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Membranverfahren fir Redoxenzyme
Subsiratversorgung - Reakiion - Produkiexiralkiion

Zusammenfassung
Oxidoreduktasen sind Enzyme, die die Oxidation bzw. Reduktion chemischer Verbindungen kata-
lysieren. thre Anwendung in der organischen Synthese erdffnet den Zugang zu einer Reihe wich-
tiger chiraler Bausteine in hoher Enantiomerenreinheit.
Im Rahmen der Arbeiten wurden zwei interessante Enzyme ausgewahlt, die den Zugang zu zwei
unterschiedlichen Substanzkiassen erdffnen. Der dazu bendtigie Nicotinamid-Cofaktor wird ef-
fektiv und glinstig mit Hilfe von Formiatdehydrogenasen (FDH) regeneriert.
Die enzymatische Baeyer-Viiliger-Oxidation eines prochiraien Ketons zum entsprechenden
Lacion gelingt enantioselekiiv mit einer Cyclohexanon Monooxygenase (CHMO). Sowohi fur das
Regensrierungsproblem des Cofaktors - durch Einsatz einer punktmutierten FDH -, als auch flr
die blasenfreie und somit scherarme Sauerstoffversergung des Reakiionsgemisches - durch eine
blasenfreie Begasung mit Hilfe des diffusiven Gastranspories durch einen dinnwandigen Silikon-
schlauch wurden elegante Probiemiésungen gefunden.
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Die Carbonylreduktase aus der Hefe Candida parapsilosis (CF’CR) reduziert eine Reihe unter-

schiedlicher Ketoverbindungen zu enantiomerenreinen Alkoholen. Als Beispielsubstrate wurden
das schiechtldsliche 3,4-Methylendioxyphenylaceton (MDA, erste Stufe eines vielversprechenden
AMPA-Blockers) und das gut Iosliche 2,5-Hexandion (Vorstufe fur DuPHOS-Ligand) gewéhli. Am
Beispiel des schlechtléslichen MDA zeigte sich die auBBergewbhnliche Betriebsstabilitat des Sy-
stems und konnte der Cofakicrverbrauch durch Einsatz eines Bimembranreakiors mit kontinuier-
licher Produkiexiraktion begrenzt werden. Fir die Produktion von (25,58)-Hexandiol konnte ein

wirtschaftiicher und scaie-up-fahiger biokataivtischer Produktionsprozeld entwickelt werden.
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CPCR: Carbenylredukiase aus Candida parapsilosis
FDH:  Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii
8: {3 4)-Methyiendioxyphenylaceton (MDA}

P {8)-o-Methyi-1,5-benzodioxol-5-ethanol
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In allen Fallen wurden praparative Umsetzungen, teilweise bis in den kg-Maf3stab, durchgeiiihrt
und die Produkte mit hoher Enantiomerenreinheit erhalten. Die entwickelien Verfahren wurden
mit anderen katalylischen Veriahren verglichen und stellien sich mindesiens als konkurrenzfahig
dar.




Membrane Processes for Redox Enzymes
Subsirate Delivery - Reaction - Preduet Exiraction

Abstract
Oxidoreductases are enzymes that catalyse the oxidation or reduction of chemical compounds.
Their application in chemical synihesis offers the access to a multitude of chiral synthons of high
optical purity.
in the scope of this thesis two interesting enzymes were selected, which offer the access to two
different classes of compounds. The nicotinamide-cofactors needed were regenerated etfectively
using formate dehydrogenases (FDH).
The enzymatic Baeyer-Villiger-Oxidation of prochiral ketones to form the corresponding lactones
was performed enantiospecifically using cyclohexanone monooxygenase (CHMO). For the
problem of cofactor regeneration - using a FDH obtained by site-directed mutagenesis - and for
the bubble-free aeration - by means of diffusive gas transfer through a silicone membrane -
elegant solutions have been found.

