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,In the beginning there was yeast, and it raised bread, brewed beer, and made wine. After many

not days but centuries and even millenia later, it was named Saccharomyces cerevisiae...*

(Spencer et al. (2001): Non-conventional yeasts; Appl. Microbiol. Biotechnol. 58:147-156)

Chirale Katalyse

Catalyst

The enantiomer formed in excess

Catalyst

The enantiomer formed in deficit
Aus der Verdffentlichung des Nobelkomitees zur Verleihung der Nobelpreise in Chemie fiir William
Knowles, Ryoji Noyori und Barry Sharpless im Jahr 2001 fir ihre Arbeiten auf dem Gebiet der chiralen
Katalyse.
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1 Einleitung

Die Entdeckung der Chiralitit gelang Louis Pasteur im Jahr 1844, als er die Kristalle der
Weinsdure anhand ihrer Kristallform in zwei Gruppen unterteilte, die sich wie Bild und
Spiegelbild zueinander verhielten. Molekiile mit dieser Eigenschaft und gleicher chemischer
Zusammensetzung werden als Enantiomere bezeichnet. Der Nachweis, dass Enantiomere
unterschiedliche pharmakologische Wirkungen haben konnen, gelang Cushney um 1900 (Crosby
1991).

Die Bedeutung der Chiralitit von Pharmaka erlangte durch den Contergan-Skandal traurige
Berithmtheit, als erkannt wurde, dass das S-Enantiomer des Wirkstoffes Thalidomid die
gewiinschte pharmakologische Wirkung besitzt, wihrend das R-Enantiomer fiir die schweren
Missbildungen verantwortlich ist (Tabelle 1.1.1).

Inzwischen sind die Zulassungsbestimmungen fiir Arzneimittel deutlich verschérft worden. Bei
racemischen Pharmaka, also Medikamenten, die beide Isomere enthalten, muss die
Unbedenklichkeit beider Isomere nachgewiesen werden. Infolge der gestiegenen Anforderungen
an die Reinheit der pharmakologischen Substanzen nimmt die wirtschaftliche Bedeutung chiraler
Intermediate und Pharmaka zu. Der Umsatz von optisch reinen Medikamenten stieg von
45 Mrd. US$ im Jahr 1994 auf geschitzte 146 Mrd. US$ im Jahr 2003 an (Stinson 2000).
Beispiele fiir enantiomerenreine Pharmaka sind die als Cholesterinsenker eingesetzten Statine
(,,Atorvastatin“ Fa. Pfizer; ,,Simvastatin® Fa. Merck), die mit einem Jahresumsatz von iiber

20 Mrd. USS$ die umsatzstirksten Medikamente darstellen.

Tabelle 1.1.1: Chirale Pharmaka und Nebenwirkung des unerwiinschten Enantiomers (Gaisser et al.
2002)

Substanz Einsatzgebiet des gewiinschten Nebenwirkung des unerwiinschten
Enantiomers Enantiomers

Dopa Parkinson-Erkrankung Schwere Nebenwirkungen

Ketamin Anésthesie halluzinogen

Penicillinamin Arthritis mutagen

Ethambutol Tuberkulose Erblindung

Thalidomid Beruhigungsmittel; Lepra, AIDS, Krebs  teratogen

Die wissenschaftliche Wiirdigung der Chiralitét erfolgte durch die Verleihung des Nobelpreises
fir Chemie im Jahr 2001 an William Knowles, Ryoji Noyori und Barry Sharpless fiir ihre

Arbeiten auf dem Gebiet der chiralen Katalyse.
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Zur Darstellung von chiralen Intermediaten stehen heute eine Reihe von Verfahren zur
Verfiigung:
,Chiral Pool“: Optisch aktive Subtanzen werden aus einfach zuginglichen Quellen
gewonnen und deren natiirliche Enantiomerenreinheit ausgenutzt. Ein Beispiel fiir solche
Substanzen sind Aminoséiuren.

e Racematspaltung: Die Abtrennung des unerwiinschten Enantiomers durch
Kfristallisationsverfahren oder durch chromatographische Trennmethoden.

e Asymmetrische Synthese: Bei diesem chemischen Verfahren werden prochirale
Verbindungen mit Ubergangsmetallkatalysatoren auf der Basis von Palladium, Platin,
Rhodium und Ruthenium enantioselektiv umgesetzt.

¢ Biokatalytische Prozesse:

Bei der biokatalytischen Racematspaltung wird aus einem Isomerengemisch ein
Enantiomer selektiv umgesetzt, wihrend das andere Enantiomer nicht reagiert. Die
beiden unterschiedlichen Molekiile konnen aufgrund ihrer verschiedenen physiko-
chemischen Eigenschaften leicht voneinander getrennt werden.

Bei der biokatalytischen asymmetrischen Synthese werden prochirale Ausgangs-

substanzen zu enantiomerenreinen Produkten umgesetzt.

Bei der asymmetrischen Synthese mit chemischen Verfahren sind die Ausbeute und
Enantiomerenreinheit oft unzureichend. Der Verbrauch an organischen Losungsmitteln und
Schwermetallkatalysatoren, und der hohe Energiebedarf solcher Prozesse fithren zur Suche nach
alternativen Verfahren.

Aufgrund der hohen Chemo-, Regio- und Enantioselektivitit von Enzymen haben bio-
katalytische Prozesse in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Fortschritte im
Bereich des Hochdurchsatzscreenings und der rekombinanten DNA-Technologie haben zur
Entwicklung neuer Enzyme mit verbesserten Eigenschaften hinsichtlich Aktivitit und Stabilitét
gefiihrt. Der Einsatz von Biokatalysatoren ist nicht auf deren natiirliche Substrate beschrinkt,
und einige enzymatische Reaktionen mit isolierten Enzymen und ganzen Zellen in organischen
Losungsmitteln sind bereits industriell etabliert (Holland 1998; Huisman et al. 2002; Liese et al.
1999; Ogawa et al. 1999; Rasor et al. 2001; Zaks 2001).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Chirale Alkohole sind bedeutende Intermediate zur Herstellung optisch aktiver Pharmaka und
Agrochemikalien. Sie konnen durch die enantioselektive Reduktion von Ketonen wie z.B.
B-Ketoestern gewonnen werden. Bei der mikrobiellen Reduktion von prochiralen Ketonen
werden die Elektronen vom Cofaktor NAD(P)H bereitgestellt, der in einem weiteren
enzymatischen Schritt regeneriert werden muss. Aufgrund der erforderlichen Koppelung zweier

enzymatischer Reaktionen werden zur Biokatalyse bevorzugt ganze Zellen eingesetzt.

Mit der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae steht ein Biokatalysator zur Verfiigung, der zum
einen iiber ein breites Substratspektrum und zum anderen iiber effektive Mechanismen zur
Cofaktorregenerierung verfiigt. S. cerevisiae ist in grolen Mengen leicht verfiigbar, nicht
pathogen und als eukaryotischer Modellorganismus molekularbiologisch gut charakterisiert

(Wanner 1996).

Viele B-Ketoester sind schwer wasserloslich und toxisch fiir Hefezellen. Dies fiihrt zu niedrigen
Reaktionsraten und geringen Ausbeuten. Aufgrund vieler verschiedener aktiver
Carbonylreduktasen mit unterschiedlicher Spezifitit ist der Enantiomereniiberschuss in solchen
Reduktionen hdufig gering. So wird beispielsweise bei der stereospezifischen Reduktion von
4-Chlor-Acetessigsdureethylester  (Ethyl-4-Chloracetoacetat, 4CI-ACE) zu (S)-4-Chlor-3-
hydroxybutters'aiureethylester1 (S-CHBE) mit S. cerevisiae je nach Reaktionsbedingungen ein
Enantiomereniiberschuss von 14 — 95 % erreicht, und die Ausbeute ist in der Regel nicht grofer
als 68 %. Die eingesetzte Substratkonzentration betrdgt maximal 1 % v/v. Fiir pharmazeutische
Anwendungen ist ein Enantiomereniiberschuss von >95 % notwendig (Houng et al. 1997). Fiir
die Herstellung von einem Mol S-CHBE sind mindestens 2,5 g Zellen (Trockensubstanz)
notwendig (Bertau 2000; Houng et al. 2003; Rotthaus et al. 1997). Bei der enantioselektiven
Reduktion von Ethylbenzoylacetat (Benzoylessigsdaureethylester, EBA) zu (S)-3-Hydroxy-3-
Phenyl-Propionsiureethylester” (S-HPPE) erreicht der Enantiomereniiberschuss 87 — 93 % und
die Ausbeute 50— 63 % bei einer eingesetzten EBA-Konzentration von maximal 0,1 % v/v
(Bardot et al. 1996; Chénvert et al. 1992). Fiir die Herstellung von einem Mol S-HPPE sind
jedoch 5 g Zellen (Trockensubstanz) notwendig (Chénevert et al. 1992).

! S_.CHBE ist der chirale Baustein von Statinen, die in cholesterinsenkenden Medikamenten eingesetzt werden.
% S-HPPE ist das chirale Intermediat fiir Fluoxetin, das als Antidepressivum Verwendung findet.
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Ziel der Untersuchungen ist es, einen Prozess zu entwickeln, bei dem der Enantiomeren-
iberschuss und die Ausbeute bei der Reduktion von -Ketoestern mit Hefen im Vergleich zu den
bekannten Prozessen gesteigert wird. Dafiir sollen Biokatalysatoren mit hoher Aktivitit
hergestellt und eingesetzt werden. Es sind geeignete Verfahren zur Minimierung der Substrat-
toxizitit zu entwickeln, um die Ausbeute dieser Reduktionen weiter zu erhéhen. Um hohe
Umsetzungsraten erzielen zu konnen, muss die Konzentration des Substrates in der wissrigen
Phase ausreichend hoch sein. Bei schwer wasserloslichen Substraten wird die Reaktions-
geschwindigkeit hidufig durch die geringe Loslichkeit beschrinkt. Aufgrund ungeniigender
Durchmischung und Dispergierung und der damit verbundenen Abnahme der Phasengrenzfliche
zwischen wissriger Phase und der schwer wasserloslichen Phase wird der Stofftransport
zusitzlich reduziert. Diese Limitierungen sollen minimiert und so die Umsetzungsraten
gesteigert werden. Der Prozess ist so auszulegen, dass die Aktivititen der Carbonylreduktasen
mit unerwiinschter Stereospezifitdt im Verhiltnis zur Aktivitdt der Carbonylreduktase mit der
gewiinschten Stereospezifitit vermindert und so der Enantiomereniiberschuss gesteigert werden

kann.

Durch den Einsatz rekombinanter Mikroorganismen kann die Ausbeute und der Enantiomeren-
iberschuss in Ganzzellbiotransformationen im Vergleich zu Wildtypzellen gesteigert werden.
Dabei wird zum einen eine Carbonylreduktase iiberexprimiert, die die asymmetrische Reduktion
des Ketons katalysiert. Des Weiteren kann als zusitzliches Enzym ein Regenerierungsenzym
tiberexprimiert werden, dass die Regenerierung des Cofaktors NAD(P)H katalysiert. Dieser
molekularbiologische Ansatz wurde in Vorarbeiten zu dieser Arbeit realisiert, so dass fiir die

Untersuchungen zwei Hefestimme zur Verfiigung standen.

Um dieses Ziel zu erreichen, ist folgende Vorgehensweise geplant:

e Die Anzuchtbedingungen der Biokatalysatoren sollen so optimiert werden, dass bei
gleicher Biomassenkonzentration eine hohere Ausbeute und ein hoherer Enantiomeren-
iberschuss erzielt werden kann.

¢ In Parameterstudien soll der Einfluss unterschiedlicher Reaktionsbedingungen auf die
stereoselektive Reduktion von -Ketoestern untersucht werden.

e Die Reaktionsbedingungen sollen durch eine geeignete Optimierungsstrategie mit
Hinblick auf eine Steigerung der Ausbeute und des Enantiomereniiberschusses verbessert

werden. Als Grundlage fiir die Optimierung sollen die Parameterstudien dienen.
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e Die stereoselektive Reduktion soll in einem Riihrkesselreaktor durchgefiihrt und die

industrielle Durchfiihrbarkeit des Prozesses tiberpriift werden.

Die reaktionstechnischen Untersuchungen sollen vergleichend mit zwei unterschiedlichen
B-Ketoestern (4CI-ACE und EBA) durchgefiihrt werden. Der entwickelte Prozess soll
verfahrenstechnisch charakterisiert und der Einfluss der verschiedenen Variablen auf die

Umsetzung ermittelt werden.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Biotransformationen mit Saccharomyces cerevisiae

Die Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae ist in der Lage, ganz unterschiedliche
stereospezifische Reduktionen durchzufiihren. Sie umfassen die Reduktion von aliphatischen,
cyclischen und heterocyclischen Mono- und Dicarbonylverbindungen, o- und p-Ketoestern
sowie einer Reihe weiterer Derivate (Csuk et al. 1991). Eine Auswahl an stereospezifischen
Reduktionen von Hydroxyverbindungen, von denen einige in pharmazeutischen Produkten

Anwendung finden, sind im Folgenden gezeigt.

Reduktion von B-Ketoestern
Beispiele fiir aliphatische p-Ketoester sind Acetessigsdureethylester (Nr.2) und 4-Chlor-
Acetessigsdureethylester (Nr. 7, Tabelle 3.1.1).

Tabelle 3.1.1: Beispiele flir B-Ketoester, die von S. cerevisiae reduziert werden (Bertau 2003; Csuk et al.
1991; Bardot et al. 1997; Zhou et al. 1983)

Nr. R R’ Ausbeute [%] EE [%] Konfiguration
1 CHs CHs 23 87 S
2 CHs C,Hs 61 91 S
3 C2oHs CHs 47 54 R
4 CoHs CoHs 70 100 S
5 CeHs C2Hs 65 95 S
6 (CH30)2CeHg  CoHs 30 80 R
7 CH,CI C2oHs 30 37 S
8 CH.CI CgHy7 nb >95 R
9 FsC C2oHs 32 62 R

Aromatische Ketone

Acetophenon und dessen Derivate sind Beispiele fiir aromatische Ketone.
O OH
L A .



3 Theoretische Grundlagen Seite -7-

Tabelle 3.1.2: Beispiele fur aromatische Ketone, die von S. cerevisiae reduziert werden (Nakamura et al.
2003; Pereira 1998)

Nr. R Ausbeute [%] EE[%] Konfiguration
10 H 20 100 S
11 F 67 97 R
12 Cl 37 90 R
13 CH.CI nb nb R
14 Br 9 97 R
Hydroxyketone
9 OH

R R

Tabelle 3.1.3: Beispiele flr Hydroxyketone, die von S. cerevisiae reduziert werden (Nakamura et al.
2003)

Nr. R Ausbeute [%] EE[%] Konfiguration
15 Et 58 100 R
16 CsHy4 56 100 R
17 -CH,SO,Ph 42 99 R
18 -(CH2)3S0O.Ph 74 93 R

Die bei diesen Reduktionen gewonnenen chiralen Alkohole sind Intermediate fiir verschiedene

pharmazeutische und andere chirale Zwischenprodukte (Tabelle 3.1.4).
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Tabelle 3.1.4: Chirale Intermediate fir pharmazeutische Produkte und Pheromone, die durch
Ganzzellbiotransformation aus Ketonen mit S. cerevisiae gewonnen werden kénnen (Auswahl)

Nr. Substrat Produkt Endprodukt Quelle
Carbapenem- .
AU Oguni et al. (1988);
. 3-Hydroxy- Antibiotika ;
2 Acetessigsaureethylester Buttersaureethylester Mori (1989)
Sucatol”
3-OH-3-Phenyl-
5 Ethylbenzoylacetat (EBA) Propionsaureethylester Fluoxetin Chénevert al. (1992)
(S-HPPE)
i - _ 4CI-3-Hydroxy-
7 ig}tle,rb‘?f(t;_s:gé?ureethyl buttersdureethylester Atorvastatin Pereira et al. (1998)
(S-CHBE)
8 Octyl-4-chloracetoacetat Octyl-4-Chlor-3- L-Carnitin Zhou et al. (1983)
hydroxybutanoat
. Trifluor-3- . .
9 1,4,?—Tniﬂuc3r—r thylester Hydroxybuttersdureethylester; Befloxaton Bertaut(2I0(()11 %’ggl):)aVO“
cetessigsaureethylester | "~ .o ) etal.
13 3-Chlorpropionphenon 3-Cl-1-Phenylpropan-1-ol Fluoxetin Pereira et al. (1998)

" Sucatol ist ein Pheromon

3.1.1  Reduktion von B-Ketoestern mit S. cerevisiae

Die Reduktion von [B-Ketoestern mit ganzen Zellen ist schematisch in Abbildung 3.1.1
dargestellt. Die Reaktion setzt sich aus mehreren Schritten zusammen: die Aufnahme des
Substrates durch die Zelle, die Reduktion des Ketoesters durch eine Carbonylreduktase (CR) und
den Transport bzw. die Diffusion des Produktes aus der Zelle hinaus. Bei der Reduktion wird
NAD(P)H als Cofaktor verbraucht, der in einer oder in mehreren enzymatischen Reaktionen
durch Dehydrogenasen (DH) unter Verbrauch eines Cosubstrates (Glukose, Ethanol, Acetat)

wieder regeneriert wird.

o 9 OH O
RJJ\/U\OR‘ R)\/U\OR.
CO,, H,0 ~ Glukose, Ethanol,

Acetat

Abbildung 3.1.1: Schematische Darstellung der Ganzzellbiotransformation von p-Ketoestern mit
S. cerevisiae; CR: Carbonylreduktase; DH: Dehydrogenase
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Carbonylreduktasen in S. cerevisiae

Durch DNA-Sequenzvergleich konnten Katz und Mitarbeiter (2003) 49 ,,open reading frames*
identifizieren, die moglicherweise fiir Enzyme mit Carbonylreduktase-Aktivitdt kodieren.
Sybesma und Mitarbeiter (1998) haben insgesamt acht -Ketoester-Reduktasen beschrieben, von
denen sechs 4CI-ACE reduzieren konnen (Tabelle 3.1.5). Drei Enzyme besitzen S-Spezifitit,
wobei die Laktatdehydrogenase am bedeutendsten ist (Pereira et al. 1998).

Tabelle 3.1.5: Eigenschaften bekannter B-Ketoester-Reduktasen aus S. cerevisiae, die 4CI-ACE
umsetzen kdnnen; Aktivitat: geschatzte Enzymaktivitat bezogen auf die Biomasse; " physiologische
Funktion ist nicht bekannt (Nakamura et al. 1991; Pereira et al. 1998; Sybesma et al. 1998; Shieh et al.
1985); nb: nicht bekannt

Enzym Spezifitat [mmKoT L™ ::?‘a]t [uonI:tg;""I:itnﬁ Opfi'r-rl;um
Fettsduresynthase S (>99 % EE) 1,82 303 3,2 6,7
a-Acstoxyketon R (> 99 % EE) 0,22 5,0 33-93 5.9
Reduktase

D-Enzym " S (> 99 % EE) 1,0 0,21 nb nb
L-Enzym " R (> 97 % EE) 1,0 6,6 nb nb
Aldo-Keto Reduktase R 0,13 6,2 0,7 6,7
Lakton Reduktase S nb nb 0,6 7,0
Alkoholdehydrogenase R nb nb nb nb
Laktatdehydrogenase R nb nb nb nb

Die Alkoholdehydrogenase und die Laktatdehydrogenase bendtigen NAD(H) als Cofaktor,
wihrend alle anderen Reduktasen ausschlieBlich NADP(H)-abhéngig sind (Sybesma et al. 1998;
Pereira et al. 1998). Nach Lynen (1969) akzeptiert die Fettsduresynthase auch NADH als
Cofaktor, wobei nur 25 % der Aktivitidt in Gegenwart von NADPH erreicht wird.

Die Bedeutung der Alkoholdehydrogenase bei der Reduktion von B-Ketoestern ist unklar, da die
Akzeptanz fiir diese Substrate niedrig ist (Steward 2000). 4CI-ACE wird durch die
Alkoholdehydrogenase nicht umgesetzt (Shieh et al. 1985). Nach anderen Literaturstellen kann
4CI-ACE durch die Alkoholdehydrogenase umgesetzt werden, das Enzym wird jedoch durch
4CI-ACE inhibiert (Dahl et al. 1999).

Aufgrund der unterschiedlichen Affinitdt der verschiedenen Carbonylreduktasen zu den
B-Ketoestern wird durch die Verinderung der Substratstruktur eine Anderung des Enantiomeren-
iberschusses und der Ausbeute erzielt. Ausgehend von 4Cl-ACE konnten Zhou und Mitarbeiter

(1983) durch Verldngerung der Estergruppe den Enantiomereniiberschuss von 55 % fiir den
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S-Alkohol auf iiber 95 % fiir den R-Alkohol verdndern. Gleichzeitig sank die Ausbeute jedoch
stark ab. Die Beeinflussung des Enantiomereniiberschusses ist auch iiber eine Veridnderung der
Ketogruppe moglich. So wird mit Acetessigsdureethylester ein Enantiomereniiberschuss von
>99 % erreicht, wihrend mit 4-Chlor-Acetessigsdureethylester der Enantiomereniiberschuss
82 - 90 % betragt (Dahl et al. 1999). Mit zunehmender Grofle der Ketogruppe sinkt die Ausbeute
stark ab (Athanisou et al. 2001).

Cofaktorregenerierung in S. cerevisiae

Steht Glukose als Cosubstrat zur Verfligung, so erfolgt die Regenerierung des Cofaktors
NADPH iiber den Hexosemonophosphatweg (Abbildung 3.1.2). Uber weitere enzymatische
Schritte kann Glukose vollstindig zu CO, abgebaut werden. Der Abbau von Glukose iiber den
Hexosemonophosphatweg zu Ribulose-5-Phosphat kann unter aeroben und anaeroben
Bedingungen ablaufen. Insgesamt konnen dabei mit einem Mol Glukose 6 Mol NADPH

generiert werden.

NADP NADPH H,O H*

2,
Glukose Glukose-6- _ \. 4 6-Phospho- \ 1

Phosphat gluconolacton

6-Phospho- NADP NADPH, CO,
gluconsaure SIS A Ribulose-5-Phosphat—= — Fruktose-6-Phosphat

Abbildung 3.1.2: Generierung von NADPH (iber den Hexosemonophosphatweg (Pentosephosphatweg) in
S. cerevisiae

Der Kohlenstofffluss durch den Hexosemonophosphatweg und damit die Cofaktorregenerierung
wird {liber den Stickstoffgehalt reguliert. Stickstoff steigert die Expression der
6-Phosphoglyceratdehydrogenase und damit die Generierung von NADPH aus NADP (Thomas
et al. 1996).

Weitere an der NADPH-Generierung beteiligte Enzyme sind die Isocitratdehydrogenase im
Citratcyclus und die Acetaldehyddehydrogenase. Wird Ethanol als Cosubstrat eingesetzt, erfolgt
die NADPH-Generierung iiber diese beiden Enzyme. Mit Acetat als Cosubstrat kann lediglich
die Acetaldehyddehydrogenase als Regenerierungsenzym eingesetzt werden (Sybesma et al.

1998).
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3.2 Herstellung von (S)-4-Chlor-3-Hydroxybuttersaureethylester (S-CHBE)

(8)-4-Chlor-3-Hydroxybuttersaureethylester (S-CHBE) findet als Intermediat bei der Synthese
von Statinen wie Atorvastatin (Abbildung 3.2.1) Verwendung, die als HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren wirken. Statine sind Bestandteil vieler cholesterinsenkender Medikamente und
gehoren zu den so genannten ,,Blockbustern®, Medikamente, die einen Jahresumsatz von iiber
1 Mrd. USS$ erzielen.

Die chemische Katalyse von B-Ketoestern erfolgt industriell mit verschiedenen Ruthenium-
komplexen (BINAP). Bei der Reduktion von 4CI-ACE zu S-CHBE wird ein Umsatz von 100 %
bei einem Enantiomereniiberschuss von 99 % erzielt (Losungsmittel Ethanol-Dichlorethan;
100 bar, 95 °C, 30 min, molares Substrat:Katalysator-Verhiltnis: 10 000) (Pavlov et al. 2000).
Die Kosten fiir den Katalysator belaufen sich auf ca. 40 000 US$/kg (Rozell 1999).

Abbildung 3.2.1: Struktur von Atorvastatin

Zur Herstellung von enantiomerenreinen B-Hydroxyestern wurde die Racematspaltung mit
Lipasen beschrieben. Mit der Lipase von Candida antarctica konnte R-CHBE mit einem
Enantiomereniiberschuss von 96 % bei einem Umsatz von 55 % erzielt werden (Garcia-Uridales
et al. 1999). Weitere Hydroxyester in R-Konfiguration, ausgehend von Derivaten von
R/S-CHBE, wurden mit einer Lipase aus Rhizomucor miehei hergestellt (Hoff et al. 1999).

Untersucht worden ist der Einsatz von rekombinanten Escherichia coli zur enantioselektiven
Reduktion von 4-Chlor-Acetessigsidureethylester. Als rekombinante Enzyme werden eine
Carbonylreduktase aus Candida magnoliae und zur Cofaktorregenerierung eine Glukose-
dehydrogenase aus Bacillus megaterium exprimiert. Dieser Prozess ermoglicht Ausbeuten von

86 % bei einem Enantiomereniiberschuss von 100 % (Kataoka et al. 2003; Shimizu et al. 1998).
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3.2.1 Stereoselektive Reduktion von 4CI-ACE mit Mikroorganismen

Die Fihigkeit B-Ketoester stereoselektiv zu reduzieren ist bei Mikroorganismen weit verbreitet.
Aber auch pflanzliche Zellkulturen konnen enantioselektive Reduktionen durchfiihren. Eine
Auswahl an Organismen, fiir die die Umsetzung von 4Cl-ACE zu R-CHBE bzw. S-CHBE
untersucht worden ist, ist in Tabelle 3.2.1 und Tabelle 3.2.2 wiedergegeben.

Abbildung 3.2.2: Reduktion von 4-Chlor-Acetessigsaureethylester (4CI-ACE) zu (S)-4CI-3-Hydroxy-
buttersaureethylester (S-CHBE)

Tabelle 3.2.1: Organismen, die 4CI-ACE zu S-CHBE reduzieren kénnen (Auswahl); nach: Nakamura et
al. (2003), erganzt

Organismus Aus[tt;o(;ute [E%E] Referenz

Geotrichum candidum 83 96 Patel et al. (1992)
Saccharomyces cerevisiae 28 92 Kita et al. (1999)
Lactobacillus kefir 100 100 Aragozzini et al. (1992)
Candida magnoliae 75 91 Kita et al. (1999)
Kluyveromyces lactis 97 96 Yamamoto et al. (2002)
Dancus carota (Wurzel) 50 90 Yadav et al. (2002)
Zygosaccharomyces rouxii nb 99 Hallinan et al. (1995)

Tabelle 3.2.2: Organismen, die 4CI-ACE zu R-CHBE reduzieren kdnnen (Auswahl); nach: Nakamura et
al. (2003)

. Ausbeute EE
Organismus [%] [%] Referenz
Sporobolomyces salmonicolor 51 65 Kita et al. (1999)
Lactobacillus fermentum 70 98 Aragozzini et al. (1992)
Saccharomyces cerevisiae (mit 53 9% Shieh et al. (1985)

inaktivierter Fettsauresynthase)

3.2.2 Stereoselektive Reduktion von 4CI-ACE mit S. cerevisiae

Die stereoselektive Reduktion von B-Ketoestern mit S. cerevisiae erfolgt haufig mit einem

niedrigen Enantiomereniiberschuss und geringen Ausbeuten. So schwankt der Enantiomeren-
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tiberschuss von S-CHBE bei der Umsetzung von 4Cl-ACE zwischen 17 % (Dabhl et al. 1998) und
95 % (Houng et al. 2003). Um ausreichend hohe Ausbeuten zu erzielen, sind grole Mengen an
Biokatalysator notwendig. Die Instabilitdt des Substrates in wissrigen Losungen, die Toxizitét
und die damit verbundene Deaktivierung des Biokatalysators und die hydrolytische Aktivitit der

Zellen vermindern dabei die Ausbeute bei der Reaktion.

Die Beeinflussung des Enantiomereniiberschusses durch die Variation der Reaktions-
bedingungen ist von zahlreichen Autoren untersucht worden. Beispiele fiir untersuchte
Einflussfaktoren sind die Anzuchtbedingungen der Zellen, Substratkonzentration,
Immobilisierung der Zellen, Ionenstéirke des Reaktionspuffers, Einsatz von Zweiphasensystemen
und das verwendete Cosubstrat. Die Untersuchungen beziehen sich dabei ausschlieflich auf die
Reduktionen von 4-Chlor-Acetessigsaureethylester bzw. von Acetessigsdureethylester zum

jeweiligen R- bzw. S-Alkohol. Die Einflussfaktoren sind im Folgenden dargestellt.

Anzuchtbedingungen: Dahl et al. (1998) konnten mit Zellen, die sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befanden, eine geringfiigige Steigerung des Enantiomereniiberschusses von
S-CHBE erzielen. Die Wahl der Kohlenstoffquelle, der Sauerstoffeintrag und das ,,Aushungern*
der Zellen, indem die Zellen nach erreichen einer bestimmten Zelldichte ohne Kohlenstoffquelle
weiter inkubiert werden, kann ebenfalls den Enantiomereniiberschuss beeinflussen (Ehrler et al.

1986).

Physiologischer Status der Zellen: Bertau et al. (2003) berichten, dass durch Einsatz ruhender
Zellen eine Steigerung des Enantiomereniiberschusses von S-CHBE erzielt werden kann. Bei
sehr niedrigen Substratkonzentrationen und dem Einsatz fermentierender Zellen kann eine
Inversion der Stereoselektivitit hin zum R-CHBE erreicht werden. Die Qualitit des
Biokatalysators wird auch durch die Lagerungsdauer beeintriachtigt. Bei Zellen, die iiber 10 Tage
bei +4 °C gelagert werden, sinkt der Enantiomereniiberschuss von S-CHBE im Vergleich zu

frischen Zellen (Houng et al. 2003).

Einfluss der Substratkonzentration: Aufgrund des unterschiedlichen K, der Carbonyl-
reduktasen fiir das Substrat ldsst sich der Enantiomereniiberschuss iiber die eingesetzte

Substratkonzentration beeinflussen. Bei hohen Konzentrationen an 4CI-ACE ist aufgrund des
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hohen K, fiir die Fettsduresynthase mit einer Steigerung des Enantiomereniiberschusses zu

rechnen (Shieh et al. 1985).

Immobilisierung: Die Immobilisierung von Hefezellen kann abhédngig von der eingesetzten
Matrix den Enantiomereniiberschuss beeinflussen. Eine Steigerung des Enantiomereniiber-
schusses bei der Umsetzung von 4CI-ACE zu S-CHBE wurde bei Zellen beobachtet, die in
Polyurethan immobilisiert waren (Nakamura et al. 1985). Durch geeignete Immobilisierungs-
verfahren lidsst sich auBerdem die Losungsmittelstabilitit der Zellen in Zweiphasensystemen

deutlich steigern (Kanda et al. 1998).

Ionenstirke: Hohe Ionenstirken beeinflussen den Enantiomereniiberschuss, wobei der Effekt
abhingig von dem verwendeten Salz ist (Nakamura et al. 1989b). In Natriumchloridlosungen
tolerieren die Zellen Konzentrationen bis zu 1 mol L' ohne Abnahme der Viabilitit (Blomberg

1997).

pH: Die Literaturangaben fiir den optimalen pH zur Reduktion von -Ketoestern variieren sehr
stark. Nach Bhalerao et al. (1993) betrdgt der optimale pH fiir die Umsetzung von Acetessig-
sdaureethylester zum S-Alkohol pH 4,5, wihrend Dahl et al. (1998) pH 5,0 als Optimum fiir die
Umsetzung zum R-Alkohol angibt. Fiir einen hohen Enantiomereniiberschuss bei der Umsetzung
von 4CI-ACE zum S-CHBE liegen die Literaturangaben zwischen pH 4,0 (Dahl et al. 1998),
pH 7,5 — 8,5 (Chen et al. 2002) und pH 8,0 — 9,0 (Houng et al. 2003).

Zweiphasensysteme: In Zweiphasensystemen mit organischen Losungsmitteln kann es zu einer
deutlichen Anderung des Enantiomereniiberschusses im Vergleich zu wissrigen Reaktions-
systemen kommen. Wird die Umsetzung von 4CI-ACE in Toluol, Hexan, Diethylether oder
Ethylacetat durchgefiihrt, so wird anstatt S-CHBE der R-Alkohol gebildet (Rotthaus et al. 1997).
Die verwendeten Losungsmittel haben zwei Effekte. Zum einen wirken sie als Reservoir fiir das
Substrat und senken so die effektive Konzentration in der wissrigen Phase. Zum anderen wirken
sie als spezifische Enzyminhibitoren und wirken sich so positiv auf den Enantiomereniiberschuss

aus.

Glukose: Durch Zugabe von Glukose in das Reaktionsmedium wird die Selektivitét in Richtung

S-CHBE verschoben. Vermutlich werden die an der Reaktion beteiligten Enzyme durch die
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Glukose aktiviert (Nakamura et al. 1989a). Einige Autoren verzichten auf die Zugabe von
Cosubstrat und nutzen den vorhandenen NADPH-Pool der Zellen, um die Reaktion in der
gewiinschten Stereospezifitdt laufen zu lassen (Bertau 2002; Boccu et al. 1990). Andere
Cosubstrate wie Acetat oder Ethanol konnen zu einer Verschiebung der Enantioselektivitit
filhren (Chin-Joe et al. 2001). Werden Hefezellen ohne weitere Nihrstoffe in einer Glukose-
l6sung inkubiert, so gehen sie in kurzer Zeit in Apoptose iiber. Bereits bei Glukose-

konzentrationen von 2 % beginnen die Zellen zu schrumpfen (Granot et al. 2003).

Enzyminhibitoren: Durch spezifische Enzyminhibitoren werden die Carbonylreduktasen mit
der unerwiinschten Spezifitit inaktiviert oder zumindest deren Reaktionsgeschwindigkeit
herabgesetzt.

Zur Steigerung des Enantiomereniiberschusses von S-CHBE wird héufig Allylalkohol eingesetzt
(Houng et al. 2003; Dahl et al. 1999; Ushio et al. 1993). Andere untersuchte Enzyminhibitoren
sind unter anderem 2-Cyclohexen-1-on, 2-Cyclohexen-1-ol, Butenol, Methylacrylat (Nakamura
et al. 1989a), Crotonsdure und Acetat (Ushio et al. 1993). Die Inhibierung der Alkoholdehydro-
genase durch das ionische Tensid CTAB wurde von Sekhar (1999) beschrieben.

Die Wirkung der Inhibitoren ist stark von ihrer Konzentration im Reaktionsmedium abhingig
(Nakamura et al. 1987; 1989a) und kann iiber die Dauer der Inkubation der Zellen mit dem
Inhibitor vor Substratzugabe wesentlich beeinflusst werden (Dahl et al. 1999; Houng et al.
2003). Eine deutliche Steigerung des Enantiomereniiberschusses wird besonders dann erreicht,
wenn der Enantiomereniiberschuss ohne Inhibitor sehr niedrig ist (Nakamura et al. 1989a). Der
Einsatz der Enzyminhibitoren fiihrt jedoch hédufig zu einer starken Abnahme der Ausbeute
(Houng et al. 2003; Nakamura et al. 1989a).

Die Wirkungsweise der Inhibitoren ist nicht vollstindig gekldrt. Bei Allylalkohol und anderen
ungesittigten Alkoholen wird eine Oxidation des Alkohols durch die Alkoholdehydrogenase
vermutet. Das bei der Reaktion gebildete Aldehyd fiihrt zur Bildung von Wasserstoffperoxid, das
nachfolgend die Laktatdehydrogenase inaktiviert (Pereira 1998).

Temperatur: Durch eine geeignete Temperaturerhohung und Inkubationsdauer vor Beginn der
Umsetzung kann der Enantiomereniiberschuss gesteigert werden (Cui et al. 1997; 1998; Kawai et
al. 1994). Dabei wird die unterschiedliche Tempereratursensitivitidt der R-spezifischen und der

S-spezifischen Enzyme ausgenutzt. Da die Degenerierung der Enzyme durch die Temperatur
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reversibel ist, kommt es bei niedrigen Temperaturen wieder zu einer Abnahme des

Enantiomereniiberschusses.

Acetongetrocknete Zellen: Nakamura und Mitarbeiter (1996, 1998) konnten durch den Einsatz
von acetongetrockneten Zellen von Geotrichum candidum die Ausbeute und den Enantiomeren-
tiberschuss bei der Reduktion von Acetessigsdureethylester zum S-Alkohol deutlich steigern.
Jayasinghe und Mitarbeiter (1993, 1994) setzten gefriergetrocknete Zellen von S. cerevisiae zur

Biotransformation von Acetessigsidureethylester ein.

Nebenreaktionen: Die Ausbeute bei der Umsetzung von B-Ketoestern wird durch hydrolytische
Enzyme in S. cerevisiae vermindert (Chin-Joe et al. 2000). Esterasen und Lipasen katalysieren
die Hydrolyse der Esterverbindung unter Abspaltung von Ethanol (Abbildung 3.2.3). Als weitere
Nebenreaktion wurde die reduktive Dehalogenierung von 4Cl-ACE zum Acetessigsdure-
ethylester beobachtet (Abbildung 3.2.4, Bertau 2002). Das Zielprodukt S-CHBE ist hingegen
stabil.

H,O EtOH
o K /A o
C|\/lk/COZH
cl CO,Et
\/lk/ 2 Esterase
4CI-ACE 4-Chloracetoacetat
NADH/H" NAD"
CO, o OH
3 C|\/lk \ / Cl\/k
CH
Decarboxylierung CHs 3

Chloraceton (S)-1-Chlor-2-Propanol

Abbildung 3.2.3: Hydrolyse von 4CI-ACE in S. cerevisiae (Bertau 2002)
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NAD(P)H/H NAD(P) OH
i A_,A
\/lk/ cl CO,Et
Cl CO,Et
4CI-ACE R/S-CHBE
reduktive
Dechlorierung
Cl-
o) NAD(P)H/H" NAD(P)" OH
)k/coza K /A X/COzEt
HsC N
Ethylacetoacetat R/S-3-Hydroxybutanoat

Abbildung 3.2.4: Reduktive Dehalogenierung von 4CI-ACE in S. cerevisiae (Bertau 2002)

Neben dem enzymatischen Abbau des Substrates erfolgt die Hydrolyse des Substrates in
wissriger Losung, wobei die Stabilitdt mit niedrigem pH zunimmt. 4CI-ACE erwies sich in

Ethylacetat und n-Butylacetat als stabil (Shimizu et al. 1990).

Das Problem der Substratinstabilitét in wissriger Losung und der Substrattoxizitit kann reduziert
werden, indem die Substratkonzentration in der wassrigen Phase niedrig gehalten wird. Dazu
bieten sich Zulaufverfahren an, die eine exakte Einstellung der Substratkonzentration bei
bekannter Reaktionsgeschwindigkeit ermoglichen (Bertau 2002; Shieh et al. 1985).

Der Einsatz von Dialysemembranen (Spiliotis et al. 1990), Cyclodextrinen (Nakamura et al.
1994) oder Absorberharzen wie Amberlite XAD (D’Arrigo et al. 1997; Nakamura et al. 2000)
als Substratreservoir ist mit Hinblick auf eine technische Realisierung sehr kostenintensiv.

Der Einsatz von mit Wasser nicht mischbaren Losungsmitteln ist ein intensiv untersuchter
Ansatz (Rotthaus et al. 2002; Shimizu et al. 1990). Solche Zweiphasensysteme bieten sich
insbesondere an, wenn auch das Produkt toxisch oder instabil ist und damit eine kontinuierliche

Abtrennung des Produktes aus der wissrigen Phase erforderlich ist.

3.3 Herstellung von (S)-3-Hydroxy-3-Phenyl-Propionsaureethylester (S-HPPE)

(8)-3-Hydroxy-3-Phenyl-Propionséureethylester ist ein Intermediat fiir Fluoxetin, Norfluoxetin,
Tomoxetin und Nisoxetin (Abbildung 3.1.1) die zu den bedeutendsten Antidepressiva gehoren.
Das Anwendungsspektrum von Fluoxetin umfasst dariiber hinaus Alkoholismus, chronische

Schmerzen, Migridne, Schlafstorungen, Bulimie und Angstzustinde (Kamal et al. 2002).
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Fluoxetin ist als Racemat Bestandteil des Antidepressivums Prozac, mit dem im Jahr 2002 ein
Umsatz von ca. 3 Mrd. US$ erzielt worden ist. Einige pharmakologische Wirkungen werden
bestimmten Enantiomeren des Fluoxetins zugeordnet. So ist das R-Enantiomer von Tomoxetin

neun Mal effizienter als das S-Enantiomer.

et

NHCHHCI

Abbildung 3.3.1: Struktur von Fluoxetin (R = 4-CF3), Tomoxetin (R = 2-CHj3) und Nisoxetin (R = 2-OCHy)
(Kamal et al. 2002)

Die chemische Synthese von Fluoxetin-Vorstufen erfolgt industriell iiber die stereospezifische
Hydrierung von verschiedenen aromatischen Ketonen mit Katalysatoren aus Boran- oder
Lithium-Aluminium-Hydriden (Fronza et al. 1991, Srebnic et al. 1988). Kamal et al. (2002)
verwenden eine Lipase aus Pseudomonas cepacia zur Racematspaltung fiir die Herstellung

chiraler Intermediate fiir die Synthese von Fluoxetin (Abbildung 3.3.2).

