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Vorwort
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jedes Unterkapitels diskutiert. In Kapitel 9 werden neben neuen Resultaten die fur
diese und weitere Arbeiten auf gleichem Gebiet wichtigen Erkenntnisse zu den
Losungsmitteleigenschaften der ionischen Flissigkeiten umfassend diskutiert. In
Kapitel 10 wird ein Leitfaden formuliert, der anhand eines verallgemeinerten
Szenarios die Voraussetzungen fiur den Einsatz ionsicher Flissigkeiten als
Losungsmittelphase beschreibt und Hinweise fur die Verfahrensentwicklung gibt.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Schon im siebten Jahrtausend vor Christus machten sich die Menschen
unbewusst Mikroorganismen zur Herstellung vergorener Getranke zunutze
(McGovern et al. 2004). Jedoch erst im 19. Jahrhundert nach Christus erkannte
Louis Pasteur die Garung als Stoffwechselvorgang dieser Kleinstlebewesen. Dem
franzosischen Physiker und Chemiker gelang auch auf einem anderen Gebiet ein
entscheidender Durchbruch. Er trennte als erster die Enantiomere einer chemi-
schen Verbindung. Darunter verstent man Stoffe, die eine spiegelbildliche rdum-
liche Struktur besitzen, jedoch nicht zur Deckung gebracht werden koénnen,
vergleichbar einer rechten und einer linken Hand. Vom griechischen Wort flr
.Hand", cheir, leitet sich auch der Name fur dieses Phanomen ab: die Chiralitat
(Hellwich 2002).

Abbildung 1.1 Chemische Strukturformeln von (R)-Carvon und (S)-Carvon.

Enantiomere drehen linear polarisiertes Licht in entgegengesetzte Richtungen,
unterscheiden sich ansonsten aber nicht in ihren physikalischen Eigenschaften.
Auch ihre chemischen Eigenschaften und Reaktionen gegenuiber nicht-chiralen
Stoffen sind identisch. Die Wechselwirkungen mit lebenden Organismen oder



2 Einleitung

Stoffen biologischen Ursprungs sind dagegen meistens unterschiedlich, da diese
selbst aus chiralen Molekilen bestehen. So nehmen die menschlichen
Geruchsrezeptoren zum Beispiel die beiden Formen von Carvon differenziert wahr
(Vollhardt und Shore 2000). (S)-Carvon riecht nach Kimmel, (R)-Carvon dagegen
nach Pfefferminze (Abbildung 1.1). Besonders gravierend kann der Unterschied
bei Arzneimitteln sein. (R)-N-Methylphenylpropylbarbiturat wirkt narkotisch, die
(S)-Form krampfauslosend. Am bekanntesten ist das Beispiel von Thalidomid, das
1958 bis 1962 unter dem Namen Contergan® als Schlafmittel vermarktet wurde.
Das Medikament wurde als Racemat, also als Gemisch gleicher Anteile beider
Enantiomere, verabreicht. Das (S)-Enantiomer hat jedoch teratogene Wirkung und
fuhrte dadurch zu mehreren Tausend schwer missgebildeten Neugeborenen.

Spéatestens seit diesem Unglick ist das Bewusstsein fur die unterschiedliche
Wirkung von Enantiomeren vorhanden, wodurch die Anforderungen an die
Untersuchungen neuer chiraler Arzneimittel und deren enantiomerenreine
Herstellung stark gestiegen sind (Food and Drug Administration 1992). Fur
Arzneimittelvorprodukte, aber auch fir Nahrungsergdnzungsmittel wie Vitamine
oder Agrochemikalien haben sich biotechnologische Verfahren als effektive
Methode zur asymmetrischen Synthese etabliert und kombinieren somit die
beiden Errungenschaften Louis Pasteurs. In Abgrenzung zur direkten Herstellung
pharmazeutischer Wirkstoffe wie zum Beispiel Antikdrper mittels Zellkulturen, rote
Biotechnologie genannt, und der grinen Pflanzenbiotechnologie, wird diese
industrielle Nutzung biologischer Methoden als weif3e Biotechnologie bezeichnet
(EuropaBio 2003).

2010 werden voraussichtlich 20 % der Chemieprodukte durch die weilRe
Biotechnologie hergestellt (Festel et al. 2004). Dies entspricht einer GroRen-
ordnung von 310 Milliarden US-Dollar und somit einem hoch interessanten Markt
fur die europaische Chemieindustrie (DECHEMA 2004). Die grof3ten Anteile
werden dabei auf die Fein- und Spezialitatenchemie entfallen, weshalb in diesem
Bereich neue, effiziente und nachhaltige Verfahren gefragt sind, um die bisherigen
Probleme bei der Anwendung der Biotechnologie zu beseitigen.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die Nahrungsmittel-, Agro- und Pharmaindustrie bendétigt in zunehmendem Mal3e
chirale chemische Verbindungen mit hoher Enantiomerenreinheit. Die Ganzzell-
Biokatalyse stellt in vielen Fallen, zum Beispiel wenn Transportmetabolite oder
mehrere Enzyme an den Reaktionen beteiligt sind, eine effektive und umwelt-
schonende Methode zur Herstellung dieser Feinchemikalien dar. Nachteile in der
Effizienz solcher Prozesse entspringen jedoch oft der geringen Wasserloslichkeit,
der Instabilitat in Wasser und der toxischen oder inhibierenden Wirkung der
Edukte und Produkte auf den Biokatalysator.

Zur Loésung dieser Probleme wurden bisher héaufig organische Ldsungsmittel
eingesetzt. Diese dienen in einem einphasigen Ansatz als Loslichkeitsvermittler
oder in einem zweiphasigen Ansatz als Eduktreservoir und in situ-Extraktions-
mittel. Dadurch erhdhen sie die Eduktverfiigbarkeit und verringern im zweiten Fall
zusatzlich die Instabilitat der Edukte und Produkte sowie deren schadigende
Wirkung auf den Biokatalysator. Da die organischen Ldsungsmittel jedoch
meistens ebenfalls toxisch fur die Zellen sind, ist deren Verwendung nicht optimal.
Zudem fuhrt der hohe Dampfdruck und die Brennbarkeit dieser Losungsmittel zu
grof3en Verlusten und Umweltbeeintrachtigungen sowie zu Explosionsgefahr.

Daher ist die Evaluierung neuartiger Losungsmittel von grof3em Interesse.
lonischen Flussigkeiten stellen eine solche alternative Stoffklasse dar. Es handelt
sich dabei um Salze, die bei Raumtemperatur flissig sind. Sie bestehen also
ausschlieBlich aus lonen und unterscheiden sich dadurch erheblich von
organischen LOsungsmitteln. So besitzen sie einen verschwindend geringen
Dampfdruck und sind nicht brennbar. Diese Tatsache macht ionische
Flissigkeiten fur einen mdglichen Einsatz in der Ganzzell-Biokatalyse interessant.

Da sie aber in diesem Zusammenhang bisher kaum charakterisiert worden sind,
soll das Ziel dieser Arbeit sein, das Potenzial ionischer Flissigkeiten zur Steige-
rung der Effizienz der Ganzzell-Biokatalyse abzuschatzen und allgemein giltige



Problemstellung und Zielsetzung

Leitlinien flr deren Einsatz zu formulieren. Als Beispiele sollen Racematspaltun-
gen mit D-Aminosaureoxidase-aktiven Trigonopsis variabilis und asymmetrische
Synthesen mit Alkoholdehydrogenase-aktiven Lactobacillus kefir, Saccharomyces
cerevisiae und Escherichia coli durchgefiihrt werden, da bei diesen Redoxreak-
tionen der Ganzzellansatz aufgrund der benétigten Cofaktorregenerierung vorteil-

haft ist.

Folgende Arbeitsschritte sind zur Erreichung der Zielsetzung geplant:

= Entwicklung effizienter Verfahren zur Herstellung der bisher schlecht

verfiigbaren Biokatalysatoren (Trigonopsis variabilis und Lactobacillus kefir)
bis in den 150 L-Maf3stab.

= Durchfihrung von Aminosaure-Racematspaltungen und asymmetrischen
Ketonreduktionen in Gegenwart ionischer Flussigkeiten in mL-Parallel-
ansatzen. Dabei sollen folgende Aspekte untersucht werden:

o

Ermittlung der Loslichkeit von Edukten und Produkten in nicht mit
Wasser mischbaren ionischen Flissigkeiten sowie des Verteilungs-
koeffizienten dieser Stoffe zwischen ionischer Flussigkeit und wassri-
ger Pufferlésung im Vergleich zu organischen Losungsmitteln.

Charakterisierung der Loslichkeitsvermittiung von Edukten und
Produkten durch mit Wasser mischbare ionische Flussigkeiten in
wassriger Pufferlésung.

Ermittlung der Biokompatibilitat ionischer Flissigkeiten im Vergleich zu
organischen Losungsmitteln durch Bestimmung der schadigenden
Effekte auf die Mikroorgansimen.

Evaluierung verschiedener Prozessstrategien, zum Beispiel einpha-
sige Reaktionsansatze aus wassriger Pufferlésung und mit Wasser
mischbaren ionischen Flussigkeiten oder zweiphasige Reaktions-
ansatze mit wassriger Pufferlosung und nicht mit Wasser mischbaren
ionischen Flussigkeiten.

Vergleich von Ausbeute, Enantiomerenreinheit und weiterer Prozess-
groRen zwischen rein wassrigen Reaktionsansatzen, solchen mit
ionischen Flussigkeiten und solchen mit organischen Losungsmitteln.

Untersuchungen zur Wiederverwendbarkeit der Biokatalysatoren
sowie zur Wiederverwendbarkeit der ionischen Flussigkeiten.

= Mal3stabsvergrofRerung in den 200 mL-Rihrkesselreaktor und reaktions-
technische Analyse eines ausgewéhlten Syntheseprozesses.
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3 Theoretische Grundlagen

Nachfolgend werden die in dieser Arbeit verwendeten theoretischen Grundlagen
aufgefuhrt. Dazu zahlen biologische, chemische und physikalische Eigenschaften
der eingesetzten Materialien, die genutzten Verfahren und Theorien inklusive
deren Herleitung und Definitionen sowie der Stand der Wissenschaft und Technik
in den relevanten Gebieten.

3.1 lonische Flussigkeiten

lonische Flussigkeiten sind Salze mit relativ niedrigem Schmelzpunkt und relativ
geringer Viskositat der Salzschmelze. Je nach willkirlich festgelegter Definition
wird damit ein Schmelzpunkt unter 100C oder unter 25T verstanden und eine
Viskositat, die eine praktische Handhabung als Flussigkeit erlaubt, zum Beispiel
< 1000 mPa s. In der wissenschaftlichen Literatur die Biokatalyse betreffend, und
somit auch hier, werden ionische Flussigkeiten verstanden und verwendet, die bei
Raumtemperatur im fliissigen Aggregatzustand vorliegen.

3.1.1 Eigenschaften ionischer Flissigkeiten

Die Entwicklung und Charakterisierung ionischer FlUssigkeiten ist eine relativ
junge Disziplin (Wasserscheid 2001, Wasserscheid und Welton 2003). 1914
wurde das bei Raumtemperatur flissige Ethylammoniumnitrat hergestellt, 1948
folgten ionische Flussigkeiten mit Chloroaluminationen als Badfllissigkeiten zum
Elektroplatinieren von Aluminium. Ende der siebziger Jahre wurden diese
Systeme fir elektrochemische Anwendungen zu bei Raumtemperatur flissigen
Elektrolyten weiter entwickelt. Anfang der achtziger Jahre wurden Chloroaluminat-
schmelzen erstmals als nicht-wassrige, polare Losungsmittel zur Untersuchung
von Ubergangsmetallkomplexen eingesetzt. Wenige Jahre spater wurden saure
Chloroaluminatschmelzen als Friedel-Crafts-Katalysatoren beschrieben und als
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Reaktionsmedien fur die organische Synthese verwendet, so zum Beispiel 1990
als Losungsmittel fur die homogene Ubergangsmetallkatalyse.

Chloroaluminatschmelzen kénnen als ionische Flussigkeiten der ersten Gene-
ration bezeichnet werden. Sie sind sowohl instabil, vor allem durch Hydrolyse, als
auch reaktiv und besitzen daher ein eingeschréanktes Einsatzgebiet. 1992 wurden
die ersten hydrolysestabilen ionischen Flussigkeiten mit Tetrafluoroborationen
entwickelt - die zweite Generation. Diese ionischen Flussigkeiten mit haloge-
nierten Anionen genidgen nun den Anforderungen in den meisten Einsatzgebieten.
Unter bestimmten Bedingungen und Uber langere Zeit kdonnen sich jedoch
hochreaktive Spaltprodukte wie Fluss- und Salzsaure (HF und HCI) bilden. Daher
wird in Zukunft die Entwicklung einer dritten Generation halogenfreier ionischer
Flissigkeiten von grofem Interesse sein.

Tabelle 3.1: Struktur der lonen der in dieser Arbeit verwendeten ionischen Flussigkeiten
[BMIM][PF¢], [BMIM][Tf,N], [BMIM][OcSO,], [BMIM][BF4] und [OMA][Tf,N].

Kationen Anionen
1-n-Butyl-3-methylimidazolium Hexafluorophosphat Octylsulfat
[BMIM]* [PFe] [OcSO.]
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[OmMA]* [TfoNT [BF.]

(|:8H17 F F F F F

S S '-
H17C8 C8H17 F P N\ F F—B—F

| _S S |

CH o~ \\ // o F

3 O 0

Durch die Kombination verschiedener Anionen und Kationen lasst sich theoretisch
eine sehr groRe Zahl, mindestens eine Million, binarer ionischer Flissigkeiten
herstellen (Rogers und Seddon 2003). Damit ist die Einstellung unterschiedlichster
Eigenschaften verbunden, so dass fir jeden Einsatzbereich ein optimales
.Designer-Losungsmittel* denkbar ist. Zu den allen ionischen Flissigkeiten
gemeinen Eigenschaften gehoren der verschwindend geringe, nicht messbare
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Dampfdruck, die Nichtbrennbarkeit, der weite Flussigkeitsbereich, das groR3e
elektrochemische Fenster und die guten LoOsungsmitteleigenschaften. Die
Kationen sind dabei organischer Natur, die Anionen zumeist anorganischer.

Im Folgenden werden die fir diese Arbeit wichtigen Eigenschaften ionischer
Flissigkeiten naher beschrieben, wie sie zum Beispiel von Wasserscheid und
Welton (2003) ausfiihrlich zusammengefasst wurden. Die Struktur der verwen-
deten ionischen Flissigkeiten ist in Tabelle 3.1 dargestellt, deren Eigenschaften
sind im Anhang in Tabelle 14.24 aufgelistet.

Schmelzpunkte und Flissigkeitsbereich

Schmelzpunkt und Flissigkeitsbereich sind wichtige GroRRen fiir das Einsatzgebiet
ionischer Flussigkeiten.

Der Schmelz- oder auch Glasibergangspunkt ionischer Flussigkeiten wird von
mehreren Faktoren bestimmt. Generell liegt er mit zunehmender Symmetrie des
Kations hoher. Mit zunehmender Lange der Alkylseitenketten bis zu circa acht
Kohlenstoffatomen nimmt der Schmelzpunkt ab, dartber steigt er erneut an, wie in
Abbildung 3.1 zu sehen. Er verringert sich bei grof3eren Anionen durch die
Reduktion der Coulombkrafte. Weiteren Einfluss auf den Schmelzpunkt haben
magliche Wasserstoffbriickenbindungen und Van-der-Waals-Kréafte.
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Abbildung 3.1 Darstellung der Schmelz- oder Glasiibergangstemperatur ionischer FlUssig-

keiten mit 1-Alkyl-3-Methylimidazolium-Kation und den Anionen [BF,] @,
[PFe] V und [Tf,N]' ® in Abhé&ngigkeit der Alkylkettenlange (nach Wasser-
scheid und Welton 2003).
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Der Flissigkeitsbereich wird nach unten durch den Schmelzpunkt, den Ubergang
zum festen oder glasartigen Zustand, markiert, nach oben durch die Zersetzungs-
temperatur. Mittlerweile sind ionische Flussigkeiten mit Schmelzpunkten von circa
-100C bekannt. Die Zersetzungstemperatur liegt bei circa 350C bis 450C.

Daraus ergibt sich ein Flussigkeitsbereich, der weit tGber 300 K umfasst. Im
Vergleich zu molekularen Losungsmitteln wie Wasser (100 K) und Dichlormethan
(145 K) stellt dies eine betrachtliche Steigerung dar, die in grol3eren Freiheiten
resultiert, zum Beispiel bei der Reaktionsfihrung von Synthesen mit ionischen
Flissigkeiten als Losungsmittel.

Viskositat

Die Viskositat ist einerseits wichtig fur die Handhabung der ionischen Flissigkeit
und andererseits relevant fur Stofftransportphdnomene.

Die bisher untersuchten ionischen Flussigkeiten sind alle Newtonsche Fluide. lhre
dynamische Viskositat ist sehr unterschiedlich und reicht von etwa 10 mPa s bis
Uber 1000 mPa s. Zum Vergleich besitzen molekulare Lésungsmittel bei Raum-
temperatur Viskositaten von 0,2 mPa s (Diethylether) bis 934 mPa s (Glycerol).
Wasser weist eine Viskositat von 1,0 mPa s auf, Ethylenglycol von 16 mPa s.

Die Viskositat ionischer Flussigkeiten ist oft stark temperaturabhéngig. So steigt
sie fur [BMIM][PF¢] bei Abkihlung von 25T auf 20C um 27 %. Die Visk ositéat von
auf Imidazolium basierenden ionischen Flissigkeiten steigt tendenziell mit der
Lange der Alkylketten. Das Anion hat ebenfalls einen grof3en Einfluss auf die
Viskositat, welcher aber nicht alleine auf dessen GroRe zurtick gefihrt werden
kann. Andere Faktoren wie Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Anionen und
Kationen spielen wahrscheinlich ebenso eine Rolle, sind aber noch nicht ndher
untersucht. Verunreinigungen konnen dariiber hinaus zu einer starken Anderung
der Viskositat fuhren.

Dichte

Die Dichte ist vor allem fur die Geschwindigkeit der Phasentrennung bei
Zweiphasensystemen relevant.

Die bekannten ionischen Fliissigkeiten besitzen eine Dichte zwischen 1,05 g mL™
und 2,4 g mL™. Je groRer die Masse des Anions, desto gréRer ist auch die Dichte
der ionischen Flussigkeit. FUr die Kationen gilt die entgegengesetzte Beziehung.
Im Gegensatz zur Viskositat ist die Dichte wenig abhangig von der Temperatur
und der Konzentration moglicher Verunreinigungen.
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Loslichkeiten

Die Losungseigenschaften sind von herausragendem Interesse, falls ionische
Flissigkeiten als Alternative fiir organische Losungsmittel, Elektrolyte, chromato-
graphische Phasen und Matrizes fur ,matrix assisted laser desorption/ionization*
(MALDI)-Techniken eingesetzt werden sollen.

lonische Flussigkeiten zeigen &hnliche Losungseigenschaften wie dipolare,
aprotische Losungsmittel und kurzkettige Alkohole. Je langer die Alkylketten des
Kations, desto lipophiler ist die ionische Flussigkeit. Hydrophile Molekule, wie zum
Beispiel Zucker, oder auch geladene Molekile werden nur von ionischen
Flissigkeiten mit weniger lipophilen Seitenketten, zum Beispiel solchen mit
Ethergruppen, gelost.

Die Mischbarkeit von ionischen Flussigkeiten mit Wasser hangt stark vom Anion
ab. Die meisten ionischen Flissigkeiten sind nicht mischbar mit Alkanen oder
anderen nicht-polaren organischen Lésungsmitteln.

Die Loéslichkeit von Gasen ist fur den Einsatz ionischer Flissigkeiten als
Reaktionsmedium bedeutend, jedoch noch wenig untersucht. CO; ist beispiels-
weise in [BMIM][PF¢] bei 40C und 93 bar bis zu einem Molanteil von 72 % I6slich
(Blanchard et al. 2001). Die Loslichkeiten der fur synthetische Reaktionen oft
wichtigen Gase H,, O, und CO sind dagegen nach bisherigem Wissensstand nur
sehr gering.

Polaritat

Die Polaritat eines Losungsmittels hat nicht nur Einfluss auf die Losungs-
eigenschaften, sondern auch auf den Verlauf und das Gleichgewicht chemischer
Reaktionen.

lonische Flussigkeiten werden als polare Lésungsmittel angesehen. Abhangig
vom Anion konnen sie nicht-koordinierend sein. Solvatochromatische Unter-
suchungen zeigen, dass sie ahnliche Polaritaten wie kurzkettige Alkohole und
polare, aprotische Losungsmittel wie Dimethylsulfoxid (DMSO) und Dimethyl-
formamid (DMF) haben. Somit liegen die Polaritdten zwischen denen von Wasser
und chlorierten Loésungsmitteln.

Molekulare Struktur und Dynamik

Bislang wurden nur sehr wenige Untersuchungen zur molekularen Struktur und
Dynamik ionischer Flussigkeiten durchgefiihrt. Es gibt allerdings Hinweise darauf,
dass eine enge Korrelation zwischen der Festkdrperstruktur und der Struktur der
Flissigkeit besteht.
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Toxizitat

Uber die Toxizitit der verwendeten ionischen Flissigkeiten ist bisher wenig
bekannt (Jastorff et al. 2003). Im Biolumineszenz-Inhibitions-Test mit Vibrio
fischeri zeigte beispielsweise [BMIM][BF4] eine @hnliche Toxizitat wie Methyl-tert-
butylether (MTBE) (log10(ECso (UM)) = 3,89, ECsq: effektive Konzentration fur 50 %
der Bakterien), wie in Abbildung 3.2 dargestellt (Ranke et al. 2003). In dieser und
anderen Studien entwickelte sich die Vermutung, dass die Toxizitdt von auf
Imidazolium  basierenden  ionischen  Flussigkeiten ~mit  zunehmender
Alkylkettenlange steigt, da das Kation vermehrt oberflachenaktive Eigenschaften
annimmt (Swatloski et al. 2004).
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Abbildung 3.2 Dekadischer Logarithmus der effektiven Konzentrationen in uM fur 50 % der

Vibrio fischeri Bakterien (logio(ECso, pM) von ionischen Flissigkeiten mit
1-Alkyl-3-Methylimidazolium-Kation verschiedener Alkylkettenldnge und [BF,]-
Anion (nach Ranke et al. 2003).

3.1.2 Einsatzgebiete ionischer Flussigkeiten

Die Entwicklung neuer Einsatzgebiete fur ionische Flussigkeiten ist Gegenstand
intensiver Forschung (Rogers und Seddon 2003, Wasserscheid und Welton 2003).
Neben der Verwendung als Elektrolyt in der Elektrochemie, in Batterien,
Brennstoffzellen und Solarzellen ist der Einsatz als Reaktionsmedium fir die
organische, anorganische und Polymersynthese sowie die Biokatalyse
dominierend. Aktuelle Arbeiten zur enantioselektiven Chemo- und Biokatalyse
zeigen, dass ionische Flussigkeiten oftmals deutliche Vorteile gegeniber
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organischen Lo6sungsmitteln aufweisen, was die Aktivitdt, Enantioselektivitat,
Stabilitat und Wiederverwendbarkeit des Katalysators betrifft (Song 2004). Des
Weiteren konnen ionische Flissigkeiten als Katalysator, Extraktionsmittel,
Absorptionsmittel fir Gasseparationen, Warmeubertragungsfluide, Schmierstoffe,
stationdre Phasen in der Gaschromatographie und mobile Phasen in der
Flliissigchromatographie sowie als Matrix fur MALDI-Methoden verwendet werden.

Erste grol3technische Anwendungen finden ionische Flissigkeiten seit Mitte der
neunziger Jahre im Difasol-Prozess, einer auf Aluminiumchloridschmelzen
beruhenden Variante des Dimersol-Prozesses und seit 2002 im BASIL-Prozess
(biphasic acid scavenging utilizing ionic liquids) der Firma BASF in Ludwigshafen
(Freemantle 2003). In letzterem Verfahren dient N-Methylimidazolium dazu, das
bei der Herstellung von Alkoxyphenylphosphinen entstehende HCI abzufangen.
Die resultierende ionische Flissigkeit N-Methylimidazoliumchlorid ist mit dem
Reaktionsmedium nicht mischbar, lasst sich somit leicht abtrennen und
anschlieend nach Protonierung wieder verwenden. Dadurch konnte die
Verwendung von tertidren Aminen zur Fixierung von HCI vermieden werden, die
zu hoch viskosen Suspensionen fuhren. Dartber hinaus wirkt die ionische
Flussigkeit in diesem Prozess als Katalysator.

3.1.3 Herstellung ionischer Flissigkeiten

Die Herstellung ionischer Flussigkeiten erfolgt im Allgemeinen in zwei Schritten:
Der Synthese des gewlnschten Kations und des anschlieRenden Anionen-
austausches (Wasserscheid und Welton 2003). Tetraalkylammonium- und
Trialkylsulfonium-Kationen sind, meist als Halogenid-Salze, kommerziell erhaltlich.
1,3-Dialkylimidazolium-Kationen werden Uber Quarternisierungsreaktionen von
kommerziell erhéltlichem 1-Methylimidazolium durch Halogenalkane hergestellt,
wie in Abbildung 3.3 dargestellt. Die Reaktionsfiihrung ist sehr einfach: Die
Mischung der Edukte wird unter RUhren und Inertgasatmosphare erhitzt.
Reaktionstemperatur und -dauer hangen von den verwendeten Halogenalkanen
ab. Die Ausbeute liegt oft Gber 90 % und das Halogenidsalz-Produkt enthalt als
mdgliche Verunreinigungen ausschlie3lich die Edukte und eventuell verwendete
Losungsmittel. Letzteres und die Halogenalkane stellen aufgrund ihrer Flichtigkeit
in der Regel kein Problem dar. Das in den meisten Fallen feste Produkt kann im
Anschluss durch eine Rekristallisierung aus der Losung in trockenem Acetonitril
und Ethylethanoat gereinigt werden.
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INR;RT'[MX,....]
2) + MX,
1)
NR; + RX — [NR;RT'X
3a)+ M¥[A] - MX
3b)+ H'[A] - HX [NR,RT Al
Abbildung 3.3 Schema der Herstellung ionischer Flissigkeiten tber Quarternisierung (1) und

Anionenaustausch mittels Lewis-Sauren (2) oder mittels Anionenmetathese
mit Metallsalzen (3a) oder Brgnsted-Sauren (3b).

FUr den Anionenaustausch stehen unter anderem die Behandlung der Halogenid-
salze mit Lewis-S&uren und die Anionenmetathese zur Verfigung. Erstere
resultiert nach einfacher Mischung der Edukte in Chloroaluminatschmelzen und
verwandten ionischen Flussigkeiten der ersten Generation.

Erste Verfahren der Anionenmetathese verwendeten Silberionen zum lonen-
austausch, was in groBerem Malstab nicht rentabel ist. Fir nicht mit Wasser
mischbare ionische Flussigkeiten werden mittlerweile die wassrigen Lésungen der
Halogenidionen mit den freien Sauren, dem Alkalimetall- oder Ammoniumsalz der
gewilnschten Anionen in Verbindung gebracht. Als Nebenprodukt entsteht HCI,
HBr, HI oder die Alkali-, oder Ammoniumsalze, welche leicht durch Waschen mit
Wasser entfernt werden kdénnen. Mit Wasser mischbare ionische Flissigkeiten
werden prinzipiell nach dem selben Verfahren hergestellt. Es miussen allerdings
organische Loésungsmittel entweder als Reaktionsmedium oder Extraktionsmittel
eingesetzt werden. Fur einzelne ionische Flussigkeiten ist die Synthese in einem
Schritt mdglich. So kann aus 1-Methylimidazolium und Methyltriflat direkt
Dimethylimidazolium-Triflat hergestellt werden.

Aufgrund des verschwindend geringen Dampfdrucks und des niedrigen
Schmelzpunktes konnen ionische Flussigkeiten nicht per Destillation oder
Kristallisation aufgereinigt werden. Von Vorteil ist andererseits, dass alle fliichtigen
Verunreinigungen leicht entfernt werden kénnen. Zur Gewinnung eines reinen
Produkts wird versucht, bereits mdglichst reine Edukte einzusetzen und
Synthesewege mit mdglichst geringen Nebenprodukt-Konzentrationen zu wéhlen.
So werden 1-Methylimidazolium, die Halogenalkane und alle verwendeten
Losungsmittel vor Gebrauch destilliert. Die ionischen Flussigkeiten kdnnen bei
Bedarf mit Aktivkohle weiter aufgereinigt werden. Reine ionische Flussigkeiten
sind farblos. Die oft beobachtete, leicht gelbliche Farbung entsteht durch
Reaktionen wahrend des Quaternisierungsschrittes. Die Menge der Verun-
reinigung ist jedoch meistens so gering, dass sie mittels NMR nicht detektiert
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werden kann und somit, aufRer bei optischer Anwendung, nicht stéren drfte. Die
grofdte Verunreinigung, selbst bei hydrophoben ionischen Flussigkeiten, kann
jedoch Wasser darstellen. In [BMIM][PF¢] sind bis zu 2 % w/w Wasser |6slich, in
[BMIM][Tf2N] bis zu 1,4 % w/w. Fur die Verwendung in wassrigen Zweiphasen-
systemen wie in dieser Arbeit stellt dies jedoch kein Problem dar.

Der Preis fur kommerziell erhéltliche ionische Flissigkeiten ist mit bis Uber
2000 € L™ noch sehr hoch. Die auf Imidazolium basierenden ionischen Fliissig-
keiten mit fluorierten Anionen finden sich dabei am oberen Ende der Preisspanne.
Es wird allerdings allgemein damit gerechnet, dass mittelfristig ionische Flissig-
keiten, welche im TonnenmaRstab produziert werden, fiir circa 50 € L™ erhaltlich
sein werden.

3.2 Ganzzell-Biokatalyse

Ganzzell-Biokatalyse ist die Beschleunigung einer chemischen Reaktion durch
katalytisch wirksame Bestandteile, vor allem Enzyme, die in biologischen Zellen,
meistens Mikroorganismen, hergestellt und ohne weitere Aufreinigung zur
Reaktion eingesetzt werden.

3.2.1 Einsatzgebiete der Ganzzell-Biokatalyse

Die Ganzzell-Biokatalyse wird zunehmend dazu eingesetzt, Feinchemikalien, also
spezielle, hochreine chemische Verbindungen fir die Agro-, Nahrungsmittel- oder
Pharmaindustrie, herzustellen (Faber 1997, Liese et al. 2000, Patel 2002, Schmid
et al. 2001, Straathof et al. 2002). Vorteile der Biokatalyse, die auch isolierte
Enzyme als Katalysatoren einschliel3t, gegentber der chemischen Synthese sind
die Reaktionsfiuhrung bei milden Bedingungen und die hohe Enantio- und
Regioselektivitat ohne den Nachteil einer Verwendung von Schutzgruppen (Bertau
et al. 2002, Bommarius und Riebel 2004, Nakamura 2003). Dadurch werden
Aufreinigungsschritte eingespart und die Menge unerwinschter Nebenprodukte
verringert. In einigen Fallen kann eine biokatalytische Reaktion mehrere
chemische Reaktionsschritte ersetzen, andere Reaktionen werden sogar erst
durch Biokatalysatoren moglich. Die Vielzahl der Biokatalysatoren ist durch die
ungeheure Anzahl von Organismen, auch in den extremsten Biotopen, durch
Methoden der Gentechnik, des evolutionaren oder rationalen Designs von
Enzymen oder Verwendung neuer katalytischer Biomolekile wie Ribonuklein-
sauren, Antikdrper oder modifizierte Cyclodextrine fast unbegrenzt (Singh et al.
2002, Robertson und Steer 2004).
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Die Vorteile der Ganzzell-Biokatalyse gegeniber der enzymatischen Katalyse
liegen in der einfachen Katalysatorherstellung ohne kostenintensive Reinigungs-
schritte und in der Méglichkeit der Nutzung eines intrazellularen Cofaktor-Regene-
rierungssystems im Falle von Reaktionen, die von diesen Transportmetaboliten,
auch Coenzymen genannt, abhdngen. So werden zum Beispiel bei Redoxreak-
tionen Elektronen von den Cofaktoren Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD), Nicotin-
amid-Adenin-Dinucleotid (NAD) oder NAD-Phosphat (NADP) Gbertragen.

3.2.2  ProzessgroRen der Ganzzell-Biokatalyse

Um einen biokatalytischen Prozess mit ganzen Zellen charakterisieren zu kénnen,
werden folgende GroRRen verwendet:

Der prozentuale Anteil an verbrauchtem Edukt wird als Umsatz Xg bezeichnet:

. ] _Nego =N
Gleichung 3.1: Xg =——[100%
Neo
mit Neo Menge an eingesetztem Edukt, mol
Ng Menge an verbleibendem Edukt, mol

Die Ausbeute np, auch chemische Ausbeute genannt, ist als prozentualer Anteil
des gebildeten Produkts am eingesetzten Edukt, korrigiert durch das
stochiometrische Verhdltnis, definiert. Sie steht also fur die Effektivitat der
katalysierten Reaktion unter den gegebenen Bedingungen. Bei einem chiralen
Produkt wird alleine das gewiinschte Enantiomer als Produkt bezeichnet. Die
Prozessausbeute gibt die effektiv nutzbare Ausbeute an. Somit wird nur die
Menge an Produkt, die in der Extraktionsphase gewonnen wird, bertcksichtigt.

Np ~Nppo VE|

Gleichung 3.2: Np = —— [100%
Neo Vp
mit Npo Menge an Produkt zu Beginn der Reaktion, mol
Np Menge an Produkt am Ende der Reaktion, mol
Neo Menge an eingesetztem Edukt, mol
Ve Stochiometrischer Faktor fir das Edukt, -
Vp Stochiometrischer Faktor fir das Produkt, -

Der prozentuale Anteil an gebildetem Produkt pro verbrauchtem Substrat wird als
Selektivitat op bezeichnet. Sie ist demnach ein reziprokes Mal} fur die Menge an
unerwinschten Nebenprodukten.
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Np —N \%
Gleichung 3.3: op =— PO e [100%
Ngo N |Vp

Zwischen Umsatz, Ausbeute und Selektivitat besteht folgender Zusammenhang:
Gleichung 3.4: Ne =0p [ Xg

Die Effizienz eines Prozesses als dkonomische GroéRe héngt stark von der
Produktivitat einer Reaktoranlage ab. Daflr ist die Raum-Zeit-Ausbeute RZA
definiert, die auch volumetrische Produktivitat genannt wird:

Gleichung 3.5: RZA = tr;;R oder RZAg, = %
mit RZA Raum-Zeit-Ausbeute, g L™ h™* oder pkat L™ h™*

mp Masse des gebildeten Produkts, g

EAx spezifische Enzymaktivitat, pkat gBTM'l

Cx Biotrockenmassekonzentration, ggmy Lt

t Reaktionszeit (oder Verweilzeit), h

Vr Reaktionsvolumen, L

Bei Prozessen mit chiralen Produkten ist der prozentuale Enantiomeren-
Uberschuss (ee, enantiomeric excess) eine entscheidende Grol3e der Produkt-
reinheit, da anschlieRende Aufreinigungsschritte, die zu einer Anreicherung des
gewinschten Enantiomers fihren, sehr aufwéndig sind. Als Enantiomere werden
spiegelbildliche Stereoisomere bezeichnet.

Nigy — N
Gleichung 3.6 ee =|-RL__ G009
Nry *Nes)
mit N Menge an (R)-Enantiomer, mol
N Menge an (S)-Enantiomer, mol

Besitzt eine Verbindung zwei oder mehr chirale Zentren (Anzahl n), so gibt es
theoretisch 2" Stereoisomere, praktisch aber wegen konstitutioneller Symmetrien
oder zu starker sterischer Spannungen oft weniger. Stereoisomere, die sich nicht
spiegelbildlich verhalten und deswegen unterschiedliche physikalische und
chemische Eigenschaften besitzen kdnnen, werden als Diastereomere bezeichnet.
Somit kann analog ein Diastereomereniberschuss (de) definiert werden, der aber
nur sinnvoll ist, wenn neben dem gewilnschten Diastereomer (fast) nur noch ein
weiteres Diastereomer vorliegt. Liegen mehrere weitere Diastereomere vor, muss
ein Diastereomerenverhéltnis definiert werden.
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n -n
Gleichung 3.7: de =|-050__©S2 0009,
Nipsy ' Nps2)
mit Ns1) Menge an Diastereomer 1, mol
N(ps2) Menge an Diastereomer 2, mol

Die Produktbildungskapazitat PBK driickt die Menge an gebildetem Produkt pro
eingesetztem Biokatalysator aus und ist daher ein Mal3 fir die Wertschopfung des
Biokatalysators:

Gleichung 3.8: PBK = fle ~Mleo
mx
mit PBK Produktbildungskapazitét des Biokatalysators, mol ggmw™
Npo Menge an Produkt zu Beginn der Reaktion, mol
Np Menge an Produkt am Ende der Reaktion, mol
My Biotrockenmasse des eingesetzten Biokatalysators, ggtm

Die Zykluszahl tn (turnover number) bezeichnet die Menge an gebildetem Produkt
pro Menge des bei Redoxreaktionen zugegebenen Cofaktors. Fur effiziente
Prozesse sollte sie mindestens 10° betragen, im giinstigsten Fall >10°.

. Np —N 1
Gleichung 3.9: th=—P0
Ncofactor Vp|

3.2.3  Herstellung von L-Aminosauren mittels DAO-aktiven Mikroorganismen

Enantiomerenreine L-Aminosauren sind einerseits wichtige Intermediate in der
Synthese von Peptiden, Aminoalkoholen, Aminoaldehyden und vielen anderen
Synthesebausteinen fir die pharmazeutische Industrie. Andererseits werden
Aminosauren in grol3en Mengen als Nahrungserganzungsmittel und Bestandteil in
Infusionslésungen und Tiernahrung benotigt (Bommarius und Riebel 2004).

Die Herstellung von L-Aminosauren kann unter anderem Uber die Aufreinigung
aminosaurehaltiger Nebenprodukte der Lebensmittelindustrie (zum Beispiel
Zuckerribenmelasse), durch Kultivierung Aminosaure-exkretierender Mikro-
organismen oder biokatalytisch tGber Racematspaltung von N-Acetyl-D,L-Amino-
sauren mit L-Acylase oder von D,L-Aminosauren mit D-Aminosaureoxidase (DAO,
EC 1.4.3.3) erfolgen (Fischer 1998, Liese et al. 2000, Weuster-Botz 2003). Die
biokatalytischen Verfahren besitzen dabei den Vorteil, dass mit ihnen auch eine
Vielzahl nicht-nattrlicher Aminosauren zuganglich ist.

Die Racematspaltung von D,L-Aminosdauren mit DAO verlauft nach dem in
Abbildung 3.4 dargestellten Reaktionsschema.
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COOH COOH A0 COOH
H,N +H + H NH, >
-~
R R / \ HN- >R
L L FAD FADH, L
L-Aminosaure D-Aminosaure a-Iminoséure
b\\ /l‘ H202 o2 HZO
\ U4
\ U
\ 4
| N Katalase
AN 4
v
1
1
i H,O + %20, NH,
i COOH
' (Reduktive Aminierung) |\
e e e e e e e e e e, e e e ———————— /
0~ "R
a-Ketosaure
Abbildung 3.4 Racematspaltung von D,L-Aminosauren mit b-Aminosaureoxidase (DAQO) unter

Verbrauch von Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD). Die b-Aminosaureoxidase ist
dabei absolut stereospezifisch fir b-Aminosauren. Das gebildete Wasserstoff-
peroxid (H,O,) wird vom ebenfalls in Trigonopsis variabilis vorhandenen
Enzym Katalase gespalten. Die theoretische Steigerung der Ausbeute von
50 % auf 100 % L-Aminosaure ist Uber eine reduktive Aminierung méglich, die
die gebildete Ketosaure aquimolar zu b- und L-Aminosaure umwandelt.

Zunachst katalysiert die DAO die Oxidation der D-Aminosaure zur a-Iminosaure.
Dabei wird der Cofaktor FAD zu FADH, reduziert. Die Regenerierung des
Cofaktors erfolgt in einer spontanen Reaktion mit molekularem Sauerstoff,
wodurch Wasserstoffperoxid entsteht. Dieses kann in der Ganzzell-Biokatalyse
durch Katalase, die in den Peroxisomen der meisten aeroben Organismen
vorhanden ist, zu Wasser und Sauerstoff gespalten werden. Dadurch wird die
toxische Wirkung von Wasserstoffperoxid auf die Zellen, zum Beispiel die
Oxidation der SH-Gruppen, unterbunden. In einem zweiten Schritt hydrolysiert die
a-lIminosdure unter Abspaltung von Ammoniak spontan zur korrespondierenden
a-Ketosaure. Bei dieser Racematspaltung ist eine maximale Ausbeute von 50 %
erreichbar. Uber die Kopplung mit einer Reduktion der entstehenden a-Ketos&ure
zu racemischer Aminosaure kann dagegen theoretisch eine Ausbeute von 100 %
erreicht werden (Huh et al. 1992).

Fiur die Ganzzell-Biokatalyse konnen DAO exprimierende Mikroorganismen wie
Trigonopsis variabilis, Fusarium oxysporum oder rekombinante Stdmme von
Escherichia coli oder Pichia pastoris eingesetzt werden (Gabler und Fischer 1999,
Horner et al. 1996, Luo et al. 2004, Yu et al. 2002).
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3.2.4  Herstellung chiraler Alkohole mittels ADH-aktiven Mikroorganismen

Enantiomerenreine Alkohole sind wichtige Bausteine fur pharmazeutische und
agrochemische Produkte, wie zum Beispiel HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren
(Statine) und Antidepressiva. Die asymmetrische Reduktion von Ketonen stellt
einen einfachen Zugang zu diesen Substanzen dar (Nakamura et al. 2003). Diese
Reaktionen konnen sowohl mit chemischen Katalysatoren als auch mit
Biokatalysatoren durchgefiihrt werden. Zu den méglichen chemischen Methoden
gehoren boranbasierte Katalysatoren sowie Ubergangsmetallkomplexe wie zum
Beispiel Ruthenium-BINAP, die die direkte Hydrierung mit Wasserstoff und die
Transferhydrogenierung beschleunigen (Himeda et al. 2003, Ohkuma et al. 2003,
Rautenstrauch et al. 2003, Wills und Hannedouche 2002). Letztere ist wegen
teilweise hoher Aktivitaten und Produktreinheiten bis Uber 99 % ee attraktiv. In den
meisten Fallen muss das gewilnschte Produkt jedoch weiterhin in mehreren
Schritten, zum Beispiel durch Umkristallisieren, aufgereinigt werden.

Folglich ist die Biokatalyse fur viele Synthesen chiraler Alkohole eine Erfolg
versprechende Alternative (Hage et al. 2001). Dabei werden Alkoholdehydro-
genasen (ADH, EC 1.1.1.1 oder EC 1.1.1.2), auch Carbonylreduktasen genannt,
in isolierter Form oder als Ganzzell-Biokatalysator eingesetzt. Die Enzyme
bendtigen dazu als Cofaktor NAD (EC 1.1.1.1) oder NADP (EC 1.1.1.2) in
stochiometrischem Verhéltnis zum Edukt. Da die Cofaktoren sehr teuer sind,
missen sie fur einen Okonomischen Prozess regeneriert werden. Beim
enzymatischen Ansatz kann dies entweder Uber ein zweites isoliertes Enzym
erfolgen, wodurch jedoch der Aufwand deutlich vergroert wird. Dieser
enzymgekoppelte Ansatz ist in Abbildung 3.5a dargestellt. Oder die
Regenerierung erfolgt Uber das selbe Enzym (substratgekoppelter Ansatz), wie in
Abbildung 3.5b zu sehen. Dabei hat der zugegebene Alkohol, meistens
Isopropanol, oder das gebildete Keton oft toxische oder inhibierende Effekte.
Beide Anséatze sind also mit Nachteilen verbunden.
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a) b)
(0] OH
| ' Enzym 1 /i |O| Enzym 1 oH
Ry R, R, R, Rl/\ R, R, R,
&_4 O 'V: / OH
Nebenprodukte Cosubstrat |
Regenerierungs- )\
Enzym(e) H,C” CH, Enzym1l  H.c” CH,

Abbildung 3.5 a) Enzymgekoppelter Ansatz der Enzymkatalyse und b) Substratgekoppelter
Ansatz der Enzymkatalyse am Beispiel der Ketonreduktion.

Ganze Zellen haben gegeniber isolierten Enzymen den Vorteil, dass die
Cofaktoren durch ein zellinternes Regenerierungs-System leicht wieder reduziert
werden konnen. Zudem kann auf eine Zugabe von Cofaktoren ganz verzichtet
werden, wenn die Zellmembran wahrend der Reaktion intakt bleibt, da die
Cofaktoren dann in ausreichender Konzentration in der Zelle vorliegen. Wird die
Zellmembran jedoch beschadigt, ,bluten* die Zellen an Cofaktoren aus und die
Reaktion kann nur durch externe Zugabe von Cofaktoren aufrecht erhalten
werden. Bei ganzen Zellen ist der enzymgekoppelte Ansatz Uber ein einzelnes
oxidierendes Enzym oder Uber einen Stoffwechselweg der Zellen mdglich. Der
substratgekoppelte Ansatz kann unter Umstanden auch sinnvoll sein, wenn
dadurch die Selektivitat der Alkoholdehydrogenase hin zu einem héheren Enantio-
merenlUberschuss beeinflusst wird.

In der Industrie werden unter anderem bereits Neurospora crassa und
Zygosaccharomyces rouxii als Ganzzell-Biokatalysatoren verwendet (Liese et al.
2000). Weitere Organismen mit interessanten ADH-Aktivitaten sind Lactobacillus
kefir und Saccharomyces cerevisiae sowie rekombinante Stamme von Escherichia
coli (Hummel 1990, Kometani et al. 1996, Nakamura et al. 2003).

3.2.5 Ganzzell-Biokatalyse schlecht wasserl6slicher, toxischer und instabiler
Edukte

Die Ganzzell-Biokatalyse ist unter anderem wegen der Verwendung von Wasser
anstelle organischer Losungsmittel eine umweltschonende Technologie. Viele
Edukte und Produkte, zum Beispiel asymmetrischer Ketonreduktionen, sind
jedoch schlecht wasserl6slich oder instabil in Wasser. Zudem sind die Substanzen
oft toxisch fur die Zellen (molekulare Toxizitat). Dadurch wird die Effizienz der rein
wassrig durchgefuhrten Ganzzell-Biokatalyse stark herabgesetzt. Zur Ldsung
dieses Problems wurden verschiedene Ansatze entwickelt:
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Einphasensysteme

Eine Moglichkeit zur Erhéhung der Eduktverfigbarkeit ist der Einsatz von
Loslichkeitsvermittlern (Abbildung 3.6a). Wasserlosliche organische Lésungsmittel
wie kurzkettige Alkohole oder DMSO und oberflachenaktive Substanzen wie
Tenside oder Detergentien erhéhen die Konzentration der Edukte und Produkte im
Reaktionsmedium (Lorraine et al. 1996, Nakamura et al. 2002). Die Instabilitat und
Toxizitdt der Substanzen kann dadurch aber nicht unterbunden werden. Zudem
wirken die Loslichkeitsvermittler selbst oft toxisch auf die Zellen.