reaktion scheme : scheme of the reactor used
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A carbonyl reductase from Candfda parapsilosis (CPCR) reduces numerous ketones to form the
corresponding enantiopure alcohols. As model substrates the poorly soluble 3,4-
methylenedioxyphenylacetone (MDA, first step in the synthesis of a promising AMPA-blocker at
Eli Lilly) and the readily soluble 2,5-hexanedione (precursor of the DuPHOS-Ligand) were
selected. With MDA as a substrate the exiraordinary operational stability of ithe system was
demonstrated and the cofactor consumption minimised by use of a biphasic membrane reactor
with integrated product exiraction. For the production of (23,58)-hexanediol an economic and

scalable biocatalytic process was developed.
raaction scheme i biphasic membrane reactor with extraction
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P (8)-c-Methyl-1,3-benzodioxal-5-ethanol hydrophilic nydrophobic
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In all cases preparative conversions, in part up to the kg-scale, were performed and the products
were isolated in high enantiomeric purity. The processes developed were compared to other -
catalytlcal processes and presented themselves as competitive. '
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HHEE
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NADH
NADP'
NADPH
OAB
PheEt

Alkoholdehydrogenase

BAEYER-VILLIGER-Monooxygenase
Cyclohexanon-Monooxygenase
Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis
D-Aminosdureoxidase

Formiatdehydrogenase

Glycerindehydrogenase

Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber
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Monocoxygenase
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Dithiothreitol
2°,5¢,2¢“,5-Tetraalkyl-1,2-bis(phospholanyl)benzol - Ligand
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5-Hydroxyhexansdureethylester
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Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (oxidierte Form)
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EC Enzyme Classification
ee Enantiomereniiberschuf}
EMR Enzymmembranreaktor
Exp. Experiment
GC Gaschromatographie :
Gl Gleichung =
i.V. im Vakuum
HPLC Hochdruckfliissigkeitschromatographie = high pressure Hauid
chromatography
Kap. Kapitel
Kat. Katalysator
Kp Dissoziationskonstante
K Inhibitorkonstante
Ku Michaelis-Menten-Konstante
Lit. Literatur
iM Losungsmittel
max. maximal
MF Mikrofiltration
min. minimal
MS Massenspektrometrie
NF Nanofiltration
NMR Kerninagnetische Resonanz = nuclear magnetic resonance
0D Optische Dichte
org. organisch
p Produkt
B,R .. . nicht niher bezeichneter Rest
rac. racemisch
RO Reversosmose
RT Raumtemperatur
RZA Raum-Zeit-Ausbeute
S Substrat
Sim. Simulattion
STR Rithrkesselreaktor = stirred tank reactor
Tab. Tabelle
tof ‘Wechselzahl = turnover frequency
it maximale Zyklenzahl = total turnover number
UF = o Ultrafiltration R
Vinax ~maximale Reaktionsgeschwindigkeit - =
ZPMR Zweiphasenmembranreaktor
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Enzymverbrauch fu k_g'l} Gibt die Enzymaktivitit an, die zur Herstellung
EV) einer gegebenen Stoffmenge Produkt bendtigt
wird.

Enzymaktivitit U] = Bezeichnet die Stoffmenge Produkt, die durch
(Akt.) [umol min'] enzymatische Katalyse pro Zeiteinheit gebildet

wird. Aus Griinden der Handhabbarkeit wird
meist, wie auch in dieser Arbeit, statt der SI-
Einheit katal die Einheit Unit verwendet.
Enantiomereniiberschuf [%] Bezeichnet den UberschuB des vornehmlich
(ee) gebildeten Enantiomers gegeniiber des unterge-
ordnet gebildeten Enantiomers:
A(Enantiomere) / X(Enantiomere).
Diastereomereniiberschufl  [%] Bezeichnet den UberschuB des vornehmlich
(ee) gebildeten Diastereomers gegeniiber des unter-
geordnet gebildeten Diastereomers:
A(Diastereomere) / Z(Diastercomere).
maximale Zyklenzahl - Gibt das Verhiltnis zwischen der Stoffmenge
(ttn) Produkt zu verbrauchter Stoffmenge Katalysator
oder Cofaktor an. Sie ist ein MaB} fiir die Aus-
nutzung des Katalysators oder Cofaktors.

Wechselzahl s Gibt an, wie hiufig ein Katalysator pro Zeit-
(tof) einheit ein Substratmolekiil umsetzt.
Raum-Zeit-Ausbeute kg L™ d’] Gibt die Produktmenge an, die pro Reaktor-
(RZA) volumen und Zeiteinheit gebildet wird.
Umsatz (%] Ist die umgesetzte Menge eines Reaktionspart-
(U) ners bezogen auf die eingesetzie Menge.
Verweilzeit [min] Ist die mittlere Aufenihalisdauer eines Stoffes
(T) im Reaktionsraum; gegeben durch Quotient aus
Reaktionsvolumen und Volumenstrom.