0O
OH Lipase oH \\O_/\/
S o O

T H,cP O 0AC —

Abbildung 3.3.2: Racematspaltung mit einer Lipase aus P. cepacia zur Herstellung chiraler Intermediate
fir die Fluoxetin-Synthese (Kamal et al. 2002); Ausbeute: 45 %, EE > 99 %

3.3.1  Stereoselektive Reduktion von Ethylbenzoylacetat mit Mikroorganismen

Die mikrobielle Umsetzung von Ethylbenzoylacetat zu (S)-3-Hydroxy-3-Phenyl-
Propionsidureethylester ist weit weniger intensiv untersucht worden als bei anderen -Ketoestern.
Einige Mikroorganismen, die Ethylbenzoylacetat umsetzen konnen, sind in Tabelle 3.3.1

aufgefiihrt. Dabei wurde nur die Bildung des S-Alkohols beobachtet.
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o) 0 OH ﬁ

Abbildung 3.3.3: Reduktion von Ethylbenzoylacetat (EBA) zu (S)-3-Hydroxy-3-Phenyl-
Propionséureethylester (S-HPPE)

Tabelle 3.3.1: Organismen, die EBA zu S-HPPE reduzieren kénnen (Chénevert et al. 1992)

Organismus Ausbeute [%] EE [%]
Saccharomyces cerevisiae 50 -63 87 -93
Beauveria sulfurescens 72 96
Geotrichum candidum 65 97

3.3.2 Stereoselektive Reduktion von Ethylbenzoylacetat mit S. cerevisiae

Aufgrund der Substratstruktur wird bei der stereoselektiven Reduktion von EBA mit
S. cerevisiae ein hoherer Enantiomereniiberschuss erzielt als bei der Reduktion von 4Cl-ACE.
Der Enantiomereniiberschuss von 87 —93 % (Tabelle 3.3.1) kann durch den Einsatz von
spezifischen Enzyminhibitoren wie Allylalkohol oder 2-Cyclohexen-1-on weiter gesteigert
werden (Bardot et al. 1997). Mit ruhenden Zellen wird ein geringerer Umsatz und Enantiomeren-
tiberschuss erzielt als beim Einsatz von fermentierenden Zellen.

Als Nebenreaktion kommt es zu einer Dekarboxylierung des Substrates und als Nebenprodukt
tritt Acetophenon auf. Diese Nebenreaktion kann durch den Einsatz fermentierender Hefen oder
durch die Zugabe von 2-Cyclohexen-1-on oder Sucrose als Cosubstrat minimiert werden (Bardot
et al. 1996).

Im Vergleich zu aliphatischen B-Ketoestern erfolgt die Umsetzung von Ethylbenzoylacetat
deutlich langsamer und erfordert eine deutlich hohere Biokatalysatorkonzentration, wenn
vergleichbare Umsitze erzielt werden sollen (Tabelle 3.3.2). Die Umsetzungsrate wird durch die
sterische Hinderung des Phenylrestes reduziert und nimmt mit dem Abstand des Phenylrestes zur
Carbonylgruppe zu. Den sehr niedrigen Umsatz von Ethylbenzoylacetat in Reaktionssystemen
mit organischen Losungsmitteln fithrt North (1996) auch darauf zuriick, dass aufgrund der

Hydrophobizitit kein Substrat in die wissrige Phase und damit in die Zelle gelangt.
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Tabelle 3.3.2: Einfluss der Substratstruktur auf die Umsetzung mit Saccharomyces cerevisiae in
Petrolether; die Hefekonzentration gibt die Einsatzmenge an Biokatalysator an (Athanisou et al. 2001)

Substrat Hefekonzentration Umsatz
[g mmol L™ [%]
i
@/\\/%a 20 21
OEt
i
@Woa 10 100
(0] (0]
T 1 100
HsC OFEt

Aus S. cerevisiae ist eine NADPH-abhingige Carbonylreduktase isoliert worden, die Ethyl-
benzoylacetat zum R-HPPE mit einem Enantiomereniiberschuss von 72 % reduzieren kann.

Beim Einsatz ganzer Zellen wird jedoch das S-Enantiomer mit einem Enantiomereniiberschuss

von 88 % gebildet (Ema et al. 2001).

34 Rekombinante Mikroorganismen

Der Enantiomereniiberschuss bei der Ganzzellbiotransformation von 4CI-ACE mit Wildtyp
S. cerevisiae kann durch gezieltes Uberexprimieren oder Ausschalten der Gene der einzelnen
Carbonylreduktasen beeinflusst werden. Rodriguez und Mitarbeiter (1999) haben mit der
Fettsduresynthase und der Aldo-Keto-Reduktase zwei Enzyme unterschiedlicher Stereo-
selektivitit iiberexprimiert bzw. ausgeschaltet. Damit konnte bei der Reduktion von Acetessig-
sdureethylester der Enantiomereniiberschuss des korrespondierenden Alkohols gezielt beeinflusst
werden, ohne jedoch den Enantiomereniiberschuss auf iiber 88 % steigern zu konnen. Katz et al.
(2003b) setzten rekombinante S. cerevisiae mit iiberexprimierten Carbonylreduktasen fiir die

enantioselektive Reduktion von cyclischen Ketonen ein.

In dieser Arbeit wurden zwei rekombinante Hefen eingesetzt. Fiir die mikrobielle Herstellung
von S-CHBE sind zwei Enzyme besonders geeignet, die Fettsduresynthase aus S. cerevisiae
(Tabelle 3.1.5) und die Carbonylreduktase aus Candida magnoliae (Tabelle 3.2.1).

Die Carbonylreduktase aus Candida magnoliae wird bereits in E. coli zur Herstellung von
S-CHBE exprimiert (Kizaki et al. 2001). Das Substratspektrum beschrinkt sich jedoch auf

Ketoester mit kleinen Substituenten an der Ketogruppe. 4-Brom-Acetessigsdureethylester,
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4-Fluor-Acetessigsdureethylester oder Ketone mit aromatischen Substituenten werden nicht
umgesetzt. Auch Anderungen der Esterkette fiihren zu einer starken Abnahme der Aktivitiit des
Enzyms (Shimizu et al. 1998).

Bei S. cerevisiae ist die Fettsduresynthase das Enzym mit der hochsten Aktivitit (Tabelle 3.1.5).
Dariiber hinaus verfiigt die Fettsduresynthase iiber ein weites Substratspektrum, was sie auch fiir

andere Anwendungen interessant macht (Rodriguez et al. 2001; Shieh et al. 1985).

Tabelle 3.4.1: Kinetische Daten der eingesetzten Carbonylreduktasen (Lynen 1969; Shieh et al. 1985;
Shimizu et al. 1998)

Fettsauresynthase Carbonylreduktase
(S. cerevisiae) (C. magnoliae)
EE (S-CHBE) >99 % >99 %
Km (4CI-ACE) 1,8 mmol L™ 4,6 mmol L™
K (NADP) 0,06 mmol L 0,01 mmol L

Die Carbonylreduktase aus C. magnoliae wurde in P. pastoris iiberexprimiert (Wich et al. 2001).
Als Regenerierungsenzym wurde die Glukosedehydrogenase (GDH) aus B. subtilis verwendet
(Yamamoto et al. 2003). Beide Enzyme stehen unter der Kontrolle des methanolinduzierten
Alkoholoxidase-Promotors (AOX-Promotor), wodurch eine hohe Expressionsleistung erzielt
wird.

Die Uberexpression der Fettsiduresynthase erfolgte in S. cerevisiae (Wich et al. 2001). Bei
diesem Enzym handelt es sich um einen Enzymkomplex aus zwei Untereinheiten, wobei die
Reaktion durch die B-Untereinheit katalysiert wird. Das verwendete Plasmid codiert fiir die
B-Untereinheit der Fettsduresynthase. Die Expression erfolgt konstitutiv unter der Kontrolle des
Promotors der Phosphoglyceratkinase. Aufgrund eines regulatorischen Elements innerhalb des
Gens fiir die B-Untereinheit erfolgt die Coexpression der a-Untereinheit (Wenz et al. 2001). Die
Expression der Glukosedehydrogenase zur Cofaktorregenerierung erfolgt unter der Kontrolle des

Promotors der Alkoholdehydrogenase.

Tabelle 3.4.2: Substrate der Fettsauresynthase (Auswahl); nicht umgesetzt werden a-substituierte p-
Ketoester; nach: Heidlas et al. (1988), Rodriguez et al. (1999), Shieh et al. (1985), Sybesma et al. (1998)

R’ = CHg;
o) o) R = CI'CH2

M R’ = (CHy)1.7CH3
R OR' R = CHg;

R = CH3(CHy)1-2

)|\ R” = (CHy); ,.COOH
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Abbildung 3.4.1: Eingesetzte rekombinante Biokatalysatoren: P. pastoris mit Uberexprimierter
Carbonylreduktase (CR) aus C. magnoliae und Uberexprimierter Glukosedehydrogenase (GDH) aus
B. subtilis a.) S. cerevisiae mit Gberexprimierter hefeeigener Fettsduresynthase (FAS) und
Uberexprimierter Glukosedehydrogenase aus B. subtilis b.). Die Glukonsaure kann zum Teil von den
Zellen weiter verstoffwechselt werden

3.5 Zweiphasensysteme in Bioprozessen

Zweiphasensysteme bestehen aus einer wissrigen Phase und einer in Wasser unldslichen Phase.
Bei der in Wasser unloslichen Phase kann es sich um Feststoffe (Cyclodextrine, Resine) oder um
organische Losungsmittel handeln. Im Folgenden werden nur Zweiphasensysteme mit einer in
Wasser unloslichen fliissigen Phase betrachtet. Einige Vor- und Nachteile von zweiphasigen

Biotransformationen sind in Tabelle 3.5.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.5.1: Vor- und Nachteile zweiphasiger Bioprozesse

Vorteile Nachteile

Hoéhere Substrat- und Produktmengen bei

schlecht wasserl6slichen Substanzen Toxizitat des Losungsmittels

Reduzierung toxischer oder inhibierender Inhibierung durch das Lésungsmittel

Effekte
Verschiebung von Reaktionsgleichgewichten Bildung von stabilen Emulsionen
Vereinfachung der Aufarbeitung Schaumbildung

Einige Beispiele fiir Ganzzellbiotransformationen mit S. cerevisiae und P. pastoris in

Zweiphasensystemen sind in Tabelle 3.5.2 aufgefiihrt.
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Tabelle 3.5.2: Ganzzellbiotransformationen mit S. cerevisiae und P. pastoris in Zweiphasensystemen
(Ledn et al. 1998; Nikolova et al. 1992)

Katalysator Reaktion Lésungsmittel

P. pastoris Oxidation von hochmolekularen Alkoholen Hexan

P. pastoris,

immobilisiert Benzylalkohol zu Benzaldehyd Xylol, Decan
n-Butylacetat,

S. cerevisiae Benzaldehyd und Pyruvat zu Phenylacetyl Carbinol Ethylacetat, Toluol,
Hexan

S. cerevisiae Ethanolbildung aus Glukose Dodecanol

S. Cerevisiae ;i 24 Vanillyl Alkohol Dodecanol

immobilisiert

S. cerevisiae Benzaldehyd zu Benzylalkohol Hexan

immobilisiert

Werden Zweiphasensysteme in Biotransformationsprozessen eingesetzt, so werden an das
Losungsmittel folgende Anforderungen gestellt (Bruce et al. 1991):
¢ Geringe Toxizitdt gegeniiber dem eingesetzten Biokatalysator
¢ Optimaler Verteilungskoeffizient fiir das Substrat oder Produkt
® Hohe Selektivitit
¢ Geringe Tendenz zur Emulsionsbildung
e Geringe Wasserloslichkeit
e Hohe chemische und thermische Stabilitét
e Optimale Eigenschaften fiir die Produktaufarbeitung
¢ Nicht biologisch abbaubar
e Ungiftig

e Preiswert, in groBen Mengen verfiigbar

Die Biokompatibilitit ist eine wesentliche Grofe, die iiber die Einsetzbarkeit eines organischen
Losungsmittels entscheidet. Zur Beschreibung der Biokompatibilitdit von organischen
Losungsmitteln werden GroBen wie Hildebrandt-Parameter, Dielektrizitdtskonstante, Dipol-
moment oder die Polarisierbarkeit herangezogen. Am weitesten verbreitet ist der ,,.LogP*
(Hansch-Parameter), der Logarithmus des Verteilungskoeffizienten fiir das betreffende
Losungsmittel in einem 1-Octanol/Wasser System. Der LogP beschreibt die Hydrophobizitit des
Losungsmittels (Leon et al. 1998). Dabei nimmt die Biokompatibilitidt des Losungsmittels mit
steigendem LogP zu. Um eine Schéadigung von S. cerevisiae zu vermeiden, ist ein LogP des

Losungsmittels von mindestens 4 erforderlich (Bruce et al. 1991). Damit die Zellen in Gegen-
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wart des Losungsmittels wachsen konnen, muss der LogP mindestens 6 betragen (Kawamoto et
al. 2001).

Der LogP beschreibt die Biokompatibilitit jedoch nur unzureichend, da fiir das MaBl der
Zellschiadigung die Loslichkeit des organischen Losungsmittels in der Zellmembran von
entscheidender Bedeutung ist. Die Loslichkeit hingt aber auch von der Molekiilstruktur ab
(Bruce et al. 1991; Ledn et al. 1998; Salter et al. 1995). Organische Losungsmittel mit hoher
Biokompatibilitit sind fiir den Einsatz in Zweiphasensystemen jedoch hiufig wenig geeignet, da
die Substrate und Produkte darin schlecht 16slich und die Reaktionsraten hdufig niedrig sind
(Salter et al. 1995).

Nikolova et al. (1992) haben den Einfluss verschiedener mit Wasser nicht mischbarer
Losungsmittel auf S. cerevisiae untersucht. Dabei haben Hexan (LogP =4,1), Decan
(LogP = 6,6) und Toluol (LogP = 2,5) keinen zellschdadigenden Effekt gezeigt. Mit n-Butylacetat
(LogP =1,7) als organischem Losungsmittel waren die Zellen nach bis zu 2 h, mit Ethylacetat
(LogP =0,7) nach bis zu 6 h intakt. Die Aktivitdt des Biokatalysators korreliert dabei aber nicht
mit dem Grad der Zellschddigung oder der Viabilitdt der Zellen (Nikolova et al. 1992; Salter et
al. 1995).

In einem System mit isolierter Glukosedehydrogenase aus B. megaterium und einer
Aldehydreduktase aus S. salmonicolor haben Shimizu und Mitarbeiter (1990) nach dem
optimalen Losungsmittel fiir die Umsetzung von 4CI-ACE gesucht. Dabei wurde der
Verteilungskoeffizient fiir die Losungsmittel Ethylacetat, n-Butylacetat, 1-Octanol, Chloroform,
Dichlormethan, Tetrachlorkohlenstoff, Dichlorethan, Benzylchlorid und 2-Butanol untersucht.
Von den getesteten Losungsmitteln war der Verteilungskoeffizient von 4Cl-ACE und R-CHBE
mit Ethylacetat am hochsten (k = 16,2 bzw. 23,5). Gleichzeitig wurden aber die Enzyme schnell
inaktiviert. Die Verteilungskoeffizienten sind mit n-Butylacetat etwas niedriger (k= 10,6 und
15,8), die Enzyme werden jedoch praktisch nicht geschidigt. Alle anderen Losungsmittel hatten
schlechtere Extraktionseigenschaften oder fiihrten zu einer sehr schnellen Inaktivierung der
Enzyme.

Aufgrund der Vielzahl an Variablen, die die Wahl des Losungsmittels fiir Biotransformationen
beeinflussen konnen, ist eine theoretische Vorhersage fiir das optimale Losungsmittel nicht

moglich, sondern muss fiir jeden Anwendungsfall experimentell bestimmt werden.
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3.6 Tenside

Tenside werden in Biotransformationen zur Steigerung der Ausbeute und der Reaktionsraten
eingesetzt. Dabei spielen drei Effekte eine Rolle: die Permeabilisierung der Zellmembran bei
Ganzzellbiotransformationen, die verbesserte Loslichkeit von schwer wasserldslichen

Substanzen und die Aktivitétssteigerung von Enzymen.

Durch die Permeabilisierung kann der diffusive Stofftransport durch die Zellmembran erhoht
und so die Aktivitit der Biokatalysatoren gesteigert werden. Eine effektive Permeabilisierung
von S. cerevisiae, bestimmt aus der Messung intrazellularer Enzymaktivititen, wurde mit
Triton X-100, Pluronic L-35, Pluronic F-68 und Pluronic F-38 (Laouar et al. 1992) und
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB; Gowda et al. 1992) beobachtet. Dabei wurde mit
1 % v/v Triton X-100 die maximale Wirkung erzielt. Bis zu einer maximal getesteten
Konzentration von 1,5 % v/v Triton X-100 war keine zellschidigende Wirkung bei Hefen
festzustellen (Laouar et al. 1996).

Werden Tenside in Zweiphasensystemen eingesetzt, so bilden sich durch die Verringerung der
Grenzflichenspannung Mikrotropfen aus. Durch die vergroBerte spezifische Phasengrenzfliche
werden Stofftransportlimitierungen reduziert (Ledn et al. 1998).

Tenside konnen auf Enzyme stabilisierend wirken, wie fiir eine Hydrolase in Gegenwart von
Tween 80 gezeigt wurde (Gong et al. 2003). Eine Steigerung der Aktivitidt von Enzymen wurde
durch Triton X-100 beobachtet (Roughan 1997).

3.7 Alkohole

Neben der Funktion als spezifische Enzyminhibitoren einiger kurzkettiger Alkohole
(Kapitel 3.2.2) konnen Alkohole als Loslichkeitsvermittler von schwer wasserloslichen
Substraten eingesetzt werden (Léon et al. 1998). Mit Methanol, Ethanol und 2-Propanol kann die
Zellmembran permeabilisiert, und damit die Aktivitit der Zellen gesteigert werden (Flores et al.

1994; Kondo et al. 2000; Liu et al. 1999, 2001).

3.8 Ganzzellreduktionen von Ketoestern im industriellen MaBstab

Trotz zahlreicher Untersuchungen zur Herstellung von chiralen Alkoholen mittels Ganzzellbio-

transformation sind nur wenige industriell eingesetzte Verfahren bekannt. Die Ausbeuten in den
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Prozessen sind in der Regel sehr niedrig, und hiufig erreicht die Produktreinheit nicht die
notwendige Qualitéit. Eine Auswahl an industriell eingesetzten Ganzzellbiotransformationen ist

in Tabelle 3.8.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.8.1: Industriell eingesetzte enantioselektive Reduktionen von Ketoestern

Hersteller Substrat Katalysator Aus[tt;?ute EE [%] MaBstab Quelle
(<]

. 4-Chlor- . . .
Bristol-Myers I Ganzellbiotransformation Liese et al.
Squibb, USA  Acetessigsaure- ' =" o didum 95 99 750L (2000)

ethylester

4-Chlor- . .

C Ganzellbiotransformation Kataoka et

Kaneka, Japan Acetessigsaure- mit rek. E. coli 89 100 nb al. (2003)

ethylester
Rohner AG, Acetessigdure-  Ganzellbiotransformation 60 - 75 > 98 nb Bertau et al.
Schweiz ethylester mit S. cerevisiae (2000)
3.9 Biologische Grundlagen verwendeter Biokatalysatoren

3.9.1 Saccharomyces cerevisiae

Die Hefe S. cerevisiae ist als Bécker- oder Bierhefe der am lidngsten vom Menschen genutzte
Mikroorganismus. S. cerevisiae kann sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben
Bedingungen Katabolismus durchfithren. Unter aeroben Bedingungen wird Glukose iiber die
Glykolyse und den Citratcyclus zu CO, abgebaut. Unter anaeroben Bedingungen werden neben
CO; noch Acetat und Ethanol als Endprodukte gebildet. Die Energie, die die Zelle aus diesem
Prozess gewinnen kann, ist gegeniiber dem aeroben Katabolismus deutlich niedriger und das
Wachstum ist stark verlangsamt.

Um einen hohen Zuwachs an Biomasse zu erzielen, ist die Aufrechterhaltung von aeroben
Bedingungen bei der Anzucht zu gewihrleisten. Bei Uberschreiten von niedrigen Glukose-
konzentrationen von ca. 0,6 mmol L™ (100 mg L) ist die vollstindige Oxidation zu CO, und
H,O auch unter aeroben Bedingungen nicht mehr moglich (Uberschussmetabolismus, Crabtree-
Effekt). Dabei tritt eine Absittigung der Pyruvatdehydrogenase auf und Pyruvat wird zu Ethanol,
Acetaldehyd und Acetat abgebaut (Abbildung 3.9.1, Walker 1999). Wird der Grenzwert von
0,6 mmol L unterschritten, kann die Zelle die Metaboliten Ethanol und Acetat aerob zu CO,

veratmen.



3 Theoretische Grundlagen Seite -27-

Glukose

v

¢ Glykolyse

¢ Pdc Adh
Pyruvat——> Acetaldehyd ——> Ethanol

2
Pdhl 1 lAcdh
Acs

AcCoA <4— Acetat

co,

Abbildung 3.9.1: Abbauwege von Pyruvat in S. cerevisiae. Pdc: Pyruvatdecarboxylase; Adh:
Alkoholdehydrogenase; Pdh: Pyruvatdehydrogenase; Acs: Acetyl-CoA Synthase; Nummern geben die
Anzahl an Enzymen an, die am jeweiligen Reaktionsschritt beteiligt sind (Lei et al. 2001)

Aufgrund der Inhibierung des Zellstoffwechsels durch Ethanol sollte durch eine geeignete
Prozessfiihrung die Ethanolbildung vermieden werden. Hierfiir werden Zulaufverfahren
eingesetzt, die ein genaues Einstellen der Glukosekonzentration in dem Anzuchtmedium

ermoglicht.

3.9.2 Pichia pastoris

P. pastoris gehort zu den Hefen, die in der Lage sind, Methanol als alleinige Kohlenstoff- und
Energiequelle zu verwerten. Aufgrund dieser Eigenschaft wurde sie zuerst fiir die Herstellung
von Einzellerprotein eingesetzt (Curvers 2001). Stehen andere Kohlenstoffquellen zu Verfiigung,
so entspricht der Stoffwechsel im Wesentlichen dem anderer aerob wachsender Mikro-

organismen.

Die Bedeutung als Wirtssystem fiir die Herstellung rekombinanter Proteine hat P. pastoris durch
die Entdeckung sehr starker Promotoren erlangt. Inzwischen steht ein kommerziell vertriebenes
Expressionssystem, basierend auf dem durch Methanol induzierten AOX-Promotor, zur
Verfiigung. Daher ist P. pastoris besonders fiir die Expression von rekombinanten Proteinen

geeignet.
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3.10 Mikrobielles Wachstum

Das Wachstum von Mikroorganismen beschreibt die Zunahme der Zellzahl und die damit
verbundene Zunahme der Biomasse. Fiir Mikroorganismen kann das Wachstum durch die
Wachstumsrate p iiber die Zunahme der Biomassenkonzentration cx und die Verdoppelungs-

zeit tp der Zellen beschrieben werden:

;=12 (1,2)
U

Wird eine bestimmte Anzahl von Mikroorganismen zum Zeitpunkt t =0 in ein Nihrmedium
iiberfiihrt, so wird mit fortlaufender Reaktionszeit eine Zunahme der Biomasse beobachtet. Der
Verlauf der Biomassenkonzentration kann in mehrere Wachstumsphasen eingeteilt werden

(Abbildung 3.10.1):

“ N\

Cx

Zeit

Abbildung 3.10.1: Wachstumskurve in einer Satzkultur; Anderung der Biomassenkonzentration in
Abhéangigkeit von der Zeit

In der Verzogerungsphase (Lag-Phase, 1) adaptiert sich der Stoffwechsel der Zellen an die neuen
Wachstumsbedingungen und es ist kein Wachstum festzustellen. Mit der Ubergangsphase (2)
setzt das Wachstum langsam ein. Die exponentielle Wachstumsphase (3) ist durch die
exponentielle Zunahme der Biomasse charakterisiert. Keine fiir das Wachstum notwendige
Komponente ist limitierend. In der Substratlimitierungs-Phase (4) geht die Biomassenzunahme
langsam zuriick, da eine oder mehrere Medienkomponenten limitierend wirken. Die maximale

Biomassenkonzentration wird in der stationidren Phase (5) erreicht. Wachstum und Absterben der
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Zellen stehen im Gleichgewicht. Mit Ende der stationdren Phase iibersteigt die Absterberate die

Wachstumsrate (6, 7).

Analog zur Definition der Wachstumsrate u konnen die spezifische Substrataufnahmerate gs und

die spezifische Produktbildungsrate gp definiert werden:

(3,4

Der Ertragskoeffizient Yyx;s verkniipft die gebildete Biomasse mit der verbrauchten

Substratkonzentration:

dc
Yys zi (%)

Die Sauerstoffaufnahmerate OUR gibt an, wie viel Sauerstoff die Hefezellen beim Wachstum

veratmen:

OUR [mol - (Lh)"|= Ve (coz,m ~Co.om ) 22.414mol-L" V
R R

wobei Vges die Begasungsrate darstellt.

Die Berechnung der Kohlendioxidbildungsrate CER erfolgt analog zur Sauerstoffaufnahmerate:

1 1
. ——(7)
22414 mol- L™V,

CER [m()l' (L h)_l]z Vges (CCOZ,in - CC02,0uL)
Der Respirationskoeffizient RQ ist das Verhiltnis aus der Kohlendioxidbildungsrate und der

Sauerstoffaufnahmerate:

CER
RO =—">
Q OUR ®)

Wird als Kohlenstoffquelle Glukose eingesetzt, so hat der RQ unter aecroben Bedingungen bei
vollstindiger Veratmung zu CO; und H>O den Wert 1. Ein Wert groBer als eins zeigt die Bildung
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von Girungsprodukten wie Ethanol oder Acetat an. Wird Ethanol oder Acetat als einzige

Kohlenstoffquelle verbraucht, sinkt der Respirationskoeffizient auf Werte unter eins.

3.1 Kultivierung von Mikroorganismen

Fir die Kultivierung von Mikroorganismen sind drei Verfahren von Bedeutung: das

Satzverfahren, das Zulaufverfahren und das kontinuierliche Verfahren.

3.11.1 Wachstum im Satzverfahren

Kultivierungen im Schiittelkolben sind ein typisches Beispiel fiir Satzverfahren. Im
Satzverfahren werden alle notwendigen Nihrstoffe vorgelegt. Die stindig zunehmende Biomasse
verbraucht die  Nihrstoffe, bis eine Limitierung auftritt. Bei  sehr hohen
Biomassenkonzentrationen kann die Sauerstoffversorgung limitierend wirken, so dass trotz
ausreichender Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen das Wachstum zum Erliegen kommt. Bei
hohen Substrat- und Biomassenkonzentrationen und mangelnder Sauerstoffversorgung kommt es
hiufig zur Bildung von Gérungsprodukten wie Ethanol oder Acetat, die ein weiteres Wachstum
inhibieren. Aufgrund dieser Einschrinkungen kann mit Satzverfahren nur eine begrenzte
Biomassenkonzentration erzielt werden. Die Stoffbilanz einer Komponente ¢; und der

spezifischen Reaktionsrate r; fiir einen ,idealen Riihrkesselreaktor wird durch folgende

Gleichung beschrieben:
dc,

Wird die Biomasse als Komponente ¢; betrachtet, so geht Gleichung (9) in Gleichung (1) mit

r; = ber. Fiir den Konzentrationsverlauf eines Substrates cs gilt:

des _ | 4 g e, (10)
dt Yy/s

mit dem Erhaltungsstoffwechsel der Zellen m;.
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3.11.2 Wachstum im Zulaufverfahren

Das Zulaufverfahren kann als ein verlidngertes Satzverfahren betrachtet werden. Nach Erreichen
eines definierten Zustandes eines Satzverfahrens, in der Regel der Verbrauch von vorgelegten
Nihrstoffen, erfolgt die Zudosierung der limitierenden Niahrstoffe iiber einen Zulauf. Zulauf-
verfahren werden eingesetzt, wenn hohe Produktausbeuten erzielt werden sollen.
Kontinuierliches Zudosieren von Nihrstoffen verhindert das Auftreten vom Uberschuss-
metabolismus. Gleichzeitig wird die Produktionsphase im Vergleich zum Satzverfahren

verlangert. Die Stoffbilanz fiir die Komponente c; ergibt sich im Zulaufverfahren nach:

d (VR -c;)
—t=c ‘F.+r-c, -V 11
df io ein i X R ( )
mit dem Reaktionsvolumen Vi und dem Zulaufstrom F,;,. Der Konzentrationsverlauf der

Biomasse cx und der Komponente c; ergibt sich damit nach:

d

Vi C; =—Cx Byt ey Vy (12)
d

Vi s :(Cso_cs)'Fem_ £ +mg |-cx Vi (13)
dt Yy

3.12  TropfengroBenverteilung

Bei dem Einsatz gering wasserloslicher Substrate oder in Zweiphasensystemen mit einer
wasserunloslichen Komponente, entsteht hiufig das Problem der Stofftransportlimitierung und
daraus resultierend niedrige Reaktionsraten aufgrund ungeniigender Durchmischung. Eine
wesentliche Aufgabe bei der Auslegung solcher Prozesse ist die Reduzierung der
Stofftransportlimitierung. Diese kann im Wesentlichen durch die Erhdhung der spezifischen
Phasengrenzfliche zwischen der wissrigen und der wasserunloslichen Phase erreicht werden.

In einem geriihrten System haben die sich ausbildenden Tropfen keine einheitliche Grof3e,
sondern sind durch eine TropfengroBenverteilung charakterisiert. Die TropfengroBenverteilung
hingt sowohl vom Stoffsystem als auch von der Art der Durchmischung ab. Zur Beschreibung

der Verteilungen konnen zwei unterschiedliche Funktionen herangezogen werden: die

Verteilungsdichtefunktion ¢, (d) und die Verteilungssummenfunktion [oN (d). Die Verteilungs-
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summenfunktion gibt den Anteil der Tropfen an der Gesamtanzahl an, der kleiner als eine
bestimmte Tropfengrofle ist. Die Verteilungssumme kann somit Werte zwischen 0 und 1
annehmen. Die Verteilungsdichte beschreibt den Anteil der Tropfen an der Gesamtanzahl, der in

ein bestimmtes Groflenintervall fallt.

Beim Dispergieren wird nach einer bestimmten Dispergierdauer ein Gleichgewichtszustand
erreicht, in dem sich die Tropfengrofenverteilung nicht mehr @ndert. Dieser Gleichgewichts-
zustand wird auch als Beharrungszustand bezeichnet. Eine Grof3e, mit der die sich ausbildende

Tropfengrofle beschrieben werden kann, ist der Sauterdurchmesser ds;:

YA (14)

32 T 2
Snd

mit n; der Anzahl der Tropfen innerhalb eines Intervalls und d; dem Durchmesser der Tropfen
innerhalb eines Intervalls. Der Sauterdurchmesser ist als Verhiltnis der Summe der Volumina

der Tropfen dividiert durch deren Oberfliche definiert.

Aus dem Volumen der dispersen Phase und dem Sauterdurchmesser lisst sich, unter der Voraus-

setzung, dass die Tropfen ideal kugelformig sind, die spezifische Phasengrenzfldache a ableiten:

r-d? )

VT Srdle d,

wobei ¢, den Phasenanteil der dispersen Phase (wasserunlosliche Phase) darstellt. Da der
Sauterdurchmesser auch fiir bimodale Verteilungen der Tropfengrofe angegeben werden kann,
ist zur vollstindigen Beschreibung des Dispersionsvorganges immer auch die Darstellung der

Verteilungsdichtefunktion notwendig.
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Leistungseintrag im Riihrkesselreaktor
Zur Dispergierung der dispersen Phase muss mechanische Energie in den Riihrkesselreaktor
eingebracht werden. Im turbulenten Stromungsbereich bei Reynoldszahlen Re > 10* gilt fiir den

Leistungseintrag des Riihrers folgender Zusammenhang:

2
Re:nlj (16)
P=Ne-p-n’-d’ (17)

Mit P der Riihrerleistung, Ne der Newton-Zahl, p der Dichte des Mediums, n der Drehzahl des

Riihrers, d dem Riihrerspitzendurchmesser und u der dynamischen Viskositiit.

Die Newton-Zahl (Leistungskennzahl) ist eine Funktion der Gasdurchsatzkennzahl Q, der

Reynolds-Zahl Re und der Froude-Zahl Fr:

__4 18
Q R (18)
Fr="d (19)

g
Ne = f(O, Re, Fr) (20)

mit g der Begasungsrate und g der Erdbeschleunigung.

Modellierung des Dispergiervorganges

Fir die Beschreibung der Tropfengroe in Abhéngigkeit vom Leistungseintrag und den
physikalischen Eigenschaften der beteiligten Phasen existieren in der Literatur zahlreiche
Modelle, die sich aufgrund der Komplexitét haufig nur auf bestimmte Stoffsysteme beschrianken.
Fiir die mathematische Beschreibung der Dispergiervorginge sind zwei Kennzahlen von

Bedeutung. Die erste ist die Viskositidts-Kennzahl V;:
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v = Ha 21)

T (pi0)™

wobei u, die dynamische Viskositidt der dispersen Phase, o, die Dichte der dispersen Phase und

o die Grenzflichenspannung zwischen beiden Phasen ist.

Die zweite wichtige Kennzahl ist die Weber-Zahl We:

n2d3
Weo 4P (22)
O

Hinze (1955) hat fiir stark verdiinnte Dispersionen, in denen die Viskositit der beteiligten Phasen

vernachlidssigt werden kann, folgende Beziehung aufgestellt:
d -
o e, ey o

mit dp.x dem maximalen Tropfendurchmesser, d dem Riihrerspitzendurchmesser und einer stoff-
spezifischen Konstanten c;.
Diese Gleichung kann fiir die Berticksichtigung von Koaleszenzvorgidngen mit den Konstanten

¢> und c¢; erweitert werden:

2, (1+c,p,)-(Ve) (24)

Dabei wird die Annahme gemacht, dass ein linearer Zusammenhang zwischen dem Phasenanteil
der wasserunloslichen, dispersen Phase und dem maximalen Tropfendurchmesser besteht. Diese
Beziehungen gelten fiir den Fall vollstindiger turbulenter Durchmischung (Reynolds-Zahl
Re > 10" und fiir geringe Dichte- und Viskositéitsunterschiede der Phasen. Fiir Stoffsysteme, bei
denen die Viskositit nicht vernachlissigt werden kann, erfolgt eine zusitzliche Korrektur iiber

die Viskositits-Kennzahl.

Von den in der Literatur beschriebenen Modellen wurden zwei exemplarisch fiir die Berechnung

der mittleren TropfengroBe aus den physikalischen Daten der untersuchten Phasen ausgewdhlt.
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Das Modell von Brown et al. (Zhou 1998) basiert auf Gleichung 24 und gilt fiir einen Volumen-

anteil der dispersen Phase von 0,05 — 0,3:

% =0,051-(1+1314-¢,)- (We)™° (25)

Bei stark verdiinnten Losungen geht der Term (1+1,314-g0v) gegen 1, und die Gleichung

vereinfacht sich entsprechend Gleichung 23 (mit ¢; = 0,051).
Das Modell nach Calabrese (Zhou 1998) vernachlissigt die Koaleszenzvorginge, gilt also
hauptsichlich fiir stark verdiinnte Losungen. Zusitzlich beriicksichtigt das Modell jedoch die

Viskositit:

% = 0,053(We) *° - (1+0,91 v, )5 (26)

3
Bei niedrigen Viskositdten geht der Term (1 +0,91 V% )A gegen 1, und das Modell vereinfacht

sich entsprechend Gleichung 23 (mit ¢; = 0,053). Andere publizierte Modellgleichungen basieren
im Wesentlichen auf diesen beiden Gleichungen. Eine Gesamtiibersicht iiber die verschiedenen

publizierten Korrelationen ist in Zhou (1998) zusammengestellt.

3.13  Versuchsplanung

Die Reduktion von B-Ketoestern durch ganze Zellen wird von einer Vielzahl unterschiedlicher
Reaktionsbedingungen beeinflusst: Zusammensetzung des Mediums mit unterschiedlichen
Medienkomponenten (Puffer, Salze, Cosubstrat), Substratkonzentration, pH, Temperatur,
eingesetzte Biokatalysatorkonzentration und andere. Trotz der groBen Anzahl an Einfluss-
variablen wird bei der Optimierung der Reaktionsbedingungen héufig nur der Einfluss einer
GroBe untersucht, wihrend alle anderen Variablen konstant gehalten werden (,,One-at-a-Time*
Ansatz). Interaktionen der einzelnen Grofen werden nicht beriicksichtigt. Bei diesen
eindimensionalen Suchstrategien ist es praktisch unmoglich, in einem multivarianten System mit
einer begrenzten Anzahl an Experimenten ein Optimum zu finden (Weuster-Botz 2000).

Nur wenige Autoren haben zur Optimierung der Ganzzellbiotransformation von B-Ketoestern

mit S. cerevisiae eine Versuchsplanung zur Optimierung der Reaktionsbedingungen durch-
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gefiihrt. Dies ist umso erstaunlicher, wenn die Anzahl der publizierten Arbeiten zu diesem
Thema betrachtet wird. Bocci und Mitarbeiter (1990) verwendeten zur Optimierung der
Umsetzung von Acetessigsdureethylester zum S-Alkohol ein faktorielles Design mit vier
Variablen (Temperatur, Substratkonzentration, Biokatalysatorkonzentration, Reaktionszeit), um
die Ausbeute und den Enantiomereniiberschuss zu steigern. Fiir jede Variable wurden zwei
Niveaus eingesetzt. Houng und Mitarbeiter (2003) verwendeten ein Tagouchi-Design mit acht
Variablen mit jeweils drei Konzentrationsniveaus zur Optimierung der Ausbeute und des

Umsatzes bei der Reaktion von 4CI-ACE zu S-CHBE.

Das Vorgehen bei einer Optimierung lisst sich in vier Abschnitte einteilen:

1.) Identifikation der wichtigsten Variablen (,,Aussieben®)

2.) Identifikation des optimalen Variablenbereiches (,,Eingrenzen®)

3.) Identifikation des Optimums innerhalb des Variablenbereiches durch eine geeignete
Suchstrategie

4.) Verifikation des gefundenen Optimums

Die Identifikation der wesentlichen Variablen und des optimalen Variablenbereiches erfolgt in
Vorversuchen durch Parameterstudien. Fiir das Auffinden des Optimums muss den
Anforderungen entsprechend ein geeigneter Versuchsplan eingesetzt werden. Im Fall der
experimentellen Optimierung von Reaktionsbedingungen sind mehrere Randbedingungen zu
beachten (Weuster-Botz 1999):

e Beriicksichtigung einer grofen Anzahl von Variablen

e Die (Konzentrations-) Niveaus der Variablen sollten aufgrund der zu erwartenden

Multimodalitét der Zielfunktion nicht auf einige wenige beschrinkt sein
e Wechselwirkungen der einzelnen Variablen sollten beriicksichtigt werden
® Geringer experimenteller Aufwand (Reduktion der Anzahl der Experimente)

¢ Auffinden des Optimums auch bei hoher Beobachtungsvarianz

Statistische Ansdtze mit faktoriellen Versuchspldnen beriicksichtigen nur wenige Niveaus der
Variablen. In der Regel werden drei nicht iiberschritten. Bei einer groen Anzahl an zu
untersuchenden Einflussvariablen steigt zu dem die Anzahl an durchzufiihrenden Experimenten

schnell an.
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Eine Alternative sind stochastische Versuchsplanungen wie z. B. genetische Algorithmen, die
die Forderungen nach einer effizienten und robusten Suchstrategie erfiillen. Genetische
Algorithmen unterscheiden sich von klassischen Suchverfahren im Wesentlichen in vier
Punkten:

e Sie arbeiten mit einer Kodierung (Binédrkodierung) der Variablen eines Problems

¢ Die Suche wird von mehreren Punkten im Variablenraum gleichzeitig gestartet

e Es wird eine Bewertungsfunktion verwendet, die die Tauglichkeit (,Fitness) einer

Losung beurteilt
¢ Es werden stochastische Regeln verwendet, wodurch die Verfahren robuster als andere

Suchverfahren sind

Genetische Algorithmen sind insbesondere fiir komplexe Optimierungsaufgaben geeignet, da sie
einen groen Suchraum abdecken konnen, keinen Einschrinkungen der zu optimierenden
Funktion unterliegen (Stetigkeit, Ableitbarkeit), keine Informationen iiber den Suchraum
notwendig sind und das globale Optimum innerhalb eines Variablenraums gesucht wird. Die
Einsetzbarkeit dieses Suchverfahrens und die hohe Effizienz im Vergleich zu anderen Verfahren
bei der Optimierung von biologischen Aufgabestellungen ist vielfach gezeigt worden
(Weuster-Botz 2000; Cheema et al. 2002). Die Optimierung kann fiir mehrere Zielgroen

gleichzeitig erfolgen, wobel eine Gewichtung der verschieden Groflen moglich ist.

Das Suchverfahren der genetischen Algorithmen basiert auf den Prinzipien der Evolution, die
aus den drei Schritten Selektion, Crossover und Mutation bestehen. Bei der Selektion wird die
Fihigkeit eines Individuums bestimmt, die gesetzten Anforderungen zu erfiillen. Diese Fitness
bestimmt die Wahrscheinlichkeit, mit der sich das Individuum reproduzieren und seine
genetischen Informationen weitergeben kann. Beim Crossover werden Erbanlagen unter-
schiedlicher Individuen neu kombiniert. Bei der Mutation erfolgt eine zufillige und ungerichtete

Anderung der Erbinformation und damit der Eigenschaften eines Individuums.

Fir die Optimierung von Reaktionsbedingungen werden zuerst die einzelnen Variablen wie
beispielsweise die Komponenten eines Mediums binér kodiert. Ein Individuum entspricht einem
Versuchsansatz mit einer definierten Medienzusammensetzung. In der Binédrkodierung wird die

Anzahl der Niveaus einer Variable iiber deren Bitlinge definiert. Der String, der die



Seite -38- 3 Theoretische Grundlagen

Zusammensetzung eines Versuchsansatzes reprdsentiert, setzt sich dann aus den

Binarzeichenketten aller Variablen zusammen.

Die Suche nach einem Optimum innerhalb eines Variablenraums mit einem genetischen
Algorithmus erfolgt nach folgendem Schema:

1.) Die erste Serie an Parallelexperimenten (,,1. Generation*) wird zufallsverteilt erzeugt

2.) Die Versuche werden durchgefiihrt und die Werte der Zielfunktionen bestimmt

3.) Eine neue Generation wird erzeugt

4.) Die Werte der Zielfunktionen werden bestimmt und die Fitness berechnet

5.) Selektion der Individuen aufgrund ihrer Fitness

6.) Crossover

7.) Punktmutation

8.) Gehe zuriick zu Punkt 3.

Dieses Verfahren wird so lange durchlaufen, bis ein Abbruchkriterium erfiillt ist.

