine konstante
Begasungsrate (vvm = konstant) und eine konstante Stofftransportrate (k;a = konst) gewahlt werden.
Zur Quantifizierung und zum Vergleich wurde ein operativer Zeiteffektivitatsfaktor n,, in Gleichung
(44 ) eingefiihrt. Dieser Faktor ist definiert als das Verhaltnis der Reaktionszeit, welche erforderlich
ist, um eine analytische Ausbeute von 40% fiir das offene Rohr oder die verschiedenen Sinterfritten
zu berechnen.

_ tY=40%,Begaser

Nop = (44)

ly=40%,5PG

Wie in Abb. 47 demonstriert wird, resultieren bei konstanter Begasungsrate vwm = 0,667 durch die
verschiedenen Blasenbildungscharakteristiken (3.2) unterschiedliche k,a-Werte und Ausbeutekurven.
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Abb. 47: Begaservergleich beziiglich der Ausbeute einer GOx katalysierten Gluconolactonsynthese
bei konstanter Begasungsrate (Reaktionsbedingungen: T=35°C, V =0,3 mL, 87,6 mM D-Glucose,
11865 U GOx, 12320 U Katalase, 10 mM Na-Acetatpuffer pH=5,3, Schragblattriihrer 440 rpm,
Titration mit 1 M NaOH in Wasser, n = 1).

In Abb. 48 ist der mittels Gleichung ( 44 ) berechnete Zeiteffektivitatsfaktor n,, fiir die in Abb. 47
gezeigten Begasungsexperimente bei konstantem vvm = 0,67 aufgetragen. Es ergab sich in Relation
zur 1 um SPG Membran ein n,, (langere Reaktionszeit) von 7,65 fiir das 5 mm offenes Rohr, 7,01 fir



99

das gelochte Rohr, 3,4 fir die 10 um Sinterfritte und 1,2 fiir die 2 um Sinterfritte (Abb. 47). Diese
Ergebnisse bestatigen, dass die zuvor in Kapitel 3.2 festgestellte hohe Gasnutzung, bei gleichzeitig
hohem Stofftransport der Feinblasenbegasung, auch zu einer Steigerung der Ausbeute in der
enzymatisch katalysierten Reaktion fiihrt.
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Abb. 48: Zeiteffektivitatsfaktor n,, bei konstantem vwm=0,67 (T=35°C, V =0,3mL,
87,6 mM D-Glucose, 11865 U GOx, 12320 U Katalase, 10 mM  Na-Acetatpuffer pH=5,3,
Schragblattrihrer 440 rpm, Titration mit 1 M NaOH in Wasser, n = 1, ausgewertet bei Y = 40%)

Im Vergleich der Ausbeutekurve des 5 mm offenen mit dem 6 x 0,5 mm gelochten Rohrs, wurde bei
einer Verdopplung des k;a nur ein geringer Unterschied im Zeiteffektivitatsfaktor von An,, 0,64
festgestellt. Eine mogliche Begrindung ist die erhdohte Enzymdeaktivierung bei
Makroblasenbegasung (wie in Abschnitt 3.4.2 gezeigt). Daher wurde, trotz hoherer k,a-Werte der
Begasung mit dem gelochten Rohr, keine deutliche Erhohung der Ausbeute in Bezug auf die
Begasung mit dem offenen Rohr gemessen (Abb. 47). Eine weitere Erklarung kdnnte das Auftreten
von Sekundarblasenbildung (Rabiger et al. 2013) sein.

Die zweite Strategie war, einen konstanten k,a von 160 1/h einzustellen, und die Ausbeutekurven der
Gluconolactonsynthese zu vergleichen (Abb. 49). Der gewahlte k,a von 160 1/h entsprach einer
Begasungsrate von 16,67 vwvm fiir das offene Rohr, 8,44 vwm fiir das gelochte Rohr, 1,33 vvm fiir die
10 um Sinterfritte, 0,67 vwvm flir die 1 um SPG Membran und die 2 um Sinterfritte. Im Fall der
Makroblasenbegaser resultierten bei einem k,a von 160 1/h sehr hohe Begasungsraten (vwm Werte).
Diese hohen Begasungsraten sind bei der MaRstabsvergréRerung nicht zu realisieren (Garcia-Ochoa
and Gomez 2009; Nauha et al. 2015). Wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, resultierten aus einem
geringerem k,a von 60 1/h im LabormaRstab deutlich geringere Begasungsraten fiir alle Begaser,
welche eine MaRstabsvergrofRerung auch fir die Makroblasenbegaser ermoglichen wiirden (Nauha
et al. 2015). Die Eigenschaften von Feinblasen wie schnelles Einlésen, lange Verweilzeiten, geringe
Scheranfalligkeit und eine hohe Gasausnutzung, behalten auch in groRerem Malstab ihre Glltigkeit.
Daher erlaubt die Feinblasentechnologie die Steigerung der Ausbeute und der Gasausnutzung in viel
groRerem Malstab, als in dieser Arbeit untersucht. Dieser Sachverhalt verdeutlicht anschaulich
(siehe Abb. 49) den grofRen Unterschied im Gasverbrauch zwischen Fein- und Makroblasenbegasung.
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Abb. 49: Begaservergleich beziiglich der Ausbeute einer GOx katalysierten Gluconolactonsynthese
bei konstanter Stofftransportrate (k.a) (Reaktionsbedingungen: T=35°C, V=0,3ml,
87,6 mM D-Glucose, 11865 U GOx, 12320 U Katalase, 10 mM Na-Acetatpuffer, pH=5,3,
Schragblattriihrer 440 rpm, Titration mit 1 M NaOH in Wasser, n = 1).

Wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben, ist neben der Erhéhung des Stofftransports auch die Auswirkung
der Begasung auf die Enzymstabilitdt von entscheidender Bedeutung. Bei der Ausbeute von Y = 40%
der Gluconolactonsynthese (Abb. 49) resultiert, bei konstantem k,a=1601/h, eine um den
Zeiteffektivitatsfaktor n,, langere Reaktionszeit. Der Zeiteffektivitatsfaktor n,, nach Gleichung ( 44 )
ist in Abb. 50 dargestellt. Bezogen auf die Begasung mit der 1 um SPG Membran bei konstantem
k,a =160 1/h wurde ein n,, berechnet von 5,71 fir das 5 mm offene Rohr, 5,22, fir das gelochte
Rohr, 2,5, flir die 10 um Sinterfritte und 1,2 fir die 2 um Sinterfritte (Abb. 50).
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Abb. 50: Vergleich der Zeiteffektivitatsfaktor n,, (T=35°C, V =0,3mL, 87,6 mM D-Glucose,
11865 U GOx, 12320 U Katalase, 10 mM Na-Acetatpuffer pH =5,3, Schragblattriihrer 440 rpm,
Titration mit 1 M NaOH in Wasser, n = 1, ausgewertet bei Y = 40%)

Im direkten Vergleich konnte eine deutlich schnellere Reaktion bei der Begasung mit Feinblasen
festgestellt werden. Dieser Effekt bestadtigt den in Abschnitt 3.4.2 beschriebenen Zusammenhang,
dass neben der Stofftransportoptimierung auch die Enzymstabilitat, in Abhangigkeit von der
generierten BlasengroRe, einen signifikanten Einfluss auf die Ausbeute der Reaktion hat. Da nur die
Begasungssysteme variiert wurden, sollte der Unterschied zwischen Fein- Submilli- und
Makrobblasenbegasung mit den begasungsgekoppelten Effekten zusammenhangen. Die Blasengrofie
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beeinflusst hierbei die Wechselwirkung zwischen Enzym und Gas-Flussigkeits-Grenzflache, welche
eine Deaktivierung des Enzyms verursachen kann (Bhagia et al. 2018; Dias Gomes et al. 20193;
D'Imprima et al. 2019). Dadurch resultieren die Abweichungen in den Ausbeutekurven (Abb. 47).