Cyclodextrine, torusférmige, zyklische Oligosaccharide aus sechs bis acht
Glukoseeinheiten sind dagegen nicht toxische Loslichkeitsvermittler (Singh et al.
2002). Diese Molekile sind durch ihre hydrophile AuRenseite gut wasserldslich. In
ihrer lipophilen Kavitat konnen sie hydrophobe Substanzen speichern (Abbildung
3.6b). Dadurch erhoéhen sie die Eduktkonzentration im Reaktionsansatz und
verringern gleichzeitig die Konzentrationen im wassrigen Medium. Von Nachteil ist
allerdings die Neigung zur Ausfallung von komplexierten Cyclodextrinen bei
hoherer Konzentration und die Limitierung des Stoffaustausches durch die starke
Bindung des Edukts. Diese Probleme kénnen durch die Verwendung von Mono-
und Disacchariden unterbunden werden, die sich selbst organisierend zu
Cyclodextrin ahnlichen Komplexen mit dem Edukt zusammen lagern (Bertau und
Jorg 2004). Von Nachteil ist hierbei allerdings die in einigen Prozessen
unerwunschte Verstoffwechselung der Zuckermolekile.

a) b)
wassrige Phase mit 0O O Ce, wassrige Phase mit @) O Cey
Loslichkeitsvermittler ' gelésten Cyclodextrinen '
B cpy B cpy

O
(|
Cyclodextrinmolekul
O O o)
Abbildung 3.6 Einphasensysteme: a) Erhdhung der Eduktkonzentration in der kontinuier-

lichen Phase durch Léslichkeitsvermittler, b) Erhéhung der Eduktkonzentration
in der kontinuierlichen Phase durch geldoste Cyclodextrine. cegy, Cpx Konzen-
tration Edukt bzw. Produkt in der kontinuierlichen Phase.



Ganzzell-Biokatalyse 21

Zwei-Flussigphasen-Systeme

Wird das Edukt Gber die Loslichkeitsgrenze im wassrigen Medium hinaus einge-
setzt, liegt im Reaktor eine zweite Phase aus reinem Edukt vor (Abbildung 3.7a).
Diese ist meistens flissig, kann im mikrokristallinen Ansatz aber auch fest sein
(Schmitz et al. 2000). Ausreichenden Stoffibergang vorausgesetzt, kann die
Mikrodispersion zu einer Erhdhung der Effizienz des Prozesses fuhren (Amidjojo
2004). Problematisch ist dabei allerdings, dass das Phasenverhéltnis der Edukt-/
Produktphase meistens < 0,1 betragt, was zu Problemen bei der Phasentrennung
fuhrt. AuRerdem wird die Stabilitat der Substanzen nicht verbessert.

Die Stabilitat der Edukte und Produkte kann dagegen durch den Einsatz einer
zweiten flissigen Phase erhoht werden (Abbildung 3.7b). Ublicherweise werden
nicht mit Wasser mischbare organische Lésungsmittel verwendet, um die wassrige
Konzentration dieser Substanzen zu verringern, wodurch zusatzlich deren Toxi-
zitat auf die Zellen herabgesetzt wird (Leon et al. 1998, Matsumoto et al. 2001).
Gleichzeitig ist es mdglich, die Effizienz des Prozesses zu steigern, da die Edukt-
konzentration in der zweiten Phase sehr hoch gewdahlt werden kann. Es muss
allerdings auf einen ausreichenden Stoffilbergang Uber die Phasengrenzflache
geachtet werden. Dies erfolgt durch eine gute Dispergierung der zweiten Phase
mittels erhéhtem Leistungseintrag oder Verwendung oberflachenwirksamer
Substanzen. Problematisch bei diesem Ansatz ist jedoch die molekulare und die
Phasentoxizitat des Losungsmittels auf die Zellen (Matsumoto et al. 2001).

a) b)

wassrige Phase O Ce, wassrige Phase A O Ce,

mikrodisperse
Eduktphase

mikrodisperse
Produktphase

oder
= ©) @ Mischphase

Abbildung 3.7 Zwei-Flussigphasen-Systeme: a) Mikrodisperser Ansatz zur Steigerung der
Eduktverfugbarkeit, b) Einsatz von organischen Ldsungsmitteln als Edukt-
reservoir. ce g, Cpg Konzentration Edukt bzw. Produkt in der dispersen Phase.
Cex Cpx» CLmk Konzentration in der kontinuierlichen Phase (LM, Losungsmittel).

g A disperse Lésungsmittelphase
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Die molekulare Toxizitat ergibt sich aufgrund der Membrangangigkeit der
organischen Lo&sungsmittel, wodurch deren semipermeable Barrierefunktion
zerstort wird und membrangebundene Enzyme inaktiviert oder denaturiert werden
(Leon et al. 1998). Experimentell kann die Toxizitat von organischen L&sungs-
mitteln daher mit Membranintegritatstests ermittelt werden. Uber die Hydro-
phobizitat, ausgedriickt durch den logP der organischen L&sungsmittel, kann
deren Toxizitdt abgeschéatzt werden (Laane et al. 1987). Der logP ist als
dekadischer Logarithmus des Verteilungskoeffzienten des Lésungsmittels
zwischen Wasser und 1-Octanol definiert. Nach Laane gibt es einen kritischen
Wert fiir logP, der einen Ubergangsbereich bezeichnet, unter dem die Losungs-
mittel stark toxisch wirken und Uber dem die Losungsmittel nicht toxisch sind. Der
Wert hangt vom jeweiligen Mikroorganismus ab. Generell ist er bei Gram-
negativen Bakterien niedriger als bei Gram-positiven. Zusatzlich haben die
Reaktionsbedingungen wie der Leistungseintrag einen Einfluss auf den kritischen
logP.

a) b)
wassrige Phase O Cgy O Ceum Losungsmittelphase o O Ce
O O E cp
D D
O
O
O =
O
O
© O
m A Lésungsmittel- o O o & reverse Mizelle
Membran -] phase O O o
Abbildung 3.8 Zwei-Flussigphasen-Systeme: a) Trennung der LOsungsmittelphase durch

eine semipermeable Membran in einem Membranreaktor, b) Einsatz reverser
Mizellen zum Schutz der Zellen vor der molekularen Toxizitat des Lésungs-
mittels. Cex, Cpk, CLmk KoOnzentration Edukt, Produkt bzw. Losungsmittel in der
kontinuierlichen Phase. cg v, Cp M, Konzentration in der Lésungsmittelphase.
Ce.d Cpa, CLma KOnzentration in der dispersen Phase.

Es ist nicht moglich, die molekulare Toxizitdt apparativ zu unterbinden. Die
Phasentoxizitat kann dagegen mit Hilfe eines Membranreaktors vermieden werden
(Westgate et al. 1998). Dabei werden die beiden Phasen durch eine hydrophile
Membran voneinander getrennt (Abbildung 3.8a). Durch leichten Uberdruck auf
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der Losungsmittelseite wird die Phasengrenze in die Ebene der Membran
gedrangt. Der apparative Aufwand ist allerdings fur einen industriellen Mal3stab
erheblich.

Aussichtsreicher ist dagegen der klassische Ansatz einer Dispersion, wenn es
gelingt, die molekulare Toxizitat der zweiten Phase auf die Zellen zu reduzieren.
Dazu konnen einerseits die Toleranz der Mikroorganismen gegenuber orga-
nischen Losungsmitteln erh6ht oder von Natur aus besonders |dsungsmittel-
tolerante Organismen verwendet werden (Hahn und Botzenhart 2004, Matsumoto
et al. 2001, Sardessai und Bhosle 2004). Andererseits ist es mdglich, alternative
Losungsmittel mit hoherer Biokompatibilitat einzusetzen. Ein solches Ldsungs-
mittel konnten Uberkritische Fluide, zum Beispiel Uberkritisches Kohlendioxid sein
(Matsuda et al. 2000). Eine weitere Alternative kdnnten ionische Flissigkeiten
darstellen (Cull et al. 2000, Howarth et al. 2001). Bei beiden ist allerdings noch
wenig Uber die jeweilige Biokompatibilitat bekannt.

Ein weiteres Zwei-Flussigphasen-System stellen reverse Mizellen dar (Abbildung
3.8b). In diesen Mikroemulsionen sind die Zellen in kleinen, mit oberflachenaktiven
Substanzen stabilisierten Tropfchen der wassrigen Phase enthalten (Prichanont et
al. 2000). Ein organisches Ldsungsmittel bildet die kontinuierliche Phase, in der
die Edukte und Produkte geldst werden. Dieser relativ neue Ansatz leidet zur Zeit
noch darunter, dass die Mizellen nur wenige Stunden stabil sind.

Fest-/Flissigphasen-Systeme

Das Problem der Toxizitat der zweiten Phase kann durch die Verwendung von
festen Phasen umgangen werden (Abbildung 3.9). Dabei werden entweder Edukt
und Substrat an ein Harz wie zum Beispiel Amberlite XAD adsorbiert (Anderson et
al. 1995). Alternativ werden die Zellen immobilisiert, zum Beispiel auf Celite, oder
verkapselt, zum Beispiel mit Calciumalginat oder in Polyamid-Mikrokapseln (Green
et al. 1996, Buque et al. 2002, Fernandes et al. 1998). Bei diesen Systemen ist
allerdings oft der Stoffibergang limitierend, wodurch die Effizienz der Reaktion
reduziert wird. Bei den Verkapselungen bleibt immer noch das Problem der
molekularen Toxizitat des organischen Losungsmittels ungelost.
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a) b)

wassrige Phase O Ce,

Zellriickhaltung

\
Tragergasstrom
O Adsorberharz

Abbildung 3.9 a) Einsatz von Adsorberharzen als Beispiel fir ein Fest-/Flissigphasen-
System. b) Darstellung eines Fest-/Gasphasen-Systems mit Zellriickhaltung in
einem Rohrreaktor. cgx, Cpx Konzentration Edukt bzw. Produkt in der
kontinuierlichen Phase. cgein, Konzentration Edukt im eingetragenen Trager-
gasstrom. Ceaus, Cpaus KOnzentration Edukt bzw. Produkt im ausgetragenen
Tragergasstrom.

Fest-/Gasphasen-Systeme

Fest-/Gasphasen-Systeme nutzen inerte Gase wie Stickstoff als nichttoxische
Losungsmittel fur die Ganzzell-Biokatalyse (Maugard et al. 2001). Dabei wird zum
Beispiel ein Rohrreaktor, der mit immobilisierten, getrockneten Zellen gefillt ist,
mit einem Tragergasstrom durchstromt, der gasformiges Edukt mitfihrt. Nachteile
dieser recht neuen Methode sind allerdings noch die geringe Effizienz und die
Tatsache, dass sie nur fur gasférmige Edukte und Produkte einsetzbar ist.

3.3 Charakterisierung von Flussig-Flussig-Dispersionen

Dispersionen sind Gemenge mindestens zweier Stoffe, die sich nicht oder kaum
ineinander l6sen. Die disperse Phase ist dabei fein in der kontinuierlichen Phase
verteilt. Beide Phasen sind aber deutlich voneinander abgegrenzt und kénnen
normalerweise leicht durch physikalische Methoden getrennt werden. In Flussig-
Flissig-Dispersionen liegt die disperse Phase idealerweise als kugelférmige
Tropfchen vor. Die Beschreibung der TropfengroRenverteilung und der Stoff-
transportprozesse ist die Grundlage fur die kinetische Charakterisierung von
Reaktionen in Flussig-Flussig-Dispersionen, da diese oft stofftransportlimitiert
sind. Die Berechnung der Tropfengréf3enverteilung ist aufgrund der vielen, vor
allem in der Ganzzell-Biokatalyse zum Teil nicht bestimmbaren Einflussfaktoren,
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oft nicht exakt moglich. Im folgenden sollen die Grundlagen erlautert werden, die
zu einer brauchbaren Abschatzung noétig sind. Der Verteilungskoeffizient von
Stoffen zwischen beiden Phasen ist wichtig, um die Eignung des Lésungsmittels
unter anderem als Extraktionsmittel fir den Prozess bestimmen zu kénnen.

3.3.1  Tropfenbildung in gerthrten Systemen

Tropfen der dispersen Phase bilden sich durch Dispergierung, also Tropfen-
zerteilung, verursacht aufgrund von Scherkraften, die durch das Ruhrorgan und
eventuelle Stromungsbrecher im Reaktor erzeugt werden (Paul et al. 2004). Die
Tropfen konnen sich aber bei Kollision wieder vereinigen. Im dynamischen
Gleichgewichtszustand hélt sich dieser Vorgang, Tropfenkoaleszenz genannt, die
Waage mit der Tropfenzerkleinerung. Daraus resultiert allerdings keine einheit-
liche Tropfengrof3e, sondern eine TropfengrofRenverteilung, die als Volumen-
Verteilungsdichte g3 (d) oder als Volumen-Verteilungssumme Qs (d) beschrieben
werden kann (Zlokarnik 1999).

_ T
Gleichung 3.10: qs(dy) = n'T'g
Ad Dzizlni 8,
mit n Anzahl der Tropfen mit dem Durchmesser d;, -
d; Tropfendurchmesser der Klasse i (0 < i< m), um
Ad Klassenbreite der Tropfendurchmesser, um
Zn_ n;
Gleichung 3.11: Qs(d) ===
m 3
zizlni d;
mit d; Tropfendurchmesser der Klasse i (0 <i<n<m), um

Um die TropfengroRenverteilung auf einen charakteristischen Wert zu reduzieren,
wird der mittlere Sauterdurchmesser ds, verwendet. Er ist wie folgt definiert:

Gleichung 3.12: dg, =

Je nach Reaktortyp und -geometrie besteht ein proportionaler Zusammenhang
zwischen dem Sauterdurchmesser und dem maximalen Tropfendurchmesser dmax.
Calabrese et al. (1986) bestimmten diesen fur einen Rihrkesselreaktor mit 6-Blatt-
Scheibenrihrer wie folgt:
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Gleichung 3.13: ds, = 0,6 [dyax

Aus dem mittleren Sauterdurchmesser ds; und dem Phasenanteil der dispersen
Phase @q4 lasst sich die auf das Volumen Vq4 der dispersen Phase bezogene
Phasengrenzflache a4 berechnen:

Z;n[ﬁiz _ 60,
7w ) e

Gleichung 3.14: ay

A
Vd
mit Py = Vg Vyes

Unter Annahme einer konstanten Geometrie (Verhéltnisse Reaktordurchmesser
Dr zu Ruhrerdurchmesser dg, Reaktorhbhe H zu Ruhrerdurchmesser dg und
Einbauhthe des Rihrers h zu Rihrerdurchmesser dr konstant) ist der mittlere
Sauterdurchmesser von den Eigenschaften der dispersen und kontinuierlichen
Phase sowie der Ruhrcharakteristik des Reaktors abhangig (Paul et al. 2004):

Gleichung 3.15: ds, =f(dR,pd,pk,nd,nk,od'k,q)d,g[Ap,NR)
mit P Dichte, kg m™
n dynamische Viskositat, mPas=kgm*s?*=Nsm?
Odk Grenzflachenspannung disperse/kontinuierliche Phase,
Nm'=kgs?
g Erdbeschleunigung, 9,81 m s
Ng Ruhrerdrehzahl, s*

Fur verdunnte Dispersionen (@q<0,01) und disperse Phasen mit niedriger
Viskositat (ng < 10 mPas) konnte unter den Annahmen lokaler Isotropie und
konstantem Leistungseintrag bei turbulenter Strémung (Re > 10%) folgende
semiempirische Gleichung zur Bestimmung des mittleren Sauterdurchmessers im
Reaktor mit 6-Blatt-Scheibenriihrern entwickelt werden (Paul et al. 2004):

. d _
Gleichung 3.16: d—32 = 0,053 [(We %6

R
Dabei gibt die Weberzahl We das Verhaltnis der disruptiven Tragheitskraft zur

kohasiven Oberflachenkraft an:

2 3
_ P INg™ g
e = —_

Ogk

Gleichung 3.17: w

Die Grenzflachenspannung o4 ist, vereinfacht dargestellt, von den Oberflachen-
spannungen der einzelnen Phasen und den Dispersionskraften entlang und in der
Grenzschicht abhangig (Dorfler 1994). Da letztere fir ionische Flussigkeiten in der
Literatur (noch) nicht beschrieben sind, muss auf vergleichende Werte fir
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organisch/wéassrige Dispersionen zuriick gegriffen werden. Bei diesen ist zu
beobachten, dass die Grenzflachenspannung zwischen den Werten fir die
Oberflachenspannungen der reinen Phasen liegen.

Fur die Berechnung des mittleren Sauterdurchmessers einer leicht konzentrierten
Dispersion (0,01 < @4 < 0,3) muss der Phasenanteil mit berlicksichtigt werden, da
die disperse Phase in diesem Fall die Turbulenzkréafte dampft (Paul et al. 2004):

. d i
Gleichung 3.18: % = 0,053 [{1+3 [ ,) We ¢

R

Diese Gleichung ist im Bereich ¢4 > 0,05 allerdings nur gltig, wenn die disperse
Phase nicht stark zur Koaleszenz neigt. Die Bestimmung der Koaleszenzneigung
erfolgt durch Sedimentation nach heftigem Dispergieren. Erfolgt die
Phasentrennung nach weniger als 10 Sekunden, handelt es sich um sehr schnelle
Koaleszenz, die zur Ungiltigkeit obiger Gleichung und Problemen bei der
MalstabsvergroRerung eines Prozesses fuhren. Bei Phasentrennung bis zu einer
Minute muss die Koaleszenz bericksichtigt werden. Allgemein gultige mathe-
matische Beschreibungen konnten daflir jedoch noch nicht entwickelt werden.
Daher wird Ublicherweise Gleichung 3.18 verwendet, wobei die Konstanten
empirisch nach oben angepasst werden.

Bei viskosen dispersen Phasen (10 mPa s < ng < 500 mPa s) darf die Viskositats-
kraft innerhalb des Tropfens bei der Tropfenzerkleinerung nicht mehr vernach-
lassigt werden. Fur verdinnte Dispersionen (¢4 < 0,01) kann der mittlere Sauter-
durchmesser nach folgender Gleichung berechnet werden (Paul et al. 2004):

. d _ .
Gleichung 3.19: % = 0,053 OWe 26 (1+ 0,92 D/|°'84)

R

0,6

Dabei entspricht die Viskositatskennzahl Vi dem Verhéltnis der Viskositatskraft zur
Oberflachenkraft, die den Tropfen stabilisieren.

0,5 N [d
Gleichung 3.20: Vi = (p_kJ o Nr Hr
Pd Odk

Fur leicht konzentrierte Dispersionen (0,01 < @q4<0,3) mit viskoser disperser
Phase (10 mPa s < ng < 500 mPa s) konnte folgende Gleichung empirisch ermittelt
werden (Paul et al. 2004):

Gleichung 3.21: zﬁ = 0,053 [(1+ 3 de)DNe 06 (1+ 0,92 [(1- 25 de)D\/io*B“)

R

0,6

Experimentell kann der mittlere Sauterdurchmesser mit folgenden Methoden
bestimmt werden:
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= Messung der Lichtabsorption/Lichtstreuung zur Bestimmung der mittleren,
volumenbezogenen Tropfenoberflache. Die Berechnung von ds, erfolgt
mittels Gleichung 3.14. Diese Methode ist nur bei stabilen und verdiinnten
Dispersionen anwendbar.

= Mikrofotografische/rontgenmikroskopische Aufnahmen der Proben. Diese
Methode ist ebenfalls nur bei stabilen Dispersionen anwendbar. Bei
instabilen Dispersionen kann in manchen Fallen eine Stabilisierung durch
plotzliches Abschrecken der Tropfen oder Grenzflachenpolykondensation
der Tropfenoberflache moglich sein.

= Phasendoppler-Anemometrie oder dreidimensionale optische Laserrick-
reflexionsmessung. Mit diesen Methoden sind in situ-Messungen maglich.

3.3.2 Berechnung des Stofftransports

Die zwei wichtigsten Modelle zur Beschreibung von Stofftransportmechanismen
sind das Penetrationsmodell und das Filmmodell. Ersteres geht davon aus, dass
die Grenzschicht kontinuierlich in einer charakteristischen Kontaktzeit durch Wirbel
ersetzt wird, wodurch ein konvektiver Stofftransport zwischen den Wirbeln und
ithrer Umgebung geschwindigkeitsbestimmend ist. Dieses Modell nahert sich der
Realitat bei neu gebildeten Phasengrenzflachen. Das Filmmodell nimmt dagegen
an, dass es in den Phasen nahe der Grenzschicht Regionen (Filme) gibt, in denen
ein rein diffusiver Stofftransport geschwindigkeitsbestimmend ist (Zweifilmmodell,
Abbildung 3.10a). Dieses Modell trifft die Realitat von Phasengrenzflachen, die
nicht gerade erst gebildet wurden, besser. Fir eine Abschatzung des Stofftrans-
ports in dieser Arbeit wurde das Filmmodell verwendet.

Fur Flussig-Flussig-Dispersionen ist bekannt, dass Tropfen der dispersen Phase
als starre Kugeln beschrieben werden kdnnen, innerhalb denen der Stofftransport
ausschlieBlich diffusiv erfolgt, wenn diese klein sind (< 2,5 mm) (Zlokarnik 1999).
Dadurch reduziert sich die Betrachtung des Stoffibergangs auf die Vorgadnge an
und in der Phasengrenzflache. Im Allgemeinen wird angenommen, dass der Stoff-
transportwiderstand der Phasengrenzflache gegentber den Widerstanden in den
Phasen nahe der Grenzschicht vernachlassigbar ist (Schugerl 1994). Das heif3t,
dass in der Phasengrenzflache thermodynamisches Gleichgewicht angenommen
werden kann.

Ist der Verteilungskoeffizient logD (Losungsmittel/wassrige Phase) des gelOsten
Stoffes grof3 (logD >>0), ist der Stofftransportwiderstand in der L&sungsmittel-
phase gegeniiber dem der wassrigen Phase vernachlassigbar (Schigerl 1994).
Damit verringert sich das Zweifilmmodell zum Einfilmmodell (Abbildung 3.10b).
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Dadurch kann eine Edukttransferrate ETRmax fiir den Ubergang von Edukt aus der
Eduktreservoir-Phase in die kontinuierliche wassrige Phase beschrieben werden:

a) b)
1 1 T
disperse L('jsungs—: : kontinuierliche disperse Ldsungs- : kontinuierliche
mittelphase | | wassrige Phase mittelphase 1 wassrige Phase
1 1 1
1 1 1
1 1
1 1
! ! (= Tl A !
*
1 1 Ceq 1
1 1 1
1 1 Cep [T 1
1 1 1
1 1 1
1 1 1
O O - [ S I N
| 1 Cex 1
] I 1
Phasen- 1—| 1 Grenz- Phasen-_—"| 1 Grenz-
grenzflache | ///I'/ schichten grenzflache _A~ schicht
— 5 —re— § —l — 5, —
1 d ko ko
1 1 1

Abbildung 3.10 a) Zweifimmodell des Edukt-Stoffibergangs in Flussig-Flissig-Dispersionen,
b) Einflmmodell. c*gx, c*:zq4 Gleichgewichtskonzentration des Edukts an der
Phasengrenzflache in der kontinuierlichen bzw. dispersen Phase. Cgx, Ceg
Konzentration des Edukts in der kontinuierlichen bzw. dispersen Kernphase.

Gleichung 3.22: ETRpax = Be [y Lok — Cex)

mit ETR max Edukttransferrate, mol L™ s* = 10° pkat L™
Be Stoffiibergangskoeffizient des Edukts, m s™
aq Phasengrenzflache auf Volumen der dispersen Phase bezogen, m™
C*E,k Gleichgewichtskonzentration des Edukts an der Phasengrenzflache

auf Seiten der kontinuierlichen Phase (= Sattigungskonz.), mol L™
Cexk Konzentration des Edukts in der kontinuierlichen Phase, mol L™
Die Edukttransferrate unterschreitet den Wert von ETRnax, Sobald die Gleich-

gewichtskonzentration an der Phasengrenzflache durch eine geringere
Konzentration in der Kernphase des Losungsmittels abnimmt.

Der Stoffiibergangskoeffizient Be ist Uber die Definition der dimensionslosen
Sherwoodzahl Sh und die empirische Beziehung fur die Sherwoodzahl aus
Experimenten mit dispergierten Tropfen im Rihrkesselreaktor abschéatzbar (Paul
et al. 2004).

id
Gleichung 3.23: sh = Pe sy
DE,k

mit De Diffusionskoeffizient des Edukts in die kontinuierliche Phase, cm®s™
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2 IA 2 %
Gleichung 3.24:  Sh =1237 107 (B¢, /* (Re’ [Fr’® EEd—Rj Eﬁdi] EEMJ B,

ds, Dr Ogk
mit Schmidtzahl Scy = e (Viskositat/Diffusion)
Px Dgk
Ng? g N
Froudezahl Fr=— (Tragheit/Schwerkraft)
g
2
Reynoldszahl Re = M (Tragheit/Viskositét)
n
Gleichung 3.25: P=pc [[l-dy)+pg Ly
Gleichung 3.26: 7 = [1+ 15y L~ ¢d)J oder
1-¢g4 Ng ~ Nk
Gleichung 3.27: 7 =ng® o, )

Zur Bestimmung der Reynoldszahl missen die kombinierte Dichte p und die

kombinierte Viskositdt i ermittelt werden. Bei leicht konzentrierten Losungen

(0,01 < @4 < 0,3) werden die kombinierten Werte wie oben beschrieben errechnet
(Gleichung 3.25, Gleichung 3.26, Gleichung 3.27, Kneule 1986). Bei verdiinnten
Dispersionen kénnen die Werte der kontinuierlichen Phase verwendet werden. Zu
beachten ist weiterhin die Anderung der Viskositat einer Phase durch das Lésen
von Edukt, Produkt oder Teilen der anderen Phase.

Zur Ermittlung des Diffusionskoeffizienten Dgx des Edukts aus der dispersen
Phase in die kontinuierliche Phase wurde eine Vielzahl von Modellen formuliert,
die in Tabelle 3.2 zusammengefasst sind.
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Tabelle 3.2: Modelle zur Berechnung des Diffusionskoeffizienten Dgy in Flussig-Flissig-
Dispersionen.

Modell Berechnung Quelle

Wilke-Chang o, MG, V2 T Sherwood et al. 1975
Dgy =7,40107° D(—k )

Ny MV

Reid et al. 1988

Othmer-Thaker

Dey =140107* ™ MV °

Sherwood et al. 1975

Reddy- % Sherwood et al. 1975
D = Kkns D MOk
. = [
Doraiswamy Ek RS M (MV MV, ) %
E k
. ~ MV,
mit: kgs =850078 fur —K >15
E
Tyn-Calus Reid et al. 1988

0,6
5 | MV, P
Dey =893007° —F&- Eﬁ—kj 0—
MV, Pe

mit: P =MV (67

T
Nk

Hayduk-Minhas

Dy =125010°° [(MVE_O‘lg —0,292)Dr152 M,

. 958cm® mol ™t

Reid et al. 1988

Assoziationskoeffizient der kontinuierlichen Phase, -, fir Wasser: 2,6

, MV, molares Volumen des Edukts, der kontinuierlichen Phase, cm® mol™

Parachor des Edukts, der kontinuierlichen Phase, cm® g** mol™* s/

2

mit: € = T -112
mit (O}
MG Molekulargewicht der kontinuierlichen Phase, g mol™
T absolute Temperatur, K
MVe
Pe, P«
o Oberflachenspannung, dyn cm™ =g s?=10°Nm™

3.3.3  Verteilungskoeffizient geléster Substanzen

Nach dem Verteilungssatz von Nernst ist bei gegebenem Druck und Temperatur
das Verhaltnis der Konzentrationen eines gelosten Stoffes zwischen zwei nicht
miteinander mischbaren FlUssigkeiten konstant, unabhangig von den absoluten
Konzentrationen. Nach diesem Grundsatz kann ein Verteilungskoeffizient Dy, des
gel6sten Stoffes zwischen den beiden Phasen ermittelt werden (Schigerl 1994):
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i c
Gleichung 3.28: D,,, = —Phasel
Cphase2
mit Cphase i Konzentration des gelosten Stoffs in Phase i, mol L™

In dieser Arbeit wird der dekadische Logarithmus logD;/, verwendet.

3.4 Biologische Grundlagen der Mikroorganismen

Die in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen unterscheiden sich in ihrem
Aufbau und in ihren nutzbaren katalytischen Eigenschaften. So sind darunter
Reprasentanten der Eukaryonten sowie der Gram-positiven und Gram-negativen
Prokaryonten. Sie besitzen als Wildtyp- oder rekombinante Zellen FAD-, NAD-
oder NADP-abhangige Redoxenzyme sowie unkatalysierte, einzelenzymatische
oder metabolische Regenerierungssysteme.

3.4.1 Trigonopsis variabilis (wt)

Trigonopsis variabilis ist ein Hefepilz und gehort somit zur Familie der
Saccharomyceticeae (Abbildung 3.11). Die Zellen wachsen abhangig von den
Nahrstoffoedingungen in dreieckiger oder elipsoider Morphologie (Sasek und
Becker 1969). Sie vermehren sich durch unipolare Sprossung und bilden keine
Sporen (Walker 1999). Der Organismus ist obligat aerob und nicht fahig zur
Garung (Montes et al. 1998).

Abbildung 3.11 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Trigonopsis variabilis (Muller 2000).
Es sind dreieckige Zellen zu erkennen, die dieser Species den Namen gaben.

Trigonopsis variabilis exprimiert eine D-Aminosaureoxidase, die zur Racemat-
spaltung von Aminosauren und zur Herstellung von a-Ketosauren und 7-Amino-
cephalosporansaure, einer Schlisselsubstanz vieler semisynthetischer B-Lactam-
Antibiotika, genutzt werden kann (Shentheshanmugan und Nickerson 1962,
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Brodelius et al. 1981, Serizawa 1980). Die Expression des Enzyms kann durch
D-Aminoséauren oder deren Analoga, wie zum Beispiel N-Carbamoyl-D-Alanin, das
von Trigonopsis variabilis nicht als Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle verwendet
wird, um ein Vielfaches gesteigert werden (Horner et al. 1996). Die meist als
Homodimer vorliegende DAO ist vom Cofaktor FAD abhéngig. Ein Molekil FAD
pro Monomer ist zwar nicht kovalent, aber dennoch sehr stabil mit dem Enzym
verbunden. Es kann weder durch Trypsinbehandlung noch durch Kochen oder
Phenolextraktion vom Enzym getrennt werden (Szwajcer und Mosbach 1985). Das
wahrend der Aminosdureoxidation reduzierte FAD wird bei Anwesenheit von
Sauerstoff unter Bildung von Wasserstoffperoxid spontan regeneriert (Abbildung
3.4). Trigonopsis variabilis besitzt aul3erdem eine starke Katalase-Aktivitat, die das
entstandene Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff spaltet.

Die DAO aus Trigonopsis variabilis wurde inzwischen in einer Reihe von
Wirtsorganismen, darunter Escherichia coli, Pichia pastoris und Schizosaccharo-
myces pombe exprimiert (Lin et al. 2000, Yu et al. 2002, Isoai et al. 2002). In
Escherichia coli wird mit Hilfe eines Lactose-induzierbaren Promotors eine sehr
hohe DAO-Aktivitat von 390 pkat L™ erreicht (Hwang et al. 2002). Fiir einen
sinnvollen Einsatz als Ganzzell-Biokatalysator der D-Aminosdureoxidation muss
aber eine ausreichend hohe Katalase-Aktivitat gewahrleistet sein. Dazu musste
eventuell eine rekombinante Katalase coexprimiert werden.

3.4.2  Saccharomyces cerevisiae (wt)

Saccharomyces cerevisiae gehort ebenfalls zur Familie der Saccharomyceticeae
(Abbildung 3.12). Die elipsoiden Zellen vermehren sich asexuell in multilateraler
Sprossung oder sexuell durch Sporenbildung (Walker 1999). Der Organismus ist
sowohl zur Atmung mit den Endprodukten CO, und Wasser als auch zur Garung
mit den Endprodukten CO,, Ethanol, Succinat, Glycerin und anderen Stoffen fahig.

Abbildung 3.12 Elektronenmikroskopische ~ Aufnahme von Saccharomyces cerevisiae
(Foodnews 2005). Es sind Sprosse und Sprossnarben zu erkennen.
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Saccharomyces cerevisiae exprimiert eine ganze Reihe von Enzymen mit ADH-
Aktivitat (Sybesma et al. 1998, Katz et al. 2003, Kaluzna et al. 2004). Da diese oft
Uberlappende  Substratspektren und entgegengesetzte Stereospezifitaten
aufweisen, konnen bei Ganzzell-Biotransformationen mit Wildtypstammen meist
nur unzureichende Enantiomerenreinheiten erreicht werden. Strategien diesem
entgegenzuwirken bestehen entweder darin, konkurrierende Enzymaktivitdten zu
unterbinden oder das gewiinschte Enzym tberzuexprimieren.

3.4.3 Saccharomyces cerevisiae FasB His6

Saccharomyces cerevisiae FasB His6 ist ein rekombinanter Saccharomyces
cerevisiae CM3260-Stamm, der die zelleigene Fettsauresynthase unter dem
Phosphoglyceratkinase-Promotor Uberexprimiert (Engelking 2004a). Das Enzym
akzeptiert sowohl NAD als auch NADP als Cofaktor, wobei die Aktivitdt mit NAD
nur ein Viertel der Aktivitat mit NADP betragt (Lynen 1969). Zur Cofaktor-
regenerierung enthalt er zusatzlich eine thermostabile Variante der Glukose-
dehydrogenase (GDH) aus Bacillus subtilis unter dem Saccharomyces cerevisiae
ADH-Promotor.

3.4.4  Escherichia coli (wt)

Escherichia coli gehort zur Familie der Enterobacteriaceae, Gram-negative,
fakultativ anaerobe Stabchen-Bakterien, die keine Sporen bilden (Singelton 1999,
Abbildung 3.13). Sie kbnnen sowohl durch Atmung als auch durch Garung Energie
gewinnen und wachsen auf synthetischen Minimalmedien. Die einfache
Kultivierung und gentechnische Manipulierbarkeit von Escherichia coli prades-
tinierten diesen Organismus zu seiner prominenten Rolle in der Biotechnologie
und speziell in der Biokatalyse (Liese et al. 2000).

Abbildung 3.13 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Escherichia coli (vbi 2005).
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Ein groRer Vorteil fir die Verwendung von Escherichia coli-Stammen fur die
heterologe Expression von ADHs ist die im Vergleich zu Hefen sehr niedrige bis
inexistente ADH-Aktivitdt homologer Enzyme gegentber interessanten Edukten
(Hildebrandt et al. 2002). Dadurch kdénnen bei der Ganzzell-Biokatalyse mit diesen
Stammen hoch enantiomerenreine Alkohole gewonnen werden.

3.4.5 Escherichia coli DH5a PFADH

Der rekombinante Stamm Escherichia coli DH50 PFADH enthélt eine
stereospezifische ADH aus Pseudomonas fluorescens DSM 50106 (PF-ADH)
unter einem Rhamnose-induzierbaren Promotor (Hildebrandt 2002). Das Enzym
hydriert eine Reihe zyklischer und aromatischer Ketone mit NADH als Cofaktor. Im
Unterschied zu den meisten bekannten Dehydrogenasen stellt das Enzym das
Hydrid-lon nach der anti-Prelog-Regel von der si-Seite bereit, wodurch, in
einfachen Fallen, ein (R)-Alkohol gebildet wird (Faber 1997, Hildebrand et al.
2001). Der Stamm enthalt kein rekombinantes Enzym zur Cofaktorregenerierung.
Somit muss diese bei der Ganzzell-Biokatalyse entweder (ber den
Zentralstoffwechsel oder Uber einen substratgekoppelten Ansatz erfolgen.

3.4.6 Lactobacillus kefir (wt)

Lactobacillus kefir gehort zu den Milchsaurebakterien (Axelsson 1998, Kandler
und Kunath 1983). Diese in der Familie der Lactobacteriaceae zusammenge-
fassten Gram-positiven, obligat fermentativen Stabchen oder Kokken bilden keine
Sporen und sind meist unbeweglich (Schlegel 1992, Abbildung 3.14). Sie sind auf
Kohlenhydrate angewiesen, kénnen Lactose verwerten und scheiden Milchsaure
als Stoffwechselendprodukt aus. Sie benoétigen meist einige Vitamine, Amino-
sauren, Purine und Pyrimidine, weshalb sie auf Komplexmedien kultiviert werden.

Abbildung 3.14 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Lactobacillus (Species unbekannt)
(uppi 2005).
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Abbildung 3.15

Zentralstoffwechselwege fur Glukose bei Milchsaurebakterien: a) Homo-
fermentative Milchsauregarung. b) Heterofermentative Milchsauregarung.
Gekennzeichnete Enzyme: 1. Glukokinase, 2. Fruktose-1,6-Diphosphat-
Aldolase, 3. Glycerid-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, 4. Pyruvatkinase,
5. Lactatdehydrogenase, 6. Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 7.
6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase, 8. Phosphoketolase, 9. Acetaldehyd-
Dehydrogenase, 10 Alkoholdehydrogenase (aus Axelsson 1998).
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Die heterogene Gattung Lactobacillus umfasst Stabchen, die je nach Ausstattung
mit Fruktose-1,6-Diphosphat-Aldolase (Enzym 2) und Phosphoketolase (Enzym 8)
obligat homofermentativ (2*,8"), fakultativ heterofermentativ (2%,8") oder obligat
heterofermentativ (2,8") sind (Abbildung 3.15). Homofermentative Milchsaure-
bakterien verstoffwechseln Glukose ausschlie3lich zu Lactat. Die heterofermen-
tative Garung resultiert dagegen auch in den Produkten Ethanol, Acetat und
Kohlendioxid. In Gegenwart eines externen Elektronenakzeptors wie Sauerstoff ist
die Menge des gebildeten Acetats gréf3er (Abbildung 3.16). Dadurch kann pro Mol
Glukose mehr Energie in Form von ATP gewonnen und somit mehr Biomasse
gebildet werden. Das entstehende Wasserstoffperoxid ist aber mdglicherweise
schadlich fur die Zellen, da Milchsaurebakterien keine Katalase-Aktivitat besitzen.
Lactobacillus kefir gehért zu den heterofermentativen Milchsaurebakterien, ob
fakultativ oder obligat ist nicht bekannt.

Glukose
ATP
ADP
2 NAD(P)*
co, (P)
2 NAD(P)H+H*

2.
Glycerin-Aldehyd-  Acetyl-Phosphat 7T>
ADP ATP

3-P
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H,0 2ATP b) ©)
Co,

3.
?%» Acetyl-CoA
5 ’ 2 NAD(P)*

a)  Acetyl-Phosphat

ADP
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Abbildung 3.16 Mogliche Wege des Pyruvatmetabolismus: a) Metabolisierung zum Acetat
Uber Acetylphosphat unter aeroben Bedingungen (Enzyme 1 und 2). b)
Metabolisierung zum Acetylphosphat unter Bildung von NAD(P)H (Enzym 3).
c) Konkurrenz zur Ethanol-Bildung (Enzyme 3 und 2). Gekennzeichnete
Enzyme: 1. Pyruvatdehydrogenase, 2. Acetatkinase, 3. Pyruvatoxidase (aus
Axelsson 1998).
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Lactobacillus kefir DSM 20587 besitzt eine stereospezifische Alkohol-
dehydrogenase (LK-ADH;) mit Aktivitdt gegentber Ketonen und eine bisher nicht
naher charakterisierte Alkoholdehydrogenase (LK-ADH;), die Hydroxyketone
stereospezifisch reduziert (Hummel 1990, Bradshaw et al. 1992, personliche
Mitteilung W. Hummel, Universitat Dusseldorf). LK-ADH; reduziert prochirale
Ketone wie auch die PF-ADH nach der anti-Prelog-Regel. Das Enzym bendtigt
NADPH als Cofaktor fiir die Reduktionsreaktion und Mg**-lonen zum Erhalt der
Aktivitat. Der Cofaktor kann Uber den Zentralstoffwechsel unter Verbrauch von
Glukose regeneriert werden. Dabei entstehen neben Kohlendioxid hauptséchlich
Lactat und Acetat und in kleineren Mengen Ethanol (Amidjojo 2004).

3.4.7 Zellmembran und Zellwand

Fur die Cofaktor-abhangige Ganzzell-Biokatalyse ist es von entscheidender
Bedeutung, dass die Cytoplasmamembran der Zellen intakt bleibt, um ein
»Ausbluten“ der Cofaktoren zu verhindern. Die Prozessbedingungen durfen daher
nicht zu einer Schadigung der Membranen fuhren, wie es zum Beispiel beim
Einsatz organischer Losungsmittel oft der Fall ist. Um die Schadigungen verstehen
zu koénnen, muss der Aufbau der Zellmembranen und der schitzenden Zellwand
bekannt sein.

Die allen Zellen gemeinsame Grundstruktur der Cytoplasmamembran besteht aus
einer Lipiddoppelschicht, in die Proteine integriert sind (Abbildung 3.17). Die
Lipiddoppelschicht ist semipermeabel, sehr gut durchlassig fur hydrophobe,
unpolare Molekile (O,, Benzen), gut durchlassig fur kleine, ungeladene polare
Molektle (H,0, CO,, Harnstoff, Glycerin) und undurchlassig fur grol3e, ungeladene
polare Molekile (Zucker), lonen und groBe geladene Molekile. Die
Zusammensetzung der Zellmembranen verschiedener Mikroorganismen unter-
scheiden sich vor allem in den Anteilen unterschiedlicher Phospholipide und
Sterole. Die Zellmembran der Hefen besteht aus Vertretern beider Gruppen,
hauptséchlich Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin sowie Ergosterol
und Zymosterol (Walker 1999). Die Zellmembran fast aller Prokaryonten enthalt
dagegen uberwiegend Phospholipide und kleine Mengen an Glykolipiden, aber
kaum Sphingolipide und mit Ausnahme von Mycoplasmataceae keine Sterole
(Singleton 1999). In Gram-positiven Bakterien findet sich kein Phosphatidylcholin
wie in manchen Gram-negativen Bakterien, die auch grol3ere Anteile an
Phosphatidylethanolamin enthalten. Letzteres ist das Hauptlipid in Escherichia
coli, daneben existieren Phosphatidylglycerol und Diphosphatidylglycerol.



Biologische Grundlagen der Mikroorganismen 39

hydrophobe Ketten

‘ é hydrophile Kopfe ] Phospholipide

Abbildung 3.17 Schematischer Aufbau der Zellmembran aus einer Lipiddoppelschicht und
integrierten Proteinen (aus Singleton 1999).

Die Zellwand fungiert unter anderem als Schutz der Zellen vor mechanischer
Beschadigung. AulRerdem agiert sie als Sieb, das die meisten Salze und
niedermolekularen Substanzen frei passieren lasst, andere Substanzen, zum
Beispiel manche Antibiotika, dagegen nicht. Der Zellwand-Aufbau zwischen
Hefen, Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien ist sehr unterschiedlich. Die
Zellwand der Hefen ist relativ dick (100-200 nm). Sie besteht zu 80-90 % aus
Polysacchariden, hauptsachlich Glucane und Mannane und aus kleineren Mengen
Chitin (Walker 1999). Saccharomyces cerevisiae besitzt eine innere Schicht aus
Glucanen komplexiert mit Chitin, die der Zellwand ihre Starke verleiht und aus
einer &uf3eren Schicht aus Mannoproteinen, die Uberwiegend kovalent mit der
Glucanschicht verbunden sind und die Oberflacheneigenschaften der Zelle
bestimmen. Die Zellwand Gram-positiver Bakterien ist 30-100 nm dick und besteht
zu 40-80 % aus dem Peptidoglycan Murein, dessen Polysaccharid-Ketten durch
kurze Peptide zu einem Netz verknupft sind (Singleton 1999, Schlegel 1992).
Diese Netze bilden mehrere Schichten um die Zelle, an die Teichons&uren
kovalent gebunden sind. Der Proteingehalt ist gering. Das Mureinnetz der Gram-
negativen Zellen ist hingegen einschichtig und enthélt keine Teichonsauren. Daflr
umgibt die Zellen noch eine &ufere Membran aus einer proteinhaltigen
Lipiddoppelschicht und Lipopolysacchariden. In dieser duf3eren Membran befinden
sich verschiedene wassergefillte Kanéle, Porine, die niedermolekulare
Substanzen hindurchlassen.
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3.5 Herstellung von Zellen flr den Einsatz als Biokatalysator

Fir die Kultivierung von Mikroorganismen ist ein Verstandnis der
Stoffwechselvorgange der Zellen notwendig. Daraus konnen Modelle fir das
Wachstum und die Zellpopulation entwickelt werden, die zusammen mit den
verfahrenstechnischen Methoden genutzt werden konnen, um eine effiziente
Herstellung der Zellen fur einen bestimmten Einsatz zu entwickeln.