Wesentlicher Bestandteil des genetischen Algorithmus ist die Bestimmung der Fitness eines
Individuums als ein Mal}, wie gut es an die ZielgroBe angepasst ist. Die Fitness bestimmt die
Wahrscheinlichkeit, mit der eine Variablenkombination bei der Selektion ausgewéhlt und in die
nachfolgende Generation iibernommen wird. Dabei wird sowohl die Fitness des einzelnen
Individuums als auch die Gesamtfitness der Population bestimmt.

Das gebriduchlichste Auswahlkriterium ist die ,,Roulette Wheel*“ Selektion, die auch als
,Fitnessproportionale  Selektion* bezeichnet wird. Die Wahrscheinlichkeit, dass die
Variablenkombination eines Individuums in die Nachfolgegeneration iibernommen wird, ergibt
sich aus dem Quotienten der Fitness des Individuums und der Gesamtfitness der Population. Um
zu verhindern, dass bei der Selektion das Individuum mit der hochsten Fitness nicht
iibernommen oder der String bei der nachfolgenden Rekombination und Mutation zerstort wird,
lasst sich dieser String unverindert in die Nachfolgegeneration iibernehmen.

Bei dem nachfolgenden Crossover erfolgt eine Rekombination einzelner Stringabschnitte der
zuvor ausgewihlten Individuen. Um die Konvergenzeigenschaften des genetischen Algorithmus
zu erhalten, wird im Allgemeinen nur ein Einzelcrossover durchgefiihrt. Fiir die Wahrscheinlich-
keit, dass es zu einer Rekombination kommt, werden in der Regel Werte zwischen 90 % und

100 % angewendet.
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Um ein vorzeitiges Konvergieren auf ein lokales Optimum zu vermeiden, werden Punkt-
mutationen eingefiihrt. Hierzu muss die Mutationsrate mindestens umgekehrt proportional zur

Bitlidnge des Strings sein.
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4 Material und Methoden

4.1 Stamme

Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Hefestimme S. cerevisiae FasB His6 und
P. pastoris GC 909 wurden vom Consortium fiir elektrochemische Industrie, Miinchen, zur

Verfiigung gestellt.

411 Saccharomyces cerevisiae FasB His6

Ausgangsstamm fiir die rekombinante Hefe S. cerevisiae FasB His6 ist S. cerevisiae CM3260.
Eine thermostabile Variante der Glukosedehydrogenase aus Bacillus subtilis wird unter der
Kontrolle des Alkoholdehydrogenase-Promotors aus S. cerevisiae exprimiert. Die Expression der
B-Untereinheit der Fettsdauresynthase steht unter der Kontrolle des S. cerevisiae PGK-Promotors
(Phosphoglyceratkinase). Ein innerhalb des Gens liegendes regulatorisches Element bewirkt die
gleichzeitige Uberexpression der a-Untereinheit (Wenz et al. 2001). Fiir die Transformation
beider Gene wurde der Bluescript Vektor verwendet. Die Integration der eingesetzten Plasmide

erfolgte durch homologe Rekombination in das Genom der Hefe.

4.1.2 Pichia pastoris GC909

Der rekombinante Stamm P. pastoris iliberexprimiert die Carbonylreduktase aus Candida
magnoliae sowie die Glukosedehydrogenase aus Bacillus subtilis, beide unter der Kontrolle des
mit Methanol induzierbaren Alkoholoxidase-Promotors (AOX-Promotor). Die fiir die
Transformation eingesetzten Plasmide (pPICZ, Invitrogen, Carlsbad/USA) wurden durch

homologe Rekombination in das Genom von P. pastoris integriert.

4.2 Chemikalien und Reagenzien

Die Bestandteile der komplexen Nihrmedien hatten die Qualitétsstufe ,,Fiir die Mikrobiologie*.
Alle anderen verwendeten Chemikalien hatten die Reinheit ,,zur Synthese (z.S.)*“ oder ,,zur
Analyse (p.A.)“. Eine Auflistung befindet sich im Anhang. Fiir alle wissrigen Losungen wurde

voll-entsalztes Wasser (VE-Wasser) verwendet.
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4.21 CSL-Medium (Corn Steep Liquor)

Hefeextrakt 10¢g L'
Maisquellwasser

(Corn Steep Liquor, CSL) 2 % viv
Pepton aus Casein 20g L'
Glukose 20¢g L'

Glukose und komplexe Medienkomponenten wurden separat autoklaviert und nach Abkiihlen
vereinigt. Die Medien wurden bei +4 °C gelagert. Das Medium wurde fiir die Anzucht von

S. cerevisiae im Schiittelkolben eingesetzt.

4.2.2 BMGY-Medium (Buffered Glycerol-Complex Medium)

Hefeextrakt 10gL"
Pepton aus Casein 20g L'
Phosphatpuffer, pH 6,0 0,1 mol L™
Yeast Nitrogen Base (YNB) 134gL"!
Biotin 0,4 mg L™
Glycerin 10¢g L'

Hefeextrakt und Pepton wurden zusammen, Phosphatpuffer und Glycerin wurden separat
autoklaviert. Biotin und Yeast Nitrogen Base (YNB) wurden steril filtriert. Alle Losungen
wurden nach dem Autoklavieren und Abkiihlen bzw. Sterilfiltrieren vereinigt. Die Medien
wurden bei +4 °C gelagert. Das Medium wurde fiir die Anzucht von P. pastoris GC909

eingesetzt.

4.2.3 YNB-Medium

Das Medium zur Anzucht von S. cerevisiae wurde aus van Hoek et al. (2000) entnommen.

Yeast Nitrogen Base (YNB) 6,7¢g L'
Glukose 25¢g L'
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Die Glukose wurde autoklaviert, YNB wurde in Wasser gelost, steril filtriert und anschlie3end

zur Glukoselosung gegeben.

4.2.4 YPD-Medium fir Platten

Hefeextrakt 10gL"
Pepton 20¢g L'
Glukose 20¢g L'
Agar 20gL!

Die komplexen Komponenten wurden zusammen mit Agar autoklaviert. In das noch fliissige
Medium wurde die separat autoklavierte Glukoselosung gegeben. Das Medium wurde in
Polystyrol-Petrischalen gegossen, getrocknet und bei +4 °C gelagert.

4.2.5 Basismineralmedium

Das Mineralmedium zur Anzucht von S. cerevisiae wurde aus van Hoek et al. (2000)

entnommen.

KH,PO, 10gL”
MgSO, 25gL"
Harnstoff 30gL!
Glukose 25¢g L'
Spurenelementlosung 1,0 % viIv
Vitaminl6sung 1,5 % viv

Kaliumdihydrogenphosphat und Magnesiumsulfat wurden zusammen geldst und vor dem
Autoklavieren mit 5 molarer NaOH auf pH 5,0 eingestellt. Harnstoff wurde steril filtriert,
Glukose und Spurenelementlésung wurden separat autoklaviert und nach dem Abkiihlen
vereinigt. Die Vitaminlosung wurde steril filtriert und hinzugefiigt. Das Medium wurde bei

+4 °C gelagert.
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4.2.6 Spurenelementlosung

EDTA
ZnS0Oy
MnCl,
CuSOq4
Co(Cl,
Na;MoO4
CaCl,
FeSO,4

15gL"

575gL"
032gL"’
0,5gL"’
047 gL’
0,48 gL
29gL”

28gL’

Die Spurenelemente wurden zusammen autoklaviert.

4.2.7 Vitaminlésung

Biotin
Calcium-Pantothenat
Myoinositol
Thiamin-Hydrochlorid
Pyridoxol-Hydrochlorid

p-Aminobenzoesiure

Die Vitaminlosung wurde steril filtriert und bei +4 °C gelagert.

0,05gL"
1,0gL"
250gL"”
1,0gL"
1,0gL’
02¢g Lt

4.2.8 Thermolabile Komponenten

Lysin (2 gL'l), Tryptophan (2 gL'l), Adenin (4 gL'l) und Harnstoff (40 gL'l) wurden als

Stammlosungen in VE-Wasser angesetzt und steril filtriert.

4.2.9 Stammldsungen fiir Reaktionspuffer

Folgende Losungen wurden als StammlOsungen angesetzt (angegeben ist die Konzentration der

Stammldsungen):
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Glukose 4mol L
NaCl 4mol L
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 3mol L™

Die Losungen wurden einzeln autoklaviert und bis zur Verwendung bei +4 °C gelagert.

4.2.10 Standardreaktionspuffer

Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 0,1 mol L™

Glukose 1,0 mol L'
NaCl 0,1 mol L™
NADP 0,1 mmol L

Kaliumphosphatpuffer, Glukose und Natriumchlorid wurden aus den Stammldsungen angesetzt.
Die Losungen wurden direkt vor Verwendung unter unsterilen Bedingungen vereinigt und
NADP zugegeben.

Bei Experimenten, die zwischen pH 6,0 und 8,0 durchgefiihrt wurden, wurde ein Kalium-
phosphatpuffer mit dem entsprechenden pH eingesetzt.

Fiir Versuchsreihen bei pH 4,0 bis 7,0 wurde der Kaliumphosphatpuffer durch einen Natrium-

citratpuffer (0,16 mol L'l) ersetzt.

4.2.11 Optimiertes Medium

Aus den Optimierungsexperimenten ergab sich folgende optimierte Zusammensetzung des

Reaktionsmediums:

Glukose 0,32 mol L"!
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 0,50 mol L™’
NaCl 0,19 mol L’
Triton X-100 6,5 % viv

1-Buten-3-o0l 0,8 % viv
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Der Puffer wurde vor der Verwendung aus den Stammldsungen fiir Glukose, Natriumchlorid und
Kaliumphosphatpuffer angesetzt. Triton X-100 und 1-Buten-3-ol wurden wie vom Hersteller
geliefert verwendet.

4.2.12 Zellaufschlusspuffer

Natriumphosphat (monobasisch) 6 g L'
EDTA 0,372 gL
Glycerin 5 % viv

Die einzelnen Komponenten wurden in 900 mL VE-Wasser gelost und der pH mit NaOH auf 7,4
eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung auf 1 L Endvolumen aufgefiillt.
4.2.13 Aktivitatspuffer zur Bestimmung der Carbonylreduktase-Aktivitat (CR)

Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0 0,1 mol L™
4CI-ACE 50 mmol L

Das 4Cl-ACE wurde durch intensives Riihren im Phosphatpuffer gelost und bis zur Verwendung

auf Eis gelagert. Die Losung wurde vor jedem Versuch frisch angesetzt.

4.2.14 Aktivitatspuffer zur Bestimmung der Glukosedehydrogenase-Aktivitat
(GDH)

Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 0,1 mol L™
Glukose 0,1 mol L"!

Die Losung wurde vor jedem Versuch frisch angesetzt und bis zur Verwendung auf Eis gelagert.
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4.3 Stammbhaltung

Die Kolonien von S. cerevisiae und P. pastoris wurden auf YPD-Platten vereinzelt und bei 25 °C
3 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden Schiittelkolben mit einer Einzelkolonie beimpft und bis
zu einer ODggp von 20 angezogen. Von den Kulturen wurden 0,5 mL in ein 1,5 mL-Reaktions-
gefdl iiberfiihrt und mit sterilem Glycerin (Endkonzentration 30 % v/v) versetzt. Die Lagerung

erfolgte bei -20 °C bzw. -80 °C.

4.4 Anzucht im Schiittelkolben

Fiir die Anzucht von S. cerevisiae und P. pastoris wurden Schiittelkolben ohne Schikane mit
500 mL oder 1 L Gesamtvolumen verwendet. Das Volumen des verwendeten Mediums betrug
20 % vom Gesamtvolumen des verwendeten Schiittelkolbens. Die Kolben wurden bei 28 °C und

250 min”! in einem Schiittelinkubator (Multitron; Infors, Bottmingen/Schweiz) inkubiert.

4.41 Saccharomyces cerevisiae

Zur Generierung von Biomasse wurden Schiittelkolben mit 1 Liter Gesamtvolumen mit CSL-
Medium eingesetzt. Das Medium wurde mit 100 pL einer Stammkultur angeimpft und vier Tage

bis zu einer ODggo von ca. 50 — 60 inkubiert.

4.4.2 Pichia pastoris

Fiir die Anzucht von P. pastoris wurde BMGY-Medium eingesetzt und mit einer Kolonie von
einer YPD-Platte inokuliert. Die Kolben wurden iiber drei Tage inkubiert. Danach erfolgte die
Induktion durch Zugabe von 1 % v/v Methanol einmal pro Tag iiber weitere drei Tage.
Anschliefend wurden die Zellen bei +4 °C und 4.800 g abzentrifugiert und bei -20 °C gelagert.

Zellen fiir Versuche wurden ausnahmslos im Schiittelkolben angezogen.

4.5 Medienoptimierung im Schittelkolben

Die Medienoptimierung zur Zellanzucht wurde in 500 mL und 1 Liter Schiittelkolben, wie in
Kapitel 4.4.1 beschrieben, durchgefiihrt. Die Ansédtze wurden vier bis fiinf Tage inkubiert. In
regelméBigen Abstinden wurden Proben zur Bestimmung der ODgg, der Enzymaktivitidten und

der Gesamtaktivitiat des Ansatzes entnommen.
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4.6 Versuche zur Zellanzucht

4.6.1 Bioreaktor

Fiir die Herstellung gro3erer Mengen an S. cerevisiae wurde ein Laborfermenter Labfors (Infors;
Bottmingen/Schweiz) mit einem Fassungsvermogen von 7,5 Litern und einem Arbeitsvolumen
von 5 Litern eingesetzt. Die Durchmischung erfolgte mit drei 6-Blattrithrern. Die Temperierung
des Reaktors erfolgte iiber einen doppelwandigen Glaszylinder, in dem drei Strombrecher
montiert sind.

Fir die pH-Messung wurde eine Gelelektrode (Schott Instruments, Mainz) eingesetzt. Als
Korrekturmittel wurde 6 normale Phosphorsédure und 25 % v/v Ammoniaklosung verwendet. Als
Antischaummittel wurde 25 % v/v Struktol J673 eingesetzt.

Fiir die Messung des Gelostsauerstoffgehaltes wurde eine amperometrisch arbeitende pO,-
Elektrode (Mettler Toledo; Giellen) verwendet. Die Kalibrierung erfolgte nach dem
Autoklavieren des Mediums bei einer Temperatur des Mediums von 28 °C. Der Geldstsauerstoff
wurde durch Begasung mit Stickstoff aus dem Reaktionsmedium verdridngt und der Nullpunkt
(0 % Gelostsauerstoff) bestimmt. Die Sauerstoffsittigung (pO, = 100 %) erfolgte bei Begasung
mit Luft bei einer Riihrerdrehzahl von 800 min"' und einer Begasungsrate von 1vvm bei
Umgebungsdruck.

Die Messung des Sauerstoff- und CO,-Gehaltes in der Abluft erfolgte mit der Abgasanalytik
Easy Line (ABB, Frankfurt). Zur Datenerfassung und Steuerung des Prozesses wurde ein

Messrechner mit der Software Iris NT Pro 4.11 eingesetzt.

Zur Einstellung der Dosierrate wihrend des Zulaufverfahrens wurde eine Dosierstrecke IP 65
(Sartorius, Goéttingen) verwendet, die einen definierten Massenstrom von einer Waage durch die
Ansteuerung einer Kassettenpumpe 205A (Watson-Marlow, Falmouth/GroBbritannien) regelt.
Das gewiinschte Zufiitterungsprofil wurde in der Dosierstrecke definiert und nach Ende der

Satzphase manuell gestartet. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4.6.1 dargestellt.
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Abbildung 4.6.1: Aufbau des Bioreaktors zur Anzucht von Zellen im 5 L-MaBstab. 1a: Motorantrieb der
Rihrerwelle; 1b: Doppelmantelreaktor; 2: Steuereinheit mit Schlauchpumpen fir die Dosierung von
Korrektur- und Antischaummittel; 3: Waage und Dosierpumpe flr Zufiitterungsprofile

4.6.2 Vorkulturen

Die Herstellung des Inokulums erfolgte in einer zweistufigen Vorkultur mit CSL-Medium. Die
erste Kultur wurde wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben iiber drei Tage bis zu einer ODgg von ca. 50
angezogen. Mit 1 mL dieser Vorkultur wurden Kolben mit frischem Medium beimpft, die {iber
20 h bis zu einer ODgy von 20 angezogen wurden. Fiir das Inokulieren eines Fermenters mit

einem Endvolumen von 5 Litern wurden 400 mL Kultur benétigt.

4.6.3 Anzucht im Zulaufverfahren

Im Reaktor wurden die komplexen Medienkomponenten vorgelegt und autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wurde eine Reaktionstemperatur von 28 °C und ein pH von 6,0 eingestellt.

Anschlielend wurden die pO;-Elektrode und die Abgasanalytik kalibriert.
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Von der Vorkultur wurden 400 mL Zellsuspension mit steriler Glukoselosung vereinigt und
mittels einer Schlauchpumpe in den Reaktor gepumpt. Die Glukosekonzentration und die
optische Dichte ODgy wurden wihrend des Satzverfahrens stiindlich gemessen. Die
Bestimmung der Glukosekonzentration erfolgte mit Glukose Messstreifen (Glucoman, Roche-
Diagnostics; Mannheim) mit einer unteren Nachweisgrenze von 0,3 g L' (2mmol L').

Der Zeitpunkt fiir den Beginn des Zulaufverfahrens wurde aus dem Absinken der CO»-
Konzentration in der Abluft und dem vollstindigen Verstoffwechseln der vorgelegten Glukose
bestimmt. Das Zulaufprofil der Glukose wurde anschlieBend manuell gestartet. Nach einer
Gesamtprozessdauer von 48 h wurden die Zellen bei +4 °C und 4.800 g abzentrifugiert und das

Zellpellet bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Wihrend des Prozesses wurden in regelmifigen Abstinden Proben zur Bestimmung der
Enzymaktivitiaten, ODgn, der gravimetrisch bestimmten Biotrockenmasse und zur Bestimmung
der Gesamtaktivitit entnommen. Die Konzentrationen an Ethanol, Glukose und Acetat wurden
iiber HPLC bestimmt. Die Messwerte von pH, pO,, CO, und O, sowie die eingestellte

Begasungsrate und die Riihrerdrehzahl wurden online aufgezeichnet.

Zur Bestimmung der Gesamtaktivitdt der Zellen in Biotransformationsexperimenten wurden
50 mL Probe aus dem Reaktor entnommen, bei +4 °C und 4.800 g abzentrifugiert und in 20 mL
Standardreaktionspuffer resuspendiert. Die Umsetzung erfolgte in Standardansitzen mit n-Butyl-

acetat und 140 mmol L' 4CI-ACE bei 25 °C iiber 20 h.

Im Standardverfahren wurde das CSL-Medium mit 25 g L' Glukose eingesetzt. Die maximal
mogliche Dosierrate zu Beginn des Zulaufverfahrens ldsst sich aus der Wachstumsrate p und
dem Ausbeutekoeffizient Yx;s des Satzverfahrens bestimmen. Die Wachstumsrate betrug
u=0,22 h”' und der Ertragskoeffizient Yxs=0,20. Damit ergibt sich fiir die spezifische

Substrataufnahmerate gs:

-1
go=t = 020 e 7
YX,S 0,20¢g, - g,

Die maximale Dosierrate an Glukose berechnet sich dann aus der Biomasse und der spezifischen

Substrataufnahmerate:
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wzcx qs=50g-L"1,1g-g"-h"=55g-L"-h™"(28)
R

Um die im Satzverfahren auftretenden Nebenprodukte Acetat und Ethanol, sowie die im
Maisquellwasser enthaltenen Kohlenstoffquellen im Zulaufverfahren vollstindig metabolisieren
zu konnen, wurde eine niedrige Anfangsdosierrate von 0,8 gL' h"' Glukose eingestellt. Das
Dosierprofil verlief linear ansteigend iiber 32 h bis zu einem Wert von 4,8 gL' h™ und wurde
anschlieend bis zum Ende des Prozesses nach 48 h konstant gehalten. Wahrend des gesamten
Zulaufverfahrens konnte mit den eingesetzten Glukosemessstreifen keine Akkumulation von
Glukose im Medium nachgewiesen werden. Die Konzentration war somit kleiner als 0,3 g L™

(2 mmol L'l).

4.6.4 Herstellung lyophilisierter und acetongetrockneter Zellen

Zwei 15 mL Schiittelkolbenkulturen von S. cerevisiae mit einer ODggo =43 wurden
abzentrifugiert (10 min, 4.800 g), mit VE-Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert. Zur
Herstellung lyophilisierter Zellen wurde ein Ansatz in 5 mL VE-Wasser resuspendiert. Die
Losung wurde auf zwei Wigeschilchen verteilt und bei -50°C 48 h gefriergetrocknet (Christ
Alpha 1-2 Lyophilisator, Hanau).

Zur Herstellung acetongetrockneter Zellen wurde das Pellet in 15 mL Aceton (-20 °C)
resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend mittels einer Wasserstrahlpumpe abgenutscht und
zweimal mit 15 mL eiskaltem Aceton und einmal mit 15 mL eiskaltem Diethylether gewaschen
(Goodhue et al. 1986). Die Zellen wurden anschlieBend im Exsikkator getrocknet und bei -20 °C

zweil Tage bis zur Verwendung gelagert.

4.7 Biotransformation

Fiir die Biotransformationsversuche wurden die bei -20 °C gelagerten Zellen langsam aufgetaut.
Das Zellpellet wurde in VE-Wasser resuspendiert und zum Reaktionspuffer hinzu gegeben. Alle

Umsetzungsversuche erfolgten unter insterilen Bedingungen.
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471 Umsetzung im 0,5 mL-MaBstab

Fir Umsetzungen im 0,5 mL-MaBstab wurden Deepwell Mikrotiterplatten mit quadratischen
Vertiefungen (,,Square Well*) und 2 mL Gesamtvolumen verwendet. Das Reaktionsvolumen
betrug 0,5 mL. Der Reaktionspuffer mit den Zellen und den zu testenden Substanzen wurde in
den Vertiefungen vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe des Substrates 4CI-ACE gestartet.
Die Platten wurden mit einem Deckel gasdicht verschlossen und auf einem Mikrotiter-
plattenschiittler (Variomag Monoshake; H+P Labortechnik, OberschleiBheim) 20 h bei 25 °C

und einer Schiittelfrequenz von 1500 min™ inkubiert.

4.7.2 Gesamtaktivitatsbestimmung

Fir die Bestimmung der Gesamtaktivitit der Zellen aus Schiittelkolben- und Stabilitéts-
experimenten wurde 1 mL Zellsuspension abzentrifugiert (15.500 g) und in 0,5 mL Standard-
reaktionspuffer resuspendiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pL (140 mmol L)
4CI-ACE und 30 puL n-Butylacetat gestartet. Die Inkubation erfolgte im Thermomixer
(Eppendorf, Hamburg; Abbildung 4.7.1) bei 25 °C iiber 20 h und einer Schiittelfrequenz von

1400 min™'. Die Bestimmung der Substrat- und Produktkonzentrationen erfolgte iiber eine

Endpunktbestimmung.

Abbildung 4.7.1: Links: Mikrotiterplattenschdittler mit Deepwell Mikrotiterplatte fir parallel durchgefuhrte
Parameterstudien mit 0,5 mL Reaktionsvolumen; wahrend der Inkubation wurde die Mikrotiterplatte
luftdicht verschlossen; rechts: Thermomixer zur Bestimmung der Gesamtaktivitat

4.7.3 Umsetzung im KleinmaBstab ohne pH-Kontrolle

In Glaskolben mit einem Volumen von 20 - 50 mL wurden die Zellen im wissrigen Reaktions-

puffer vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe des Substrates gestartet. In Experimenten mit
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organischen Losungsmitteln erfolgte die Zugabe von Substrat und Losungsmittel zeitgleich. Die
Kolben wurden mit einem Magnetriithrstabchen versehen und mit einem Glas- oder
Kunststoffstopfen verschlossen. Die Inkubation erfolgte auf einem Mehrfachriihrplatz mit
induktivem Magnetantrieb (Variomag Poly, H+P Labortechnik, OberschleiBheim) bei 800 min’!.
In regelmiBigen Abstinden wurden Proben zur gaschromatographischen Bestimmung der

Substrat- und Produktkonzentration genommen.

4.7.4 Standardansatz

Bei allen Versuchen im 0,5 mL-MaBstab, 20 mL-Mallstab und bei den Optimierungs-
experimenten wurde ein Ansatz unter Standardbedingungen als Referenz durchgefiihrt. Dadurch
konnte die Auswirkung der geidnderten Parameter auf die Umsetzung unabhingig von der
variierenden Qualitdt der eingesetzten Zellen beurteilt werden. Die Umsetzung erfolgte im
Standardreaktionspuffer mit 170 mmol L' 4CI-ACE und 10 % v/v n-Butylacetat (Phasen-
verhiltnis' a=0,1). Die Inkubation erfolgte auf einem Mehrfachrithrplatz mit induktivem
Magnetantrieb (Variomag Poly, H+P Labortechnik, OberschleiBheim) bei 800 min”. Bei

Versuchen mit pH-Regelung wurde ein pH von 7,0 eingestellt.

4.7.5 Umsetzung im KleinmaBstab mit pH-Kontrolle

Fiir Umsetzungen unter pH-kontrollierten Bedingungen wurden Glaskolben verwendet, die iiber
einen GL 25 Anschluss zur Aufnahme einer pH-Elektrode und einem GL 14 Anschluss zur
Probennahme und Zudosierung von Korrekturmittel verfiigten. Der GL 14 Anschluss war dazu
mit einem Silikonseptum versehen. Die Inkubation erfolgte wie unter 4.7.3 beschrieben. Die
GroBe der verwendeten Glaskolben richtete sich nach den experimentellen Rahmenbedingungen.
Fiir die Optimierungsversuche wurden Kolben mit 25 mL Volumen eingesetzt. Fiir Experimente
zur Charakterisierung der Reaktion, die aufgrund vermehrter Probennahme ein grofleres
Reaktionsvolumen erforderten, wurden Glaskolben mit 250 mL oder 500 mL Gesamtvolumen
verwendet. Bei den Experimenten wurden die Zellen zunichst im Reaktionspuffer resuspendiert.
Die Reaktion wurde nach Einstellung des gewiinschten pH durch die Zugabe des Substrates

gestartet.

' Das Phasenverhiltnis o gibt das Verhaltnis der Volumina von organischer Lésungsmittelphase und
wassriger Phase an
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Die pH-Regelung erfolgte durch das parallele Mikrodosiersystem FedBatch Pro (DASGIP,
Jiillich; Abbildung 4.7.2) mit 5 molarer NaOH als Korrekturmittel. Das Dosiersystem verfiigt
iiber 16 Anschliisse fiir pH-Elektroden sowie iiber zwei Module mit jeweils 16 Kanilen. Die
Module sind mit Schlauchquetschventilen bzw. Membranventilen ausgestattet. Da bei den
Experimenten eine einseitige pH-Regelung ausreichte, stand die zweite Dosierstrecke zur
Dosierung von Substrat zur Verfiigung. Die Ansteuerung der einzelnen Kanile erfolgte
sequenziell. Die Dosierung des Titrationsmittels erfolgte iiber eine Prédzisionskolbenpumpe. In
einer Steuerungssoftware konnten die Dosierprofile fiir jeden einzelnen Kanal individuell

definiert werden. Die pH-Regelung erfolgte durch die Software, wobei fiir jeden Kanal ein

unterschiedlicher pH gewihlt werden konnte.

Abbildung 4.7.2: Inkubationsschrank mit Kihl- und Heizfunktion und Mikrodosiersystem DASGIP
FedBatch Pro

4.7.6 Biotransformationen im Zulaufverfahren

Fir Biotransformationsexperimente im Zulaufverfahren wurde das parallele Dosiersystem
FedBatch Pro verwendet. Mit einer Dosiereinheit wurde der pH geregelt, die zweite Dosier-

einheit wurde fiir die Zugabe von Substratlésung verwendet.
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Fiir Experimente mit Zelldosierung wurden die Zellen im Reaktionspuffer suspendiert und auf
Eis gelagert. Uber eine Kassettenpumpe 205A (Watson-Marlow) wurde die Losung in das
Reaktionsgefill gepumpt.

4.8 Optimierung der Reaktionsbedingungen mit einem genetischen
Algorithmus

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden mit einem genetischen Algorithmus
durchgefiihrt. Es wurde die Zusammensetzung von sechs Medienkomponenten (Glukose,
Natriumchlorid, Kaliumphosphatpuffer, Triton X-100, 1-Buten-3-ol, n-Butylacetat) optimiert.
Die Auswahl der Variablen und die Festlegung des Variablenraumes ist im Ergebnisteil erldutert.
Die Optimierung wurde mit dem Programm GALOP (Genetic ALgorithms for the Optimization
of Processes) (IBT, Forschungszentrum Jiilich) durchgefiihrt.

Die Versuche erfolgten, wie unter 4.7.5 beschrieben, unter pH-kontrollierten Bedingungen in
Satzversuchen mit 20 mL Reaktionsvolumen (Abbildung 4.8.1).

Pro Generation wurden 14 parallele Versuchsansitze durchgefiihrt. Ab der fiinften Generation
wurde ein Referenzansatz unter Standardbedingungen mit n-Butylacetat mitgefiihrt. Die
Bestimmung der S-CHBE-Konzentration und des Enantiomereniiberschusses erfolgte nach 20 h
Reaktionszeit durch Doppelbestimmungen.

Jede der sechs untersuchten Medienkomponenten wurde iiber einen 7 Bit langen String,
entsprechend 128 Konzentrationslevels, kodiert. Die Wahrscheinlichkeit fiir Punktmutationen
betrug 5 %, die Wahrscheinlichkeit fiir ein Einzelpunktcrossover 95 %. Zielfunktionen waren die
Steigerung der Produktkonzentration und des Enantiomereniiberschusses, die gleich gewichtet
wurden. Unter diesen Bedingungen wurde das Pareto-Optimum gesucht. Bei dem Pareto-
Optimum ldsst sich keine Zielgrole weiter steigern, ohne dass die jeweils andere Zielgrofle
negativ beeinflusst wird.

Als Selektionsverfahren wurde ,,Keep Best, Ball Roulette on Rest* gewdhlt. Die Parameter-
kombination des besten Versuchsansatzes einer jeden Generation wurde unverdndert in die

Nachfolgegeneration iibernommen.
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Abbildung 4.8.1: Versuchsanordnung bei Optimierungsversuchen in pH-kontrollierten 20 mL Ansatzen;
die Durchmischung erfolgte mit Magnetriihrstdbchen auf einem induktiven Mehrfachrihrplatz (Variomag
Poly, H+P); die pH-Regelung erfolgte tUber das FedBatch Pro System (DASGIP)

4.9 Umsetzungen im Riihrkesselreaktor

Fiir Versuche zur MaBstabsvergrolerung wurde der Laborfermenter KLF 2000 der Firma
Bioengineering (Wald/Schweiz) eingesetzt (Abbildung 4.12.2).

Der Reaktor verfiigt iiber einen Glaszylinder mit 2 L Fiillvolumen und vier Strombrechern. Die
Durchmischung erfolgt mit drei 6-bléttrigen Scheibenriihrern mit einem Durchmesser von
33 mm. Der Antrieb erfolgte durch einen unterseitig montierten Motor, der Drehzahlen bis
1750 min™' erméglicht. Im Reaktorboden befinden sich Sterildurchfithrungen fiir die Proben-
nahme, Temperaturmessung, einem Heizstab und einem Kiihlfinger zur Temperaturkontrolle.
Der Deckel verfiigt iiber eine Durchfithrung fiir die pH-Elektrode sowie Anschliisse fiir die
Zugabe von Korrekturmittel. Die Regelung von Temperatur, pH und Motordrehzahl erfolgte

tiber eine externe Steuereinheit.

Fiir die Umsetzungsversuche wurden die Zellen im wissrigen Reaktionspuffer (Kaliumphosphat-
puffer mit Glukose und Natriumchlorid) resuspendiert und in den Reaktor gegeben. Die Losung
wurde im Reaktor auf 25 °C temperiert und der pH mit 5 molarer Natronlauge auf pH 7,0
eingestellt. Anschlielend erfolgte die Zugabe der Cofaktoren NAD und NADP. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von Substrat und den restlichen Komponenten (Triton X-100,
n-Butylacetat, 1-Buten-3-ol in unterschiedlichen Zusammensetzungen) gestartet. Die genauen

Reaktionsbedingungen sind im Ergebnisteil dargestellt.
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Die Umsetzung erfolgte ohne Begasung bei geschlossenem Reaktor, um den Verlust an

n-Butylacetat zu minimieren.

4.10 Stabilitatsversuche

In Stabilitdatsversuchen wurde der Einfluss unterschiedlicher Reaktionsbedingungen und
Medienkomponenten in Abwesenheit von Substrat auf die Zellstabilitit von S. cerevisiae
untersucht. Fiir die Versuche wurden geriihrte Versuche im Satzverfahren mit 50 - 100 mL
Reaktionsvolumen eingesetzt. Die Zellen wurden im Reaktionspuffer resuspendiert und bei
25 °C auf einem Magnetrithrer inkubiert. In regelméfigen Abstinden wurden Proben zur
Bestimmung der Biotrockenmasse, Proteinkonzentration, Enzymaktivititen, Vitalfarbung und
der katalytischen Gesamtaktivitdt genommen. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind im

Ergebnisteil beschrieben.

4.1 MessgroBen

In den Umsetzungsversuchen wurde in regelméBigen Abstinden die Konzentration an Substrat
und Produkt gemessen. Der zeitliche Verlauf der Produktkonzentration kann zur besseren

Visualisierung mit einer Sigmoidalfunktion beschrieben werden, fiir die im Allgemeinen Fall

gilt:
y= Li} +d (29)
1+ e[ ¢ ]
a y-Wert am Kurvenanfang (X — - o)
d y-Wert am Kurvenende (x — oo)

b, c y- bzw. x-Koordinate des Wendepunktes

Fiir den hier betrachteten Fall der Produktkonzentration in Abhédngigkeit von der Reaktionsdauer
ist x die Reaktionszeit, y die Konzentration des Produktes zum jeweiligen Zeitpunkt und d die
Produktkonzentration nach unendlicher Reaktionsdauer. Ist die Reaktion innerhalb des
Beobachtungszeitraumes abgeschlossen, so ist die Variable d der Produktkonzentration am Ende

der Reaktion gleichzusetzen.
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Die Schitzung der Kurvenparameter a, b, ¢ und der Produktkonzentration cproquk: €rfolgte mit
dem in Excel implementierten Solver unter Minimierung der Fehlerquadratsumme zwischen

gemessenen und geschitzten Konzentrationen.

Liegt eine Reaktion erster Ordnung vor, so ergibt sich die Reaktionsgeschwindigkeit r nach:

r=r, e i’ (30)

mit ry der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit. Die Schitzung der Parameter k; und ry erfolgte
durch Minimierung der quadratischen Fehlerabweichung zwischen der nach (29) und (30)
geschitzten Reaktionsgeschwindigkeit. Die Uberpriifung der Reaktionsordnung erfolgte durch
die halblogarithmische Darstellung der Reaktionsgeschwindigkeit r gegen die Zeit. Bei einer
Reaktion erster Ordnung ergibt sich in dieser Darstellung ein linearer Zusammenhang.

Ist die Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit auf eine Deaktivierung des Biokatalysators
zuriickzufiihren, kann zur Beschreibung der Haltbarkeit des Katalysators die Halbwertzeit
verwendet werden. Die Halbwertzeit t, gibt die Zeit an, nach der der Biokatalysator iiber die

Hilfte der Anfangsaktivitit verfiigt (Bommarius et al. 2004):

In0,5
1, =—T (31

Aus den gemessenen Produkt- und Substratkonzentrationen wurde der Enantiomereniiberschuss,

Ausbeute, Umsatz, Selektivitit, Raumzeitausbeute und die Produktbildungskapazitit berechnet.

Der Enantiomereniiberschuss ist ein MaB fiir die Enantiomerenreinheit des Produktes:

EE = Cs—aikohol ~ € R—Alkohol 100 [%] (32)

Cs_atkonot T CR-Alkohot

Die Ausbeute A beschreibt das Verhiltnis aus Produkt zum Zeitpunkt # und der Einsatzmenge

des Substrates:

A — nS—Pmdukt,t . 100 [%] (33)

n Substrat, t=0
Der Umsatz U des Substrates ist das Verhiltnis aus umgesetztem Substrat zum Zeitpunkt 7 und

der Einsatzmenge des Substrates:
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_ nSubstmt, =0

U — nSubstmt,t . 100 [%] (34)

nSubxtrat, t=0

Wenn Nebenreaktionen auftreten und kein stochiometrischer Umsatz des Substrates zum
gewiinschten Produkt vorliegt, reicht die Angabe von Ausbeute und Umsatz nicht aus. Zur
Beschreibung wird die Selektivitit S verwendet, die sich aus dem Quotienten von Ausbeute und

Umsatz zum Zeitpunkt 7 ergibt:

§= Rs_ atkonot, 1= 100 [%] — 3 .100 [%] 35)

nSubstmt, =0 nSubstrat, 1=t

Die Ausbeute und der Umsatz einer Reaktion werden nicht nur durch die eingesetzte
Substratkonzentration bestimmt, sondern hingen wesentlich von der eingesetzten Konzentration
und Aktivitit des Biokatalysators ab. Aus dem Quotienten von Produktkonzentration und
Biokatalysatorkonzentration ergibt sich die Produktbildungskapazitit PBK der Zellen. Diese ist

ein Mal fiir die Aktivitidt der Zellen unter den gewihlten Reaktionsbedingungen:

PBK = ['s-atiohol. [mmol . g;TM] (36)

Mpry

Die Raumzeitausbeute RZA verbindet die Menge an Produkt n, die innerhalb eines bestimmten

Zeitintervalles ¢ in einem Reaktionsvolumen Vi erreicht werden kann:

n _
RZA = [s-tkohol =i [mmol e ‘h—l] (37)
Ve ot

4.12 Bestimmung der TropfengréBenverteilung

Die Bestimmung der Tropfengrofenverteilung wurde fiir das optimierte Reaktionsmedium
durchgefiihrt. Der Sauterdurchmesser wurde aus zwei unterschiedlichen Modellen theoretisch

abgeleitet. Experimentell wurde die TropfengroBenverteilung im Riihrkesselreaktor bestimmt.
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4.12.1 Modellanpassung

Zur Berechnung des Sauterdurchmessers anhand der Modellvorstellungen (Kapitel 3.12) miissen
die Viskositidten, Dichten und Grenzflichenspannungen der Phasen bekannt sein. Die
Bestimmung der Grenzflichenspannung von Tensidlosungen konnte mit den zur Verfiigung
stethenden Messapparaturen nicht durchgefiihrt werden, so dass auf die Berechnung fiir

Reaktionssysteme mit Triton X-100 verzichtet wurde.

Folgende Zweiphasensysteme wurden untersucht:
1. Reaktionspuffer (0,5 mol L' Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0; 0,19 mol L NaCl;
0,32 mol Lt Glukose; 0,8 % v/v 1-Buten-3-ol) — n-Butylacetat
2. Reaktionspuffer — n-Butylacetat mit 12,4 % v/v 4CI-ACE

Die beiden Zweiphasensysteme wurden in jeweils einem 100 mL Glaskolben auf einem
Magnetrithrer mehrere Stunden bei 25 °C intensiv durchmischt. AnschlieBend wurden die
Proben weitere 20 h bis zur vollstindigen Phasentrennung temperiert. Die Inkubationsdauer
garantiert das Einstellen des thermodynamischen Gleichgewichtes. Fiir die Berechnung des
Sauterdurchmesser wurden fiir diese beiden Systeme die Grenzflichenspannung, die Dichte und

die Viskositit bestimmit.

4.12.2 Grenzflachenspannung

Die Bestimmung der Grenzflachenspannung erfolgte nach der Ring-Methode von Du Noiiy mit
einem Tensiometer K10 der Firma Kriiss (Hamburg). Bei diesem Messprinzip wird ein
Platinring mit einem definierten Durchmesser in die untere Phase des Zweiphasensystems
eingetaucht. AnschlieBend wird der Ring langsam herausgezogen, wobei sich eine Fliissigkeits-
lamelle unterhalb des Rings ausbildet. Der dabei aufzuwendenden Kraft wirkt das hydrostatische
Gewicht der Fliissigkeitslamelle und die Grenzflichenspannung entgegen. Bei Uberschreiten
einer kritischen Kraft rei3t die Fliissigkeitslamelle ab.

Das Messgerit ist auf Wasser geeicht, so dass fiir andere Stoffsysteme eine entsprechende
Korrektur fiir die Masse der Fliissigkeitslamelle durchgefiihrt werden muss. Die Korrektur

erfolgte fiir das verwendete Tensiometer nach folgender Gleichung:
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" 0,5
F=0725+ {0,4036 107 - [G—) + 0,0128} (38)

Ap

mit dem Korrekturfaktor F, der Dichtedifferenz Ap der beiden Phasen und o  dem vom
Tensiometer angezeigten Messwert. Die Berechnung der tatsdchlichen Grenzflichenspannung

erfolgt dann iiber die Beziehung o =¢" - F, wobei o die tatsichliche Grenzflichenspannung
darstellt.
Die Messmethode ist fiir Fliissigkeiten hoher Dichtedifferenz geeignet. Tensidlosungen sind fiir

dieses Messprinzip ungeeignet.

Zur Messung der Grenzflichenspannung wurde aus der unteren wéssrigen Phase mit Hilfe einer
Pipette vorsichtig Fliissigkeit abgezogen, ohne dabei die Phasengrenzfliche zu zerstoren. Die
wissrige Phase wurde in ein Glasgefal zur Messung der Grenzflichenspannung gegeben. Der
Platinring wurde vollstindig in die fliissige Phase eingetaucht, anschlieBend wurde die
organische Phase iiber die wissrige Phase geschichtet. Nach Durchfithrung der Messung wurden
die Fliissigkeiten verworfen und der Platinring sowie das Glasgefdll abgeflammt, um Riickstinde
zu beseitigen. Die Messungen wurden fiir jedes System mindestens dreifach durchgefiihrt und

der Mittelwert gebildet.

4.12.3 Dichtebestimmung

Die Bestimmung der Dichte der Phasen erfolgte nach dem Biegeschwingprinzip mit dem
Messgerdit DMA 35N (Anton Paar, Graz/Osterreich). Dabei wird ein hohles Glasrohr mit der
Fliissigkeit befiillt, von der die Dichte bestimmt werden soll. Das Glasrohr wird zu
Schwingungen angeregt, dessen Frequenz ein MaB fiir die Dichte der Fliissigkeit ist. Bei der
Messung erfolgt eine Temperaturkompensation. Alle Messungen wurden mindestens dreifach

durchgefiihrt.