Fiir eine weitere Interpretation der Begasungsergebnisse wurden die Produktivititen nach der
Reaktionszeit von 3,5 h bei k,a =160 1/h = konstant ausgewertet (Abb. 49). Nach 3,5 h wurden
folgende Produktivitdten erreicht: 12,7 g/L fur das offene Rohr, 15,1 g/L fir das gelochte Rohr,
20,4 g/L fur die 10 um Sinterfritte, 19,4 g/L fur die 2 um Sinterfritte und 21,2 g/L mit der
1 um SPG Membran (siehe Abb. 49). Die Untersuchung der Produktivitdt in Abhangigkeit von der
BlasengroRe mit dem Kriterium eines konstanten Stofftransports (k,a = konstant) ermdglichte die
Untersuchung anderer Parameter, welche die Produktivitdt der Modellreaktion beeinflussen. Mit der
Annahme einer idealen thermodynamischen Reaktion fiihren konstante Stofflibergangsleistungen zu
identischen Gleichgewichtsausbeuten. Hingegen sind, im Vergleich von Fein-, Submilli- und
Makroblasenbegasung, deutliche Abweichungen der Ausbeutekurven gemessen worden (wie in
Abb. 49 dargestellt). Insgesamt wurde eine signifikante Steigerung der Produktivitdt durch
Anwendung von Feinblasen im Vergleich zur Begasung mit Makroblasen bei k,a = konstant erreicht.
Vor allem die erhohte Wechselwirkung zwischen Enzym und Gas-Flissigkeits-Grenzflache in Folge
hoher Begasungsraten, kann zu einer beschleunigten Deaktivierung des Enzyms beitragen (Bhagia et
al. 2018; Dias Gomes et al. 2019a; D'Imprima et al. 2019)

Um die Effekte der Gasausnutzung und der Enzymdeaktivierung zu betrachten, kann die im Produkt
gebundene, mit der dem System zugefiihrten Sauerstoffmenge, in Bezug gesetzt werden. Mit der
Atombilanz wurde die im Produkt gebundene, zu der eingetragenen Sauerstoffmenge in Relation
gesetzt. Somit ergibt sich fir die Sauerstoffatomokonomie 1y, ¢conomy folgende Gleichung (45 ):

NGluconsiure

0 =
rIOZ econOmY(A)) 2 “t flOz Total ( 45 )

Folglich kann der Prozentsatz des gebundenen Sauerstoffs als Verhaltnis der in der Gluconsdure
gebundenen Sauerstoffmenge (nguconsiure/2 ) Zum molaren Sauerstoffstrom 7, 7o, der durch die
Begasungsrate in das System pro Zeiteingefihrt t eingefiihrt wird, ausgedriickt werden. Wie in
Abb. 51 dargestellt, wird die Sauerstoffatomékonomie durch Begasung mit Verringerung der
generierten BlasengroBe in den Submilli- und Feinblasenbereich gesteigert. Im Vergleich zur
Begasung mit dem offenen Rohr wurde eine erhéhte Sauerstoffatomékonomie um den Faktor 2,3 fir
das gelochte Rohr, Faktor 20 fiir die 10 um Sinterfritte, Faktor 38 fiir die 10 um Sinterfritte und
Faktor 41 fiir die 1 um SPG Membran erreicht. Die Sauerstoffatomékonomie der Begasung mit
Feinblasen betrug 5% fir 1 um SPG Membran und 4,7% fir die 2 um Sinterfritte, was die Effizienz
dieser Begasungssysteme veranschaulicht. Im Gegensatz dazu wurden nur geringe Stoffmengen von
0,14% des eingebrachten Sauerstoffs bei Begasung mit Makroblasen (5 mm offenes Rohr) in dem
Produkt Gluconsdure gebunden. Zusatzlich konnte durch die geringeren Begasungsraten mit
Feinblasenbegasung, bei gleichen Stofftransportraten, eine verringerte Deaktivierung der GOx durch
Reduktion der Phasengrenzflaichenerneuerung, wie zuvor in Abschnitt 3.4.3.2 beschrieben, erreicht
werden.
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Abb. 51: Vergleich der Sauerstoffatomdkonomie bei konstantem ka (Reaktionsbedingungen:
T=35°C, V=0,3mL, 87,6 mM D-Glucose, 11865 U GOx, 12320 U Katalase, 10 mM Na-Acetatpuffer
pH = 5,3, Schragblattrihrer 440 rpm, Titration mit 1 M KOH in Wasser, n = 1)

Dies unterstreicht die hohe Effizienz der Feinblasenbegasung im Hinblick auf die Gasnutzung, ihr
enormes Potenzial zur Reduzierung des Gasdurchsatzes, die Verringerung der Enzymdeaktivierung
und der Optimierung von begasten Prozessen in der Biokatalyse. Dennoch steht die exakte
experimentelle Untersuchung der lokalen Wechselwirkungen, welche zu einer Denaturierung des
Proteins an der Phasengrenzflaiche fiihren, noch aus. Die Reproduktion der Ergebnisse bei
konstantem k,a=1601/h sind fir ein weiteres Reaktionssystem, katalysiert durch ein anderes
Enzym, erforderlich, um auszuschieBen, dass die hier beobachteten und beschriebenen Effekte nicht
rein GOx typisch sind.

Eine Moglichkeit zur weiteren Erhdhung der Sauerstoffatomodkonomie ist die Beaufschlagung des
GOx- Reaktionssystems mit Druck, wodurch die Loslichkeit von Sauerstoff deutlich gesteigert werden
kann. Mit Gleichung (45) und den Werten von Bolivar et al. kann durch Begasung mit reinem
Sauerstoff und Systemdriicken von 17 - 34 bar in einen Festbettreaktor mit immobilisierter GOx eine
theoretische Sauerstoffokonomie von 23 -93% erreicht werden (Bolivar et al. 2019). Auch die
Begasung mit reinem Sauerstoff oder mit Sauerstoff angereicherter Luft kann eine Erhohung der
Sauerstoffokonomie bewirken (Bolivar et al. 2019; Lee 2020b). Eine weitere Mobglichkeit die
Deaktivierung durch Interaktion des Enzyms mit der Gas/Flissigphasengrenzflache zu reduzieren, ist
die Immobilisierung der GOx. Jedoch wird durch eine Immobilisierung eine zusatzliche
Diffusionsbarriere geschaffen, welche den Stofftransport erheblich einschranken kann.

3.5.3 Anwendung der Feinblasentechnologie am Beispiel einer L-DOPA

Synthese sowie Selektivitatsoptimierung

Als zweites Anwendungsbeispiel wurde die Oxidation von L-Tyrosin, katalysiert durch eine Tyrosinase
(TYR), untersucht. Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, eignet sich die TYR als Referenzsystem zur
GOx. Besonders bieten die hohe enzymmengenspezifische Sauerstoffverbrauchsrate von
3750 umol/min/mg und die Da*=17,24 ein groRes Potenzial fir die Anwendung der
Feinblasenbegasung.
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Abb. 52: Reaktionsschema der chemo-enzymatischen L-DOPA Synthese mit enzymatischer Oxidation
von L-Tyrosin durch Tyrosinase (TYR) und chemischer Reduktion des Folgeproduktes zum Produkt
L-DOPA durch Ascorbat (Asc).

In der Oxidationsreaktion von L-Tyrosin entsteht in einem ersten Schritt L-3,4-Dihydroxyphenylalanin
(L-DOPA), welches in einer wiederum durch Tyrosinase katalysierten Folgereaktion weiter zu
L-Dopachinone oxidiert wird. Diese Dopachinone reagieren autokatalytisch weiter, wodurch
Polymere entstehen. Zur Unterdrickung der Folgereaktion und Identifizierung optimaler
Reaktionsbedingungen wurden der pH, das Puffersalz und der Einsatz von neutralisierter
Ascorbinsdure (Na-Ascorbat) in Abschnitt 3.1.2, untersucht. Lediglich durch den Einsatz von
40 mM Ascorbat konnte eine zeitweise Unterdriickung der Folgereaktion, sowie der Polymerbildung
herbeigefiihrt werden. Wie in Abb. 52 dargestellt, stellt sich durch den Einsatz von Ascorbat ein
Gleichgewicht zwischen enzymatischer Oxidation und chemischer Reduktion ein. Hierbei ist die
Selektivitdt S der Anteil des umgesetzten Ausgangsstoffes X (Umsatz), welcher in das gewiinschte
Produkt Y (Ausbeute) unter Bericksichtigung der Stochiometrie umgesetzt wurde. Fir die L-DOPA
Synthese kann S als das Verhaltnis aus Ausbeute an L-DOPA zu Umsatz an L-Tyrosin Y verstanden
werden. Im Gegensatz zur GOx katalysierten Gluconsaure Synthese, welche selektiv mit S = 1 ablauft,
ist die Selektivitdit der L-DOPA Synthese vom Verhéltnis der eingesetzten Enzymmenge zur
Konzentration des Ascorbats abhangig. Somit kann die Sauerstoffékonomie nicht analog zur GOx
Reaktion betrachtet werden, sondern wird zusatzlich durch die Folgereaktion (sinkende Selektivitat)
beeinflusst.