3.5.1 Mikrobielles Wachstum

Heterotrophe Mikroorganismen benétigen fur ihr Wachstum organische
Kohlenstoffverbindungen, organische oder anorganische Stickstoffverbindungen
sowie Mineralsalze und eventuell Vitamine. Somit enthalten definierte Nahrmedien
(Minimalmedien) eine Kohlenstoffquelle (zum Beispiel Glukose), eine
Stickstoffquelle (zum Beispiel Ammonium) und eine Reihe von Salzen und
Vitaminen. Damit sind reproduzierbare Kultivierungen, einfache Elementen-
bilanzen und eine erleichterte Produktaufreinigung mdoglich. Komplexmedien
enthalten Bestandteile wie zum Beispiel Hefeextrakt, Pepton, Melasse oder
Maisquellwasser, die aus einer Vielzahl von Zuckern, Aminosauren, Mineralsalzen
und Vitaminen bestehen. Komplexmedien werden bei der Kultivierung
anspruchsvoller Mikroorganismen, zum Beispiel Lactobacillus kefir, verwendet
oder wenn die Bestandteile als Nebenprodukte der Lebensmittelindustrie giinstig
zur Verfugung stehen.

log ¢y

Zeit

Abbildung 3.18 Wachstumsphasen einer typischen Kultivierung von Mikroorganismen im
Satzverfahren. 1: Adaptionsphase, 2: Ubergangsphase |, 3: exponentielle
Phase, 4: Ubergangsphase Il, 5: stationére Phase, 6: Absterbephase.
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Wachsen die Organismen unter nicht limitierenden, aber begrenzten Nahrstoff-
bedingungen, also im Satzverfahren, so ergibt sich eine typische Wachstumskurve
(Abbildung 3.18). In der Adaptionsphase passen sich die Zellen den Kultivierungs-
bedingungen an. Dabei ist noch kein Wachstum erkennbar. Einer Ubergangs-
phase, in der sich alle Zellen nach und nach an die Bedingungen adaptiert haben,
schlie3t sich das exponentielle Wachstum an, fiur das eine konstante Wachstums-
rate Umax erreicht wird. Die Wachstumsrate ist wie folgt definiert:

. dc
Gleichung 3.29: U= Lo
Cy dt
mit u Wachstumsrate, h™
Cx Konzentration der Biotrockenmasse, g Lt

Da sich die meisten Mikroorganismen durch Teilung oder Sprossung vermehren,
ist bei bestimmten Kultivierungsbedingungen ohne Substratlimitierung eine
charakteristische Verdopplungszeit ty zu beobachten. Fir die Vermehrung gilt also
folgende Gleichung 3.30:

Gleichung 3.30: Ny = Nyo 24

mit Nyi: Nxo Zellzahl zum Zeitpunkt i ; zum Zeitpunkt O, -
t; Zeitpunkt i nach Zeitpunkt t = 0 (Vielfaches von tg) h
tq Verdopplungszeit, h

Unter der Annahme, dass die mittlere Grol3enverteilung der Zellen konstant ist,
kann somit die konstante Wachstumsrate pmax anschaulich erklart werden:

Gleichung 3.31: My (t) = my o &M
mit my it =konst. und p=In20
My Biotrockenmasse, g

In der anschlieRenden Ubergangsphase liegen ein oder mehrere Substrate in
limitierender Konzentration vor (Substratlimitierungsphase). Nach Monod (1949)
kann in einer vereinfachten Modellvorstellung die Wachstumsrate g in einem
formalkinetischen Ansatz als Funktion der Konzentration des limitierenden
Substrats cs beschrieben werden:

C
Gleichung 3.32: = S
g H = Hmax K +co
mit Mmax Wachstumsrate unter nicht limitierenden Bedingungen, ht
Cs Konzentration des limitierenden Substrats, mol L™

Ks Sattigungskonstante des limitierenden Substrats, mol L™
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Werden weitere limitierende Substrate und die Substrataufnahme fiir den
Erhaltungsstoffwechsel gs m mit berticksichtigt, erweitert sich Gleichung 3.32 zu:

. Cs Cs
Gleichung 3.33: = E L0 2 - oy
g p |Jmax K31+C31 KSZ+CSZ qS,m XS,u
mit Os,m spezifische Substrataufnahmerate fur den Erhaltungsstoffwechsel
(maintenance), g ggrv - h™
Yxsu Ertragskoeffizient Biotrockenmasse aus Substrat, gty g’1

Die spezifische Substrataufnahmerate s ist analog zur Wachstumsrate definiert:

; d
Gleichung 3.34: ds = 1 s
cy dt

Ohne Berucksichtigung des Erhaltungsstoffwechsels lasst sich die Formalkinetik
wie folgt darstellen:

Gleichung 3.35: Osp = H
YXS,p
: dcy
mit Yxsu =
*SH T deg
sy spezifische Substrataufnahmerate, g ggry ™™ h™

Nach der Substratlimitierungsphase wird die stationare Phase erreicht, in der sich
die Wachstums- und die Absterberate ausgleichen, bis letztere schlieflich in der
Absterbephase uberwiegt.

3.5.2  Kultivierung im Satzverfahren

Im Satzverfahren werden die Zellen in ein Medium ubertragen, das alle zum
Wachstum nétigen Néahrstoffe enthalt. Wahrend der Kultivierung ist nur noch die
Zugabe von Sauerstoff und eventuell Titrationsmittel notwendig. Es gelten die in
Kapitel 3.5.1 dargestellten Gleichungen. Aus Gleichung 3.31 wird unter
Berlcksichtigung des (konstanten) Reaktionsvolumens fir die exponentielle
Wachstumsphase (mit cx = cxo zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase
zum Zeitpunkt t = 0):

Gleichung 3.36: cx(t) = ey Mt

Der Verlauf der Substratkonzentration ergibt sich dann aus der Bilanz zu:
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Gleichung 3.37: cs(t)=csp - :(:X'O [(eumaxfﬂ —1)
XS,u

Die obigen, auf das Substrat bezogenen Gleichungen der Aufnahmerate
(Gleichung 3.34) sowie der Formalkinetik und des Ertragskoeffizienten (Gleichung
3.35) gelten ebenso fur Sauerstoff. Da Sauerstoff aber selbst im Satzverfahren
kontinuierlich nachgeliefert wird, gilt (bei konstantem Reaktionsvolumen und
idealer Ruckvermischung im Reaktor):

Gleichung 3.38: 2 =0TR-0OUR =k, a E(CO2 -Co, )— [ty
YXO,u
mit OTR Sauerstoff-Transferrate (oxygen transfer rate), g L™ h™
OUR Sauerstoff-Aufnahmerate (oxygen uptake rate), g L™ h™
k.a volumetrischer Stoffibergangskoeffizient flr Sauerstoff, s?
Co, Sauerstoffkonzentration im Medium, g L™
cgz Sattigungskonzentration von Sauerstoff im Medium bei Sauerstoff-

partialdruck der Gasphase gleich dem des Abgases, g L*

Yxou Ertragskoeffizient Biotrockenmasse aus Sauerstoff, ggry g'1

Dies bedeutet, dass bei konstanter Sauerstoffkonzentration im Medium der
Sauerstoffverbrauch der eingetragenen Menge entspricht. Somit kann der
Verbrauch (OUR) Uber die Zugabe eingestellt werden, was bei manchen
Prozessen wichtig ist. Uber Gleichung 3.39 kann die Sauerstoff-Aufnahmerate aus
den Messwerten der Abgasanalytik errechnet werden:

GIeiChung 3.39: OUR = (VLuft,ein D(Oz,ein - VLuft,aus D(Oz,aus.)D‘/F;1 D/mol
mit \'/,_uft’ein Gasvolumenstrom in den Reaktor (Zuluft), L h™
\'/l_uftyaus Gasvolumenstrom aus dem Reaktor (Abgas, meist mangels

Messwert gleich Zuluftvolumenstrom gesetzt), L h™

X0, ein Sauerstoff-Anteil in der Zuluft, %

2

X0,.aus Sauerstoff-Anteil im Abgas, %

Vr Reaktionsvolumen, L

Vmol Molvolumen idealer Gase (22,414 L mol'l)

3.5.3  Kultivierung im Zulaufverfahren

Im Zulaufverfahren wird den Zellen wahrend der Kultivierung Substrat zugegeben,
wodurch die Substratkonzentration von Beginn an niedrig gehalten werden kann.
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Dies wird im Falle von Substratinhibierung oder Uberschussmetabolismus (zum
Beispiel Crabtree-Effekt bei Hefen) genutzt, um hohe Wachstumsraten Uber eine
lange Zeit aufrecht zu halten. Die Formalkinetiken kénnen weiterhin angewendet
werden, allerdings muss nun bei den Bilanzen der Substratzulauf und die
Volumenzunahme berucksichtigt werden. Dadurch ergeben sich fur die
Biomassekonzentration und die Substratkonzentration folgende Beziehungen:

. dc Vs i
Gleichung 3.40: X = SN g +ulEy
dt A
mit Vsein Zulaufvolumenstrom, L h™*
. dc Vs
Gleichung 3.41: =S z IS e o —cg)- sy [Ex
dt VR ’ ’
mit Cso Substratkonzentration im Zulaufmedium, g Lt

Der Zulaufvolumenstrom kann unter den vereinfachenden Annahmen, dass
sowohl die Substratkonzentration im Reaktor im Vergleich zum Zulaufmedium als
auch die Volumenzunahme vernachlassigbar ist, wie folgt eingestellt werden, um
eine konstante Wachstumsrate aufrecht zu halten:

Gleichung 3.42: Ve = Vg GAEX0 uitiog)

' Yxs [€so
Dieser Zustand kann aber nur beibehalten werden, solange weder eine
Substratkomponente noch Sauerstoff limitierend wirken oder Produkte in
inhibierender Konzentration gebildet werden. Da der Sauerstoffeintrag bei aerober
Kultivierung oft begrenzt ist, wird in der Praxis oft ein lineares oder gar konstantes
Zulaufprofil angelegt, obwohl dadurch die Wachstumsrate im Verlauf der
Kultivierung kontinuierlich sinkt. Zur Berechnung der Sauerstoffaufnahmerate kann
die Gleichung 3.39 eingesetzt werden, wenn das zum jeweiligen Zeitpunkt
vorliegende Reaktionsvolumen bekannt ist.

3.5.4  Optimierung der Biokatalysatorherstellung

Werden Mikroorganismen kultiviert, um sie anschlieBend als Ganzzell-
Biokatalysator zu verwenden, muss die Zielgrof3e klar definiert werden. Bei der
Kultivierung von Mikroorganismen zur Produktion von Enzymen wird als ZielgroR3e
je nach Aufwand der Kultivierung entweder die Raumzeitausbeute an
Enzymaktivitat (RZAga, volumetrische Produktivitat) oder die absolute Enzym-
aktivitat EA herangezogen (Gleichung 3.5 oder Gleichung 4.10).

Fur die Ganzzell-Biokatalyse sind diese Werte aber nur dann ausschlaggebend,
wenn die Enzymaktivitat im Katalyse-Prozess die limitierende Gré3e darstellt. Oft
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ist aber nicht die Enzymaktivitat, also die Reaktionsgeschwindigkeit limitierend,
sondern der Stofftransport der Edukte und/oder der Cosubstrate. In diesem Fall
kann es gunstiger sein, einen Prozess auf eine hohe Biomasse-Ausbeute hin zu
optimieren oder die Kultivierungsbedingungen so einzustellen, dass zum Beispiel
vermehrt Transporter fur die entsprechenden Stoffe exprimiert werden, wodurch
die Aufnahmeraten erhoht werden kénnen. AuRerdem ist es mdglich, dass nicht
das katalytische Enzym limitierend wirkt, sondern das oder die Enzyme der
Cofaktor-Regenerierung (zum Beispiel Glukosedehydrogenase) oder Enzyme, die
toxische Nebenprodukte abbauen (zum Beispiel Katalase). In diesen Fallen muss
der Prozess auf diese Grof3en hin optimiert werden.
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4 Material und Methoden

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden
beschrieben.

4.1 Material

Die verwendeten Laborgerate sind in Kapitel 14.1.1 zusammengestellt und werden
dort zum Teil ausfuhrlich beschrieben. Eine Liste der eingesetzten Chemikalien
findet sich in Kapitel 14.1.3.

4.2 Allgemeine Labormethoden

Nachfolgend werden die verwendeten, fir ein biotechnologisches Labor typischen
Methoden sowie die Synthese von N-Carbamoyl-D,L-Alanin beschrieben.

42.1 pH-Messung

Der pH wassriger Losungen wurde mit dem Messgerat CG 843 nach einer
Zweipunktkalibrierung der pH-Elektrode bei pH 4,00 und 7,00 bestimmt.

4.2.2 Herstellung der Pufferlésungen

Kaliumphosphat-Pufferldosungen wurden nach Holtzhauer (1997) hergestellt. Dazu
wurden die mit Gleichung 4.1 und Gleichung 4.2 errechneten Mengen der
Puffersalze in VE-Wasser gel6st. AnschlieRend wurde der pH Utberpruft.

Tris-HCI- und Natriumcitrat-Pufferlosungen wurden in der gewulnschten
Konzentration mit VE-Wasser hergestellt. Anschlieend wurde der pH mit
10 %iger HCl und 10 M NaOH eingestellt.
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Gleichung 4.1: Mk npo, = MGy tpo, M X
mit m Masse, g
MG Molekulargewicht, g mol™
M Molaritat des Puffers, mol L™
X Molenbruch nach Holtzhauer (1997), -

4.2.3 Glukoseanalytik

Die Konzentration wassriger Glukose-Losungen wurde mit dem Blutzucker-
messgerat Accu-Chek® nach Verdiinnung mit dem entsprechenden Puffer auf
einen Wert innerhalb des Messbereichs (0,1 - 6,0 g L™) bestimmt. Die Kalibrierung
erfolgte bereits durch den Hersteller.

4.2.4  Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) von Zellsuspensionen wurde mit einem
Einstrahlphotospektrometer gemessen. Die dabei verwendete Wellenlange sowie
der experimentell bestimmte Korrelationsfaktor zur Ermittlung der Biotrocken-
masse aus der optischen Dichte sind Tabelle 4.1 zu entnehmen. Die Umrechnung
der optischen Dichte in die Biotrockenmasse-Konzentration erfolgte nach
Gleichung 4.3.

Tabelle 4.1: Wellenlange zur Messung der optischen Dichte und Korrelationsfaktor zur
Bestimmung der Biotrockenmasse aus der optischen Dichte.

Mikroorganismus Wellenlange, Korrelationsfaktor f  ,
nm gsrm LT OD™

Trigonopsis variabilis DSM 70714 546 0,485
Saccharomyces cerevisiae CBS 8066 (wt) 600 0,334
Saccharomyces cerevisiae FasB His6 600 0,251
Escherichia coli K12 (wt) 650 0,323
Escherichia coli DH5a PFADH 600 0,400
Lactobacillus kefir DSM 20587 660 0,451
Gleichung 4.3: c, =ODIf,

mit oD Optische Dichte bei Wellenlange nach Tabelle 4.1, -
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4.2.5 Bestimmung der Biotrockenmasse

Die direkte Bestimmung der Biotrockenmasse erfolgte gravimetrisch. Dazu wurde
1 mL der Zellsuspension in nach Trocknung gewogenen Probengefal3en pelletiert
(Tischzentrifuge, 13000 min™, 5 min). Die Zellen wurden einmal mit physio-
logischer Kochsalzlésung (9 g L™ NaCl) gewaschen und erneut pelletiert. Die
Trocknung erfolgte bei 80T bis zur Gewichtskonstan z. Die Biotrockenmasse-
Konzentration errechnet sich anschlieRend nach Gleichung 4.4.

Gleichung 4.4: Cy = (Mygy ~Miger )V

mit Myoll Masse des ProbengeféaRes mit Zellen nach Trocknung, g
Mier Masse des leeren Probengefalies nach Trocknung, g
\% Volumen der Zellsuspension vor Pelletierung, L

4.2.6  Synthese von N-Carbamoyl-D,L-Alanin

In einem 2 L-Dreihalskolben mit Thermometer, Ruhrerwelle und Ruckflusskihler
wurden 80 g D,L-Alanin, 91,2 g Kaliumcyanat und 1,2 L VE-Wasser fur 2 Stunden
mit circa 200 min geriihrt. Die Temperierung auf 70C erfolgte durch ein
Wasserbad. AnschlieRend wurde das Wasser des Wasserbades durch Eiswasser
ersetzt und die Lésung somit auf 4C abgekuhlt. Der Kihler wurde durch einen
Tropftrichter ersetzt, mit dem langsam 250 mL 12 %ige HCI zugetropft wurden.
Dabei bildete sich ein weil3er Niederschlag aus N-Carbamoyl-D,L-Alanin. Das
Produkt wurde in zwei Schritten Uber eine Filternutsche abgetrennt und mit je
70 mL 12 %iger HCI gewaschen.

Das Produkt wurde auf Glaspetrischalen flach verteilt, bei -80C vorgefroren und
anschlieBend Uber Nacht gefriergetrocknet. Die Lagerung erfolgte bei -20C. Die
Ausbeute betrug 62,9 g (53 %). Die Gute des Produkts im Vergleich zu alteren,
von der Arbeitsgruppe Prof. Fischer (Universitdt Hohenheim) erhaltenen Chargen
wurde durch die Verwendung als Induktor in parallelen Schiuttelkolben-Ansétzen
von Trigonopsis variabilis Gberpruft. Die DAO-Aktivitat der Zellen war identisch,
somit war die neue Charge von vergleichbar guter Qualitat.

4.3 Kultivierung von Trigonopsis variabilis DSM 70714 (wt)

4.3.1 Stamm und Stammbhaltung

Trigonopsis variabilis DSM 70714 (wt) wurde von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH als Aktivkultur erworben. Zum Anlegen
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einer Zellbank erfolgte daraus durch Impfésenabstrich eine Schuttelkolben-
Kultivierung nach Kapitel 4.3.2 in Komplexmedium. Gegen Ende der exponen-
tiellen Wachstumsphase (ODs46 = 33) wurden 500 pL Zellsuspension zu 500 pL
steriler Glycerinldsung (60 % v/v) in sterile 1,5 mL Reaktionsgefaf3e gegeben. Die
Gefal3e wurden bei -80C gelagert.

4.3.2 Kultivierung im Schittelkolben

Schittelkolben ohne Schikanen wurden mit 20 % des Nominalvolumens befllt
und mit Alukappen als Sterilbarriere verschlossen. Die Kulturen wurden in einem
Schiittelinkubator bei 30T, 250 min™ und 5 cm Exzentrizitat inkubiert. Die erste
Vorkultur in Komplexmedium (Tabelle 14.11) wurde mit einem Impfésenabstrich
aus der Zellbank inokuliert und fiur 64 Stunden inkubiert. Die zweite Vorkultur in
Minimalmedium (Tabelle 14.12) ohne Induktor wurde mit 5% v/v aus der ersten
Vorkultur angeimpft und fur 24 Stunden inkubiert. Diese Vorkultur diente Kulti-
vierungen im Schittelkolben und im 7,5 L-RUhrkesselreaktor als Inokulum.

4.3.3 Kultivierung im 7,5 L-Ruhrkesselreaktor

Als Reaktor fir Kultivierungen im 3-5L-Mal3stab diente der 7,5 L-Labor-

Ruhrkesselreaktor Labfors (Abbildung 4.1).
"ﬁﬂ;l
Abgas- -

analytlk

U S L]

| 1 L& -
LS Iris-Prozess-
steuerung

Zulauf-
medium

Abbildung 4.1 Aufbau des 7,5 L-Ruhrkesselreaktors ,Labfors".
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Der Kessel wurde mit 400 mL Salzlésung und 2400 mL VE-Wasser beflllt und
autoklaviert. AnschlieRend wurden 400 mL Glukoselésung, 400 mL Puffer und
2 mL Vitaminlésung Uber eine sterile Anstechvorrichtung erganzt. Nach Erreichen
der Kultivierungsbedingungen von 30C und Umgebungs druck sowie Kalibrierung
der pO,-Elektrode wurde mit dem Volumen der Vorkultur 2 angeimpft, das
1,5 gstm enthielt (circa 250 mL). Dann wurde der Reaktor mit sterilem VE-Wasser
auf 4,0 L aufgefullt. Wahrend des Prozesses wurden Proben entnommen und auf
Glukose, optische Dichte, Biotrockenmasse und DAO-AKktivitat untersucht.

Im 2-stufigen Zulaufprozess wurde der pH von 6,0 durch Saureproduktion der
Zellen auf 3,0 abgesenkt und durch Zugabe von 10 %-iger w/v Ammoniak-Losung
auf diesem Wert gehalten. Der Sauerstoffpartialdruck im Medium fiel zun&achst von
100 % Luftséattigung auf 20% und wurde dann Uber die Ruhrerdrehzahl
(Anfangswert: 400 min™) und die Begasungsrate (Anfangswert: 3,0 L min™) auf
diesen Wert geregelt. Die Zudosierung von Zulaufmedium (Tabelle 14.13) nach
Gleichung 4.5 wurde gestartet, als die Glukose-Konzentration im Medium auf
5 g L™ abgesunken war.

Gleichung 4.5: m = 755gh™ (@00
mit Mg Zudosierungsrate, geiuose h ™
t Prozesszeit nach Start der Zudosierung, h

Im 4-stufigen Zulaufprozess wurde der pH zunachst durch Zugabe von 10 %-
iger wiv. Ammoniak-Losung bei 6,0 gehalten. Der Sauerstoffpartialdruck im
Medium fiel zunachst von 100 % Luftsattigung auf 45 % und wurde dann dber die
Rihrerdrehzahl (Anfangswert: 600 min™) und die Begasungsrate (Anfangswert:
3,0 LminY) auf diesen Wert geregelt. Die Zulaufphase 1 mit dem Profil aus
Gleichung 4.6 wurde gestartet, als die Glukose im Medium verbraucht war,
angezeigt durch den schnellen Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks. Das Zulauf-
medium ist in Tabelle 14.14 beschrieben. Als etwa 30 ggtm L™ erreicht waren,
wurde der Induktor N-Carbamoyl-D,L-Alanin zugegeben und eine konstante
Zudosierungsrate eingestellt (Gleichung 4.7). Der pH-Sollwert wurde auf 3,0
abgesenkt. Durch die von den Zellen produzierte Séure wurde dieser nach
5-8 Stunden erreicht. Daraufhin folgte die Zulaufphase 3 mit weiterhin konstanter
Zudosierung nach Gleichung 4.7 und einem erhéhten Sauerstoffpartialdruck von
60 % Luftséattigung bis das maximale Reaktionsvolumen von 5 L erreicht wurde.

Gleichung 4.6: m=913gh™* +166gh™ [@0065h T

Gleichung 4.7: m=158gh™*
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4.4 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae (wt)

4.4.1 Stamm und Stammbhaltung

Saccharomyces cerevisiae CBS 8066 (wt) wurde am Lehrstuhl flr
Bioverfahrenstechnik als Glycerin-Zellbank etabliert und bei -80C gelagert
(Engelking 2004).

4.4.2  Kultivierung im Schittelkolben

Schuttelkolben ohne Schikanen wurden zu 20 % des Nominalvolumens mit YNB-
Medium (Tabelle 14.15) befillt, mit 0,05 % v/v Zellsuspension aus der Zellbank
angeimpft und mit Alukappen als Sterilbarriere verschlossen. Die Kulturen wurden
in einem Schiittelinkubator bei 30°C, 300 min™ und 5 cm Exzentrizitat bis zum
Erreichen der stationdren Wachstumsphase (35 h) inkubiert.

4.5 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae FasB His 6

4.5.1 Stamm und Stammbhaltung

Saccharomyces cerevisiae FasB His6 wurde vom Consortium fur elektro-
chemische Industrie, Minchen, zur Verfugung gestellt und am Lehrstuhl fur
Bioverfahrenstechnik als Glycerin-Zellbank etabliert und bei -80TC gelagert
(Engelking 2004a).

4.5.2  Kultivierung im Schittelkolben

Schittelkolben ohne Schikanen wurden zu 20 % des Nominalvolumens mit
Medium beflllt und mit Alukappen als Sterilbarriere verschlossen. Standardmalfiig
wurde CSL-Medium verwendet (Tabelle 14.16). Als Inokulum wurden 0,05 % v/v
Zellsuspension aus der Zellbank verwendet. Die Kulturen wurden in einem
Schittelinkubator bei 28°C, 250 min ™ und 5 cm Exzentrizitat inkubiert und in der
stationdren Wachstumsphase nach 3 Tagen geerntet.
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4.6 Kultivierung von Escherichia coli K12 (wt)

4.6.1 Stamm und Stammbhaltung

Escherichia coli K12 (DSM 498) wurde von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH erworben und am Lehrstuhl fir
Bioverfahrenstechnik als 30 % v/v-Glycerin-Zellbank etabliert und bei -80C
gelagert (Puskeiler 2004).

4.6.2  Kultivierung im Schiuttelkolben

Schuttelkolben ohne Schikanen wurden zu 20 % des Nominalvolumens mit LB-
Medium befillt (Tabelle 14.17), mit 0,005 % v/v Zellsuspension aus der Zellbank
angeimpft und mit Alukappen als Sterilbarriere verschlossen. Die Kulturen wurden
in einem Schiittelinkubator bei 37, 200 min™ und 5 cm Exzentrizitat inkubiert
und in der stationaren Wachstumsphase nach 17 Stunden geerntet.

4.7 Kultivierung von Escherichia coli DH5a PFADH

4.7.1  Stamm und Stammbhaltung

Escherichia coli DH5a PFADH wurde von der Degussa AG zur Verfugung gestellt.
Zur Erstellung einer Zellbank wurde eine Schiittelkolben-Kultivierung nach Kapitel
4.7.2 in LB-Amp-Medium (Tabelle 14.18) durchgefuhrt. Diese wurde mit einem
Impfésenabstrich von der erhaltenen Aktivkultur angeimpft. In der exponentiellen
Wachstumsphase (ODegso = 0,9) wurden 40 mL Zellsuspension mit 20 mL sterilem
Glycerin (87 % v/v) vermischt und in sterile 1,5 mL Reaktionsgefal3e gegeben. Die
Gefal3e wurden bei -80C gelagert.

4.7.2  Kultivierung im Schiuttelkolben

Schuttelkolben ohne Schikanen wurden zu 20 % des Nominalvolumens mit LB-
Amp-Medium beflllt (Tabelle 14.18), mit 0,005 % v/v Zellsuspension aus der
Zellbank angeimpft und mit Alukappen als Sterilbarriere verschlossen. Die
Kulturen wurden in einem Schiittelinkubator bei 37C, 200 min® und 5cm
Exzentrizitat inkubiert und in der stationdren Wachstumsphase nach 17 Stunden
geerntet.
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4.8 Kultivierung von Lactobacillus kefir (wt)

4.8.1 Stamm und Stammbhaltung

Lactobacillus kefir DSM 20587 (wt) wurde von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH als lyophilisierte Zellen erworben. Zum
Anlegen einer Zellbank wurden die Zellen in 1 mL modifiziertem MRS-Medium
(Tabelle 14.19) resuspendiert. Davon wurden 150 pL als Inokulum fir eine 75 mL-
Schittelkolbenkultur (Kapitel 4.8.2) verwendet. Nach 5 Tagen wurde die Kultur auf
ODeso = 8,8 aufkonzentriert und als Inokulum (5 % v/v) fir eine zweite Kultur
verwendet. Nach 24 Stunden wurde daraus eine 30 % v/v Glycerin-Losung mit
Zellen der Konzentration ODggo = 10 hergestellt und in sterile 1,5 mL Reaktions-
gefalRe gegeben. Die GefalRe wurden bei -80C gelagert.

4.8.2  Kultivierung im Schuttelkolben

Schuttelkolben ohne Schikanen wurden zu 30 % des Nominalvolumens mit
modifiziertem MRS-Medium beflllt (Tabelle 14.19), mit 3 % v/v Zellsuspension aus
der Zellbank angeimpft und mit Alukappen als Sterilbarriere verschlossen. Die
Kulturen wurden in einem Schiittelinkubator bei 30C, 150 min® und 5cm
Exzentrizitat inkubiert und in der stationdren Wachstumsphase nach 22 Stunden
geerntet. Weitere Schiuttelkolbenkulturen wurden daraus mit 5 % v/v angeimpft.

4.8.3 Kultivierung im 7,5 L-Ruhrkesselreaktor im Satzverfahren

Als Reaktor fur Kultivierungen im 5 L-Mal3stab diente der 7,5 L-Labor-Ruhrkessel-
reaktor Labfors (Abbildung 4.1). Dieser wurde mit 4,35 L 1,1-fach konzentrierter
Salz-/Hefeextraktlosung befillt und autoklaviert (Tabelle 14.19). AnschlieRend
wurden 400 mL Glukoselésung und Tween 80 (ber eine sterile Anstechvor-
richtung ergdnzt. Nach Erreichen der Kultivierungsbedingungen von 30C und
Umgebungsdruck sowie Kalibrierung der pO,-Elektrode wurde mit 5 % v/v einer
Schittelkolben-Kultur (ODggo ~ 5,5) angeimpft. Der pH wurde durch 10 M NaOH
auf 6,0 geregelt, die Rihrerdrehzahl betrug 150 min™ und die Begasungsrate
0,5 NL min™ (0,1 min™). Wahrend des Prozesses wurden Proben entnommen und
auf Glukose, optische Dichte, Biotrockenmasse und ADH-AKktivitat untersucht.
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4.8.4  Kultivierung im 7,5 L-Rihrkesselreaktor im Zulaufverfahren

Die Kultivierung erfolgte wie im Satzverfahren, jedoch mit 3 L Anfangsvolumen an
modifiziertem MRS-Medium mit reduzierter Hefeextrakt-Konzentration (Tabelle
14.19). Sobald die Glukose-Konzentration auf 5gL™* abgesunken war,
12 Stunden nach dem Animpfen, wurde das Zulaufmedium (Tabelle 14.20) mit
einem Volumenstrom von 27 mL h™* zudosiert, was der Gleichung 4.8 entspricht.
Der Sauerstoffpartialdruck wurde tber die Riihrerdrehzahl (400-500 min™) und die
Begasungsrate (~ 0,6 min™®) zwischen 0 und 2% Luftséttigung geregelt. Die
gemessene Sauerstofftransferrate betrug dadurch 5-7 mmol L* h™. Nach
76 Stunden wurde das maximale Reaktionsvolumen erreicht und der Prozess
gestoppt.

Gleichung 4.8: mg =108gh™*

4.8.5 Kultivierung im 200 L-Rihrkesselreaktor im Zulaufverfahren

Als Reaktor fur Kultivierungen im 150 L-Mafstab diente der 200 L-Technikums-
Ruhrkesselreaktor Techfors (Abbildung 4.2).

Mikro-
filtrations-- ~
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Abbildung 4.2 Aufbau des 200 L-Rihrkesselreaktors ,Techfors®.
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Die Kultivierung erfolgte analog zum Labormafistab mit 100 L Anfangsvolumen an
modifiziertem MRS-Medium mit reduzierter Hefeextrakt-Konzentration (Tabelle
14.19). Als Inokulum diente eine 5 L-Satzkultur ohne pH-Regelung. Die
Zudosierungsrate betrug 810 mL h*, was Gleichung 4.9 entspricht. Die
Begasungsrate lag bei 20 L min? (0,13-0,2 min™). Uber die Ruhrerdrehzahl
(100-200 min™) wurde die Sauerstofftransferrate auf 7-9 mmol L™* h™* geregelt. Die
Zellen wurden tber eine Mikrofiltrationseinheit aufkonzentriert, zentrifugiert und als
Pellet bei -20TC eingefroren. Diese Zellen wurden n eben kommerziell von Jilich
Fine Chemicals erworbenen Zellen fur Biotransformationen eingesetzt.

Gleichung 4.9: mg =337gh™

4.9 Durchfiihrung der Ganzzell-Biokatalyse

4.9.1 Vorbereitung der Biokatalysatoren

Trigonopsis variabilis fur die Biokatalyse wurde aus Schittelkolben-Kultivierungen
gewonnen. Die bei -20T gelagerten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und einmal
mit Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 8,0), der auch als Umsetzungspuffer diente,
gewaschen, in der Standzentrifuge (3000 min™, 4C, 10 min) pelletiert und wieder
in Puffer auf 40 germ L™ resuspendiert. Entweder wurden diese ruhenden Zellen
als Biokatalysator eingesetzt oder sie wurden zuvor noch permeabilisiert (Kapitel
4.9.2), zweimal mit Puffer gewaschen und wieder in Puffer auf 50 ggrw L™
resuspendiert.

Saccharomyces cerevisiae FasB His6 wurde fir die Verwendung als Biokataly-
sator immer frisch hergestellt (Kapitel 4.5.2). Die Zellen wurden einmal mit Kalium-
phosphatpuffer (100 mM, pH 7,0, 100 mM NacCl), der auch als Umsetzungspuffer
diente, gewaschen, in der Standzentrifuge (4500 min™, 4%C, 30 min) pelletiert und
wieder in Puffer auf 50-100 ggrw L™ resuspendiert.

Lactobacillus kefir von Jilich Fine Chemicals und aus eigener Herstellung wurde
als Biokatalysator verwendet. Die Zellen wurden aus dem bei -20C gelagerten
Vorrat entnommen und bei Raumtemperatur aufgetaut. Nach einmaligem
Waschen mit Kaliumphosphatpuffer (200 mM, pH 6,5, 5 mM MgCl,), der auch als
Umsetzungspuffer diente, und Pelletieren in der Standzentrifuge (4500 min™, 4C,
15 min) wurden sie in Puffer auf 80-120 ggrw L™ resuspendiert.
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4.9.2 Permeabilisierung

Trigonopsis variabilis wurde einmal mit Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 (Standard) oder
Kaliumphosphat-Puffer 100 mM, pH 8,0 oder Natriumcitrat-Puffer 50 M, pH 4,0
gewaschen und auf circa 40 gsrw L™ konzentriert. Dann wurde 0,5 % viv
Triton X 100 zugegeben und unter Schiitteln mit 50 min™ 1 Stunde bei Raum-
temperatur im Inkubationsschittler inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
zweimal mit Puffer gewaschen.

4.9.3 Geruhrte Glasgefal3e im 2 mL-MalR3stab

Zylindrische Glasgefale mit 4 mL Nominalvolumen dienten als Reaktionsgefalie
fur die Biokatalyse im 1,4-2,8 mL-Mal3stab. Diese wurden mit Kreuzmagnet-
stabchen gerdhrt, angetrieben von einer Mehrfachrihrplatte (Abbildung 4.3,
Tabelle 14.6). In den Reaktionsgefal3en wurde die Zellsuspension in Umsetzungs-
puffer mit Cosubstrat vorgelegt. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Edukts
gestartet. In den rein wassrigen Ansatzen wurde das Edukt in reiner Form
zugegeben. Die Konzentration wurde auf das Volumen der wéassrigen Phase
berechnet. In den Zweiphasenansatzen wurde das Edukt geldst in der Lésungs-
mittelphase zugegeben. Die Konzentration des Edukts, auf das Volumen der
wassrigen Phase bezogen, war in vergleichbaren Anséatzen gleich. Der Phasen-
anteil der Losungsmittelphase betrug ¢q= 0,2, mit Ausnahme der 4-CI-ACE-
Reduktionen mit n-Butylacetat als Losungsmittel, bei denen ein dreifaches
Volumen an n-Butylacetat im Verhaltnis zum Edukt verwendet wurde.

Abbildung 4.3 a) Aufbau des mL-Reaktorsystems auf dem Mehrfachriihrplatz. b) Als
mL-Reaktor verwendetes GlasgefalR mit Kreuzmagnetriihrstédbchen.
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Die meisten Reaktionen wurden im Lésungsmittelabzug bei Raumtemperatur (RT)
durchgefiihrt. Bei Drehzahlen > 1000 min® wurde die Temperatur in den
Reaktionsgefal3en jedoch durch die Erwarmung der Ruhrplatte erhoht. Daher
wurde die Temperatur immer Uberprift. Die Reaktionen bei 20C wurden im
Kahlbrutschrank durchgefihrt.

Die GefalRe wurden mit gasdichten Deckeln verschlossen. Bei starker Gasent-
wicklung wurden kleine Locher in die Deckel gestochen oder von Zeit zu Zeit
entliftet. Die Probenahme erfolgte mittels einer Pipette. Die Proben rein wassriger
Ansatze und von Zweiphasenansatzen mit organischen Losungsmitteln wurden
direkt mit Ethylacetat extrahiert. Die Proben von Zweiphasenansatzen mit
ionischen Fliissigkeiten wurden erst in der Tischzentrifuge bei 13000 min™ fiir
5 min zentrifugiert, bevor die wassrige Phase mit Ethylacetat und die ionische
Flissigkeit mit n-Hexan extrahiert wurde (Kapitel 4.13.1). Zur Ermittlung der
Viabilitat wurden Proben aus Zweiphasenansatzen im Erdschwerefeld von der
Losungsmittelphase getrennt und die Zellsuspension fur den Test verwendet. Die
wassrigen Phasen konnten auf die Glukosekonzentration hin untersucht werden.

49.4 RuUhrkesselreaktor im 200 mL-Mafstab

Als Ruhrkesselreaktor im 200 mL-MaRRstab wurde eine modifizierte gerihrte
Blasenséule mit 400 mL Nominalvolumen verwendet (Weuster-Botz et al. 2002,
Abbildung 4.4). Da fir die Reaktionen keine aktive Begasung notig war, wurde die
Sinterplatte durch eine Edelstahlplatte ersetzt. Der Reaktor verfugt tber drei
Stromungsbrecher mit einer Breite von je 15 mm und einen 6-Blatt-Scheibenrihrer
mit Magnetantrieb. Ein Scheibenblatt hat die MalRe 8 mm x 8 mm. Die Durch-
fuhrung der Biokatalyse, die Probenahme und Probenaufbereitung erfolgte analog
zu Kapitel 4.9.3.

Dariiber hinaus konnten in diesem Mal3stab Proben aus beiden Phase untersucht
werden, von denen die Reaktion in jeweils einem Teil mit Salzsdure abgestoppt
wurde und im anderen Teil nicht. Dadurch sollte die effektive Konzentration der
Edukte und Produkte in der wéassrigen Phase ermittelt werden. Der Stoffaustausch
war jedoch so schnell, dass das Konzentrationsverhaltnis wahrend der Zentrifu-
gation bereits angeglichen wurde. Des Weiteren fuhrte die Zugabe von HCI zu
Beeintrachtigungen bei der Analytik und dadurch zu einem maximalen Fehler in
der Stoffbilanz von 17,5 %. Ohne HCI betrug der maximale Fehler in der 200 mL-
Umsetzung nur 3,8 %.
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Abbildung 4.4 a) Schematische Darstellung des 200 mL-Ruhrkesselreaktors ,Ruhrfors®. b)
Aufbau des 200 mL-Ruhrkesselreaktors ,Ruhrfors".

4.10 Charakterisierung der Biokatalysatoren

4.10.1 Membranintegritatstest fur Bakterien (Viabilitat)

Als Membranintegritatstest fur Bakterien wurde die differentielle Aufnahme der
Farbstoffe SYTO®9 (3,34 mM in DMSO) und Propidiumiodid (20 mM in DMSO)
aus dem LIVE/DEAD® BacLight™ Viabilitatstest von Molecular Probes bestimmt.
Beide Farbstoffe binden spezifisch an Nukleinsauren. Sie unterscheiden sich
jedoch in ihrer Fahigkeit, intakte bakterielle Zellmembranen zu Gberqueren und in
ihren spektralen Eigenschaften. Fiir SYTO®9 stellt die Zellmembran keine Barriere
dar. Somit werden alle Zellen, sowohl solche mit intakter als auch solche mit
beschadigter Zellmembran, grun fluoreszierend angefarbt. Propidiumiodid dringt
dagegen nur in beschadigte Zellen ein, konkurriert dort mit SYTO®9 und farbt
diese rot fluoreszierend an.

Zur Durchfihrung des Tests wurden je 3 uL der Farbstoff-Stammlésungen
gemeinsam zu 1 mL VE-Wasser gegeben. Die zu untersuchende Zellsuspension
wurde mit 0,9 % w/v NaCl-Losung auf OD =0,05 verdinnt. Je 100 puL der
Farbstofflosung und der Zellsuspension wurden in die Vertiefung einer
Flachboden-Mikrotiterplatte gegeben und 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieend wurde die Platte im Fluoreszenzphotometer bei 485 nm



60 Material und Methoden

Anregungswellenlange und 520 nm (Verstarkungswert 28) und 620 nm
(Verstarkungswert 56) Auslesewellenldange gemessen. Das Verhaltnis der beiden
Lichtintensitaten diente als Merkmal fir die Membranintegritat. Die Kalibrierung
erfolgte durch verschiedene Mischungen frischer Zellen und mit 70 % v/v
Isopropanol oder 20 % v/v 1-Decanol geschadigter Zellen.

Als Viabilitatstest wurde auch die photometrische Ermittlung der Wachstumskurve
von Zellen in Gegenwart von 5 % v/v ionischen Flissigkeiten durchgefiihrt
(Abbildung 14.5). Dieser Test wird aber durch eventuelle Anderungen im
Sauerstoffeintrag aufgrund der ionischen Flissigkeiten und durch das Mitreil3en
von Zellen wéhrend der Sedimentation der ionischen Flussigkeit vor der
photometrischen Messung verféalscht. Aus diesem Grund wurde standardmallig
der Membranintegritatstest eingesetzt.

4.10.2 Membranintegritatstest fur Hefen (Viabilitat)

Der Membranintegritatstest, eigentlich Vitaltest, fur Hefen wurde nach Bast (1999)
durchgefuhrt. Dabei wird der Farbstoff Methylenblau in alle Zellen aufgenommen,
jedoch von Zellen mit Atmungsaktivitait zu einem farblosen Stoff oxidiert.
Vorraussetzung fur die Atmungsaktivitat sind intakte Membranen, um den
Protonengradienten Uber die Mitochondrienmembran aufrecht zu erhalten und um
ein Ausbluten von Cofaktoren der Redox-Enzyme aus den Zellen zu verhindern.

Zur Durchfihrung des Tests wurde eine 1% v/v Lésung aus Methylenblau-
gesattigtem Ethanol in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,0, 100 mM NaCl)
erstellt, 1:1 mit Zellsuspension gemischt und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Unter dem Lichtmikroskop koénnen farblose vitale Zellen von blauen
inaktiven, also geschadigten Zellen unterschieden werden. Zur Kontrolle wurden
frische Zellen in verschiedenen Verhaltnissen mit in 70 % v/v Isopropanol oder
20 % v/v 1-Decanol geschadigten Zellen gemischt und analysiert. Das gezahlte
Verhaltnis von farblosen zu blauen Zellen entsprach dem Mischungsverhaltnis.

4.10.3 Zellaufschluss

Trigonopsis variabilis wurde einmal mit Kaliumphosphat-Puffer (0,1 M, pH 8,0)
gewaschen und mit circa 50 gsrw L™ in Zellaufschlusspuffer (Kaliumphosphat-
Puffer 0,1 M, pH 8,0, 0,1 M Saccharose, 3 mM EDTA) resuspendiert. Dann
wurden 500 pL Zellsuspension und 500 pL Glasperlen (0,4-0,6 mm Durchmesser)
in ein 1,5 mL Reaktionsgefald geflllt und in einer Schwingarmmuhle fur 20 min bei
1800 min™ und 4T aufgeschlossen. Nach Zentrifugation in der Kiihlzentrifuge
(20000 min™, 4C, 5 min) wurde der Uberstand auf Eis gelagert.
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Escherichia coli DH5a PFADH wurde einmal mit Tris-HCI-Puffer (0,1 M, pH 8,0)
gewaschen und mit circa 2ggmm L™ resuspendiert. Dann wurden 500 pL
Zellsuspension und 500 pL Glasperlen (0,17-0,18 mm Durchmesser) in ein 1,5 mL
ReaktionsgefaR gefilllt und in einer Schwingarmmiihle fir 2 min bei 1800 min™
und Raumtemperatur aufgeschlossen. Nach Zentrifugation in der Kuhlzentrifuge
(13000 min™, 4C, 5 min) wurde der Uberstand auf Eis gelagert.

Lactobacillus kefir wurde einmal mit Kaliumphosphat-Puffer (0,1 M, pH 7,5, 2 mM
MgCl,) gewaschen und mit circa 3 gsrw L™ resuspendiert. Dann wurden 500 pL
Zellsuspension und 500 pL Glasperlen (0,17-0,18 mm Durchmesser) in ein 1,5 mL
ReaktionsgefaR gefiillt und in einer Schwingarmmihle fiir 6 min bei 1800 min™
und Raumtemperatur aufgeschlossen. Nach Zentrifugation in der Kuhlzentrifuge
(13000 min™, 4C, 5 min) wurde der Uberstand auf Eis gelagert.

4.10.4 Photometrische Bestimmung der DAO-Aktivitat

Bei der Oxidation von D-Aminoséauren durch DAO wird FADH, gebildet, das durch
Sauerstoff unter Bildung von H,O, reoxidiert wird. Peroxidase ist unter Verbrauch
von H,0O; in der Lage, das Chromogen o-Dianisidin zu einem braunen Farbstoff zu
oxidieren, der bei geringem pH intensiv rot wird. (Abbildung 4.5).

O NH, (INH
H,CO Peroxidase H.CO

~
H2N H202 2H20 HN/

Abbildung 4.5 Schematische Darstellung der Peroxidase-katalysierten Oxidation von
o-Dianisidin mit Wasserstoffperoxid (H,0,).

Dabei wird gleichzeitig eventuell im Zellextrakt vorhandene Katalase inhibiert, die
ansonsten fur eine Unterschatzung der DAO-Aktivitat durch Spaltung von H,O,
fuhren wirde (Muller 2000, Gabler 1999). Zur Durchfihrung des Aktivitatstests
wurde zunachst die o-Dianisidin- und Peroxidaselésung (2,1 g L™ o-Dianisidin-
HCI, 500 pkat L™* Horse Radish Peroxidase in 50 % v/v Glycerin in VE-Wasser)
sowie der Kaliumphosphat-Puffer (0,1 M, pH 8,0) und die D-Alanin-Lésung
(20 g L™! in Kaliumphosphat-Puffer) nach Tabelle 4.2 in einem 1,5 mL-Reaktions-
gefaR bei 30T im Thermomixer bei 1000 min ™ fiir 5 Minuten vortemperiert. Dann
wurde das Zellextrakt in einer Konzentration zugegeben, die eine deutliche
Braunfarbung des Reaktionsansatzes nach 30-300 Sekunden verursacht.



62 Material und Methoden

Wahrend dieser Zeit, die mit einer Stoppuhr gemessen wurde, wurde weiterhin
geschuttelt. Sobald eine deutliche Braunfarbung zu erkennen war, wurde die
Reaktion durch Zugabe von 30 % w/v Schwefelsaure abgestoppt und die Stoppuhr
angehalten. Nach Zentrifugation in der Tischzentrifuge (13000 min™, RT, 3 min)
wurde die Farbstoffbildung im Photospektrometer bei 540 nm gemessen. Uber
eine Kalibrierung mit H,O,-L6sung (0,1 M in Kaliumphosphat-Puffer) konnte die
spezifische DAO-Aktivitat aus Gleichung 4.10 berechnet werden.

Tabelle 4.2: Pipettierschema fur den Test der b-Aminosaureoxidase-Aktivitat.

Losung Kalibrierung Blindprobe Probe
o-Dianisidin-Peroxidase-L6sung 250 pL 250 pL 250 pL
D-Alanin-L&sung 350 pL 350 pL
Kaliumphosphat-Puffer 745, 740, 730, 700, 650 pL 400 pL 380 pL
Zellextrakt --- 20 pL
H,0, 5, 10, 20, 50, 100 pL
Schwefelsaure 500 pL 500 pL 500 pL
Gleichung 4.10: EA, = A?;:Ex
mit EAx spezifische Enzymaktivitat, pkat geru ™’ = pmol s™ gamw™

Ace Differenz der Eduktkonzentration/H,O,-Konzentration, umol Lt

At Zeitintervall, s

Cx Konzentration des Ganzzell-Biokatalysators, ggtm Lt

4.10.5 Photometrische Bestimmung der ADH-Aktivitat

Bei der Reduktion von Ketonen durch eine ADH wird der Cofaktor NAD(P)H zu
NAD(H)* oxidiert. Die Abnahme der Absorption von NAD(P)H kann in einem
Photometer bei 340 nm verfolgt werden. Zur Bestimmung der ADH-Aktivitat von
Zellextrakten wurden die in Tabelle 4.3 angegebenen Ldsungen bei Raum-
temperatur in einer Flachboden-Mikrotiterplatte vereinigt. Die spezifische Aktivitat
wurde daraus mit dem Lambert-Beer'schen-Gesetz ermittelt (Gleichung 4.11).
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Tabelle 4.3: Pipettierschema fur den Test der Aktivitat verschiedener Alkoholdehydrogenasen.