4.12.4 Viskositatsmessung

Die Messung der Viskositit erfolgte mit einem Kapillarviskosimeter (Ubbelohde-Viskosimeter,

Schott Instruments, Mainz). Abhédngig vom untersuchten Stoffsystem wurden verschiedene
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Kapillaren eingesetzt (Tabelle 4.12.1). Die Durchflusszeit # in Sekunden wurde elektronisch

gemessen und der Mittelwert aus drei Messungen bestimmt.

Tabelle 4.12.1: Verwendete Kapillaren und Korrekturfaktoren zur Viskositatsmessung

Stoffsystem Kapillare Korrekturfaktor k
Reaktionspuffer 1 10,09 m® s
n-Butylacetat 0a 4,866 m®s®
n-Butylacetat/4CI-ACE Ob 4,952 m®s*

Die kinematische Viskositdt berechnet sich nach 7= p-k-t. Die experimentell bestimmten
Stoffdaten fiir die untersuchten Zweiphasensysteme sind in Tabelle 4.12.2 zusammengefasst.
Tabelle 4.12.2: Experimentell bestimmte Stoffdaten der untersuchten Zweiphasensysteme bei

Umgebungsdruck, T = 25 °C; die Standardabweichungen bei der Dichte waren < 1 % und bei der
Viskositatsbestimmung < 0,01 %

Puffer - n-Butylacetat Puffer - n-Butylacetat/4CI-ACE
Waéssrige Phase Or%iralligghe Waéssrige Phase Or%ir;igghe
Dichte p 1092,2 kg m* 883,3 kg m® 1091,0 kg m* 9248 kgm®
Kin. Viskositat 77 1,218 -10°m?s™ 0,787 - 10°m?s™ 1,218 -10°m? s 0,927 - 10 m?s™
Grenzflachen- 13,6 MmN m™ 12,6 MmN m™”
spannung O *05mNm’) (0,01 MmN m™)

4.12.5 Messung der TropfengroBenverteilung im Ruhrkesselreaktor

Die Bestimmung der Tropfengroenverteilung im Riihrreaktor erfolgte mit der 3D-ORM Sonde
(Optical Reflectance Measurement) der Firma MTS Diisseldorf. Messprinzip dieser Sonde ist die
dreidimensionale optische Riickreflexion. Die Konstruktionsweise ermdglicht die in situ Online-
Messung von TropfengroBen im Riihrreaktor. Die Sonde ist sterilisierbar und kann so auch unter
sterilen Bedingungen eingesetzt werden. Der Messbereich der Sonde betrdgt 10 pm bis 1000 pm.
Das Messsystem ist in Abbildung 4.12.1 schematisch dargestellt, den verwendeten Riihrreaktor

mit eingebauter Sonde zeigt Abbildung 4.12.2.
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Fokus
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Abbildung 4.12.1: Funktionsweise der 3D-ORM Sonde zur Tropfengrd Benbestimmung

Das Licht wird von einer Laserdiode erzeugt und iiber einen Lichtwellenleiter in den Messsensor
geleitet. Das Licht durchlduft eine Koppellinse und nachfolgend eine rotierende Optik, die das
Licht fokussiert. Die rotierende Optik ermoglicht ein Verschieben des Fokus in der Messprobe,
so dass ein dreidimensionaler Abtastbereich erfasst wird. Befindet sich ein Tropfen im Fokus der
Sonde, so wird das Licht reflektiert, der Strahlengang des reflektierten Lichtes folgt dem des
eingestrahlten Lichtes und wird von einem in der Optik integrierten Fotosensor erfasst. Befindet
sich ein Tropfen auBlerhalb des Fokus, so geht das reflektierte Licht an der Optik vorbei und kann

nicht detektiert werden. Die Tropfengroenverteilung wird von der Software aufgezeichnet.
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Abbildung 4.12.2: Rihrkesselreaktor KLF 2000 mit eingesetzter 3D-ORM Sonde zur Bestimmung der
TropfengréBenverteilung und fir Versuche zur MaBstabsvergréBerung; rechts: Aufbau des KLF 2000 (in
mm); a: Scheibenriihrer; b: Glaszylinder; ¢: Kupplung; d: Motor; e: Gestell

Die TropfengroBenverteilungen wurden im zellfreien System bestimmt, dabei wurden die in

Kapitel 4.12 beschriebenen Medien verwendet.

Es wurden 800 mL wissriger Reaktionspuffer und 400 mL organische Losungsmittelphase
(Gesamtvolumen 1,2 Liter, Phasenverhiltnis o =0,5) eingesetzt. Die Riihrerdrehzahl wurde
zwischen 500 min" (0,l WL") und 1500 min" (10 W L") variiert. Die Werte fiir den
Leistungseintrag in den Reaktor wurden aus Hiinnekes (1994) entnommen. In der ersten
Versuchsreihe wurde als organische Losungsmittelphase reines n-Butylacetat eingesetzt. In der
zweiten Versuchsreihe wurden 52 mL 4CIl-ACE zugegeben, in der dritten Versuchsreihe wurden
zusitzlich 52 mL Triton X-100 zugegeben. Nach FEinstellen einer neuen Riihrerdrehzahl wurde
30 — 60 min bis zum Einstellen des Beharrungszustandes abgewartet. Uber diesen Zeitraum
hinaus wurde keine signifikante Anderung der TropfengroBenverteilung festgestellt.

Das Messintervall zur Bestimmung der Tropfengroflenverteilung wurde softwareseitig auf den
maximalen Wert von 60 Sekunden eingestellt. Die Verteilungen aus insgesamt mindestens
10 Messintervallen a 60 Sekunden (Gesamtmessdauer 6 min) wurden gemittelt und fiir die

Berechnung des Sauterdurchmessers verwendet.
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413  Analytische Methoden

4.13.1 Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse wurden 2 mL Zellsuspension in ein 2 mL Reaktionsgefil3
mit bekanntem Leergewicht iiberfithrt und 10 min bei 25.000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Zellen in 1 mL VE-Wasser resuspendiert. Die Zellen wurden erneut
abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde anschlieBend bei 80 °C bis

zur Gewichtskonstanz getrocknet und ausgewogen.

4.13.2 Optische Dichte

Die optische Dichte ODgoy wurde bei einer Wellenlidnge von 600 nm im Kiivettenphotometer
Spectronic 1001 (Bausch und Lomb, New York/USA) bestimmt. Die Proben wurden mit
VE-Wasser so verdiinnt, dass die gemessene ODgoo zwischen 0,1 und 0,4 lag. Fiir das Verhiltnis

aus ODgpo und der gravimetrisch bestimmten Biotrockenmasse gilt: ggm (g L'l) = 0,24 - ODggp.

14
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L L L L
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Abbildung 4.13.1: Beziehung zwischen ODgoo und Biotrockenmasse (in g L) fir S. cerevisiae aus vier
unabhangigen Experimenten
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4.13.3 Zellaufschluss

2 mL einer Zellsuspension wurden in ein 2 mL Reaktionsgefd tiberfithrt und bei +4 °C und
25.000 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet wurde einmal mit
1 mL Zellaufschlusspuffer gewaschen. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und erneut in 1 mL Zellaufschlusspuffer resuspendiert. In das Reaktionsgefdall wurden
ca. 500 uL Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,4 — 0,6 mm gegeben. Der Zellaufschluss
erfolgte in einer Kugelschwingmiihle MM200 (Retsch, Hahn) bei maximaler Schiittelfrequenz
von 30 s iiber 5 min. AnschlieBend wurden die Zellen erneut zentrifugiert und der Uberstand

fiir die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes und der Enzymaktivitdten eingesetzt.

4.13.4 Aktivititsbestimmung im Uberstand

Zur Bestimmung der Enzymaktivititen und des Gesamtproteingehaltes im Uberstand wurden die
Zellen abzentrifugiert und die organische Losungsmittelphase abgenommen. Fiir die Messungen

wurde die wissrige Phase ohne weitere Behandlung eingesetzt.

4.13.5 Gesamtproteingehalt

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes erfolgte nach der Methode von Bradford. Die
Messungen wurden in einem Mikrotiterplattenphotometer in Mikrotiterplatten mit flachem
Boden (,,flat bottom*) durchgefiihrt. Die Kalibrierung wurde mit Standards aus BSA (Bovines
Serum Albumin) mit 0,25 g L'l, 05¢g L'l, 0,75 g L' und 10g L! im Zellaufschlusspuffer
durchgefiihrt.

Fiir die Messungen wurden 200 uL Bradford-Reagenz in der Mikrotiterplatte vorgelegt. Von der
zu vermessenden Probe wurden 10 uL zugegeben, mit der Pipette durchmischt und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Nullwert wurden 10 pL. Zellaufschlusspuffer eingesetzt. Die
Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenldnge von A = 595 nm. Von jeder Probe wurde

eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt und der Mittelwert gebildet.
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4.13.6 Bestimmung der Carbonylreduktase-Aktivitat

Die Reduktion von 4Cl-ACE durch die Carbonylreduktase erfolgt unter Verbrauch von NADPH.
Die Konzentration an NADPH kann photometrisch iiber die Absorption bei 340 nm bestimmt
werden. Die Aktivitit wurde aus der zeitlichen Anderung der Absorption bestimmt.

Aus dem Extinktionskoeffizienten fir NADPH bei 340 nm und dem Lambert-Beerschen Gesetz

ergibt sich fiir die Aktivitit aus der Anderung der Absorption:

EA,, =2995.2¢ (39)
At

mit der volumetrischen Aktivitit EA,,; in U L'l, A€ der Anderung der Absorption und At der
Reaktionszeit in Minuten. Die spezifischen Aktivititen bezogen auf den Gesamtproteingehalt

berechnen sich nach EA, . = EA,, /¢ i -

Die Messung erfolgte in Mikrotiterplatten. In jede Vertiefung wurden 20 uL NADPH Puffer und
160 uL Messpuffer vorgelegt. Von der zu vermessenden Probe wurden 20 uL zugegeben, die
Probe wurde durchmischt und sofort bei 30 °C vermessen. Die Absorptionsidnderung wurde iiber
10 min alle 30 Sekunden aufgezeichnet. Die Bestimmung der Enzymaktivitét erfolgte aus dem
linearen Abschnitt der Absorptionsidnderung iiber der Zeit. Von jeder Probe wurden Dreifach-

bestimmungen durchgefiihrt.

4.13.7 Bestimmung der Glukosedehydrogenase-Aktivitat

Die Glukosedehydrogenase setzt Glukose zu Glukonolakton unter Bildung von NADPH um. Die
Bestimmung der Enzymaktivitdt basiert auf der photometrischen Bestimmung der zeitlichen
Anderung der Absorption bei 340 nm, wobei hier die Zunahme der Absorption in Folge der
NADPH-Bildung gemessen wurde.

Von dem GDH Aktivititspuffer wurden in Mikrotiterplatten 50 pL. vorgelegt und die Messung
durch Zugabe von 50 uL Probe gestartet. Die Absorption wurde 10 min alle 30 Sekunden
aufgezeichnet. Anhand des linearen Abschnittes der Absorptionsidnderung iiber der Zeit wurde

die Aktivitit gemall Gleichung (39) berechnet.
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4.13.8 Lebendzellfarbung

Die Viabilititsbestimmung der Zellen erfolgte durch das Anfirben mit Methylenblau. Vitale
Zellen reduzieren das Methylenblau und sind farblos, wihrend inaktive Zellen blau angefirbt

werden.

Gesittigte Methylenblauldsung (in 96 % Ethanol) 1 % v/v
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,2 0,1 mmol L™

Die Zellen wurden mit VE-Wasser verdiinnt auf einem Objekttrager aufgebracht und mit einem
Deckglidschen abgedeckt. Die Anfidrbung erfolgte durch Zugabe eines Tropfens Methylenblau-
l6sung am Rande des Deckgldaschens. Unter dem Mikroskop wurde das Verhiltnis vitaler zu

inaktiven Zellen bestimmt.

4.13.9 Probenaufarbeitung fur die chirale Gaschromatographie

In ein 2 mL Reaktionsgefdl wurden 100 uL 45 % Phosphorsdure und ca. 200 uL Glasperlen
(0,4 — 0,6 mm) vorgelegt und 0,5 mL Probe zugegeben. Die Konzentrationen der Substrate und
Produkte wurden immer fiir den Gesamtansatz bestimmt. Die Extraktion erfolgte mit 1 mL
Ethylacetat und intensiver Durchmischung in einer Retsch Kugelschwingmiihle bei 30 s fiir
10 min. Durch das Absenken des pH wird die Reaktion abgestoppt und die Extraktionsleistung
gesteigert. Die Glasperlen fithren zum Zellaufschluss und zur Freisetzung von intrazelluldrem
Substrat und Produkt.

Die Proben wurden anschlieend zur besseren Phasentrennung zentrifugiert (15.500 g, 5 min). In
einem GC-Vial wurden 400 pLL mit Calciumchlorid getrocknetes Ethylacetat vorgelegt und dazu
100 uL Uberstand der Probe hinzugegeben. Das Vial wurde gasdicht verschlossen und bis zur
Analyse bei -20 °C gelagert.

4.13.10 Chirale Gaschromatographie

Die Konzentrationen der Ketone und der Alkohole wurden iiber eine chirale Gaschromato-
graphie gemessen. Als Gaschromatograph wurde der CP-3800 (Varian, Palo Alto, USA) mit dem
Autosampler Combi Pal sowie ein Gaschromatograph HP 5890 (Hewlett Packard, Palo Alto,

USA) mit einem Autosampler HP 6890 eingesetzt. Es wurden zwei unterschiedliche chirale
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Sdulen, die Chiraldex G-TA (Astec, Whippany, USA) mit einer Linge von 20 m, und einem

Innendurchmesser von 0,25 mm und die Lipodex E (Macherey Nagel, Diiren), Linge 25 m, ID

0,32 mm, jeweils mit einer methyl-deaktivierten Vorsiule (Linge 5 m, ID 0,32 mm) eingesetzt.

Konzentrationsbestimmung von 4CI-ACE, S/R-CHBE

Methode 1

Injektor:

Injektionsvolumen:

Séule:
Tréagergas:

Temperaturprofil:

Detektor:

Methode 2

Injektor:

Injektionsvolumen:

Séule:
Tréagergas:

Temperaturprofil:

Detektor:

Split 1:50, 250 °C

1 uL

Chiraldex G-TA

Helium 5.0, 0,7 mL min’!

80 °C fiir I min — Steigerung auf 115 °C mit 15 °C min™'; 5 min bei
115 °C— Steigerung auf 121 °C mit 2 °C min"' — Steigerung auf
150 °C mit 15 °C min™"; 20 min bei der Temperatur halten

FID, 250 °C

Split 1:30, 250 °C

0,5 uL

Lipodex E

Helium 5.0, 0,9 mL min™'

110 °C fiir 20 min — Steigerung auf 200 °C mit 15 °C min™; 10 min
bei 200 °C halten

FID, 250 °C

Als interner Standard wurden 8,3 mmol L™ Acetophenon eingesetzt.

Konzentrationsbestimmung von EBA, S/R-HPPE

Methode 1

Injektor:

Injektionsvolumen:

Saule:

Split 1:50, 250 °C
1 uL
Chiraldex G-TA
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Tréagergas:
Temperaturprofil:
Detektor:

Methode 2

Injektor:

Injektionsvolumen:

Séaule:
Tréagergas:

Temperaturprofil:

Detektor:

Helium 5.0, 0,7 mL min’!

100 °C fiir 35 min — Steigerung auf 150 °C mit 15 °C min™; 10 min
bei 150 °C halten

FID, 250 °C

Split 1:30, 250 °C

0,5 uL

Lipodex E

Helium 5.0, 5 mL min’’

110 °C fiir 30 min — Steigerung auf 200 °C mit 15 °C min™; 15 min
bei 110 °C halten

FID, 250 °C

Als interner Standard wurden 3,0 mmol L 4-Chlor-Acetophenon eingesetzt.

4.13.11 Probenaufarbeitung fir die HPLC

Die Probe wurde in ein 2 mL Reaktionsgefall iiberfiihrt und 30 min bei + 4 °C und 50.000 g

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend durch einen Spritzenvorsatzfilter mit einer

Ausschlussgrofle von 0,2 um filtriert. Die Probe wurde anschlieBend gegebenenfalls mit VE-

Wasser verdiinnt, in ein Glasvial gegeben und gasdicht verschlossen.

4.13.12 HPLC

Die Bestimmung von Glukose, Ethanol und Acetat wurden mit einer Agilent 1100 (Agilent, Palo

Alto, USA) durchgefiihrt. Als Trennsdule wurde eine Aminex HPX 87H Ionenausschluss-Siule,

300 mm x 7,8 mm (Biorad, Herculas, Kanada) eingesetzt. Folgende Methode wurde ange-

wendet:

Injektionsvolumen:

Eluent:
Flussrate:

Temperatur:

10 uL
5 mmol L' H,SO,
0,7 mL min™!

50 °C
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Detektor: UV/Vis, 190 nm
RI-Detektor, 600 nm

Die Kalibrierung erfolgte mit 0,16 % bis 5 % v/v Ethanol (27 — 860 mmol L) und Acetat
(28 - 880 mmol L) sowie mit 0,78 gL' bis 25 g L™ (4 - 140 mmol L") Glukose. Glukose und
Acetat konnten mit dem UV/Vis-Detektor gemessen werden. Ethanol ergab nur im RI-Detektor

ein Signal.

4.13.13 Bestimmung der Verteilungskoeffizienten

Zur Bestimmung der Verteilungskoeffizienten von 4Cl-ACE und S-CHBE wurden 10 mL des
optimierten Reaktionspuffers ohne 1-Buten-3-ol und Triton X-100 mit 10 mL n-Butylacetat und
100 uL 4CI-ACE bzw. S-CHBE in einen 50 mL Erlenmeyerkolben gegeben und mit einem Glas-
stopfen gasdicht verschlossen. Die Ansitze wurden bei 25 °C und einer Riihrerdrehzahl von
2000 min™ auf einem Mehrfachriihrerplatz Variomag Poly 12 h inkubiert. Damit sich ein Gleich-
gewicht der Phasen einstellen konnte, wurden die Ansitze ohne Durchmischung fiir weitere 12 h
inkubiert. Aus der n-Butylacetat Phase wurden 100 uL entnommen und in 400 pL. getrocknetes
n-Butylacetat iiberfiihrt. Die wissrige Phase wurde mit dquivalentem Volumen n-Butylacetat
extrahiert. Anschliefend wurde die n-Butylacetat Phase 1:5 v/v in getrocknetem n-Butylacetat
verdiinnt. Die Konzentrationen wurden gaschromatographisch bestimmt. Die Verteilungs-
koeffizienten k fiir die Komponenten ergeben sich aus dem Verhiltnis der Konzentration in der

organischen Phase zur Konzentration in der wissrigen Phase.
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5 Asymmetrische Reduktion von 4CI-ACE mit S. cerevisiae

Die reaktionstechnischen Untersuchungen zur asymmetrischen Reduktion von 4-Chlor-
Acetessigsdureethylester gliedern sich in folgende Abschnitte:
e Optimierung der Anzuchtbedingungen mit Hinblick auf eine hohe Reduktionsaktivitit
e Identifikation geeigneter Variablen fiir die Optimierung
e Optimierung der Reaktionsbedingungen mit einem genetischen Algorithmus zur
Maximierung der Ausbeute und des Enantiomereniiberschusses
e MaBstabsvergrolerung vom 150 mL-Kleinansatz in den 0,5 — 1,2 L Riihrkesselreaktor
® Charakterisierung von EinflussgroBBen auf die Zellstabilitdt und die Auswirkung auf die
Umsetzung

Alle Versuche wurden mit dem rekombinanten Stamm von S. cerevisiae durchgefiihrt.

5.1 Optimierung der Anzuchtbedingungen

Ausgangspunkt fiir die Optimierung der Anzuchtbedingungen war die unbefriedigende
Zellqualitidt, wenn die Anzucht von rekombinanten S. cerevisiae unter Standardbedingungen im
CSL-Medium durchgefithrt wurde. Mit Zellen aus Schiittelkolbenkulturen betrug der
Enantiomereniiberschuss unter Standardbedingungen nur 82 — 84 % bei einer Produktbildungs-
kapazitit von 1,7 mmol g'l. Zellen, die mit diesem Medium im 5 L-Malstab im Zulaufverfahren
angezogen wurden, wiesen eine vergleichbare Qualitit auf.

Die Anzuchtbedingungen waren so zu wihlen, dass die Expression R-spezifischer Enzyme
moglichst gering war. Die Expression der Alkoholdehydrogenase sollte sich durch eine
Reduzierung der Glukosekonzentration und eine aerobe Reaktionsfithrung minimieren lassen.
Ein weiteres R-spezifisches Enzym ist die Laktatdehydrogenase. Um die Induktion der
Laktatdehydrogenase zu reduzieren, sollte das Anzuchtmedium moglichst kein Laktat enthalten.
Laktat ist ein wesentlicher Bestandteil des Maisquellwassers (CSL), so dass zuerst der Einfluss

von Maisquellwasser im Anzuchtmedium auf den Enantiomereniiberschuss untersucht wurde.

5.1.1 Wachstum auf CSL-Medium im Schiittelkolben

In einer ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von

Maisquellwasser (CSL) auf die Zellqualitit untersucht. Bei einer im Vergleich zum
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Standardansatz reduzierten Glukosekonzentration von 10 g L wurden 0 %, 0,5 %, 1,0 % und
2,0 % v/v Maisquellwasser eingesetzt. Nach vier Tagen Inkubationsdauer stieg mit zunehmender
Konzentration an Maisquellwasser die ODgypy von 15 auf 30 an. Der Anstieg des
Ertragskoeffizienten Yx/sGlukose VON 0,4gg'l auf 0,8 gg'l ist auf die im Maisquellwasser
enthaltenen C-Quellen (Zucker, Laktat) und Néihrstoffe (Aminosduren, Vitamine, Spuren-
elemente) zuriickzufiihren.

Bei den anschliefend durchgefiihrten Umsetzungsversuchen zur Bestimmung der Gesamt-
aktivitit zeigte sich, dass die Produktbildungskapazitit fiir alle im CSL-Medium angezogenen
Zellen mit 2,0 — 2,2 mmol g'l annidhernd identisch war. Nur bei Zellen aus CSL-freiem Medium
war die Produktbildungskapazitiat deutlich hoher (Abbildung 5.1.1). Der Enantiomereniiber-

schuss nahm mit steigender CSL-Konzentration von 92 % auf 87 % ab.
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Konzentration CSL [v/v]

Abbildung 5.1.1: Einfluss der Konzentration von Maisquellwasser (CSL) bei Schiittelkolbenanséatzen auf
die Produktbildungskapazitat PBK und den Enantiomerentiberschuss EE mit 10 g L™ Glukose; Standard:
20 g L Glukose, 2 % v/v CSL

Das konstante Verhiltnis von S-CHBE-Konzentration zur eingesetzten Biomasse weist auf eine
vergleichbare ~Aktivitit der S-spezifischen Carbonylreduktase hin. Die Anderung im
Enantiomereniiberschuss ist auf die gesteigerte Aktivitidt der R-spezifischen Carbonylreduktasen
zuriickzufithren. Die hohe Laktatkonzentration im Maisquellwasser konnte die Expression der
Laktatdehydrogenase induzieren.

Im Standardansatz werden 20 g L™ Glukose und 2 % v/v Corn Steep Liquor eingesetzt. Durch
die hohere Glukosekonzentration kann zwar die ODgyy von 30 auf 60 gesteigert werden, der

Enantiomereniiberschuss lag mit 83 % aber deutlich unter dem Wert des Vergleichsansatzes.
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5.1.2 Wachstum auf definierten Medien

Da Zellen, die mit CSL-Medium angezogen wurden, in Umsetzungsversuchen einen niedrigen
Enantiomereniiberschuss aufwiesen, wurde versucht, auf komplexe Medienkomponenten ganz
zu verzichten und die Zellen in definierten Medien anzuziehen.
Es wurden zwei unterschiedliche definierte Medien mit jeweils 25 g L Glukose als
Kohlenstoffquelle untersucht:
e Mineralmedium fiir Hefen, bestehend aus Mineralsalzen, Spurenelementen, Vitaminen
und Harnstoff als Stickstoffquelle (van Hoek et al. 2000)
e Yeast Nitrogen Base Medium (YNB), eine Nihrstoffmischung, die Ammonium,
Phosphat, Sulfat, Spurenelemente und Vitamine fiir die Anzucht von Hefen enthilt. Es

wurde YNB mit Aminosduren und ohne Aminosduren eingesetzt (van Dijken et al. 2000)

Diese Grundmedien wurden zusétzlich mit Tryptophan und Lysin supplementiert, um mogliche
Auxotrophien des Stammes auszugleichen. Adenin gilt als ein wachstumslimitierender Faktor
bei Hefen (Zhang et al. 2002) und wurde ebenfalls als Supplement untersucht.

Aus den beiden Grundmedien wurden somit sechs verschiedene definierte Medien abgeleitet:
1) Basismineralmedium ii) YNB ohne Aminosduren; iii) YNB mit Aminosduren; iv) Mineral-
medium mit 20 mg L™ Lysin und 20 mg L' Tryptophan; v) Mineralmedium mit 40 mg L™
Adenin; vi) YNB mit 20 mg L' Lysin bzw. 20 mg L' Tryptophan.

In keinem dieser definierten Medien konnte Wachstum der Zellen beobachtet werden.

5.1.3 Wachstum auf definierten Medium mit komplexem Anteil

Erst durch Zugabe von 4 g L' Hefeextrakt zum Mineralmedium konnte Wachstum der Zellen bis
zu einer ODgpo = 13 (3 getm L']) erzielt werden. Wurden zusétzlich 20 mg L Tryptophan in das
Medium gegeben, stieg die ODgg auf 17 an, wihrend Lysin und Adenin keinen Effekt zeigten.

Um den wachstumslimitierenden Bestandteil identifizieren zu konnen, wurde das eingesetzte
Medium in sechs Hauptkomponenten unterteilt: i) Vitamine, ii) Mineralstoffe und Spuren-
elemente, iii) C-Quelle Glukose, iv) Harnstoff, v) Hefeextrakt und vi) Tryptophan.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Konzentration von jeweils einer Hauptkomponente

verdoppelt. Durch die Verdoppelung der Konzentration von Hefeextrakt konnte die ODgoy von
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17 auf 28 gesteigert werden. Alle anderen Ansitze fithrten zu keiner Anderung der Biomassen-
konzentration. Der Enantiomereniiberschuss variierte in den Ansédtzen nur gering (88 % und
90 %). Nur durch die Erhohung der Glukosekonzentration ging der Enantiomereniiberschuss auf

85 % zuriick.

Die wachstumslimitierende Komponente, ein Bestandteil des Hefeextrakts, konnte nicht ndher
identifiziert werden. In den Folgeexperimenten wurde der Einfluss der Konzentration von
Hefeextrakt untersucht. Als zweiter komplexer Bestandteil wurde Pepton verwendet.

Zum Basismineralmedium mit Tryptophan wurden jeweils 10 gL", 20gL", bzw. 30 gL’
Hefeextrakt und Pepton einzeln oder in Kombination zugegeben (Tabelle 5.1.1). Mit
zunehmender Konzentration von komplexen Komponenten konnte die Biomasse bis zu einer
ODgno von 60 — 65 (entsprechend 15 ggtm L']) gesteigert werden, wobei in Ansitzen mit Pepton
bei gleicher Konzentration eine hohere ODg( als mit Hefeextrakt gemessen wurde.

In den Versuchsansitzen erwies sich die Zugabe von Basismineralmedium und Tryptophan als
vorteilhaft fiir das Wachstum. So sank im Ansatz mit 10 g L"' Hefeextrakt die Biomasse um
20 % (Medium H;p und MH(T) und im Ansatz mit 20 g L Pepton sogar um 65 % (Medium P
und MP5T), wenn kein Basismineralmedium mit Tryptophan zugegeben wurde'. Der maximale
Enantiomereniiberschuss wurde mit 90 % im Ansatz mit 4 g L' Hefeextrakt (Medium MH4T)

erzielt, sank in allen anderen Ansétzen aber nur geringfiigig auf 88 % ab (Medium MyP2oT).

Im Vergleich zum CSL-Medium konnte bei anndhernd gleicher Biomassenkonzentration der
Enantiomereniiberschuss von 82 - 84 % auf 88 % gesteigert werden (Tabelle 5.1.2, Abbildung
5.1.2). Gleichzeitig stieg die Produktbildungskapazitit. Die Aktivitdt der Zellen konnte also

ebenfalls gesteigert werden.

' Zur Beschreibung der Zusammensetzung des Mediums wurde folgende Nomenklatur verwendet: H = Hefeextrakt,
P = Pepton; der Zahlenindex gibt die jeweilige Konzentration in gL' an; T=Tryptophan, 20 mgL™;
M = Mineralmedium
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Abbildung 5.1.2: Ergebnis der Medienoptimierung: Einfluss unterschiedlicher Anzuchtbedingungen auf
die ODggo und den Enantiomereniiberschuss in Biotransformationsexperimenten im 0,5 mL-MaBstab

Tabelle 5.1.1: Eingesetzte Komplexmedien in Schiittelkolbenkulturen von S. cerevisiae und die erreichte
ODgo als MaB fiir die Biotrockenmasse; die Versuche wurden mit 25 g L™ Glukose durchgefiihrt.
M: Basismineralmedium; H: Hefeextrakt; P: Pepton; T: Tryptophan 20 mg L™

Zusammensetzung
Medium Heflzel’_‘.ﬁr]akt P[gth.ﬂ’]" ODego
Hio 10 N 19
MH,T 4 - 17
MH 1T 10 . 28
MHyoT 20 - 42
MHgoT 30 - 52
Pos - 20 20
MP;oT - 10 39
MPa,T - 20 57
MPa,T - 30 60
MH5P 1T 5 10 55
MH1oPosT 10 20 64
MHzoPosT 20 20 63
MHpoPssT 20 30 65

Die Substitution von Maisquellwasser im Medium zur Anzucht von S. cerevisiae war durch ein
Mineralmedium mit Vitaminen und hohen Konzentrationen an Hefeextrakt und Pepton moglich.

Dabei wurden im Schiittelkolben in beiden Medien vergleichbare Biomassenkonzentrationen von
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bis zu 16 g L erreicht (Tabelle 5.1.2). Durch den Verzicht auf Maisquellwasser konnte der
Enantiomereniiberschuss von 83 % 1im Standardansatz auf 88— 90 % im optimierten
Anzuchtmedium gesteigert werden. Die Aktivitdten der R-spezifischen Carbonylreduktasen
wurden reduziert. Gleichzeitig nahm die Produktbildungskapazitit zu, die Zellen verfiigten iiber

eine hohere spezifische Aktivitit.

Tabelle 5.1.2: Einfluss der Medienzusammensetzung auf die ODggg, den Enantiomereniiberschuss und
die Produktbildungskapazitat in Schittelkolbenkulturen von S. cerevisiae; MHT: Mineral-Hefeextrakt-
Tryptophan-Medium; MHPT: Mineral-Hefeextrakt-Pepton-Tryptophan-Medium

csL-Standara Vit FOAIMS
ODgoo 60 17 63
Biotrockenmasse [g L] 15 5 16
Enantiomerenlberschuss [%] 83 90 88
Produktbildungskapazitit [mmol g '] 1,7 2,0 2,9

5.1.4 Kohlenstoffquellen

Der negative Einfluss hoher Glukosekonzentrationen auf den Enantiomereniiberschuss wurde fiir
Medien mit und ohne Maisquellwasser gezeigt. Als Ersatz fiir Glukose wurde als weitere
Kohlenstoffquelle der Einsatz von Glycerin im Medium mit Maisquellwasser untersucht. Der

Stamm S. cerevisiae FasB His6 zeigte jedoch kein Wachstum.

5.1.5 Zellanzucht im Riihrkesselreaktor im Zulaufverfahren mit CSL-Medium

Bei der Zellanzucht im Riihrkesselreaktor mit CSL-Medium unter Standardbedingungen wurde
nach einer Prozessdauer von 48 h eine Biotrockenmassenkonzentration von 40 gL'1 erzielt
(Tabelle 5.1.3). Die Qualitit des Biokatalysators bei der Reduktion von 4Cl-ACE war
vergleichbar mit der von Zellen, die im Schiittelkolben angezogen worden sind. Die
Produktbildungskapazitit betrug 1,8 mmol g'l, der Enantiomereniiberschuss lag bei 81 % und

war damit niedriger als im Schiittelkolbenansatz (83 %).

Der Einfluss der komplexen Komponenten im Medium, wurde in einem weiteren Experiment
untersucht. Dem Zulaufmedium wurde Hefeextrakt (10 g L, Pepton (20 g L") und Maisquell-
wasser (2 % v/v) zugesetzt. Obwohl die Dosierrate von Glukose im Vergleich zum Standard-

ansatz geringfiigig gesenkt wurde (Tabelle 5.1.3), betrug die Biotrockenmassenkonzentration am
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Ende der Fermentation 38 g L. Aufgrund der geringeren Gesamtglukosemenge, die in dem
Prozess eingesetzt wurde, stieg der Ertragskoeffizient von Yx/sglukose = 0,28 im Standard-
verfahren auf Yx/s Gukose = 0,34 an. Die Qualitdt der Zellen aus diesem Ansatz mit komplexen
Medienkomponenten im Zulauf war jedoch deutlich schlechter als bei den Zellen, die im
Standardverfahren hergestellt wurden, bei dem nur Glukose zudosiert wurde. Die Produkt-
bildungskapazitit ging von 1,8 mmol g'1 auf 1,4 mmol g'1 und der Enantiomereniiberschuss von

81 % auf 77 % zuriick.

5.1.6 Zellanzucht im Rihrkesselreaktor im Zulaufverfahren mit optimiertem
Medium

Fir die Anzucht im Zulaufverfahren wurde das in den Schiittelkolbenexperimenten optimierte
MHaoP20T-Medium (20 g L' Hefeextrakt, 20 g L' Pepton, 20 mg L' Tryptophan, Mineral-
medium) eingesetzt. Als Vergleich wurde in einem weiteren Experiment ein Medium ohne
Mineralmedium und Tryptophan (H10P20-Medium) verwendet.

Nach einer Prozesszeit von 48 h betrug die Biomassenkonzentration 27 g L! (MH,oP5T-
Medium) bzw. 25 g L (H;oP20-Medium) und war damit deutlich niedriger als bei der Anzucht
im Standardverfahren. Entsprechend sank der Ertragskoeffizient der Biomasse von
Y x/s Glukose = 0,28 auf 0,20.

Die Aktivitit des Katalysators verbesserte sich im Vergleich zum Standardverfahren leicht. Der
Enantiomereniiberschuss stieg von 81 % im Standardverfahren auf 85 % wund die
Produktbildungskapazitit konnte im MH,oP,T-Medium von 1,8 mmol g'] auf 2,0 mmol g'l
gesteigert werden. Die Verbesserung der Katalysatorqualitit fiel jedoch geringer aus, als aus den
Schiittelkolbenexperimenten zu erwarten gewesen wire. Insbesondere aufgrund der niedrigen
Biomassenkonzentration sank die volumetrische Gesamtaktivitit der Zellen um 25 % im
Vergleich zum Standardansatz.

Der Verlauf des Prozesses bei der Verwendung von optimiertem MHoP0T-Medium ist in
Abbildung 5.1.3 gezeigt. Nach der Satzphase von 8 h betrug die ODgy = 13. Obwohl eine
niedrige Glukosekonzentration von 12,5gL' zu Beginn verwendet wurde und der pO,
anndhernd 100 % betrug, wurden in geringer Konzentration Ethanol (0,5 % v/v) und Acetat
(0,16 % v/v) gebildet. Durch die unvollstindige Veratmung der Glukose stieg der Respirations-
quotient in der Satzphase auf iiber 1 an und sank zu Beginn des Zulaufverfahrens nach

Verbrauch der vorgelegten Glukose auf 0,8 ab. Wihrend dieser Prozessphase konnte mit den
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verwendeten Glukosemessstreifen keine Glukose nachgewiesen werden. Die Glukose-
konzentration lag somit unterhalb der Nachweisgrenze von 0,3 g L. HPLC-Messungen haben
bestatigt, dass die Glukosekonzentration maximal 0,27 g L' betrug. Durch die niedrige
Dosierrate an Glukose wurden die in der Satzphase akkumulierten Nebenprodukte Acetat und
Ethanol innerhalb der nachfolgenden 16 h vollstindig aufgebraucht. Der Respirationsquotient
stieg zu dem Zeitpunkt von 0,8 auf 1,0 an und blieb bis zum Prozessende konstant. Eine
Zunahme der Biomassenkonzentration konnte nur innerhalb der ersten 32 h Gesamtprozesszeit
gemessen werden, obwohl Glukose noch weitere 16 h zudosiert wurde.

In Versuchen zur Gesamtaktivitidtsbestimmung zeigten die Zellen wéhrend der ersten 18 h des
Prozesses die hochste Aktivitit. Bei einer Biotrockenmassenkonzentration von 10 g L erreichte
die Produktbildungskapazitit 4,0 mmol g'1 und der maximale Enantiomereniiberschuss betrug
ca. 88 %. Im Prozessverlauf sank die Produktbildungskapazitit auf 2,0 mmol g' und der

Enantiomereniiberschuss auf 85 % ab.

Der maximale Enantiomereniiberschuss wurde mit Zellen in einer Prozessphase erzielt, in der als
Nebenprodukte Ethanol und Acetat gebildet worden waren. Eine mogliche Nebenaktivitit der
Alkoholdehydrogenase mit R-Spezifitit hatte zumindest keinen signifikanten Einfluss auf den
Enantiomereniiberschuss. Die Satzphase war aber auch durch eine hohe Wachstumsrate geprigt.
Nach Dahl et al. (1998) ist der Enantiomereniiberschuss von S-CHBE am hochsten, wenn Zellen
in der Wachstumsphase geerntet werden. Aufgrund der sehr niedrigen Glukosedosierrate
wuchsen die Zellen im Zulaufverfahren sehr langsam. Da die Nebenprodukte aus dem
Uberschussmetabolismus keinen negativen Einfluss auf die Zellqualitit hatten, kann eine mit der
Steigerung der Dosierrate verbundene hohere Wachstumsrate die Zellqualitdt moglicherweise
weiter verbessern.

Die Ausbeute an Biomasse ist bei Fermentationen im MH;oP,oT-Medium im Vergleich zum
Standardmedium mit Maisquellwasser sehr niedrig. Um eine Stickstofflimitierung
auszuschlieffen, wurde in einem weiteren Versuch dem Zulaufmedium neben Glukose zusitzlich
10 gL' Harnstoff mit einer Endkonzentration im Reaktor von 1,5gL’ zugesetzt. Die
Biomassenkonzentration sank auf 19 g L”, gleichzeitig war die Katalysatorqualitit deutlich

schlechter als bei den Vergleichsfermentationen.
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Abbildung 5.1.3: Verlauf der Zellanzucht im RUhrkesselreaktor im Zulaufverfahren mit MH,oP2oT-Medium
im 5 Liter-MaBstab. Obere Abbildung: Geldstsauerstoff und respiratorischer Quotient; mittlere Abbildung:
dosierte Gesamtglukosemenge und Konzentration an Ethanol, Acetat und Glukose; untere Abbildung:
optische Dichte, Produktbildungskapazitat und Enantiomereniiberschuss in Biotransformationen

Durch eine optimierte Medienzusammensetzung (Medium MHoP»T) konnte die Qualitdt der
Zellen so gesteigert werden, dass ein hoherer Enantiomereniiberschuss und eine héhere Produkt-
bildungskapazitit der Zellen erreicht wurde.

Mit den Versuchen zur Optimierung des Mediums fiir die Anzucht von S. cerevisiae konnte
gezeigt werden, dass die Zusammensetzung des Mediums einen wesentlichen Einfluss auf die
Qualitédt der Zellen hat. Insbesondere tliber die Konzentration an Glukose und Maisquellwasser
im Medium konnte bei Schiittelkolbenkulturen die Zellqualitit und damit der Enantiomeren-

tiberschuss und die Produktbildungskapazitit wesentlich beeinflusst werden. Der negative
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Einfluss von Maisquellwasser auf den Enantiomereniiberschuss konnte in Versuchen im

Riihrkesselreaktor im Zulaufverfahren bestitigt werden.

Tabelle 5.1.3: Ergebnisse aus Versuchen im Rihrkesselreaktor im Zulaufverfahren mit unterschiedlichen
Medien

Zulaufmedium
mit komplexen Standard Medium H;P5 Medium MH,oP4T
Komponenten

20 g L' Hefeextrakt

-
10gL" Hefeextrakt 10 g L Hefeextrakt 20 g L Pepton

Medium 20gL" Pepton -1 , -
o 20g L Pepton Mineralmedium,

(Satzvertahren) 220 @Vglgksolge 12,59L" Glukose | 20mgL" Trp 10,6

g g L" Glukose
pH pH 6,0; Korrekturmittel 6 N H3PO4 und 25 % NH3
pO. >80 %
Wachstumsrate p 0,27 b 0,30 h” 0,15 " 0.15h"
Satzverfahren

50 % Glukose,
10 g L' Hefeextr.,

20 g L Pepton, 60 % w/w Glukose

Zulaufmedium

2 % CSL
A

Dosierprofil Glukose 0.8 _[]Sé? g 4"h h 0,5-34gL"h" tiber32h
Konzentration A 4 4 4
Biotrockenmasse gl 40gl 259l 279l
Yxs,Glukose 0349g" 0289g" 020gg" 0209g"
Ergebnisse aus der Bioreduktion
EE 77 % 81 % 85 % 85 %
:;;glzjig?llladgggs- 1,4 mmol g”' 1,8 mmol g”' 1,8 mmol g”' 2,0 mmol g
Volumetrische
Produkt- 53 mmol L™ 72 mmol L 45 mmol L™ 54 mmol L™
bildungskapazitat

Neben dem Einfluss des verwendeten Mediums bei der Anzucht der Zellen haben die Versuche
zur Zellanzucht im Zulaufverfahren gezeigt, dass sich die Qualitit der Zellen {iiber die
Prozessdauer #ndert. Es bleibt offen, welche Faktoren zu einer Anderung der Zellqualitit fiihren.
Die Wachstumsrate und der Stoffwechsel der Zellen (Uberschussmetabolismus) bei der Zellernte

sind zwei GroBen, die sich fiir eine weitere Verbesserung anbieten.
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5.2  Evaluierung geeigneter Reaktionsbedingungen

Bei der Evaluierung geeigneter Reaktionsbedingungen wurden unterschiedliche Variablen wie
Medienkomponenten, Substrat- und Biokatalysatorkonzentration und pH untersucht. Ziel der

Experimente war es, die relevanten GroB3en zu identifizieren, die die Reaktion beeinflussen.