Um die Auswirkung einer Feinblasenbegasung auf den Umsatz und die Ausbeute zu untersuchen,
sollte die Selektivitat der L-DOPA Synthese in die Diskussion einbezogen werden. Basierend auf den
Enzymstabilitatsuntersuchungen in Abschnitt 3.4.1 konnte eine hohe Deaktivierung fir TYR bei
Makroblasenbegasung (k,a = 160 1/h) festgestellt werden. Daher wurde eine Deaktivierung und
damit eine  Reduktion der aktiven Enzymenge mit Makroblasenbegasung im Vergleich zu
Feinblasenbegasung auch in der L-DOPA Synthese erwartet. Im Umsatzverlauf (siehe Abb. 53 A)
bezogen auf L-Tyrosin zeigte sich, dass bei konstantem k,a von 160 1/h mit Feinblasenbegasung nach
45 min nahezu Vollumsatz erreicht wurde. Wurde die Reaktion hingegen mit Makroblasen begast,
erreichte der Umsatz nur 72%. Dieses Experiment weist auf eine vergleichbare Tendenz zu den
Begasungsversuchen mit dem Enzym GOx hin (Abschnitt 3.5.2). Somit konnte erfolgreich mit einem
unabhangigen zweiten Reaktionssystem der positive Effekt auf den Reaktionsfortschritt bei
konstantem k,a Wert reproduziert werden. Wie zuvor beschrieben (Abschnitt 3.4.2), ist auch hier
eine erhohte Enzymdeaktivierung als Resultat der Makroblasenbegasung ein Grund fiir geringere
Umsatze an L-Tyrosin in der Makroblasenbegasung.
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Abb. 53: Vergleich der Fein- und Makroblasenbegasung mit 0,05 mg/mL Tyrosinase, A: Umsatz und B:
Selektivitat (S) der L-DOPA-Synthese  (Reaktionsbedingungen: 15mg Tyrosinase auf 0,3L
Reaktionsansatz mit 1 mM L-Tyrosin, 40 mM Ascorbat und 50 mM KP; Puffer, pH 6,5 bei 15°C,
Begasung mit 0,67vvm mit 2 um Sinterfritte und 16,67 vwvm mit 5 mm offenem Rohr,
Schragblattriihrer 430 rpm, n=1).

Jedoch sinkt die Selektivitdat der L-Tyrosin Umsetzung (Abb. 53, B). In Anbetracht des
Reaktionsgleichgewichts aus enzymatischer Oxidation und chemischer Reduktion mit Ascorbat ist
folglich eine weitere Optimierung der Ausbeute an L-DOPA, durch die Reduktion der eingesetzten
Enzymmenge zu erreichen. Dieser Zusammenhang, konnte durch die Reduktion der vorgelegten
Tyrosinasemenge von 0,05 mg/mL auf 0,025 mg/mL beobachtet werden, siehe dazu Abb. 54. Eine
weitere Moglichkeit, die Selektivitat zu steigern, stellt die Erhéhung der Ascorbatkonzentration dar.
Jedoch kann Ascorbat in hoheren Konzentrationen einen negativen Effekt auf die Enzymaktivitat
haben. Auch bei einer Halbierung der Enzymmenge konnte die Folgereaktion durch die eingesetzte
Ascorbatkonzentration von 40 mM bei Feinblasenbegasung nicht vollstéandig unterdriickt werden. Es
war eine deutlich Steigerung der Selektivitat und der Ausbeute im Vergleich zur Enzymkonzentration
von 0,05 mg/mL zu beobachten.

In der mit Makroblasen begasten Reaktion, siehe Abb. 54, konnte, als Folge der hohen Deaktivierung
der TYR, die Selektivitat zu S = 1 gesteigert werden. Dennoch war sie nicht zielflihrend. Ziel sollte die
Optimierung des Verhaltnisses von eingesetzter Enzymmenge zu Ascorbat sein. Hierbei wird das
Gleichgewicht zwischen der enzymatischen Oxidation und der chemischen Reduktion durch die
Enzymmenge und die Ascorbat-Konzentration beeinflusst. Wenn das beschriebene Gleichgewicht
zugunsten der L-DOPA Synthese verschoben wird, kann ein direkter Vergleich der Ausbeuten mit der
GOx Reaktion durchgefiihrt werden. Dennoch konnte auch in der L-DOPA Synthese (Abb. 54) der
Effekt der geringen Enzymdeaktivierung durch Feinblasenbegasung beobachtet werden. Weiterhin
konnten die im GOx System beobachteten Effekte auch mit dem Tyrosinase System reproduziert
werden. Diese Effekte wurden insbesondere durch die Feinblasenbegasung mit folgender
Optimierung des Enzymeinsatzes, bei gleichzeitiger Verringerung des bendtigten Prozessgasstroms,
verdeutlicht.
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Abb. 54: Vergleich der Fein- und Makroblasenbegasung mit 0,013 mg/mL Tyrosinase, A: Umsatz und
B: Selektivitdt (S) der L-DOPA-Synthese (Reaktionsbedingungen: 15 mg Tyrosinase auf 0,3L
Reaktionsansatz mit 1 mM L-Tyrosin, 40 mM Ascorbat und 50 mM KP; Puffer, pH 6,5 bei 15°C,
Begasung mit 0,67 vwm mit 2 um Sinterfritte und 16,67 vwm mit 5 mm offenem Rohr,
Schragblattriihrer 430 rpm, n = 1).

Nachfolgend wird auf die weiteren Optimierungsansatze und die Limitierungen bei der Erhéhung der
L-DOPA Ausbeute kurz eingegangen, welche fiir weitere Experimente mit TYR eingesetzt werden
konnten. Neben der geringen Loslichkeit von Sauerstoff besteht eine weitere Limitation durch die
geringe Loslichkeit des Substrats L-Tyrosin mit lediglich 0,38 g/L in Wasser bei 20°C (Datenblatt
Merck 2020). Hingegen weist L-DOPA eine Loslichkeit von 1,65 g/L (Datenblatt Thermo Fisher
Scientific 2019) auf.

Ein weiter Losungsansatz kann der Einsatz von Losungsvermittlern wie Dimethylsulfoxid (DMSO) zur
Erhohung der Loslichkeit von L-Tyrosin sein. Seo et al. berichtet, dass manche Tyrosinasen aus Pilzen
wie Agaricus bisporus durch DMSO kompetitiv inhibiert werden (Seo et al. 2003). Weiter wird fir
Tyrosinasen aus Pilzen berichtet, dass schon geringe DMSO-Konzentrationen zu einer reversiblen
Inaktivierung der Tyrosinase fiihren, wobei ein Aktivitdtsverlust (ICs,) von 50% bei einer DMSO
Konzentration von 2,45 M im wassrigen Medium stattfindet (Chen et al. 2003). Eine Erhéhung der
L-Tyrosinl6slichkeit mittels Losungsvermittlern wie DMSO kann zur erhéhten Bildung von L-DOPA und
infolge des Reaktionsgleichgewichts auch von Dopaquinon fiihren. Die Ascorbat-Konzentration
musste dann erhoht werden (Ros et al. 1993). Hierbei kdonnte durch das Ascorbat ein erhohter
Aktivitatsverlust der TYR auftreten, welcher in weiteren Experimenten untersucht werden sollte.