ADH (E. coli ADH; (L. kefir  ADH, (L. kefir Blind- Probe
DH5a PFADH) DSM 70587) DSM 70587) probe
Cofaktor (6,4 g L") NADH NADPH NADPH 20 pL 20 pL
Puffer (0,1 M) Tris-HCI pH 8,0 KPi pH 7,5 KPipH 7,5 160 uL 140 uL
Substrat (50 mM)  Acetophenon  Acetophenon  4-Hydroxy-4-Metyl- 20 pL 20 pL
2-Pentanon
Zellextrakt Verdinnung, so dass lineare Abnahme der Absorption 20 pL
Gleichung 4.11: ea, = 2owoen Dle Mg DV 0107
MV, (€,  AtCEyapepn DOV, €,
mit EA spezifische Enzymaktivitat, pkat garu
AAzgol At Anderung der Absorption bei 340 nm uber die Zeit, s™
VR Reaktionsvolumen, L (hier 200 uL)
ENAD(P)H molarer Extinktionskoeffizient fur NAD(P)H (630 L mol™* mm™)
b Lange des Lichtweges, mm (hier 5,3 mm)
Vy Volumen des zugegebenen Zellextrakts, L (hier 20 uL)
Cy Biotrockenmasse-Konzentration, aus der das Zellextrakt gewonnen
wurde, g L™

4.11 Charakterisierung der Losungsmittel

Nach folgenden Methoden wurden einige physiko-chemischen Ldsungsmittel-
eigenschaften von ionischen Flussigkeiten und organischen Ldsungsmitteln
bestimmt:

4.11.1 Bestimmung des Phasenverhaltens von ionischen Flissigkeiten und

Wasser

In einem 1,5 mL Reaktionsgefal3 wurden die zu untersuchenden Flussigkeiten in
verschiedenen Volumenverhéltnissen bei einem Gesamtvolumen von 200 pL
vorgelegt und 5 Minuten auf dem Reagenzglasschittler dispergiert. Nach Zentri-
fugation in der Tischzentrifuge (13000 min™, RT, 10 min) wurden die Phasen-
verhaltnisse optisch beurteilt. Bei der Ausbildung von zwei Phasen wurden die
Volumina der beiden Phasen ermittelt, um eine teilweise Mischbarkeit zu
erkennen.
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4.11.2 Bestimmung der Loslichkeit von Amino- und Ketocarbonsauren in

ionischen Flussigkeiten

Die Untersuchung eines Loslichkeit vermittelnden Effekts von mit Wasser misch-
baren ionischen Flissigkeiten erfolgte durch Zugabe der zu untersuchenden
Stoffe im vielfachen Uberschuss zur erwarteten Loslichkeit zu verschieden
konzentrierten Losungen der ionischen Flissigkeiten in Puffer. Die Versuche
wurden in gasdicht verschlossenen 2 mL Analysegefal3en durchgefuhrt, die
1 Stunde bei 1800 min™ in der Schwingarmmiihle geschiittelt wurden. Nach einer
Zentrifugation in der Standzentrifuge (4500 min®, RT, 10 min) wurde der
Uberstand mittels HPLC auf die Konzentration der untersuchten Stoffe analysiert.

Die Loslichkeit von Amino- und Ketocarbonsauren in nicht mit Wasser mischbaren
ionischen Flissigkeiten wurde untersucht, indem eine wassrige Losung der Stoffe
vor und nach Kontakt mit 20 % v/v ionischen Flussigkeiten (1 Stunde bei
1800 min™ in der Schwingarmmiihle, Zentrifugation in der Standzentrifuge bei
4500 min?, RT, 10 min) mittels HPLC analysiert wurde.

4.11.3 Bestimmung der Léslichkeit von Ketonen und Alkoholen in Puffer

Die Ketone und Alkohole wurden separat in einem gasdicht verschlossenen 2 mL
Analysengefal in vielfachem Uberschuss zur erwarteten Loslichkeit zu Puffer
zugegebenen. Dieser hatte die identische Zusammensetzung wie der bei den
Versuchen zur Biokatalyse verwendete Puffer. Nach 1 Stunde bei 1800 min™ in
der Schwingarmmiihle, Zentrifugation in der Standzentrifuge (4500 min™®, RT,
10 min) und Extraktion der wassrigen Phase wurden die Konzentrationen mittels
Gaschromatographie (GC) bestimmt.

4.11.4 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten von Ketonen und Alkoholen

zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer (logD) oder n-Hexan

Die Ketone und Alkohole wurden gemeinsam mit je circa 300 mM in der ionischen
Flissigkeit gelést. Dann wurden 100 pL ionische Flussigkeit und 400 pL Puffer,
der die identische Zusammensetzung hatte, wie der bei den Versuchen zur
Biokatalyse verwendete Puffer, in ein gasdicht verschlossenes 2 mL Analysen-
gefall gegeben. Nach 1 Stunde bei 1800 min™ in der Schwingarmmiihle, Zentri-
fugation in der Standzentrifuge (4500 min™®, RT, 10 min) und Extraktion der
wassrigen Phase wurden die Konzentrationen mittels GC bestimmt. Daraus und
aus den verbleibenden Konzentrationen in der ionischen Flussigkeit konnte der
Verteilungskoeffizient logD nach Gleichung 4.12 berechnet werden.
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Cso ~ (d)d_l ‘1)|]35
Cs

Gleichung 4.12: log Dy /pusier = 1001,

mit logD\Lputter dekadischer Logarithmus des Verteilungskoeffizienten einer
Substanz zwischen ionischer Flissigkeit und Puffer, -

Cso vorgelegte Konzentration der Substanz in IL, mol Lt

Cs im Puffer gemessene Konzentration der Substanz nach Einstellung
des Gleichgewichts zwischen IL und Puffer, mol L™

®q Phasenanteil der ionischen Flussigkeit, -

Zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten zwischen ionischer Flussigkeit und
n-Hexan wurden 325 pL ionische Flussigkeit und 325 pL n-Hexan vorgelegt. Nach
Schitteln und Zentrifugation analog zur Prozedur mit Puffer wurde die n-Hexan-
Phase analysiert.

4.11.5 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten von Losungsmitteln zwischen

n-Octanol und Wasser (logP)

Fur die Verteilungskoeffizienten von LoOsungsmitteln zwischen n-Octanol und
Wasser (logP) wurden die experimentellen Werte aus der Datenbank LogKow
entnommen (Syrres 2004).

4.12 Flassigchromatographische Analytik von Edukten und Produkten

Zur Analytik von Edukten und Produkten der Racematspaltung von Aminosauren
wurde der Hochdruck-Flussigchromatograph Serie 1100 eingesetzt (Tabelle 14.4).
Dieser wurde mit unterschiedlichen Trennsaulen ausgerustet. Die Trennmethode
variierte fur die verschiedenen Substanzen. Die Quantifizierung erfolgte Uber
selbst hergestellte Kalibrierstandards.

4.12.1 Probenvorbereitung fir die Hochdruck-Flussigchromatographie

Da auf die Trennsaule keine ionischen Flussigkeiten aufgebracht werden durfen,
konnten nur Proben aus rein wassrigen Reaktionsansatzen oder Ansatzen mit
nicht mit Wasser mischbaren ionischen Flissigkeiten nach Abtrennung derselben
durch Zentrifugation analysiert werden.
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4.12.2 Achirale HPLC-Analytik von Tyrosin, HPP und HPA

Tyrosin, p-Hydroxyphenylpyruvat (HPP) und p-Hydroxyphenylacetat (HPA)
wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule: C18 GromSil 100 2 Fe

Probeninjektion: 10 pL

Saulenstromung: 0,2 mL min™ KH,PO, 20 mM

Ofentemperatur: 50<C fir 8 min

Detektor: UV 190 nm

Retentionszeiten: Tyrosin: 3,28 min; HPP: 3,96 min; HPA: 5,43 min

Auf dieser relativ unempfindlichen Saule wurden auch einzelne Proben, die mit
Wasser mischbare ionische Flissigkeiten enthielten analysiert. Danach wurde die
Saule jedoch grindlich mit Flussmittel gespiilt.

4.12.3 Chirale HPLC-Analytik von Tyrosin

D-Tyrosin und L-Tyrosin wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule: Chiral 1

Probeninjektion: 10 pL

Saulenstromung: 1,0 mL min™ CuS0O, 0,5 mM : Ethanol 96 % (4:1)
Ofentemperatur: 60<C fur 9 min

Detektor: UV 190 nm

Retentionszeiten: L-Tyrosin: 6,04 min; b-Tyrosin: 7,28 min

4.12.4 Chirale HPLC-Analytik von Alanin

D-Alanin und L-Alanin wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule: Chiral 1

Probeninjektion: 10 pL

Saulenstrémung: 1,0 mL min™* CuS0O, 0,5 mM
Ofentemperatur: 60T flr 7 min

Detektor: UV 240 nm

Retentionszeiten: L-Alanin: 4,88min; D-Tyrosin: 5,34 min
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4.13 Gaschromatographische Analytik von Edukten und Produkten

Zur Analytik von Edukten und Produkten der asymmetrischen Keton-Reduktionen
wurde der Gaschromatograph CP-3800 eingesetzt (Tabelle 14.5). Dieser wurde
mit unterschiedlichen Trennsaulen ausgeristet. Die Trennmethode variierte fur die
verschiedenen Substanzen. Die Quantifizierung erfolgte Uber selbst hergestellte
Kalibrierstandards und den internen Standard Acetophenon (AP) in jeder Probe.

4.13.1 Probenvorbereitung fur die Gaschromatographie

Da auf die Trennsaule weder Wasser noch ionische Flussigkeiten aufgebracht
werden durfen, wurden die Proben mit einem organischen L&sungsmittel
extrahiert. Dies geschah mit Ethylacetat (36 mM Acetophenon) im Verhaltnis 1:1
aus wassrigen Losungen sowie aus Dispersionen von organischen Losungsmitteln
in wassriger Phase. Aus ionischen Flussigkeiten wurde im Verhéltnis 1:1 mit
n-Hexan (36 mM Acetophenon) extrahiert. Die Extraktion erfolgte in einem im
Thermomixer geschiittelten Probengefal (1400 min™, RT, >15 min). AnschlieRend
wurden die beiden Phasen in einer Tischzentrifuge getrennt (13000 min™, RT,
5 min). Die organische Phase wurde mit Kaliumcarbonat-getrocknetem Ethylacetat
verdunnt und bis zur Analyse eventuell bei -20<C ge lagert.

4.13.2 Chirale GC-Analytik von 4-CI-ACE und 4-CI-HBE

4-Chloracetessigséaureethylester (4-CI-ACE) und 4-Chlor-3-hydroxybuttersaure-
ethylester (4-CI-HBE) wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule: Lipodex E

Probeninjektion: 1 pL; Split 50

Saulenstromung: 5,0 mL min™* Helium 5.0

Ofentemperatur: 110<C flr 15 min

Retentionszeiten: AP: 2,14 min; 4-CI-ACE: 3,68 min; (R)-4-CI-HBE: 4,91 min;

(S)-4-CI-HBE: 5,22 min

4.13.3 Chirale GC-Analytik von 4-CI-AP und 4-CI-PE

4-Chloracetophenon (4-CI-AP) und 1-(4-Chlorphenyl)ethanol (4-CI-PE) wurden mit
folgender Methode analysiert:
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Trennsaule: BGB-174

Probeninjektion: 1 uL; Split 40

Saulenstromung: 9,0 mL min™ Helium 5.0

Ofentemperatur: 75 fur 0 min; mit 2,5C min ™ auf 150C fiir 1 min
Retentionszeiten: AP: 9,74 min; 4-CI-AP: 20,75 min; (R)-4-CI-PE: 25,98 min;

(S)-4-CI-PE: 26,33 min

4.13.4 Achirale GC-Analytik von 6-CI-DOHB, 6-CI-HOHB und 6-CI-DHHB

6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester  (6-CI-DOHB),  6-Chlor-5-hydroxy-
3-oxohexansaure-tert-butylester (6-Cl-5-HOHB) und 6-Chlor-3,5-dihydroxyhexan-
saure-tert-butylester (6-Cl-3,5-DHHB) wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule: CP-Sil 8 CB-MS

Probeninjektion: 1 yL; Split 20

Saulenstrémung: 3,0 mL min™ Helium 5.0

Ofentemperatur: 100C fiir 0 min; mit 5C min " auf 160C fiir 23 min
Retentionszeiten: AP: 6,07 min; 6-CI-DOHB: 15,18 min; 6-CI-5-HOHB: 14,73 min;

6-Cl-3,5-DHHB: 21,70 min; Furanon: 15,22 min

4.13.5 Chirale GC-Analytik von 6-CI-DHHB

Um die Stereoisomere von 6-Chlor-3,5-Dihydroxyhexansaure-tert-Butylester
analysieren zu konnen, mussten die verdinnten GC-Proben mit 60 pL
Trifluoressigsaureanhydrid versetzt werden. Die verschlossenen Probenflasch-
chen wurden bei 40<C fir 10 Minuten inkubiert. Dana ch wurden 30 pL Pyridin zur
Neutralisation zugegeben und erneut verschlossen bei 40C fur 5 Minuten
inkubiert. Daraufhin wurden sie mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule: BGB-174

Probeninjektion: 1 pL; Split 40

Saulenstromung: 1,5 mL min™ Helium 5.0

Ofentemperatur: 130 fir 15 min; mit 10C min " auf 160 fiir 10 min
Retentionszeiten: (3R,5S)-6-CI-3,5-DHHB: 18,2 min; (3R,5R)-6-CI-3,5-DHHB: 18,0 min;

(3S,55)-6-CI-3,5-DHHB: 18,0 min

4.13.6 Chirale GC-Analytik von EBA und HPPE

Benzoylessigsaureethylester (EBA) und 3-Hydroxy-3-phenylpropionsaureethyl-
ester (HPPE) wurden mit folgender Methode analysiert:
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Trennsaule: Lipodex E

Probeninjektion: 1 uL; Split 50

Saulenstromung: 3,0 mL min™* Helium 5.0

Ofentemperatur: 110 fir 30 min; mit 15C min " auf 200C fiir 15 min

Retentionszeiten: AP: 3,04 min; EBA: 31,09 min; (R)-HPPE: 32,49 min; (S)-HPPE:
32,63 min

4.13.7 Chirale GC-Analytik von 2,5-Hexandion und 2,5-Hexandiol

2,5-Hexandion und 2,5-Hexandiol wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule: Lipodex E

Probeninjektion: 1 pL; Split 50

Saulenstromung: 2,0 mL min™* Helium 5.0

Ofentemperatur: 110<C flr 10 min

Retentionszeiten: AP: 4,13 min; Hexandion: 5,42 min; (2S,5S)-Hexandiol: 5,87 min;

meso-Hexandiol: 6,09 min; (2R,5R)-Hexandiol: 6,56 min

4.13.8 Achirale GC-Analytik von 2-Octanon und 2-Octanol

2-Octanon und 2-Octanol wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule: BGB-174

Probeninjektion: 1 uL; Split 40

Saulenstrémung: 5,0 mL min™ Helium 5.0

Ofentemperatur: 75 fur 0 min; mit 2,5C min ™ auf 106 fir 1 min; mit 100C min ™

auf 140<C fur 1 min

Retentionszeiten: AP: 11,78 min; 2-Octanon: 9,03 min; 2-Octanol: 9,61 min

4.13.9 Chirale GC-Analytik von 2-Octanon und 2-Octanol

Trennsaule: Lipodex E

Probeninjektion: 3 uL; Split 30

Saulenstromung: 12,0 mL min™* Helium 5.0

Ofentemperatur: 28< fiir 55 min; mit 20C min " auf 150<C fiir 5 min

Retentionszeiten: AP: 61,81 min; (S)-2-Octanol: 47,97 min; (R)-2-Octanol: 49,44 min
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4.13.10 Chirale GC-Analytik von PFAP und PFPE

2,3,4,5,6-Pentafluoroacetophenon (PFAP) und 1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)-
ethanol (PFPE) wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule:

Probeninjektion:

Saulenstromung:

Ofentemperatur:

Retentionszeiten:

BGB-174
5 uL; Split 40
5,0 mL min™ Helium 5.0

80 fur 0 min; mit 1C min * auf 100 fiir 2 min; mit 15C min ™ auf
150<C fir 2 min

AP: 14,10 min; PFAP: 13,23 min; (R)-PFPE: 22,91 min; (S)-PFPE:
23,27 min
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5 Prozessentwicklungen zur Biokatalysator-Herstellu ng

Zur effizienten Herstellung der Biokatalysatoren Trigonopsis variabilis mit
D-Aminosaureoxidase-Aktivitat und Lactobacillus kefir mit Alkoholdehydrogenase-
Aktivitat wurden Prozesse im Zulaufverfahren entwickelt.

5.1 Herstellung von Trigonopsis variabilis mit DAO-Aktivitat

Als Grundlage fur die Herstellung von Trigonopsis variabilis mit DAO-AKktivitat
diente der von Horner et al. (1996) beschriebene Prozess im Satzverfahren.
Darauf aufbauend sollte ein Zulaufverfahren entwickelt werden, mit dem hdhere
Zellausbeuten bei moglichst hoher DAO-Aktivitat erreicht werden kénnen.

5.1.1 Steigerung der DAO-Aktivitat durch Optimierung des Mineralmediums

Schittelkolben-Kultivierungen von Trigonopsis variabilis in Minimalmedium nach
Horner et al. (1996) mit N-Carbamoyl-D,L-Alanin als Induktor ergaben eine
spezifische DAO-Aktivitat im Bereich von 3 pkat gerw* anstelle der angegebenen
12-14 pkat getm™*. Nachdem als Grund fiir die niedrigere Aktivitat Unterschiede der
Chemikalienhersteller, der Zellen, der verwendeten Laborgerate und der Art der
Mediumsterilisation ausgeschlossen worden waren, lieferte die Verwendung von
Leitungswasser anstelle von vollentsalztem Wasser den Hinweis, dass Spuren-
elemente fir eine hohere Aktivitat benotigt werden. Daraufhin wurde der Einfluss
verschiedener Metallsalze im Medium auf die DAO-Aktivitat untersucht. Die
Zugabe eines einzelnen Salzes hat keinen Effekt (Ergebnisse nicht gezeigt). In
Abbildung 5.1 ist zu erkennen, dass Kupfer- und Mangansalze dagegen
gemeinsam die DAO-Aktivitat auf circa 9 pkat gsrw™ erhdhen.
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Abbildung 5.1 Spezifische pD-Aminosdureoxidase (DAO)-Aktivitat von Trigonopsis variabilis in

der stationéren Phase nach Kultivierung in Minimalmedium nach Horner et al.
(1996) und Zusatz verschiedener Mineralsalze im Vergleich zum Literaturwert
von Hoérner. Ca (400 mg L* CaSO0,4*H,0), CO3; (400 mg L* NaHCO3), B
(50 mg L™ H3BO3), Cu (20 mg L™ CuSO,4*5H,0), Mn (40 mg L MnSO,*H,0),
Mo (40 mgL" (NH)sMo;O.,). Alle ergénzten Medien enthielten zusétzlich
40 mg L™ NaCl, welches aber keinen Einfluss auf die DAO-Aktivitat hatte
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Da die in diesem Versuch eingesetzte Kupfersulfatkonzentration von 20 mg L™
eine erhebliche Verlangsamung des Wachstums verursacht, wurde der Einfluss
der Konzentration zwischen 0,5 und 20 mg L™ auf die DAO-Aktivitdt und das
Wachstum untersucht. Gegen Ende der exponentiellen Wachstumsphase
erreichen alle Ansétze aufer derjenige mit 20 mg L™ eine DAO-Aktivitat von 15-
17 ukat germ* (Ergebnisse nicht gezeigt). In der Kultivierung mit 1 mg L™
Kupfersulfat wird die stationare Wachstumsphase mit 5,6 gstm L nach
56 Stunden erreicht. Diese Kupferkonzentration erméglicht also mit 0,1 ggtm L™ h™*
die groRte Raum-Zeit-Ausbeute bei hoher DAO-Aktivitat und wurde deshalb fur
alle weiteren Kultivierungen verwendet (Tabelle 14.12).

5.1.2  Entwicklung eines Zulaufverfahrens

Die Entwicklung eines effizienten Herstellungsverfahrens fir Trigonopsis variabilis
erfolgte im 7,5 L-Rihrkesselreaktor. Zum Vergleich mit den Schittelkolben-
Kultivierungen wurde zunédchst eine 3 L-Satzkultivierung mit N-Carbamoyl-
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D,L-Alanin als Induktor, 1 min™ Luftbegasung, 600 min™ Rihrerdrehzahl und ohne
pH-Regelung durchgefuhrt. Im Verlauf der Kultivierung sinkt der pH auf 2,5. Eine
pH-Absenkung unter pH 3,5 ist zur Induktion notwendig, da N-Carbamoyl-
D,L-Alanin nur in der protonierten Form in die Zellen aufgenommen wird (Muller
2000). Abbildung 5.2 zeigt, dass in diesem Prozess 8,7 gstm L™ Zellen erhalten
werden, etwa 55 % mehr als im Schiittelkolben. Die DAO-Aktivitat sinkt jedoch von
10,7 pkat gsrw ™ in der spaten exponentiellen Wachstumsphase auf 4,7 pkat gsrw™
in der stationaren Wachstumsphase ab, wie in Abbildung 5.3 zu erkennen ist.
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Abbildung 5.2 Verlauf der Biotrockenmasse-Konzentration wahrend der Kultivierungen von

Trigonopsis variabilis im 3 L-Satzverfahren ®, im 2-stufigen 5 L-Zulauf-
verfahren V und im 4-stufigen 5 L-Zulaufverfahren ®. Die Linien dienen nur als
visuelle Hilfe.

Daraufhin wurde versucht, ein Zulaufverfahren zu entwickeln, das die Prozess-
bedingungen zum Zeitpunkt der maximalen DAO-Aktivitdt des Satzverfahrens
durch Glukosezudosierung und Regelung auf pH 3,0 aufrecht erhalt. In diesem
2-stufigen Prozess mit identischen Anfangsbedingungen wie im Satzverfahren
wurde nach 29 Stunden bis zur Erreichung des Endvolumens von 5 L mit einem
exponentiellen Profil zudosiert, so dass die Glukosekonzentration im Medium nie
unter 3g L™ abfiel (Gleichung 4.5). Der Sauerstoffpartialdruck wurde (ber die
Ruhrerdrehzahl auf etwa 20 % Luftsattigung geregelt.
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In Abbildung 5.2 ist zu sehen, dass mit dieser Strategie eine sehr hohe Zelldichte
von fast 60 germ L™ erreicht wird. Abbildung 5.3 zeigt, dass es allerdings nicht
gelingt, die Reduzierung der DAO-Aktivitat im Verlauf der Zulaufphase zu
unterbinden.

spezifische DAO-Aktivitat, pkat ggp, "
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Abbildung 5.3 Verlauf der spezifischen pD-Aminosaureoxidase (DAQO)-Aktivitat wahrend der
Kultivierungen von Trigonopsis variabilis im 3 L-Satzverfahren ®, im 2-stufigen
5 L-Zulaufverfahren V- und im 4-stufigen 5 L-Zulaufverfahren®. Die Linien
dienen nur als visuelle Hilfe.

Da die Expression der DAO durch N-Carbamoyl-D,L-Alanin induzierbar ist, wurde
im Folgenden versucht, durch eine 4-stufige Prozess-Strategie zu héheren spezi-
fischen DAO-Aktivitaten im Zulaufverfahren zu gelangen. Der Satzphase schloss
sich nach 24-28 h zunachst eine erste Zulaufphase mit dem Zudosierungsprofil
aus Gleichung 4.6 an, in der die Zellen vermehrt wurden, jedoch ohne Induktion
der DAO-Expression. Es wurde also noch kein N-Carbamoyl-D,L-Alanin ins
Medium zugegeben. Der pH wurde auf 6,0 und der Sauerstoffpartialdruck auf
40 % Luftsattigung gehalten. Bei Erreichen von circa 30 gsrw L™ nach 41-49 h
wurde in einer Ubergangsphase durch Stopp der Basetitration und der Produktion
saurer Nebenprodukte des Zellwachstums der pH im Medium auf 3,0 abgesenkt.
Dies dauerte etwa 5-8 h. Anschliel3end wurde die Produktionsphase durch Zugabe
von 0,66 g L* N-Carbamoyl-D,L-Alanin eingeleitet. In dieser Phase wurde die
Zudosierung auf einen konstanten Wert eingestellt (Gleichung 4.7), so dass das
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Zellwachstum verlangsamt wurde. In Abbildung 5.2 ist zu sehen, dass nach 70-
74 h etwa 60 ggtm L™ Zellen erreicht wurden.

Des Weiteren wurde der Einfluss von Sauerstoff auf die DAO-Aktivitdt durch
Variation des Sauerstoffpartialdrucks in der Produktionsphase des 4-stufigen
Prozesses untersucht. In Abbildung 5.3 ist der Prozess mit 60 % Luftsattigung
dargestellt, mit dem mit 2,9 pkat gsrw™ die héchste DAO-Aktivitat erhalten wird.
Bei 5% Luftsattigung betragt die Aktivitat 2,4 pkat gstm”, bei 0% nur noch
1,0 pkat getwm ™, bei einer gleichzeitig reduzierten Biomassekonzentration von etwa
40 ggtm L.

5.1.3 Diskussion

Bei der Schuttelkolben-Kultivierung von Trigonopsis variabilis mit N-Carbamoyl-
D,L-Alanin als Induktor werden statt der von Horner et al. (1996) berichteten DAO-
Aktivitat von 12 pkat gsrm* nur 3 pkat getm™ erreicht. Erst eine Ergénzung des
Mediums durch Kupfer- und Mangansalze erbringt eine Aktivitat von etwa
9 pkat gsrw™. Durch Optimierung der Kupfersulfat-Konzentration auf 1 mg L™ wird
diese weiter auf 16 pkat gstm gesteigert. Das entspricht einer Verbesserung von
33 % gegenuber den Aktivitaten von Horner et al. (1996).

Horner berichtete fur eine Satzkultivierung im 50 L-RUhrkesselreaktor, dass die
DAO-AKktivitat im Verlauf des Prozesses auf 7,0 pkat gsrv* ansteigt. Im Gegensatz
dazu wird in dieser Arbeit in einem 3 L-Satzverfahren ein Aktivitatsmaximum in der
spaten exponentiellen Wachstumsphase von 10,7 pkatgsrv® und ein
anschlieRendes Abfallen der Aktivitat auf 4,7 pkat gstm™ zu Beginn der stationéren
Phase festgestellt. Mdglicherweise ist der Grund dafur die gréRere Sauerstoff-
zufuhr im 3 L-Satzverfahren, in dem mit 1,0 min™ begast und mit 600 min™ geriihrt
wird. Im Prozess von Horner lagen die Werte bei 0,6 min™ und 400 min™.

Die Entwicklung eines Zulaufverfahrens im 5 L-Mal3stab fihrte zu zwei unter-
schiedlichen Prozess-Strategien. Die erste, 2-stufige Strategie besteht darin, die
Bedingungen zum Zeitpunkt der hdochsten DAO-AKktivitat im Satzverfahren durch
Glukosezudosierung und Regelung auf pH 3,0 Uber einen langeren Zeitraum
aufrecht zu erhalten. Dabei zeigt sich, dass die Biomasseproduktion sehr hoch ist,
die DAO-Aktivitat jedoch wie im Satzverfahren nach Erreichen des Maximums
nach circa 30 h kontinuierlich abféllt. Abbildung 5.4 zeigt, dass die gréf3ite Raum-
Zeit-Ausbeute der DAO-Aktivitdt in diesem Prozess nach 44,7 Stunden mit
2,9 pkat L't h™' erreicht wird (28,1 gstm L™, 4,6 pkat gstv™). Dies entspricht einer
volumetrischen Enzymaktivitit von 129,3 pkatL™, wie in Abbildung 5.5 zu
erkennen ist.
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Verlauf der Raum-Zeit-Ausbeute der D-Aminoséureoxidase (DAO)-Aktivitat

wahrend der Kultivierungen von Trigonopsis variabilis im 3 L-Satzverfahren @,
im 2-stufigen 5 L-Zulaufverfahren V und im 4-stufigen 5 L-Zulaufverfahren m,
Die Linien dienen nur als visuelle Hilfe.
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Verlauf der volumetrischen b-Aminosaureoxidase (DAO)-Aktivitat wahrend der

Kultivierungen von Trigonopsis variabilis im 3 L-Satzverfahren ®, im 2-stufigen
5 L-Zulaufverfahren V. und im 4-stufigen 5 L-Zulaufverfahren®. Die Linien
dienen nur als visuelle Hilfe.
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Im 4-stufigen Prozess folgt der Satzphase eine reine Wachstumsphase, dann eine
Ubergangsphase zur pH-Absenkung und anschlieRend eine DAO-Produktions-
phase. In Abbildung 5.4 ist zu sehen, dass diese Strategie nach 69 h eine Raum-
Zeit-Ausbeute der DAO von 2,4 pkat L™ h™* erbringt (56,7 gsrw L™, 2,9 pkat getw™).
Damit wird die volumetrische Enzymaktivitat auf 164,4 pkat L™ gesteigert, wie
Abbildung 5.5 verdeutlicht. Der hohe Wert der volumetrischen DAO-Aktivitat bei
62,5 h konnte nicht reproduziert werden und ist deshalb wahrscheinlich ein
Messfehler. In der Produktionsphase konnte ein positiver Einfluss von Sauerstoff
auf die DAO-AKktivitat festgestellt werden.

Die bisher verotffentlichten Verfahren zur Herstellung von Trigonopsis variabilis mit
DAO-Aktivitat erzielten im Satzprozess 77 pkat L (Hérner et al. 1996) und
68 pkat L™ (Singh et al. 2001), im Zulaufprozess 117 pkat L™ (Huber et al. 1992)
und 121 pkat L™ (Kujan et al. 2001). Abbildung 5.6a veranschaulicht, dass mit
dem neu entwickelten 4-stufigen Zulaufverfahren 164 pkatL™ DAO-Aktivitat
gewonnen werden, was einer Steigerung um 36 % zum besten in der Literatur
beschriebenen Wert entspricht. Abbildung 5.6b zeigt, dass bei Betrachtung der
Raum-Zeit-Ausbeute der DAO-Aktivitat das neu entwickelte 2-stufige
Zulaufverfahren mit 2,9 pkat L* h™ einen um 21 % hoheren Wert als bisher
beschrieben erzielt.

a) b)
4-stufiger Prozess
2-stufiger Prozess
Kujan et al. 2001
Huber et al. 1992
0 40 80 120 160 200 O 1 2 3 4
volumetrische DAO-AKktivitét, Raum-Zeit-Ausbeute DAO-Aktivitét,
pkat Lt ukat L™ ht
Abbildung 5.6 Vergleich des 2-stufigen und des 4-stufigen Zulaufprozesses zur Herstellung

von Trigonopsis variabilis mit b-Aminoséaureoxidase (DAO)-Aktivitat zu den
bisher in der Literatur beschriebenen Zulaufverfahren. a) Volumetrische DAO-
Aktivitat. b) Raum-Zeit-Ausbeute der DAO-AKktivitat.
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Zu beachten ist allerdings, dass in den einzelnen Verdffentlichungen und in dieser
Arbeit unterschiedliche DAO-Aktivitats-Tests verwendet wurden, die einen
Vergleich verzerren kénnen. Fischer et al. (1996) untersuchten zwar verschiedene
Tests, darunter den in dieser Arbeit verwendeten, allerdings nicht die eher
uniblichen Tests von Kujan et al. (2001) und Huber et al. (1992).

Inzwischen ist es Hwang et al. (2000) gelungen, die DAO aus Trigonopsis
variabilis mit sehr hoher Ausbeute (390 pkat L™) rekombinant in Escherichia coli
herzustellen. Ob dieser Mikroorganismus eine ausreichend hohe Katalase-Aktivitat
besitzt, um als Biokatalysator fir die Racematspaltung von Aminosauren
eingesetzt werden zu kénnen, ist nicht bekannt.
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5.2 Herstellung von Lactobacillus kefir mit ADH-AKktivitat

Als Grundlage fur die Herstellung von Lactobacillus kefir mit Alkoholdehydro-
genase (ADHj)-Aktivitdt diente der von Hummel (1990) und Haberland et al.
(2002) beschriebene Prozess im Satzverfahren. Darauf aufbauend sollte ein
Zulaufverfahren entwickelt werden, mit dem héhere Zellausbeuten bei moglichst
hoher ADH;-Aktivitat erreicht werden kénnen.

5.2.1 Parameterstudien zur Kultivierung von Lactobacillus kefir

Hummel (1990) und Haberland et al. (2002) erreichten nach 48 Stunden
2,0 gstm L™ Lactobacillus kefir mit einer ADH;-Aktivitat zwischen 5 pkat gsrw™ und
15 pkat gsrw™. Dabei verwendeten sie fir die Anzucht das sogenannte ,MRS-
Medium*“, welches die teuren Komplexbestandteile Hefeextrakt, Casein-Pepton
und Fleischextrakt in Reinheit fur die Mikrobiologie enthalt. Um Kosten und
Aufwand der Mediumherstellung zu verringern, wurden diese durch Hefeextrakt
technischen Reinheitsgrades ersetzt (Tabelle 14.19). Mit diesem ,modifizierten
MRS-Medium“ wurde eine 5 L-Satzkultivierung im 7,5 L-Rihrkesselreaktor mit
0,1 min™ Luftbegasung und 150 min™ Riihrerdrehzahl durchgefiihrt. Abbildung 5.7
zeigt, dass in diesem Prozess nach 24 Stunden eine Biomassekonzentration von
2,1 getm L™ und eine ADH;-Aktivitat von 10 pkat gerw™ erreicht wird.

Bevor mit der Entwicklung eines Zulaufverfahrens begonnen werden konnte,
mussten einige Vorbedingungen untersucht werden. So ist ein Zulaufprozess nur
maoglich, wenn der pH geregelt werden kann, ohne dass die Enzymaktivitat davon
beeintrachtigt wird. Dies wurde in einer Kultivierung im 7,5 L-Ruhrkesselreaktor
bestétigt (Ergebnisse nicht gezeigt, siehe Amidjojo 2004). Des Weiteren muss die
limitierende Mediumkomponente bekannt sein. Dazu wurden Kultivierungen im
Schuttelkolben mit unterschiedlicher Anfangskonzentration an Glukose und im
7,5 L- Ruhrkesselreaktor mit Glukosezudosierung durchgefiihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass Glukose die erste limitierende Mediumkomponente ist. Der
Ausbeutekoeffizient fur Glukose Yxs wurde dabei abhangig von der Sauerstoff-
versorgung zu 0,05-0,06 gstm Jeiukese — bestimmt. Ab einer Biomassekonzentration
von circa 7,3gem L’ entpuppte sich Hefeextrakt als zweiter limitierender
Bestandteil des Mediums. Somit muss das Zulaufmedium fir ein Zulaufverfahren
Glukose und Hefeextrakt in einem Verhaltnis von 2,5 zu 1 w/w enthalten.

Wahrend dieser Versuche wurde festgestellt, dass die Begasung einen positiven
Einfluss auf das Wachstum, jedoch stark negative Auswirkungen auf die ADH;-
Aktivitat hat. Eine Sauerstofftransferrate (OTR) tiber 10 mmol L™ h™* wahrend der
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Kultivierung resultiert in  einer niedrigen ADH;-Aktivitdt von ungefahr
3,3 pkat getm™, wohingegen fiir OTR < 1,5 mmol L™ h™* eine ADH;-Aktivitat von
23 pkat gery> und mehr erreicht wird. Des Weiteren fiihrt eine Glukose-
konzentration von >25gL? zu einer erhthten ADH;-Aktivitat. Mit diesen
Informationen konnte nun ein Zulaufverfahren zur Herstellung von Lactobacillus
kefir mit hoher ADH;-Aktivitat entwickelt werden.
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Abbildung 5.7 Verlauf der Biotrockenmasse-Konzentration wéahrend der Kultivierungen von

Lactobacillus kefir im 5 L-Satzverfahren ®, im 5 L-Zulaufverfahren V und im
150 L-Zulaufverfahren B, Die Linien dienen nur als visuelle Hilfe.

5.2.2  Entwicklung eines Zulaufverfahrens im 5 L-Mal3stab

Auf Grundlage der Vorbedingungen wurde ein 3-stufiges Zulaufverfahren
entwickelt. In der etwa 4 Stunden dauernden ersten Phase wurde der Sauerstoff-
partialdruck bei konstanter Begasung mit 0,6 min™ und konstanter Riihrerdrehzahl
von 100 min™ durch das Wachstum der Zellen auf 2 % Luftsattigung abgesenkt. In
der zweiten Phase wurde der Sauerstoffpartialdruck tber die Ruhrerdrehzahl, die
bei etwa 400-500 min™ ab Start der Zudosierung lag, zwischen 0% und 2 %
geregelt. Dies entspricht einer gemessenen Sauerstofftransferrate von 5-
7 mmol L™ h't. Nach 12 Stunden war die Glukosekonzentration im Medium unter
5gL™* gefallen. Daraufhin wurde mit der konstanten Zudosierung von Zulauf-
medium nach Gleichung 4.8 begonnen, so dass die Glukosekonzentration im
Verlauf des restlichen Prozesses bei 3-5gL™* gehalten wurde. Der konstante
Zulauf anstelle einer ansteigenden Zudosierung ist ausreichend, da das
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Wachstum durch den konstanten Sauerstoffeintrag begrenzt ist, welcher aufgrund
des Einflusses auf die ADH;-Aktivitat nicht hoher gewahlt werden kann.

Die Vergrof3erung des Reaktionsvolumens durch die Zugabe von Zulauflésung
und Titrationsmittel fuhrt zu einem Abweichen der Wachstumskurve vom linearen
Verlauf. Bei grolRer werdender Zelldichte nimmt zusétzlich der Anteil des
Erhaltungsstoffwechsels am Nahrstoffverbrauch zu, so dass die Wachstumskurve
weiter abflacht. Nach 76 Stunden wird das maximale Reaktionsvolumen von 5L
erreicht. In Abbildung 5.7 und Abbildung 5.8 ist zu erkennen, dass zu diesem
Zeitpunkt 14,2 ggm L™ Zellen mit einer ADH;-Aktivitat von 14,2 pkat gemm™
erhalten werden.
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Abbildung 5.8 Verlauf der spezifischen Alkoholdehydrogenase (ADH,)-Aktivitat wahrend der

Kultivierungen von Lactobacillus kefir im 5 L-Satzverfahren®, im 51L-
Zulaufverfahren V und im 150 L-Zulaufverfahren B. Die Linien dienen nur als
visuelle Hilfe.

5.2.3 VergroRerung des Zulaufverfahrens in den 150 L-Mal3stab

Zur Herstellung einer gréf3eren Menge Lactobacillus kefir fir die Verwendung als
Ganzzell-Biokatalysator wurde das 5 L-Zulaufverfahren in den 150 L-Mal3stab
Ubertragen. Der Prozess wurde im 200 L-Techfors-Reaktor mit einer Begasung
von 0,2 min™ und einer Riihrerdrehzahl von 100 min™ gestartet. In der zweiten und
dritten Phase wurde die Sauerstofftransferrate Uber die Ruhrerdrehzahl, die bei
100-200 min™? lag, auf 7-9 mmol L* h™* geregelt. Der Zulauf erfolgte wieder mit
konstanter Zudosierung nach Gleichung 4.9.
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Fur diesen Prozess ist ein gegentber dem 5 L-Zulaufverfahren leicht reduziertes
Wachstums zu beobachten. Bei Abbruch des Prozesses nach 71 Stunden betragt
die Biomassekonzentration 10,8 ggrw L™, wie in Abbildung 5.7 zu sehen. Die
Entwicklung der spezifischen ADH;-Aktivitat ist dagegen vergleichbar mit der 5 L-
Kultivierung. Abbildung 5.8 zeigt, dass am Ende Zellen mit einer ADH;-Aktivitat
von 14,1 pkat gsrw™* erhalten werden. Die ADH,-Aktivitat betragt 2,5 pkat gsrw ™.

Die Zellmasse wurde (iber eine Mikrofiltrationseinheit auf circa 200 ggmm L™
aufkonzentriert und geerntet. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation
pelletiert und bei -20C gelagert. Insgesamt konnte n mit dieser Kultivierung
1,6 kgstm Lactobacillus kefir-Biokatalysator gewonnen werden.

5.2.4  Diskussion

Im Satzverfahren mit dem ,modifizierten MRS-Medium® wurde die gleiche
Zellausbeute und spezifische ADH;-Aktivitat erhalten wie im Referenzprozess von
Hummel (1990) und Haberland et al. (2002). Durch die verkirzte Prozessdauer
konnte die Raum-Zeit-Ausbeute verdoppelt werden. Damit steht nun ein
einfacheres und kostengtinstigeres Komplexmedium fur das Satzverfahren zur
Herstellung von Lactobacillus kefir zur Verfigung.

5
g v
: Y
E‘CF v
I\—I
[
L= 37 m
L
>S5
g3
83 21
<
3
N
e 1]
>3
©
0
O T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84
Zeit, h
Abbildung 5.9 Verlauf der Raum-Zeit-Ausbeute der Alkoholdehydrogenase (ADH,)-Aktivitat

wahrend der Kultivierungen von Lactobacillus kefir im 5 L-Satzverfahren ®, im
5 L-Zulaufverfahren V und im 150 L-Zulaufverfahren B. Die Linien dienen nur
als visuelle Hilfe.
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Darauf aufbauend wurde ein 3-stufiges Zulaufverfahren im 5 L-Mal3stab
entwickelt. In Abbildung 5.9 ist die Raum-Zeit-Ausbeute der Enzymaktivitat
dargestellt. Sie liegt mit 2,7 pkat L* h™ um 350 % Uber der des von Haberland
beschriebenen Prozesses. Bei klrzerer Prozessdauer kdnnte sogar noch ein
hoherer Wert erreicht werden, wobei dann allerdings die volumetrischen ADH;-
Aktivitat reduziert ware, wie in Abbildung 5.10 zu erkennen ist. Diese betragt im
durchgefiihrten Prozess 200 pkat L™, was auf die um 610 % gegeniiber dem
Prozess von Haberland gesteigerte Zellausbeute zurtickzufiihren ist. Die ADH;-
Aktivitat ist mit 14,2 pkat gstm™ sehr hoch.

Dieser Prozess wurde erfolgreich in den 150 L-MalR3stab Ubertragen. Hier liegt die
erreichte Biomassekonzentration mit 10,8 gsty L™ etwas niedriger als im 5 L-
Malistab, was eventuell durch Sauerstoffgradienten im groRen Kessel aufgrund
der niedrigen Drehzahl bedingt ist. Da die spezifische ADH;-Aktivitat aber gleich
hoch ist, konnte in dieser Kultivierung mit 2,1 pkat L™ h™ trotzdem eine Steigerung
der Raum-Zeit-Ausbeute um 250 % gegeniber dem Prozess von Haberland
erreicht werden. Bei der 6konomischen Betrachtung kommt hinzu, dass die
Kosten fir die Komplexbestandteile des Mediums auf 11,4 % reduziert werden
konnten.
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Abbildung 5.10 Verlauf der volumetrischen Alkoholdehydrogenase (ADH,)-Aktivitat wahrend
der Kultivierungen von Lactobacillus kefir im 5 L-Satzverfahren ®, im 5 L-
Zulaufverfahren V und im 150 L-Zulaufverfahren B. Die Linien dienen nur als
visuelle Hilfe.
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Abbildung 5.9 zeigt, dass hinsichtlich einer optimalen Raum-Zeit-Ausbeute der
Prozess im 150 L-Mal3stab nach etwa 54 Stunden gestoppt werden musste. Dabei
wirden circa 3 pkat L' h? erreicht, ohne Verlust der volumetrischen ADH;-
Aktivitat. Das wurde eine Steigerung von 400 % gegenuber Haberland et al.
(2002) bedeuten.

Je nach Verwendung von Lactobacillus kefir ist es mdglich, die Prozessfiihrung zu
variieren, um eine hoéhere Katalysatorkapazitat zu erhalten. Ist bei der Ganzzell-
Biokatalyse die spezifische ADHi-Aktivitat limitierend, kdnnten Zellen mit bis zu
23 pkat gsrv*  hergestellt werden, indem die Sauerstofftransferrate auf
<1,5mmol L* h™ begrenzt wird. Andererseits ware es durch Steigerung der
Sauerstofftransferrate auf > 10 mmol L™* h™ méglich, mehr Biomasse zu gewinnen.
Die spezifische ADH;-Aktivitat lage dann zwar nur bei 3,3 pkat gsrv*, was aber
ausreichen kann, wenn bei der Katalyse zum Beispiel der Stoffiibergang des
Edukts Uber die Zellmembran oder die Phasengrenzflache hinweg limitierend ist.
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6 Racematspaltung von Aminosauren mit  Trigonopsis

variabilis in Gegenwart ionischer FlUssigkeiten

Die in Abbildung 6.1 dargestellte Racematspaltung von Aminosauren mit
Trigonopsis variabilis diente als erstes Modellsystem fir die Evaluierung des
Potenzials ionischer Flussigkeiten fur die Ganzzell-Biokatalyse. Wichtige Punkte
der Untersuchungen waren die Ermittlung der LoOsungsmitteleigenschaften
ionischer Flussigkeiten gegentber Aminoséuren und deren Oxidationsprodukten
sowie die D-Aminosaureoxidase-Aktivitdt der Hefezellen in Gegenwart ionischer
Flissigkeiten. Der Biokatalysator wurde hierfiir aus Schuttelkolben-Kultivierungen
gewonnen und bis zur Verwendung fir 2-8 Wochen bei -20T gelagert.

COOH

= COOH
H+NH2 I\
~
““CH,
CH,
D-Alanin Pyruvat
COOH
H,N +H
CH Trigonopsis variabilis-Zelle
3
L-Alanin
Abbildung 6.1 Reaktionsschema der Racematspaltung von D,L-Alanin mit Trigonopsis

variabilis tUber die selektive Oxidation von D-Alanin mit b-Aminosaureoxidase
(DAO) und die anschlieRende Spaltung von Wasserstoffperoxid (H,O,) durch
Katalsase.
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6.1 Zweiphasiger Reaktionsansatz

Zunachst wurde untersucht, ob die nicht mit Wasser mischbaren ionischen
Flassigkeiten [BMIM][PF¢], [BMIM][Tf.N] und [OMA][Tf,N] geeignet sind, als zweite
flissige Phase in der Ganzzell-Biokatalyse eingesetzt zu werden und dabei als
Eduktreservoir und in situ-Produktextraktionsmittel zu fungieren. Alle Schlussfolge-
rungen sind also nur auf diese ionischen Flussigkeiten bezogen.