5.2.1 Umsetzungen mit Wildtyp Zellen

Die in der Literatur angegebenen Daten fiir den Enantiomereniiberschuss und die Ausbeute bei
der Umsetzung von 4Cl-ACE zu S-CHBE mit Wildtypzellen schwanken betrachtlich. Um
Vergleichsdaten fiir Umsetzungen mit rekombinanten und Wildtyp Hefen zu erhalten, wurde
eine Umsetzung mit dem Wildtypstamm S. cerevisiae CBS 8066 im Standardreaktionspuffer mit
7,5 % v/v n-Butylacetat bei 25 °C durchgefiihrt.

Dabei wurde ein Enantiomereniiberschuss von 44 % bei einer Produktbildungskapazitit von
0,2 mmol g"' beobachtet. Bei einer eingesetzten Biokatalysatorkonzentration von 120 g L™ und
einer 4C1-ACE-Konzentration von 140 mmol L betrug die Ausbeute 15 %. Die Deaktivierung
des Biokatalysators folgte einer Reaktion 1. Ordnung mit einer Halbwertzeit der Katalysator-

aktivitidt von 0,5 h (Abbildung 5.2.2).

5.2.2 Biomassenkonzentration und Zellqualitat

In geriihrten Ansidtzen unter Standardbedingungen mit 7,5 % v/v n-Butylacetat wurde der
Einfluss unterschiedlicher Biokatalysatorkonzentrationen auf die Umsetzung untersucht. Bei
einer 4Cl-ACE-Startkonzentration von 170 mmol L ™' und einer Biokatalysatorkonzentration von
0,4 bis 10 ggtvm L' konnte kein Einfluss der Biokatalysatorkonzentration auf den Enantiomeren-
tiberschuss festgestellt werden. Die Produktbildungskapazitit der Zellen betrug in allen Ansétzen

2,0 mmol g'l.

Fir die Parameterstudien und Optimierungsversuche wurden Zellen in groferer Menge
hergestellt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Der Einfluss der Lagerungsdauer erwies
sich als ein wesentlicher Einflussfaktor auf die Biotransformation. Zum Vergleich wurden in
Umsetzungsversuchen Zellen unterschiedlichen Alters (1 Woche, 5 Wochen, 5 Monate)
eingesetzt. Die Versuche wurden unter Standardbedingungen mit 7,5 % v/v n-Butylacetat durch-

gefiihrt.
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Frische Zellen hatten die hochste Aktivitdt, die sich durch die Lagerung iiber ca. 1 Woche bei
-20 °C nicht wesentlich dnderte. Bei einer Lagerungsdauer von 5 Wochen und ldnger nahm der
Enantiomereniiberschuss und die Produktbildungskapazitit ab (Tabelle 5.2.1).

Aufgrund der hoheren Stabilitdt frischer Zellen lduft die Reaktion bis zu 10 h, wihrend bei
5 Wochen alten Zellen die Reaktion bereits nach 4 bis 6 h zum Erliegen kommt (Abbildung
5.2.1). Wihrend bei frischen Zellen der Enantiomereniiberschuss iiber die Versuchsdauer
konstant bleibt, nimmt er bei Zellen, die iiber einen ldngeren Zeitraum gelagert worden sind, mit

der Reaktionsdauer ab.

Die Anfangsaktivitit des Biokatalysators wurde durch die Lagerungsdauer nicht wesentlich be-
einflusst. In allen Ansidtzen betrug die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit zwischen 10 und
12 umol g' min”. Die Abnahme der Produktbildungskapazitit wurde durch die geringere
Stabilitdt des Biokatalysators verursacht. Die Halbwertzeiten nahmen mit der Lagerungsdauer

von 2,7 h bei frischen Zellen auf 0,9 h bei 5 Monate alten Zellen ab (Abbildung 5.2.2).

Tabelle 5.2.1: Einfluss der Lagerungsdauer der Biokatalysatoren bei -20 °C auf die Umsetzung unter
Standardbedingungen mit 7,5 % v/v n-Butylacetat und 170 mmol L™ 4CI-ACE

Lagerungsdauer Produktbildungs- Halbwertzeit t., Enantiomeren-
(-20 °C) kapazitat liberschuss
1 Woche 2,0 mmol g 2,7h 84 %
5 Wochen 0,9 mmol g 1,5h 65 %
5 Monate 0,5 mmol g 0,9 h 43 %
Wildtypzellen, 0,2 mmol g 0.5h 44 %

1 Woche
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Abbildung 5.2.1: Verlauf der S-CHBE-Konzentration und des Enantiomereniberschusses in
Satzversuchen mit frischen Zellen (28 ggtm L™, schwarz) und 5 Wochen alten Zellen (60 ggtm L™, grau);
gestrichelte Linien: Enantiomerenlberschuss
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Abbildung 5.2.2: Deaktivierungskinetiken des Biokatalysators nach unterschiedlicher Lagerungsdauer bei
-20 °C; zum Vergleich sind Wildtypzellen dargestellt. Symbole: Reaktionsraten basierend auf Messungen;
Linien: Deaktivierung nach Reaktion 1. Ordnung

In den Versuchen konnten nicht immer Zellen identischer Qualitét eingesetzt werden. Um den
Einfluss geédnderter Reaktionsbedingungen auf die Umsetzung messen und quantifizieren zu
konnen, wurde bei jeder Versuchsreihe eine Umsetzung unter Standardbedingungen

durchgefiihrt.
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5.2.3 Reaktionstemperatur

Der Einfluss der Reaktionstemperatur wurde in Standardansétzen mit 7,5 % v/v n-Butylacetat bei
25 °C, 30 °C und 35 °C untersucht.

Die S-CHBE-Konzentration betrug bei 25 °C und 30 °C jeweils 15 mmol L' und sank bei 35 °C
auf ca. 10 mmol L' ab. Der Enantiomereniiberschuss war bei 25 °C mit 78 % maximal und sank
bei 30 °C auf 77 % und bei 35 °C auf 76 % ab.

Bei Reaktionstemperaturen von 25 °C und 30 °C bestand kein Unterschied in der Umsetzung.
Reaktionstemperaturen von {iiber 30 °C fiihrten zu einer vorzeitigen Deaktivierung des

Biokatalysators und damit verbunden zu einer verminderten Ausbeute.

52.4 pH

Der Einfluss des pH auf die Umsetzung wurde in zwei Versuchsreihen in pH-geregelten
Ansitzen untersucht. Dabei war nicht nur der Einfluss des pH auf die Biokatalysatoraktivitit zu
beriicksichtigen. Der pH beeinflusst auBBerdem die Stabilitit des Substrates. Die Esterbindung
wird in wissrigen Losungen hydrolysiert, wobei die Stabilitdt mit zunehmenden pH abnimmt
(Shimizu et al. 1990).

Zur Abschitzung der Stabilitit wurden 180 mmol L™ 4Cl-ACE in zellfreiem Kaliumphosphat-
puffer (0,1 mol L']) bei pH 6,0, 7,0 und 8,0 und 25 °C inkubiert. Nach 4 h war das Substrat bei
pH 6,0 zu 30 % bei pH 7,0 zu 50 % und bei pH 8,0 zu 70 % zerfallen. S-CHBE war hingegen in
wissriger Losung im gesamten pH-Bereich stabil. Um in den Umsetzungsversuchen die
Hydrolyse des Substrates zu minimieren, wurde n-Butylacetat als zweite Phase eingesetzt, das
als Substratreservoir fungiert und die Konzentration von 4CI-ACE in der wissrigen Phase gering
halt.

In der ersten Versuchsreihe wurde der pH-Einfluss mit Natriumcitratpuffer von 4,0 bis 7,0 in
Schritten von einer pH-Einheit untersucht. Mit steigendem pH nahm die S-CHBE-Konzentration
um den Faktor 50 und der Enantiomereniiberschuss von 46 % auf 90 % zu. Die Halbwertzeit des
Biokatalysators stieg von 0,8 h bei pH 4,0 auf 2,8 h bei pH 7,0.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde der getestete pH-Bereich von pH 6,0 bis auf pH 8,0 in

Schritten von 0,5 pH-Einheiten ausgedehnt (Abbildung 5.2.3).
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Abbildung 5.2.3: pH-Einfluss auf die Umsetzung von 4CI-ACE in Zweiphasensystemen mit 7,5 % v/v
n-Butylacetat

Die S-CHBE-Konzentration durchlief bei pH 7,0 ein Maximum und sank bei pH 6,0 und pH 8,0
auf ca. 15 % des Maximalwertes. Der Enantiomereniiberschuss war zwischen pH 6,5 und pH 7,5
annidhernd konstant bei 87 %. Der Enantiomereniiberschuss stieg bei pH 8,0 auf ca. 94 %,
aufgrund der niedrigen S-CHBE-Konzentration ist dieser pH fiir Umsetzungen jedoch nicht
geeignet. Die niedrige Produktkonzentration bei einem pH iiber 7,5 ist zum Teil auf die
Hydrolyse des Substrates zuriickzufithren. Die organische Losungsmittelphase n-Butylacetat
verlangsamt lediglich die Reaktion. Um die Hydrolyse effektiv zu unterbinden, ist die

Umsetzung bei niedrigen pH durchzufiihren oder der Anteil an n-Butylacetat ist zu erhdhen.

In Experimenten ohne pH-Regelung sinkt der pH im Reaktionsverlauf ab. Bei einer
Biokatalysatorkonzentration von 30 g L" kann der pH ohne Regelung von pH 7,0 auf pH 5,3
abfallen. Insbesondere bei langsamen Reaktionen, bei denen noch nach mehreren Stunden eine
hohe Umsetzungsrate erzielt wird, ist daher eine pH-Regelung erforderlich, um optimale

Ausbeuten und einen hohen Enantiomereniiberschuss erzielen zu konnen.

5.2.5 Substratkonzentration

Der Einfluss unterschiedlicher 4Cl-ACE-Konzentration auf die Produktkonzentration und den
Enantiomereniiberschuss wurde in wissrigen Reaktionssystemen ohne n-Butylacetat zunéchst in

geschiittelten 0,5 mL-Ansétzen untersucht und nachfolgend in geriihrten Ansétzen tiberpriift.
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In den 0,5 mL-Ansidtzen wurde die 4Cl-ACE-Konzentration zwischen 22 mmol L' und
590 mmol L' (0,3 bis 7,5 % v/v) variiert. Das Substrat ist bis zu einer Konzentration von
250 mmol L' (3,3 % v/v) in Wasser 16slich. Die maximale S-CHBE-Konzentration wurde bei
einer 4Cl-ACE-Konzentration zwischen 15 und 73 mmol L erreicht, der Enantiomeren-
iiberschuss betrug bis zu einer Substratkonzentration von 294 mmol L™ 81 %. Hohere 4C1-ACE-
Konzentrationen fiihrten zu einer Steigerung des Enantiomereniiberschusses bei gleichzeitiger
Abnahme der S-CHBE-Konzentration.

In geriihrten Ansidtzen mit 20 mL Reaktionsvolumen wurde eine Startkonzentration von

4C1-ACE zwischen 22 mmol L' und 334 mmol L™ eingesetzt (Abbildung 5.2.4).
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Abbildung 5.2.4: Einfluss der Startkonzentration von 4CI-ACE auf die S-CHBE-Konzentration und den
Enantiomereniberschuss gertihrten 20 mL-Ansatzen

Die maximale S-CHBE-Konzentration wurde bei einer 4CI-ACE Startkonzentration von
89 mmol L™ erzielt. Hohe Substratkonzentrationen fiihrten zu einer Hemmung der Reaktion und
damit zu einer Abnahme der Produktkonzentration. Der Umsatz von 4CIl-ACE sinkt von 93 %
bei 22 mmol L' 4CI-ACE auf 7 % bei 334 mmol L' 4CI-ACE. Wie auch in den Experimenten
im 0,5 mL-MalBstab war der Enantiomereniiberschuss praktisch unabhéingig von der eingesetzten
Substratkonzentration.

Unter dem Einfluss hoher 4CI-ACE-Konzentrationen nahm die Stabilitit des Biokatalysators ab.
Bei einer Startkonzentration von 89 mmol L' 4CI-ACE betrug die Halbwertzeit des Bio-
katalysators 2,1 h, bei einer Startkonzentration von 350 mmol L' 4CI-ACE sank die Halbwert-
zeit auf 0,8 h ab.
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Eine Beeinflussung des Enantiomereniiberschusses durch Anderungen in der Substrat-
konzentration wurde zumindest fiir den untersuchten Konzentrationsbereich nicht beobachtet.
Sehr geringe 4C1-ACE-Konzentrationen konnen zu einer Erhohung der R-CHBE-Konzentration
fithren (Bertau 2002; Shieh et al. 1985).

5.2.6 Organische Losungsmittel

In geriihrten Ansidtzen wurde der Einfluss von Ethylacetat, n-Butylacetat, Hexan, Methyl-tert-
Butylether (MTBE), Xylol, Benzol, Toluol und Petrolether (Fraktion mit Siedepunkt 50-70 °C)
auf die Umsetzung von 4CI-ACE in Zweiphasensystemen untersucht. Bei allen Losungsmitteln
wurde 10 % v/v organische Phase eingesetzt.

Durch die Zugabe von n-Butylacetat konnte die S-CHBE-Konzentration im Vergleich zum
wissrigen Standardansatz um 70 % gesteigert werden (Abbildung 5.2.5). Bei allen anderen
Losungsmitteln war die Zunahme geringer, wihrend im Ansatz mit MTBE die S-CHBE-
Konzentration im Vergleich zu der im Standardansatz ohne Losungsmittel zuriickging. In allen
untersuchten Zweiphasensystemen nahm der Enantiomereniiberschuss im Vergleich zum

Standardansatz geringfiigig ab.
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Abbildung 5.2.5: Einfluss verschiedener organischer Lésungsmittel auf die Umsetzung von 4CI-ACE in
gerthrten Anséatzen, nach zunehmender S-CHBE-Konzentration sortiert. MTBE: Methyl-tert-Butylether

Fiir das Einphasensystem ohne organisches Losungsmittel und die Zweiphasensysteme mit
Ethylacetat, n-Butylacetat, MTBE und Hexan wurden die Inhibierungskinetiken bestimmt. Die
Halbwertzeit des Biokatalysators betrug fiir das Referenzsystem, MTBE und Ethylacetat 2,1 bis
2,3 h. Hier findet eine schnelle Deaktivierung des Biokatalysators durch das Substrat oder das

verwendete Losungsmittel statt. Fiir die Systeme mit Hexan und n-Butylacetat wurden die
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Halbwertzeiten mit jeweils 3,1 h bestimmt. Hexan gilt als biokompatibles Losungsmittel, in dem
die Zellen vergleichsweise stabil bleiben. Allerdings ist es fiir das eingesetzte Substrat
ungeeignet. Im Zweiphasensystem mit n-Butylacetat wird die effektive 4Cl-ACE-Konzentration

in der wissrigen Phase herabgesetzt und damit die Substrattoxizitét reduziert.

In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss unterschiedlicher Phasenanteile von
n-Butylacetat auf die Reaktion untersucht. Bei einer konstanten Startkonzentration von
170 mmol L' 4Cl-ACE wurde das Phasenverhiltnis n-Butylacetat-Phase zu wiissriger Phase
zwischen a =0, 0,04, 0,06 und 0,1 variiert. Bereits durch die Zugabe geringer Mengen n-Butyl-
acetat (oo =0,04) konnte die Produktkonzentration um iiber 50 % gegeniiber dem Einphasen-
system gesteigert werden. Die maximale S-CHBE-Konzentration wurde bei einem Phasen-
verhiltnis von a = 0,06 erzielt. Der Enantiomereniiberschuss wurde durch die unterschiedlichen

Konzentrationen an n-Butylacetat nicht beeinflusst.

In einer weiteren Versuchsreihe von Experimenten im 0,5 mL-Mafstab wurde der Phasenanteil
an n-Butylacetat konstant gehalten und die Einsatzmenge an Substrat variiert. Zu 0,5 mL
Reaktionspuffer wurden 50 puL n-Butylacetat (a=0,1) gegeben und die 4CIl-ACE-
Konzentrationen betrugen zwischen 15 mmol L' und 590 mmol L'. Parallel wurden die
Versuche mit identischer Substratkonzentration ohne n-Butylacetat durchgefiihrt (Abbildung
5.2.6). Die S-CHBE-Konzentration wurde fiir den Gesamtansatz (wissrige und organische

Phase) bestimmt.

Im Einphasensystem ohne n-Butylacetat wurden nur bei niedrigen Substratkonzentrationen hohe
S-CHBE-Konzentrationen erzielt. Bei 4Cl-ACE-Konzentrationen iiber 100 mmol L™ wirkt das
Substrat auf die Umsetzung inhibierend. Im Zweiphasensystem ist das Maximum der S-CHBE-
Konzentration zu hoheren 4CIl-ACE-Konzentrationen verschoben. Die S-CHBE-Konzentration
durchliuft bei einer Startkonzentration von 100 mmol L™ respektive 147 mmol L 4CI-ACE ein
Maximum. Bei niedrigen Substratkonzentrationen ist die Gleichgewichtskonzentration an
4CI-ACE in der wissrigen Phase zu gering, um einen ausreichend hohen Umsatz zu
ermOglichen. Bei hohen Konzentrationen ist der Anteil an n-Butylacetat am Gesamtreaktions-
system nicht hoch genug, um die Gleichgewichtskonzentration an 4Cl-ACE in der wissrigen

Phase ausreichend zu verringern.
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Abbildung 5.2.6: Verlauf der S-CHBE-Konzentration in Abhangigkeit von der 4CI-ACE-Konzentration in
zwei unabhangigen Experimenten im 0,5 mL-MaBstab; hohle Symbole: wassriges System; ausgefillte
Symbole: Ansatz mit n-Butylacetat bei a = 0,1

Durch den Einsatz von Zweiphasensystemen mit n-Butylacetat wird die Hemmung der Reaktion
durch das Substrat 4CI-ACE reduziert und somit werden hohere Produktkonzentrationen erzielt.
So konnen im Vergleich zu Einphasensystemen hohere Startkonzentrationen an 4CI-ACE
eingesetzt werden, ohne dass es zu einer Inhibierung der Reaktion kommt. Dabei reichen bereits

geringe Mengen Losungsmittel aus, um die S-CHBE-Konzentration positiv zu beeinflussen.

5.2.7 Alkohole

In der Literatur ist der Einsatz verschiedener Alkohole zur Steigerung der Reaktionsraten bei
Ganzzellbiotransformationen durch Zellpermeabilisierung beschrieben worden. Lingerkettige
Alkohole sind in Wasser nur schlecht 16slich und es kommt bei ausreichend hohen
Konzentrationen zur Bildung von Zweiphasensystemen.

In Experimenten im 0,5 mL-MaBstab wurde der Einfluss von Methanol, Ethanol, 2-Propanol,
Butanol und Hexanol in Konzentrationen von 2 %, 10 %, 20 % v/v, 1-Octanol mit 2 % v/v und
10 % v/v untersucht. Bei diesen Konzentrationen ist die maximale Loslichkeit von Butanol,
Hexanol und 1-Octanol in Wasser iiberschritten und es bilden sich Zweiphasensysteme aus. Eine
Steigerung der S-CHBE-Konzentration oder des Enantiomereniiberschusses wurde bei keinem

der eingesetzten Alkohole erreicht.
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5.2.8 NADP und NAD

In geschiittelten Ansdtzen mit 0,5 mL Reaktionsvolumen im Einphasensystem wurde der
Einfluss von 0,0 / 0,025 / 0,05 / 0,075 / 0,1 /0,25 und 0,5 mmol L™ NAD bzw. NADP in jeder
moglichen Kombination beider Cofaktoren auf die Umsetzung untersucht. Von allen Ansitzen
wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Der Enantiomereniiberschuss wurde nur unwesentlich von der eingesetzten Cofaktor-
konzentration beeinflusst und schwankte zwischen 90 % und 94 % (Abbildung 5.2.7). Die
S-CHBE-Konzentration konnte durch NADP-Zugabe um 60 % und durch zusitzlich 0,5 mol L™
NAD um weitere 20 % gesteigert werden.
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Abbildung 5.2.7: Einfluss von NAD und NADP auf die S-CHBE-Konzentration

Der Einfluss der Cofaktorkonzentration wurde in geriihrten Ansédtzen mit n-Butylacetat weiter
untersucht. In zwei unabhingigen Standardumsetzungen ohne NADP und mit 0,1 mmol L
NADP konnte der Enantiomereniiberschuss von 63 % ohne NADP auf 75 % bzw. 88 %
gesteigert werden, die S-CHBE-Konzentration stieg in beiden Fillen um den Faktor 5. Die
Anderung war abhiingig von der Qualitiit der eingesetzten Zellen.

Waurden in der Umsetzung 100 pmol L' NADP durch die Kombination aus 100 umol L' NAD
und 10 umol L' NADP ersetzt, so sank die Produktkonzentration auf die Hilfte ab. Um bei der
Umsetzung von 4CI-ACE ausreichend hohe S-CHBE-Konzentrationen und einen hohen
Enantiomereniiberschuss erzielen zu konnen, muss NADP als Cofaktor eingesetzt werden und

kann nicht durch den preiswerteren Cofaktor NAD ersetzt werden.
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5.2.9 Glukose- und NaCl-Konzentration

Der osmotische Stress auf die Zellen entsteht durch die im Reaktionspuffer enthaltenen Salze
und die Glukose. Daher wurde der Einfluss der Glukose- und Natriumchloridkonzentration in
Experimenten mit 0,5 mL. Reaktionsvolumen in einem faktoriellen Versuchsplan untersucht. Es
wurden Natriumchloridkonzentrationen 0,05 mol L, 0,1 mol L™, 0,2 mol L'}, 0,5 mol L'! und
1,0 mol L ! und Glukosekonzentrationen von 0,2 mol L‘l, 0,5 mol L'l, 1,0 mol L'und 2,0 mol Lt

eingesetzt. Es wurde jeweils 140 mmol L' 4CI-ACE eingesetzt. Alle Ansdtze wurden zweifach

durchgefiihrt.

Der Enantiomereniiberschuss nahm mit steigender Salzkonzentration von 82 % auf 95 % zu
(Abbildung 5.2.8) und war bei einer Glukosekonzentration von 1 mol L' maximal. Die
S-CHBE-Konzentration sank dagegen bei hohen Salzkonzentrationen auf ein Drittel der
Maximalkonzentration im Ansatz ohne NaCl. Eine Glukosekonzentration iiber 0,5 mol L' hatte

keinen wesentlichen Einfluss auf die Produktkonzentration.
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Abbildung 5.2.8: Einfluss der Glukosekonzentration (0,2 bis 2,0 mol L'1) und Natriumchloridkonzentration
(0,0 bis 1,0 mol L) auf die Umsetzung von 4CI-ACE. Alle Messwerte sind Doppelbestimmungen
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5.2.10 Salze

Hohe Natriumchloridkonzentrationen fiihrten zu einer Zunahme des Enantiomereniiberschusses
(Kapitel 5.2.9). Der Einfluss von Natriumchlorid und anderen Salzen auf die Umsetzung von
4CI-ACE wurde in Experimenten mit 0,5 mL Reaktionsvolumen durchgefiihrt. Dabei wurden
1 mol L'l, 2mol L' und 4 mol L' Natriumchlorid, Natriumbromid, Kaliumbromid und

Magnesiumchlorid eingesetzt (Nakamura et al. 1989b).

Bei allen Salzkonzentrationen sank die S-CHBE-Konzentration im Vergleich zum
Standardansatz ab. Bei 4 mol L' NaBr und KBr kam die Umsetzung fast vollstindig zum
Erliegen (Abbildung 5.2.9). Magnesiumchlorid inhibierte die Reaktion ab einer Konzentration
von 1 mol L™ fast vollstindig.

Mit NaCl konnte bei allen untersuchten Konzentrationen der Enantiomereniiberschuss gesteigert
werden. Bei einer Konzentration von 4 mol L' betrug der Enantiomereniiberschuss 98 %,
gleichzeitig sank die S-CHBE-Konzentration auf 10 % vom Standardansatz.

AuBer mit Natriumchlorid konnte lediglich mit Natriumbromid bei einer Konzentration von
1 mol L' der Enantiomereniiberschuss gesteigert werden. Natriumbromid und Kaliumbromid
sind in ihrer Wirkung auf die S-CHBE-Konzentration vergleichbar, wihrend die Inhibierung der
Reaktion durch Natriumchlorid deutlich geringer ausfillt. Die Reaktion wird bei Zugabe der

Salze unter vergleichbaren Konzentrationen iiberwiegend iiber das Kation beeinflusst.
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Abbildung 5.2.9: Einfluss von 1 mol L™, 2 mol L™ und 4 mol L NaCl, NaBr und KBr auf die Umsetzung
von 4CI-ACE; MgCl,-Konzentrationen ab 1 mol L fiihrten zu einer fast vollstdndigen Inhibierung der

Reaktion und sind in der Graphik nicht gezeigt
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Von den getesteten Salzen erwies sich Natriumchlorid als am besten geeignet, um den
Enantiomereniiberschuss zu steigern. Gleichzeitig nahm die Ausbeute weniger stark ab als bei

anderen Salzen bei gleichen Konzentrationen.

5.2.11 Tenside

In Experimenten mit 0,5 mL Reaktionsvolumen wurden nichtionische Tenside in
Konzentrationen von 0,2 %, 0,4 %, 1,0 % und 2,0 % im Einphasensystem ohne n-Butylacetat
getestet. Die S-CHBE-Konzentration konnte durch Triton X-100 am effektivsten gesteigert
werden, gleichzeitig nahm der Enantiomereniiberschuss ab. Bei nur wenigen getesteten Tensiden

konnte eine Steigerung des Enantiomereniiberschusses bei gleichzeitiger Abnahme der Produkt-

konzentration beobachtet werden.
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Abbildung 5.2.10: Einfluss nichtionischer Tenside (1 %) auf die Umsetzung von 4CI-ACE in Experimenten
mit 0,5 mL Reaktionsvolumen, nach steigender S-CHBE-Konzentration geordnet. Stearat: Sucrose-
Palmitat Stearat; Dipalmitat: Sucrose-Dipalmitat

Alle untersuchten ionischen Tenside (Triisopropylnaphtalensulfonsidure Na-Salz (TIP), Cetyl-
trimethylammoniumbromid (CTAB), 2,5-Dimethylbenzenesulfonsdure (DMB), Dodecylsulfat
Na-Salz (SDS), Hyamine 2389, Zonyl FSA®) fiihrten im getesteten Konzentrationsbereich von

0,25 -1 % w/v zu einer Abnahme der S-CHBE-Konzentration und des Enantiomereniiber-

schusses.
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Der Einfluss unterschiedlicher Triton X-100-Konzentrationen zwischen 0 % v/v und 2 % v/v auf
die Umsetzung ist in Abbildung 5.2.11 dargestellt. Mit 0,5 % v/v Triton X-100 konnte die
S-CHBE-Konzentration um 60 %, mit 1 % v/v Triton X-100 um 190 % gesteigert werden.
Gleichzeitig sank der Enantiomereniiberschuss von 85 % auf 80 % ab. In geriihrten Ansitzen mit
0,5 % v/v Triton X-100 konnte das Ergebnis bestitigt werden. Die Produktkonzentration stieg

um 65 %, wiahrend der Enantiomereniiberschuss von 87 % auf 80 % abnahm.
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Abbildung 5.2.11: Einfluss von Triton X-100 auf die Umsetzung von 4CI-ACE in Experimenten mit 0,5 mL
Reaktionsvolumen

Um zu untersuchen, ob die Steigerung der Produktkonzentration in Gegenwart von Triton X-100
auf die Permeabilisierung der Zellen und damit auf die Verringerung der Stofftransport-
limitierung von Substrat und Produkt iiber die Zellmembran zuriickzufiihren ist, wurden die
Zellen vor dem Umsetzungsversuch permeabilisiert.

Die Herstellung permeabilisierter Zellen erfolgte durch die Inkubation mit 0,5 % v/v
Triton X-100 fiir 30 Minuten im Reaktionspuffer. AnschlieBend wurden die Zellen
abzentrifugiert und in frischem Reaktionspuffer resuspendiert. Die Umsetzung erfolgte in
Standardansidtzen im Einphasensystem und im Zweiphasensystem mit 7,5 % v/v n-Butylacetat.
Zusiatzlich wurden nicht permeabilisierte Zellen im Einphasensystem, im Einphasensystem mit
0,5 % v/v Triton X-100, im Zweiphasensystem mit 7,5 % v/v n-Butylacetat und im Zweiphasen-
system mit 7,5 % v/v n-Butylacetat und 0,5 % v/v Triton X-100 untersucht. Damit wurde jede
mogliche Kombination untersucht.

Durch Permeabilisierung der Zellen konnte die Produktkonzentration im Standardansatz im
Vergleich zu nicht permeabilisierten Zellen nur um 20 % gesteigert werden.

Bei nicht permeabilisierten Zellen konnte durch die Kombination von Triton X-100 und

n-Butylacetat die S-CHBE-Konzentration um den Faktor 3,3 im Vergleich zum Standardansatz
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gesteigert werden. Die Zunahme war gegeniiber dem alleinigen Einsatz von Triton X-100
(Faktor 1,7) oder n-Butylacetat (Faktor 2,6) deutlich erhoht (Abbildung 5.2.12). Der
Enantiomereniiberschuss sank von 89 % im wissrigen Reaktionssystem auf 85 % in allen
anderen Reaktionssystemen.

In Zweiphasensystemen mit n-Butylacetat bewirkt Triton X-100 die Ausbildung von sehr kleinen
Losungsmitteltropfen. Durch die sich vergroernde Phasengrenzfliche wird der Stofftransport
verbessert. Im Einphasensystem ist aufgrund der guten Wasserloslichkeit des Substrates die

Permeabilisierung der Zellen der Haupteffekt von Triton X-100.

- Lo00 (%]

“Hoo

n-Butylacetat

-0

Standard Standard

Permabilisert
Triton X-100

Abbildung 5.2.12: Einfluss von 0,5 % v/v Triton X-100 und 7,5 % v/v n-Butylacetat auf die S-CHBE-
Konzentration mit permeabilisierten und nicht permeabilisierten Zellen in geriihrten Ansatzen;
BezugsgroBe ist die S-CHBE-Konzentration im wassrigen Puffer mit nicht permeabilisierten Zellen

(100 %)

5.2.12 Inhibitoren

In der Untersuchung von Nakamura (1989a) zur Steigerung des Enantiomereniiberschusses
durch die Zugabe verschiedener Alkohole, Ketone und anderer Verbindungen waren
Allylalkohol, 1-Buten-3-ol, Methylacrylat, Methylvinylketon und 2-Cyclohexen-1-ol die

Verbindungen, die am besten geeignet waren.

Der Einfluss von Enzyminhibitoren wurde zunéchst in Einphasensystemen untersucht. Im ersten

Experiment mit 0,5 mL Reaktionsvolumen wurden Allylalkohol, 1-Buten-3-ol, Methylacrylat
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und Methylvinylketon in Konzentrationen von 0,5 mmol L'l, 1,0 mmol L' und 2,0 mmol L!
getestet. Die Zugabe der Inhibitoren und des Substrates erfolgte gleichzeitig. Dabei konnte kein
positiver Effekt auf den Enantiomereniiberschuss festgestellt werden.

In einem weiteren Experiment wurden die Zellen vor Substratzugabe 30 min in Gegenwart von
1 mmol L™ Allylalkohol, 2-Cyclohexen-1-ol und Methylacrylat inkubiert. Auch hier konnte
keine Steigerung erzielt werden. Die in den Experimenten eingesetzten Konzentrationen
entsprachen denen bei Nakamura et al. (1989a), waren aber fiir die hier gewihlten

Reaktionsbedingungen zu niedrig.
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144 mmol/L 4CI-ACE; 229 mmol/L 4CI-ACE; 370 mmol/L 4CI-ACE; 584 mmol/L 4CI-ACE;
6 % v/v n-Butylacetat 20 % v/v n-Butylacetat 20 % v/v n-Butylacetat 20 % v/v n-Butylacetat

Abbildung 5.2.13: Einfluss verschiedener Enzyminhibitoren auf den Enantiomereniiberschuss in
Zweiphasensystemen mit n-Butylacetat abhangig von der 4CI-ACE-Konzentration; es wurden jeweils

4 % v/v Inhibitor eingesetzt; im Standardansatz (140 mmol L™ 4CI-ACE, 20 % n-Butylacetat) betrug der
Enantiomerentberschuss 85 %

In weiteren Experimenten wurden jeweils 4 % v/v (0,5 mol L Allylalkohol, 1-Buten-3-ol,
2-Cyclohexen-1-o0l und 2-Propin-1-ol bei unterschiedlichen Konzentrationen von 4CIl-ACE und
n-Butylacetat untersucht. Die Zugabe der Inhibitoren, des Substrats und von n-Butylacetat
erfolgte zeitnah, ohne die Zellen mit dem Inhibitor allein vorher zu inkubieren. Dabei wurden

mit Allylalkohol und 1-Buten-3-ol die besten Ergebnisse erzielt (Abbildung 5.2.13).

Als geeignete Enzyminhibitoren erwiesen sich Allylalkohol und 1-Buten-3-ol. Fiir die weiteren

Versuche wurde 1-Buten-3-ol verwendet.
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5.2.13 Nahrstoffe

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich Glukosekonzentrationen von 1 mol L™ negativ auf die
Zellviabilitit auswirken konnen (Granot 2003). Um die Viabilitit der Zellen zu erhohen, wurden
verschiedene komplexe Medienkomponenten in den Reaktionspuffer gegeben.
Folgende Zusammensetzungen des Reaktionsmediums wurden verwendet:

e Standardreaktionspuffer mit 7,4 % v/v n-Butylacetat (Referenz)

e Supplementierung mit 10 g L™ Hefeextrakt, 20 g L™ Pepton und 1 % v/v

Maisquellwasser
e Supplementierung mit 20 g L Yeast Nitrogen Base (YNB) mit Aminoséuren

¢ Supplementierung mit 20 g L Yeast Nitrogen Base (YNB) ohne Aminoséduren

Die Supplementierung des Reaktionspuffers mit komplexen Medienkomponenten fiihrte im
Vergleich zum Standardansatz zu einer Abnahme der S-CHBE-Konzentration um ca. 50 %. Eine
Erhohung der Stabilitdt der Zellen wurde offensichtlich nicht erreicht. Die deutliche Abnahme

der Produktkonzentration konnte jedoch nicht erklirt werden.

Im Ansatz mit CSL-Medium sank der Enantiomereniiberschuss von 63 % auf 58 %, wahrend er
in den anderen Ansidtzen ohne Maisquellwasser nicht durch die komplexen Nihrmedien
beeinflusst wurde. Die Ergebnisse weisen erneut auf den negativen Einfluss von Maisquell-
wasser auf den Enantiomereniiberschuss hin, wie er schon bei der Optimierung der

Anzuchtbedingungen beobachtet worden ist.

5.2.14 Acetongetrocknete und gefriergetrocknete Zellen

Die Trocknung von Zellen durch Gefriertrocknung (Lyophilisieren) oder Acetontrocknung stellt
eine Moglichkeit dar, die Stabilitit des Biokatalysators zu erhohen und gleichzeitig den
Enantiomereniiberschuss zu steigern (Matsuda et al. 2000). Es wurde untersucht, inwieweit sich
die Ergebnisse, die in Ganzzellbiotransformationen mit Geotrichum candidum erzielt wurden,
auf S. cerevisiae iibertragen lassen.

Die Herstellung der Zellen erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Die Umsetzung erfolgte
unter Standardbedingungen mit 7,5 % v/v n-Butylacetat. Mit lyophilisierten Zellen wurde eine

vergleichbare S-CHBE-Konzentration und ein Enantiomereniiberschuss erzielt wie unter
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Standardbedingungen. Mit acetongetrockneten Zellen sank der Enantiomereniiberschuss von
85 % auf 76 % und die S-CHBE-Konzentration um 40 %.
Der Einsatz von gefriergetrockneten oder acetongetrockneten Zellen erbrachte keinen Vorteil im

Vergleich zu unbehandelten Zellen.

5.2.15 Vorinkubation

Die unterschiedliche thermische Stabilitit der verschiedenen hefeeigenen Carbonylreduktasen
kann zur Steigerung des Enantiomereniiberschusses ausgenutzt werden. Dazu werden die Zellen
vor der Umsetzung bei Temperaturen von 40 — 60 °C inkubiert.

In den Versuchen wurden Zellen im Reaktionspuffer ohne Substrat im 1 mL-MaBstab fiir 0 min
bis 30 min bei 50 °C, 55 °C bzw. 60 °C im Thermomixer vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von 0,1 mmol Lt NADP, 140 mmol L 4CI-ACE und 7,5 % v/v n-Butylacetat. Die
Ansitze wurden bei 25 °C iiber 20 h inkubiert.

Temperaturen von 60 °C fiihrten zu einer fast vollstindigen Inaktivierung der Enzyme innerhalb
von 15 Minuten. Bei 55 °C konnte der Enantiomereniiberschuss durch eine Inkubationsdauer von
20 Minuten von 40 % auf 68 % gesteigert werden, gleichzeitig sank die S-CHBE-Konzentration
um 20 % (Abbildung 5.2.14).
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Abbildung 5.2.14: Einfluss der Vorinkubationsdauer bei 55 °C auf die S-CHBE-Konzentration und den
Enantiomerentberschuss in 1 mL Ansétzen

Ein vergleichbarer Verlauf wurde bei einer Vorinkubationstemperatur von 50 °C erzielt. Der
Effekt der Vorinkubation hing dabei von der Qualitit der eingesetzten Zellen, der

Inkubationsdauer und der Temperatur ab. Zusitzlich muss noch die Autheiz- bzw. Abkiihlphase
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bei der Bestimmung der optimalen Inkubationsdauer beriicksichtigt werden, die in den

Kleinansitzen mit 1 mL Reaktionsvolumen aber nicht relevant sind.

In geriihrten 20 mL Anséitzen konnte durch Vorinkubation bei 45 °C fiir 50 min der
Enantiomereniiberschuss von 70 % auf 80 % ohne signifikante Abnahme der S-CHBE-
Konzentration gesteigert werden. Durch das groere Reaktionsvolumen und die damit

verbundene lingere Aufheizphase des Mediums war eine lingere Inkubationsdauer notwendig.
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5.3 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Ziel der Optimierung war die Steigerung des Enantiomereniiberschusses und der Ausbeute bei
der Reaktion. In den Vorversuchen wurde der Einfluss vieler unterschiedlicher Variablen auf den
Enantiomereniiberschuss und die Produktkonzentration bei der Umsetzung von 4CIl-ACE zu
S-CHBE untersucht (siehe Kapitel 5.2). Fiir die weitere gezielte Optimierung der Reaktions-
bedingungen sollten moglichst viele Variablen beriicksichtig werden. Als geeignete Versuchs-
planungsstrategie, die neben einer groen Anzahl an Variablen auch deren Interaktion
beriicksichtigen kann, wurde ein genetischer Algorithmus ausgewdhlt.

Bei der experimentellen Optimierung mit einem genetischen Algorithmus muss die Anzahl der
parallel durchgefiihrten Versuche mindestens doppelt so gro8 sein wie die Anzahl der zu
optimierenden Variablen. Aufgrund der starken pH-Abhingigkeit der Umsetzung mussten die
Versuche unter pH-kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt werden. Das Mikrodosiersystem
FedBatch Pro, das fiir die Versuche eingesetzt wurde, ermoglicht eine 16-fach parallele pH-
Kontrolle, wobei die Anzahl der Stellplitze auf dem Mehrfachmagnetrithrer jedoch auf 15
begrenzt war. Die maximale Anzahl der zu beriicksichtigen Variablen war daher aufgrund der

experimentellen Rahmenbedingungen auf sieben beschrinkt.

Zuerst mussten aus allen untersuchten EinflussgroBen die Variablen ausgewidhlt werden, die in
der Optimierung beriicksichtigt werden sollten. Fiir die Optimierung waren die Variablen von
Bedeutung, bei deren Anderung zumindest eine der ZielgroBen ein Maximum durchliuft.
AuBerdem wurden die Variablen beriicksichtigt, die einen entgegengesetzten Effekt auf den
Enantiomereniiberschuss und die Produktkonzentration hatten, also die den Enantiomeren-
tiberschuss bei gleichzeitiger Abnahme der Produktkonzentration steigerten bzw. die eine
Steigerung der Produktkonzentration bewirkten, gleichzeitig aber zu einer Abnahme des
Enantiomereniiberschusses fiihrten.

Im zweiten Schritt erfolgte die Definition des Variablenraums, in dem die Optimierung
durchgefiihrt werden sollte. Dieser ist so zu wihlen, dass das Optimum gefunden werden kann.
Da die Lage des Optimums vor Beginn der Optimierung nicht bekannt ist, ist der
Konzentrationsbereich fiir die einzelnen Komponenten so gro3 wie moglich zu wiéhlen. Die
Grenzen des Variablenraums ergeben sich dabei zum einen aus physikalischen Gréen wie z.B.

der Loslichkeit einer Komponente. Zum anderen haben die Vorversuche gezeigt, dass ein
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Uberschreiten einer kritischen Konzentrationsgrenze bei einigen Medienkomponenten nicht

sinnvoll war.

5.3.1 Festlegung der Reaktionsbedingungen

Die wesentlichen in den Vorversuchen untersuchten Variablen, die fiir eine Optimierung in
Frage kamen, sind im Folgenden zusammengefasst und mit Hinblick auf eine Optimierung der

Reaktionsbedingungen bewertet.

Biomassenkonzentration: Der Enantiomereniiberschuss wurde durch die Konzentration des
eingesetzten Biokatalysators nicht beeinflusst, wihrend die S-CHBE-Konzentration linear mit
der eingesetzten Biokatalysatorkonzentration anstieg. Die Produktbildungskapazitit war bei
identischen Reaktionsbedingungen unabhingig von der Katalysatormenge. Die Biomassen-
konzentration wurde nicht als Variable beriicksichtigt, sondern bei der weiteren Optimierung

konstant gehalten.