Ill

Durch Extraktion des L-DOPA in eine zweite organische Phase ,,in situ product removal” kénnte die
Ausbeute gesteigert werden, was zukinftig Gberprift werden sollte. Zusatzlich besteht die
Moglichkeit der Immobilisierung der TYR und Integration in einen kontinuierlichen Prozess, wie in
einem Festbettreaktor (Guan et al. 2016; Lasmi et al. 2018). Hierbei konnte die Deaktivierung der TYR
oder GOx durch rdumliche Trennung des Enzyms von der eingebrachten Grenzphase reduziert
werden. Zur Differenzierung werden im nachsten Abschnitt die Anwendung der GOx und TYR im

geldsten und immobilisierten Zustand verglichen.
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3.5.4 Immobilisierung von Glucoseoxidase (GOx) und Tyrosinase (TYR)

Im Gegensatz zur Anwendung von geldsten Enzymen, verspricht deren Immobilisierung die
Etablierung von kontinuierlichen Prozessen mit einer erhohten Enzymstabilitat, mit vereinfachter
Wiederverwendung und erleichterter Abtrennung des Katalysators vom Produktstrom (DiCosimo et
al. 2013; Liese and Hilterhaus 2013). Wie in den vorherigen Abschnitten angefiihrt, besteht die
Moglichkeit die GOx, sowie die TYR durch Anbindung an ein Tragermaterial zu immobilisieren, und
damit eine Wiederverwendung des Enzyms, sowie den Einfluss der Begasung auf die Enzymstabilitat,
zu reduzieren. Folglich wurden, in einem ersten Anwendungstest der Umsatz und die Ausbeute von
gelostem und immobilisiertem Enzym im feinblasenbegasten STR bei konstantem Stofftransport von
k.a =160 1/h, untersucht. In der Literatur ist eine Vielzahl an Immobilisierungsmethoden fiir die
adsorptive und kovalente Anbindung von GOx, sowie TYR zu finden. In Bolivar et al. wurde eine GOx
aus A. niger und Katalase adsorptiv an ein poréses Polymethylmethacrylat -(PMMA) co-immobilisiert
und erfolgreich in Festbettreaktoren unter Druck eingesetzt (Bolivar et al. 2019). Weiter konnte
Lasmi et al., mittels Succinimidylester die Oberflache von porosen Siliconpartikeln funktionalisieren
und eine Tyrosinase kovalent anbinden (Lasmi et al. 2018). Bayramoglu et al. beschreibt die
kovalente Anbindung einer Tyrosinase auf Silikapartikeln mittels Glutaraldehyd (Bayramoglu et al.
2013). Diese Anbindungsmethode konnte auch erfolgreich fiir die Immobilisierung der TYR an
Polyamid 12 (PA12) etabliert werden (Pahujani et al. 2008). Deshalb wurden dieses Tragermaterial
und die Immobilisierungsmethode fiir die Experimente mit TYR und GOx im begasten Rihrkessel im
Rahmen dieser Arbeit eingesetzt. Um eine Vergleichbarkeit von TYR und GOx sicherzustellen, wurden
beide Enzyme auf, mit Glutaraldehyd funktionalisierten Polyamid 12(PA12)- Partikeln, immobilisiert.
Hierzu konnte jeweils die gleiche Enzymmenge, welche fiir die Versuche mit dem freien Enzym
eingesetzt wurde, auch fir die Immobilisierung an die PA12-Trager verwendet werden. Dabei
konnten der Umsatz und die relative Restaktivitdat fir TYR und GOx im begasten Riihrkessel
verglichen werden. Beginnend mit der TYR war nach 3 h ein deutlich geringerer Umsatz von 18,5%
(erster Batch) mit immobilisierter TYR im Vergleich zu geldster TYR mit 81% messbar (Abb. 55 A).
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Abb. 55: Wiederholte Batchversuche der immobilisierten Tyrosinase am Beispiel der L-DOPA
Synthese (6g PA12, immobilisiert mit Enzymlésung 1 mg/mL/0,4grseer Tyrosinase auf 0,3 L
Reaktionsansatz mit 1 mM L-Tyrosin, 40 mM Ascorbat und 50 mM KP; Puffer, pH 6,5 bei 15°C,
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Begasung mit 0,67vwm mit 2 um Sinterfritte und 16,67 vwm mit 5 mm offenes Rohr,
Schragblattriihrer 430 rpm, n=1)

Wird nun aus den Umsatzverlaufen die Anfangsaktivitat bestimmt, so kann eine Reaktivitat bezogen,
auf die eingesetzte Enzymmenge bei der Immobilisierung berechnet werden. Es resultierte ein
Verlust an Aktivitat durch Immobilisierung zur freien TYR von 84% im ersten Batch und 91% im
zweiten Batch (Abb. 55). Infolge der Wiederverwendung der immobilisierten TYR wurde eine
Restaktivitdat von 57% im Vergleich zum ersten Batch, geringe Umsatze sowie eine Selektivitdt nahe
S=1 festgestellt (Abb. 56). Obwohl die Anbindung mittels Glutaraldehyd als kovalente
Immobilisierungsmethode bekannt war, wurde fiir die verwendete Methode beschrieben, dass das
Enzym auch zu groRen Teilen adsorptiv an den Trager gebunden wird (Bayramoglu et al. 2013;
Pahujani et al. 2008; Sheldon 2007).
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Abb. 56: Vergleich der Reaktionsselektivitdt von gel6ster und immobilisierter Tyrosinase (TYR)
(Reaktionsbedingungen : 6 g PA12, immobilisiert mit Enzymlésung 1 mg/mL/0,48rseer Tyrosinase auf
0,3 L Reaktionsansatz mit 1 mM L-Tyrosin, 40 mM Ascorbat und 50 mM KP; Puffer, pH 6,5 bei 15°C,
Begasung mit 0,67vvm mit 2 um Sinterfritte und 16,67 vwm mit 5 mm offenem Rohr,
Schragblattrihrer 430 rpm, n=1)

Bei geloster TYR war eine groBere Aktivitdt, und somit eine hohere Nebenproduktbildung bei hohen
Umsédtzen zu beobachten (Abb. 56). Folglich kann der Waschschritt zu einer Reduktion des
immobilisierten Enzyms fiihren. Diese Reduktion an TYR Aktivitat, fihrte zur Verringerung der
Konzentration von TYR zur Konzentration des eingesetzten Ascorbat. In der Folge geringer TYR
Konzentrationen wurden lediglich kleine Umsatze mit einer Selektivitdt von S = 1 erreicht (siehe Abb.
56). Weiter kénnte durch die langen Zeitabstande beim Abfiltrieren der Trager (bei Raumtemperatur
ca. 2 h), die Inkubationszeit von 24 h bei 4°C bei der Immobilisation, sowie durch den Waschschritt
ein zusatzlicher Aktivitatsverlust verursacht worden sein. Dementsprechend sollte in weiteren
Experimenten die eingesetzte Menge an Immobilisat erhdéht werden. Verschiedene
Tragermaterialien mit groerer Oberfliche als PA12 und andere Immobilisierungsmethoden mit
hoherer Ausbeute konnten zukiinftig getestet werden. Zusatzlich zu den genannten Effekten kdnnen
sich die sehr kleinen PA12 Partikel mit d = 50 um auch durch Flotation im oberen Teil des Reaktors
akkumulieren, welches zu geringeren Umsatzen fiihren wiirde (Farrokhpay et al. 2020; Li et al. 2016;
Tao 2005). Der hohe Aktivitatsverlust durch Immobilisierung im vorliegenden Experiment steht in
keinem Verhéltnis zur Wiederverwendung des Immobilisats. Somit ist diese Methode als wenig
geeignet zu betrachten.
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Neben der TYR konnte die GOx erfolgreich an PA12 immobilisiert und im begasten STR getestet
werden. Der Katalysator wurde dem Reaktionsmedium auch in gel6ster Form zugesetzt. Im
Gegensatz zur chemo-enzymatischen Reaktion der TYR wurde D-Glucose selektiv (S =1) durch die
GOx zu Gluconolacton umgesetzt (X = Y). Im Vergleich zur TYR wurde die Reaktionszeit von 3 auf 6 h
verlangert. Das Vorgehen in der Immobilisierung erfolgte analog zur TYR. Wie in Abb. 57 dargestellt
konnte mit einer Aktivitat von 11840 U geldsten GOx nach 6 h eine Ausbeute von 87% erzielt werden.
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Abb. 57: Wiederholte Batchversuch der immobilisierten Tyrosinase am Beispiel der L-DOPA Synthese
(11840 U GOx, GOx Aktivitat ~450 U/mg, 6 g PA12, immobilisiert mit Enzymldsung
1,2 mg/mL/0,48rseer, T=35°C, V=0,3L, 87,6 mM D-Glucose, 11865U GOx, 12320 U Katalase,
10 mM Na-Acetatpuffer pH = 5,3, Schragblattrihrer 440 rpm, Titration mit 1 M NaOH in Wasser,
n=1)