Ausbeute [%] Menge an Zielprodukt pro Menge an Ausgangs-
m) produkt.

- Selektivitit [%] Beschreibt, wie selektiv das Zielprodukt aus
(0) _ einer Menge des Substrates gebildet wird:

Quotient aus Ausbeute und Umsatz.
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1.1 Asymmetrische Synthese mit isoclierten Enzymen

Die Biokatalyse ist eine sehr alte Wissenschaft! Bereits im alten Agypten war zum Beispiel

die alkoholische Gérung oder die Essigherstellung bekannt und wurde genutztl. Die syste-

matische Beschiftigung mit Enzymen und ihrer Anwendung in der organischen Synthese ist

hingegen erheblich jlingeren Datums.

Enzyme sind Proteine. Sie katalysieren im lebenden Organismus die meisten biologischen

Reaktionen. Ebenso wird die Umsetzung natiirlicher und nichtnatiirlicher Substrate aufer-

halb des Organismus katalysiert. Man spricht dann vom Einsatz isolierter Enzyme.

Als Katalysatoren haben Enzyme unter anderem folgende Eigenschaften:

» Sie beschleunigen Reaktionen unter milden Bedingungen. Sie sind somit als wichtiger
Beitrag zu einer ,griimen Chemie® aufzufassen. Enzyme sind vollstindig ,,biologisch
abbaubar!

i~ 2.1 am oy iy
[B)

Reakiionsbedingungen verschiedener Enzyme sind hidufig dhnlich, so dal eine Kom

A4

nation mehrerer Biokatalysatoren in einem Reaktionssystem moglich ist.
» Verglichen mit den meisten chemischen Katalysatoren arbeiten sie hochselektiv sowohl
in Hinblick auf Chemo-, Regio- und Stereoselektivitiit.
» Sie sind aufgrund ihrer Molekiilstruktur chiral und zeigen daher hdufig eine hohe Enan-
tiodifferenzierung.
Neben diesen Vorteilen werden aber auch immer wieder eine Reihe von Nachteilen genannt,
die gegen den Einsatz isolierter Enzyme sprechen®. Von ihnen sind sicher die Instabilitit,
hohe Kosten und geringe Substratbreite die wichtigsten. Diese Nachieile konnten allerdings
-durch die intensive Forschung der letzten J ahire deutlich verringert werden, so daB heute die
.. -Anwendung isolierter Enzyme zu einem gebrauchlichen Verfahren in Forschung® und indu-
| .s..trieller Produktion geworden ist. Wirtschaftlich wichtige Anwendungen stellen zom Bei-
spiel die Stirkehydrolyse mit Amylase, die Isomerisierung von Glucose zu Fructose mit
Giucoseisomerase (8 - 10° t/a) oder dic Produktion von Acrylamid aus Acrylnitril mit

Nitrithydratase (30.000 t/a)” dar.

Fonds der Chemischen Industrie (1996): Folienserie Biotechnolologie / Gentechnik, FCl, Frankfurt.
Knowtes {(1991): Nature, 350, 121.
Roberts (1998): I. Chem. Soc. Perkin Trans.1, 157.

.Drauz et al. (1995): Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, VCH, Weinheim. 373.

w2




i = Einleftung

In —mengenmiifig— weitaus kleinerem MaBstab, dafiir aber mit viel hdherer Wertschopfung
wird die hohe Enantiospezifitdt der Enzyme genutzi. Das Entwicklungspoteniial dieser
Anwendungen ist enorm hoch, wenn man bedenkt, daB8 allein in einem Jahr zwischen 1996
und 1997 der Marki fiir enantiomerenreine Pharmazeutika um 21 % auf 90 Mrd. 3 gesiiegen
ist’. Bereits 50 der 100 meistverkauften Priiparate enthalten enantiomerenreine chirale Ver-
bindungen als Wirkstoffe und die amerikanische Food and Drug Administration (FDA) hat
angekiindigt, keine racemischen Priparate mehr auf dem Markt zuzulassen”.

Der Zugang zu solchen enantiomerenreinen Verbindungen kann von drei Seiten her erfol-

gen, wie dies in Abb. 1-1 dargestelit ist.