6.1.1 Ldsung von Aminosduren und Ketocarbonsauren in ionischen

Flussigkeiten

Die Aminoséaure Tyrosin ist sehr schlecht wasserldslich. Die Léslichkeitsgrenze bei
20C betragt weniger als 2 mM. Zur Erhoéhung der Edu ktverfiigbarkeit bei
Racematspaltungen von Tyrosin muss die als Lésungsmittel eingesetzte ionische
Flissigkeit daher in der Lage sein, hdhere Tyrosin-Konzentrationen zu I6sen. Des
Weiteren muss sie die Aminosaure tber einen Verteilungskoeffizienten logD >> 0
in groRerer Menge im Reaktionsgemisch bereit stellen, ohne dass diese durch
Uberschreiten der Léslichkeitsgrenze in der wassrigen Pufferldsung ausfallt.
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Abbildung 6.2 Relative Konzentration von Tyrosin in Puffer nach Einstellung des Verteilungs-

gleichgewichts zwischen Puffer und 20 % v/v [BMIM][PF¢] ®, [BMIM][Tf,N] V
bzw. [OMA][Tf,N]® im Vergleich zum vorgelegten Puffer. Die Konzentration
von Tyrosin im vorgelegten Puffer betrug circa 0,5 mM.
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Da die Bestimmung von Aminosaurekonzentrationen mittels HPLC nur in
wassrigen Losungen moglich ist, wurde in einem Extraktionsversuch die
Aufnahme von Tyrosin aus wassriger Phase in ionische Flissigkeiten ermittelt. In
Abbildung 6.2 ist das Verhéltnis der wassrigen Tyrosin-Konzentrationen nach der
Extraktion mit 20 % v/v ionischer Flussigkeit zur vorgelegten Ldsung bei
unterschiedlichem pH dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die ionischen
Flussigkeiten (fast) kein Tyrosin aufnehmen. Vielmehr wird die gemessene
Tyrosin-Konzentration eher gréf3er, was auf die Aufkonzentrierung der wassrigen
Phase durch Verdunstung und Aufnahme von Wasser in die ionische Flussigkeit
zurtick zu fahren ist. Somit ist auch kein Verteilungskoeffizient darstellbar.

Die gleichen Untersuchungen wurden fir die Oxidationsprodukte p-Hydroxy-
phenylpyruvat (HPP) und p-Hydroxyphenylacetat (HPA) durchgefihrt, um die
Eignung der ionischen Flissigkeiten als in situ-Extraktionsmittel zur Neben-
produktabtrennung einzusetzen. Abbildung 6.3 zeigt, dass HPP ebenfalls, wenn
Uberhaupt, nur in geringem Malde in die ionische Flussigkeit Ubergeht. In
wassriger Phase ist HPP bei pH > 8,3 instabil. Anscheinend tritt der Abbau in
Gegenwart von ionischen Flissigkeiten schon bei geringerem pH auf. Fur HPA
ergibt sich ein ganz ahnliches Bild (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abbildung 6.3 Relative Konzentration von p-Hydroxyphenylpyruvat (HPP) in Puffer nach
Einstellung des Verteilungsgleichgewichts zwischen Puffer und 20 %vl/v
[BMIM][PF¢] ®, [BMIM][Tf,N] V' bzw. [OMA][Tf,N]® im Vergleich zum vorge-
legten Puffer. Die Konzentration von HPP im vorgelegten Puffer betrug circa
0,4 mM.
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Smirnova et al. (2004) konnten zeigen, dass die ionische Flussigkeit [BMIM][PFg]
unter Verwendung des Kronenethers Dicyclohexano-18-Crown-6 als Ldslichkeits-
vermittler zu einem guten Extraktionsmittel fir Aminosauren aus saurer wassriger
Phase (pH < 4) wird. Die Verteilungskoeffizienten liegen zwischen logD = 1,5 und
1,9. Damit dieses System jedoch fir die Ganzzell-Biokatalyse einsetzbar ist, muss
der Biokatalysator im sauren Milieu aktiv sein. Aus diesem Grund wurde
untersucht, ob Trigonopsis variabilis bei pH 4 DAO-Aktivitat aufweist. Daflr
wurden rein wéssrige Ansatze mit 1 mM D,L-Tyrosin und 1 gstw L™ ruhenden oder
permeabilisierten Zellen bei pH 4 oder pH 8 hergestellt. Die Reaktion wurde fur
95 min durchgefuhrt und regelm&Rig Proben mittels HPLC untersucht. Es zeigte
sich, dass die Zellen, die bei pH 8 in permeabilisierter Form eine Aktivitat von
2,7 pkat getm™ aufweisen, diese bei pH 4 sowohl in permeabilisierter als auch
ruhender Form fast vollstandig verlieren (< 0,01pkat gsrv ™).

Die Ergebnisse zur Loslichkeit von Aminosduren und deren Oxidationsprodukten
in nicht mit Wasser mischbaren ionischen Flissigkeiten sowie der Aktivitatsverlust
des Biokatalysators bei pH 4 lassen somit deren sinnvollen Einsatz als Edukt-
reservoir und in situ-Extraktionsmittel fur das Modellsystem der Racematspaltung
mit Trigonopsis variabilis nicht zu.

6.1.2 DAO-AKktivitat in Gegenwart ionischer Flussigkeiten

Zur Untersuchung der DAO-Aktivitat in Gegenwart ionischer Flissigkeiten wurden
Racematspaltungen mit permeabilisierten Trigonopsis variabilis bei pH 8 durchge-
fuhrt.

Die Loslichkeit von Alanin ist in Wasser sehr viel hoher als diejenige von Tyrosin.
Um hohere Konzentrationen einsetzen und die Reaktion bei hoher Biomasse-
konzentration langer verfolgen zu kdnnen, wurde diese Aminosaure daher als
Edukt verwendet. Die Konzentration betrug auf die wassrige Phase bezogen
50 mM. Trigonopsis variabilis wurde in einer Konzentration von 1 gstw L™ bezogen
auf das Gesamtvolumen eingesetzt. Die ionischen Flussigkeiten wurden in
unterschiedlichen Anteilen den Reaktionsansatzen zugegeben. In Abbildung 6.4
ist die spezifische DAO-Aktivitat der Zellen dargestellt, die aus der Abnahme von
D-Alanin errechnet wurden. Die Annahme, dass sich der Biokatalysator
ausschlieBlich in der wassrigen Phase befindet, konnte durch mikroskopische
Untersuchungen der Reaktionsmischung bestatigt werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die spezifische DAO-Aktivitat durch [BMIM][PF¢] und
[BMIM][TfaN] unabhangig vom Volumenanteil auf circa 30 % beziehungsweise
50 % der Aktivitat im rein wassrigen System reduziert wird. Bei [OMA][Tf2N] ist die



Zweiphasiger Reaktionsansatz 89

Aktivitat ebenfalls reduziert. Sie scheint allerdings vom Volumenanteil der
ionischen Flussigkeit abhangig zu sein. Die Zugabe von [BMIM][OcSO,4] zum
Reaktionsansatz unterbindet die Racematspaltung schon nach wenigen Minuten
komplett (Ergebnisse nicht gezeigt). Der Grund dafir ist wahrscheinlich die
schlechtere Reinheit dieser ionischen Flussigkeit, die sich auch in einem grof3en
pH-Effekt bei Zugabe zur wassrigen Phase aulert.

]
[BMIM][PFG] |
1
[BMIM][Tf,N] |
| CJ 0%vivIL
CJ 5%viviL
[OMAI[TE,N] ' B 10 % viv IL
——— = 2050wt
B 50%vivIL
0 2 4 6 8 10 12
spezifische DAO-Aktivitat, pkat g,
Abbildung 6.4 Spezifische D-Aminosdureoxidase (DAO)-Aktivitdt von permeabilisierten

Trigonopsis variabilis bei der Racematspaltung von D,L-Alanin in Tris-HCI-
Puffer (pH8) in Gegenwart verschiedener Volumenanteile ionischer
Flissigkeiten (IL).

Untersuchungen mit ruhenden Zellen in rein wassrigem Medium ergaben, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zu permeabilisierten Zellen um mindestens
90 % reduziert ist. Dehalb wurden ruhende Zellen nicht weiter verwendet.

6.1.3 Diskussion

Die Untersuchungen zeigen, dass Tyrosin nicht in ionischen Flussigkeiten 16slich
ist, unabhangig von dessen Ladungszustand, der bei pH < pKacoon =2,2
Uberwiegend positiv und bei pH > pKannz = 9,1 Uberwiegend negativ ist. Dies wird
inzwischen auch in der Literatur bestatigt (Carda-Broch et al. 2003). Zwar ist es
maoglich, durch Einsatz von Kronenethern die Ldslichkeitsvermittiung von
Aminosauren in nicht mit Wasser mischbaren ionischen Flussigkeiten zu
erreichen, so dass diese zur Extraktion von Aminosduren aus wassriger Phase



90 Racematspaltung von Aminosauren mit T. variabilis in Gegenwart von ILs

eingesetzt werden kdnnen. Dieses Verfahren hat aber entscheidende Nachteile.
So werden die teuren Kronenether (10€g™) in aquimolarem Verhaltnis zur
Aminosaure bengtigt. Dartiber hinaus ist die Wiederverwendbarkeit der ionischen
Flissigkeit fraglich, da der Extraktion ein lonenaustausch zugrunde liegt. Das
hei3t, dass die Kationen der ionischen Flissigkeit an das Wasser abgegeben
werden, damit die Aminosaure in ihrer positiv geladenen Form in der ionischen
Flissigkeit aufgenommen werden kann. Des Weiteren ist die von den Autoren zur
Produktgewinnung vorgeschlagene Rickextraktion in eine wassrige Phase bei
pH > 4 mit schlecht wasserldslichen Aminosauren nicht moéglich.

Versuche mit permeabilisierten Trigonopsis variabilis zur DAO-Aktivitat bei pH 4
bestatigen die Ergebnisse von Miller (2000), dass dieses Enzym im sauren Milieu
nicht aktiv ist. Da mit ruhenden Zellen ebenfalls keine Racematspaltung von
D,L-Tyrosin beobachtet wird, sind keine Verfahren mit diesem System anwendbar,
die eine positiv geladene Form der Aminosaure voraussetzen.

Racematspaltungen von D,L-Alanin mit permeabilisierten Trigonopsis variabilis
zeigen, dass die untersuchten, nicht mit Wasser mischbaren ionischen
Fllssigkeiten einen negativen Effekt auf die Umsetzungsgeschwindigkeit haben.
Die DAO-Aktivitat wird auf 0% bis 80 % des Wertes, der im rein wassrigen
System erreicht wird, reduziert. Die Ursache dafur konnte nicht ermittelt werden.
Einerseits ist es mdglich, dass die ionische Flussigkeit den Sauerstoffiilbergang
aus der Umgebungsluft in die Zellen herabsetzt. Andererseits kann auch ein
direkter Einfluss der ionischen Flussigkeit auf die DAO nicht ausgeschlossen
werden, da davon ausgegangen werden kann, dass lonenaggregate in die
permeabilisierten Zellen eindringen. Eine Reduzierung der Cofaktorverfligbarkeit
in den Zellen ist unwahrscheinlich, da die FAD-Molekile sehr stabil mit den
Enzymen verbunden sind (Szwajcer und Mosbach 1985).

Eine Limitierung durch die Katalase-Aktivitat der Zellen kann fur alle Umsetzungen
durch die Ergebnisse der Versuche zur Ermittlung eines geeigneten Reaktor-
systems fur die Ganzzell-Biokatalyse ausgeschlossen werden (Abbildung 14.1).
Dabei wurde fur das in allen Umsetzungen verwendete Reaktorsystem der
gerUhrten GlasgefalRe eine Reaktionsgeschwindigkeit festgestellt, die der zuvor im
DAO-Aktivitatstest ermittelten Aktivitat entspricht.

Nicht mit Wasser mischbare ionische Flussigkeiten kénnen also nicht als Edukt-
reservoir und in situ-Extraktionsmittel eingesetzt werden. Zudem ist die DAO-
Aktivitat in deren Gegenwart reduziert. Damit ist das zweiphasige System ionische
Flissigkeit/Wasser mit dem Modellsystem der Racematspaltung von Aminosauren
mit Trigonopsis variabilis kein sinnvoller Ansatz.
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6.2 Einphasiger Reaktionsansatz

Da nicht mit Wasser mischbare ionische Flussigkeiten im Modellsystem der
Racematspaltung von Aminosduren nicht fir den Zwei-Flissigphasen-Ansatz
geeignet sind, wurden mit Wasser mischbare ionische Flissigkeiten auf ihre
Eignung als Ld&slichkeitsvermittler von Aminosauren im einphasigen wassrigen
Ansatz untersucht.

6.2.1 lonische Flussigkeiten als Loslichkeitsvermittler von Aminoséuren

Zunachst wurde die Ldoslichkeit von Tyrosin in Tris-HCI-Puffer (pH 8) bei
unterschiedlichen Anteilen der mit Wasser mischbaren ionischen Flissigkeit
[BMIM][BF4] im Vergleich zum reinen Puffer ermittelt. In Abbildung 6.5 ist zu
erkennen, dass im Bereich von 3-10 % v/iv [BMIM][BF4] eine Erhohung der
Tyrosin-Loslichkeit um circa 20 % eintritt. In verdiinnten [BMIM][BF4]-Losungen
(= 0,1 % v/v) ist dagegen kein Effekt feststellbar. Bei einem sehr hohen Anteil der
ionischen Flissigkeit von 50 % v/v ist eine Loslichkeitserhéhung von circa 5 % zu
beobachten.
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Abbildung 6.5 Relative Loslichkeit von Tyrosin in Tris-HCI-Puffer (pH 8) mit verschiedenen

Volumenanteilen [BMIM][BF,4] im Vergleich zum reinen Puffer. Die Linie dient
nur als visuelle Hilfe.
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6.2.2 DAO-Aktivitat in Gegenwart ionischer Flussigkeiten

Zur Ermittlung der DAO-Aktivitat in Gegenwart verschiedener Volumenanteile
[BMIM][BF4] wurde eine Racematspaltung von D,L-Alanin mit permeabilisierten
Trigonopsis variabilis durchgefihrt. Abbildung 6.6 zeigt, dass bei einer verdinnten
[BMIM][BF4]-L6sung (= 0,1 % v/v) die DAO-Aktivitat nicht signifikat erhoht ist. Bei
Ansatzen mit hoherem Volumenanteil [BMIM][BF4] (> 0,3 % v/v) nimmt die DAO-
Aktivitat kontinuierlich bis unter 10 % der Aktivitat im rein wassrigen Medium ab.

Ein &hnlicher Versuch mit ruhenden Trigonopsis variabilis bei verschiedenen
Volumenanteilen [BMIM][BF,4] und D,L-Tyrosin als Edukt bestétigte diese Ergeb-
nisse (nicht gezeigt).
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Abbildung 6.6 Relative b-Aminoséureoxidase (DAO)-Aktivitat von permeabilisierten Trigonop-
sis variabilis bei der Racematspaltung von b,L-Alanin in Tris-HCI-Puffer (pH 8)
in Gegenwart verschiedener Volumenanteile [BMIM][BF,4].

Somit konnte weder mit permeabilisierten noch mit ruhenden Zellen eine
signifikante Steigerung der DAO-Aktivitat von Trigonopsis variabilis erzielt werden.

6.2.3  Diskussion

Im einphasigen Reaktionssystem kdnnen ionische Flussigkeiten theoretisch eine
Prozessverbesserung durch Erhéhung der Eduktléslichkeit oder durch Steigerung
der Reaktionsgeschwindigkeit erreichen. Aus den durchgefiihrten Untersuchungen
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kann geschlossen werden, dass die ionische Flussigkeit [BMIM][BF,] nicht
geeignet ist, als Loslichkeitsvermittler von Aminosduren in wassrigem Medium
eingesetzt zu werden. Eine leichte Ldslichkeitserhdhung der Aminoséure Tyrosin
von maximal 20 % bei 3-10 % v/v [BMIM][BF,] rechtfertigt deren Einsatz in keiner
Weise. Da die Gegenwart von [BMIM][BF4] dartber hinaus auch zu keiner
signifikant gesteigerten Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt, ist der Einsatz dieser mit
Wasser mischbaren ionischen Flussigkeit fur das Modellsystem der Racemat-
spaltung von Aminosauren mit Trigonopsis variabilis nicht sinnvoll.

Andere mit Wasser mischbare ionische Flussigkeiten kénnten jedoch durchaus die
Funktion von Enzymen positiv beeinflussen und somit zum Beispiel zu einer
Erh6hung der Reaktionsgeschwindigkeit fuhren. Fir einen effizienten Einsatz der
ionischen Flussigkeiten musste diese dabei bereits in katalytischen Mengen
wirksam sein.
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7 Asymmetrische Synthesen mit Saccharomyces
cerevisiae FasB His6 im zweiphasigen System

ijonische Flissigkeit/Wasser

Die asymmetrische Reduktion prochiraler Ketone mit rekombinanten Saccharo-
myces cerevisiae FasB His6 diente als weiteres Modellsystem zur Evaluierung
des Potenzials ionischer Flussigkeiten fir die Ganzzell-Biokatalyse. Dabei wurde
aufgrund der Toxizitat der Ketone und der korrespondierenden Alkohole nur der
zweiphasige Ansatz verfolgt. Es wurden wieder beispielhaft die nicht mit Wasser
mischbaren ionischen Flissigkeiten [BMIM][PFs], [BMIM][Tf2N] und [OMA][Tf:N]
eingesetzt.

Wichtige Punkte der Untersuchungen waren auch hier die Ermittlung der Losungs-
mitteleigenschaften ionischer Flussigkeiten gegenuber Edukten und Produkten
sowie die Alkoholdehydrogenase-Aktivitat der Hefezellen in Gegenwart ionischer
Flissigkeiten. Im Gegensatz zur Aminosaureoxidation mit Trigonopsis variabilis
kam der Untersuchung der Zellviabilitéat eine groRe Bedeutung zu, da nur intakte
Zellen in der Lage sind, ein ,Ausbluten“ des Cofaktors NADP(H) zu unterbinden.
Der Biokatalysator wurde fiur alle Experimente jeweils frisch aus Schuttelkolben-
Kultivierungen gewonnen. Die Synthesen wurden im mL-Mal3stab durchgefuhrt.

7.1 Synthese von (S)-4-Chlor-3-hydroxybuttersdureethylester

Saccharomyces cerevisiae FasB His6 ist in der Lage, 4-Chloracetessigsaureethyl-
ester (4-CI-ACE) stereoselektiv zu (S)-4-Chlor-3-hydroxybuttersdureethylester
((S)-4-CI-HBE) zu reduzieren, wie in Abbildung 7.1 dargestellt (Engelking 2004a).
Anhand dieser Reaktion sollte die Eignung von nicht mit Wasser mischbaren
ionischen Flussigkeiten als Ldsungsmittelphase in der Ganzzell-Biokatalyse
untersucht werden. Neben den physiko-chemischen Eigenschaften und der
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Biokompatibilitat der ionischen Flussigkeiten sollte auch die Mdoglichkeit der
Optimierung eines solchen Reaktionsansatzes untersucht werden.

i 70
0" >cH \ 0" >cH,
4-CI-ACE NADPH+H* NADP* (S)-4-CI-HBE
Glukonsaure oder “\ / Glukose

~ GDH oder

Nebenprodukte Metaboli y
SLabOISIILS Saccharomyces cerevisiae
FasB His6-Zelle
Abbildung 7.1 Reaktionsschema der asymmetrischen Reduktion von 4-Chloracetessigsaure-

ethylester (4-CI-ACE) Zu (S)-4-Chlor-3-hydroxybuttersaureethylester
((S)-4-CI-HBE) mit Saccharomyces cerevisiae FasB His6.

7.1.1  Loslichkeit von 4-CI-ACE und 4-CI-HBE in Puffer und
Verteilungskoeffizienten zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer

Die Ldslichkeit von 4-CI-ACE und 4-CI-HBE in Puffer wurde von Engelking (2004a)
zu 286 mM und 759 mM angegeben, wie in Abbildung 7.2a dargestellt. In den ver-
wendeten ionischen Flussigkeiten sind die Stoffe mindestens bis 600 mM I6slich.
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Abbildung 7.2 a) Loslichkeitsgrenzen von 4-Chloracetessigsaureethylester (4-CI-ACE) und
4-Chlor-3-hydroxybuttersureethylester  (4-CI-HBE) in waéssriger Phase
(Puffer). b) Verteilungskoeffizienten logD von 4-CI-ACE ™ und 4-CI-HBE Bl
zwischen verschiedenen ionischen Flussigkeiten (IL) und Puffer.
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Die Verteilungskoeffizienten von 4-CI-ACE und 4-CI-HBE zwischen den ionischen
Flissigkeiten [BMIM][PF¢], [BMIM][TfoN] und [OMA][Tf,N] und Puffer wurden
bestimmt. Abbildung 7.2b zeigt, dass der logD fur 4-CI-ACE im Bereich von 1,5 bis
1,7 liegt, fur 4-CI-HBE etwa bei 0,75. Dies bedeutet, dass in einem zweiphasigen
Ansatz mit 20 % v/v ionischer Flissigkeit im Gleichgewichtszustand circa 40 %
des Alkohols in der wassrigen Phase vorliegen. Somit ist die ionische Flissigkeit
nur eingeschrankt als in situ-Extraktionsmittel wirksam.

7.1.2  Biokompatibilitdt von ionischen Flussigkeiten

Neben der Edukt- und Produktloslichkeit sowie den Verteilungskoeffizienten
zwischen den beiden Flussigphasen ist die Wirkung auf den Katalysator das
wichtigste Kriterium eines Losungsmittels in der Ganzzell-Biokatalyse. Deshalb
wurde der schadigende Einfluss von verschiedenen ionischen Flussigkeiten mit
dem typischer organischer Losungsmittel verglichen. Dazu wurde Saccharo-
myces cerevisiae FasB His6 unter Reaktionsbedingungen mit 20 % v/v
Losungsmittelphase jedoch ohne Edukt und Cosubstrat flr 20 Stunden inkubiert.
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Abbildung 7.3 Prozentuale Viabilitdt von 20 ggtm Lt Saccharomyces cerevisiae FasB His6

bestimmt mittels der Methylenblau-Farbemethode nach 20 Stunden Inkubation
bei 27T und 300 min " mit; a) 20 % v/v organischen Lésungsmitteln (Methyl-
tert-butylether, MTBE), b) 20 % v/v ionischen Flissigkeiten im Vergleich zum
einphasig-wassrigen Ansatz und c) 20 % v/v ionischen Fllssigkeiten mit
4-Chloracetessigsaureethylester (4-CI-ACE) im Vergleich zum Ansatz mit
7 % v/v n-Butylacetat mit 4-CI-ACE. Es wurden 150 mM 4-CI-ACE, 200 mM
Glukose und 100 uM NADP vorgelegt. Alle Konzentrationen sind auf das
Volumen der wassrigen Phase bezogen.



98 Asymmetrische Synthesen mit S. cerevisiae FasB His6 im zweiphasigen System IL/Wasser

In Abbildung 7.3a ist zu erkennen, dass MTBE (logP = 0,9), n-Oktanol (logP = 3,0)
und n-Dekanol (logP = 4,6) den Anteil intakter Zellen auf circa 40 % reduzieren.
Mit Diisopropylether (logP =1,5) und n-Dekan (logP = 5,0) betragt dieser Anteil
noch etwa 75 %. In Abbildung 7.3b zeigen die Ergebnisse fur die rein wassrige
Referenz und die Ansatze mit ionischen Flissigkeiten, dass letztere keinen
schadigenden Einfluss auf die Zellen haben.

Zur Untersuchung, ob ionische Flissigkeiten in der Lage sind, die Toxizitdt von
Edukt und Produkt in einer Umsetzung zu reduzieren, wurde die Zellviabilitat nach
einer Biotransformation von 4-CI-ACE ermittelt. Abbildung 7.3c zeigt, dass der
Ansatz mit dem organischen Losungsmittel n-Butylacetat nach 20 h nur noch 20 %
intakte Zellen aufweist, mit [BMIM][PFs] dagegen etwa 50 %. Der schadigende
Einfluss von Edukt und Substrat wird also durch die Verwendung dieser ionischen
Flissigkeit als Eduktreservoir und in situ-Extraktionsmittel deutlich verringert.

7.1.3  Cofaktor-Zugabe

Bleiben durch den Einsatz ionischer Flussigkeiten als Lésungsmittelphase mehr
Hefezellen wahrend der Umsetzung intakt, kann eventuell auf die Zugabe des
Cofaktors NADP verzichtet werden. Um dies zu Uberprifen, wurden 4-CI-ACE-
Reduktionen mit [BMIM][PF¢], [BMIM][Tf,N] und n-Butylacetat durchgefuhrt.
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Abbildung 7.4 Chemische Ausbeute und Enantiomereniberschuss (ee) von (S)-4-Chlor-

3-hydroxybuttersaureethylester ((S)-4-CI-HBE) nach 20 h bei Umsetzungen
mit 20 ggtm Lt Saccharomyces cerevisiae FasB His6, 170 mM 4-CI-ACE,
7 % viv n-Butylacetat bzw. 20 % v/v ionische Flussigkeit, 200 mM Glukose bei
27°C und 300 min " ohne Zugabe von NADP I und mit 100 uM NADP BN
Alle Konzentrationen sind auf das Volumen der wassrigen Phase bezogen.
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In Abbildung 7.4 ist zu erkennen, dass die héchste Ausbeute an (S)-4-CI-HBE bei
Zugabe von NADP in den Ansatzen mit n-Butylacetat und [BMIM][PF¢] erreicht
wird (circa 39 %). Ohne zusétzlichen Cofaktor liegt die Ausbeute zwar niedriger,
aber mit [BMIM][PF¢] als Lésungsmittelphase wird deutlich mehr Produkt erhalten
als mit n-Butylacetat (29 % gegentber 17 %). Daruber hinaus ist der Enantio-
merenuberschuss von (S)-4-CI-HBE in diesem Ansatz mit 85 % viel gro3er als
derjenige, der bei Verwendung von n-Butylacetat erzielt wird (65 %).

7.1.4  Art des Cosubstrats und Reaktionstemperatur

Da die Ausbeute der Versuche zur Cofaktor-Zugabe mit maximal 40 % und der
Enantiomerentberschuss mit maximal 85 % nicht zufrieden stellend sind, wurde
untersucht, ob durch die Verwendung eines alternativen Cosubstrats oder die
Variation der Reaktionstemperatur hohere Werte erreicht werden.
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Abbildung 7.5 Chemische Ausbeute und Enantiomereniiberschuss (ee) von (S)-4-Chlor-

3-hydroxybuttersaureethylester ((S)-4-CI-HBE) nach 20 h bei Umsetzungen
mit 20 ggrw L™ Saccharomyces cerevisiae FasB His6, 170 mM 4-CI-ACE,
100 uM NADP, 20 % v/iv [BMIM][PFe¢] und unterschiedlichen Cosubstraten
(200 mM), bei 300 min™ und 20°C E3 oder 27<C HH. Alle Konzentrationen
sind auf das Volumen der wassrigen Phase bezogen.

Abbildung 7.5 zeigt, dass die Ausbeute bei keinem der untersuchten Ansatze tber
die 39 % mit Glukose als Cosubstrat und 27C Reakti onstemperatur gesteigert
werden kann. Der Enantiomerenuberschuss ist jedoch mit den alternativen
Cosubstraten und insbesondere bei 20C hoher. Mit | sopropanol wird beispiels-
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weise bei 20T ein Enantiomerentberschuss von 92 % erreicht. Dies ist fur das
Produkt allerdings immer noch nicht ausreichend, um ohne weitere Aufreinigung
als pharmazeutisches Intermediat verwendet werden zu kdénnen.

7.1.5 Biotrockenmasse-Konzentration

Eine weitere Moglichkeit zur Steigerung der Ausbeute einer Ganzzell-Biokatalyse
besteht darin, die Katalysatorkonzentration zu erhéhen. In Abbildung 7.6b sind die
Ergebnisse von Anséatzen mit 50 ggrw L™ Hefezellen im Vergleich zu den bisher
eingesetzten 20 gsrw L™ dargestellt, die in Abbildung 7.6a zu sehen sind.
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Abbildung 7.6 Chemische Ausbeute und Enantiomereniberschuss (ee) von (S)-4-Chlor-

3-hydroxybuttersédureethylester ((S)-4-CI-HBE) nach 20 h bei Umsetzungen
mit Saccharomyces cerevisiae FasB His6, 170 mM 4-CI-ACE, 100 uM NADP,
7 % viv n-Butylacetat bzw. 20 % v/v [BMIM][PFg], 200 mM Glukose, bei 27C
und 300 min™. a) Biomassekonzentration 20 ggrm L b) Biomassekonzen-
tration 50 ggtm L. Alle Konzentrationen sind auf das Volumen der wassrigen
Phase bezogen.

Im zweiphasigen System mit n-Butylacetat bewirkt die Erhéhung der Katalysator-
konzentration nur eine geringe Steigerung der Ausbeute von 39 % auf 44 %,
jedoch einen deutlich negativen Effekt auf den Enantiomerenitberschuss (62 %
statt 73 %). Bei Verwendung von [BMIM][PFs] als Lésungsmittelphase wird
dagegen die Ausbeute mit hoherer Katalysatorkonzentration von 39 % auf 80 %
verdoppelt bei sogar leicht erhbhtem Enantiomereniberschuss von 84 % anstelle
von 79 %.
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7.1.6  Diskussion

Die hohe Ldslichkeit von 4-CI-ACE in Puffer von 286 mM erzwingt nicht den
Einsatz einer Losungsmittelphase zur Steigerung der Eduktverfigbarkeit. Da
dieser Stoff aber instabil in Wasser und toxisch fur die als Biokatalysator einge-
setzten Saccharomyces cerevisiae FasB His6 ist, wird eine zweite Phase zur
Verringerung der wassrigen Konzentration bendétigt (Engelking 2004a). Die unter-
suchten, nicht mit Wasser mischbaren ionischen Flissigkeiten weisen fir
4-CI-ACE Verteilungskoeffizienten logD von 1,5-1,7 auf, womit die wassrigen
Konzentrationen des Ketons um den Faktor 30-50 reduziert werden. Fur das
Produkt der asymmetrischen Reduktion, (S)-4-CI-HBE kann diese jedoch nur um
den Faktor 5-6 erniedrigt werden (logD~0,75), die Unterbindung einer eventuellen
Produkttoxizitat ist dadurch kaum moglich. Andererseits konnte gezeigt werden,
dass die ionischen Flussigkeiten im Gegensatz zu organischen Ldsungsmitteln
keinen schadigenden Einfluss auf die Viabilitat der Hefezellen haben. Damit war
ein Vergleich zwischen dem von Engelking (2004a) verfolgten Ansatz mit
n-Butylacetat und einem Prozess mit ionischen Flussigkeiten interessant.

Engelking gab seinem Ansatz 100 puM des teuren Cofaktors NADP zu, was dieses
Verfahren fur den gréReren MaRRstab unattraktiv macht. Daher wurde untersucht,
ob darauf bei Verwendung von [BMIM][PF¢] verzichtet werden kann. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass die Ausbeute ohne eine NADP-Zugabe im Verfahren mit der
ionischen Flissigkeit mit 29 % deutlich besser ist als im Ansatz mit n-Butylacetat
(17 %). Allerdings kann die Ausbeute, die bei Zugabe von NADP 39 % betragt,
nicht erreicht werden. Diese Ergebnisse lassen sich aus der Betrachtung der
Zellviabilitdten nach der Reaktion erklaren. Mit [BMIM][PF¢] sind noch 50 % der
Zellen intakt, mit n-Butylacetat dagegen nur 20 %. Das heil3t, dass die ionische
Flissigkeit Uber die Verringerung der wassrigen Konzentrationen von Edukt und
Produkt deren Toxizitat reduziert. Der erhdhte Anteil ungeschadigter Zellen reicht
zwar nicht aus, um auf die Zugabe von NADP ganz verzichten zu kodnnen,
eventuell ist aber eine geringere Menge bereits ausreichend, um eine gleich hohe
Ausbeute zu erreichen. Zur Untersuchung weiterer Reaktionsparameter wurden
zur besseren Vergleichbarkeit allen Ansétzen 100 uM NADP zugegeben.

Es ist bekannt, dass die Art des Cosubstrats und die Reaktionstemperatur einen
Einfluss auf die Ausbeute und den Enantiomereniberschuss haben kénnen
(Amidjojo 2004). Das ist mit ionischen Flussigkeiten als Losungsmittelphase nicht
anders. So erwirken die alternativen Cosubstrate Isopropanol, Ethanol und Acetat
im Vergleich zu Glukose zwar eine geringere Ausbeute, dafiir jedoch einen
hoéheren Enantiomereniiberschuss des Produkts. Letzterer wird durch die Absen-
kung der Reaktionstemperatur von 27<C auf 20C noch bis auf 92 % gesteigert.
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Im Gegensatz zum Ansatz mit n-Butylacetat kann bei Verwendung von
[BMIM][PF¢] die Ausbeute durch den Einsatz einer htheren Biomassekonzen-
tration von 50 ggtm L™ und Glukose als Cosubstrat auf 80 % erhht werden. Diese
beiden Verfahren werden in Tabelle 7.1 mit dem 1 L-Ruhrkesselreaktor-Prozess
von Engelking (2004a) verglichen. In dieser Arbeit wurden Zellen verwendet, die in
Komplexmedium kultiviert wurden, da dieses leichter herzustellen ist und hdhere
Zellausbeuten liefert. Hinzu kommt, dass vergleichende Ansatze mit 20 ggrw L™
dieser Zellen nahezu identische Werte fiur die Ausbeute und den
Enantiomerentberschuss ergaben wie mit Zellen, die im definierten Medium
kultiviert wurden. Triton X-100 wurde nicht eingesetzt, da ein Ziel der Verwendung
von ionischen Flussigkeiten darin besteht, die Zellmembran intakt zu halten. Der
Einsatz dieses Stoffes, der zur Permeabilisierung der Membran fihrt, stiinde
diesem Ziel entgegen. 1-Buten-3-ol wurde zur Verdeutlichung des Effekts der
ionischen Flussigkeit auf den Enantiomereniiberschuss nicht eingesetzt.

Tabelle 7.1 Asymmetrische Synthese von (S)-4-Chlor-3-hydroxybuttersaureethylester
((S)-CI-HBE) mit Saccharomyces cerevisiae FasB His6. Vergleich zwischen
den Prozessen mit und ohne ionische Flussigkeit [BMIM][PF¢] als Losungs-

mittelphase und dem Verfahren von Engelking (2004a).

Engelking (2004a)

diese Arbeit

diese Arbeit

Anzuchtmedium der
Zellen

Zellkonzentration fir
Umsetzung

Lésungsmittelphase

Eduktkonzentration

Zusatze

Cosubstratkonzentration

Kaliumphosphat-Puffer
(pH 7,0)

Ausbeute ( S)-CI-HBE
Enantiomereniiberschuss

Produktbildungskapazitat

definiertes Medium

100 ggtm Lt

20 % viv
n-Butylacetat

200 mM

100 pM NADP
0,3 % v/v 1-Buten-3-ol
2,7 % v/v Triton X-100
320 mM Glukose

50 mM, 190 mM NacCl,
pH-Regelung mit NaOH

94 %
90 %

1,8 mmol ggru*

Komplexmedium
(CsL)

50 gaTm Lt

7 % viv
n-Butylacetat

170 mM

100 uM NADP

200 mM Glukose

100 mM, 100 mM
NacCl

44 %
62 %

1,5 mmol garw "

Komplexmedium
(CSL)

50 gaTm Lt

20 % viv
[BMIM][PF¢]

170 mM

100 uM NADP

200 mM Glukose

100 mM, 100 mM
NaCl

80 %
84 %

2,7 mmol ggrv™
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In Tabelle 7.1 ist zu erkennen, dass das Verfahren mit [BMIM][PFs] zu einer etwas
geringeren Ausbeute und Produktreinheit fuhrt als der Prozess von Engelking
(2004a). Dafur ist die Herstellung der eingesetzten Zellen einfacher und deren
Produktbildungskapazitat im Prozess liegt um 50 % uber denjenigen von
Engelking. Eventuell kdnnte der Enantiomerenidberschuss durch Zugabe von
1-Buten-3-ol und die Ausbeute durch eine pH-Regelung noch weiter gesteigert
werden.

Die Ermittlung der genauen Raum-Zeit-Ausbeute war nicht mdglich, da der
Reaktionsverlauf nicht aufgenommen werden konnte. Aus dem gleichen Grund
konnte auch nicht bestimmt werden, ob die Reaktion eventuell kinetisch limitiert
ist. Dies ist aufgrund des zu erwartenden schlechten Eduktibergangs aus der
ionischen Flussigkeit bei geringem Leistungsertrag denkbar, da auch der K, der
Fettsauresynthase mit 1,82 mM relativ hoch ist (Sybesma et al. 1998).

Das Potenzial der nicht mit Wasser mischbaren ionischen Flussigkeiten fur den
Einsatz als LOosungsmittelphase in der Ganzzell-Biokatalyse wurde mit diesem
Modell sicher nicht ausgereizt, da einem effizienten Einsatz der geringe
Verteilungskoeffizient fir das Reaktionsprodukt im Wege steht. Dieser sollte also
sinnvollerweise deutlich hoher liegen, um einerseits die Toxizitdt des Produkts
starker zu reduzieren und andererseits eine bessere Extraktion und damit eine
hohere Prozessausbeute zu gewahrleisten.

Mittlerweile ist bekannt, dass Lactobacillus kefir ein sehr viel besserer
Biokatalysator fur die Reduktion von 4-CI-ACE zu (S)-4-CI-HBE ist. Amidjojo und
Weuster-Botz (2005) erreichten damit im mikrodispersen Ansatz eine Ausbeute
von 97 % und einen Enantiomereniberschuss von 99,5 % bei einer Produkt-
bildungskapazitat von 24 mmol ggrv™.
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7.2 Synthese von (S)-3-Hydroxy-3-phenylpropionsaureethylester

Saccharomyces cerevisiae FasB His6 reduziert Benzoylessigsaureethylester
(EBA) stereoselektiv zu (S)-3-Hydroxy-3-phenylpropionsaureethylester ((S)-HPPE)
(Engelking 2004a). Abbildung 7.7 veranschaulicht diese Reaktion.

ﬁ T OH O
/\ ’/ : \_\ /\
0] CH, /' ‘ O CH,
EBA (S)-HPPE
Glukonséaure oder GDH od Glukose
Nebenprodukte e I(') L y
A0S Saccharomyces cerevisiae
FasB His6-Zelle
Abbildung 7.7 Reaktionsschema der asymmetrischen Reduktion von Benzoylessigsaure-

ethylester (EBA) zu (S)-3-Hydroxy-3-phenylpropionséureethylester ((S)-HPPE)
mit Saccharomyces cerevisiae FasB His6.

Nach den Erfahrungen mit der Reduktion von 4-CI-ACE sollte die Untersuchung
dieser Reaktion ein weiterfihrendes Verstandnis der Eignung von nicht mit
Wasser mischbaren ionischen Flissigkeiten als Losungsmittelphase in der
Ganzzell-Biokatalyse ermoglichen. Dabei sollten vor allem die Losungsmittel-
eigenschaften der ionischen Flissigkeiten wie Verteilungskoeffizienten und
Biokompatibilitat im Vordergrund stehen.

7.2.1  Loslichkeit von EBA und HPPE in Puffer und Verteilungskoeffizienten

zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer

Fur EBA und HPPE wurde von Engelking (2004a) eine maximale Loslichkeit von
14 mM und 65 mM in Puffer angegeben, wie in Abbildung 7.8a dargestellt. In den
verwendeten nicht mit Wasser mischbaren ionischen Flissigkeiten sind die Stoffe
mindestens bis 600 mM Ioslich.



Synthese von (S)-HPPE 105

a) b)
1000 3,0
s = ]
= B - 2,5
£ 100/ 120 §
=] S
2 15 S
= S g
2L 101 - 1,0 O
z
8]
Z - 0,5
<
1 0,0
e & > N \N
& &K & @ @
C 9 Q

Abbildung 7.8 a) Loslichkeitsgrenzen von Benzoylessigsaureethylester (EBA) und 3-Hydroxy-
3-phenylpropionsaureethylester (HPPE) in wassriger Phase (Puffer). b) Ver-
teilungskoeffizienten logD von EBAC™] und HPPE B zwischen verschie-
denen ionischen Flissigkeiten (IL) und Puffer.

Abbildung 7.8b zeigt, dass sich EBA zwischen den ionischen Flussigkeiten
[BMIM][PFg], [BMIM][Tf2N] und [OMA][Tf2N] und Puffer mit logD = 2,7-2,8 verteilt.
Fur HPPE ist der Unterschied zwischen den ionischen Flissigkeiten grol3er. Es
wurden logD zwischen 1,7 und 2,2 ermittelt. Somit verbleiben in einem
zweiphasigen Ansatz mit 20 % v/v Phasenanteil der ionischen Flissigkeit im
Gleichgewichtszustand nur etwa 2,7-7,5 % des Alkohols in der wassrigen Phase.
In diesem System sind die ionischen Flussigkeiten also gut als in situ-
Extraktionsmittel geeignet.

7.2.2  Biokompatibilitdt von ionischen Flussigkeiten

Analog zur Synthese von (S)-4-CI-HBE wurde untersucht, ob [BMIM][Tf,N] eine
eventuelle Schadigung der Saccharomyces cerevisiae FasB His6 wahrend der
Biotransformation von EBA reduzieren kann. Ausgehend von einem optimierten
Ansatz von Engelking (2004a) wurden 60 gsrw L™* Zellen und 55 mM EBA
eingesetzt. Nach 20 Stunden betrug der Anteil intakter Zellen im rein wassrigen
System noch 45 % (x 13 %), im zweiphasigen Ansatz 62 % (+8 %). Damit ist
keine eindeutige Verbesserung des Prozesses durch den Einsatz der ionischen
Flissigkeit zu beobachten.

7.2.3 Diskussion

Das Ergebnis der Untersuchung der Zellviabilitat bestétigt die Beobachtung von
Engelking (2004a), dass EBA weniger toxisch fur die Zellen ist als 4-CI-ACE. Als
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Folge kann die ionische Flissigkeit trotz der héheren Verteilungskoeffizienten fur
EBA und HPPE keinen deutlich positiven Effekt auf die Zellen ausiben. Da
Engelking (2004a) im einphasigen Reaktionsansatz mit 97 % Umsatz, 83 %
Ausbeute und 97,5 % Enantiomereniberschuss fur (S)-HPPE bereits sehr gute
Werte erzielte, wurde diese Reaktion nicht weiter als Modellsystem fiir die Unter-
suchung des effizienten Einsatzes ionischer Flissigkeiten verwendet.

Somit lasst sich festhalten, dass ionische Flussigkeiten aufgrund ihrer guten
Biokompatibilitat wahrscheinlich am Besten eingesetzt werden, wenn Edukt
und/oder Produkt einer Ganzzell-Biotransformation toxisch auf die Zellen wirken.
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7.3 Synthese von (S)-1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)ethanol

Die einzige biokatalytische Reduktion von 2,3,4,5,6-Pentafluoroacetophenon
(PFAP) zu (S)-1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)ethanol ((S)-PFPE) wurde bisher
von Nakamura et al. (2000) beschrieben. Dabei werden die Cyanobakterien
Synechococcus sp. PCC 7942 unter Beleuchtung als Biokatalysator eingesetzt.
Ob Saccharomyces cerevisiae FasB His6 diese Reaktion, wie in Abbildung 7.9
schematisiert, ebenfalls katalysiert, war bisher nicht bekannt. Da sowohl das Edukt
als auch das Produkt leicht fliichtig sind, sollte untersucht werden, ob die
Verwendung von ionischen Flussigkeiten als L&sungsmittelphase zu hdheren
Ausbeuten fuhrt.

O, CHs HO4 _CH,
F F
PFAP (S)-PFPE
F F
F F
Glukonséaure oder Glukose

GDH oder

Nebenprodukte Metaboll y,
Sl ” Saccharomyces cerevisiae
FasB His6-Zelle
Abbildung 7.9 Reaktionsschema der asymmetrischen Reduktion von 2,3,4,5,6-Pentafluoro-

acetophenon (PFAP) zZu (S)-1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)ethanol
((S)-PFPE) mit Saccharomyces cerevisiae FasB His6.

7.3.1 Loslichkeit von PFAP und PFPE in Puffer und Verteilungskoeffizienten

zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer

Abbildung 7.10a zeigt, dass die Loslichkeitsgrenzen von PFAP und PFPE in Puffer
2mM und 15 mM betragen. In den verwendeten, nicht mit Wasser mischbaren
ionischen Flussigkeiten sind die Stoffe mindestens bis 600 mM I6slich.

In Abbildung 7.10b sind die Verteilungskoeffizienten zwischen den ionischen
Flissigkeiten [BMIM][PFs], [BMIM][Tf2N] und [OMA][Tf,N] und Puffer dargestellt.
Fur PFAP wurden diese zu logD = 2,6 bis logD = 2,9 bestimmt, fur PFPE liegen
sie zwischen logD = 1,7 und logD =2,1. Dies bedeutet fir das Produkt der
Ketonreduktion, dass in einem zweiphasigen Ansatz mit 20 % v/v Phasenanteil
der ionischen Flissigkeit im Gleichgewichtszustand nur 3,4-7,4 % des Stoffes in
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der wassrigen Phase zurtickbleiben. Somit sind die ionischen Flussigkeiten gut als
in situ-Extraktionsmittel geeignet.
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Abbildung 7.10 a) Loslichkeitsgrenzen von 2,3,4,5,6-Pentafluoroacetophenon (PFAP) und
1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)ethanol (PFPE) in wassriger Phase (Puffer). b)
Verteilungskoeffizienten logD von PFAP [ und PFPE B zwischen ver-
schiedenen ionischen Flussigkeiten (IL) und Puffer.