Zellqualitit: Die Aktivitat der Zellen hatte einen signifikanten Einfluss auf den Verlauf der
Umsetzung. Sowohl die Produktkonzentration als auch der Enantiomereniiberschuss nahmen mit
abnehmender Biokatalysatoraktivitit ab. Eine optimale Umsetzung beziiglich Ausbeute und
Enantiomereniiberschuss erforderte eine hohe Qualitit der eingesetzten Zellen. Da fiir die
Optimierungsversuche nicht immer Zellen gleicher Qualitidt zu Verfiigung standen, war diese

Variable eine Storgrofie.

pH: Der pH beeinflusste sowohl die Produktkonzentration als auch den Enantiomereniiberschuss.
Bei pH 7,0 war die Ausbeute maximal. Die Erhohung des pH fiihrte zu einer Steigerung des
Enantiomereniiberschusses bei gleichzeitig starkem Riickgang der Ausbeute. Ein konstanter pH

von 7,0 wurde als sinnvoller Kompromiss zur Optimierung beider Zielgroen gewdhlt.

Substratkonzentration: Der Enantiomereniiberschuss wurde durch die Substratkonzentration
nicht beeinflusst. Hohe Anfangskonzentrationen an 4CI-ACE fiihrten jedoch zu einer Abnahme
der Produktkonzentration. In einem Zweiphasensystem kann die Substratkonzentration iiber das
Phasenverhiltnis wissrige/organische Phase eingestellt werden.

Die 4Cl-ACE-Konzentration wurde so gewdhlt, dass unter den verwendeten Reaktions-

bedingungen kein vollstandiger Umsatz erzielt werden konnte. Eine Steigerung des Umsatzes
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durch verbesserte Reaktionsbedingungen war dadurch einfach zu messen. Die Variation der
Konzentration an 4CI-ACE in der wissrigen Phase erfolgte iiber das eingesetzte Volumen

n-Butylacetat.

Organische Losungsmittel: Die Reaktion wurde im Zweiphasensystem mit n-Butylacetat als
Losungsmittelphase durchgefiihrt. Die Steigerung der Produktkonzentration durch Zugabe von
n-Butylacetat war abhingig vom Anteil an n-Butylacetat im Reaktionssystem. Uber das
Phasenverhiltnis n-Butylacetat/wéssrige Phase wurde die 4Cl-ACE-Konzentration in der
wissrigen Phase variiert (wie oben beschrieben). In der Optimierung wurde als Obergrenze ein

Phasenverhiltnis von a = 0,5 eingesetzt.

Salze: Hohe Salzkonzentrationen fiihrten zu einer Steigerung des Enantiomereniiberschusses bei
gleichzeitiger Abnahme der Produktkonzentration. Natriumchlorid war dabei das Salz, das die
Ausbeute an S-CHBE bei gleichzeitiger maximaler Steigerung des Enantiomereniiberschusses
am wenigsten verringerte. Konzentrationen von 1 mol L™ fiihrten zu einer starken Inaktivierung
des Katalysators, so dass die obere Konzentrationsgrenze fiir die Optimierung auf 0,66 mol L'
festgelegt wurde. Eine Variation der Ionenstéirke erfolgte aulerdem iiber die Konzentration des
Kaliumphosphatpuffers, wobei der Variablenbereich auf 0 mol L™ bis 0,6 mol L' festgelegt

wurde.

Glukose: In den Vorversuchen war der Enantiomereniiberschuss bei einer Glukosekonzentration
von 1 mol L' maximal, der Einfluss auf die Produktkonzentration war gering. Damit war auch
die obere Konzentrationsgrenze fiir die Optimierung definiert. Hohere Glukosekonzentrationen
erschienen nicht sinnvoll, da bei der eingesetzten 4C1-ACE-Konzentration von 450 mmol L fiir
eine effektive Cofaktorregenerierung nur die dquivalente Konzentration an Glukose notwendig
war. Da S. cerevisiae intrazelluldres Glycogen fiir die Cofaktorregenerierung einsetzen kann,

wurde die untere Konzentrationsgrenze auf 0 mol L™ festgelegt (Pereira et al., 1989b).

Inhibitor: In Reaktionssystemen mit n-Butylacetat konnte mit 1-Buten-3-ol eine Steigerung des
Enantiomereniiberschusses erreicht werden. Eine effektive Wirkung wurde bei -einer
Konzentration von 4 % v/v erzielt. Fiir die Optimierung wurde der zu testende Konzentrations-

bereich auf maximal 10 % v/v erweitert.
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Tenside: Mit Triton X-100 konnte in Einphasensystemen und in Zweiphasensystemen mit
n-Butylacetat eine Steigerung der Produktkonzentration erzielt werden. Gleichzeitig nahm der
Enantiomereniiberschuss geringfiigig ab. In den Vorversuchen wurde der maximale Effekt bei
einer Konzentration von 1 % v/v erzielt, wobei sich noch hohere Konzentrationen nicht negativ
auf den Umsatz oder Enantiomereniiberschuss ausgewirkt haben. Fiir die Optimierung wurde

eine Obergrenze von 10 % v/v festgelegt.

NAD/NADP-Konzentration: Die Zugabe geringer Cofaktorkonzentrationen fiihrten zu einer
Verbesserung der Umsetzung. Um eine deutliche Steigerung der Produktkonzentration iiber die
Zugabe von NAD oder NADP zu erreichen, sind jedoch hohe Konzentrationen an Cofaktoren
notwendig. Geringe Konzentrationen wurden bei jedem Optimierungsversuch eingesetzt, jedoch

nicht als Variable untersucht.

Reaktionstemperatur: Der Enantiomereniiberschuss nahm geringfiigig zu, wenn die Umsetzung
bei 25 °C anstatt bei 35 °C durchgefiihrt wurde. Optimal fiir die S-CHBE-Konzentration waren
Reaktionstemperaturen von 30 °C oder weniger. Da die Parallelansitze nur bei einer identischen
Temperatur durchgefiihrt werden konnten, wurden alle Experimente bei 25 °C durchgefiihrt, um

einen maximalen Enantiomereniiberschuss zu erreichen.

In Tabelle 5.3.1 sind die beriicksichtigten Variablen und deren Einfluss auf den Enantiomeren-

iberschuss und die erzielbare S-CHBE-Konzentration zusammengefasst.
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Tabelle 5.3.1: Variablen mit Einfluss auf die Umsetzung von 4CI-ACE mit S. cerevisiae; Fett: wurden als

Variablen bei der Optimierung eingesetzt

Variable

Einfluss auf
Enantiomereniiberschuss

Einfluss auf S-CHBE-
Konzentration

Biomassenkonzentration
Zellqualitat/Aktivitat
Reaktionstemperatur
4CI-ACE-Konzentration
n-Butylacetat-Anteil

pH
NaCl/Salzkonzentration
Glukose

Triton X-100

1-Buten-3-ol [4 % v/v]
NADP
Vorinkubation bei 50 °C

Keinen Einfluss

Zunahme mit Aktivitat

Abnahme mit steigender
Temperatur

Keinen Einfluss

Abnahme, unabhéngig vom
n-Butylacetat Anteil

Zunahme mit pH

Zunahme mit steigender
NaCl-Konzentration

Optimum bei 1 mol L™

Abnahme mit steigender
Triton X-100-Konzentration

Zunahme
Zunahme

Zunahme mit Inkubationsdauer

Produktbildungskapazitat ist
konstant

Zunahme mit Aktivitat

Abnahme bei Temperaturen
Uber 30 °C

Maximum bei ca. 100 mmol L™

Zunahme bis a = 0,06

Bei pH 7,0 maximal

Abnahme mit steigender
NaCl-Konzentration

Einfluss gering
Zunahme bis 1 % v/v

Abnahme
Zunahme

Abnahme mit Inkubationsdauer

5.3.2 Optimierung

Es wurden insgesamt acht Versuchsreihen (,,Generationen) mit 14 Parallelansédtzen durch-
gefiihrt. Der untersuchte Variablenraum ist in Tabelle 5.3.2 gezeigt. In den letzten vier
Generationen wurde ein 15. Ansatz unter Standardbedingungen als Referenz durchgefiihrt.

In der fiinften Generation wurde ein Medium gefunden, das in den Folgegenerationen die besten
Ergebnisse hinsichtlich der beiden Zielgro3en Enantiomereniiberschuss und Ausbeute erzielte. In
der achten Generation waren vier der 14 Ansdtze gleich zusammengesetzt, so dass die
Optimierung abgebrochen wurde. In insgesamt 11 der 112 durchgefiihrten Experimente wurde
ein Reaktionsmedium eingesetzt, das der optimierten Zusammensetzung entsprach. Die
Zusammensetzung des optimierten Mediums ist in Tabelle 5.3.2 aufgefiihrt.

Die Anderungen der beiden ZielgroBen Enantiomereniiberschuss und Ausbeute bezogen auf den

Referenzansatz sind in Abbildung 5.3.1 dargestellt. In Tabelle 5.3.2 ist der untersuchte
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Variablenraum, die Zusammensetzung des Referenzmediums und die Zusammensetzung des

optimierten Mediums angegeben.

Tabelle 5.3.2: Variablenraum fir die Optimierung, die Zusammensetzung des Referenzmediums und die
Zusammensetzung des optimierten Mediums. Die Konzentrationen beziehen sich auf die wéssrige Phase
ohne n-Butylacetat; fiir n-Butylacetat ist das Phasenverhalinis a Losungsmittel/wassrige Phase

angegeben

Variable Ko:ﬁ?rgﬁgz?eizilgich Referenzansatz Optimiertes Medium
KPi-Puffer, pH 7,0 0-0,60 mol L™ 0,1 mol L 0,50 mol L™
Natriumchlorid 0-0,66 mol L™ 0,1 mol L™ 0,19 mol L
n-Butylacetat a:0-0,5 a: 0,2 a: 0,5
Glukose 0-1,0mol L 1,0 mol L 0,32 mol L
Triton X-100 0-10 % v/iv 0 % viv 6,5 v/iv
Inhibitor 1-Buten-3-ol 0-10 % viv 0 % viv 0,8 % viv

Konstante GroBen

Biomassenkonzentration
4CI-ACE-Konzentration
pH

NADP-Konzentration
NAD-Konzentration
Temperatur

25 g L Biotrockenmasse
6,6 % Vv/v (450 mmol L)
7,0
10 umol L
100 pmol L
25 °C

Bezogen auf die Versuchsansitze, die mit dem optimierten Medium durchgefiihrt wurden,

konnte die Ausbeute um 53 % und der Enantiomereniiberschuss um 17 % im Vergleich zum

Referenzansatz gesteigert werden. Die Anderung der Ausbeute und des Enantiomereniiber-

schusses in Ansidtzen unter optimierten Reaktionsbedingungen variierte in den einzelnen

Generationen sehr stark, was auf die unterschiedliche Qualitit des eingesetzten Biokatalysators

zuriickzufiihren ist. Bei Zellen vergleichbarer Qualitit betrug die Zunahme der Ausbeute

51 % (£14 % Standardabweichung). Der Enantiomereniiberschuss konnte von 66 % auf 80 %

(2,1 % Standardabweichung) gesteigert werden. Die hohen Standardabweichungen bei der

Ausbeute sind auf die niedrigen Konzentrationen von S-CHBE in der Probe zuriickzufiihren,

wodurch sich bei der Analytik Standardabweichungen bei Wiederholungsmessungen gleicher

Proben zwischen 5 und 7 % ergeben konnen.
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Abbildung 5.3.1: Anderung des Enantiomereniiberschusses und der S-CHBE Ausbeute bezogen auf den
Referenzansatz; schwarze Balken: Ergebnisse aus 8. Generation; Dreiecke markieren Versuchsansétze
mit optimierter Medienzusammensetzung

=

In allen Versuchen, bei denen eine deutliche Steigerung des Enantiomereniiberschusses erzielt
wurde, war die Zusammensetzung des Reaktionsmediums dhnlich der Zusammensetzung des
optimierten Mediums. Nur eine von sechs betrachteten Variablen wich vom optimierten Medium
ab. In Versuchsansitzen mit einer Verschlechterung des Enantiomereniiberschusses wich die

Medienzusammensetzung deutlich vom optimierten Medium ab.

Wie aus Abbildung 5.3.1 ersichtlich wird, existiert kein Medium, in dem sowohl der
Enantiomereniiberschuss als auch die Ausbeute ihren maximalen Wert erreichten. Wenn nur eine
ZielgroBe, der Enantiomereniiberschuss oder die Ausbeute maximiert werden sollen, sind

unterschiedliche Reaktionsmedien einzusetzen.

Die Wirkungsweise des genetischen Algorithmus ist in Abbildung 5.3.2 dargestellt. In der ersten
Generation sind die Konzentrationsniveaus der einzelnen Variablen im Variablenraum weit
verteilt. Bis auf NaCl decken alle Niveaus mindestens 80 % des Variablenraums ab, bei NaCl

sind es ca. 70 %. Im Zuge der Optimierung konvergiert der genetische Algorithmus, die
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Zusammensetzung der Reaktionsansdtze wird immer &hnlicher. In Generation 8 ist die
Verteilung der Konzentrationsniveaus sehr schmal. Bei allen Variablen wird das Optimum
innerhalb des vorgegebenen Variablenraums gefunden, lediglich bei n-Butylacetat liegt das

Optimum an der oberen vorgegebenen Konzentrationsgrenze.

Erste Generation
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Abbildung 5.3.2: Verteilung der Konzentrationsniveaus der untersuchten Medienkomponenten in der
,Box-Plot* Darstellung; zur besseren Vergleichbarkeit sind die Konzentrationsbereiche auf 100 %
normiert; die Box umfasst die mittleren 50 % der Verteilung (entsprechend 7 Versuchsansatzen) und
reicht vom unteren bis oberen Viertel (,Quartil*). Der Querbalken gibt den Median der Verteilung an; die
Fehlerbalken umfassen 80 % der Verteilung (10 % und 90 % Percentil). Die Punkte stellen die
Konzentrationen dar, die auBerhalb dieses Bereiches liegen

Die in dem genetischen Algorithmus vorgegebene Mutationsrate bewirkt, dass bei jeder Variable
,,Ausreifler” auftreten. Daher wurden auch in der achten Generation noch Konzentrationen im
Variablenraum getestet, die stark von der optimierten Zusammensetzung abwichen (Punkte in
der ,,Box-Plot* Darstellung, Abbildung 5.3.2). Bei diesen Versuchsansitzen wurden Ausbeuten
und Enantiomereniiberschiisse gemessen, die zum Teil deutlich schlechter als im Referenzansatz
waren.

Der Einfluss der wichtigsten Variablen auf die Umsetzung ist im Folgenden zusammengefasst.
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Zellqualitat

Die Effektivitit der Optimierung hidngt stark von der Qualitdt der eingesetzten Zellen ab.
Wurden Biokatalysatoren niedriger Qualitit eingesetzt, so war die Steigerung der Ausbeute und
des Enantiomereniiberschusses hoher als, wenn die Grundaktivitit der verwendeten Zellen
bereits hoch war (Tabelle 5.3.3). Um hohe Ausbeuten und einen hohen Enantiomereniiberschuss
zu erzielen, miissen Zellen hoher Qualitit eingesetzt werden. Auch durch die Verwendung des
optimierten Reaktionsmediums kann der negative Einfluss wenig aktiver Zellen auf die

Umsetzung nicht kompensiert werden.

Tabelle 5.3.3: Einfluss von Zellalter und Reaktionsmedium auf die Umsetzung anhand beispielhaft
ausgewabhlter Biotransformationen

Zellalter Produktbildungskapazitat | Enantiomereniiberschuss
mmol g’ Zunahme % Zunahme

Referenzansatz 2,0 84

1 Woche 40 % 7%
Optimiertes Medium 2,8 90
Referenzansatz 0,9 65

5 Wochen 70 % 20 %
Optimiertes Medium 1,5 78

n-Butylacetat

Der hohe Anteil an n-Butylacetat im Medium fiihrt zu einer starken Konzentrationsminderung
von 4CI1-ACE und S-CHBE in der wissrigen Phase. Die Verteilungskoeffizienten fiir das System
aus optimiertem Reaktionspuffer und n-Butylacetat sind fiir 4CI-ACE k = 120 und fiir S-CHBE
k=75. Bei einem Phasenverhiltnis von a=0,5 und einer 4Cl-ACE-Konzentration von
450 mmol L™ betrdgt die Konzentration in der wissrigen Phase 8,5 mmol L. Durch die niedrige
Gleichgewichtskonzentration wird auch die Hydrolyse von 4CI-ACE in der wissrigen Phase

minimiert, wodurch die Bildung potenziell toxischer Nebenprodukte verhindert wird.

Triton X-100

In den Vorversuchen betrug das Optimum der Triton X-100-Konzentration zur Steigerung der
S-CHBE-Konzentration 1 % v/v. Diese Konzentration gilt als ausreichend, um eine effektive
Permeabilisierung der Zellen zu gewihrleisten (Laouar et al. 1996). Im optimierten Medium ist

die Konzentration von Triton X-100 mit 6,5 % v/v deutlich hoher.
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Ob unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen eine so hohe Tensidkonzentration zur Zell-
permeabilisierung notwendig war oder fiir eine effektive Minimierung der Tropfengrof3e

erforderlich ist, bleibt offen.

Salzkonzentration

Als Salze liegen im optimierten Medium Natriumchlorid (0,19 mol L) und Kaliumphosphat-
puffer (0,50 mol L'l) vor. In den Vorversuchen haben hohe Salzkonzentrationen zu einer
Steigerung des Enantiomereniiberschusses gefiihrt. Die verwendeten Salzkonzentrationen waren
aber noch nicht kritisch fiir die Viabilitit der Zellen (Blomberg 1997).

Die maximale Konzentration an S-CHBE wurde bei den Experimenten erzielt, bei denen sehr
geringe NaCl-Konzentrationen eingesetzt wurden, die Zusammensetzung der anderen Medien-
komponenten aber der des optimierten Mediums entsprach. So stieg in einer Versuchsreihe
(Generation) die Ausbeute bei Reduktionen mit optimiertem Medium im Vergleich zum
Referenzansatz um den Faktor 1,8. Wurde bei sonst identischer Zusammensetzung des
Reaktionsmediums eine Natriumchloridkonzentration von 0,0 mol L' bzw. 0,04 mol L!

eingesetzt, stieg die Ausbeute im Vergleich zum Referenzansatz um den Faktor 2,8 bzw. 2,3.

Glukose

Die Glukosekonzentration ist im optimierten Medium mit 0,32 mol L' deutlich geringer als im
Referenzansatz unter Standardbedingungen mit 1 mol L. Bei allen Versuchsitzen zur Medien-
optimierung wurde eine maximale S-CHBE-Konzentration von 50 mmol L' erzielt. Zur
Cofaktorregenerierung reicht ein stochiometrischer Umsatz von Glukose, so dass im optimierten

Medium die Glukose im 6-fachen Uberschuss vorliegt.

1-Buten-3-ol

Die Inhibitorkonzentration im optimierten Medium betrégt 0,8 % v/v (92 mmol L™). In Ansiitzen
mit deutlich hoheren Konzentrationen nahm die Ausbeute und der Enantiomereniiberschuss ab.
Wurde im optimierten Medium die Inhibitorkonzentration auf 7,6 % v/v erhoht, so sank der
Enantiomereniiberschuss im Vergleich zum Referenzansatz von 72 % auf 70 % und die
Ausbeute um 33 %.

Insgesamt zwei Ansdtze mit optimierter Medienzusammensetzung aber ohne 1-Buten-3-ol
wurden in der 7. und 8. Generation durchgefiihrt. In den Versuchen konnte keine signifikante
Verringerung des Enantiomereniiberschusses durch das Fehlen des Inhibitors im Vergleich zum

Medium mit 1-Buten-3-ol beobachtet werden (Tabelle 5.3.4). Durch die Optimierung der
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Reaktionsbedingungen wurde die Aktivitit der Carbonylreduktasen mit unerwiinschter
Stereospezifitiat soweit reduziert, dass der Enzyminhibitor so gut wie keinen Effekt auf den

Enantiomereniiberschuss hat.

Tabelle 5.3.4: Einfluss von 1-Buten-3-ol auf den Enantiomereniberschuss in Ansétzen mit optimiertem
Reaktionsmedium; bei den Ansatzen mit optimiertem Medium ist die Anzahl der Versuche angegeben

Enantiomeren- Rel. Anderung

liberschuss zur Referenz
Referenz 65 %
Opt. Medium ohne o .
Generation 7 1-Buten-3-ol 8% 20 %
Opt. Medium mit 79 % 01 9
1-Buten-3-ol (n=4) °
Referenz 68 %
Opt. Medium ohne
Generation 8 1-Buten-3-ol 81 % 19 %
Opt. Medium mit 82% (n=4) 01 %

1-Buten-3-ol

5.3.3 Charakterisierung der optimierten Reaktionsbedingungen

Umsetzungen im optimierten Medium wurden mit Umsetzungen im Referenzmedium mit
n-Butylacetat in zwei unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimenten verglichen. In
einem weiteren Ansatz (Ansatz 1, Tabelle 5.3.5) wurde ein Medium eingesetzt, dessen
Zusammensetzung geringfiigig vom optimierten Medium abwich (0,0 mmol L' NaCl, 4,9 % v/v
Triton X-100 bei sonst identischer Zusammensetzung). Der Enantiomereniiberschuss und die
Ausbeute waren bei Verwendung dieses Mediums und des optimierten Mediums vergleichbar.
Alle drei Versuche wurden unter pH-kontrollierten Bedingungen mit 150 mL Reaktionsvolumen
durchgefiihrt.

Bei allen Ansdtzen konnte durch den Einsatz der optimierten Reaktionsbedingungen der
Enantiomereniiberschuss und die Produktbildungskapazitit im Vergleich zum Referenzansatz
gesteigert werden. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsansitzen resultieren aus
der unterschiedlichen Qualitit der eingesetzten Zellen. Der Enantiomereniiberschuss nahm im
Mittel um 19 % und die Produktbildungskapazitit um 40 % zu. Charakteristisch fiir alle

Versuche war die Zunahme der Halbwertzeit des Biokatalysators, wenn die Umsetzung im
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optimierten Medium durchgefiihrt wurde. Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit sank dagegen

um 17 — 45 %.

Tabelle 5.3.5: Einfluss des optimierten Mediums auf ausgewahlte GréBen in Umsetzungsversuchen;
Referenz: Referenzansatz mit n-Butylacetat (Standard-Medium);. Ansatz 1: Medienzusammensetzung
wich in folgenden Punkten vom Optimum ab: NaCl: 0 mmol L™; Triton X-100: 4,9 % v/v

Produktbildungs- fo
Ansatz EE [%] [I:;iz“:;t] t, [h] [umol g™ min™]
Referenz 59 0,75 1,8 4,4
1 Optimiertes Medium 71 1,0 3,4 2,6
Anderung 20 % 33 % 88 % -40 %
Referenz 63 0,4 1,5 3,6
2 Optimiertes Medium 80 0,6 2,0 3,0
Anderung 27 % 46 % 33 % -17 %
Referenz 64 0,33 1,0 5,1
3 Optimiertes Medium 70 0,50 2,0 2,7
Anderung 9% 53 % 100 % -45 %

Der Vergleich der Produktbildungsraten aus Ansatz 1 und dem parallel dazu durchgefiihrten
Referenzansatz (Abbildung 5.3.3) beider Reaktionsansitze zeigt, dass im optimierten Medium
die Reaktionsgeschwindigkeit zu Beginn der Reaktion deutlich langsamer ablduft als im
Referenzansatz. Im Referenzmedium kam die Reaktion nach 8 Stunden zum Erliegen, wihrend
sie im optimierten Medium noch deutlich ldnger ablief. Entsprechend grofer war die Halb-

wertzeit des Biokatalysators im optimierten Reaktionsmedium (Tabelle 5.3.5).
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Abbildung 5.3.3: Verlauf der S-CHBE-Konzentration im Ansatz mit optimiertem Reaktionsmedium
(ausgefillte Symbole) und im Standardmedium (hohle Symbole); unten: Inhibierungskinetik 1. Ordnung

Durch den hohen Phasenanteil an n-Butylacetat im Medium (a=0,5) betrigt die 4Cl-ACE-
Konzentration in der wéssrigen Phase ca. 8,5 mmol L. Im Referenzansatz ist die 4CI-ACE-
Konzentration in der wissrigen Phase mehr als doppelt so groB8. Die unterschiedlichen Substrat-
konzentrationen in der wdssrigen Phase sind der Grund fiir die unterschiedlichen Anfangs-
reaktionsgeschwindigkeiten. Unter den optimierten Reaktionsbedingungen ist die Halbwertzeit
des Biokatalysators deutlich hoher, so dass trotz geringerer Anfangsreaktionsgeschwindigkeit
eine hohere Endkonzentration an S-CHBE erzielt wird.

Die Erhohung der Halbwertzeit ist das Ergebnis der reduzierten 4Cl-ACE-Konzentration in der
wissrigen Phase. So fiihrte in Experimenten im Einphasensystem ohne n-Butylacetat die
Steigerung der 4Cl-ACE-Konzentration von 22 mmol L' auf 175 mmol L' zu einer Abnahme
der Halbwertzeit von 2,1 h auf 0,8 h (Kapitel 5.2.5). Bei Versuchen im Referenzansatz mit einer
Anfangskonzentration von 170 mmol L' 4CI-ACE konnte die Halbwertzeit im Einphasensystem
von 2,1 h durch Zugabe von 10 % v/v n-Butylacetat auf 3,1 h gesteigert werden (Kapitel 5.2.6).
Im Standardmedium betridgt der Verteilungskoeffizient von 4CIl-ACE im Zweiphasensystem
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Puffer/n-Butylacetat k = 13,5. Durch die hohe Salzkonzentration im optimierten Medium steigt
der Verteilungskoeffizient auf k = 120 an, was zusétzlich zu einer Verminderung der 4CI-ACE-

Konzentration in der wissrigen Phase fiihrt.

5.3.4 Reduktion mit Substratdosierung

Um toxische Effekte des Substrates auf den Biokatalysator zu reduzieren, kann als alternativer
Ansatz ein Zulaufverfahren eingesetzt werden. Dabei wird das Substrat kontinuierlich zum
Reaktionsvolumen zudosiert. So kann die Konzentration toxischer Substrate weiter minimiert
werden.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob bei Einsatz des optimierten Mediums durch
langsames Zudosieren von Substrat und n-Butylacetat iiber 5 bis 15 h zur vorgelegten Zell-
suspension die Ausbeute im Vergleich zum Referenzansatz weiter gesteigert werden kann.

In einem solchen Versuchsansatz unter pH-kontrollierten Bedingungen wurden Zellen zu einer
Konzentration von 25 gL' in 18,5 mL optimiertem Reaktionspuffer (0,32 mol L™ Glukose,
0,19 mol L™ NaCl, 0,50 mmol L' KPi-Puffer) im Reaktionsgefif vorgelegt. In drei Ansitzen
wurden jeweils 12 mL Substratlosung (9,2 mL n-Butylacetat, 1,3 mL Triton X-100, 0,2 mL
1-Buten-3-ol und 1,3 mL 4CI-ACE) zudosiert. Es wurde ein konstantes Dosierprofil verwendet,
tiber das die Substratlosung iiber 5, 10 und 15 Stunden zudosiert wurde. Daraus ergeben sich
Dosierraten zwischen 0,6 mmol h! und 1,8 mmol htl.

Im Vergleich zu Versuchen im Satzverfahren im identischen Reaktionsmedium nahm bei allen
drei Feedingprofilen die S-CHBE-Konzentration von 25 mmol L auf 21 bis 22 mmol L™ und
der Enantiomereniiberschuss von 80 % auf 78 % ab.

Im optimierten Reaktionsmedium wurde eine 4Cl-ACE-Konzentration von 8,5 mmol L™ in der
wissrigen Phase eingestellt. Wird nun das Substrat und n-Butylacetat langsam und kontinuierlich
zudosiert, so sinkt die 4Cl-ACE-Konzentration in der wissrigen Phase weiter ab. Die
Konzentration ist dann zu niedrig, um eine ausreichend hohe Reaktionsgeschwindigkeit zu
ermoglichen. Gleichzeitig ist von einer Schidigung der Zellen durch das eingesetzte n-Butyl-
acetat und damit von einem Verlust der Zellaktivitdt auszugehen, so dass insgesamt weniger
Produkt gebildet wird. Im optimierten Reaktionsmedium ist die 4C1-ACE-Konzentration auch im
Satzverfahren so gering, dass die Toxizitidt des Substrates keinen wesentlichen Einfluss auf die

Umsetzung hat.
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5.4 S-CHBE Produktion im Riihrkesselreaktor

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen erfolgte in geriihrten Ansdtzen mit 20 mL
Reaktionsvolumen. Der optimierte Prozess wurde in den Riihrkesselreaktor iibertragen. Dabei
wurde der Einfluss der MaBstabsvergroBerung auf die Umsetzung untersucht. Aufgrund des
einfachen Prozesses im Satzverfahren, der ohne Begasung und unter insterilen Bedingungen
durchgefiihrt wird, sind die Reaktionsbedingungen im 20 mL-Mafstab und im 1 Liter MaBstab
identisch. Ein wesentlicher Unterschied besteht im hoheren Leistungseintrag, der im Riihrkessel-
reaktor realisiert werden kann, dem mit Hinblick auf das eingesetzte Zweiphasensystem eine

wesentliche Bedeutung bei der Reduktion von 4Cl-ACE zukommt.

Es wurden zwei Versuche zur MalistabsvergroBerung durchgefiihrt. Im ersten Experiment wurde
mit einem Uberschuss an 4CI-ACE gearbeitet. Im zweiten Experiment wurden die Reaktions-
bedingungen so ausgelegt, dass ein vollstandiger Umsatz des Substrates erreicht werden konnte.
Beide Versuche wurden bei 25 °C und pH 7,0 durchgefiihrt. Im Riihrkesselreaktor wurde eine
Riihrerdrehzahl von 750 min™ (0,6 W L) eingestellt.

5.41 S-CHBE Produktion mit unvollstindigem Umsatz

Fiir den Versuch mit Substratiiberschuss wurde eine Biokatalysatorkonzentration von 27 g L'
eingesetzt. Die Zusammensetzung des Reaktionsmediums entsprach der optimierten Zusammen-
setzung. Lediglich die eingesetzte 4Cl-ACE-Konzentration wurde auf die Hilfte reduziert und
betrug bezogen auf den Gesamtansatz 2,2 % v/v (163 mmol L™).

Die Zellen wurden im wiéssrigen Reaktionspuffer mit einem Gesamtvolumen von 0,91 L
suspendiert und in den Reaktor iiberfithrt. Bei 25 °C wurden die Zellen 2,5 Stunden ohne
Begasung geriihrt und der pH mit 5 molarer NaOH auf 7,0 eingestellt. Die Inkubation ohne
Substratzugabe dient der Aktivierung der Zellen. Dabei ist eine Inkubationsdauer von 0,5 bis 3 h
tiblich (Chen et al. 2002; Houng et al. 2003). AnschlieBend wurden NAD (100 umol L'l) und
NADP (10 umol L™ zugegeben. Von der Losung wurden 93 mL. abgenommen und in ein
500 mL Reaktionsgefdly iiberfiihrt, das als Referenzansatz unter sonst identischen Reaktions-
bedingungen untersucht wurde. Die Reaktion wurde durch die Zugabe des Substratgemisches

(n-Butylacetat, Triton X-100, 1-Buten-3-ol, 4CI-ACE) zu beiden Reaktionsansétzen gestartet.
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Der Verlauf der S-CHBE-Konzentration war in beiden Versuchsansidtzen annédhernd identisch
(Abbildung 5.4.1). Nach ca. 12 h kam die Reaktion zum Erliegen, obwohl das Substrat im
Uberschuss vorlag. Die finale S-CHBE-Konzentration im Gesamtansatz betrug im 500 mL
Reaktionsgefi3 35 mmol L' und im 1,2 L Ansatz 36 mmol L!. Daraus ergibt sich bei einem
Verteilungskoeffizienten fiir S-CHBE im System Reaktionspuffer/n-Butylacetat von k = 75 eine
Produktkonzentration von 0,46 mol L!. Der Enantiomereniiberschuss war in beiden Ansitzen
mit 86 % identisch. Die Halbwertzeit des Katalysators betrug 3,2 h bei einer Anfangsreaktions-
geschwindigkeit von 7,2 umol g min™.

Bei der im Vergleich zu den Optimierungsversuchen (Abschnitt 5.3) reduzierten Substrat-
konzentration aber gleich bleibendem Phasenverhiltnis n-Butylacetat zu wissriger Phase von
a=0,5 betrug die Gleichgewichtskonzentration von 4CI-ACE in der wissrigen Phase
4 mmol L™". Die geringe Konzentration verhinderte eine hohe Anfangsreaktionsgeschwindigkeit.
Da gleichzeitig die Deaktivierung der Biokatalysatoren durch das Losungsmittel eingesetzt hat,
wurde eine Produktbildungskapazitit der Zellen von nur 1,3 mmol g'1 erreicht. Die lange
Inkubation der Zellen vor Substratzugabe zur Aktivierung des Biokatalysators erbrachte keine

Verbesserung der Reduktionskapazitit der Zellen.

40
° o—o—=
—
< 30 1
—
°
g
£ 20
A
T
Q
S” 10
A'.
0 ‘ ‘ ‘
0 6 12 18 24
Zeit [h] e 12L
A 150 mL

Abbildung 5.4.1: Verlauf der S-CHBE-Konzentration (bezogen auf den Gesamtansatz) im
Rihrkesselreaktor (Dreifachbestimmung) und im 150 mL Referenzansatz (Einfachbestimmung)

Den Verlauf der Enzymaktivitiaten im Riihrkesselreaktor zeigt Abbildung 5.4.2. Die Aktivitidten
der Carbonylreduktase und der Glukosedehydrogenase wurden getrennt im abzentrifugierten

Zellpellet und im Uberstand bestimmt. Die Enzymaktivititen wurden jeweils auf das Reaktions-



Seite -116- 5 Asymmetrische Reduktion von 4CI-ACE mit S. cerevisiae

volumen bezogen. Aus den beiden FEinzelaktivititen ergibt sich die volumenbezogene
Gesamtaktivitit im Ansatz.

Da die Zellsuspension vor Substratzugabe ca. 2,5 h unter Riihren inkubiert wurde und die erste
Probennahme nach Zugabe des Substrates und intensiver Durchmischung nach 10 min erfolgte,
lieB sich bereits zu Beginn der Umsetzung Aktivitit fiir beide Enzyme im Uberstand nachweisen.
Mit fortlaufender Reaktionsdauer sank die Aktivitit der Enzyme im Zellpellet aufgrund der Lyse
der Zellen und die Enzymaktivititen im Uberstand steigen an. Die Gesamtaktivitit im Ansatz

nahm bei der Glukosedehydrogenase nach 4 Stunden, bei der Carbonylreduktase nach 6 Stunden

ab. Danach setzte die Deaktivierung der Enzyme ein.

300

200

Aktivitit CR [UL™]
3

Aktivitit GDH [UL]

0| : ‘ : : y | —w— Uberstand
—A— Gesamt
8 12 16 20 Pellet

o
E=N

Zeit [h]

Abbildung 5.4.2: Verlauf der Aktivitaten der Carbonylreduktase (CR) und der Glukosedehydrogenase

(GDH) im Riihrkesselreaktor; gezeigt sind die Aktivitaten im Zellpellet, im Uberstand und die
Gesamtaktivitat

Sowohl die Produktbildungsrate als auch die Enzymaktivitdten nahmen mit Dauer der Reaktion
ab. Jedoch war nach 16 h noch eine Restaktivitit der Enzyme messbar, wihrend die Umsetzung
trotz Substratiiberschuss nicht mehr stattfand.

Der Verlauf der Produktbildungsrate korrelierte mit der Enzymaktivitit der Carbonylreduktase
im Zellpellet. Die Deaktivierungskinetik der Enzymaktivitit im Pellet lieB sich wie die
Deaktivierungskinetik der Produktbildungsrate iiber eine Reaktion 1. Ordnung beschreiben
(Abbildung 5.4.3). Aus der Reaktionsrate wurde eine Halbwertzeit von 3,2h und aus der

Enzymaktivitit eine Halbwertzeit von 4,0 h berechnet.
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Abbildung 5.4.3: Deaktivierungskinetiken nach einer Reaktion 1. Ordnung; Kreise: Deaktivierung aus der
Enzymaktivitat der Carbonylreduktase CR im Zellpellet bestimmt; Dreiecke: Deaktivierung aus der
Reaktionsrate (Produktbildungsrate) bestimmt
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Der Vergleich der beiden Ansitze zeigt, dass der Leistungseintrag bei der Reaktion keine Rolle
spielt. Aufgrund der hohen Konzentration an Triton X-100 von 6,5 % v/v bilden sich auch bei
einem niedrigen Leistungseintrag feine Tropfchen mit einer hohen spezifischen Oberfldche aus.
Unter diesen Reaktionsbedingungen ist eine problemlose Ubertragung von Ergebnissen im

Kleinansatz auf den Ansatz im Riihrkesselreaktor moglich.

5.4.2 Vollstandiger Umsatz

Fir den Versuch wurden Zellen aus einer Fermentation im optimierten Anzuchtmedium
(MH,oP,0T-Medium, Kapitel 5.3.2) eingesetzt, die iiber 36 h angezogen worden waren. Die
Zellen waren bei +4 °C drei Tage gelagert worden.

Um bei der eingesetzten Biokatalysatorkonzentration von 100 ggrm L" einen vollstdndigen
Umsatz an Substrat zu erzielen, wurden in dem Versuch 200 mmol L! (2,7 % viv) 4C1-ACE
eingesetzt. Der Phasenanteil an n-Butylacetat wurde soweit reduziert, dass die Gleichgewichts-
konzentration von 4CI-ACE in der wiissrigen Phase 8 mmol L' betrug. Die Konzentrationen an
Triton X-100 und 1-Buten-3-ol wurden der reduzierten n-Butylacetat-Konzentration angepasst
(Tabelle 5.4.1). Als Cofaktor wurde 100 pmol L' NADP eingesetzt. Die Zellen wurden im
wissrigen Reaktionspuffer bis zur Einstellung des pH und der Reaktionstemperatur 30 Minuten

inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe des Substratgemisches gestartet.
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Tabelle 5.4.1: Optimiertes Reaktionsmedium und Reaktionsmedium flr den Rihrkesselreaktor-Versuch

Riihrkessel- Optimiertes

reaktor Medium
4CI-ACE 2,7 % viv 6,6 % Vv/v
n-Butylacetat a=0,2 a=0,5
1-Buten-3-ol 0,3 % v/v 0,8 % v/v
Triton X-100 2,7 % viv 6,5 % v/v
Glukose 0,32 mmol L
NaCl 0,19 mmol L
KPi-Puffer, pH 7,0 0,50 mmol L

Der Reaktionsverlauf ist in Abbildung 5.4.4 dargestellt. Nach einer Reaktionsdauer von 8 h war
das Substrat vollstandig umgesetzt (Abbildung 5.4.5). Dabei wurde eine Ausbeute von 94 %
erzielt, der Enantiomereniiberschuss betrug iiber die gesamte Reaktionsdauer 90 % (Tabelle

54.2).

Tabelle 5.4.2:Ergebnisse der Umsetzung von 4CI-ACE im Rihrkesselreaktor; die Raumzeitausbeute
wurde fir die Reaktionsdauer von 8 h berechnet

A Raum-Zeit- . Produktbildungs-
Umsatz Ausbeute Selektivitét EE Ausbeute Halbwertzeit kapazitit
100 % 94 % 94 % 90% 44 mmolL" h’ 1,8 h 1,8 mmol g

Nebenprodukte, wie das durch Dehalogenierung gebildete Ethylacetoacetat oder durch
Hydrolyse des Substrates entstehende Chloracetoacetat oder 1-Chlor-2-Propanol (Bertau 2002)
konnten nicht nachgewiesen werden. Der hohe Phasenanteil an n-Butylacetat und die hohe

Umsetzungsrate minimieren die Hydrolyse des Substrates in der wiéssrigen Phase.
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Abbildung 5.4.4: Herstellung von S-CHBE im Rihrkesselreaktor bei vollstindigem Umsatz; oben:
S-CHBE-Konzentration aus Dreifachbestimmung und Laugenverbrauch; unten: Deaktivierungskinetik fiir
eine Reaktion 1. Ordnung

Die Deaktivierung des Biokatalysators erfolgte nach einer Reaktion 1. Ordnung mit einer Halb-
wertzeit von 1,8 h und einer Anfangsreaktionsgeschwindigkeit von 15,4 umol g'1 min”. In
anderen Experimenten mit optimiertem Reaktionsmedium betrug die Halbwertzeit bei Substrat-

tiberschuss zwischen 2 und 3,5 h.

Der Verlauf des Verbrauches an Natronlauge war mit dem Verlauf der Produktbildung
vergleichbar (Abbildung 5.4.4). Nach 12 h ist der pH stabil. Das Aufzeichnen des pH-Verlaufes
bzw. des Verbrauches an Korrekturmittel bietet jedoch keine Moglichkeit zur Online-Prozess-
kontrolle. Der Verbrauch an NaOH spiegelt die metabolische Aktivitidt der Zellen und deren
Fahigkeit, Sduren bilden zu konnen, wider. Der Laugenverbrauch ist jedoch von der Reaktions-

rate entkoppelt.
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Abbildung 5.4.5: GC-Chromatogramme der Umsetzung von 4CI-ACE im Rihrkesselreaktor;
Nebenproduktpeaks sind Verunreinigungen im Substrat

Durch die hohe Biokatalysatorkonzentration erfolgt eine sehr schnelle Umsetzung des
Substrates. Die hohe Reaktionsgeschwindigkeit minimiert die Hydrolyse des Substrates und

erhoht die Ausbeute.

Unter geeigneten Reaktionsbedingungen kann die Reaktion mit hohen Ausbeuten und einer
hohen Selektivitit durchgefiihrt werden. Die Produktbildungskapazitit von 1,8 mmol g zeigt,

dass die maximale Produktivitit der Zellen nicht ausgeschopft worden ist.
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5.5 Charakterisierung der Biokatalysatorstabilitat

Charakteristisch fiir Umsetzungen von 4Cl-ACE mit S. cerevisiae war die begrenzte Reaktions-
dauer von ca. 8 bis 12 h. Der Verlauf der Reaktion entsprach einer Reaktion erster Ordnung mit
einer Halbwertzeit des Biokatalysators von ungefdhr 2 h. Reaktionsdauer und Halbwertzeit
waren abhidngig von den Reaktionsbedingungen und der Zellqualitit. Hohe Ausbeuten an
S-CHBE wurden nur unter Reaktionsbedingungen erzielt, bei der die Halbwertzeit des
Katalysators vergleichsweise grof3 war. Die Stabilitit des Biokatalysators ist somit eine
wesentliche GroBe des Reaktionssystems, da die Produktausbeuten wesentlich mit ihr

zusammenhéngen.