Im Gegensatz dazu betrug die Ausbeute nach dem ersten Batch (nach 6 h) mit der Immobilisierung,
lediglich 51%. Der deutliche lineare Verlauf der Ausbeutekurven kann auf eine
Stofftransportlimitierung am Tragermaterial hindeuten. Dennoch zeigte die GOx eine hoéhere
Aktivitat nach Anbindung an die funktionalisierten PA12 Trager. Der wiederholte Einsatz des GOx
Immobilisats fuhrte zu einem ahnlichen Aktivitatsverlust von 58% im Vergleich zum ersten Batch und
zu den Versuchen mit TYR.

Die Immobilisierung der GOx ist deutlich vielversprechender, als die der TYR. Dieses wird durch die
zahlreichen etablierten Prozesse in der Industrie bestéatigt (Godjevargova et al. 2004; Mafra et al.
2015). Der Aktivitatsverlust durch die Immobilisierung von TYR und GOx, sowie die scheinbare
Halbierung der Aktivitat von Batch zu Batch mit beiden Enzymen ist allerdings hoher, als der
Aktivitatsverlust durch den direkten Gasphasenkontakt. Aus der Abwagung des Aktivitatsverlustes,
ist die Feinblasenbegasung mit geldstem Enzym, der Immobilisierung mit der verwendeten Methode
im begasten STR vorzuziehen. Die Immobilisierung ist jedoch sehr vorteilhaft in Hinblick auf die
kontinuierliche Produktion. Hier kdnnte durch Optimierung der Immobilisierungsmethoden, andere
Tragermaterialien, Enzyme-Engineering der TYR und GOx die Produktivitdt deutlich gesteigert
werden.
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3.5.5 Fazit

Mit einfachen mikropordsen Sinterfritten kénnen zuverldssig Feinblasen erzeugt werden. Sie kénnen
erfolgreich zur Steigerung des Umsatzes und der Ausbeute in enzymatischen Reaktionen eingesetzt
werden. Folgende Vorteile der Begasung mit Feinblasen konnten in dieser Arbeit identifiziert
werden:

e Hohes Potenzial der Feinblasenbegasung zur Optimierung von Oxidationsreaktionen

e Gesteigerte Gasnutzungseffizienz und Stofftransport (k.a)

e Einfihrung eines Optierungsparameter der Da* fir die enzymatische Reaktion

e Verringerte Enzymdeaktivierung durch Feinblasenbegasung

e Steigerung der Ausbeute und des Umsatzes enzymatischer Reaktionen

e UFB zeigen keinen Einfluss auf die Aktivitdt und Ausbeute einer Gluconolactonsynthese
In dieser Arbeit konnte ein positiver Effekt durch Feinblasenbegasung auf die Produktivitat,
Gasnutzung (Stofftransport) und Sauerstoffatomokonomie festgestellt werden. Die Anwendung von

Feinblasen ist eine effektive Methode zur Steigerung der Ausbeuten und zur Verringerung der
Enzymdeaktivierung in begasten Enzymlésungen.
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4 Ubergeordnete Diskussion und Ausblick

Dieses Kapitel dient der Zusammenfassung und (bergreifenden Diskussion der im Kapitel 3
dargelegten Ergebnisse, sowie dem Ausblick. Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war es, die
Eignung und Anwendbarkeit der Feinblasentechnologie in der Biokatalyse zu untersuchen. Es wurden
Limitierungen und Vorteile der Feinblasenbegasung mit etablierten Begasungsmethoden zur
Erzeugung von Submilli- und Makroblasenbegasung untersucht und verglichen.

Der Einsatz von Gasen mit geringer Loslichkeit wie Sauerstoff stellt hdufig eine Limitierung der
Reaktionsgeschwindigkeit dar. Um diese Limitierung zu reduzieren, ist eine kontinuierliche Zufuhr
von Sauerstoff durch Begasung notwendig. Daher steigt der Bedarf an effizienten
Begasungstechnologien stetig. Sie sollten sich durch einen hohen Stofftransport, geringen
Gasverbrauch, geringen Druckverlust und verringerte Schaumbildung auszeichnen (Terasaka and
Tsuge 1993; Tsuge 2014). In Folge einer Verkleinerung der BlasengrofRe durch feinporige Begaser
oder spezielle Begasungstechniken, kann mit einem geringeren Gasstrom eine hohe
volumenspezifische Grenzflaiche bereitgestellt werden. Basierend auf diesem Prinzip, kann die
Anwendung der Feinblasentechnologie mit d kleiner 100 um diesen Anforderungen gerecht werden.
Dabei ist die Integration der Feinblasenbegasung in scherarmen Reaktortypen, wie der Blasensaule,
durch die niedrige Auftriebsgeschwindigkeit und den geringen Gasstrom (schwacher Impuls des
Gasstroms) limitiert. Der Rihrkesselreaktor bietet durch den kontrollierten Rihrerleistungseintrag
eine nahezu homogene Durchmischung des Reaktionsmediums bei gleichzeitig erhéhter Dispersion
der Gasblasen. Am Beispiel der ADH/NOX Reaktionssysteme konnten diese Effekte des Riihrers und
des Stromungsprofils auf die Ausbeute untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Experimente
bestatigten die Hypothese, dass die Erhohung des Leistungseintrags keinen oder lediglich einen
geringen Effekt auf die Ausbeute des ADH/NOX Systems hat. Gleiches gilt auch fur die
Desintegrierung von Fein- sowie Submilliblasen (generiert mit 0,5 um, 2 um und 10 um Sinterfritte).
Mit einem Schragblattriihrer wurden vergleichbare Ausbeuten wie mit einem Scheibenrihrer, bei
deutlich geringerem Leistungseintrag, erzielt. Um eine gute Durchmischung fir die Anwendungen in
hochviskésen  Flissigkeiten oder in der Blasensdule zu gewahrleisten, sollte keine
Feinblasenbegasung, sondern eine Submilli- oder Makroblasenbegasung wegen des grolReren
Gasimpulses und der hoheren Auftriebsgeschwindigkeit, genutzt werden. Daher wurde in dieser
Arbeit ausschlieflich die Feinblasentechnologie zur Integration in Rihrkesselreaktoren untersucht.