7.3.2  Variation der Cosubstrat-Bedingungen

Vorversuche zeigten, dass Saccharomyces cerevisiae FasB His6 PFAP mit sehr
hohem Enantiomereniberschuss (> 99 %) zu (S)-PFPE reduziert, allerdings bei
einer geringen Ausbeute von < 10 %. Daraufhin wurde versucht, diese durch einen
mehrfachen Uberschuss des Cosubstrats Glukose zu steigern. In Abbildung 7.11a
ist zu erkennen, dass dies fur den rein wassrigen Ansatz in gewissem MalRe
gelingt. Bei Zugabe von Glukose im Verhaltnis 1zul (Cosubstrat zu Edukt)
betragt die Ausbeute 10,8 %, bei einem 20-fachen Uberschuss 22,1 %. In
Gegenwart ionischer Flussigkeiten wird die hochste Ausbeute bei 4-fachem
Uberschuss erhalten, fur [BMIM][Tf.N] zum Beispiel 22,4 %. Bei Betrachtung des
Enantiomerentberschusses zeigt sich ein Vorteil fur die Verwendung der
ionischen Flussigkeit. Er betragt in allen Anséatzen > 99,5 %, wéahrend er im rein
wassrigen Ansatz bei einer Steigerung der Glukosekonzentration von 99,9 % auf
99,0 % fallt.
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Abbildung 7.11 Chemische Ausbeute und Enantiomereniiberschuss (ee) von

(S)-1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)ethanol  ((S)-PFPE) nach 20h bei
Umsetzungen mit 50 ggtm Lt Saccharomyces cerevisiae FasB His6, 50 mM
PFAP, 100 uM NADP bei 27 und 300 min™ im rein wassrigen Ansatz und
mit 20 % v/v ionischen Flissigkeiten bei einer Glukosekonzentrationen von
0,05 M3, 0,2 M= bzw. 1,0 M mm in der wassrigen Phase: a) unter aeroben
Bedingungen, b) unter anaeroben Bedingungen. Der Enantiomereniber-
schuss (ee) bei Umsetzungen mit ionischen Flussigkeiten betragt > 99,5 %.
Hohere Werte sind aufgrund der Detektionsgrenze von (R)-PFPE nicht
bestimmbar. Alle Konzentrationen sind auf das Volumen der wassrigen Phase
bezogen.

Des Weiteren wurde der Einfluss von Sauerstoff auf die Reaktion untersucht, da
unter der Annahme, dass ein Teil der Cofaktorregenerierung Uuber den
Metabolismus erfolgt, die Abwesenheit von Sauerstoff zur Nutzung anderer
Stoffwechselwege und damit eventuell zu einer effizienteren NADP-Reduktion
fuhrt. In Abbildung 7.11b sind die Ergebnisse von Ansétzen gezeigt, aus denen zu
Beginn der Reaktion der Sauerstoff aus dem Kopfraum durch Begasung mit
Stickstoff ausgetrieben wurde. Es ist allerdings zu erkennen, dass dieses
Vorgehen zu geringeren Ausbeuten sowohl des rein wassrigen Ansatzes als auch
der zweiphasigen Ansatze mit ionischen Flussigkeiten fihrt.

Durch den Einsatz alternativer Cosubstrate analog zur Biotransformation von
4-CI-ACE bei Umsetzungen unter aeroben Bedingungen konnte keine Steigerung
der Ausbeute erreicht werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
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7.3.3  Cofaktor-Zugabe

Analog zur Synthese von (S)-4-CI-HBE wurde untersucht, ob Saccharomyces
cerevisiae FasB His6 auch ohne Zugabe des Cofaktors NADP in der Lage ist,
PFAP zu reduzieren. Dazu wurden Reaktionen mit 200 mM Glukose als
Cosubstrat angesetzt. Abbildung 7.12 zeigt, dass sowohl im rein wassrigen
System als auch im zweiphasigen System mit [BMIM][PFs] ohne NADP-Zugabe
etwa die gleiche Ausbeute an (S)-PFPE erzielt wird. Die relativ hohe Ausbeute von
22,4 % bei Verwendung von [BMIM][Tf;N] als Lésungsmittelphase wird allerdings
ohne zusatzlichen Cofaktor nicht erreicht, sondern lediglich 17,5 %.
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Abbildung 7.12 Chemische Ausbeute und Enantiomereniiberschuss (ee) von

(S)-1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)ethanol  ((S)-PFPE) nach 20h bei
Umsetzungen mit 50 ggm Lt Saccharomyces cerevisiae FasB His6, 50 mM
PFAP, 200 mM Glukose bei 27 und 300 min™ ohne NADP I und mit
Zugabe von 100uM NADPEE. Der Enantiomereniberschuss (ee) bei
Umsetzungen mit ionischen Flissigkeiten betragt > 99,5 %. Hohere Werte
sind aufgrund der Detektionsgrenze von (R)-PFPE nicht bestimmbar. Alle
Konzentrationen sind auf das Volumen der wassrigen Phase bezogen.

7.3.4  Diskussion

Saccharomyces cerevisiae FasB His6 reduziert PFAP mit hoher Stereoselektivitat
zu (S)-PFPE. Damit ist es gelungen, diese Reaktion, die bisher nur von
Cyanobakterien unter Lichteinfluss katalysiert wurde (Nakamura et al. 2000), in
einem leicht im Mal3stab zu vergroB3ernden Prozess mit einfach kultivierbaren
Mikroorganismen durchzufihren. Die hodchste Ausbeute von 22,4 % bei
exzellentem Enantiomerenuberschuss von >099,5% wird dabei durch die
Verwendung von [BMIM][Tf,N] als Eduktreservoir und in situ-Extraktionsmittel
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erreicht. Die Selektivitdt dieser Reaktion wurde zu >98% und die
Produktbildungskapazitat zu 0,9 mol germ™ bestimmt. Da kein Reaktionsverlauf
aufgenommen werden konnte, ist eine genaue Bestimmung der Raum-Zeit-
Ausbeute nicht mdglich.

Im rein wassrigen Ansatz ist der Enantiomereniberschuss mit 99,0 % geringer
und es bleibt das Problem des leicht flichtigen Produkts bestehen. Dies lasst sich
wahrscheinlich nur durch Einsatz eines organischen Losungsmittels sinnvoll I6sen,
was aber gerade vermieden werden sollte. Das zweiphasige System mit ionischer
Flissigkeit ermoglicht eine Produktkonzentration von 9,0 mM auf das gesamte
Reaktionsvolumen bezogen. Das sind 76 % mehr als im Verfahren von Nakamura
et al. (2000). In der ionischen Flussigkeit liegt das Produkt mit 43 mM vor. Daraus
sollte es leicht mittels Destillation oder einer anderen Methode isoliert werden
konnen.
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8 Asymmetrische Synthesen mit Lactobacillus kefir im

zweiphasigen System ionische Flissigkeit/\Wasser

Da sich die asymmetrische Reduktion prochiraler Ketone aufgrund der
Uberwiegend hohen Verteilungskoeffizienten der Edukte und Produkte als gutes
Modell fur die Evaluierung des Potenzials ionischer Flussigkeiten fur die Ganzzell-
Biokatalyse erwies, wurden diese Reaktionen mit einem weiteren Biokatalysator,
Lactobacillus kefir DSM 20587, untersucht. Dabei wurde wieder nur der
zweiphasige Ansatz verfolgt. Neben der Ermittlung der Loésungsmitteleigen-
schaften der ionischer Flussigkeiten [BMIM][PFs], [BMIM][Tf2N] und [OMA][Tf2N]
stand die reaktionstechnische Untersuchung und die Mal3stabsvergrél3erung eines
erfolgreichen Ansatzes im Mittelpunkt. Als Biokatalysator wurden Zellen
verwendet, die entweder von Jilich Fine Chemicals kommerziell erworben wurden
(Abklirzung ,JFCY) oder im Rahmen dieser Arbeit selbst hergestellt wurden
(Kapitel 5.2.3, Abkurzung ,BioVT"). Welche Zellen fur die Experimente jeweils
frisch aus einem bei -20T gelagerten Vorrat aufget aut und verwendet wurden, ist
in der Versuchsbeschreibung angegeben. Die Umsetzungen wurden bis auf den
Prozess im 200 mL-Maf3stab (Kapitel 8.2.5) im mL-Mal3stab durchgefihrt.

8.1 Synthese von (3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexanséaure-tert-

butylester

Lactobacillus kefir besitzt zwei Alkoholdehydrogenasen, die nacheinander 6-Chlor-
3,5-dioxohexansaure-tert-butylester (6-CI-DOHB) regio- und stereoselektiv zu
(S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester  ((S)-6-CI-5-HOHB) und
weiter zu (3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-butylester ((3R,5S)-6-Cl-
3,5-DHHB) reduzieren konnen, wie in Abbildung 8.1 dargestellt (Hummel 1990
und personliche Mitteilung). Derselbe Syntheseweg wird bisher chemisch oder
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chemoenzymatisch katalysiert, um das Produkt, das als Intermediat fir einen
neuen synthetischen Zugang fur HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren dienen kann,
zu erhalten. Anhand dieser Reaktion sollte die Eignung ionischer Flissigkeiten als
Lésungsmittelphase fur eine Zweischritt-Biokatalyse untersucht werden.

OH ﬁ ﬁ
Cl
(@] O O OtBU OH OH O
cl | | | (S)-6-CI-5-HOHB al |
oBu % \ OtBu

(3R,5S)-6-Cl-3,5-DHHB
S

/ .\
NADPH+H* NADP* NADPH+H" NADP* |

Metabolismus ~

Lactat, Acetat,
Ethanol, CO,

actobacillus kefir-Zelle

Abbildung 8.1 Reaktionsschema der asymmetrischen Reduktion von 6-Chlor-3,5-dioxo-
hexansaure-tert-butylester (6-CI-DHHB) zu (3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxy-
hexansaure-tert-butylester ((3R,5S)-6-CI-3,5-DHHB) mit Lactobacillus kefir.

8.1.1 Loslichkeit von 6-CI-DOHB und 6-CI-DHHB in Puffer und

Verteilungskoeffizienten zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer

Die Ld&slichkeitsgrenzen von 6-CI-DOHB und 6-CI-DHHB in Puffer wurden von
Amidjojo (2004) zu 0,6 mM und 29 mM angegeben und sind in Abbildung 8.2a
dargestellt. In den verwendeten nicht mit Wasser mischbaren ionischen Flussig-
keiten sind die Stoffe mindestens bis 600 mM l6slich.

In Abbildung 8.2b sind die Verteilungskoeffizienten zwischen den ionischen
Flissigkeiten [BMIM][PFg], [BMIM][Tf.N] und [OMA][Tf,N] und Puffer aufgetragen.
Fur 6-CI-DOHB wurden sie zu logD =1,8 bis logD =2,0 ermittelt. FUr das
Zwischenprodukt 6-CI-HOHB stand nur eine sehr geringe Stoffmenge zur
Verfliigung, so dass keine Verteilungskoeffizienten bestimmt werden konnten. Von
6-CI-DHHB konnte aus gleichem Grund nur der Vereilungskoeffizient zwischen
[BMIM][TfoN] und Puffer ermittelt werden. Diese ionische Flussigkeit wurde
gewahlt, da sie bei den bisher untersuchten Alkoholen meistens die hdchsten
Werte ergab. Doch mit logD = 1,2 verbleibt in einem zweiphasigen Ansatz mit
20 % v/v Phasenanteil der ionischen Flussigkeit im Gleichgewichtszustand etwa
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20 % des Stoffes in der wassrigen Phase. Somit ist [BMIM][Tf,N] nur
eingeschrankt als in situ-Extraktionsmittel geeignet.
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Abbildung 8.2 a) Loslichkeitsgrenzen von  6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester

(6-CI-DHHB) und 6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-butylester  (6-Cl-
DHHB) in wassriger Phase (Puffer). b) Verteilungskoeffizienten logD von
6-CI-DHHBE und 6-CI-DHHB B zwischen verschiedenen ionischen
Flissigkeiten (IL) und Puffer (n.b. nicht bestimmt).

8.1.2 Substratkonzentration

Trotz des ungunstigen Verteilungskoeffizienten fir das Produkt, wurde die
asymmetrische Reduktion von 6-CI-DHHB im zweiphasigen System
Puffer/[BMIM][Tf,N] untersucht, da Vorversuche im rein wassrigen System mit
100 mM Edukt und 50 gsrwm L™ Lactobacillus kefir (BioVT) nach Stickstoffbegasung
zu einer relativ geringen Ausbeute von 47,5 % fihrten.

In Abbildung 8.3 ist zu sehen, dass mit der ionischen Flissigkeit eine chemische
Ausbeute von 81,3 % erreicht werden kann. Die héchste Produktkonzentration von
285 mM in der Lésungsmittelphase wird bei Einsatz von 500 mM Edukt erreicht.
Der Diastereomerenuberschuss am Cz zwischen (3R,5S)-6-Cl-3,5-DHHB und
(3S,5S5)-6-CI-3,5-DHHB betragt etwa 97 % und damit deutlich weniger als im
wassrigen Ansatz (> 99,0 %). Der Diastereomereniberschuss am Cs zwischen
(3R,5S)-6-CI-3,5-DHHB und (3R,5R)-6-ClI-3,5-DHHB ist in beiden Fallen > 99,0 %.

Die gleiche Reaktion wurde mit Zellen von Jilich Fine Chemicals durchgefuhrt, die
fur etwa 2,5 Jahre bei -20C gelagert waren. Mit di esen Zellen wurde eine stetige
Abnahme der Ausbeute von 70 % bei 100 mM Edukt in BMIM][Tf,N] zu 10 % bei
600 mM beobachtet. Die maximale Produktkonzentration betrug 129 mM bei
300 mM eingesetztem Edukt.
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Abbildung 8.3 Chemische Ausbeute und Diastereomereniiberschuss am Cs; (de) von

(3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-butylester  (6-CI-DHHB) nach
22 h bei Umsetzungen mit 50 ggry L™ Lactobacillus kefir (BioVT), 200 mM
Glukose (beide Konzentrationen sind auf die wéssrige Phase bezogen) bei
30T und 2000 min, mit unterschiedlicher vorgelegter Konzentration an
6-Chlor-3,5-Dioxohexansaure-tert-Butylester (6-CI-DHHB) in [BMIM][Tf;N].

8.1.3 Diskussion

In Tabelle 8.1 sind verschiedene Herstellungsverfahren von (3R,5S)-6-ClI-
3,5-DHHB zusammengefasst. Die asymmetrische Zweischritt-Reduktion von
6-CI-DHHB zu (3R,5S)-6-CI-3,5-DHHB mit Lactobacillus kefir DSM 20587 im rein
wassrigen System stellt bereits ein im Vergleich zur chemischen und
chemoenzymatischen Reduktion interessantes Verfahren dar (Beck et al. 1995,
Thottathil et al. 1994, Wolberg et al. 2000 und 2001). Fir die chemoenzymatische
Herstellung von (3R,5S)-6-CI-3,5-DHHB wurden zum Beispiel Ausbeuten von
72 % und 62 % fur die beiden Teilschritte berichtet (Wolberg et al. 2001). Damit ist
die kombinierte Ausbeute mit 44,6 % etwas niedriger als die in dieser Arbeit im
wassrigen Ansatz erreichte Ausbeute von 47,5 %. Die Reinheit des Produkts
genugt mit de > 99,0 % an beiden Chiralitatszentren ohne weitere Aufreinigung
den Anforderungen der pharmazeutischen Industrie (Muller 2005). Die Tatsache,
dass bei der Ganzzell-Biokatalyse kein Cofaktor zugegeben wird, macht dieses
Verfahren noch attraktiver.

Durch den Einsatz der ionischen Flissigkeit [BMIM][Tf;N] als Eduktreservoir und
in situ-Extraktionsmittel kann die Ausbeute auf 81,3 % gesteigert werden, mehr als
mit der chemischen Synthese erreicht wird. Dabei ist allerdings zu beachten, dass
es sich hierbei nur um die chemische Ausbeute handelt. Die Prozessausbeute
liegt durch den niedrigen Verteilungskoeffizienten fir das Produkt bei 65,3 %.
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Durch die Verwendung einer anderen ionischen Flussigkeit mit einem hdheren
Verteilungskoeffizienten wére dieses Problem aber eventuell leicht zu beseitigen.
Die Differenz zwischen dem Umsatz und der Ausbeute deutet darauf hin, dass
Nebenprodukte gebildet werden, die aber nicht ndher bestimmt werden konnten.

Tabelle 8.1 Vergleich der Herstellungsverfahren von (3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexan-
saure-tert-butylester (n.b. nicht bekannt).

Beck et al. Wolberg et al. Amidjojo wassriger zweiphasiger
(1995)* (2001) (2004) Ansatz Ansatz
Verfahren chemisch chemo- Ganzzell- Ganzzell- Ganzzell-
(Ru-BINAP, enzymatisch biokatalyse biokatalyse biokatalyse
Boran) (recLB-ADH, L. kefir, L. kefir, L. kefir,
Boran) Zulaufverfahren Satzverfahren  Satzverfahren
Umsatz n.b. n.b. 100 % 86,0 % 95,3 %
Ausbeute 64,5 % 44,6 % 85,0 % 47,5 % 81,3 %"
de > 98 % > 99 % > 99 % > 99,0 % ~97 %

% 1m Verlauf der Reaktion wird das Chloratom am Cg durch einen Benzyloxysubstituenten ersetzt
® chemische Ausbeute

Die hohere Ausbeute des zweiphasigen Ansatzes gegeniber dem rein wassrigen
Verfahren liegt wahrscheinlich sowohl in der verringerten Toxizitat der Stoffe fur
den Biokatalysator, der geringeren Instabilitat und einer verminderten Inhibierung
der Enzyme begrindet. Alle diese Effekte kdnnen durch die von der Anwesenheit
der ionischen Flussigkeit verringerten wassrigen Konzentrationen der Stoffe
hervorgerufen werden.

Inzwischen ist ein Zulaufverfahren zur Herstellung von (3R,5S)-6-CI-3,5-DHHB mit
Lactobacillus kefir bekannt (Amidjojo 2004). Neben der Eduktzudosierung
unterscheidet es sich von den Ansatzen dieser Arbeit in einer permanenten
Stickstoffbegasung und einer Reaktionstemperatur von 22T. Amidjojo konnte
zeigen, dass die Stickstoffoegasung zu einer verringerten Nebenproduktbildung
fuhrt. Somit ist zu erwarten, dass auch im zweiphasigen Ansatz mit ionischen
Flissigkeiten eine hohere Ausbeute erreicht werden kann, wenn die
Reaktionsmischung permanent mit Stickstoff begast wird. Des Weiteren konnte
Amidjojo zeigen, dass die Temperatur einen Einfluss auf die Produktreinheit hat.
Wirde der zweiphasige Prozess daher auch bei 22T durchgefuhrt werden,
konnte wahrscheinlich die notige Reinheit von > 99,0 % de erreicht werden.
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8.2 Synthese von (R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol

Lactobacillus kefir DSM 20587 katalysiert mit seiner Alkoholdehydrogenase 1
(ADH;) die asymmetrische Reduktion von 4-Chloracetophenon (4-CI-AP) zu
(R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol ((R)-1-4-CI-PE), wie in Abbildung 8.4 dargestellt
(Hummel 1990). Der chirale Alkohol ist moglicherweise ein interessantes
Intermediat fur die Synthese von Pharmazeutika und Agrochemikalien, da er leicht
weiter funktionalisiert werden kann. Aufgrund der guten Verfugbarkeit des
Biokatalysators und des Edukts sowie der einfachen Analytik wurde diese
Reaktion als Modell fiir eine eingehendere Untersuchung des Potenzials ionischer
Flissigkeiten fur die Ganzzell-Biokatalyse gewdahlt. Unter anderem wurden die
Auswirkungen auf die Zellviabilitat studiert, die Reaktionsverlaufe verschiedener
Ansatze verglichen, eine Mal3stabsvergréRerung auf 200 mL durchgefuhrt und die
Stofftransportprozesse abgeschatzt.

O CH, - HO., - CH,
/ oSS
4-CI-AP / 4 (R)-1-4-CI-PE
+H* +
Cl NADPH+H NADP Cl
Lactat, Acetat, Glukose

Ethanol, CO,

Abbildung 8.4 Reaktionsschema der asymmetrischen Reduktion von 4-Chloracetophenon
(4-CI-AP) zu (R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol ((R)-1-4-CI-PE) mit Lactobacillus
kefir.

8.2.1 Loslichkeit von 4-CI-AP und 1-4-CI-PE in Puffer und

Verteilungskoeffizienten zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer

Die Loslichkeitsgrenzen von 4-CI-AP und 1-4-CI-PE in Puffer wurden zu 6 mM und
25 mM bestimmt und in Abbildung 8.5a aufgetragen. In den verwendeten, nicht mit
Wasser mischbaren ionischen Flussigkeiten sind die Stoffe mindestens bis
1000 mM léslich.
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Abbildung 8.5 a) Loslichkeitsgrenzen von 4-Chloracetophenon (4-CI-AP) und 1-(4-Chlor-
phenyl)ethanol (1-4-CI-PE) in wassriger Phase (Puffer). b) Verteilungs-
koeffizienten logD von 4-CI-AP 3 und 1-4-CI|-PE Bl zwischen verschiedenen
ionischen Flussigkeiten (IL) und Puffer.

In Abbildung 8.5b sind die Verteilungskoeffizienten zwischen den ionischen
Flissigkeiten [BMIM][PFs], [BMIM][Tf2N] und [OMA][Tf,N] und Puffer dargestellt.
Fur 4-CI-AP und 1-4-CI-PE betragen sie logD = 2,7-2,8 und logD = 1,9-2,0. Die
Unterschiede zwischen den ionischen Flissigkeiten sind fur diese Stoffe also
relativ gering. Von 1-4-CI-PE verbleiben in einem zweiphasigen Ansatz mit
20 % v/v Phasenanteil der ionischen Flissigkeit im Gleichgewichtszustand nur
etwa 3,6-4,5 % in der wassrigen Phase. Somit sind die ionischen Flussigkeiten gut
als in situ-Extraktionsmittel fir dieses System geeignet. Zum Vergleich wurden die
Verteilungskoeffizienten von 4-CI-AP und 1-4-CI-PE zwischen MTBE beziehungs-
weise n-Dekan und Puffer ermittelt. Fur 4-CI-AP ergaben sich Werte von
logD = 2,73 (MTBE) und logD = 2,38 (n-Dekan), fur 1-4-CI-PE von logD = 2,54
(MTBE) und logD = 1,54 (n-Dekan). Bei Betrachtung der Verteilungskoeffizienten
ware MTBE also im Gegensatz zu n-Dekan ebenfalls gut fir den Einsatz als
Lésungsmittelphase geeignet.

8.2.2  Biokompatibilitdt von ionischen Flissigkeiten

Mit Lactobacillus kefir wurden die gleichen Versuche zur Biokompatibilitdt von
organischen L6sungsmitteln und ionischen Flussigkeiten durchgefuhrt wie mit
Saccharomyces cerevisiae FasB His6. Die Pufferzusammensetzung, die Ruhr-
geschwindigkeit und die Dauer wurden den Bedingungen der 4-Cl-AP-Reduktion
mit Lactobacillus kefir angepasst. In Abbildung 8.6a ist zu erkennen, dass die
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untersuchten organischen Losungsmittel nach 5-stindiger Inkubation tUber 90 %
der Zellen beschadigen, nur n-Dekan (logP =5,0) ist mit 46,2 % restlicher
Zellviabilitdt etwas besser biokompatibel. Das bestatigt den fir Lactobacillus
brevis ermittelten Wert des kritischen logP von 5,1 (Inoue und Horikoshi 1991).
Abbildung 8.6b zeigt, dass die verwendeten ionischen Flussigkeiten dagegen nicht
zu einer Zellschadigung fuhren.
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Abbildung 8.6 Prozentuale Viabilitdt von Lactobacillus kefir bestimmt mittels der BacLight-

Methode nach 5 Stunden Inkubation bei 30C und 2000 min™ mit; a) 20 % viv
organischen Losungsmitteln (Methyl-tert-butylether, MTBE) b) 20 % v/v
ionischen Flissigkeiten im Vergleich zum einphasig-wéassrigen Ansatz und c)
200 mM Glukose und 20 % v/v ionischen Flussigkeiten mit 150 mM 4-Chlor-
acetophenon (4-CI-AP) im Vergleich zum rein wassrigen Ansatz mit 4-CI-AP
(wassrig) und ohne 4-CI-AP (wassrig -E). Alle Konzentrationen sind auf das
Volumen der wassrigen Phase bezogen.

In Abbildung 8.6c ist zu erkennen, dass die Zellen nach der Umsetzung von
4-CI-AP im rein wassrigen System durch die Toxizitat von Edukt und/oder Produkt
fast komplett geschadigt sind. Der Einsatz der ionischen Flussigkeiten als
Eduktreservoir und in situ-Extraktionsmittel verringert dagegen die toxischen
Effekte. Mit [BMIM][Tf,N] kann eine Schadigung sogar fast vollstdndig unter-
bunden werden. Am Ende der Reaktion betragt die Zellviabilitdit noch 79 %.
Dadurch wird es eventuell méglich, hohe Ausbeuten ohne Zugabe von Cofaktoren
zu erzielen und die Zellen fur erneute Ansatze wieder zu verwenden.



Synthese von (R)-1-4-CI-PE 121

8.2.3 Umsetzungen im 2 mL-Mafl3stab

Aufgrund der guten Biokompatibilitat ionischer Flussigkeiten im Vergleich zu
organischen Lésungsmitteln wurden Umsetzungen von 4-CI-AP im zweiphasigen
Ansatz mit verschiedenen ionischen Fllssigkeiten, mit MTBE und im rein
wassrigen Ansatz durchgefihrt.
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Abbildung 8.7 a) Chemische Ausbeute an (R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol ((R)-1-4-CI-PE) im
Verlauf des Satzverfahrens mit 50 ggry L™ Lactobacillus kefir (JFC), 200 mM
Glukose, 150 mM 4-Chloracetophenon ohne pH-Regelung bei circa 30C und
2000 min™ im rein wassrigen Ansatz © und im zweiphasigen Ansatz mit
20 % viv [BMIM][PF¢] ¢, [BMIM]|[Tf,N] Ao, [OMA][Tf,N]®m bzw. Methyl-tert-
butylether (MTBE) ¥. Alle Konzentrationen sind auf das Volumen der
wassrigen Phase bezogen. Die Linien dienen nur als visuelle Hilfe. b)
Enantiomereniiberschuss (ee) von (R)-1-4-CI-PE in den verschiedenen
Ansatzen am Ende der Reaktion nach 6 Stunden.

In Abbildung 8.7a sind die Verlaufe der Ausbeute an (R)-1-4-CI-PE dargestellt. Mit
ionischen Flussigkeiten als Eduktreservoir und in situ-Extraktionsmittel werden
Ausbeuten von 88,2% ([BMIM][PF¢]), 88,4 % ([BMIM][Tf2N]) und 92,8 %
(JOMA][Tf2N]) erreicht, wohingegen die Ausbeute ohne eine Losungsmittelphase
nur 46,2 % betragt. Die Verwendung von MTBE als Lésungsmittelphase resultiert
in einem dramatischen Ausbeuteverlust. Es werden nur 4,2 % (R)-1-4-CI-PE
gebildet. In allen Fallen werden fur den Umsatz etwa die gleichen Werte erreicht
wie fir die Ausbeute. Das einzige Nebenprodukt stellt (S)-1-4-CI-PE dar.
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Der Enantiomereniberschuss an (R)-1-4-CI-PE wird durch den Einsatz der
ionischen Flussigkeiten im Vergleich zum wassrigen Ansatz ebenfalls gesteigert.
In Abbildung 8.7b ist zu sehen, dass er mit [BMIM][PF¢] 99,8 %, mit [BMIM][T2N]
99,7 % und mit [OMA][Tf,N] 99,4 % betragt, wohingegen im wassrigen Ansatz
98,1 % und mit MTBE nur 96,3 % erreicht werden.

Ein Prozess mit pH-Regelung fuhrt weder im rein wassrigen noch im zweiphasigen
System zu einer Steigerung der Ausbeute. Die Reduzierung der eingesetzten
Biokatalysatormenge auf 25ggrw L™ resultiert in einer etwas langsameren
Reaktion und in etwas geringeren Ausbeuten (Ergebnisse nicht gezeigt).

Die Versuche mit 50 ggrm L™ Lactobacillus kefir und [BMIM][Tf,N] als Lésungs-
mittelphase ohne pH-Regelung wurden mit Zellen aus eigener Herstellung wieder-
holt. Dabei zeigte sich, dass mit diesen Zellen sogar eine Ausbeute von 99,0 %
erzielt wird, wie in Abbildung 8.8b (1 Monat) dargestellt. Daraufhin wurde der
Einfluss der Lagerungsdauer der Zellen auf die erreichbare Ausbeute untersucht.
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Abbildung 8.8 Chemische Ausbeute an (R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol ((R)-1-4-CI-PE) 1 und

Zellviabilitat Bl npach 5-stiindiger Umsetzung von 150 mM 4-Chloraceto-
phenon (4-CI-AP) im Satzverfahren mit 50 ggrv L™ Lactobacillus kefir, 20 % viv
[BMIM][Tf,N], 200 mM Glukose, bei circa 30C und 2000 min™". Die Zellen
unterschiedlichen Ursprungs waren vor dem Einsatz unterschiedlich lange bei
-20C gelagert. Alle Konzentrationen sind auf das Volumen der wassrigen
Phase bezogen. a) Zellen von Jilich Fine Chemicals (JFC). b) Zellen aus
eigener Herstellung (BioVT). Versuche nach 2 und nach 5 Monaten bei
1000 min™ (n.b. nicht bestimmt).

Abbildung 8.8 zeigt, dass sowohl die Zellen, die kommerziell von Jilich Fine
Chemicals erworben wurden, als auch die Zellen aus eigener Herstellung mit der
Zeit an Qualitat einblfRen. Dabei scheint es so, als ob die selbst hergestellten
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Zellen eine geringere Lagerstabilitat aufweisen als die Zellen von Jilich Fine
Chemicals. AufRerdem ist ein deutlicher Unterschied in der verbliebenen
Zellviabilitat nach der Umsetzung von 4-CI-AP zwischen den beiden
Biokatalysatorchargen zu erkennen.

8.2.4 Wiederverwendbarkeit der Zellen

Die hohe Viabilitat der Lactobacillus kefir aus der Charge von Jilich Fine
Chemicals (JFC) nach dem Einsatz als Biokatalysator in Umsetzungen von
4-Chloracetophenon im zweiphasigen System mit [BMIM][Tf2N] lasst vermuten,
dass sie gut wiederverwendet werden kénnen. Allerdings waren diese Zellen zu
dem Zeitpunkt, als die Versuche zur Wiederverwendbarkeit durchgefuhrt werden
sollten, nicht mehr verfugbar. Daraufhin wurden die Zellen aus eigener Herstellung
fur die Experimente verwendet, obwohl diese am Ende der Reaktion nur etwa
15 % Viabilitat aufweisen.

Abbildung 8.9 zeigt die Ausbeute bei drei aufeinander folgenden Versuchen. Bei
den ersten beiden Umsetzungen wurden die Zellen nach 5 Stunden pelletiert, in
Puffer resuspendiert und sofort fir den nachsten Ansatz eingesetzt. Die
Zellkonzentration betrug in allen Ansatzen 50 gstw L™, aufgrund von Verlusten bei
der Handhabung wurde deshalb das Reaktionsvolumen jeweils entsprechend
angepasst. Von der dritten Umsetzung wurde nach 5 Stunden und nach
21 Stunden eine Probe entnommen.

Die Zellviabilitat verringert sich vom ersten bis zum dritten Einsatz der Zellen nicht
weiter. Trotzdem sinkt die nach 5 Stunden erreichte Ausbeute von 91,3 % auf
58,0 % und weiter auf 45,2 %. Im dritten Prozess wird nach 21 Stunden jedoch
immer noch eine Ausbeute von 75,9 % erzielt.

Ein ahnlicher Versuch, bei dem die Zellen allerdings nach jedem Einsatz Uber
Nacht bei -20C gelagert und am nachsten Morgen aufgetaut und in Puffer
gewaschen wurden, fihrte hingegen zu weiter abnehmenden Zellviabilitaten und
weit geringeren Ausbeuten (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abbildung 8.9 Chemische Ausbeute an (R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol ((R)-1-4-CI-PE) 1 und

Zellviabilitat Bl aufeinander folgender Umsetzungen von 150 mM 4-Chlor-
acetophenon (4-CI-AP) im Satzverfahren mit 50 ggry L™ Lactobacillus kefir
(BioVT), 200 mM Glukose, bei circa 30C und 1000 min™ mit 20 % viv
[BMIM][Tf,N]. Die Zellen wurden in den ersten beiden Prozessen nach
5 Stunden pelletiert, in Umsetzungspuffer resuspendiert und fir den néachsten
Prozess eingesetzt. Im dritten Prozess wurde die Reaktion erst nach
21 Stunden beendet (n.b. nicht bestimmt).

8.2.5 Umsetzung im 200 mL-Malf3stab

Um zu zeigen, dass die Ganzzell-Biokatalyse im zweiphasigen System mit
ionischer Flussigkeit auch in groBerem Malistab als 2,8 mL effizient ist und um
weitere Prozessparameter bestimmen zu konnen, wurde ein 200 mL-Ansatz mit
50 getm L™ Lactobacillus kefir aus der Charge von Jilich Fine Chemicals und
600 mM 4-CI-AP in 20 % v/v [BMIM][Tf,N] durchgefihrt.

In Abbildung 8.10 ist zu sehen, dass die Reaktion zwar langsamer verlauft als im
2,8 mL-Mal3stab, jedoch zur gleichen chemischen Ausbeute von 93,8 % (+ 1,0)
fuhrt. Der Enantiomerentberschuss von (R)-1-4-CI-PE betragt ebenfalls 99,6 %
(x0,1). Die Prozessausbeute, also die relative Menge (R)-1-4-CI-PE in
[BMIM][Tf,N] am Ende der Reaktion bezogen auf die zu Beginn vorgelegte Menge
4-CI-AP liegt bei 88,3 % (*1,4). Damit ist die Ubertragbarkeit des Prozesses
gelungen, obwohl der Leistungseintrag im 2,8 mL-Ansatz nicht bekannt war.
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Abbildung 8.10 Konzentrationen von 4-Chloracetophenon (4-CI-AP) V und (R)-1-(4-Chlor-
phenyl)ethanol ((R)-1-4-CI-PE) o in [BMIM][Tf,N] im Verlauf des Satzver-
fahrens mit 50 germ L Lactobacillus kefir (JFC), 200 mM Glukose (beide
Konzentrationen auf die wassrige Phase bezogen) und 20 % v/v [BMIM][Tf,N]
bei 30C und 600 min™ (2,3W L") im 200 mL-MaRstab ohne pH-Regelung.
Die Linien dienen nur als visuelle Hilfe.

In Abbildung 8.11 sind die Verlaufe der Glukosekonzentration und des pH in der
wassrigen Phase dargestellt. Aus dem Verbrauch an Glukose lasst sich erkennen,
dass etwa ein Drittel der eingesetzten Glukose wahrend des Prozesses verbraucht
wird. Unter der Annahme, dass die Zellen keine Stoffwechselaktivitdt entfalten,
werden also aus jedem Molekul Glukose zwei Molekille NADPH regeneriert.

Lactobacillus kefir liegt am Ende der Reaktion voéllig intakt vor. Die Viabilitat
betragt 101,7 % (+5,8) und damit noch etwas mehr als im 2,8 mL-Mal3stab.
Waéhrend der Reaktion ist allerdings eine verminderte Viabilitat zu beobachten.

Es wurden Proben der Dispersion in einer Neubauer Zahlkammer unter dem
Mikroskop betrachtet. Dabei wurde fir die [BMIM][Tf,N]-Tropfen ein Durchmesser
von < 250 pum ermittelt.
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Abbildung 8.11 Verlauf der Glukosekonzentration ® und des pH ¢ in der wassrigen Phase des

Prozesses zur Synthese von (R)-1-4-CI-PE mit Lactobacillus kefir im 200 mL-
Mafstab. Zu ausgewahlten Zeitpunkten wurde die Zellviabilitat =3 des Bio-
katalysators mit der BacLight-Methode ermittelt. Die Linien dienen nur als
visuelle Hilfe.

8.2.6  Abschatzung der Stofftransportprozesse im 200 mL-MaR3stab

Um eine Aussage uber die vorherrschende Limitierung des Prozesses im 200 mL-
Maf3stab machen zu koénnen, wurde der Stofftransport des Edukts Uber die
Phasengrenzflache [BMIM][Tf,N]/Puffer abgeschéatzt. Dazu wurden die Annahmen
und Berechnungen aus Kapitel 3.3.2 verwendet. Die verschiedenen Modelle zur
Berechnung des Diffusionskoeffizienten flihren bei den eingesetzten Zahlenwerten
zu vergleichbaren Ergebnissen (£ 5 %), mit Ausnahme des Modells von Tyn-Calus
(- 45 %), so dass vereinfachend nur mit dem Modell von Wilke-Chang gearbeitet
wurde. Damit wurde der Diffusionskoeffizient Dg zu 8,24 10° cm? s abgeschatzt.

Fur die Ermittlung des Sauterdurchmessers ds; und der Edukttransferrate ETRmax
wurden verschiedene Annahmen getroffen, die in Tabelle 8.2 zusammengefasst
sind. Bei Berucksichtigung der Viskositat der dispersen Phase (Gleichung 3.21)
wird mit 1,8 mm ein recht hoher Wert flr den Sauterdurchmesser erhalten (Fall 1).
Mit Gleichung 3.13 wirde das eine maximale Tropfengréf3e von 3 mm bedeuten.
Visuell werden aber nur Tropfen mit Durchmessern < 250 um beobachtet. Also
fuhrt die Verwendung von Gleichung 3.21 wahrscheinlich zu falschen Ergeb-
nissen, da die Viskositat der dispersen Phase mit 27 mPa s am unteren Rand des
fur die Formel vorgesehenen Bereichs liegt. Eventuell ist die Viskositat der
dispersen Phase sogar noch geringer als fur die mit Wasser gesattigte ionische
Flissigkeit angegeben, da eine nicht unerhebliche Menge Edukt und Produkt darin
gelost ist.
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Tabelle 8.2 Abgeschatzte Werte fur den Sauterdurchmesser ds;, die Phasengrenzflache
a4, den Stoffiibergangskoeffizienten Rg und die maximale Edukttransferrate
ETRmax unter verschiedenen Annahmen (Falle 1-6).

Fall verwendete Gleichungen, Annahmen d s, aq, RE, ETRmax,
Hm m* ms?' pkatL?
1) viskose disperse Phase (Gleichung 3.21) 1818 660 5,710° 0,23

kombinierte Viskositat (Gleichung 3.26)
Grenzflachen- = Mittelwert Oberflachenspannungen

2) nicht viskose disperse Phase (Gleichung 3.18) 257 4667 5,710° 1,63
kombinierte Viskositat (Gleichung 3.26)
Grenzflachen- = Mittelwert Oberflachenspannungen

3) nicht viskose disperse Phase (Gleichung 3.18) 257 4667 7,310° 2,09
kombinierte Viskositét (Gleichung 3.27)
Grenzflachen- = Mittelwert Oberflachenspannungen

4) nicht viskose disperse Phase (Gleichung 3.18) 204 5875 11,2107 4,24
kombinierte Viskositét (Gleichung 3.27)
Grenzflachen- = Oberflachenspannung [BMIM][Tf,N]

5) nicht viskose disperse Phase (Gleichung 3.18) 204 5875 11,8107 6,59
kombinierte Viskositat = Viskositat Wasser
Grenzflachen- = Oberflachenspannung [BMIM][Tf,N]

6) nicht viskose disperse Phase (Gleichung 3.18) 146 8214 3,7107 18,5
kombinierte Viskositat = Viskositat Wasser
Grenzflachenspannung = 21,05 g s

Unter Vernachlassigung der Viskositéat ergibt sich mit Gleichung 3.18 ein Wert von
0,26 mm fur den Sauterdurchmesser, was den beobachteten Tropfen naher
kommt (Félle 2 und 3). Damit wird eine Phasengrenzflache von 4667 m™ erhalten
und je nach verwendeter Gleichung fir die kombinierte Viskositat eine
Edukttransferrate von 1,6-2,1 pkat L™,

Durch die hohe Zellkonzentration ist es mdglich, dass die wassrige Phase eine
geringere Oberflachenspannung hat als reines Wasser und damit auch eine
geringere Grenzflachenspannung. Setzt man letztere gleich der Oberflachen-
spannung der ionischen Fliissigkeit, so wird eine Phasengrenzfliche von 5875 m™
erhalten und eine Edukttransferrate von 4,24-6,59 pkat L™ (Falle 4 und 5).

Aus den Ergebnissen des 200 mL-Prozesses ergibt sich die gemessene
Reaktionsgeschwindigkeit und damit die Edukttransferrate zu 18,5 pkat L™. Damit
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liegt die Berechnug der Edukttransferrate zwar in der richtigen GréRenordnung,
aber etwa 64 % zu niedrig. Der gréRte Fehler liegt wahrscheinlich in der
unbekannten Grenzflachenspannung. Mit der Vorgabe der Edukttransferrate zu
18,5 pkat L* kann aus der Umkehrung der verwendeten Formeln die Grenz-
flachenspannung zu 21,05 g s? ermittelt werden (Fall 6). Diese Annahme wird
durch den beobachteten Tropfendurchmesser von < 250 um bestétigt, der gut mit
dem ermittelten Wert von dnax = 243 pum ubereinstimmit.
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Abbildung 8.12 Darstellung der abgeschatzten Edukttransferrate (ETR,ax) bei Erhéhung der
Ruhrerdrehzahl. Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt analog bis mindestens
100 pkat L™. Arbeitspunkt © der durchgefiihrten Umsetzung.

Fir den Fall6 wurde daraufhin abgeschéatzt, wie sich eine Anderung der
Ruhrerdrehzahl auf die Edukttransferrate auswirkt. Abbildung 8.12 zeigt, wie sich
die Edukttransferrate noch deutlich steigern lieRe. Bis circa 100 pkat L™ wird die
Reaktionsgeschwindigkeit in gleichem MaRe folgen, wie im 2,8 mL-Ansatz
bewiesen wurde. Daruber ist jedoch nicht klar, ob eine Reaktionsgeschwindigkeit
in der Hohe der maximalen Enzymaktivitdt der Zellen erreicht werden kann
(710 pkat L™) oder ob zuvor zum Beispiel der Stoffiibergang iiber die Zellmembran
oder die Cofaktor-Regenerierung limitierend wirkt oder ob die Zellen durch die
zunehmende Scherbelastung geschadigt werden. Der verwendete Rihrfors-
Reaktor kann in der vorliegenden Ausstattung bei einer maximalen Ruhrerdreh-
zahl von 18,3 s™* betrieben werden.
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8.2.7 Diskussion

Die asymmetrische Reduktion von 4-CI-AP zu (R)-1-4-CI-PE mit Lactobacillus kefir
ist ein gutes Beispiel fir den sinnvollen Einsatz von ionischen Flissigkeiten als
Eduktreservoir und in situ-Extraktionsmittel in der Ganzzell-Biokatalyse. Die
lonischen Flussigkeiten sind im Gegensatz zu organischen Losungsmitteln nicht
schadlich fur die Zellen. Das Signal im Membranintegritatstest fur die Reaktions-
ansatze mit ionischen Flussigkeiten, besonders mit [OMA][Tf,N], liefert sogar
einen hoheren Werte als 100 %. Das gleiche Phanomen in noch starkerem
Ausmall wurde auch bei Zellen beobachtet, die im exponentiellen Wachstum
geerntet und frisch untersucht wurden. Es wird somit vermutet, dass Unterschiede
in der Zellkonstitution, die nicht n&her untersucht werden konnten, zu abweichen-
den Ergebnissen im verwendeten Viabilitdtstest fuhren. Dennoch kann den
lonischen Flussigkeiten aufgrund der Ergebnisse eine sehr gute Biokompatibilitat
bescheinigt werden.

Des Weiteren sind die Verteilungskoeffizienten von Edukt und Produkt zwischen
den beiden Phasen so grol3, dass sie die toxischen Effekte dieser Stoffe auf die
Zellen zum Tell stark verringern. Dadurch wird die Ausbeute an (R)-1-4-CI-PE von
46 % auf tber 90 % verdoppelt und der Enantiomereniberschuss von 98,0 % auf
99,7 % gesteigert. Diese Prozessfuhrung stellt auch im Vergleich zum mikrodis-
persen Ansatz mit intermittierender Eduktzudosierung von Amidjojo (2004) eine
deutliche Verbesserung dar, mit dem eine Ausbeute von etwa 73 % bei einem
Enantiomerentberschuss von 97,4 % erhalten wurde, wie Abbildung 8.13a
veranschaulicht.

Im Vergleich der Reaktionsverlaufe zwischen dem einphasigen und den zwei-
phasigen Reaktionsansatzen wird deutlich, dass im System mit ionischen Flussig-
keiten keine kinetische Limitierung durch dieselben vorliegt. Daraus lasst sich
ableiten, dass der Stofftransport des Edukts tber die Phasengrenzflache und die
Zellmembran in beiden Systemen gleich schnell verlauft. Die Eduktkonzentration
in den Zellen ist jedoch vermutlich < 0,39 mM (K, der LK-ADH;, Hummel 1990),
da die im Enzymtest gemessene Aktivitdt wahrend der Umsetzung bei Weitem
nicht erreicht wird. Eine andere Erklarungsmaoglichkeit fur die geringere Reaktions-
geschwindigkeit stellt eine Limitierung in der Cofaktorregenerierung dar.

Nachdem Cull et al. (2000) und Howarth et al. (2001) nur die prinzipielle Aktivitat
von Mikroorganismen in Gegenwart ionischer Flissigkeiten demonstrieren
konnten, ohne einen Nutzen aus deren Anwendung zu ziehen, gelang es nun zum
ersten Mal, eine Prozessverbesserung in der Ganzzell-Biokatalyse durch den
Einsatz ionischer Flussigkeiten zu erreichen.
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Amidjojo (2004) beobachtete im mikrodispersen Prozess eine Produktbildungs-
kapazitat von 4,9 mmol ggrw*, wie in Abbildung 8.13b zu sehen ist. Im Ansatz mit
ionischen Flussigkeiten wurde zwar nur eine Produktbildungskapazitat von
2,8 mmol gsrv™ erzielt, eine Steigerung auf 7,6 mmol getm ™ konnte aber durch die
Wiederverwendung der Zellen erreicht werden. Beim dritten Einsatz des
Biokatalysator wird dabei mit 75,9 % immer noch eine gegenuber dem rein
wassrigen Ansatz mit frischen Zellen (46,2 %) und dem mikrodispersen Ansatz
(73 %) gesteigerte Ausbeute erzielt. Die gemessene Membranintegritat im dritten
Ansatz betragt noch 19,8 %, was durch die Uberlegung bestatigt wird, dass bei
den Umsetzungen kein Cofaktor zugegeben wurde und daher noch intakte Zellen
vorhanden sein missen, damit eine Reaktion aufrecht erhalten werden kann.
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Abbildung 8.13 Asymmetrische Reduktion von 4-Chloracetophenon mit Lactobacillus kefir.
Vergleich zwischen dem zweiphasigen Prozess mit [BMIM][Tf;N] als Losungs-
mittelphase und dem mikrodispersen Ansatz von Amidjojo (2004). a)
Chemische Ausbeute an (R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol (R)-1-4-CI-PE und
Enantiomereniberschuss (ee). b) Produktbildungskapazitdt (PBK) von
Lactobacillus kefir. Berticksichtigung des dreifachen Einsatzes der Zellen im
zweiphasigen Ansatz.