Zur Charakterisierung der EinflussgroBen auf die Zellstabilitdt wurden Zellen ohne Zugabe von
4CI-ACE unter Standardbedingungen inkubiert. Zur Beschreibung der Biokatalysatorstabilitiit
wurden folgende GroBen herangezogen:
® Biotrockenmasse: Die gravimetrisch bestimmte Biotrockenmasse kann zur Beschreibung
des Anteiles integraler Zellen im Reaktionsansatz herangezogen werden. Lysierte Zellen
wurden unter den gewihlten Bedingungen durch die Zentrifugation nicht pelletiert
(15.000 g, 5 min) und entsprechend bei der Bestimmung der Biotrockenmasse nicht
beriicksichtigt.
* Lebendzellzahl: Uber die Vitalfirbung der Zellen mit Methylenblau kann der Anteil der
geschidigten Zellen an der Gesamtzellzahl abgeschitzt werden.
® Proteinkonzentration: In den Versuchen wurde der Proteingehalt der abzentrifugierten
Zellen bestimmt. Mit der Abnahme der Biotrockenmasse ist damit eine Abnahme der
Proteinkonzentration verbunden. Da unter den gewihlten Bedingungen nur integrale
Zellen abzentrifugiert wurden, ist tiber die Bestimmung der Proteinkonzentration eine
Aussage iiber den Anteil integraler Zellen im System moglich.
® Enzymaktivititen: Die volumetrischen und spezifischen Enzymaktivititen der Glukose-
dehydrogenase und der Carbonylreduktase wurden aus dem Zellpellet bestimmt. Uber die
Bestimmung der spezifischen Enzymaktivititen ist eine Aussage iiber die Deaktivierung
der Enzyme moglich. Nimmt die spezifische Enzymaktivitét ab, ist das ein MaB fiir die
Schidigung der Enzyme. Ist die spezifische Enzymaktivitidt iiber den Beobachtungs-
zeitraum konstant, so beschreibt die Abnahme der volumetrischen Aktivitidt den Verlust

integraler Zellen.
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® Katalytische Gesamtaktivitiit: Bei der katalytischen Gesamtaktivitit wird die Aktivitat
der Zellen als Gesamtes betrachtet. Als MabB fiir die katalytische Gesamtaktivitit wird die
in  Umsetzungsexperimenten im KleinmaBstab erzielte S-CHBE-Konzentration

eingesetzt.

5.5.1 Organische Losungsmittel

Die Versuche zum Einfluss von Losungsmitteln wurden mit n-Butylacetat, Ethylacetat und
Hexan bei einem Phasenanteil von a=0,5 und einem Standardansatz ohne Losungsmittel
durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte im Standardreaktionspuffer bei 28 °C ohne pH-Kontrolle.
Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden die Biotrockenmasse und die Zellviabilitit

untersucht.

Die Biotrockenmasse ging im System ohne Losungsmittel auf 70 % des Anfangswertes zurlick
(Tabelle 5.5.1). In Zweiphasensystemen héngt die Zellintegritit des Biokatalysators vom
verwendeten Losungsmittel ab. Die Abnahme der Biotrockenmassenkonzentration im System
mit Hexan betrug ca. 40 % und war vergleichbar mit der Abnahme der Biotrockenmassen-
konzentration im wéssrigen System. In beiden Systemen konnten nach 24 h Inkubationszeit mit
der Vitalfarbung noch 80 — 90 % der Zellen angefirbt und damit metabolische Aktivitidt nachge-
wiesen werden. In Ansédtzen mit n-Butylacetat und Ethylacetat sank die Biotrockenmasse auf
30 % des Anfangswertes ab, vitale Zellen konnten nicht nachgewiesen werden. Zellen, die noch
nicht lysiert sind und als integrale Zellen vorliegen, sind durch die Losungsmittel stark
geschidigt.

In Tabelle 5.5.1 sind die Ergebnisse der Stabilitdtsversuche und die der Umsetzungsversuche
gegeniibergestellt. Wie die Daten zeigen, besteht kein offensichtlicher Zusammenhang zwischen

Zellstabilitét, Katalysatordeaktivierung und der S-CHBE-Konzentration.
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Tabelle 5.5.1: Biokatalysatorstabilitat in Ein- und Zweiphasensystemen nach 24 h Inkubationszeit in
Standardpuffer ohne Substrat; zum Vergleich sind die Produktkonzentrationen und Halbwertzeiten des
Katalysators aus Biotransformationsversuchen angegeben (Kapitel 5.1.6). Biotrockenmasse: Anderung
zum Anfangswert; Lebendzellzahl: Anteil vitaler Zellen an der Gesamtzellzahl

Reaktionssystem LogP Biotrockenmasse Lebendzellzahl S-CHBE Halbwertzeit
[-1 nach 24 h nach 24 h Konz. t,
Wassriges System - 69 % 82 % 16 mmol L™ 2,1h
Ethylacetat 0,7 28 % 0% 20 mmol L 2,3h
n-Butylacetat 1,8 27 % 0% 27 mmol L 3,1h
Hexan 41 61 % 91 % 18 mmol L 3,1h

Hexan schidigt zwar aufgrund des hohen LogP die Zellen nicht, ist jedoch als zweite organische
Phase bei Umsetzungen von 4CIl-ACE nicht geeignet. Wird nur die Stabilitit des Biokatalysators
betrachtet, so sind sowohl n-Butylacetat als auch Ethylacetat fiir den Einsatz in Zweiphasen-
systemen ungeeignet. Fiir die Umsetzung von 4Cl-ACE ist jedoch n-Butylacetat das bessere
Losungsmittel. Shimizu et al. (1990) haben fiir freie Enzyme gezeigt, dass Ethylacetat die
Enzyme deutlich schneller inaktiviert als n-Butylacetat, was den beobachteten Einfluss des
Losungsmittels auf die Produktkonzentration erklért.

Die Lebendzellzahl ist jedoch nur bedingt geeignet, um Riickschliisse auf die katalytische

Gesamtaktivitit zu ziehen, wie Nikolova et al. (1992) gezeigt haben.

Der Einfluss von n-Butylacetat auf die Zellintegritit und die Aktivitit der Zellen wurde in einem
weiteren Versuch detaillierter untersucht. Die Zellen wurden ohne Substrat im Standard-
reaktionspuffer mit 10 % n-Butylacetat und ohne Losungsmittel in pH-kontrollierten Ansétzen
bei 25 °C inkubiert. In regelmédBigen Abstinden wurden Proben zur Bestimmung der Enzym-

aktivitdten und der katalytischen Gesamtaktivitit genommen.
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Abbildung 5.5.1: Einfluss von n-Butylacetat auf den Verlauf der Enzymaktivitaten im Zellpellet und
katalytischen Gesamtaktivitat

Die Zellen waren auch im Einphasensystem ohne n-Butylacetat instabil. Die Aktivitidt der GDH,
CR und die S-CHBE-Konzentration als Mal} fiir katalytische Gesamtaktivitit sanken nach 20 h
Inkubationszeit auf 60 bis 80 % des Anfangswertes ab (Abbildung 5.5.1).

Im Zweiphasensystem mit n-Butylacetat nahmen die Enzymaktivititen und die katalytische
Gesamtaktivitdt innerhalb von 20 h auf 10 % des Anfangswertes ab. Nach einer Inkubations-
dauer von 6 h hatten die Zellen die Hilfte ihrer Anfangsaktivitidt verloren, was einer Halbwert-
zeit von ca. 6 h entspricht. In Experimenten in Zweiphasensystemen mit 4CI-ACE betrug die
Halbwertzeit des Biokatalysators bei sonst identischen Bedingungen nur ca. 3 h. Die Halbwert-
zeit des Biokatalysators wird also nicht nur durch das organische Losungsmittel sondern

zusitzlich durch die Toxizitidt des Substrates beeinflusst.

5.5.2 Nahrstoffe

Auffallend ist die Abnahme der Biokatalysatorstabilitit im wissrigen Ansatz, ohne dass ein
organisches Losungsmittel oder Substrat zugesetzt worden war. Eine mogliche Ursache fiir die
abnehmende Aktivitit ist die hohe Glukosekonzentration von 1 mol L™ im Standardreaktions-
puffer. Aufgrund des osmotischen Stresses nimmt die Viabilitit der Zellen bei diesen Glukose-
konzentrationen deutlich ab, wenn keine Stickstoffquelle im Medium vorhanden ist (Thomas et
al. 1996). Der Mangel an Stickstoff im Standardreaktionspuffer verhindert auch das weitere
Wachstum der Zellen.
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Es wurde untersucht, inwieweit der Abnahme der Zellstabilitit entgegengewirkt werden kann,
indem zum Reaktionspuffer komplexe Medienkomponenten (Hefeextrakt, Pepton, Maisquell-
wasser) hinzugegeben werden.
Die Versuche wurden im Einphasensystem und im Zweiphasensystem mit 10 % v/v n-Butyl-
acetat durchgefiihrt. Folgende Versuchsbedingungen wurden verwendet:

1. Zellen im Standardreaktionspuffer (Standard)

2. Standardreaktionspuffer mit 10 g L' Hefeextrakt, 20 g L' Pepton und 1 % v/v Mais-

quellwasser (CSL/Standard)

3. Standardreaktionspuffer mit 10 % v/v n-Butylacetat

4. Ansatz wie 2.), zusitzlich mit 10 % v/v n-Butylacetat (CSL/nBuAc)
Die Inkubation erfolgte unter pH-geregelten Bedingungen bei pH 7,0 und 25 °C iiber
20 Stunden.

160
T2
180 (%]
40
CSL/Standard ~
Standard 0

CSL/nBuAc S-CHBE

, GDH
Protein

Abbildung 5.5.2: Relative Anderung der Proteinkonzentration, der Enzymaktivitaten und der katalytischen
Gesamtaktivitat in Ein- und Zweiphasensystemen mit 10 % v/v n-Butylacetat mit komplexen
Medienkomponenten nach 20 h Inkubationszeit

Im Standardansatz sanken die Proteinkonzentration, die Enzymaktivititen und die katalytische
Gesamtaktivitdat nach 20 h Inkubationszeit auf 70 — 80 % des Anfangswertes ab (Tabelle 5.5.2,
Abbildung 5.5.2). Durch die Zugabe der komplexen Medienkomponenten zum Standard-
reaktionspuffer konnte die katalytische Gesamtaktivitit um ca. 30 % gesteigert werden. Das
wurde hauptséchlich iiber die Aktivititssteigerung der Carbonylreduktase um ca. 60 % erreicht.

Dagegen nahm die Aktivitit der GDH wihrend der Inkubation um ca. 50 % ab.
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Im Standardreaktionspuffer mit n-Butylacetat sank die katalytische Gesamtaktivitit auf unter
10 % der Ausgangsaktivitit ab. Die Zugabe von komplexen Medienkomponenten (CSL/nBuAc,

Ansatz 4) bewirkte keine Abschwichung oder Kompensation des Aktivititsverlustes.

Tabelle 5.5.2: Einfluss von komplexen Nahrmedien in Ein- und Zweiphasensystemen auf die Zellstabilitat
in gerlihrten Ansétzen ohne Substratzugabe; angegeben sind die relativen Anderungen nach 20 h
Inkubationszeit bezogen auf die Anfangsbedingungen.

. . Protein- Aktivitat Aktivitat Katalytische
Reaktionsmedium Konzentration GDH CR Gesamtaktivitat
Standardreaktionspuffer 66 % 70 % 78 % 79 %
+10 g L™ Hefeextrakt, CSL; o o o o

20 g L' Pepton 110 % 40 % 160 % 130 %
Standardreaktionspuffer mit 10 % 10% 8 9% 9%
v/v n-Butylacetat

R )
+10 g L Hefeextrakt, CSL; 10 % 50, o5 o, 129,

20 g L Pepton

5.5.3 Triton X-100

Detergenzien permeabilisieren Zellen durch Herauslosen von Proteinen aus der Zellmembran. In
den Versuchen sollte geklédrt werden, ob die Zellen durch Triton X-100 geschéddigt werden.

In einer ersten Versuchsreihe hatte Triton X-100 in verschiedenen Konzentrationen (0,1 %,
0,5 %, 1,0 % v/v) keinen Einfluss auf die Viabilitit, die Biotrockenmasse oder die intrazelluldre
Proteinkonzentration. In einer weiteren Versuchsreihe wurde gepriift, wie sich deutlich hohere
Konzentrationen an Triton X-100 (5 % v/v) in wissrigen Systemen und in Zweiphasensystemen
mit n-Butylacetat auf die intrazelluldre Proteinkonzentration, die Enzymaktivititen und die
katalytische Gesamtaktivitit des Ansatzes auswirken.

Im Einphasensystem nahm die Zellintegritit in Gegenwart von 5 % v/v Triton X-100 deutlich
stiarker ab als im Standardansatz ohne Triton X-100 (Abbildung 5.5.3). Nach 20 h Inkubations-
dauer waren die Proteinkonzentration und die Enzymaktivititen deutlich niedriger als im
Vergleichsansatz. Bezogen auf die katalytische Gesamtaktivitit zu Beginn der Inkubationsphase
sank im Standardansatz die Aktivitit auf 79 % und im Ansatz mit 5 % v/v Triton X-100 auf
51 %.

Wie in Kapitel 5.5.1 gezeigt, sinkt im Zweiphasensystem mit 10 % v/v n-Butylacetat die
katalytische Gesamtaktivitit nach 20 h auf 10 % des Ausgangswertes ab. Durch Zugabe von
Triton X-100 konnte die Stabilitdt der Zellen deutlich gesteigert werden und die katalytische
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Gesamtaktivitit sank auf nur 46 % des Anfangswertes. Triton X-100 scheint in hohen
Konzentrationen einen Schutz der Zellen vor dem Losungsmittel aufzubauen.

In den Ansitzen mit Triton X-100 sank die Aktivitdt der GDH auf 10 % der Ausgangsaktivitit,
bei der CR betrug die Abnahme nur 50 % und entsprach der Abnahme der katalytischen Gesamt-

aktivitét. Das limitierende Enzym in dieser Reaktion ist vermutlich die Carbonylreduktase.

Puffer

Triton X-100 CR

) GDH
Protein Protein

Abbildung 5.5.3: Einfluss von Triton X-100 (5 % v/v) und n-Butylacetat (10 % v/v) auf die intrazellulare
Proteinkonzentration, Enzymaktivitdten und die katalytische Gesamtaktivitat (S-CHBE-Konzentration)
nach 20 h Inkubationsdauer. Alle Angaben beziehen sich auf die Anfangswerte beit =0 h

Tabelle 5.5.3: Einfluss von Triton X-100 in Ein- und Zweiphasensystemen auf die Zellstabilitat in
gerlihrten Ansétzen ohne Substratzugabe; angegeben sind die relativen Anderungen nach 20 h
Inkubationszeit bezogen auf die Anfangsbedingungen. Die Ergebnisse im Standardreaktionspuffer
und im Zweiphasensystem mit n-Butylacetat ohne Triton X-100 sind zum Vergleich dargestellt

. . Protein- Aktivitat R Katalytische
Reaktionsmedium konzentration GDH Aktivitat CR Gesamtaktivitat
Standardreaktionspuffer 66 % 70 % 78 % 79 %

5 % Triton X-100 37 % 13 % 45 % 51 %

10 % n-Butylacetat 10 % 8 % 9 % 9 %
o, -

10 % n-Butylacetat, 530, 10 % 57 % 46 %

5 % Triton X-100

5.5.4 NADP

Die Stabilitdtsexperimente haben gezeigt, dass die katalytische Gesamtaktivitit der Zellen
wihrend der Inkubation abnimmt, aber nach 20 h noch Restaktivitiat vorhanden ist. Auch in den

Umsetzungsexperimenten konnte nach 24 h Reaktionsdauer noch Enzymaktivitit gemessen



Seite -128- 5 Asymmetrische Reduktion von 4CI-ACE mit S. cerevisiae

werden, obwohl keine Reaktion mehr stattfand. Eine Einflussgrole, die noch nicht untersucht

worden ist, ist der Cofaktor NADP.

In den Vorversuchen wurde gezeigt, dass die Ausbeute an S-CHBE mit zunehmender NADP-
Startkonzentration gesteigert werden kann. In den nachfolgenden Versuchen sollte geklrt
werden, ob durch Zugabe von NADP im Reaktionsverlauf der Umsatz gesteigert werden kann.
Gleichzeitig wurde tiberpriift, ob eine Substitution von NADP durch NAD moglich ist.

Im ersten Versuch wurden parallel zwei pH-kontrollierte Ansdtze im 20 mL-MaBstab mit
optimiertem Reaktionsmedium durchgefiihrt. Zum ersten Ansatz wurden zu Beginn der Reaktion
10 pmol L' NADP und 100 umol L' NAD zugegeben. In einem zweiten Ansatz wurde nach
10 h Reaktionszeit ein weiteres Mal NADP zu einer Endkonzentration von 100 pmol L'
zugegeben.

Nach 10 h Reaktionszeit war im Ansatz mit 100 umol L' NADP die S-CHBE-Konzentration
doppelt so hoch wie im Vergleichsansatz mit 10 pmol L' NADP und 100 pumol L' NAD
(Tabelle 5.5.4). Durch die erneute Zugabe von NADP konnte die Endkonzentration an S-CHBE
um den Faktor 2,2 gesteigert werden. Der Enantiomereniiberschuss stieg bei hohen NADP-
Konzentrationen leicht von 80 % auf 83 %, gleichzeitig nahm die Halbwertzeit der Bio-
katalysatoraktivitit von 3 h auf anndhernd 5h zu. Die Produktkonzentration hédngt ganz
wesentlich von der NADP-Konzentration ab. Die Substitution von NADP durch NAD ist nicht
bzw. nur sehr eingeschriankt moglich. Insbesondere die Beobachtung, dass sich bei einer
Deaktivierungskinetik erster Ordnung die Halbwertzeit des Biokatalysators durch eine hohe
Konzentration an Cofaktor signifikant verlidngert, weist der NADP-Stabilitit eine ganz

wesentliche Rolle bei der Katalysatoraktivitit zu.

Tabelle 5.5.4: Einfluss unterschiedlicher Cofaktorkonzentrationen auf den Reaktionsverlauf in geriihrten
20 mL-Ansatzen mit optimiertem Medium; " die Zugabe von NADP erfolgte zu Beginn der Reaktion und
nach 10 h

Halbwertzeit . Enantiomeren-
b, S-CHBE-Konzentration iiberschuss
Nach 10 h Nach 24 h
-1
B$$ﬂ;tWﬁE’ 31h 29,7 mmol L 35,8 mmol L 80 %
-1
2 x 100 pmol L 47h 59,8 mmol L’ 80,5 mmol L™ 83 %

NADP "
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In einem weiteren Versuch wurde eine Umsetzung im optimierten Reaktionsmedium mit einer
4CI-ACE-Startkonzentration von 200 mmol L™ durchgefiihrt. Bei einer Biokatalysator-
konzentration von 18 g L' garantierten die Versuchsbedingungen einen unvollstindigen Umsatz
des Substrates. Nach 6 h Reaktionsdauer wurden dreimal 0,5 mL Losung abgenommen, in ein
2 mL-Reaktionsgefi3 iiberfiihrt und fiir weitere 12 h bei 25 °C im Thermomixer inkubiert. Zu
einem Ansatz wurde 50 mmol L' NADP und zu einem weiteren Ansatz 50 mmol L' NADPH
zugegeben. Der dritte Ansatz wurde ohne Zugabe von Cofaktor als Referenz inkubiert.

Im Referenzansatz betrug die Konzentration an S-CHBE nach 20 h Gesamtreaktionsdauer
12mmol L' und der Enantiomereniiberschuss 77 %. Die S-CHBE-Konzentration in den
Ansidtzen mit NADP und NADPH betrug jeweils 148 mmol L' bei einem Enantiomeren-
iiberschuss von 97 %. Durch die Cofaktoren nahm nur die Konzentration von S-CHBE zu,
wihrend die R-CHBE-Konzentration unbeeinflusst blieb.

Die Zugabe von 50 mmol L' NADPH oder NADP reichte aus, um die dreifache Menge
(148 mmol L'l) S-CHBE bilden zu koénnen. Da der Einfluss von NADP und NADPH identisch
war, war sowohl die Cofaktorregenerierung durch die Glukosedehydrogenase als auch die
Carbonylreduktase funktionsfihig. Die Abnahme der Gesamtaktivitit konnte durch sehr hohe
Cofaktorkonzentrationen ausgeglichen werden.

In weiteren Experimenten wurde der Versuch zum einen mit NAD und NADH und zum anderen
mit ATP durchgefiihrt, ohne Effekt auf die Ausbeute oder den Enantiomereniiberschuss

feststellen zu konnen.

Fiir eine hohe Aktivitidt der Zellen sind hohe NADP-Konzentrationen notwendig. Durch Zugabe
von 0,1 bis 0,5 mmol L' NADP zum Reaktionsmedium kann die Aktivitit der Zellen deutlich
gesteigert werden. Es ist nicht bekannt, in welcher Form die Zellen den Cofaktor aufnehmen
konnen. Eventuell ermoglicht die Permeabilisierung der Zellen die Aufnahme des Cofaktors.

Die Abnahme der Katalysatoraktivitidt im Verlauf der Reaktion ist zu einem erheblichen Anteil
auf den Verlust integraler Zellen zuriickzufithren (Kapitel 5.4). Die Aktivitdt der gelosten
Enzyme ist auch auBerhalb integraler Zellen nachweisbar, sie tragen jedoch nicht signifikant zur
Umsetzung bei. Durch die Zugabe hoher Konzentrationen an NADP kann der Aktivititsverlust
ausgeglichen werden, wobei Konzentrationen eingesetzt werden miissen, die um ein Vielfaches
tiber dem K, der isolierten Fettsduresynthase von 0,06 mmol L' liegen (Lynen et al. 1969). Die
Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dass bei hohen NADP-Konzentrationen die geldsten

Enzyme zur Reaktion beitragen.
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Eine vollstindige Substitution von NADP durch NAD ist nicht moglich, obwohl die Fettsaure-
synthase auch NAD als Cofaktor akzeptieren soll (Lynen et al. 1969). Inwieweit S. cerevisiae die
Reaktion von NAD zu NADP katalysieren kann, ist nicht bekannt. Es konnte eine Kinase isoliert
werden, die eine solche Reaktion in Gegenwart von ATP durchfiihrt (Bruinenberg et al., 1983;
Kawai et al., 2001), andere Quellen zeigen jedoch, dass diese Reaktion nicht relevant ist
(Kataoka et al. 1992; Thomas et al, 1996). Die hier durchgefiihrten Versuche bestitigen die letzte
Aussage. Eine Substitution von NADP durch NAD erscheint auch deshalb problematisch, da es
sich bei den NAD-abhingigen Carbonylreduktasen (Laktatdehydrogenase, Alkoholdehydro-

genase) um R-spezifische Enzyme handelt.
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5.6 TropfengroBenverteilung

Die Tropfengroenverteilung wurde mit der 3D-ORM Sonde gemessen. Fiir die Bestimmung
wurde das optimierte Reaktionsmedium bestehend aus einer wissrigen Phase mit Glukose,
Natriumchlorid, Kaliumphosphatpuffer, Triton X-100 und 1-Buten-3-ol und einer organischen
Phase bestehend aus n-Butylacetat und 4CI-ACE bei einem Phasenverhiltnis von a=0,5
eingesetzt.

Die Messungen erfolgten im zellfreien Medium, wobei in der ersten Versuchsreihe die
Messungen ohne Triton X-100 und 4Cl-ACE durchgefiihrt wurden. In der zweiten Versuchsreihe
wurde das Substrat 4Cl-ACE zugeben, in der dritten Versuchsreihe schlieflich Triton X-100.

5.6.1 Reaktionssystem ohne Tensid

Die TropfengroBenverteilung wurde bei einem Drehzahlbereich von 500 min™ (0,1 W L") bis
1750 min™' (10 W L") bestimmt. Bei der niedrigsten Riihrerdrehzahl von 500 min™ herrscht im
Reaktor noch keine turbulente Stromung vor (Re < 104), die erst ab einer Riihrerdrehzahl von
750 min™' erreicht wird (Re > 10*).

Die TropfengroBenverteilungen im Zweiphasensystem mit n-Butylacetat und mit n-Butyl-
acetat/4Cl-ACE unterschieden sich nur minimal, wobei durch die Zugabe von 4CI-ACE der
Sauterdurchmesser geringfiigig abnahm. Die Tropfengrofenverteilung ist beispielhaft fiir das
System Reaktionspuffer — n-Butylacetat/4Cl-ACE fiir unterschiedliche Riihrerdrehzahlen in
Abbildung 5.6.1 dargestellt. Mit zunehmender Riihrerdrehzahl sank die maximale Tropfengrof3e
von 58 um auf 50 um und der Sauterdurchmesser von 38 um auf 35 um. Das Verhiltnis
maximaler Tropfengrofe zum Sauterdurchmesser dmax/d32 betrug ungefihr 1,5. Obwohl bei der
niedrigsten untersuchten Riihrerdrehzahl von 500 min" noch keine turbulente Stromung im

Reaktor vorlag, hatte dies keinen signifikanten Effekt auf die Tropfengroenverteilung.
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Abbildung 5.6.1: TropfengréBenverteilung in einem Zweiphasensystem mit n-Butylacetat/12,4 % v/v
4CI-ACE bei einem Phasenverhaltnis von o = 0,5

Der experimentell bestimmte Sauterdurchmesser wird vom Leistungseintrag praktisch nicht
beeinflusst. In Abbildung 5.6.2 sind die Messergebnisse fiir den Sauterdurchmesser und den nach
den Modellvorstellungen von Calabrese und Brown berechneten Sauterdurchmessern fiir beide
Stoffsysteme gegeniibergestellt. Sowohl nach den Modellvorstellungen als auch bei den
gemessenen TropfengroBenverteilungen war der Sauterdurchmesser im Zweiphasensystem mit
reinem n-Butylacetat aufgrund der hoheren Grenzflichenspannung (Kapitel 4.12) geringfiigig
groBer als im Zweiphasensystem mit dem Gemisch aus n-Butylacetat/4Cl-ACE.

Beide Modellvorstellungen zeigen eine deutliche Abhingigkeit des Sauterdurchmessers von der
eingebrachten Riihrerleistung. In die Modellvorstellung nach Calabrese gehen Koaleszenz-
vorginge nicht ein, was im Vergleich zum Modell nach Brown zu vergleichsweise niedrigeren
Sauterdurchmessern fiihrt. Dabei zeigt die Modellvorstellung nach Brown im Drehzahlbereich
zwischen 500 und 1000 min™ die stirksten Abweichungen von den Messergebnissen.

Der Verlauf des gemessenen Sauterdurchmessers in Abhéingigkeit von der eingebrachten Riihrer-
leistung ldsst sich durch die Modellvorstellungen nur unzureichend beschreiben. Sowohl
Leistungseintrag als auch Koaleszenzvorginge haben in dem untersuchten Zweiphasensystem

scheinbar keinen Einfluss auf die Tropfengroflenverteilung.
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Abbildung 5.6.2: Sauterdurchmesser ds, fiir Systeme mit reinem n-Butylacetat (hohle Symbole) und
n-Butylacetat/4CI-ACE (ausgefiillte Symbole) in Abhangigkeit von der Rihrerdrehzahl; dargestellt sind
Messergebnisse und die aus den Modellvorstellungen berechneten Sauterdurchmesser

5.6.2 System mit Triton X-100

Nach Zugabe von Triton X-100 konnten mit der 3D-ORM Sonde keine Losungsmitteltropfen
gemessen werden. Aufgrund der Tensideigenschaft von Triton X-100 sank die maximale
Tropfengrofe unterhalb der Detektionsgrenze der Sonde von 10 um. Unter der Annahme, dass
weiterhin die Beziehung dpyax/ds; < 1,5 mit dem Verhiltnis dpnax/ds2 = 1,5 gilt, ist der Sauter-
durchmesser nicht grof3er als 7 pum.

Bereits bei einer Riihrerdrehzahl von 500 min™' war die organische Phase vollstindig dispergiert.
Unter diesen Bedingungen konnte auch visuell keine Entmischung der Phasen beobachtet

werden.

Durch die sehr feine Verteilung der organischen Losungsmittelphase im Reaktor werden in
Biotransformationsexperimenten die Stofftransportleistungen stark erhoht. Dadurch kann auch in
Systemen mit sehr niedrigen Leistungseintridgen, wie beim Riihren mit einem Magnetriihrer, eine
hohe Dispergierung der organischen Phase erreicht werden. Die problemlose MalBstabsiiber-

tragung aus den Kleinansitzen auf den Riihrreaktor ist auf diesen Effekt zuriickzufiihren.
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6 Asymmetrische Reduktion von Ethylbenzoylacetat

Mit der Umsetzung von Ethylbenzoylacetat (EBA) zum 3-Hydroxy-3-Phenyl-Propionsaure-
ethylester (S-HPPE) wurde die stereoselektive Reduktion eines weiteren B-Ketoesters mit dem

rekombinanten S. cerevisiae Stamm untersucht.

6.1 Evaluierung geeigneter Reaktionsbedingungen

Bei der Evaluierung geeigneter Reaktionsbedingungen wurde der Einfluss einiger ausgewéhlter
Parameter auf die Umsetzung untersucht. Dabei sollten sowohl Unterschiede als auch Gemein-

samkeiten zur stereoselektiven Reduktion von 4CI-ACE festgestellt werden.

6.1.1 Umsetzungen mit Wildtyp Zellen

Als Referenz wurde die Umsetzung von Ethylbenzoylacetat mit Wildtyp S. cerevisiae CBS 8066
unter Standardbedingungen mit 100 mmol L' EBA durchgefiihrt. Nach 20 h Reaktionsdauer

betrug der Enantiomereniiberschuss 85 % und die Produktbildungskapazitit 0,3 mmol g'l.

6.1.2 Biomassenkonzentration

In Experimenten unter Standardbedingungen wurde der Einfluss der eingesetzten Biokatalysator-
menge von rekombinanten S. cerevisiae auf die Umsetzung untersucht. Die eingesetzte
Katalysatorkonzentration variierte zwischen 1 g L und 55 g L' Biotrockenmasse bei einer EBA
Startkonzentration von 100 mmol L™

Bis zu einer Biokatalysatorkonzentration von 20 g L war die Produktbildungskapazitit konstant
und betrug nach 24 h Reaktionszeit 0,7 bis 0,8 mmol g'1 (Abbildung 6.1.1). Mit zunehmender
Katalysatorkonzentration sank die Produktbildungskapazitit auf 0,4 mmol g’ ab. Bei der
maximal verwendeten Katalysatormenge war die Reaktion trotz des Substratiiberschusses nach
6h beendet. In keinem Ansatz wurde eine S-HPPE-Konzentration von 25 mmol L iiber-

schritten.
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Abbildung 6.1.1: S-HPPE-Konzentration in Abhangigkeit von der eingesetzten

Biokatalysatorkonzentration und der Reaktionsdauer in gerhrten 20 mL-Ansatzen ohne pH-Regelung
unter Standardbedingungen

Der Verlauf der Umsetzung deutet auf eine Produktinhibierung oder auf eine Limitierung einer
fiir die Umsetzung notwendigen Komponente hin, die bei einer S-HPPE-Konzentration von ca.
25 mmol L einsetzt. Durch den Einsatz einer zusitzlichen organischen Phase sollte sich eine
Produktinhibierung vermeiden lassen. Eine weitere mogliche Einflussgrofle ist der pH, der sich
im Reaktionsverlauf dndert. Aus den Experimenten mit 4CI-ACE ist bekannt, dass der pH stark
abnehmen kann, und dass die Umsetzung von 4Cl-ACE bei niedrigem pH zuriickgeht. Es bleibt

also zu untersuchen, ob sich die Ergebnisse in pH-geregelten Experimenten reproduzieren lassen.

6.1.3 pH

Die Vorversuche zur Biotransformation von EBA wurden ohne pH-Kontrolle durchgefiihrt. Wie
die Versuche mit 4Cl-ACE gezeigt haben, konnen die Produktkonzentration und der

Enantiomereniiberschuss stark vom pH des Reaktionspuffers abhéngen.

In pH-kontrollierten Ansdtzen mit Natriumcitratpuffer wurde bei einer Biokatalysatorkonzen-
tration von 80 g L und einer Substratkonzentration von 180 mmol L™ der pH-Einfluss auf die

Reaktion untersucht. Die S-HPPE-Konzentration stieg von 7,5mmol L' bei pH 4,0 auf
89 mmol L™ bei pH 7,0.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass in pH-geregelten Ansdtzen Produktkonzentrationen von iiber
28 mmol L™ erreicht werden konnen, und dass bei sehr niedrigem pH kaum Substrat umgesetzt
wird. Das bei den Versuchen zur Abhéngigkeit der Umsetzung von der Biokatalysatorkonzen-
tration gefundene Maximum der S-HPPE-Konzentration ist auf das Absinken des pH wihrend
der Umsetzung zuriickzufiihren. Fiir eine optimale Reaktionsfiihrung ist, wie bereits fiir die

Umsetzung von 4Cl-ACE gezeigt, eine pH-Regelung notwendig.

6.1.4 Substratkonzentration

Der Einfluss der eingesetzten Anfangskonzentration von EBA wurde in Standardansédtzen ohne
pH-Regelung untersucht. Die Substratkonzentration wurde zwischen 27 mmol L' und
480 mmol L™ variiert. Ethylbenzoylacetat ist in Wasser nur bis 13 mmol L™ 16slich, so dass sich
bei jeder eingesetzten Substratkonzentration ein Zweiphasensystem bildete.

Bei einer Biokatalysatorkonzentration von 20 g L™ betrug die S-HPPE-Konzentration nach 20 h
Reaktionsdauer unabhiingig von der eingesetzten Substratkonzentration 22 - 23 mmol L™, der
Enantiomereniiberschuss lag bei 96 — 97 %. Eine Substratinhibierung des Biokatalysators kann

aufgrund dieser Ergebnisse ausgeschlossen werden.

6.1.5 Organische Losungsmittel

Eine mogliche Produktinhibierung bei der Reaktion sollte durch die Verwendung einer
organischen Losungsmittelphase minimiert werden konnen. Als organische Losungsmittelphase
wurden n-Butylacetat, Hexan oder Decan verwendet. AuBBerdem wurden die Alkohole Ethanol,
2-Hexanol und 2-Propanol untersucht. In geriihrten Ansédtzen wurden jeweils 5 % v/v (a = 0,05)
dieser Komponenten zugegeben. Bis auf Ethanol wurde bei allen eingesetzten Losungsmitteln

die Loslichkeitsgrenze tiberschritten.

Die S-HPPE-Konzentration und der Enantiomereniiberschuss war bei allen getesteten Losungs-
mitteln niedriger als im Standardansatz (Abbildung 6.1.2). Die Verteilungskoeffizienten wurden
fiir n-Butylacetat (k= 81), Hexan (k= 26) und Decan (k = 31) bestimmt. Aufgrund der hohen
Hydrophobizitit von EBA wird es im Zweiphasensystem so stark in der zweiten organischen
Phase gelost, dass in der wissrigen Phase nicht geniigend Substrat fiir eine ausreichende

Umsetzung vorliegt. Dadurch sind die Produktkonzentrationen im Zweiphasensystem mit
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n-Butylacetat deutlich niedriger als in Zweiphasensystemen mit Hexan oder Dekan. Im Zwei-
phasensystem mit n-Butylacetat wird die Umsetzung von EBA zusitzlich durch die Lyse der

Zellen limitiert.
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Abbildung 6.1.2: Einfluss verschiedener organischer Lésungsmittel und Alkohole auf die Umsetzung von
EBA in gerthrten 20 mL-Anséatzen nach zunehmender S-HPPE-Konzentration sortiert

6.1.6 Triton X-100

Mit einer Triton X-100-Konzentration von 1 % v/v konnte bei der Umsetzung von 4CI-ACE die
S-CHBE-Konzentration deutlich gesteigert werden. Der Einfluss von Triton X-100 auf die
Umsetzung von EBA wurde unter gleichen Reaktionsbedingungen untersucht. Bei einer EBA-
Startkonzentration von 100 mmol L' und einer Biokatalysatorkonzentration von 50 g L™ konnte
die S-HPPE-Konzentration um 15 % von 23 mmol L™ auf 26 mmol L' im Vergleich zum

Referenzansatz gesteigert werden. Der Enantiomereniiberschuss ging von 96 % auf 95 % zurtick.

6.2 Herstellung von S-HPPE im Rihrkesselreaktor

Die Umsetzung von EBA wurde im Riihrkesselreaktor mit 0,6 L Reaktionsvolumen
durchgefiihrt. Die eingesetzte Biokatalysatorkonzentration betrug 60 g L. Die Zellen waren im
optimierten Medium (MHyoP2T-Medium, Kapitel 5.1.2) iiber 36 h angezogen worden. Die
Zellen wurden direkt aus dem Bioreaktor entnommen, abzentrifugiert und im Reaktionspuffer
resuspendiert.

In den Vorversuchen wurde die Produktbildungskapazitit der Zellen auf 0,9-1,1 mmol g’

bestimmt. Bei der Umsetzung wurden 55 mmol L' EBA (1 % v/v) eingesetzt, um bei der
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verwendeten Biokatalysatorkonzentration einen vollstindigen Umsatz zu erzielen. Der ein-
gesetzte Reaktionspuffer basierte auf dem optimierten Medium mit 100 pmol L' NADP, es
wurde jedoch kein n-Butylacetat und kein 1-Buten-3-ol eingesetzt. Vorversuche hatten gezeigt,
dass sich in diesem Medium die S-HPPE-Konzentration gegeniiber dem Standardmedium um ca.

20 % steigern liel3.

Nach einer Reaktionsdauer von 48 h wurde ein Umsatz von 97 % und eine Ausbeute von 83 %
erzielt (Tabelle 6.2.1, Abbildung 6.2.2). Es wurde kein bekanntes Nebenprodukt, wie das bei der
Hydrolyse der Esterbindung auftretende Acetophenon, gebildet. Die niedrige Ausbeute ist auf
die unvollstindige Extraktion der Komponenten aus dem Reaktionsmedium zuriickzufiihren,
moglicherweise war das Produkt in den Zellen absorbiert. Der Enantiomereniiberschuss betrug
iber den gesamten Versuchszeitraum 97,5 % und war damit hoher als in den Vorversuchen, wo

er bei 95 — 96 % lag.

Tabelle 6.2.1: Ergebnisse der Umsetzung von EBA im Rihrkesselreaktor bei einer Biokatalysator-
konzentration von 60 g L™ und einer EBA-Startkonzentration von 55 mmol L™ bei 48 h Reaktionsdauer

Halbwertzeit Produktbildungs-

Umsatz Ausbeute Selektivitat EE Raum-Zeit-Ausbeute Biokatalysator kapazitit

97 % 83 % 81 % 97,5 % 0,5mmol L' h 8,6 h 0,7 mmol g

Die Produktbildungskapazitit der Umsetzung war mit 0,7 mmol g'1 niedriger als in den
Vorversuchen. Unter der Annahme, dass sich die geringe Ausbeute auf unzureichende Extraktion
von S-HPPE aus dem Reaktionsmedium zuriickfiihren lie und der EBA ohne nennenswerte
Bildung von Nebenprodukten zu S-HPPE reduziert wurde, so ergibt sich aus dem Umsatz von
97 % eine Produktbildungskapazitit von 0,9 mmol g'l. Das entspricht bei den eingesetzten
Konzentrationen von Biotrockenmasse und EBA der maximal erreichbaren Produktbildungs-
kapazitit. Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit betrug 0,97 pmol g”' min™ bei einer Halbwert-
zeit der Zellen von 8,6 Stunden. Das fiihrte bei der Umsetzung von EBA zu einer insgesamt
langeren Gesamtreaktionsdauer (Abbildung 6.2.1).

Eine Regelung des pH war nur in den ersten 10 h der Umsetzung notwendig. Danach blieb der
pH konstant, obwohl zu dem Zeitpunkt erst die Hilfte der Endkonzentration an S-HPPE gebildet

worden war.
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Abbildung 6.2.1: Reaktionsverlauf der Umsetzung von Ethylbenzoylacetat zu S-HPPE; oben: S-HPPE-

Konzentration (Dreifachbestimmungen) und NaOH-Verbrauch; unten: Deaktivierungskinetik des
Biokatalysators fir eine Reaktion 1. Ordnung

t=0h

S-HPPE

t=48h

EBA

Abbildung 6.2.2: GC-Chromatogramme der Umsetzung von EBA im Rulhrkesselreaktor



Seite -140- 6 Asymmetrische Reduktion von Ethylbenzoylacetat

6.3 Vergleich der S-CHBE und S-HPPE Produktionen

In Tabelle 6.3.1 sind die Ergebnisse aus den Experimenten zur Herstellung von S-CHBE und

S-HPPE mit rekombinanten S. cerevisiae im Riihrkesselreaktor zusammengefasst.

Tabelle 6.3.1: Vergleich der Herstellung von S-CHBE und S-HPPE im Rihrkesselreaktor mit
rekombinanten S. cerevisiae bei 25 °C und pH 7,0. Die Reduktion von EBA erfolgte mit 60 g L' BTM,
55 mmol L' Substrat bei einer Reaktionsdauer von 48 h; die Reduktion von 4CI-ACE erfolgte mit
100 g L™, 200 mmol L™ Substrat und 8 h Reaktionsdauer

Halbwertzeit Produktbildungs-

Umsatz Ausbeute Selektivitat EE Raum-Zeit-Ausbeute Biokatalysator kapazitit
EBA

97 % 83 % 81 % 97,5 % 0,5mmol L' h 8,6 h 0,7 mmol g
4CI-ACE

100 % 94 % 94 % 90 % 44 mmol L' h'! 1,8h 1,8 mmol g”'

Im Vergleich zu den Umsetzungen mit 4CI-ACE verlduft die Reaktion von EBA um den
Faktor 16 langsamer ab, dafiir ist die Halbwertzeit des Biokatalysators mit 8,6 h um den Faktor
3 bis 5 hoher als iiblicherweise bei der Reduktion von 4Cl-ACE, abhingig von den Reaktions-
bedingungen, realisiert wurde. Die geringe Reaktionsrate bei gleichzeitig langsamerer
Deaktivierung des Biokatalysators fiihrte bei der Reduktion von EBA zu einer insgesamt
deutlich ldngeren Prozesszeit von 48 h.