Im direkten Vergleich der volumenspezifischen Stofftransportrate (k,a) der Begaser in Abb. 27 ist
Uber den gesamten Bereich von 0,006 - 16,67 vvm der deutliche Vorteil der Begasung mit Feinblasen
im  Vergleich zu Submilli- und Makroblasen dargestellt. Durch Einfihren des
Gasverbrauchseffizienzfaktors no.gs in Abb. 28, konnte bei konstantem k;a von 160 1/h ein direkter
Vergleich der Makro-, Submilli- und Mikroblasenbegasung, zundchst ohne Reaktion, realisiert
werden. Fir die Makroblasenbegasung wurde ein 25-mal hoéherer und fir die
Submilliblasenbegasung ein 12-mal héherer Gasverbrauch im Gegensatz zur Begasung mit Feinblasen
ermittelt. Am Beispiel der Gluconolactonsynthese mit Da*/men,ym = 1,38/Mgen,ym konnte, bei
konstanter Begasungsrate von 0,67 vvm, eine Steigerung der Ausbeute um ~40% im Vergleich zur
Makroblasenbegasung erzielt werden. Diese Ergebnisse unterstreichen das groRe Potenzial der
Feinblasenbegasung fiir die Anwendung in enzymatischen Reaktionen im Rihrkessel.
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Die Sekundarblasenbildung an feinpordsen Materialien ab We >2 und We?/Fr = 675 ist limitierend
fir die Bildung von Feinblasen und somit fiir den Stofftransport des Begasers. Daher sind fiir eine
MaRstabsvergroBerung die pordose Begaseroberfliche zu erhéhen, oder mehrere Sinterfritten
parallel zu installieren, um einen moglichst hohen Stofftransport zu gewahrleisten. Allerdings sind
auch bei auftretender Sekundarblasenbildung im Rahmen der Feinblasenbegasung geringere
Begasungsraten im Bereich £1-2vvm (Nauha et al. 2015) festgestellt worden. Daher kann die
Feinblasenbegasung bei gleichem k,a deutlich besser in den gréBeren Mal3stab lberfihrt werden, als
die Makroblasenbegasung. Weitere Experimente im Pilot- oder groReren Malistdben sind aber
erforderlich.

Die genannten Ergebnisse unterstreichen das hohe Potenzial der Feinblasenbegasung beziiglich des
Stofftransports. Um dieses Potenzial auch in enzymatischen Reaktionen nutzen zu kdnnen, ist die
Verknilipfung des Stofftransports (OTR) mit der enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchsrate
notwendig. Durch die Definition der modifizierten Damkéhlerzahl Da* in Abschnitt 3.2.3 konnte ein
Ausdruck fir die Beurteilung der Stofftransportphdanomene unter Einbeziehung des
enzymmengenspezifischen Sauerstoffverbrauchs gefunden werden. Mittels dieser Grof3e kann fir ein
beliebiges gasverbrauchendes Reaktionssystem die Annahme der Stofftransportlimitierung tGberpriift
werden. Die Da* kann auch als Optimierungskriterium Da* =1 eines bestehenden Prozesses,
beziiglich des Enzymeinsatzes und der Optimierung des Stofftransports, in weiterflihrenden
Experimenten verwendet werden. Dieses Vorgehen eignet sich ebenso zur Uberpriifung der
Stofftransportlimitierung einer Reaktion mit anderen Enzymen oder anderen Substraten wie z.B. H,
oder CO,. Durch Anpassung der Enzymmenge, wie im Fall der GOx mit Da*/Mgnym = 1,38/MEenzym,
konnte mit dem Einsatz von 25mg(~12000 U) eine Stofftransportlimitierung bei Da*2>1
sichergestellt und demonstriert werden.

Wie zuvor dargestellt, ist die Einstellung der Stofftransportlimitierung von der eingesetzten
Enzymaktivitat abhangig. Neben dem Stofftransport ist die Enzymstabilitdt im begasten System von
entscheidender Bedeutung, um hohe Reaktionsgeschwindigkeiten aufrecht zu erhalten. In einer
Vielzahl von Studien konnte gezeigt werden, dass eine Gas-Fliissigphasengrenzfliche zu einer
erhohten Enzymdeaktivierung durch Proteinentfaltung fuhrt (Bhagia et al. 2018; Dias Gomes et al.
2019a; D'Imprima et al. 2019; Donaldson et al. 1980). Diese Aussage wurde am Beispiel der GOx
erfolgreich demonstriert. Die Feinblasenbegasung filihrte (iber den gesamten Arbeitsbereich zu
einem geringeren Aktivitatsverlust im Vergleich zur Submilli- und Makrobegasung. Vor allem durch
die geringe Phasengrenzflaichenerneuerung, als Resultat der hohen Verweilzeiten von Feinblasen,
konnte ein deutlicher Enzymstabilitatszugewinn im Vergleich zur Submilli- und Makroblasenbegasung
erzielt werden. Der qualitative Effekt der erhéhten Enzymstabilitdt durch Feinblasenbegasung wurde
am Beispiel von sechs verschiedenen Enzymen (GOx, NOX, TYR, GDH, ADH und P450) im Vergleich zur
Makroblasenbegasung bei einem k,a von 160 1/h gezeigt. Hierbei konnte kein direkter Einfluss des
Leistungseintrags und der Oxidation durch gelosten Sauerstoff auf die Enzymstabilitat festgestellt
werden. Es zeigte sich, dass Scherkrafte, welche durch Riihren, Gasimpulse, Koaeleszenz sowie
Blasenaufplatzen auf das Enzym wirken, durch die Bestimmung der kleinsten (durch
Energiedissipation) erzeugten Wirbel (Kolmogorov-Linge), nicht beeinflusst werden kdnnen. Am
Beispiel der GOx mit einer GréRe von <7 —14 x 10~ pm wurde demonstriert, dass die Kolmogorov-
Ldange um den Faktor 100 -1000 grofRer ist, als der hydrodynamische Durchmesser der GOx. Dabei ist
der Anteil der Scherkrafte zur Erzeugung oder Stabilisierung der Grenzflache zu bericksichtigen und
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sollte in weiteren Experimenten durch Blasengrolenmessung und Enzymstabilitditsmessung
untersucht werden. Da alle Stabilitatsuntersuchungen ohne Begasung in mit sauerstoffgesattigten
Puffern durchgefiihrt wurden, kann von einem geringen bis nicht signifikanten Effekt durch Oxidation
des Enzyms ausgegangen werden. Der Einfluss der Oxidation kann sich unterschiedlich fir jede
Mutante und jede Praparation auswirken und wurde nur fir ADH experimentell untersucht. Hierbei
resultierte bei Luft-Makroblasenbegasung (ti=24,4%1,2h) im Vergleich zu Stickstoff-
Makroblasenbegasung (ti/ stickstorf = 22,1 22,4 h) kein signifikanter Unterschied in der Enzymstabilitat.
Die Enzymentfaltung konnte durch weiterflihrende Experimente unter Verwendung von
fluoreszenzspektrophotometrischen Methoden in Abhéangigkeit von der Phasengrenzflache
untersucht werden. Diese Methode ist geeignet, um die zeitaufgeloste kinetische Entfaltung durch
Inline-Messung  der  Anderungen des  Tryptophan-Fluoreszenzspektrums bei einer
Anregungswellenlange von 290 nm, zu verfolgen (Donaldson et al. 1980; Maa and Hsu 1997). Die
Enzymdenaturierung als Funktion der Konzentration des hydrophoben Tryptophanrests in einer
Losung kann zu einer Abnahme der gemessenen Fluoreszenzintensitat flhren.

In den Messungen zeigte sich, dass die BlasengréRe einen deutlichen Einfluss auf die Enzymstabilitat
hatte. In der Gluconolactonsynthese wurden die zuvor beschriebenen Effekte weitergehend
untersucht. Bei konstantem Stofftransport von 160 1/h bestatigte sich der zuvor beobachtete,
entscheidende Einfluss der BlasengroRe auf die Enzymstabilitdt. Es konnte eine Steigerung der
Ausbeute um 30% mit der Feinblasenbegasung realisiert werden. Unter der Bedingung eines
konstanten Stofftransports sind lediglich die BlasengroRe und die
Phasengrenzflaichenerneuerungsrate verschieden. Es konnte festgestellt werden, dass dadurch die
Enzymstabilitdt im Vergleich zum Stofftransport einen gréBeren Einfluss hat. Eine Erhdhung der
Sauerstoffatomokonomie durch Feinblasen fiihrte, im Vergleich zur Makroblasenbegasung, zu einer
Steigerung um den Faktor 45. Eine andere Moglichkeit ist die Beaufschlagung mit Druck, wodurch
die Loslichkeit von Sauerstoff deutlich gesteigert werden konnte. Auch die Begasung mit reinem
Sauerstoff oder mit Sauerstoff angereicherter Luft kann eine Erhéhung der Sauerstoffokonomie
bewirken (Bolivar et al. 2019; Lee 2020b).