Der Satzprozess konnte erfolgreich in den 200 mL-Mal3stab Ubertragen werden.
Dabei wurde eine Raum-Zeit-Ausbeute von 20,4 g L™ h™* erreicht. Durch Abschét-
zung des Stoffibergangs konnte gezeigt werden, dass die Reaktion stofftransport-
limitiert ist. Daher ist wahrscheinlich durch Erh6hung des Leistungseintrags und
folglich des Stofftransports noch eine deutliche Steigerung bis mindestens
100 g L™* h™* méglich. Dieser Wert wurde im 2,8 mL-MaRstab gemessen. Es wurde
aber auch deutlich, dass die Viskositat der ionischen Flussigkeit fur einen
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effizienten Prozess nicht viel héher als diejenige von [BMIM][Tf,N] sein darf, da
sonst der Stoffiibergang stark verringert wird.

Die Produktkonzentration in [BMIM][Tf,N] betragt im 200 mL-MaRstab 81,6 g L™,
was ein sehr guter Wert fur einen biokatalytischen Prozess ist (Straathof et al.
2002). Auch hier sollte eine weitere Steigerung durch eine héhere Eduktkonzen-
tration moglich sein. Dann ist aber eventuell eine pH-Regelung nétig, was
technisch einfach realisierbar ist. Vielleicht ist dies sogar besser fur eine Wieder-
verwendbarkeit der Zellen, da diese dann weniger Stress durch Schwankungen
des pH ausgesetzt waren. Dieser Stress kénnte auch die verringerte Viabilitat
wahrend des Prozesses erklaren, von dem sie sich nach Ende der pH-Absenkung
zwar wieder erholen. Bei mehrmaliger Verwendung als Biokatalysator konnte dies
aber eventuell nicht mehr der Fall sein.

Die Produktisolierung und Wiederverwendbarkeit der ionischen Flissigkeit wurde
in dieser Arbeit zwar nicht durchgefuhrt, sie sollte aber mit herkbmmlichen Metho-
den kein Problem darstellen. Von Vorteil ist dabei, dass die ionische Flussigkeit im
Gegensatz zu vielen organischen Lésungsmitteln nicht zur Ausbildung stabiler
Emulsionen mit der Zellsuspension fiihrt, so dass eine Phasentrennung leicht
maoglich ist (Schmid et al. 1998, Abbildung 8.14). Bei Verwendung organischer
Losungsmittel muss die entstandene Emulsion zum Beispiel aufwandig durch
Zugabe isolierter Hydrolase-Enzyme aufgearbeitet werden (Jorg et al. 2004).

L wassrige Phase

| Lactobacillus kefir

- lonische Flissigkeit mit Produkt

Abbildung 8.14 Schematische Darstellung der Phasenverteilung nach Zentrifugation eines
Ansatzes zur Ganzzell-Biokatalyse im System ionische Flissigkeit/\WWasser.

Die Produktextraktion mit organischen Lésungsmitteln wurde in dieser Arbeit zwar
zu analytischen Zwecken durchgefuhrt. Fur die Aufreinigung stellt sie aber keine
sinnvolle Alternative dar, weil der Einsatz organischer Ldsungsmittel den
Bemuhungen um einen umweltfreundlichen Prozess entgegen steht. Die Produkit-
isolierung mittels Destillation ist dagegen eine einfache und effiziente Methode, da
die ionische Flussigkeit selbst keinen Dampfdruck besitzt (Schéfer et al. 2001). Bei
schwieriger zu verdampfenden Stoffen kdnnen die Membranfiltration, Perva-
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poration oder Extraktion mit CGberkritischen Fluiden durchgefihrt werden
(Blanchard et al. 1999, Kréckel und Kragl 2003, Schafer et al. 2001).

Die grof3en Viabilitatsunterschiede zwischen Zellen von Julich Fine Chemicals und
aus eigener Herstellung sind eventuell auf die verschiedenartige Kultivierung, die
Aufkonzentrierung und die Einfrierprozedur zurtckzufihren. Amidjojo (2004)
stellte bereits Differenzen in den formalkinetischen Parametern der Zellen fest.

Bei Umsetzungen im 2,8 mL-Mal3stab wird eine ADH;-Aktivitat der Zellen von
circa 1,5-2 pkat gstm™ genutzt, im 200 mL-MaRstab sogar nur 0,37 pkat gsrv *. Da
die maximale ADH;-Aktivitat zu 14,1 pkat getm™ bestimmt wurde, heilt das, dass
der Stofftransport oder die Cofaktor-Regenerierung limitierend wirkt. Fur diesen
Einsatz der Biokatalysatoren ware also ein Prozess zur Herstellung des
Biokatalysators mit héherem Sauerstoffeintrag mdglich, bei dem die maximale
Enzymaktivitat geringer, die erreichte Biomassekonzentration aber grol3er ist.
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9 Erweiterte Untersuchung der Eigenschaften ionisch er

Flissigkeiten

Es wurden weitere Edukte und Produkte asymmetrischer Ketonreduktionen auf
ihre Verteilungskoeffizienten zwischen ionischen Flissigkeiten und Puffer hin
untersucht und gemeinsam mit den friheren Ergebnissen vergleichend betrachtet,
um daraus Vorhersagen fur weitere Stoffsysteme treffen zu kdnnen. Darlber
hinaus wurde die Biokompatibilitat ionischer Flissigkeiten gegeniber weiteren
Mikroorganismen ermittelt und ebenfalls fir alle untersuchten Mikroorganismen
diskutiert.

9.1 Ldoslichkeiten und Verteilungskoeffizienten

Fur die laut Merck Chemie Datenbank gut wasserl6slichen Stoffe 2,5-Hexandion
und 2,5-Hexandiol wurden Verteilungskoeffizienten zwischen ionischen
Flassigkeiten und Puffer von logD = 1,1-1,3 und logD = 0,8-1,0 ermittelt, wie in
Abbildung 9.1 dargestellt. Damit liegen sie ahnlich niedrig wie die Verteilungs-
koeffizienten von 4-CI-ACE und 4-CI-HBE. Dadurch ist wahrscheinlich kein
sinnvoller Einsatz ionischer Flussigkeiten als Eduktreservoir und in situ-
Extraktionsmittel fir die asymmetrische Reduktion von 2,5-Hexandion moglich.
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Abbildung 9.1 Verteilungskoeffizienten logD von 2,5-Hexandion ™= und 2,5-Hexandiol Bl
zwischen verschiedenen ionischen Flissigkeiten (IL) und Puffer.

Abbildung 9.2 zeigt, dass die Verteilungskoeffizienten von 2-Octanon und
2-Octanol zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer logD =2,3-2,9 und
logD = 1,7-2,3 betragen. Diese Werte sind vergleichbar mit den Verteilungs-
koeffizienten von 4-CI-AP und 1-4-CI-PE, was 2-Octanon zu einem guten
Kandidaten fir eine asymmetrische Reduktion mit ganzen Zellen im zweiphasigen
System ionische Flussigkeit/Puffer macht.

a) b)
1000 — 3,0
> ——
E [ 2,5
£ 1001 20
=] S
a a
c 15 =
= =)
£ 10 F1,0 ©
<
Q
7) . | 0’5
:0
-
1 0,0
& QO NN !
’bo \(\0 Q“b ,(\? ,{\$
& o & & &
4 Vv
Abbildung 9.2 a) Loslichkeitsgrenzen von 2-Octanon und 2-Octanol in waéssriger Phase

(Puffer). b) Verteilungskoeffizienten logD von 2-Octanon = und 2-Octanol Bl
zwischen verschiedenen ionischen Flussigkeiten (IL) und Puffer.
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Diskussion

Die Untersuchung der Loslichkeit beziehungsweise die Mischbarkeit von Ketonen
und Alkoholen zeigt, dass ionische Flussigkeiten sehr gute Lésungsmittel fur diese
Stoffklassen darstellen.

Die Verteilungskoeffizienten zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer aller in
dieser Arbeit untersuchten Edukte und Produkte sind in Abbildung 9.3 tUber dem
logP, also dem Verteilungskoeffizienten zwischen 1-Octanol und Wasser des
jeweiligen Stoffes aufgetragen. In der Literatur wird oft ein linearer
Zusammenhang zwischen beiden Werten angenommen (Huddleston et al. 2001,
Wasserscheid und Welton 2003). Dies scheint sich hier nur bedingt zu bestatigen.
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Abbildung 9.3 Auftragung der Verteilungskoeffizienten logD zwischen den ionischen

Flissigkeiten (IL) [BMIM][PF¢] O,@, [BMIM][Tf,N] V,¥ bzw. [OMA][Tf,N]CO,m
und Puffer gegen die Verteilungskoeffizienten logP zwischen 1-Octanol und
Wasser der untersuchten Ketone O, V, 0 und Alkohole ®, ¥ m (siehe auch
Tabelle 14.26).

Fur logP < 1,5-2 wurden nur wenige Werte ermittelt. Dort kdnnte eine lineare
Korrelation méglich sein. Dartber scheint eine weitere Erhohung des logP jedoch
keinen Einfluss auf den logD zu haben. Fur Ketone werden generell héhere logD
ermittelt als fur die korrespondierenden Alkohole. Fir logP gilt oft der umgekehrte
Zusammenhang (Tabelle 14.26). Vermutlich findet die Hydroxylgruppe als
Wasserstoffdonor fir Wasserstoffbricken in der ionischen Flussigkeit im
Gegensatz zum 1-Octanol keinen entsprechenden Akzeptor. Dadurch kénnte die
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zusatzliche Wasserstoffbriicke mit Wasser zu einer Verschiebung des Verteilungs-
koeffizienten in Richtung Puffer fihren.

Allgemein lasst sich jedoch sagen, dass sich Stoffe mit logP < 1,0 eher schlecht
fur eine Reaktionsfuhrung und Extraktion mit ionischen Flissigkeiten eignen. Dazu
gehoren auch tendenziell Mehrfachketone und -alkohole. Gut geeignet sind
dagegen stark hydrophobe Stoffe, wie Einfachketone und -alkohole mit grof3en
aliphatischen oder aromatischen Resten.

Die Unterschiede zwischen den untersuchten ionischen Flussigkeiten sind weniger
deutlich. Tendenziell ergeben sich fur [BMIM][Tf,N] hohere Verteilungs-
koeffizienten als fiur [BMIM][PFe]. [OMA][Tf.N] liefert zum Teil hohere, zum Tell
niedrigere Werte. Somit kann mit den bisherigen Ergebnissen nicht auf eine
Struktur-Eigenschafts-Beziehung der ionischen Flissigkeiten gegentber den
Verteilungskoeffizienten geschlossen werden.
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9.2 Biokompatibilitat

Um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse zur Biokompatibilitit ionischer
Flissigkeiten auf andere, zur Ganzzell-Biokatalyse viel genutzte Mikroorganismen
zu Uberprufen, wurden Saccharomyces cerevisiae Wildtyp, Escherichia coli
Wildtyp und rekombinate Escherichia coli untersucht.

Abbildung 9.4 zeigt, dass Saccharomyces cerevisiae Wildtyp nach 20 Stunden
Inkubation unter Reaktionsbedingungen im rein wassrigen System zu fast 40 %
geschadigt wird. Gegenuber organischen Losungsmitteln sind die Zellen relativ
robust. lonische Flussigkeiten sind ebenfall nicht schadlich. [BMIM]PFs] und
[BMIM][Tf2N], ahnlich wie in geringerem Maf3e n-Dekan, fuhren daruber hinaus
jedoch zu einem Schutz der Zellen vor Schadigung aufgrund der
Reaktionsbedingungen bei der Biokatalyse.
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Abbildung 9.4 Prozentuale Viabilitdt von 20 ggrm Lt Saccharomyces cerevisiae CBS 8066
(Wildtyp) bestimmt mittels der Methylenblau-Farbemethode nach 20 Stunden
Inkubation bei 27C und 300 min™ mit: a) 20 % v/v organischen Losungs-
mitteln, b) 20 % v/v ionischen Flussigkeiten im Vergleich zum einphasig-
wassrigen Ansatz.

Escherichia coli Wildtyp ist nach 5 Stunden unter Reaktionsbedingungen ebenfalls
bereits im rein wassrigen System zu knapp 40 % geschadigt, wie Abbildung 9.5
zeigt. In Gegenwart organischer Losungsmittel, mit Ausnahme von n-Dekan, ist
sogar weniger als 10 % Restviabilitat messbar. lonische Flissigkeiten zeigen auch
hier keine schadigenden Effekte, allerdings auch keine schiitzenden.
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Abbildung 9.5 Prozentuale Viabilitat von 20 gsrw L™ Escherichia coli K12 DSM 498 (Wildtyp)

bestimmt mittels des BacLight-Membranintegritatstests nach 5 Stunden
Inkubation bei 27°C und 350 min™* mit: a) 20 % v/v organischen Losungs-

mitteln, b) 20 % v/v ionischen Flussigkeiten im Vergleich zum einphasig-
wassrigen Ansatz.

In Abbildung 9.6 ist zu erkennen, dass sich fir die rekombinanten Escherichia coli
DH5a PFADH ein ahnliches Bild ergibt. Die organischen Losungsmittel haben mit
Ausnahme von n-Dekan einen zerstorerischen Effekt, die ionischen Flissigkeiten
dagegen nicht. [BMIM][Tf,N] reduziert jedoch die Zellviabilitat nach 5 Stunden
Inkubation um knapp 40 % gegenuber der rein wéassrigen Referenz.
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Abbildung 9.6 Prozentuale Viabilitat von 20 ggtm L™ Escherichia coli DH5a PFADH bestimmt

mittels des BacLight-Membranintegritatstests nach 5 Stunden Inkubation bei
20T und 350 min ™! mit: a) 20 % v/v organischen Losungsmitteln, b) 20 % v/v
ionischen Flassigkeiten im Vergleich zum einphasig-wassrigen Ansatz.
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Diskussion

Die Untersuchungen zur Biokompatibilitat ionischer Flissigkeiten zeigen, dass
[BMIM][PFg], [BMIM][Tf2N] und [OMA][Tf,N] keinen schadigenden Einfluss auf
Lactobacillus kefir, Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae haben. Eine
Ausnahme macht [BMIM][Tf,N] bei Escherichia coli DH5a PFADH, was nicht
erklart werden kann. Die Ursache fir die gute Biokompatibilitat der ionischen
Flissigkeiten liegt wahrscheinlich darin begrindet, dass die in allen Zellarten
vorhandene Lipiddoppelschicht der Plasmamembran unzugénglich fur lonen ist
und die ionischen Flussigkeiten damit im Gegensatz zu organischen
Losungsmitteln keine Veranderung der Membran hervorrufen.

Somit kdnnen ionische Flissigkeiten als biokompatible Losungsmittel sowohl fur
Gram-positive und Gram-negative Bakterien als auch fir Hefen eingesetzt
werden. In Systemen, in denen sie als Eduktreservoir und in situ-Extraktionsmittel
verwendet werden, reduzieren sie die Toxizitat von Edukten und/oder Produkten
und flihren dadurch zu intakteren Zellen im Reaktionsansatz. Dies ist eine wichtige
Vorraussetzung fir gute Ausbeuten, da nur intakte Zellen eine optimale
Cofaktorregenerierung ohne Zugabe von externem Cofaktor erméglichen. Bei
Verwendung organischer Losungsmittel wurde dagegen die Abnahme der intra-
zellularen Cofaktorkonzentration nachgewiesen und als Ursache fir geringe
Ausbeuten erkannt (Griffin et al. 2001). Nakamura et al. (2003) konnten ebenfalls
zeigen, dass acetongetrocknete Geotrichum candidum Acetophenon erst bei
Zugabe von Cofaktor und Cosubstrat reduzieren, wohingegen unbehandelte, also
intakte Zellen keine Cofaktorzugabe bendtigen.

Die Tatsache, dass verschiedene ionische Flissigkeiten trotz gleicher Verteilungs-
koeffizienten die Toxizitat von Edukt und Produkt unterschiedlich stark reduzieren,
ist nicht ohne weitere Untersuchungen eindeutig erklarbar. Mogliche Ursachen
dafur sind unterschiedliche Konzentrationen von Edukt und Produkt wéhrend der
Reaktion aufgrund von verschiedenen Stofftransportraten oder aber ein
unterschiedlicher gemeinsamer Einfluss von Edukt/Produkt und ionischer Flissig-
keit auf die Zellmembran.
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10 Leitfaden zur Verwendung ionischer Flissigkeiten in

der Ganzzell-Biokatalyse

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit zur Ganzzell-Biokatalyse in zweiphasigen
Systemen ionische Flussigkeit/Wasser wurde ein Leitfaden fur den sinnvollen
Einsatz ionischer Flussigkeiten und die dazugehoérigen Untersuchungen
entwickelt. Im Folgenden wird das Vorgehen an einem verallgemeinerten Szenario
von der Idee bis zur Prozessentwicklung dargestellt:

Idee und Ziel: Herstellung eines Produkts mittels Ganzzell-Biokatalyse

Die Ganzzell-Biokatalyse verspricht einige Vorteile zur Herstellung von chiralen
Intermediaten. Dazu gehoren die glinstige Gewinnung des Katalysators, die hohe
Regio- und Stereoselektivitat der enzymatisch katalysierten Reaktionen, die
Moglichkeit einer einfachen  Cofaktorregenerierung und die  milden
Reaktionsbedingungen. Vorraussetzung ist, dass ein geeigneter, eventuell
rekombinanter Mikroorganismus zur Verflugung steht, der die gewtlnschte
Reaktion katalysiert und keine Nebenaktivitdten aufweist.

Problem: Geringe Ldslichkeit und/oder Instabilitdt von Edukt/Produkt im wassrigen

Medium und/oder Toxizitat/Inhibierung der Mikroorganismen

Bei vielen industriell relevanten Reaktionen sind zum Beispiel Edukt oder Produkt
schlecht wasserldslich oder instabil in wassrigem Medium oder sie wirken toxisch
oder inhibierend auf den Biokatalysator. Dadurch besteht ein Bedarf, eine
Prozessfuhrungsstrategie anzuwenden, die die effektiven Konzentrationen in der
wassrigen Phase, also der Umgebung der Mikroorganismen, verringert, ohne
jedoch die Effizienz des Gesamtprozesses, zum Beispiel charakterisiert durch die
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erreichte Produktkonzentration zu beeintrachtigen. Dies ist einfach durch den
Einsatz eines Zwei-Flussigphasen-Systems realisierbar.

Erste LOsungsmoglichkeit unbrauchbar: Organische Losungsmittel toxisch fur den

Biokatalysator

Fur herkbmmliche Zwei-Fliussigphasen-Systeme werden organische Lésungsmittel
eingesetzt. Diese kdnnen so gewahlt werden, dass sie Edukt und Produkt gut
l6sen, also als Eduktreservoir und in situ-Extraktionsmittel fungieren und somit die
Konzentrationen in der wassrigen Phase verringern. Meistens haben die
organischen Losungsmittel jedoch selbst eine schadigende Wirkung auf die Mikro-
organismen, vor allem durch ihre membranzerstérenden Eigenschaften.

Darlber hinaus ist die Verwendung organischer Losungsmittel aus Griinden des
Arbeits-, Umwelt- und Klimaschutzes in zunehmendem Mal3e unerwiinscht. Der
Einsatz ionischer Flussigkeiten kann also zu Prozessverbesserungen fuhren.

lonische Flussigkeiten als Alternative zu organischen Lésungsmitteln:
Untersuchung der Biokompatibilitat ionischer Flissigkeiten

Zunachst muassen aus der grof3en Zahl moglicher, nicht mit Wasser mischbarer
ionischer Flussigkeiten diejenigen identifiziert werden, die flr einen industriellen
Einsatz in Frage kommen. Wichtige Kriterien dabei sind die Verfiuigbarkeit, die
Kosten, die Viskositat, die Stabilitat, die Eignung fur Produkt abtrennende und
aufarbeitende Methoden, die korrosiven Eigenschaften, eventuell die toxikolo-
gischen Werte und andere. Falls dazu noch keine Daten vorliegen, muss die
Biokompatibilitat der ionischen Flussigkeiten bestimmt werden, um mdoglicher-
weise als zweite Phase in der Ganzzell-Biokatalyse eingesetzt werden zu kénnen.
Dazu werden die als Biokatalysator eingesetzten Zellen unter Reaktions-
bedingungen inkubiert und die Viabilitdt der Zellen von Zwei-Phasen-Ansatzen mit
ionischen FlUssigkeiten mit rein wassrigen Ansatzen verglichen. Werden die
Zellen durch die Gegenwart ionischer Flussigkeiten nicht geschadigt, qualifiziert
sich die ionische Flissigkeit fur weitere Untersuchungen.
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Losungsmitteleigenschaften ionischer Flissigkeiten: Verteilungskoeffizienten von
Edukt und Produkt zwischen ionischen Flussigkeiten und Puffer

Anschlielend missen die ausgewahlten ionischen Flissigkeiten auf ihre Eigen-
schaften als LOsungsmittel hin untersucht werden. Hierzu zahlt besonders die
Loslichkeit/Mischbarkeit des Edukts und des Produkts sowie die Verteilungs-
koeffizienten logD der Stoffe zwischen der ionischen Flissigkeit und dem
verwendeten Puffer. Die Verteilungskoeffizienten sind entscheidend fur die
Reduzierung der wassrigen Konzentrationen von Edukt und Produkt und damit fur
die Verringerung der Toxizitdt oder Instabilitat. Daftr sind Werte fur logD von
gréBer 2 winschenswert, wie sie unter anderem fur viele einfache Ketone und
Alkohole mit hydrophober Seitenkette erreicht werden.

Der Verteilungskoeffizient spielt jedoch auch noch prozesstechnisch eine Rolle. Ist
der logD fir das Edukt sehr grol3, steigt die Wahrscheinlichkeit fir eine Stoff-
transportlimitierung, was naturlich noch abhéngig von weiteren Faktoren ist, wie
zum Beispiel der Phasengrenzflache und dem Diffusionskoeffizienten. Als
Richtwert kann ein logD < 3 dienen. AulRerdem bestimmt der logD fir das Produkt
die Effektivitat der in situ-Extraktion und damit die Prozessausbeute und sollte
dafur moglichst gro3 sein (=2). Die Verteilungskoeffizienten von Edukt und
Produkt sollten also idealerweise im Bereich 2 < logD < 3 liegen.

Prozessentwicklung: Optimierung der Prozessparameter

Als erster Schritt einer Prozessentwicklung muss die Fahigkeit der ausgewahlten
ionischen Flussigkeiten untersucht werden, die Toxizitat oder Instabilitat des
Edukts und des Produkts zu verringern oder aufzuheben. Die Erfahrungen zeigen,
dass zum Beispiel fur die Reduzierung der Toxizitat eine Untersuchung der
Biokompatibilitat der ionischen Flussigkeiten und die Ermittlung der Verteilungs-
koeffizienten alleine nicht hinreichend ist. So fuhren ionische Flussigkeiten mit
gleicher Biokompatibilitat und Verteilungskoeffizienten zu unterschiedlichen Ergeb-
nissen der Zellviabilitdt nach einer Umsetzung. Daraufhin wird die Zahl der in
Betracht kommenden ionischen Flissigkeiten weiter reduziert und die Ublichen
Optimierungsmethoden kdnnen zur Prozessentwicklung herangezogen werden.

Dabei muss beachtet werden, dass es aufgrund des Verteilungsgleichgewichts
des Edukt zwischen beiden Phase sowie durch eine mdgliche Stofftransport-
limitierung zu einer kinetischen Limitierung der Reaktion kommen kann. In diesem
Fall muss versucht werden, durch die Wahl der ionischen Flissigkeit und des
Leistungseintrags eine bessere Eduktverfiigbarkeit zu erreichen.
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11 Zusammenfassung und Ausblick

Enantiomerenreine Chemikalien kdénnen mit Hilfe von ganzen Zellen als
Biokatalysatoren unter einfachen und umweltschonenden Bedingungen hergestellt
werden. Die schlechte Wasserloslichkeit und Instabilitat von Edukten und
Produkten sowie deren Toxizitat fur die eingesetzten Mikroorganismen verhindern
allerdings oft eine 6konomische Prozessfuhrung. Ziel dieser Arbeit war es, das
Potenzial ionischer Flussigkeiten zur Steigerung der Effizienz der Ganzzell-
Biokatalyse anhand konkreter Beispiele abzuschatzen und allgemein giltige
Leitlinien fr deren Einsatz zu formulieren.

Zunachst konnte die Verfugbarkeit der Biokatalysatoren mit guter Qualitat durch
die Entwicklung von Zulaufprozessen gewahrleistet werden. Fur Trigonopsis
variabilis wurde mit einem 2-stufigen Verfahren im 5 L-MaRstab mit 2,9 pkat L* h™
eine gegenuber dem besten in der Literatur beschriebenen Prozess um 21 %
gesteigerte Raum-Zeit-Ausbeute der D-Aminosaureoxidase-Aktivitat erreicht, bei
ahnlicher volumetrischer Enzymaktivitat. Mit einem 4-stufigen Verfahren wurde
dagegen eine Verbesserung der volumetrischen D-Aminosaureoxidase-Aktivitat
um 36 % auf 164 pkat L™ erzielt, bei &hnlicher Raum-Zeit-Ausbeute wie in der
Literatur.

Fir Lactobacillus kefir wurde im 5 L-Mal3stab eine volumetrische Alkoholdehydro-
genase-Aktivitat von 200 pkat L™ erreicht, was einer Steigerung um 610 % im
Vergleich zum einzigen publizierten Verfahren entspricht. Fir die Raum-Zeit-
Ausbeute bedeutet dies eine Erhéhung um 350 % auf 2,7 pkat L™ h™. Dieser
Prozess wurde erfolgreich in den 150 L-Maf3stab Ubertragen. Dabei konnte eine
Steigerung der volumetrischen Alkoholdehydrogenase-Aktivitdt um 440 % und der
Raum-Zeit-Ausbeute um 250 % im Vergleich zur Literatur erzielt werden. Darlber
hinaus wurden die Kosten fur die Komplexbestandteile des Mediums auf 11,4 %
der Kosten fur das in der Literatur beschriebene Medium reduziert.
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Fur den Einsatz ionischer Flussigkeiten in der Ganzzell-Biokatalyse wurde die
Racematspaltung von Aminosauren mit Trigonopsis variabilis als erstes
Modellsystem untersucht. Es stellte sich allerdings heraus, dass weder die
Aminosauren noch deren Oxidationsprodukte in den verwendeten ionischen
Flissigkeiten signifikant 16slich sind, dass [BMIM][BF4] nicht als Ld&slichkeits-
vermittler eingesetzt werden kann und dass die ionischen Flussigkeiten weder im
einphasigen noch im zweiphasigen Ansatz zu einer Erhdhung der D-Amino-
saureoxidase-Aktivitat der Zellen fuhren. Dadurch ist flr dieses Modellystem keine
Verbesserung durch den Einsatz ionischer Flissigkeiten méglich.

Daraufhin wurden asymmetrische Ketonreduktionen mit Alkoholdehydrogenase-
aktiven Mikroorganismen durchgefiihrt, wobei aufgrund der Toxizitat der
beteiligten Stoffe nur der zweiphasige Ansatz untersucht wurde. Es zeigte sich,
dass Edukte und Produkte dieser Reaktionen sehr gut in den ionischen
Flussigkeiten [BMIM][PF¢], [BMIM][Tf2N] und [OMA][Tf,N] Ioslich sind, deren
Verteilungskoeffizienten zwischen ionischen Flussigkeiten und wassriger Phase
aber unterschiedlich sind. Bei der Synthese von (S)-4-Chlor-3-hydroxy-
buttersadureethylester mit Saccharomyces cerevisiae FasB His6 und von
(3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-butylester mit Lactobacillus kefir
konnte die Ausbeute durch die Verwendung ionischer Flussigkeiten zwar von
44 % auf 80 % beziehungsweise von 48 % auf 81 % gesteigert werden, ein Teil
des gewonnenen Produkts blieb aber aufgrund der niedrigen Verteilungs-
koeffizienten in der wassrigen Phase zurlick. Im Fall von (S)-4-Chlor-3-hydroxy-
buttersaureethylester reduzierte die ionische Flussigkeit zwar die Toxizitat des
Edukts deutlich, eine weitere Verringerung ware jedoch bei einem hdheren
Verteilungskoeffizienten wahrscheinlich. Damit konnte der Bereich der Vertei-
lungskoeffizienten der Edukte und Produkte fur einen effizienten Einsatz ionischer
Flissigkeiten auf 2 < logD < 3 eingegrenzt werden.

Des Weiteren stellte sich heraus, dass ionische Flissigkeiten im Vergleich zu
vielen organischen Losungsmitteln keine schadigende Wirkung auf die unter-
suchten Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien sowie Hefen haben. Hohe
Verteilungskoeffizienten vorausgesetzt, konnen sie dadurch die Toxizitat von
Edukten und Produkten in der Ganzzell-Biokatalyse herabsetzen, ohne selbst zu
einer Zellschadigung zu fuhren. Dies konnte bei der Synthese von (R)-1-(4-Chlor-
phenyl)ethanol klar demonstriert werden, wie in Abbildung 11.1a gezeigt. Nach der
Reaktion liegen die Zellen zu circa 80 % intakt vor, im Vergleich zu weniger als
10 % im Falle des rein wassrigen Ansatzes oder eines zweiphasigen Ansatzes mit
organischen Losungsmitteln. Dies fuhrt dazu, dass die Ausbeute auf 93 % und der
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Enantiomerentberschuss auf 99,7 % gesteigert wird, dargestellt in Abbildung
11.1b und c.

Die Zellen konnten nach diesem Prozess erneut als Biokatalysator verwendet
werden. Beim dritten Einsatz wurde immer noch eine Ausbeute von 75,9 %
erreicht. Damit wurde die gute Biokompatibilitat der ionischen Flissigkeit und ihre

Fahigkeit, die toxischen Effekte von Edukt und Produkt zu reduzieren, erneut
bewiesen.
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Abbildung 11.1 Asymmetrische Reduktion von 150 mM 4-Chloracetophenon zu (R)-1-(4-Chlor-
phenyl)ethanol mit 50 gsrw L™ Lactobacillus kefir. Vergleich unterschiedlicher
Prozessfuhrungen: rein wéssriger Ansatz, zweiphasiger Ansatz mit 20 % v/v
organischem LOsungsmittel (Methyl-tert-butylether) und zweiphasiger Ansatz
mit 20 % v/v ionischer Flissigkeit ([BMIM][Tf,N]). a) Prozentuale Viabilitat von
Lactobacillus kefir nach der Reaktion. Der Ansatz mit Methyl-tert-butylether
enthielt fir diese Messung kein Edukt, wahrscheinlich liegt der Wert mit Edukt
noch niedriger. b) Ausbeute an (R)-1-(4-Chlorphenyl)-ethanol. c) Enantio-
mereniberschuss (ee) von (R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol. Alle Konzentrationen
sind auf das Volumen der wassrigen Phase bezogen.

Die asymmetrische Reduktion von 4-Chloracetophenon mit Lactobacillus kefir im
zweiphasigen System ionische Flissigkeit [BMIM][Tf,N]/Wasser wurde erfolgreich
in den 200 mL-Mal3stab vergroRert. Nach Abschatzung des Stoffubergangs
konnte gezeigt werden, dass die Reaktion stofftransportlimitiert ist und somit die
Reaktionsgeschwindigkeit durch Erhéhung des Leistungseintrags gesteigert
werden kdnnte, wie es bereits im kleinen Mal3stab beobachtet wurde.
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Damit gelang der Nachweis, dass der Einsatz ionischer Flussigkeiten zu
effizienteren Produktionsprozessen filhren kann. Vorraussetzungen dafur sind die
Verfugbarkeit eines geeigneten Ganzzell-Biokatalysators, eine geringe Loslichkeit
oder Instabilitat der Edukte und Produkte in wassriger Phase und deren Toxizitat
auf die Mikroorganismen sowie geeignete Verteilungskoeffizienten und eine
geringe Viskositat der ionischen Flussigkeit.

Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Eignung ionischer Flussigkeiten als Eduktreservoir und
in situ-Extraktionsmittel in der Ganzzell-Biokatalyse demonstriert. Da ionische
Flissigkeiten aufgrund ihres hohen Preises jedoch als Investitionsgut angesehen
werden mussen, ware die Untersuchung verschiedener Methoden zur Produkt-
isolierung aus der ionischen Flissigkeit und die Ermittlung der erreichbaren
Zykluszahlen von Bedeutung.

Zu den mdglichen Methoden, das Produkt von der ionischen Flussigkeit abzu-
trennen, gehohren die (Vakuum-) Destillation, die Membranfiltration, die Perva-
poration, die Perstraktion und die Extraktion mit Gberkritischen Fluiden. Dabei ist
es wichtig, dass die ionische Flussigkeit moglichst unverdndert aus diesem
Verfahrensschritt hervorgeht, um fir einen Wiedereinsatz zur Verflgung zu
stehen.

DarlUber hinaus wéare eine experimentelle Bestatigung der zunachst am Beispiel
der asymmetrischen Reduktion von 4-Chloracetophenon mit Lactobacillus kefir
abgeschatzten Dispersionseigenschaften und des Stoffibergangs von Interesse.
Hier ist vor allem die Bestimmung der Grenzflachenspannung zwischen den
beiden Phasen unter Reaktionsbedinungen bedeutsam.

Des Weiteren ware es lohnenswert, alternative Prozessstrategien wie zum
Beispiel ein kontinuierliches Verfahren mit gekoppelter Produktabtrennung zu
entwickeln, da durch die hohe Dichtedifferenz und das Ausbleiben einer
Emulsionsbildung die Phasentrennung stark beginstigt ist. Hierdurch lie3e sich
zum einen die Raum-Zeit-Ausbeute stark erhdhen. Zum anderen kdnnten im
Gegensatz zum Satz- oder Zulaufverfahren optimale Betriebspunkte langfristig
aufrecht erhalten oder gegebenenfalls an abnehmende Biokatalysatoraktivitaten
angepasst werden.
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13 Abklrzungsverzeichnis

Tabelle 13.1: Abkirzungen chemischer Formeln, Namen etc.

Abkiirzung Begriff

ADH Alkoholdehydrogenase

ADP Adenosindiphosphat

AP Acetophenon

ATP Adenosintriphosphat

[BF4] Tetrafluoroborat

[BMIM] 1-n-Butyl-3-methylimidazolium

C Kohlenstoff

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures
4-CI-ACE 4-Chloracetessigsaureethylester

4-CI-AP 4-Chloracetophenon

6-Cl-3,5-DHHB 6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-butylester
6-CI-DOHB 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester
4-Cl-HBE 4-Chlor-3-hydroxybuttersaureethylester
6-Cl-5-HOHB 6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester

4-CI-PE, 1-4-CI-PE
Co
CO,

CSL

1-(4-Chlorphenyl)ethanol
Kohlenmonoxid
Kohlendioxid

corn steep liquor
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DAO D-Aminosaureoxidase

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DSM(2) Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (und Zellkulturen)
EBA Benzoylessigsaureethylester

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid (oxidierte Form)

FADH, Flavin-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)

GC Gaschromatographie

GDH Glukosedehydrogenase

HCI Salzsaure

HF Flusssaure

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A

H,0, Wasserstoffperoxid

HPE para-Hydroxyphenylessigsaure

HPLC Hochdruck-Flissigchromatographie

HPP para-Hydroxyphenylpyruvat

HPPE 3-Hydroxy-3-phenylpropionsaureethylester

IL ionische Flussigkeit

KP;-Puffer Kaliumphosphat-Puffer

LB-ADH Lactobacillus brevis-Aldkoholdehydrogenase

LB-Medium Luria broth, Komplexmedium

LK-ADH Lactobacillus kefir-Aldkoholdehydrogenase

MALDI matrix assisted Laser desorption/ionization

MTBE Methyl-tert-butylether

NAD(P)" Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid(phosphat) (oxidierte Form)
NAD(P)H Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid(phosphat) (reduzierte Form)
NHz Ammoniak

NMR nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)

O,

molekularer Sauerstoff
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[OcSO,] Octylsulfat
[OMA] Methyl-trioctylammonium
PF-ADH Pseudomonas fluorescens-Aldkoholdehydrogenase
[PFe] Hexafluorophosphat
PFAP 2,3,4,5,6-Pentafluoroacetophenon
PFPE 1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)ethanol
RT Raumtemperatur
Ru-BINAP Ruthenium-2,2’-Bis(diphenylphosphino)-1,1'-Binaphthyl
[TfN] Bis(trifluoromethansulfon)imid
VE-Wasser vollentsalztes Wasser
% viv Volumenprozent
wit Wildtyp
% wiv Gewichtspozent auf Volumen bezogen (1 % = 10 g L™)
% wiw Gewichtsprozent
YNB yeast nitrogen base
Tabelle 13.2: ProzessgrofRen der Ganzzell-Biokatalyse und des mikrobiellen Wachstums
Abkurzung/Symbol Einheit Begriff
A - Absorption
m Lange des Lichtweges
c g L™ oder mol L™ Konzentration
de % Diastereomerenuberschuss
EA pkat = umol s™ Enzymaktivitat
ee % Enantiomerenuberschuss
fiy gsrm L1 OD™ Korrelationsfaktor
ka s*t volumetrischer Stofflibergangskoeffizient
Ks mol L™ Sattigungskonzentration

logD

Verteilungskoeffizient IL/Puffer
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logP - Verteilungskoeffizient n-Octanol/Wasser
m g Masse

m gh? Zudosierungsrate (Massestrom)

M mol L™ =M Molaritét

n - oder mol Zellzahl oder Stoffmenge

oD - optische Dichte

OTR molL* h*oderg L™ h*  Sauerstofftransferrate

OUR mol L* h*odergL™ h*  Sauerstoffaufnahmerate

PBK mol garm™ Produktbildungskapazitat

pO., % Sauerstoffpartialdruck

q g germ h™ Aufnahmerate

RZAea pkat Lt h™ Raum-Zeit-Ausbeute der Enzymaktivitat
RZAgTw gsrm L Raum-Zeit-Ausbeute der Biotrockenmasse
t S Zeit

ty S Verdopplungszeit

T S Reaktionszeit oder Verweilzeit

\% L Volumen

v Lh? Volumenstrom

% - stéchiometrischer Faktor

Vool L mol™ Molvolumen idealer Gase

Xe % Umsatz

X % Gasanteil in Luft oder Molenbruch

Yxs Ostm 9 Ertragskoeffizient

£ L mol* mm™ molarer Extinktionskoeffizient

ne % Ausbeute

u h* spezifische Wachstumsrate

Op % Selektivitat
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Tabelle 13.3: Indizes der ProzessgrofRen der Ganzzell-Biokatalyse und des mikrobiellen
Wachstums

Index Begriff

0 Ausgangszustand

aus austretende Komponente

BTM Biotrockenmasse

E Edukt

EA Enzymaktivitat

ein eintretende Komponente

max Maximalwert unter bestimmten Bedingungen

mol auf ein Mol bezogen

P Produkt

S Substrat

X Biomasse

Tabelle 13.4: Grol3en der Tropfenbildung und des Stofftransports

Abkirzung/Symbol Einheit Begriff

a m™* spezifische Phasengrenzflache

c g L™ oder mol L™ Konzentration

c g L™ oder mol L™ Gleichgewichtskonzentration

D (logD) - Verteilungskoeffizient

ds, m Sauterdurchmesseer

Dex m?s™ Diffusionskoeffizient

dr m Ruhrerdurchmesser

Dr m Innendurchmesser des Rihrkesselreaktors

ETRmax pkat L Edukttransferrate

Fr - Froudezahl

g ms*t Erdbeschleunigung

h m Einbauhdhe des Ruhrers vom Reaktorboden
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H m Hohe des Riihrkesselreaktors

MG g mol™ Molekulargewicht

MV L mol™* Molekularvolumen

n - Anzahl der Tropfen

Ng s*t Ruhrerdrehzahl

P cm?® g*® mol™ s°° Parachor

s m* Volumen-Verteilungsdichte

Qs - Volumen-Verteilungssumme

Re - Reynoldszahl

Sc - Schmidzahl

Sh - Sherwoodzahl

\% L Volumen

Vi - Viskositatskennzahl

We - Weberzahl

Be ms*t Stoffubergangskoeffizient

n Nsm?=Pas=1000cP dynamische Viskositat

Ok m Grenzschichtdicke

v m®s™ kinematische Viskositét

P kg m* Dichte

o Nm'=kgs? Grenzflachen-, Oberflachenspannung
- Phasenanteil

) - Assoziationsparameter

Tabelle 13.5: Indizes der Tropfenbildung und des Stofftransports

Index Begriff

E Edukt

d disperse Phase

Fraktion i oder Komponente i
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k kontiunuierliche Phase

LM Lésungsmittel

max Maximalwert unter bestimmten Bedingungen

P Produkt

R Ruhrer

Tabelle 13.6: Besonderheiten der verwendeten Einheiten

Einheit Besonderheit

cm In der Fachliteratur wird fir die Bezeichnung einer Lange in den Einheiten des
Diffusionskoeffizienten und des Parachor Ublicherweise die Einheit Zentimeter
anstelle von Meter verwendet.

g In der biotechnologischen Fachliteratur wird fiur die Bezeichnung einer Masse
Ublicherweise die Einheit Gramm anstelle von Kilogramm verwendet.

h In der biotechnologischen Fachliteratur wird fir die Bezeichnung einer Zeit in den
Einheiten von ETR, OUR, OTR, U, q Ublicherweise die Einheit Stunde anstelle von
Sekunde verwendet.

L In der biotechnologischen Fachliteratur wird die Einheit Liter mit groRem L
geschrieben, um Verwechslungen mit der Zahl 1 in manchen Schrifttypen zu
vermeiden. Konsequenterweise wird entsprechend mL, pL etc. geschrieben. Bei der
Angabe von Konzentrationen und Volumina ist es Ublich, Liter anstelle von
Kubikmeter zu verwenden.

M In der biotechnologischen Fachliteratur wird fir die Bezeichnung einer Konzen-
tration gleichwertig die Einheit M (Molaritat) oder mol L™ verwendet.

min In der biotechnologischen Fachliteratur wird fiir die Bezeichnung einer Zeit gleich-
wertig die Einheit Minute oder Sekunde verwendet.

Units, pkat In der biotechnologischen Fachliteratur wird fiir die Bezeichnung einer Enzym-

aktivitat haufig noch die veraltete Einheit Units verwendet. In dieser Arbeit wird die
korrekte Einheit kat (katal) verwendet, aufgrund der geringen Zahlenwerte meistens
in der Form pkat.
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14 Anhang

14.1 Gerate, Chemikalien, Kultivierungsmedien

14.1.1 Gerate

Tabelle 14.1: Allgemeine Laborgerate

Analytische Waage Explorer 10 mg-210 g

Analytische Waage Explorer 5 g-32 kg

Blutzucker-Messgerat Accu-Chek mit Sensorstabchen
Accu-Chek Sensor Comfort

Einstrahlphotospektrometer Spectronic Genesys 20
Fluoreszenz-Mikrotiterplattenphotometer Fluostar Galaxy

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LD

Glasperlen 0,17-0,18 mm
Glasperlen 0,4-0,6 mm
Kihlbrutschrank KB 400
Kihlzentrifuge Biofuge Stratos
Mehrfachriihrplatz Multipoint 15
Mehrfachriihrplatz Variomag Poly 15

Mikrotiterplattenphotometer EL 808

pH-Elektrode BluelLine 14 pH

pH-Meter CG 843

Ohaus, Giel3en

Ohaus, Giel3en

Roche Diagnostics, Mannheim

Thermo Electron, Dreieich
BMG Labtechnologies, Offenburg

Martin Christ Gefriertrocknungs-
anlagen, Osterode am Harz

B. Braun Biotech, Melsungen

B. Braun Biotech, Melsungen
Binder, Tuttlingen

Kendro-Heraeus, Langenselbold
H+P Labortechnik, Oberschlei3heim
H+P Labortechnik, Oberschlei3heim

Bio-Tek Instruments, Bad
Friedrichshall

Schott, Mainz

Schott, Mainz
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Photospektrometer Genesys 20 Thermo Spectronic, Neuss
pO,-Elektrode Microoptode Typ B2 PreSens, Regensburg
Reagenzglasschittler Reax Top Heidolph Instruments, Schwabach
Schttelinkubator Multitron Infors, Einsbach
Schwingarmmuihle MM200 Retsch, Haan

Standzentrifuge Rotixa 50 RS Hettich, Tuttlingen

Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge Mikro 20 Hettich, Tuttlingen
Trockenschrank E 28 Binder, Tuttlingen

Tabelle 14.2: Ruhrkesselreaktor Labfors

Labfors 7,5 L Klein- 5 L maximales Reaktionsvolumen
Fermenter-System Wassertemperierung tber Glasdoppelmantel
(Infors, Einsbach) 3-fach-6-Blatscheibenrihrer, mechanische Gleitringdichtung, Obenantrieb
Schikanenkorb mit 4 Stromungsbrechern
Begasungsrohr mit 11 Léchern (0,4 mm Durchmesser)
Begasung uber Massendurchflussmesser geregelt
Reaktorgewicht Uber eine Waage erfassbhar

Software Iris-NT Pro Version 4.11 Infors, Einsbach

pH-Elektrode HA405-DPA-SC-S8  Mettler-Toledo, Giessen
pO2-Sensor InPro 6000 Mettler-Toledo, Giessen
Antischaum-Sonde Russel Infors, Einsbach
Abgasanalytik EasyLine (O,, CO,)  ABB, Frankfurt

Peristaltische Zulaufpumpe BVP Ismatech Laboratoriumstechnik, Wertheim-Mondfeld

Standard mit Pumpenkopf Pumpenkennlinie mit Marprene-Schlauch Innendurchmesser

Masterflex Easy-Load MF 0313/738 1,6 mm, Wandstarke 1,6 mm (Watson-Marlow,
Rommerskirchen) fir L. kefir-Zulaufmedium (1174 g L™):
Zulauf [g h™*] = 12,56 % Pumpenleistung (R* = 0,9994)

Zulaufmittel-Waage GC35EDE-S Sartorius, Géttingen
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Tabelle 14.3: Ruhrkesselreaktor Techfors

Techfors 200 L Teil einer vollautomatischen 2-stufigen, in-situ sterilisierbaren Einheit
Fermenter-System 150 L maximales Reaktionsvolumen

(Infors, Einsbach) Wasser-/Dampftemperierung Giber Doppelmantel

3-fach-6-Blatscheibenrihrer, mechanische Gleitringdichtung, Untenantrieb
4 separat aufgehéngte Stromungsbrecher

Begasungsring, Begasung Uber Massendurchflussmesser geregelt
Reaktorgewicht Uber eine Wiegezelle erfassbar

Software Iris-NT Pro Version 4.11 Infors, Einsbach

pH-Elektrode HA405-DPA-SC-S8  Mettler-Toledo, Giessen

pO2-Sensor InPro 6000 Mettler-Toledo, Giessen
Antischaum-Sonde Russel Infors, Einsbach
Drucksensor PR-25HT/8931A Keller Druckmesstechnik, Winterthur, Schweiz

Abgasanalytik EasyLine (O,, CO,)  ABB, Frankfurt

Peristaltische Zulaufpumpe Ecoline Ismatech Laboratoriumstechnik, Wertheim-Mondfeld

VvC Pumpenkennlinie mit Marprene-Schlauch Innendurchmesser
1,6 mm, Wandstarke 1,6 mm (Watson-Marlow,
Rommerskirchen) fur L. kefir- Zulaufmedium (1174 g L™):
Zulauf [g h™*] = 104,2 % Pumpenleistung (R* = 0,9993)

Zulaufmittel-Waage GC35EDE-S Sartorius, Géttingen

Mikrofiltrationseinheit mit Schleicher & Schuell, Dassel
Filtermodul UFP-500-E-65MSM in-situ-dampfsterilisierbar, 1 mm Innendurchmesser der
Hohlfasern (2400 Stuick), 4,2 m? Membranflache

Kreiskolbenpumpe JEC 225-025-08 Flowtech Pumpen JEB, Hille
far Mikrofiltrationseinheit

Tabelle 14.4: Hochdruck-Flissigchromatograph und Trennsdulen
HPL-Chromatograph Serie 1100 bestehend aus Vakuumentgaser, Agilent, Waldbronn
quarternare Pumpe, Probengeber, Software ChemStation Vers. A.08

Saulenofen S4110 Sykam, Eresing

UV-Vis Detektor SPD-6A Shimadzu, Duisburg; standardméafig Absorption 0,08

Trennsaule C18 GromSil 100 ODS- Grom, Herrenberg-Kayh
2 Fe Lange 25 cm, Innendurchmesser 4 mm, Partikelgrof3e 5 um

Trennsaule Chiral 1 Macherey Nagel, Diren
Lange 25 cm, Porengrdf3e 12 nm, Partikelgrof3e 5 um
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Tabelle 14.5:

Gaschromatograph, Trennsaulen und Gase

Gaschromatograph CP-3800

Injektor 1079 PTV

Splitregelung

FID-Detektor

Software Star Version 5.51
Probengeber CombiPal

Trennsaule BGB-174

Trennsaule CP-Sil 8 CB-MS

Varian, Darmstadt

temperaturprogrammierbar, standardmafiig 250C

elektronische Flusskontrolle (EFC), standardmafiig Split-
Reduktion auf 5 vor 0,01 min und nach 0,5 min

standardmafiig 250C, Brenngase Wassers toff und Luft,
Make-up-Gas Helium (= Tragergas)

Varian, Darmstadt
CTC Analytics, Zwingen, Schweiz

BGB Analytik, Schlossbodckelheim
Lange 30 m, Innendurchmesser 0,25 mm, Filmdicke 0,25 pum
Varian, Darmstadt

Lange 30 m, Innendurchmesser 0,32 mm, Filmdicke 1,0 um

Trennséaule Lipodex E Macherey Nagel, Diren
Lange 25 m, Innendurchmesser 0,32 mm

Helium 99.999 % v/v Air Liquide, Krefeld

Wasserstoff 99.999 % v/v Air Liquide, Krefeld

Luft (gefiltert) Druckluft-Hausleitung

14.1.2 mL-Reaktorsystem fur die Ganzzell-Biokatalyse

Zunachst wurde das am besten geeignete Reaktorsystem fur die Ganzzell-
Biokatalyse im mL-MalR3stab ermittelt. Dazu wurden Umsetzungen von D,L-Alanin
mit Trigonopsis variabilis durchgefiihrt. Durch den Einsatz unterschiedlicher
Mengen des Biokatalysators konnte die Sauerstofflimitierung und eine eventuell
auftretende Katalysatorinhibierung untersucht werden.