Weder EBA noch S-HPPE waren fiir die Reaktion inhibierend, so dass keine zweite organische
Losungsmittelphase eingesetzt werden musste. Dadurch ist die Stabilitit des Biokatalysators bei
der Reduktion von EBA im Vergleich zur Reduktion von 4Cl-ACE deutlich hoher. Die
maximale Produktbildungskapazitit der Zellen betrug je nach Reaktionsbedingungen fiir die
Umsetzung von 4Cl-ACE 2,8 mmol g'1 und fiir EBA 1,1 mmol g'l.

Die Umsetzung von EBA erfolgte mit einem deutlich hdheren Enantiomereniiberschuss als die
Umsetzung von 4Cl-ACE. Mit Wildtypzellen betrug der Enantiomereniiberschuss von S-HPPE
85 % im Vergleich zu 44 % bei 4C1-ACE und stieg unter optimierten Reaktionsbedingungen mit
rekombinanten S. cerevisiae auf 97,5 % im Vergleich zu 90 % an. Damit wird bei der
stereoselektiven Reduktion von EBA die fiir industrielle Anforderungen notwendige optische
Reinheit erreicht.

Der Verlauf des NaOH-Verbrauches in Reduktionen im Riihrkesselreaktor war fiir beide
untersuchten Substrate identisch. Das zeigt, dass der NaOH-Verbrauch nur von der

metabolischen Aktivitit der Zellen abhingt, die bei identischen Reaktionsbedingungen



6 Asymmetrische Reduktion von Ethylbenzoylacetat Seite -141-

(Reaktionspuffer, Temperatur, Zellqualitit) unabhingig vom eingesetzten -Ketoester ist. Damit
bietet der Verlauf der NaOH-Konzentration keine Moglichkeit der Online-Prozesskontrolle.

Der Verlauf der Reaktion wurde stark von der Qualitit des eingesetzten Biokatalysators
beeinflusst. Die Zellqualitidt hing von den Anzuchtbedingungen (Kapitel 5.1) und dem Alter der
Zellen (Kapitel 5.2, Kapitel 5.3) ab. Da die Versorgung von Zellen mit immer identischer
Qualitdt fiir die Experimente nicht gewihrleistet werden konnte, war eine detaillierte Modell-

beschreibung der Bioreduktionen von 4CI-ACE und EBA nicht moglich.
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7 Asymmetrische Reduktion 4CI-ACE mit P. pastoris

Mit einem rekombinanten Stamm von Pichia pastoris stand ein zweiter Biokatalysator fiir die
stereospezifische Reduktion von B-Ketoestern zur Verfiigung. Im Gegensatz zu S. cerevisiae
wurde hier eine Carbonylreduktase aus Candida magnoliae iiberexprimiert. Dieser Bio-
katalysator war nicht in der Lage, Ethylbenzoylacetat zu reduzieren. Daher beschrinken sich die

Untersuchungen auf die enantioselektive Reduktion von 4-Chlor-Acetessigsdureethylester.

71 Evaluierung geeigneter Reaktionsbedingungen

7.1.1 Substratkonzentration

In 1 mL Kleinansédtzen wurde der Einfluss unterschiedlicher Startkonzentrationen von 4Cl-ACE
(20 mmol L' - 350 mmol L'l) im Standardreaktionspuffer untersucht. Nach einer Reaktions-
dauer von 6 h bei 30 °C betrug in den Ansédtzen mit 20 mmol L" und 34 mmol L™ 4CI-ACE der
Umsatz 99 % bei einer Ausbeute von 82 % und 77 %.

In Abbildung 7.1.1 ist die S-CHBE-Konzentration und der Enantiomereniiberschuss nach einer
Reaktionsdauer von 4 h bei unvollstindigem Umsatz gezeigt. Bei einer Substratkonzentration
iiber 144 mmol L™ sank die Produktkonzentration von 18 mmol L auf 12 mmol L™ ab. Die
Reaktion wurde durch hohe Substratkonzentrationen inhibiert. Der Enantiomereniiberschuss
durchlief in Abhingigkeit von der Substratkonzentration ein Minimum von 85 %. Ein hoher
Enantiomereniiberschuss von 92 % bei gleichzeitig hoher Ausbeute wurde bei niedrigen Start-

konzentrationen von 4Cl-ACE erzielt.
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Abbildung 7.1.1: Einfluss der 4CI-ACE-Konzentrationen auf die Produktkonzentration und den
Enantiomerenlberschuss nach 4 h Reaktionsdauer in 0,5 mL-Ansatzen bei unvollstdndiger Umsetzung

7.1.2 Loésungsmittel

In geriihrten Ansitzen wurde der Einfluss von Hexan, MTBE, Ethylacetat und n-Butylacetat bei
einem Phasenanteil von o =0,]1 unter Standardbedingungen untersucht. Durch die Zugabe von
n-Butylacetat konnte die Ausbeute im Vergleich zum Einphasensystem um ca. 40 % gesteigert
werden (Abbildung 7.1.2). Der Enantiomereniiberschuss wurde durch n-Butylacetat nur wenig
beeinflusst und stieg auf 98 % an. Hexan, MTBE und Ethylacetat hatten nur einen geringen
Einfluss auf die S-CHBE-Konzentration.
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Abbildung 7.1.2: Einfluss unterschiedlicher Lésungsmittel auf die S-CHBE-Konzentration und den
Enantiomerenuberschuss
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7.1.3 Temperatur

Der Einfluss der Reaktionstemperatur auf die S-CHBE-Konzentration und den Enantiomeren-
tiberschuss wurde in geriihrten Ansdtzen untersucht. Die Versuche wurden bei 20 °C, 25 °C,
30 °C und 35 °C durchgefiihrt.

Die maximale Produktkonzentration wurde bei 30 °C erzielt. Der Enantiomereniiberschuss
wurde bei Reaktionstemperaturen von 20 °C bis 30 °C nicht beeinflusst und lag bei 94 — 95 %.
Reaktionstemperaturen von iiber 30 °C fiihrten zu einer Inaktivierung des Katalysators bei

gleichzeitiger Abnahme des Enantiomereniiberschusses.
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Abbildung 7.1.3: Einfluss der Reaktionstemperatur auf die S-CHBE-Konzentration und den
Enantiomereniberschuss in geriihrten Ansatzen mit P. pastoris

7.1.4 NAD und NADP

In Experimenten im 0,5 mL-Mafstab im Einphasensystem wurde der Einfluss von 0,0 / 0,025 /
0,05/ 0,075/ 0,1 / 0,25 und 0,5 mmol L' NAD bzw. NADP auf die Umsetzung untersucht,
wobei jede mogliche Kombination beider Cofaktoren untersucht wurde. Von allen Ansitzen
wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Durch Zugabe von 0,5 mmol L' NADP konnte im Vergleich zum Ansatz ohne NADP die
Produktkonzentration um den Faktor 70 gesteigert werden (Abbildung 7.1.4). NAD hatte nur
einen geringen Einfluss auf die Produktkonzentration.

In Ansidtzen ohne NAD war der Enantiomereniiberschuss immer > 97 %. Durch die Zugabe von

NAD sank der Enantiomereniiberschuss in Abhéngigkeit von der Konzentration an NAD und
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NADP stark ab. In Ansitzen ohne NADP aber mit 0,5 mmol L' NAD wurde mehr R-CHBE als
S-CHBE gebildet.
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Abbildung 7.1.4: Einfluss unterschiedlicher NAD und NADP-Konzentrationen auf die S-CHBE-
Konzentration und den Enantiomereniberschuss Experimenten im 0,5 mL-MaBstab

Den Einfluss von NADP auf die Umsetzung zeigt auch folgender Versuch. Dabei wurde in 1 mL
Kleinansidtzen der Einfluss unterschiedlicher Substratkonzentrationen (wie in Kapitel 7.1.1
beschrieben) auf die Umsetzung untersucht. Eine Serie von Experimenten wurde ohne
zusitzliche NADP-Zugabe durchgefiihrt. In einer zweiten Serie wurden zum Reaktionspuffer
0,1 mmol L' NADP zugegeben. Ohne NADP betrug die S-CHBE-Konzentration nur 10 % des
Vergleichsansatzes (Abbildung 7.1.5), der Enantiomereniiberschuss lag bei 3 % bis 40 %. Die
Konzentration an R-CHBE war in Ansidtzen mit und ohne NADP vergleichbar, so dass die
Abnahme des Enantiomereniiberschusses nur auf die niedrige S-CHBE-Konzentration zuriick-

zufiithren ist.
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Abbildung 7.1.5: Einfluss der 4CI-ACE-Konzentration auf die S-CHBE-Konzentration und den
Enantiomereniberschuss in 1 mL Kleinanséatzen; ausgefilite Symbole: chne NADP; hohle Symbole: mit
0,1 mmol L' NADP

Um die Reduktion von 4CIl-ACE mit P. pastoris sinnvoll durchfithren zu konnen, muss NADP
als Cofaktor zugegeben werden. Geringe Konzentrationen von NADP (0,05 mmol L") sind
ausreichend, da bei einer 10-fachen Steigerung der Cofaktorkonzentration die S-CHBE-
Konzentration nur um den Faktor 2 zunimmt.

Eine Substitution von NADP mit NAD ist nicht moglich. Vielmehr muss ein hoher NAD-Level
in den Zellen vermieden werden, da bereits geringe NAD-Konzentrationen zu einer starken

Abnahme des Enantiomereniiberschusses fiihren.

7.1.5 Pufferkonzentration

Der Einfluss der Kaliumphosphatpuffer-Konzentration wurde in Experimenten im 0,5 mL-
Malstab bei pH 7,0 und einer Versuchsdauer von 6 h untersucht (Abbildung 7.1.6).

Mit steigender Pufferkonzentration von 0,1 mol L bis 1 mol L nahm die S-CHBE-Konzen-
tration um 50 % ab und der Enantiomereniiberschuss sank von 92 % auf unter 80 %. Dieser

Effekt ist auf die hohe Ionenstédrke des Reaktionspuffers zuriickzufiihren.
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Abbildung 7.1.6: Einfluss der Kaliumphosphatpuffer-Konzentration auf die Umsetzung von 4CI-ACE mit
P. pastoris

7.1.6 Umsetzungen in optimierten Medien

In den Versuchen mit S. cerevisiae nahm die Ausbeute entsprechend folgender Reihenfolge zu:
Einphasensystem < Standard/Zweiphasensystem < Triton X-100 < optimiertes Medium. Fiir die
Umsetzungen mit P. pastoris wurden folgende Medien eingesetzt:

e Standard: Standardreaktionspuffer (0,1 mol L' NaCl, 0,1 mol L Kaliumphosphatpuffer,

pH 7,0, 1,0 mol L' Glukose)

e Zweiphasensystem; Standardreaktionspuffer mit 20 % v/v n-Butylacetat;

e Triton X-100: Zweiphasensystem mit 6,5 % v/v Triton X-100

¢ Optimiertes Medium ohne 1-Buten-3-ol (Kapitel 5.3)

Die Versuche wurden in pH-kontrollierten Ansidtzen bei pH 7,0 durchgefiihrt. Es wurden
4,7 % vIv 4C1-ACE (350 mmol L) eingesetzt. Durch die Zugabe von n-Butylacetat konnte die
Ausbeute um 45 % gegeniiber dem Einphasensystem gesteigert werden (Abbildung 7.1.7). Die
Zugabe von Triton X-100 zum Zweiphasensystem fiihrte zu einer weiteren Zunahme der
Ausbeute um 15 %. Im optimierten Medium konnte die Ausbeute schlieBlich um 160 % im
Vergleich zum Einphasensystem und um 90 % im Vergleich zum Standardansatz gesteigert
werden. Auffallend ist insbesondere, dass die hohen Ionenstirken im optimierten Reaktions-
medium nicht zu einer Hemmung der Reaktion fiihren, wie es die Ergebnisse aus den Versuchen

zu unterschiedlichen Pufferkonzentrationen vermuten lassen.
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Die Medien unterschieden sich auBer in der Ionenstirke auch in der Konzentration der
eingesetzten Glukose. In den Experimenten zum Einfluss der Pufferkonzentration war die
Glukosekonzentration mit 1 molL"' deutlich hoher als im optimierten Medium mit
0,32 mmol L. So fiihrte erst die Kombination von hoher Glukosekonzentration und hoher
Ionenstirke zu einer Abnahme der Ausbeute. Der negative Einfluss der hohen Pufferkonzen-
tration im optimierten Medium wird moglicherweise durch den positiven Einfluss anderer

Komponenten im Medium ausgeglichen bzw. iiberkompensiert.
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Abbildung 7.1.7: Einfluss verschiedener Reaktionsmedien auf die S-CHBE-Konzentration bei der
Reduktion von 4CI-ACE mit P. pastoris in pH-geregelten Ansatzen, nBuAc: n-Butylacetat

7.1.7 Zulaufverfahren

Als Alternative zum Satzverfahren zur Reduktion von 4Cl-ACE wurde mit P. pastoris ein
Zulaufverfahren eingesetzt.

In diesem Zulaufverfahren wurden sowohl Zellen als auch Substrat kontinuierlich in das
Reaktionsgefil3 dosiert'. Diese Reaktionsfithrung garantiert die kontinuierliche Zufuhr frischer
Zellen in das Reaktionsgefda. Durch die gleichzeitige Dosierung von Substrat und Bio-

katalysator kann das optimale Verhiltnis von Katalysator und Substrat eingestellt werden.

Die Reaktion erfolgte unter pH-kontrollierten Bedingungen bei pH 7,0 und einer Reaktions-
temperatur von 30 °C. Bei diesem doppelten Zulaufverfahren wurden 30 % der gesamten Zell-

suspension im Reaktionsgefdll vorgelegt. Die verbleibenden 70 % wurden nachfolgend innerhalb

' Das Verfahren geht auf einen Vorschlag von Herrn Dr. Pfaller und Herrn Dr. Wich, Consortium fiir
elektrochemische Industrie, zuriick
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von 22 h kontinuierlich zudosiert. 4C1-ACE wurde mit einer Endkonzentration im Gesamtansatz
von 350 mmol L' im dreifachen Volumen n-Butylacetat gelost und iiber 15 h kontinuierlich
zudosiert. Bei einer Gesamtreaktionsdauer von 24 h wurde durch die um 7h ldngere
Zelldosierung ein vollstindiges Abreagieren von akkumuliertem Substrat ermoglicht. Den
Reaktionsverlauf einer solchen Umsetzung zeigt Abbildung 7.1.8. Diese Umsetzung wurde mit
180 mL Zellsuspension bei einer Biokatalysatorkonzentration von 60 g L™ durchgefiihrt. Zu
Beginn der Reaktion und nach 6 h wurde jeweils NADP zu einer Endkonzentration von
100 pmol L' zugegeben.

Die Zulaufprofile bei der Umsetzung waren nicht optimiert, so dass es zur Substratakkumulation
wihrend der Reaktion kam. Nach 24 h war das Substrat vollstindig umgesetzt. Die Ausbeute
dieser Reaktion betrug 91 % bei einem Enantiomereniiberschuss von 95 %. Die Produkt-

bildungskapazitit der Zellen betrug 5,8 mmol g'l.
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Abbildung 7.1.8: Konzentrationsverlauf von 4CI-ACE, S-CHBE und R-CHBE im doppelten
Zulaufverfahren mit P. pastoris; der Enantiomerenlberschuss war (ber die Reaktionsdauer
konstant bei 95 %

7.1.8 Vergleich der Biokatalysatoren S. cerevisiae und P. pastoris

Die Substratkonzentration beeinflusst in Umsetzungen mit P. pastoris sowohl die Produkt-
konzentration (Substratinhibierung) als auch den Enantiomereniiberschuss. Dadurch wird im
Zweiphasensystem mit n-Butylacetat iiber die Verringerung der Gleichgewichtskonzentration
von 4CI-ACE in der wissrigen Phase nicht nur die S-CHBE-Konzentration gesteigert, sondern
gleichzeitig auch der Enantiomereniiberschuss. Mit S. cerevisiae als Katalysator hatte die

eingesetzte Substratkonzentration keinen Einfluss auf den Enantiomereniiberschuss.
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Fiir beide Biokatalysatoren war in Zweiphasensystemen n-Butylacetat das effektivste organische
Losungsmittel, wihrend Hexan, Ethylacetat und MTBE fiir beide Reaktionssysteme ungeeignet
waren. Bei beiden Biokatalysatoren war die Zugabe von Cofaktoren notwendig, um eine
ausreichend hohe Produktkonzentration zu erzielen.

Bei der Umsetzung von 4Cl-ACE hat die Verwendung von P. pastoris einige Vorteile im
Vergleich zu S. cerevisiae. Die Produktbildungskapazitit der Zellen ist um den Faktor 2 hoher
als bei S. cerevisiae, so dass fiir die Umsetzung weniger Biokatalysator eingesetzt werden muss.
Der Enantiomereniiberschuss betrigt bis zu 98 % im Vergleich zu 90 % mit S. cerevisiae. Der
wesentliche Nachteil von P. pastoris liegt in der eingeschrinkten Substratakzeptanz. Mit
S. cerevisiae liegt ein Biokatalysator vor, der fiir unterschiedliche B-Ketoester eingesetzt werden
kann und sich auch fiir Substrate eignet, die von anderen Mikroorganismen und Enzymen nicht

umgesetzt werden konnen.

Tabelle 7.1.1: Reduktion von 4CI-ACE mit rekombinanten S. cerevisiae und P. pastoris unter jeweils
optimierten Reaktionsbedingungen

S. cerevisiae P. pastoris
Verfahren Satzverfahren Zulaufverfahren
4CI-ACE-Konzentration 200 mmol L™ 350 mmol L
Umsatz 100 % 100 %
Ausbeute 94 % 91 %

Enantiomereniberschuss 90 % 95 %
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8 Zusammenfassung

Die stereoselektive Ganzzellreduktion von 4-Chlor-Acetessigsidureethylester (4C1-ACE) zu
(8)-4-Chlor-3-Hydroxybuttersdaureethylester (S-CHBE) und von Ethylbenzoylacetat (EBA) zu
(8)-3-Hydroxy-3-Phenyl-Propionsaureethylester (S-HPPE) wurde mit zwei rekombinanten
Hefen durchgefiihrt.

Bei der Reduktion von 4CI-ACE zu S-CHBE mit Wildtyp S. cerevisiae wurde im nicht
optimierten Ansatz im Zweiphasensystem mit 10 % v/v n-Butylacetat ein Enantiomereniiber-
schuss von 44 % bei einer Produktbildungskapazitit von 0,2 mmol g'1 bezogen auf die
eingesetzte Biotrockenmassenkonzentration beobachtet.

Fiir die weiteren Versuche wurde ein rekombinanter Stamm von S. cerevisiae eingesetzt, der die
hefeeigene Fettsduresynthase mit der Funktion der Carbonylreduktase und die Glukose-
dehydrogenase aus B. subtilis zur Steigerung der Cofaktorregenerierung (NADPH) iiber-
exprimiert. Mit diesem rekombinanten Stamm konnte unter Standardbedingungen ein
Enantiomereniiberschuss von 83 % und eine Produktbildungskapazitit von 2,0 mmol g’
beobachtet werden (Abbildung 8.1.1).

Durch das Herstellungsverfahren des Biokatalysators wird die Produktbildungskapazitit und der
Enantiomereniiberschuss bei der anschlieBenden Bioreduktion wesentlich beeinflusst. Bei hohen
Konzentrationen an Glukose und Maisquellwasser im Anzuchtmedium betrug der Enantiomeren-
iiberschuss 77 % und die Produktbildungskapazitit 1,4 mmol g'. Durch eine verbesserte
Prozessfiihrung wurde der Enantiomereniiberschuss auf bis zu 88 % und die Produktbildungs-

kapazitit auf tiber 2,0 mmol g'1 gesteigert.

Die Ausbeute der Reduktion von 4CI-ACE konnte durch Triton X-100 und n-Butylacetat
wesentlich gesteigert werden. Hohe Salzkonzentrationen bewirken eine Steigerung des
Enantiomereniiberschusses bei gleichzeitiger Abnahme der Ausbeute. Nur bei Einsatz von
frischen Zellen mit hoher Reduktionskapazitiit konnten hohe Ausbeuten und Enantiomereniiber-
schiisse erzielt werden.

Fir die Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde ein genetischer Algorithmus eingesetzt.
In dem optimierten Reaktionsmedium konnte ein Enantiomereniiberschuss von 90 % und eine
Produktbildungskapazitit von 2,8 mmol g erreicht werden. Dieser Prozess konnte erfolgreich in
einen Riihrkesselreaktor mit 0,5 L Reaktionsvolumen iibertragen werden. Innerhalb von 8 h
konnten 2,7 % v/v (200 mmol L) 4CI-ACE vollstdndig umgesetzt werden. Das entsprach einer

Steigerung um den Faktor 3 im Vergleich zu bisher publizierten Ergebnissen. Dabei wurde eine
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Ausbeute von 94 % erzielt. Das Produkt S-CHBE reicherte sich in der n-Butylacetatphase mit
einer Endkonzentration von 930 mmol L™ an. Die Deaktivierung des Biokatalysators folgte einer
Reaktion 1. Ordnung mit einer Halbwertzeit von 1,8 h.

Der Einsatz von n-Butylacetat als organische Losungsmittelphase fiihrte zu einer Verringerung
der 4Cl-ACE-Konzentration in der wissrigen Phase. Dadurch konnte die Substrattoxizitit
reduziert und die Ausbeute an S-CHBE erhoht werden. Durch die Zugabe von Triton X-100
wurde eine sehr feine Verteilung der organischen Losungsmittelphase erzielt und so die
Stofftransportleistung und damit die Ausbeute erhoht. Unter optimierten Reaktionsbedingungen
wird die Stabilitidt des Biokatalysators durch den Einfluss von n-Butylacetat auf die Zellintegritit

bestimmt. Nur integrale Zellen sind in der Lage, wesentlich zur Reduktion von 4CI-ACE

beizutragen.
4CI-ACE —> S-CHBE EBA —> S-HPPE
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Abbildung 8.1.1: Ergebnisse der stereoselektiven Reduktion von 4CI-ACE und EBA mit Wildtyp und
rekombinanten S. cerevisiae und rekombinanten P. pastoris; Standard: Reduktion im Satzverfahren im
Zweiphasensystem mit n-Butylacetat; Optimiert: optimierte Reaktionsbedingungen; Zulauf:
Zulaufverfahren mit gleichzeitiger Dosierung von Zellsuspension und Substrat

Bei der Reduktion von Ethylbenzoylacetat mit Wildtyp-Zellen von S. cerevisiae wurde ein

Enantiomereniiberschuss von 85 % und eine Produktbildungskapazitit von 0,3 mmol g'1

beobachtet. Durch den Einsatz rekombinanter S. cerevisiae konnte der Enantiomereniiberschuss
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auf 95 % und die Produktbildungskapazitit auf 1,0 mmol g'1 gesteigert werden (Abbildung
8.1.1). Der Enantiomereniiberschuss konnte durch den Einsatz eines optimierten Reaktions-
mediums auf 97,5 % gesteigert werden. Im Riihrkesselreaktor mit 0,6 L Reaktionsvolumen
konnte 1 % v/v (55 mmol L) EBA innerhalb von 48 h Reaktionsdauer mit einer Ausbeute von
83 % zu S-HPPE reduziert werden. Bei bisher publizierten Ergebnissen lag die Ausbeute bei
50-63 % bei einer eingesetzten EBA-Konzentration von 0,1 % v/v. Die Halbwertzeit des
Biokatalysators betrug 8,6 h, der FEinsatz eines organischen Losungsmittels war nicht
erforderlich. Um vergleichbare Ausbeuten zu erzielen, muss bei der Herstellung von S-HPPE im
Vergleich zur Herstellung von S-CHBE die 2,5-fache Biokatalysatorkonzentration eingesetzt
werden.

Die stereoselektive Reduktion von 4Cl-ACE konnte mit einem rekombinanten Stamm von
P. pastoris erfolgreich durchgefiihrt werden. Diese Zellen exprimieren eine Carbonylreduktase
aus C. magnoliae und die Glukosedehydrogenase aus B. subtilis. Mit diesen Zellen konnte in
einem Zweiphasensystem mit n-Butylacetat bei gleichzeitiger Dosierung von Substrat und
Zellsuspension 350 mmol L 4Cl-ACE innerhalb von 24 h vollstindig umgesetzt werden. Dabei
wurde eine Ausbeute von 91 % und ein Enantiomereniiberschuss von 95 % beobachtet. Der

rekombinante Stamm von P. pastoris war nicht in der Lage, EBA zu reduzieren.

Rekombinante P. pastoris war als Biokatalysator fiir die stereospezifische Reduktion von
4CI-ACE besser geeignet als rekombinante S. cerevisiae. Mit dem rekombinanten Stamm von
S. cerevisiae steht jedoch ein generischer Biokatalysator zu Verfiigung, der den Zugang zu einem
weiten Spektrum unterschiedlicher enantiomerenreiner Alkohole ermdoglicht, die mit der

Carbonylreduktase aus C. magnoliae nicht zuginglich sind.
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Bei der stereoselektiven Reduktion von 4-Chlor-Acetessigsdureethylester mit rekombinanten
S. cerevisiae konnte zwar eine hohe Ausbeute erzielt werden, durch den niedrigen
Enantiomereniiberschuss von 90 % und den hohen Verbrauch an Biokatalysator ist dieser
Prozess jedoch noch nicht industriell einsetzbar.

Bei der Reduktion von Ethylbenzoylacetat ist der Enantiomereniiberschuss mit 97,5 % fiir
industrielle Anforderungen ausreichend. Allerdings miissen auch hier hohe Biokatalysator-

konzentrationen eingesetzt werden, um hohe Produktkonzentrationen zu erreichen.

Moglichkeiten zur weiteren Verbesserung dieser Prozesse sind:

e Ausschalten der hefeeigenen Reduktasen mit unerwiinschter Stereospezifitit

¢ Erhohung der Expression der Fettsduresynthase

e FErhohung der Biokatalysatoraktivitit und des Enantiomereniiberschusses durch eine
geeignete Prozessfilhrung bei der Herstellung des Katalysators. Hierbei soll die
Expression und die Aktivitit der an der Reaktion beteiligten Enzyme gezielt beeinflusst
werden.

e Verbesserung der Biokatalysatorherstellung, um hohere Biomassenkonzentrationen zu

erzielen.

Die Verfahrensentwicklung wurde hauptsédchlich am Beispiel der stereoselektiven Reduktion von
4CIl-ACE durchgefiihrt und die Optimierungsstrategien auf die Biotransformation von EBA
tibertragen. Da 4CI-ACE fiir die Zellen toxisch ist und die Reaktion in einem Zweiphasensystem
mit n-Butylacetat durchgefiihrt wird, konnen keine wachsenden Zellen eingesetzt werden. Bei
der Reduktion von Ethylbenzoylacetat wire zu priifen, ob durch den Einsatz wachsender Zellen
die Stabilitdt und Aktivitit des Biokatalysators verbessert und die Ausbeuten erhoht werden
konnen.

Ethylbenzoylacetat gehort nicht zum Substratspektrum der Carbonylreduktase aus C. magnoliae,
wird jedoch von S. cerevisiae in hoher optischer Reinheit zum S-Alkohol umgesetzt. In dem
Einsatz von Substraten, die von dem rekombinanten Stamm von P. pastoris nicht reduziert
werden konnen, ist das groflte Anwendungspotential fiir den rekombinanten Biokatalysator

S. cerevisiae zu sehen.
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10.2 Abkilirzungsverzeichnis

Abkiirzung Beschreibung Einheit
a Spezifische Phasengrenzfliche m’"
ab,c Anpassungsparameter
A Flache m?
A Ausbeute %
BSA Bovines Serum Albumin
BTM Biotrockenmasse g
CPR Kohlendioxidbildungsrate mol L' h”
C1-Cs Konstanten
Cx Konzentration der Biomasse gL’
C Konzentration mol L
CR Carbonylreduktase
d; Tropfendurchmesser m
daz Sauterdurchmesser m
Omax groBter stabiler Durchmesser m
d RUhrerdurchmesser m
EA Enzymaktivitat U
EE Enantiomerenuberschuss %
E Korrektgrfaktor bei der Bestimmung der

Grenzflachenspannung
Fein Zulaufstrom beim Zulaufreaktor gL'h’
Fr Froude-Zahl Fr = n°d/g
g Erdbeschleunigung 9,81 ms®
GDH Glukosedehydrogenase
H Hefegxtrakt (in Beschreibung far

Medienzusammensetzung)
k Verteilungskoeffizient organisch-wassrige Phase
k Korrekturfaktor fur Viskositatsbestimmung
k; Konstante der Enzyminaktivierung h'
Keat s
K, Monod-Konstante mmol L™
LogP Logarithmus des Verteilungskoeffizienten im Octanol-

Wasser System
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m Gewicht g
ms Erhaltungsstoffwechsel der Zellen gg'h’
M Mingralmedium (in Beschreibung far

Medienzusammensetzung)
n; Anzahl
n Stoffmenge mol
n Rihrerdrehzahl s”
nb Nicht bekannt (Daten standen nicht zu Verfligung)
Ne Newton-Zahl Ne = P/n’d’ p
OUR Sauerstoffaufnahmerate mol L™ h”'
P Leistungseintrag kgm?s®
P Pept_on (in Beschreibung fur

Medienzusammensetzung)
PBK Produktbildungskapazitat mmol g'1
q Gasdurchsatz m®s
ap Spezifische Produktbildungsrate gg'h’
Qs Spezifische Substrataufnahmerate gg'h’
Q Gasdurchsatzkennzahl Q = g/nd®
Q.(d) Verteilungssumme
ax(d) Verteilungsdichte
RQ Respiratorischer Quotient
Re Reynoldszahl = nd/u
RZA Raumzeitausbeute mmol L h"!
S Selektivitat %
t Zeit h
ty, Halbwertzeit h
tp Verdoppelungszeit h
U Umsatz Y%
\Y Volumen m?®
V; Viskositatszahl Vi = ug/(pys0)%°
VE-Wasser Voll-entsalztes Wasser
vwm Auf das Reaktorvolumen bezogene Begasungsrate LL" min™
We Weber-Zahl We = n°D’p/0
Yys Ertragskoeffizient I8TM/Jsubstrat

Griechische Symbole

a

&

n

Phasenverhaltnis organische/wéssrige Phase

Molarer Extinktionskoeffizient

Kinematische Viskositat

L mol" cm’

m2 S-1
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Qv Volumenanteil dispersen Phase

u Wachstumsrate h'

e, g Bzgztr;ische Viskositat der kontinuierlichen/dispersen kg m's

o Dichte kg m™*
Grenzflachenspannung Nm’

o Schginbare Grenzflachenspannung (Wert des Nm’
Tenisometers)

Indizes

BTM Biotrockenmasse

C Kontinuierliche Phase

d Disperse Phase

in Im Zulauf in den Reaktor

P Produkt

out Im Abgas vom Reaktor

R Reaktionsvolumen

S Substrat

spez spezifisch

vol Auf das Volumen bezogen (volumetrisch)

X Biomasse

10.3  Substrate und Produkte

Tabelle 10.3.1: Ausgewahlte physikalische Eigenschaften der untersuchten Ketoester und der
korrespondierenden Alkohole; nb: nicht bekannt; die Daten sind den Sicherheitsdatenblattern

entnommen;
Substrate 4CI-ACE EBA
Summenformel CeHgC|O3 C11H1203
CAS-Nr. 638-07-3 94-02-0
Name Ethyl-4-Chloracetoacetat; 4- Ethylbenzoylacetat;

Chlor-Acetessigsaureethylester;
Ethyl- 4-Chloro-oxobutanoate;

Reinheit der eingesetzten Stoffe > 98 % (Merck/VWR)

Molmasse 164,59 g mol’
pH-Wert 2,8 (10 g L' in H,0)
dynamische Viskositét n 4,72 mPa s
kinematische Viskositat v 3,90 -10°m®s
Siedepunkt 220 °C

Benzoylessigsaureethylester;
Ethyl 3-oxo-3-phenylpropanoate

> 93 % (Merck/VWR)
192,22 g mol
nb
8,07 mPas
7,26-10°m®s
265 - 270 °C (Zersetzung)
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Zindtemperatur 320 °C 375 °C
Flammpunkt 106 °C 140 °C
Dampfdruck (20 °C) 0,1 hPa nb
Dichte 1,21 gmL” 1,117 g mL"
Léslichkeit in Wasser 4709 L™ 269 L™
Léslichkeit in Ethanol nb I6slich
Léslichkeit in org. Lésungsmitteln I6slich I6slich
LogP 0,05 1,9
Produkte R/S-CHBE R/S-HPPE
Summenformel CsH10CIO4 C11H1403
CAS-Nr. 86728-85-0 (S) 33401-74-0 (S)

90866-33-4 (R) 72656-47-4 (R)
Name (S)-4-Chlor-3- (S)-3-Hydroxy-3-Phenyl-

Hydroxybuttersaureethylester; propionsaureethylester;
(-)-Ethyl (5)-4-chloro-3- (+)-Ethyl (S)-3-hydroxy-3-
hydroxybutyrate; Ethyl 4-chloro- phenylpropanoate;
3-hydroxybutanoate

Reinheit > 97 % (Sigma-Aldrich) > 99 % (Fluka)
Molmasse 166,6 194,2
Dichte 1,187 gmL" 1,119 g mL"
Loéslichkeit in Wasser 125gL” 12,4gL"
Léslichkeit in Ethanol nb nb
Léslichkeit in org. Lésungsmitteln Léslich Léslich
LogP nb nb

10.3.1 Physikalische Eigenschaften der verwendeten organischen Losungsmittel

und Alkohole

In Tabelle 10.3.2 sind die physikalischen Eigenschaften der untersuchten Alkohole und

organische Losungsmittel zusammengefasst.
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Tabelle 10.3.2: Physikalische Daten der untersuchten Lésungsmittel; die Daten sind den
Sicherheitsdatenblattern (Merck/VWR) entnommen

Lésungsmittel LogP Léslichkeit in Wasser

gL’ % [VIV]
Benzol 2,7 1,8 0,2
n-Decan 6,0 Unldslich Unldslich
Ethanol -0,32 Léslich Léslich
Ethylacetat 0,73 85,3 9,5
n-Hexan 4.1 0,01 0,002
2-Hexanol 2,0 5,9 0,7
Methanol -0,74 Léslich Léslich
MTBE 1,06 26 3.4
n-Butylacetat 1,8 Unldslich Unldslich
1-Octanol 2,8 0,3 0,04
Petrolether 1,1 0,01 0,002
2-Propanol 0,05 Léslich Léslich
Toluol 2,7 0,5 0,06
Xylol 3,1 0,2 0,02

10.3.2 Tenside

Die Eigenschaften von Tensiden werden hauptsidchlich durch zwei GroBen charakterisiert, die
kritische Micellenkonzentration (CMC) und den HLB-Wert. Der CMC-Wert gibt die
Konzentration an, ab der das eingesetzte Tensid Micellen bildet. Der HLB-Wert (Hydrophilic
Lipophilic Balance) charakterisiert das Verhiltnis des lipophilen und des hydrophilen
Molekiilanteils. Er wurde fiir nichtionische Tenside eingefiihrt und kann Werte zwischen O und
20 annehmen. Bei einem HLB-Wert iiber 10 spricht man von wasserldslichen Emulgatoren, die

Ol-in-Wasser-Emulsionen ausbilden. Bei einem HLB-Wert unter 10 handelt es sich um

sogenannte 6llosliche Emulgatoren, die Wasser-in-Ol Emulsionen ausbilden.
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Tabelle 10.3.3: Physikalische Eigenschaften der eingesetzten nichtionischen Tenside; Die Daten wurden
zusammengestellt aus den Datenblattern von Uniquema; Airproducts; Merck/VWR; Sigma-Aldrich;

Molekular-

Trivialname Name gewicht cuc HLB o
[g mol] [%] [mmol L]

Brij 30 Poyloxyethylene (4) lauryl ether 320 9,8
Brij 35 Poyloxyethylene (23) lauryl ether 900 0,006 16,9
Brij 52 Poyloxyethylene (2) cetyl ether 300 5,2
Brij 56 Poyloxyethylene (10) cetyl ether 682 0,0001 12,9
Brij 58 Poyloxyethylene (20) cetyl ether 1122 0,0005 15,7
Myrj 45 Poyloxyethylene (8) stearate nb 11,1
Myrj 52 Poyloxyethylene (20) stearate 1700 16,9
Myrj 59 Poyloxyethylene (100) stearate 4500 18,9
Pluronic F68 Polyethylenglycol-polypropylenglycol-Copolymer 6350 0,034 29
Pluronic L64 Polypropylenglycol:Polyethylenglycol 6:4 3000 15,0
Span 20 Sorbitan-monodedecanoat 375 8,5
Span 40 Sorbitan-monopalmitat 430 6,7
Span 60 Sorbitan-monostearat 460 5,7
Span 80 (2)-Sorbitan-mono-9-octadecanoate 460 43
Span 85 (Z,Z,2)-Sorbitan-tri-9-octadecanoate 1010 1,8
gifg:);egalmltat b b b
Surfynol 104 2,4,7 9-Tetramethyl-5-decyne-4,7-diol 226,2 nb
Surfynol 61 3,5-Dimethyl-1-Hexyn-3-ol 126,4 nb
Triton WR 1339 Tyloxapol Nb nb
Triton X-405 nb nb nb
Triton X-100 PEG (9-10)p-t-octylphenol 628 0,019 13,5
Tween 60 Polyoxyethylene (20) sorbitan monostearate 1300 14,9
Tween 61 Polyoxyethylene (4) sorbitan monostearate 600 9,6
Tween 65 Polyoxyethylene (20) sorbitan tristearate 1000 10,5
Tween 80 Polyoxyethylene (20) sorbitan monoleate 1310 0,0016 15,0

Tween 85 Polyoxyethylene (20) sorbitan trioleate 1300 11,0
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10.3.3 Sonstige Chemikalien

Tabelle 10.3.4: Ubersicht iiber die in den Experimenten verwendeten Chemikalien

Gehalt [%)]

Bezeichnung It. Hersteller Qualitat Bezugsquelle
Aceton >99 z. S. Roth
Acetophenon >98 z. S. Merck/VWR
Adenin >99 Biochemika
Agar-Agar Roth
Allylalkohol z.S. Merck/VWR
p-Aminobenzoesaure >99 z. S. Merck
Ammoniak >25 reinst Roth

Benzol z. S. Merck/VWR
BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma-Aldrich
Butanol >99,5 p. Merck/VWR
n-Butylacetat >99,5 p. A. Merck/VWR
D-(+)-Biotin 98,5-100,5 Merck/VWR
Calciumchlorid-Dihydrat 99,5-103,3 p. A. Merck/VWR
4Cl-Acetessigsaureethylester >98 z. S. Merck/VWR
4Cl-Acetophenon >98 z. S. Merck/VWR
1-Buten-3-ol > 95 z. S. Merck/VWR
Calcium-D(+)-pantothenat 98-101 z. S. Roth
Citronensaure-Monohydrat >99,5 z. S. Roth
Cobalt(ll)-chlorid-Hexahydrat 99,0-102 p. A. Merck/VWR
Corn Steep Liquor Sigma-Aldrich
2-Cyclohexen-1-ol z. S. Merck/VWR
Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat >99,5 p. A. Merck/VWR
n-Decan >99 z. S. Merck/VWR
Diethylether >99,5 p. A Merck/VWR
Essigsaure >99,8 p. A. Merck/VWR
Ethanol >99,8 p. A. Neolab-Migge
Ethylacetat >99,8 p. A. Neolab-Migge
Ethylbenzoylacetat 93 z. S. Merck/VWR
Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA) >99 Sigma-Aldrich
D-(+)-Glucose-Monohydrat bzi(\)/:::cekn;- Merck/VWR
Glycerin 87 reinst Merck/VWR
Harnstoff >99,5 p. A. Roth
Hefeextrakt Mikfgl;ig:?)gie Roth
Kaliumdihydrogenphosphat 98-100,5 reinst Merck/VWR



10 Anhang Seite -175-
Di-Kaliumhydrogenphosphat >99 reinst Merck/VWR
n-Hexan 96 z. S. Merck/VWR
1-Hexanol > 98 s. S. Merck/VWR
Kaliumbromid Merck/VWR
Kaliumchlorid >99,5 Merck/VWR
Di-Kaliumhydrogenphosphat 98-100,5 Roth
Kaliumsulfat >99 p. A. Merck/VWR
S-(+)-Lysinhydrochlorid >99 p.S. Merck/VWR
Magnesiumchlorid > 98 Merck/VWR
Magnesiumsulfat >98 p. A. Merck/VWR
Mangan(ll)-Chlorid-Tetrahydrat 99-101,0 p. A. Merck/VWR
Myoinositol Calbiochem
Methanol >99,5 Merck/VWR
Methylacrylat >99 Merck/VWR
Methylvinylketon Merck/VWR
MTBE >99,5 Merck/VWR
Natriumchlorid >99 Merck/VWR
Natrium-Dihydrogenphosphat >99 z. S. Merck/VWR
Natriummolybdat-Dihydrat >99,5 p. A. Merck/VWR
Natriumsulfat >99 z. S. Merck/VWR
NAD 97 Sigma-Aldrich
NADP >95 Calbiochem
NADPH >97 Calbiochem
Nikotinsaure Sigma-Aldrich
Octanol z. S. Merck/VWR
Ortho-Phosphorsaure 85-88 reinst Merck/VWR
Pepton aus Casein Roth
2-Propanol >99,5 p. A. Merck/VWR
2-Propin-1-ol >99 z. S. Merck/VWR
Pyridoxol Hydrochlorid 99,7 Calbiochem
Petrolether (Siedepunkt 50 — 70 °C) p. A. Merck/VWR
D(+)Saccharose >99,5 p. A. Roth
Schwefelsdure 95-97 p. A. Merck/VWR
Struktol J673 Schill & Seilacher
Thiamin-Hydrochlorid Sigma-Aldrich
Tenside (Tabelle 10.3.3) Serva
Triton X-100 reinst Roth
Toluol z. S. Merck/VWR
S-(-)-Tryptophan >99 z. S. Merck/VWR
Xylol z. S. Merck/VWR
Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids Difco
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Yeast Nitrogen Base Dehydrated Difco
Zinksulfat-Heptahydrat >99,5 p. A. Merck/VWR
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