Mittels des TYR Systems, welches mit Da*/meg,ym = 17,24 /mg ein hohes Potenzial fiir den Einsatz der
Feinblasentechnologie bietet, konnten erfolgreich die zuvor mit GOx beobachten Effekte auf die
Enzymstabilitdt und den erhdhten Umsatz bestdtigt werden. Im Umsatzverlauf (siehe Abb. 53)
bezogen auf L-Tyrosin zeigt sich, dass bei konstantem k;a von 160 1/h mit Feinblasenbegasung nach
45 min nahezu ein Vollumsatz erreicht wurde. Erfolgte die Reaktion hingegen mit Makroblasen,
erreichte der Umsatz lediglich 72%. Dieses Experiment weist eine vergleichbare Tendenz zu den
Begasungsversuchen mit GOx (Abschnitt 3.5.2) auf. Somit konnte der positive Effekt auf den
Reaktionsfortschritt erfolgreich mit einem zweiten, unabhangigen Reaktionssystem, reproduziert
werden. Die Hypothese, eine Reduktion der Deaktivierung durch Immobilisierung der TYR und GOx
zu erreichen, wurde nicht bestatigt. Es konnten die TYR und die GOx erfolgreich kovalent mittels
Glutaraldehyd an einen PA12 Trager angebunden und im begasten Riihrkessel getestet werden. Die
Immobilisierung der GOx erscheint dabei deutlich vielversprechender, als die der TYR. Bei einmaliger
Wiederverwendung resultierte ein deutlicher Aktivitatsverlust von 50%. Deshalb ist die
Feinblasenbegasung mit geléstem Enzym der Immobilisierung mit der verwendeten Methode im
begasten STR lberlegen. Vorteilhaft ist sie allerdings in Hinsicht auf die kontinuierliche Produktion.
Hier konnte durch weitere Optimierung der Immobilisierungsmethoden (passende
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Tragermaterialeien, Enzyme-Engineering der TYR und GOx) die Produktivitdt deutlich gesteigert
werden.

Nachdem die Anwendbarkeit und die positiven Effekte der Begasung mit Feinblasen erfolgreich
dargestellt werden konnten, wurde die Anwendung von Ultrafeinblasen in einer
Gluconolactonsynthese untersucht. Ultrafeinblasen sind nach 1SO/TC 281, Fine bubble technology,
Feinblasen mit einem volumenaquivalenten Durchmesser von weniger als 1 um (Tsuge 2014). In den
NanoSight-Messungen konnten eine hohe Stabilitdit von 62 d, sowie eine Konzentration von
1,99 x 10® n/mL ermittelt werden. Die theoretisch verfigbare Oberfliche, im Vergleich zur Begasung,
wurde als zu gering eingestuft, um einen Effekt auf die Reaktion zu haben. Wie in der Literatur
beschrieben, konnte auch im Rahmen dieser Arbeit kein positiver Nachweis fiir die Existenz von
Ultrafeinblasen (Nanoblasen), generiert durch den AMB3, erbracht werden. Es ist noch nicht
abschlieRend geklart, ob mit deutlich kleineren UFBs und mit hoheren UFB-Dichten ein Effekt auf die
Gluconolactonsynthese feststellbar ware. Weiter konnte kein Effekt durch die UFBs beziiglich der
Ausbeutekurve und Anfangsaktivitat der GOx beobachtet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte der positive Effekt der Begasung mit Feinblasen in enzymatischen
Oxidationsreaktionen erfolgreich demonstriert und reproduziert werden. Die Vorteile sind der hohe
Stofftransport, die gesteigerte Gasnutzung und der Zugewinn an Enzymstabilitat im Vergleich zur
Begasung mit Submilli- und Makroblasen. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen, dass in der
Anwendung der Feinblasentechnologie ein grolRes Potenzial zur Optimierung von Prozessen in der
Biokatalyse besteht.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung und Einordnung der Eignung der Feinblasentechnologie in der
Biokatalyse. Hierzu wurden Untersuchungen zur Einlosung von Gasen in Flissigkeiten unter
Atmospharendruck durchgefihrt. Es erfolgte ein detaillierter Begaservergleich beziiglich der
erzeugten BlasengrolRe von Fein-, Submilli- und Makroblasen. Um die Anwendung fiir die Biokatalyse
beurteilen zu koénnen wurden die optimalen Reaktionsbedingungen, sowie ein
Modellreaktionssystem hinsichtlich des Sauerstoffverbrauchs charakterisiert. Auf der Basis dieser
Charakterisierung konnten die Einzeleffekte bezliglich Stofftransport, Rihrerleistungseintrag und
Enzymstabilitdt untersucht werden. Die identifizierten Effekte und Abhéangigkeiten wurden am
Beispiel mehrerer unterschiedlicher enzymatischer Modellreaktionen demonstriert. Weiterhin
erfolgte die Untersuchung der Anwendung der Feinblasenbegasung bezliglich der Produktivitat,
Sauerstoffatomdkonomie und Enzymstabilitdat im begasten System.

e Gasnutzungseffizienz und Stofftransportcharakterisierung (k.a) der Begaser

Im direkten Vergleich der volumenspezifischen Stofftransportrate (k,a) der Begaser wurde Uber den
gesamten Bereich von 0,006 - 16,67 vvm ein deutlicher Vorteil der Begasung mit Feinblasen im
Vergleich zur Begasung mit Submilli- und Makroblasen gemessen. Mittels des
Gasverbrauchseffizienzfaktors no; gyizenz, konnte bei konstantem k,a von 160 1/h ein Vergleich der
Makro-, Submilli- und Mikrobegasung, zunachst ohne Reaktion, durchgefiihrt werden. Hierbei wurde
fur die Makroblasenbegasung ein 25-mal héherer und fiir die Submilliblasenbegasung ein 12,25-mal
hoherer Gasverbrauch im Vergleich zur Begasung mit Feinblasen festgestellt. Das hohe
Stofftransportpotenzial und die Optimierung des Gasverbrauchs wurden in dieser Arbeit im Detail
demonstriert.

e Potenzial der Oxidasen beziiglich Stofftransportlimitierung im begasten Riihrkessel

Um die Begasungssysteme beziglich ihres Stofftransports fir eine enzymatische Reaktion mittels
Ausbeute und Umsatz vergleichen zu konnen, ist die Annahme einer Stofftransportlimitierung der
Reaktion eine Voraussetzung. Daher wurden die Oxidasen hinsichtlich ihrer enzymengen spezifischen
Sauerstoffverbrauchsrate (basierend auf dem gemessenen v,,) als Hauptauswahlkriterium
verglichen. Die Einflihrung der modifizierten Damkdhlerzahl Da* ermdglichte einen Vergleich der
Oxidasen bezliglich der Stofftransportphanomene unter Einbeziehung des enzymengen spezifischen
Sauerstoffverbrauchs. Mit dieser GroRe kann fiir ein beliebiges gasverbrauchendes Reaktionssystem
die Stofftransportlimitierung Uberprift werden. Die Da*/mgnym flir GOx mit 1,38/mMgensym,
TYR 17,24/mgen,ym zeigte ein hohes Potenzial beziglich der Stofftransportlimitierung (Da* 2 1) fir die
Anwendung der Feinblasenbegasung. Durch Anpassung der Enzymmenge, wie im Fall der GOx mit
Da*/Menyym = 1,38/Mgenyym, kann mit dem Einsatz von 25mg(~12000 U) eine Da*21
(Stofftransportlimitierung) eingestellt und ein Begaservergleich erméglicht werden.

e Enzymstabilitdt im mit Fein-, Submilli- und Makroblasen begasten Riihrkessel (STR)