Der theoretische Verlauf der Sauerstoffaufnahmerate ist linear ansteigend bis zur
maximalen Sauerstofftransferrate. Die Steigung des linearen Abschnitts ist fur alle
Reaktionssysteme gleich, namlich identisch zur eingesetzten Katalysatormenge;
dies aber nur unter der Voraussetzung, dass der Katalysator nicht inhibiert,
zerstort oder ausgetragen wird. Die maximale Sauerstofftransferrate ist fur jedes
System spezifisch, abhéngig vom spezifischen Stoffibergangskoeffizienten fur
Sauerstoff k. a.
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Ein Vergleich mit den eingesetzten Katalysatormengen zeigt, dass nur fur den
MTP-Schittler und den Mehrfachrihrplatz die komplette Enzymaktivitat erhalten
bleibt. Die maximale Sauerstofftransferrate ist fur den Mehrfachrihrplatz am
gro3ten. Dieses System lasst sich auch eher als der MTP-Schuttler mit einem
Ruhrkesselreaktor vergleichen, was eine spatere Malstabsvergrof3erung
erleichtert. Ferner ist der Leistungseintrag so grof3, dass mit 87 % Glycerin noch
eine starke Verwirbelung zu erkennen ist. Deswegen wurde dieses
Reaktionssystem fir Biotransformationen im mL-MaR3stab eingesetzt.
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Abbildung 14.1 Errechnete Sauerstoffaufnahmerate (OUR) verschiedener Reaktorsysteme bei

unterschiedlicher Katalysatormenge (D-Aminosaureoxidase-Aktivitat) im
Reaktionsansatz (50 mM D,L-Alanin). Thermomixer ®: 1,5 mL Reaktionsgefali,
300 pL Reaktionsvolumen, 1400 min™ Schittelfrequenz, 3 mm Exzentrizitat;
MTP-Schittler V: Miktotiterplatte mit 96 tiefen Reaktionsmulden mit quadra-
tischem Querschnitt, 300 pL Reaktionsvolumen, 2000 min™* Schittelfrequenz,
2 mm Exzentrizitdt. RUhrblock B: 10 mL-Spritze als Reaktionsgefafl3, 2000 L
Reaktionsvolumen, 1400 min™ Drehzahl des magnetisch induktiv ange-
triecbenen Magnetrihrstabchens, Mehrfachrihrplatz ¢: 4 mL-Glasgefalie,
2800 UL Reaktionsvolumen, 2000 min® Drehzahl des magnetisch ange-
triebenen kreuzformigen Magnetrihrstabchens.
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Tabelle 14.6: Einzelteile des mL-Reaktorsystems ,Mehrfachrihrplatz®

Mehrfachrihrplatz Poly 15, 100-990 min™, 10 W, Bestellnummer 442-3133 (VWR)

Mehrfachriihrplatz Multipoint 15, 80-2000 min™, 20 W, Bestellnummer 442-3226 (VWR)

Probengléaschen, Glas, klar, Bestellnummer H306.1 (Roth)

Kreuzmagnetriihrstdbchen, Durchmesser 10 mm, Bestellnummer 442-0075 (VWR)

14.1.3 Chemikalien

Tabelle 14.7: Allgemeine Chemikalien

Chemikalie Reinheitsgrad Hersteller Produktnummer
Acetophenon > 98 % Merck 800028
p-Aminobenzoat >99 % Sigma A-9878
di-Ammoniumhydrogencitrat =298 % Merck 101155
Ammoniumhepta- ~82 % als MoO, Merck 101182
molybdat*4H,0

Ammoniumsulfat 299,5 % Merck 101217
Biotin >99 % Fluka 14400
Borsaure 299,8 % Merck 100165
Calciumsulfat*2H,0 =99 % Roth P741.1
Casein-Pepton unb. Merck 102239
Clerol FBA 265 unb. Cognis -
Clerol FBA 3107 unb. Cognis -
Corn Steep Liquor unb. Sigma C-4648
o-Dianisidin*2HCI unb. Sigma D-3252
EDTA > 99 % Sigma E 5513
Eisen(ll)sulfat*7H,0O 2995 % Merck 103965
Ethanol > 99,8 % Merck 100983
Folsaure ~98 % Sigma F-7876
D-Glukose*H,O unb. Merck 108342
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D-Glukose*H,0 (fur 200 L-
Kultivierung)

Glycerin

Hefeextrakt (mikrobiol.)
Hefeextrakt OHLY KAT
Horse Radish Peroxidase
Isopropanol
Kaliumcarbonat
Kaliumcyanat
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat
Kupfer(ll)sulfat*5H,0
Magnesiumsulfat*7 H,O
Malzextrakt

NADP" (Natriumsalz)
Mangan(ll)sulfat*H,O
Natriumacetat
Natriumcitrat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Natriumhydroxid (ftir 200 L-
Kultivierung)

Natriummolybdat
Nikotinsaure
D-Pantothenat
L-Rhamnose
Pyridin

Riboflavin
D-Saccharose

Salzsaure

299,5%

~87%
unb.
unb.
unb.
>99 %
299,5%
297 %
299 %
299 %
299 %
299,5%
unb.
unb.
299 %
>995 %
299,5%
299 %
298 %

299 %

2995 %
2995 %
unb.
299 %
299,8 %
unb.
2995 %

32%

Roth

Merck
Merck
Deutsche Hefewerke
Roche
Merck
Merck
Fluka
Roth
Roth
Merck
Merck
Merck
Calbiochem
Merck
Merck
Fluka
Roth
Merck

Roth

Merck
Merck
Sigma
Fluka
Fluka
Sigma
Roth

Merck

6780

104091

111926

128066

818766

104924

60160

3907

P749.2

102790

105886

105391

481971

105941

116100

71497

P029

106482

9356

105621

106811

P-2250

83650

82702

R-4500

4621

100319



174 Anhang
Schwefelséaure 30 % Merck 100731
Thiamin > 99 % Fluka 95160
Trifluoressigsaureanhydrid > 99 % Fluka 802605
Tris-HCI 299 % Roth 9090
Triton X 100 unb. Roth 3051
Tween 80 unb. Merck 817061
Vitamin B12 ~99 % Sigma V-2876
Wasserstoffperoxid 30 % wiv Sigma H1009
Yeast Nitrogen Base unb. Difco 239210
Zinksulfat*7H,0 2 99,5 % Merck 108883
Tabelle 14.8: Edukte und Produkte der Biokatalyse

Edukt/Produkt Reinheitsgrad Hersteller Produktnummer
D,L-Alanin 299 % Fluka 05150
D-Alanin =298 % Sigma A-7377
4-CI-ACE > 98 % Merck 818571
4-CI-AP > 98 % Merck 802605
(3R,5S)-6-CI-3,5-DHHB unb. Jilich Fine Chemicals -
(3S,55)-6-CI-3,5-DHHB unb. Jilich Fine Chemicals -
6-Cl-DOHB ~80 % Julich Fine Chemicals -
(R)-4-CI-HBE ~ 96 % Aldrich 460516
(S)-4-CI-HBE ~96 % Aldrich 460524
6-CIl-5-HOHB unb. Julich Fine Chemicals -
(R,S)-1-4-CI-PE >97 % Merck 814834
EBA ~93% Merck 801808
2,5-Hexandion 299 % Fluka 00780
2,5-Hexandiol 99 % Aldrich H1,190-4
(2R,5R)-Hexandiol 299 % Fluka 52792
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HPA unb. Sigma M-2625
HPP =98 % Sigma H-5005
(R)-HPPE >99 % Fluka 56187

2-Octanon 298 % Merck 820926
(R,S)-2-Octanol >97 % Merck 820925
(R)-2-Octanol 99 % Aldrich 147990
PFAP 97 % Interchim 32258

(R,S)-PFPE >97 % Fluka 76748

(S)-PFPE unb. Interchim 858330
D,L-Tyrosin =298 % Sigma T-3379
D-Tyrosin 298 % Sigma T-3254
Tabelle 14.9: Lésungsmittel

Losungsmittel Reinheitsgrad Hersteller Produktnummer
n-Butylacetat >99,5% Merck 109652
n-Decan > 99 % Merck 803405
1-Decanol >99 % Merck 803463
Diisopropylether >99 % Merck 100867
Ethylacetat >99,5% Merck 109623
n-Hexan > 96 % Merck 822280
Methy-tert-butylether >995% Merck 101849
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Tabelle 14.10: lonische Flissigkeiten
lonische Reinheits- Lot- Produkt- Verunreinigungen
Flissigkeit grad nummer nummer (Angaben von Solvent Innovation)
[BMIM][PF¢] 98 % 223 99,021-1 unb.

21,8 ppm  Fluorid, 428,3ppm Chlorid,
[BMIM][PF¢] 98 % 521 99,021-1 .

174.5 ppm Bromid, 1318,6 ppm H,0

227,4 ppm Chlorid, 427,7 ppm Bromid,
[BMIM][TE,N] 98 % 201 99,100-1 PP PP

1401,2 ppm H,O
[BMIM][T,N] 98 % 474  99,100-1 181,7 ppm Chlorid, 2184,0 ppm H,0O
[OMA][T;N] 98 % 326 99,105-1 unb.

122,3 ppm Chlorid, 167,2 ppm Bromid,
[OMA][Tf,N] 98 % 355 99,105-1

1307,5 ppm H,O
[OMA][Tf,N] 98 % 440 99,105-1 308,2 Sulfat, 779,1 ppm H,O

83,7 ppm  Fluorid, 37,7 ppm  Chlorid,
[BMIM][OcSO,] 98 % 303 99,110-1 .

4307,0 ppm Bromid, 5939,3 ppm H,O

68,3 ppm Chlorid, 1454,1 ppm Fluorid,
[BMIM][BF4] 98 % 289 99,020-1

7519,0 ppm H,0O

Alle ionischen Flussigkeiten wurden von Solvent Innovation, Koln, bezogen. Zur
Herstellung und Reinigung ist folgendes bekannt:

Die ILs mit [BF4], [PFs] und [Tf,N]-Anionen werden durch Salzaustausch aus den
entsprechenden Halogeniden oder im Falle vom [OMA][Tf,N] aus dem
Methylsulfat hergestellt. Die einzufiihrenden Anionen werden als Alkalisalz
eingesetzt, z.B. das [Tf,N] als Lithium-Salz. Da die Edukte alle wasserl6slich sind,
das Produkt aber hydrophob ist, laRt sich dies durch mehrfaches Waschen mit
Wasser von den Verunreinigungen befreien. [BMIM][OcSO.] wird ahnlich
hergestellt aus [BMIM][CI] und Natriumoctylsulfat. Hier muf3 das Produkt mit
CH.Cl, aus Wasser extrahiert werden, da das Octylsulfat nicht hydrophob genug
ist. Auch hier wird mehrmals mit Wasser gewaschen, typischerweise bis sich in
der Wasserphase kein Chlorid mehr nachweisen lafit (Silbernitrat-Test).
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14.1.4 Eigenschaften der Edukte und Produkte der Ketonreduktionen

4-Chloracetessigsaureethylester (4-CI-ACE), CAS 638-07-3
@) @)

CI\)UJ\
O/\CH

3

Quelle
Molekulargewicht MG 164,59 g mol™* Merck
Dichte (20C) P 1,21 gcm? Merck
Molekularvolumen MV 136,0 cm’mol® aus MG und p
Schmelzpunkt T -8 T Merck
Siedepunkt Ty 220 T Merck
Dampfdruck P, 0,1 hPa Merck
Dynamische Viskositat (20C) n 4,72 mPa s Amidjojo (2004)
Kinematische Viskositat (20C) v 3,910° m®s™ Amidjojo (2004)
Oberflachenspannung (20C) o 34,8 gs’ Amidjojo (2004)

4-Chlor-3-hydroxybuttersaureethylester (4-CI-HBE), CAS 90866-33-4 (R), 86728-
85-0 (S)

OH O

Cl M
0" >cH

3

Quelle
Molekulargewicht MG 166,66 g mol™ Sigma
Dichte (25C) o 1,19 gcm? Sigma
Molekularvolumen MV 140,1  cm®mol® aus MG und p

Siedepunkt To 93-95 T Sigma
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4-Chloracetophenon (4-CI-AP), CAS 99-91-2

O
CH,
Cl

Quelle
Molekulargewicht MG 154,60 g mol™* Merck
Dichte (20C) P 1,19 gcm? Merck
Molekularvolumen MV 129,9  cm®mol® aus MG und p
Schmelzpunkt Tm 18-20 T Merck
Siedepunkt Ty 230-232 T Merck
Dampfdruck (90C) P, 7 hPa Merck
Dynamische Viskositat (20C) n 2,73 mPa s Amidjojo (2004)
Kinematische Viskositat (20C) v 2,2910° m?st Amidjojo (2004)
Oberflachenspannung (20C) o} 14,5 gs’ Amidjojo (2004)
1-(4-Chlorphenyl)ethanol (4-CI-PE), CAS 3391-10-4 (R,S), (R), (S)

OH
CH,
Cl

Quelle
Molekulargewicht MG 156,61 g mol™ Merck
Dichte (20C) p 1,17 gcm? Merck
Molekularvolumen MV 133,9 cm?® mol™ aus MG und p

Siedepunkt Tp 80-82 T Merck
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6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester (6-CI-DOHB), (80 % Reinheit)

@) @) @)
o 00
OtBu
Quelle
Molekulargewicht MG 234,68 g mol™ Amidjojo (2004)
Dichte (20C) o 1,157 gcm? Amidjojo (2004)
Molekularvolumen MV 202,7 cm®mol™ Amidjojo (2004)
Siedepunkt To 313 T Amidjojo (2004)
Dynamische Viskositat (20C) n 56,1 mPa s Amidjojo (2004)
Kinematische Viskositat (20C) v 2,3 m®s™ Amidjojo (2004)
Oberflachenspannung (30C) o 24,5 gs’ Amidjojo (2004)
6-Chlor-3,5-dihydroxyhexanséaure-tert-butylester (6-CI-DHHB)
OH OH O
Cl \}\}\)L
OtBu
Quelle
Molekulargewicht MG 238,7 g mol™ Amidjojo (2004)

Dichte (20C) o 1,17 gcm?® Amidjojo (2004)
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Benzoylessigsaureethylester (EBA), CAS 94-02-0

o] O
O /\CH3

Quelle
Molekulargewicht MG 192,22 g mol™ Merck
Dichte (25C) o 1,11 gcm® Sigma
Molekularvolumen MV 1732  cm’mol* aus MG und p
Siedepunkt (Zersetzung) Ty 265-270 T Merck
Dampfdruck (108<C) Py 1 hPa Merck
Dynamische Viskositat (20C) n 8,07 mPa s Engelking (2004)
Kinematische Viskositat (20C) v 7,2610° m?st Engelking (2004)

3-Hydroxy-3-phenylpropionsaureethylester (HPPE), CAS (R,S), 72656-47-4(R),
33401-74-0 (S)

OH @)
N
o CH,
Quelle
Molekulargewicht MG 194,23 g mol™ Sigma
Dichte (20C) o 1,119 gcm? Engelking (2004)

Molekularvolumen MV 1736 cm’>mol™ aus MG und p
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2,5-Hexandion, CAS 110-13-4

@)
/”\/\/CH3

A I

@]
Quelle
Molekulargewicht MG 114,15 g mol™ Merck
Dichte (20T) o 0,974 gcm? Merck

Molekularvolumen MV 117,2 cm?® mol™ aus MG und p

Schmelzpunkt T -5,4 T Merck
Siedepunkt Tp 192,2 T Merck
Dampfdruck P, 0,6 hPa Merck

2,5-Hexandiol, CAS 2935-44-6 (R,S), 17299-07-9 (2R,5R), 34338-96-0 (2S,5S)

OH
CH,4
H,C
OH

Quelle
Molekulargewicht MG 118,17 g mol™ Sigma
Dichte (25) P 0,961 gem?® Sigma
Molekularvolumen MV 123,0 cm’mol® aus MG und p
Schmelzpunkt Tm 50-54 T Sigma
Siedepunkt To 212-218 T Sigma
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2-Octanon, CAS 111-13-7

O
/”\/\/\/CHa
H,C
Quelle
Molekulargewicht MG 128,22 g mol™* Merck
Dichte (20C) P 0,82 gcm? Merck
Molekularvolumen MV 156,4  cm®mol™ aus MG und p
Schmelzpunkt T -16 T Merck
Siedepunkt Tp 172-173 T Merck
2-Octanol, CAS 123-96-6 (R,S), 5978-70-1 (R), 6169-06-8 (S)
OH
MCHS
H,;C
Quelle
Molekulargewicht MG 130,23 g mol™* Merck
Dichte (20C) p 0,82 gcm?® Merck
Molekularvolumen MV 158,8 cm?® mol™ aus MG und p
Schmelzpunkt Tm -39 T Merck
Siedepunkt Tp 179 T Merck
Merck

Dampfdruck (20<C) P, 0,25 hPa
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2,3,4,5,6-Pentafluoroacetophenon, CAS 652-29-9

@) CH,
N
F F
F F
F
Quelle
Molekulargewicht MG 210,10 g mol™ Sigma
Dichte (25C) P 1,476 gcm® Sigma
Molekularvolumen MV 142,3  cm®mol® aus MG und p
Siedepunkt To 130-131 T Sigma

1-(2,3,4,5,6-Pentafluorophenyl)ethanol (PFPE), CAS 830-50-2 (R,S), 104371-21-3
(R), 104371-20-2 (S)

HO,, _CH,
F F
F F
F
Quelle
Molekulargewicht MG 212,12 g mol™ Sigma
Schmelzpunkt Tm 32-43 T Sigma

Siedepunkt To 80-82 T Sigma
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14.1.5 Kultivierungsmedien

Glukose und Kaliumphospat-Puffer wurden generell separat und getrennt von den
restlichen Medienbestandteilen autoklaviert. Die Autoklavierung erfolgte flr 20min
bei 121<C. Instabile Medienbestandteile wurden durc h einen 0,2 um-Sterilfilter
direkt in das autoklavierte Medium zugegeben.

Tabelle 14.11: Trigonopsis variabilis Komplexmedium
Komponente Konzentration
Glukose*H,0 20g L™
Malzextrakt 20g L™
Casein-Pepton 10g L™
Hefeextrakt (mikrobiol.) 50gL"

Glukose*H,0O wurde in einer 200 g L™*-Stammlésung autoklaviert. Die Komplex-
bestandteile wurden in 90 % des Endvolumens gelost, auf pH 6,8 eingestellt,
autoklaviert und steril mit der Glukoseldsung vereinigt.

Tabelle 14.12: Trigonopsis variabilis Minimalmedium

Komponente Konzentration Komponente Konzentration
Glukose*H,0 20g L™ ZnSO4*7H,0 40 mg L™
KH,PO, 40¢gL™ FeS0,*7H,0 25mg L™t
(NH,),S0, 40¢gL™ CaS0,*2H,0 20mg L™
MgSO0,*7H,0 10gL* CuS0,*5H,0 1,0mg L™
NaCl 50 mg L™ Thiamin 100 pug L™
MnSO,*H,0 40 mg L™ Biotin 20 ug L

Glukose*H,0O wurde in einer 200 g L™*-Stammlésung autoklaviert. KH,PO,4 wurde
nach Einstellung auf pH 6,0 als 40 g L'*-Stammlésung autoklaviert. Die Salze
(auRer KH,PO4) wurden in einer 10-fach konzentrierten Stammlésung autoklaviert.
Anschlielend wurden diese Bestandteile steril vereinigt und die Vitamine als
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2000-fache Stammlésung steril hinzu filtriert. Zur Induktion der DAO-Expression
wurde 100-fach konzentrierte (66 g L™), auf pH 6,0 eingestellte und steril filtrierte
N-Carbamoyl-D,L-Alanin-L6sung hinzu gegeben. Zum Schluss wurde das Medium
mit sterilem VE-Wasser aufgefullt.

Tabelle 14.13: Trigonopsis variabilis Zulaufmedium 2-stufiger Prozess

Komponente Konzentration Komponente Konzentration
Glukose*H,0 800gL™ FeS0,*7H,0 25mg L™t
KH,PO, 250¢gL™" CaS0,*2H,0 20mg L™
(NH,),SO0, 100,0gL™ CuS0,*5H,0 1,0mg L™
MgSO0,*7H,0 10gL" Riboflavin 400 pg L
NaCl 50 mg L™ Thiamin 100 pug L™
HsBO; 50 mg L™ Biotin 20 ug L
MnSO,*H,0 40 mg L™* N-Carbamoyl- 660 mg L™
ZnSO,*7H,0 40 mg L™ D,L-Alanin

Glukose*H,O wurde in einer 880 g L™*-Losung autoklaviert. (NH4)>SO. wurde
trocken autoklaviert. KH,PO,, alle anderen Salze und N-Carbamoyl-D,L-Alanin
wurde als 10-fach konzentrierte Losung hergestellt, auf pH 6,0 gebracht und steril
filtriert. Die Vitamine wurden in einer 2000-fachen Konzentration gel6st und steril
filtriert. AnschlielRend wurden alle Bestandteile steril vereinigt.

Tabelle 14.14: Trigonopsis variabilis Zulaufmedium 4-stufiger Prozess
Komponente Konzentration

Glukose*H,0 800gL™

(NH,)SO, 20g L™

Glukose*H,O wurde in einer 800 g L™*-Lésung autoklaviert. (NH4),SO, wurde
trocken autoklaviert. AnschlieBend wurden beide Bestandteile steril vereinigt.
N-Carbamoyl-D,L-Alanin  wurde als 100-fach konzentrierte LOsung (50 mL,
66 g L™) hergestellt, steril filtriert und zur Induktion in den Reaktor gepumpt.
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Tabelle 14.15: Saccharomyces cerevisiae CBS 8066 (wt) Komplexmedium
Komponente Konzentration
Glukose*H,0 125¢gL"
Yeast Nitrogen Base 335¢gL"

Glukose*H,O wurde in einer 13,9 g L*-Lésung autoklaviert. AnschlieBend wurde
Yeast Nitrogen Base (YNB) als 10-fach konzentrierte Losung steril zufiltriert. Das
Medium wurde vor Verwendung frisch hergestellt.

Tabelle 14.16: Saccharomyces cerevisiae FasB His6 Komplexmedium (CSL-Medium)
Komponente Konzentration

Glukose*H,0 20gL*

Casein-Pepton 20g L™

Corn Steep Liquor 2,0 % viv

Hefeextrakt (mikrobiol.) 10gL*

Glukose*H,O wurde in einer 200 g L*-Lésung autoklaviert. Die Komplex-
bestandteile als 1,1-fach konzentrierte Losung autoklaviert. AnschlieRend wurden
die beiden Bestandteile steril vereinigt.

Tabelle 14.17: Escherichia coli K12 Komplexmedium (LB-Medium)
Komponente Konzentration

Glukose*H,0 60gL"

Hefeextrakt (mikrobiol.) 10g L™

NaCl 50gL"

Casein-Pepton 50gL"
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Glukose*H,O wurde in einer 200 gL™*-Lésung autoklaviert. Die restlichen
Komponenten wurden in 1,1-fach konzentrierter LOsung autoklaviert.
Anschliel3end wurden die beiden Bestandteile steril vereinigt.

Tabelle 14.18: Escherichia coli DH5a Komplexmedium (LB-Amp-Medium)

Komponente Konzentration Komponente Konzentration
Glukose*H,0 60gL" Casein-Pepton 50gL"
Hefeextrakt (mikrobiol.) 10g L™ Ampicillin 100 mg L™
NaCl 50gL" L-Rhamnose* H,0 20gL"

Glukose*H,O wurde in einer 200 g L™*-Lésung autoklaviert. Die restlichen
Bestandteile wurden in 1,1-fach konzentrierter LOsung autoklaviert. Anschliel3end
wurden die beiden Bestandteile steril vereinigt. Ampicillin wurde als 100-fach
konzentrierte Losung steril filtriert und zugegeben. Zur Induktion der ADH-
Expression wurde L-Rhamnose*H,O-Ldosung in 100-facher Konzentration steril
filtriert und zum Medium gegeben. Die ADH-Aktivitat der Zellen ist hoher, wenn
keine Glukose im Medium ist und die L-Rhamnose bei ODgoo = 0,5 zugegeben
wird (siehe 0).

Tabelle 14.19: Lactobacillus kefir Komplexmedium (modifiziertes MRS-Medium)
Komponente Konzentration Komponente Konzentration
Glukose*H,0 22gL* K,HPO, 20gL"
Hefeextrakt OHLY KAT 25g L™ Tween 80 1,0gL"
Natriumacetat 50gL" MgSO,*7H,0 200 mg L™
di-Ammonium- 50gL" MnSO,*H,0 50 mg L™
hydrogencitrat

Glukose*H,O wurde in einer 200 g L™*-Lésung autoklaviert. Die restlichen
Bestandteile wurden in 1,1-fach konzentrierter L6ésung hergestellt, auf pH 6,0
eingestellt und autoklaviert. Anschlieend wurden beide Bestandteile steril
vereinigt. Als Anfangsmedium fiir einen Zulaufprozess enthielt das Medium nur
8,0 g L™ Hefeextrakt OHLY KAT.
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Tabelle 14.20: Lactobacillus kefir Zulaufmedium

Komponente Konzentration Komponente Konzentration
Glukose*H,0 440 g L* K,HPO, 50gL™?
Hefeextrakt OHLY KAT 160 g L™ MgSO0,*7H,0 500 mg L™
di-Ammonium- 50gL" MnS0,*H,0 125 mg L™
hydrogencitrat

Glukose*H,O wurde in einer 880 gL™*-Lésung autoklaviert. Die restlichen
Komponenten wurden in 2-facher Konzentration autoklaviert. Anschliel3end
wurden die beiden Bestandteile steril vereinigt.

Tabelle 14.21: Fusarium oxysporum Komplexmedium
Komponente Konzentration
Glukose*H,0 20g L™
Malzextrakt 20g L™
Casein-Pepton 10g L™
Hefeextrakt (mikrobiol) 50gL"

Glukose*H,O wurde in einer 200 g L*-Stammlésung autoklaviert. Die
Komplexbestandteile wurden in 90 % des Endvolumens gelost, auf pH 6,8
eingestellt, autoklaviert und steril mit der Glukoseldsung vereinigt.
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Tabelle 14.22: Fusarium oxysporum Minimalmedium

Komponente Konzentration Komponente Konzentration
Glukose*H,0 20g L™ CaS0,*2H,0 40 mg L™
D,L-Alanin 70gL"! NaMoO, 40 mg L™*
K,HPO, 40gL™ MnSO,*H,0 40 mg L™
(NH,),SO0, 40gL™? ZnS0,*7H,0 40 mg L™
MgS0,*7H,0 10gL" FeS0,*7H,0 25mgL™?
H3BOs 50 mg L™ Thiamine*HCl 100 pug L™
CuS0,*5H,0 45mg L™ Biotin 20 ug Lt

NacCl 40 mg L™* evtl. weitere Zusatze

Glukose*H,O wurde in einer 200 g L™*-Stammlésung autoklaviert. KH,PO4 wurde
nach Einstellung auf pH 6,0 als 40 g L*-Stammlésung autoklaviert. Die Salze
(auRer KH2PO4) wurden in einer 10-fach konzentrierten Stammlésung autoklaviert.
AnschlieRend wurden diese Bestandteile steril vereinigt und die Vitamine als
2000-fache Stammldsung steril hinzu filtriert. Zum Schluss wurde das Medium mit
sterilem VE-Wasser aufgefiillt.

Tabelle 14.23: Fusarium oxysporum Minimalmedium-Zusatze
Komponente Konzentration Komponente Konzentration
CaCl 500 mg L™ Riboflavin 40 pg Lt
Nikotinsaure 400 pg L Ca-Pantothenat 40 pg Lt
p-Aminobenzoat 50 pg L Folsaure 20 ug L™
Vitamin B12 45 g L

Die LOsung wurde in 2000-facher Konzentration steril filtriert und steril zum
Medium zugegeben.
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14.1.6 Bestimmung der DAO-Aktivitat mittels Optode

Zur Messung des Sauerstoff-Partialdrucks im mL-Malf3stab wurde eine pO,.Optode
und das fluorometrische MeRsystem Microx TX (Presens, Regensburg)
verwendet. Fiir den Test wurden 980 pL Substratlésung (z.B. 2 g L™ D-Alanin in
Kaliumphosphat-Puffer 0,1 M, pH8,0) in einem 1,5mL Reaktionsgefald im
Thermomixer (0 min™, 30°C) vorgelegt. Dann wurde die Optode bis knapp (iber
dem GefalRboden eingetaucht. Sobald ein stabiler Messwert vorlag, wurden 20 pL
Probe (Zellsuspension oder Zellextrakt; Blindwert: 20 uL Puffer) zugegeben und
mit der Pipette griindlich durchmischt.

Aus der Abnahme des Sauerstoff-Partialdrucks konnte die Aktivitdt nach
Gleichung 14.1 berechnet werden:

(QO2 _qOZ,BIind)[‘t:)z VR

Gleichung 14.1: EA, =100 v, T,
mit EA, spezifische Enzymaktivitat [ukat geru ]
Jo2 Sauerstoff-Verbrauchsrate [% pO, s™]
Con Sauerstoff-Sattigungskonzentration [pmol L™]
VR Reaktionsvolumen [uL]
Vy Probenvolumen [uL]
Cy Zellkonzentration im Probenvolumen [ggrm L'l]

Die langsame Aufséttigung nach Begasung einer Pufferlosung mit Stickstoff
zeigte, dass diese bei der Berechnung des Sauerstoffverbrauchs vernachlassigt
werden konnte.
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14.2 Racematspaltung von Aminosauren mit Fusarium oxysporum

14.2.1 Fusarium oxysporum (wt)

Der filametoése Pilz Fusarium oxysporum gehort zur Familie der Hypocreaceae.
Die Zellen besitzen eine DAO-Aktivitat.

14.2.2 Stamm und Stammbhaltung

Fusarium oxysporum DSM 12646 wurde von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH als Aktivkultur erworben. Zum Anlegen
einer Zellbank erfolgte daraus durch Impfésenabstrich eine Schittelkolben-
Kultivierung in Komplexmedium (Tabelle 14.21). Gegen Ende der exponentiellen
Wachstumsphase wurden 500 pL Zellsuspension zu 500 pL steriler Glycerin-
l6sung (60 % v/v) in sterile 1,5 mL Reaktionsgefal3e gegeben. Die Gefal3e wurden
bei -80T gelagert.

14.2.3 Kultivierung im Schuttelkolben

Die Kultivierung von Fusarium oxysporum erfolgte analog zur Kultivierung von
Trigonopsis variabilis.

14.2.4 Kultivierung von Fusarium oxysporum in Suspension

In Komplexmedium wachst Fusarium oxysporum in grof3en Aggregaten (Abbildung
14.2a und b). Das verhindert eine effiziente Prozessfihrung durch Stofftransport-
limitierung in den Aggregaten. Es gelang, ein Minimalmedium zu entwickeln, in
dem der Pilz in kleinen Aggregaten fast in Suspension wéachst (Abbildung 14.2c
und d).

In dieser Suspensionskultur werden im Satzverfahren 6 ggtm L™ erreicht., mit einer
DAO-Aktivitat der Zellen von 8 pkat gamv ™.
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Abbildung 14.2 Morphologie von Fusarium oxysporum bei Schittelkolben-Kultivierungen in
Komplexmedium a) makroskopisch, b) mikroskopisch (100-fach vergrof3ert)
und in Minimalmedium c¢) makroskopisch, d) mikroskopisch (100-fach
vergrof3ert).

14.2.5 Steigerung der DAO-Aktivitat durch Erganzung des Mediums mit

Vitaminen

Durch Zugabe weiterer Bestandteile, vor allem Vitamine wird eine spezifische
DAO-Aktivitat von 12 pkatgsrm” erzielt. Das entspricht einer Steigerung von
344 % gegenuber Gabler et al. (2000).
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14.3 Herstellung von Escherichia coli DH5a PFADH mit ADH-Aktivitat
und asymmetrische Synthese von (S)-PFPE

14.3.1 Variation der Induktion

Escherichia coli DH5a PFADH exprimiert die transgene ADH aus Pseudomonas
fluorescens (PF-ADH) unter einem Rhamnose-induzierbaren Promotor. Daher
wurden verschiedene Strategien der Induktion auf die Biomasseausbeute und
ADH-AKktivitat hin untersucht. Abbildung 14.3 zeigt, dass eine Zugabe von Glukose
zum Medium die Biomasseausbeute reduziert. Die Ursache dafir ist wahr-
scheinlich eine Produktion von Acetat, das inhibierend auf das Wachstum der
Zellen wirkt. Ohne Glukose wird eine Biotrockenmassekonzentration von etwa
3,7 gstm L erreicht.

Glc, Rham2gL*0h
Glc, Rham2 gL' 3,3h
Rham2gL?0h
Rham2gL?33h
Rham4gL?3,3h

Biotrockenmasse, ggp,, L™

> o mJqg e

Zeit, h

Abbildung 14.3 Verlauf der Biotrockenmassekonzentration von Escherichia coli DH5a PFADH
in LB-Medium mit verschiedenen Glukose und Rhamnosekonzentrationen.
Glc: 69 L™ Glukose von Beginn an im Medium. Rham: Rhamnose von Beginn
an im Medium (0h) oder nach 3,3h =zugegeben in verschiedenen
Konzentrationen.

Die spezifische ADH-Aktivitat der Zellen ist in Abbildung 14.4 dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass die Aktivitat allgemein sehr niedrig ist. Die maximale ADH-Aktivitat
wird in Medium ohne Glukose bei Zugabe von 2gL* Rhamnose nach



194 Anhang

3,3 Stunden (bei ODgoo = 0,5) mit 0,35 pkat gsrw™ erzielt. Somit wird zum Beispiel
mit Lactobacillus kefir Wildtyp eine 40 mal hohere ADH-AKktivitat erreicht.

1,0
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&
(2]
T 0,6
x
3
8
S 04
= e Glc,Rham2gL*0h
5‘ v Glc,Rham2gL'3,3h
< 02 @ Rham2gL0h
& Rham2gL'3,3h
0 A Rham4glL'33h
0 2 4 6 8 10 12

Zeit, h

Abbildung 14.4 Verlauf der Alkoholdehydrogenase (ADH)-Aktivitat von Escherichia coli DH5a
PFADH in LB-Medium mit verschiedenen Glukose und Rhamnose-
konzentrationen. Glc: 6 gL™ Glukose von Beginn an im Medium. Rham:
Rhamnose von Beginn an im Medium (0 h) oder nach 3,3 h zugegeben in
verschiedenen Konzentrationen.

14.3.2 Asymmetrische Synthese von (S)-PFAP im zweiphasigen System

ionische Flussigkeit/Puffer

Es wurden Umsetzungen mit 20 getm L™ Escherichia coli DH5a PFADH und
25 mM PFAP in der wassrigen Phase durchgefuhrt. Dabei wurde (S)-PFPE mit
sehr hohem Enantiomereniberschuss von 99,4 % gebildet, allerdings nur mit
einer Ausbeute von 3 % nach 20 %. Mit ionischen Flussigkeiten wurden in einem
ersten Versuch keine Verbesserungen erzielt.
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14.4 Eigenschaften ionischer Flissigkeiten

14.4.1 Biokompatibilitat ionischer Flissigkeiten

Es wurde versucht, die Biokompatibilitdt ionischer Flissigkeiten neben dem Test
mit Farbstoffen auch Uber das Wachstum der Zellen in Gegenwart ionischer
Flissigkeiten zu bestimmen. In Abbildung 14.5 sind die Wachstumskurven von
Lactobacillus kefir dargestellt. Aufgrund mdglicherweise auftrendender Verande-
rungen in der Sauerstoffzufuhr durch die Anwesenheit ionischer Flissigkeiten und
das MitreiRen von Zellen wahrend der Sedimentation der ionischen Flussigkeiten
vor der Messung der optischen Dichte ist dieser Test aber nicht aussagekréaftig.

OD6601'

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit, h

Abbildung 14.5 Optische Dichte (ODggo) von Lactobacillus kefir wahrend einer Satzkultivierung
in modifiziertem MRS-Medium in 4 mL-Reaktionsgefal3en im rein wassrigen
Ansatz @, mit 5 % v/v [BMIM][PF¢] V oder 5 % v/v [BMIM][Tf,N] B. Die Linien
dienen nur als visuelle Hilfen.
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14.4.2 Stoffdaten ionischer Flussigkeiten

Tabelle 14.24: Stoffdaten ionischer Fliissigkeiten. Quellen: ® Solvent Innovation; ® Merck &
Co, “ Huddleston et al. 2001

ionische Molekular- Dichte Schmelz- Zersetzungs- dynamische  kinematische
Flussigkeit gewicht punkt temperatur Viskositét Viskositat
g mol* gmL™ T T mPa s mm?s?
[BMIM][PF] 284,2 1,37% (20T) 16° 287,5% (20C)  210,5° (20T)
174501-64-5 cas 1,37° (20) 12° >300C"  385,0°(20C) 281,0° (20T)
[BMIM][Tf.N] 419,37 1,44 (20C) (<25C) 60,12° (20C) 41,75" (20)
27° (25T,
H,0O gesattigt)
[OMA][Tf,N] 648,85 1,11% (20T) -75C" 4665 (20C) 4218 (20T)
1,11° (20C) -50C" >340C"  897,4° (20C) 808,5° (20T)
[BMIM][OcSO,] 348,5 1,05% (20T) 35-40° 512,7% (25C) 487,2° (25T)
[BMIM][BF4] 226,0 1,2% (20C) -75¢C? 119,2% (25C)  99,0% (25)
174501-65-6 cas 1,21° (20) -71C” >300C"  1452°(20C)  120° (20C)

Huddleston et al. (2001) ermittelten zusatzlich die dynamischen Viskositaten von
Wasser gesattigtem [BMIM][PFs] zu 397 mPas (trocken: 450 mPas) und
[BMIM][Tf2N] zu 27 mPa s (trocken: 69 mPa s). In der gleichen Veréffentlichungen
werden fir die Oberflachenspannungen folgende Werte angegeben: [BMIM][BF,]:
trocken 46,6 mN m™*; [BMIM][PF¢]: trocken 48,8 mN m™, Wasser gesattigt
49,8 mN m™; [BMIM][Tf.N]: trocken 37,5 mN m™, Wasser gesattigt 36,8 mN m™
(Wasser 72,5 mN m™).
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14.4.3 Mischbarkeit ionischer Flissigkeiten mit Wasser und organischen

Ldsungsmitteln

Tabelle 14.25:

Mischbarkeit ionischer Flissigkeiten mit Wasser und organischen Lésungs-
mitteln

I nicht mischbar I teilweise mischbar komplett mischbar

Lésungsmittel

[BMIM][PF 6]  [BMIM][Tf.N]  [OMA][Tf.N] [BMIM][OcSO s  [BMIM][BF 4]

Wasser
Ethylacetat
Toluol
Acetonitril
n-Hexan
1-Octanol
di-Ethylether
MTBE
Chloroform
DMSO

@ ionische @ ionische @ ionische @ ionische @ ionische
Flussigkeit Flussigkeit Flussigkeit Flussigkeit Flussigkeit
0,103306709 0103306709 0103306709 0103306709 010,330,670,9
0,2 0,5 0,8 0,2 0,5 0,8 0,2 05 0,8 0,2 0,5 0,8 0,2 05 0,8
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14.4.4 Loslichkeiten und Verteilungskoeffizienten von Ketonen und Alkoholen

Tabelle 14.26 Loslichkeiten verschiedener ADH-Edukte und -Produkte in Puffer und deren
Verteilungskoeffizienten logD zwischen verschiedenen ionischen Fliissigkeiten
und Puffer. ® Amidjojo 2004; ” Engelking 2004a; © Merck Chemie Datenbank;
9 LogKow (Syrres 2004), n.b. nicht bestimmt/nicht bekannt.

Loslichkeit  logP?  [BMIM][PF¢]  [BMIM][Tf.N]  [OMA][Tf,N]
Puffer log Dispufter log Dispufter log Dispufter

4-CI-AP ~6 mM 2,32 267 (+-017) 2,71 (+-0,10) 2,77 (+/- 0,17)

1-4-CI-PE ~25mM 2,14 1,93 (+-0,08) 2,03 (+-0,09) 1,98 (+/-0,12)

6-CI-DOHB ~0,6 mM? nb. 1,92 (+-0,08) 2,03 (+-0,04) 1,82 (+/-0,02)

6-CI-DHHB ~ 29 mm? n.b. n.b. 1,21 (+/- 0,03) n.b.

PFAP ~2mM 2,68 2,60 (+/-0,00) 2,86 (+-0,01) 2,68 (+/-0,02)

PFPE ~15mM 2,50 1,70 (+/-0,00) 2,06 (+/-0,00) 1,88 (+/- 0,00)

4-CI-ACE ~ 286 mM” 0,06 1,52 (+/-0,02) 1,48 (+/-0,02) 1,69 (+/- 0,06)

4-CI-HBE ~ 759 mMm® 0,56 0,75 (+/-0,02) 0,76 (+/-0,03) 0,77 (+/- 0,05)

EBA ~14 mMm? 1,87 2,65 (+/-0,07) 2,77 (+/-0,03) 2,65 (+/-0,11)

HPPE ~ 65 mm” 1,52  1,85(+-0,05) 2,16 (+/-0,01) 1,69 (+/- 0,07)

2-Oktanon ~5mM 2,37 2,27 (+/-0,01) 2,66 (+/-0,01) 2,87 (+/-0,03)

2-Octanol ~4 mM 2,90 1,74 (+/-0,01) 2,08 (+/-0,00) 2,26 (+/- 0,01)

2,5-Hexandion 16slich® 0,27 1,33(+-0,01) 1,33 (+/-0,01) 1,07 (+/- 0,07)

2,5-Hexandiol n.b. 0,62 0,86 (+/-0,04) 1,04 (+/-0,04) 0,83 (+/-0,05)
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Tabelle 14.27

Verteilungskoeffizienten

logD verschiedener ADH-Edukte
zwischen verschiedenen ionischen Flissigkeiten und n-Hexan.

und -Produkte

[BMIM][PF ]
|Og DIL/n-Hexan

[BMIM][Tf oN]
loQ DIL/n-Hexan

[OMA][TF ,N]
IOg DIL/n-Hexan

4-CI-AP
1-4-CI-PE

0,53 (+/- 0,00)

0,89 (+/- 0,080)

0,67(+/- 0,00)
1,12 (+/- 0,09)

0,72 (+/- 0,02)
0,99 (+/- 0,03)

6-Cl-DOHB

1,07 (+/- 0,02)

116 (+/- 0,04)

1,37 (+/- 0,06)

PFAP
PFPE

0,57 (+/- 0,05)
1,70 (+/- 0,00)

0,85 (+/- 0,01)
1,79 (+/- 0,00)

0,70 (+/- 0,02)
1,72 (+/- 0,00)

4-CI-ACE
4-CI-HBE

1,40 (+/- 0,16)
1,31 (+/- 0,06)

1,20 (+/- 0,05)
1,36 (+/- 0,04)

0,99 (+/- 0,11)
1,01 (+/- 0,11)

EBA
HPPE

2,45 (+/- 0,05)
1,35 (+/- 0,02)

2,44 (+1- 0,05)
1,36 (+/- 0,02)

2,51 (+/- 0,01)
1,36 (+/- 0,03)

2-Oktanon

2-Octanol

-0,06 (+/- 0,15)
-0,51 (+/- 0,29)

-0,17 (+/- 0,14)
-0,04(+/- 0,10)

0,39 (+/- 0,14)
0,30 (+/- 0,14)