Als Ergebnis der Stabilitatsuntersuchungen bei Inkubation mit Fein- und Makroblasenbegasung im
begasten STR, konnte bei allen Enzymen eine signifikante Erhohung der Enzymstabilitat mit
Feinblasen erzielt werden. Dieser Effekt wurde am Beispiel von sechs verschiedenen Enzymen (GOx,
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NOX34, TYR, GDH 105, ADH97L und Cytochrom P450) im Vergleich zur Makroblasenbegasung bei
einem k,a von 160 1/h untersucht. Es zeigte sich, dass Scherkrafte welche durch Rihren, Gasimpuls,
Koaleszenz sowie Blasenaufplatzen, auf das Enzym wirken, durch die Bestimmung der kleinsten
(durch Energiedissipation) erzeugten Wirbels (Kolmogorov-Lange), nicht beeinflusst werden kdnnen.
Am Beispiel der GOx konnte demonstriert werden, dass die Kolmogorov-Lange um den Faktor 100 -
1000 grolRer ist, als der hydrodynamische Durchmesser der GOx. Die Feinblasenbegasung fiihrte
Uber den gesamten Arbeitsbereich zu einem geringeren Aktivitatsverlust im Vergleich zu Submilli-
und Makrobegasung. Hierbei konnte kein direkter Einfluss des Leistungseintrags und der Oxidation
durch gel6sten Sauerstoff auf die Enzymstabilitdt der ADH97L nachgewiesen werden. In der
Untersuchung des Leistungseintrags und der Oxidation durch geldsten Sauerstoff auf die
Enzymstabilitat zeigte sich kein messbarer Effekt.

e Anwendung von Feinblasentechnologie in der Biokatalyse

Es wurden der Einfluss des Rihrers und des Stromungsprofils auf die Ausbeute des ADH97L/NOX34
Modellsystems untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente bestatigten die Hypothese, dass die
Erhéhung des Leistungseintrags keinen oder lediglich einen geringen Effekt auf die Ausbeute der
ADH97L/NOX34 Systeme hat. Ebenso verhilt es sich bei der Betrachtung der Desintegrierung von
Fein- und Submilliblasen (generiert mit 0,5 um, 2 um und 10 um Sinterfritte). Weiter konnte gezeigt
werden, dass beim Einsatz eines Schragblattrihrers die gleichen Ausbeuten bei geringerem
Leistungseintrag erreicht werden als bei Verwendung eines Scheibenriihrers.

Am Beispiel der Gluconolactonsynthese mit Da*/menym = 1,38/Mgensym konnte bei konstanter
Begasungsrate von 0,67 vwm eine Erhdhung der Ausbeute um ~40% im Vergleich mit der
Makroblasenbegasung zielt werden. Weitere Versuche bei konstantem Stofftransport von 160 1/h
bestdtigten den zuvor beobachteten hohen Einfluss der BlasengroRe auf die Enzymstabilitat. Hier
wurde eine Erhohung der Ausbeute um 30% mittels Feinblasenbegasung erreicht. Durch dieses
Ergebnis konnte gezeigt werden, dass der Einfluss auf die Ausbeute hauptsachlich von der
Enzymstabilitdt abhangt. Weiterhin konnte eine Steigerung der Sauerstoffatomoékonomie der
Feinblasenbegasung um den Faktor 45 gegenliber der Begasung mit Makroblasen festgestellt
werden.

Mittels des TYR Systems welches mit Da*/Menym = 17,24/Mgenym €in hohes Potenzial fir den Einsatz
der Feinblasentechnologie bietet, konnten die zuvor mit GOx beobachten Effekte auf Enzymstabilitat
und gesteigerten Umsatz bestatigt werden. Im Umsatzverlauf bezogen auf L-Tyrosin zeigt sich, dass
bei konstantem k,a von 160 1/h mit Feinblasenbegasung nach 45 min nahezu ein Vollumsatz erreicht
wird. Wird die Reaktion hingegen mit Makroblasen begast, erreicht der Umsatz nur 72%. Weiter
konnte die Selektivitat der L-DOPA Bildung durch Anpassung der Enzymmenge fir Da* = 1 optimiert
werden.

Die TYR und GOx wurde erfolgreich kovalent mittels Glutaraldehyd an einen PA12 Trager gebunden
und im begasten Rihrkessel eingesetzt. Im Test der Immobilisate zeigte die TYR und GOx hohe
Aktivitatsverluste von ~50% bei einmaliger Wiederverwendung, was deutlich hoher ist, als in der
Reaktion mit geléstem Enzym. Es konnte kein Vorteil der Immobilisierung von TYR und GOx mit der
verwendeten Methode im begasten STR festgestellt werden.

Es wurde die Anwendung von Ultrafeinblasen in einer der Gluconolactonsynthese untersucht. In den
NanoSight Messungen konnten eine hohe Stabilitdit von 62 d, sowie eine Konzentration von



116

1,99 x 10% n/mL festgestellt werden. Ein Effekt der UFBs auf die Ausbeutekurve und die
Anfangsaktivitat in der Gluconolactonsynthese war nicht nachweisbar. Vielmehr wurde festgestellt,
dass die durch UFB bereitgestellte Oberflache im Vergleich zur Begasung mit Mikroblasen sehr gering
ist.

Zusammenfassend konnte erfolgreich die erhohte Stofftransportkapazitat und die Erhohung der
Enzymstabilitdit durch den Einsatz der Feinblasentechnologie in der enzymatischen Reaktion
demonstriert und reproduziert werden. Hierbei sind vor allem der hohe Stofftransport, die
gesteigerte Gasnutzung und der Zugewinn an Enzymstabilitdt im Vergleich zur Begasung mit Submilli-
und Makroblasen vielversprechend und sollten in weiteren Experimenten im gréBeren Malstab
untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, dass sich durch die Anwendung der
Feinblasentechnologie ein groBes Potenzial zur Optimierung von Prozessen in der Biokatalyse
erschlieBt. Die weiterfihrende Untersuchung der Protein/ Grenzflichen-Wechselwirkung ist der
Schlissel fiir die Optimierung der Enzymstabilitdit und die Durchfiihrbarkeit von vielen neuen
Anwendungen in der Biokatalyse.
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6 Anhang
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Abb. 58: Aktivitatsbestimmung einer Glucoseoxidase bei Variation der Pufferkonzentration
(Photometerassay: 1 Gew.-% D-Glucose, A = 520 nm, T = 35°C, 20 U/mL GOx, 20 U/mL Katalyse, n = 3,
MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure), Citrat-Phosphat, Na-Acetat, KP; pH 5,3)
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Abb. 59: Aktivitatsbestimmung einer Tyrosinase bei Variation der Pufferkonzentration
(Photometerassay: 0,05 mg/mL Tyrosinase, 1 mM L-Tyrosin, Citrat-Phosphat, Na-Acetat, KP;, pH 6,5
bei 20°C, A = 280 nm)
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Abb. 60: Bestimmung der Halbwertzeit bei Variation der Temperatur fir eine Tyrosinase
(Photometerassay: 0,05 mg/mL Tyrosinase, 1 mM L-Tyrosin, 50 mM KP; pH 6,5 bei 20°C, A =280 nm
,Regression (Fit. Srabi) mit Gleichung ( 26 ))
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Abb. 61: Bestimmung der Aktivitdt bei Variation des pH und der Temperatur einer Tyrosinase
(Photometerassay: 0,05 mg/mL Tyrosinase, 1 mM L-Tyrosin, A = 280 nm, 50 mM KP; pH 6,5)
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Abb. 62: Aktivitatsbestimmung einer Alkoholdehydrogenase (ADH) bei Variation der
Pufferkonzentration (Photometerassay: A =340 nm,d=1cm, V=1 mL T = 25°C, Puffer pH 8, Tris-HCl
mit 2 mM MgCl, 0,1 mM NAD", n = 3)
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Abb. 63: Aktivitatsbestimmung einer NADH-Oxidase (NOX34) bei Variation der Pufferkonzentration
(Reaktionsbedingungen: A =340 nm, d=1 cm, V=1ml T=25°C, 100 mM Tris-HCL Puffer (pH =7),
0,1 mM NADH, Sauerstoffsattigung)
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Abb. 64: Aktivitatsbestimmung einer NADH-Oxidase (NOX-Opp.) bei Variation der
Pufferkonzentration (Reaktionsbedingungen: A =340 nm, d=1 cm, V=1ml T=25°C, 100 mM Tris-
HCL Puffer (pH = 7), 0,1 mM NADH, Sauerstoffsattigung)
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