Asymmetrische Synthese
- stéchiometrisch

- chemokatalytisch

- biokatalytisch

Aus Chiral Pcm’“gg Bacematspaliung

- direkt - » - physikalisch
- fermentativ - chemisch
- piclogisch

Abb. 1-1:  Methoden des Zugangs zu enantiomerentreinen Verbindungen

Es sollen hier nun zwei ausgewihlte Beispiele des Zugangs zu enantiomerenreinen Stoffen
unter Biokatalyse® mit isolierten Enzymen angefiihrt werden, die den Durchbruch in die

industrielle Produktion geschafft haben. In beiden Verfzhren kommen Redoxenzyme zum

. Einsatz.

~ Das bei BOEHRINGER MANNHEIM und HOECHST eingesetzie Verfahren zur Produktion von
7-ACA aus dem fermentativ erhéltlichen Cephalosporin C ist ein schénes Beispiel eines
Verfahrens mit zwei konsekutiven enzymatischen Schritten, das einen aufwendigeren und
ﬁmweltschéid]icheren chemischen ProzeB abgelst hat. Im ersten Schritt wird die Amino-
“funktion der Seitenkette mit D-Aminosdureoxidase (DAAQ) zum Keton oxidiert, das spon-
“tan decarboxyiieri. AnschlieBend wird mit Hilfe von Glutaryl-7-ACA-Acylase die Seiten-

kette abgespalten.

3 Stinson (1998); Chem. Eng. News, 21.9., 83.
6 Godfrey et al, (1996): Industrial Enzymology- Application of Enzymes in Industry, Macmillan, London,
. 271
7 Drauz et al. (1995): Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, VCH, Weinheim. 387.
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0 0
NH,_ DAAQ + 0+ HO NH_
HO [ R T WHsHO,  HOT i
NH2 0 E O 0
............................. g
H i—gl“s\ Spontan! :I-HzOg

- ¥
- 0
) N\%\L(OY NHEQ\R _Glutaryl-7-ACA Acylass HOMNHhR
o F - Glutaminséure 0 0

COOH o

Abb. 1-2:  Synthese von 7-ACA

Produktion ven L-fer-Leucin durch reduktive Aminierung®

Selbst wenn immer noch die Meinung besteht, daB cofaktorabhéingige Enzyme keinen Ein-
gang in die industrielle Synthese gefunden hiitten”, hat die DEGUSSA mit ihrem Verfahren
zur Produktion unnatiirlicher Aminosiuren durch reduktive Aminierung bereits vor Jahren
das Gegenteil bewiesen. Die Reaktion wird durch L-Leucin Dehydrogenase (I.euDH) kata-
lysiert, der Cofaktor NADH durch Formiatdehydrogenase (FDDH) regeneriert, wobei
Ammoniumformiat gieichzeitig als Ammonium- und Formiatquelle fiir die Reaktion einge-

setzt wird.

MON
:><J\COOH LeubH :><&\Cm}i+HO

NADH + H*

HCOO NH,* k\\» //// co,

FDH

~Abb. 1-3:  Synthese von I-feri-Leucin

Diese Beispiele zeigen deutlich, dafl die Anwendung asymmetrischer biokatalytischer Pro-
- '_z_esse ein aufstrebender Bereich ist, der eine weitere intensive Forschung gerade in Hinblick

éu_f_ die Umsetzbarkeit solcher Synthesen rechtfertigt.

1.2 Rsakiionstechnik in der Enzymkatalyse

Zur erfolgreichen Durchfiihrung katalytischer Prozesse ist nicht nur der eigentliche Reakti-
‘onsschritt, sondern sind vielmehr auch die Operationen vor der Reaktion, z.B. Katalysator-

gewinnung und nach der Reaktion, das sog. downstream processing oder die Aufarbeitung

__'3 Kragl et al. (1992): Chem.-Ing.-Tech., 64, 499,
% Thomas et al. (1998): ond European Symposium on Biochemical Engineering Science, Porto, 201.
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von Bedeutung. Leider beschiftigt sich der synthetisch arbeitende Chemiker im Labor viel
zu hdufig nur mit der Reaktion und it andere Fragestellungen unbearbeitet. Die Tech-
nische Chemie verfolgt hier einen umnfassenderen Ansatz und fragt nicht nur nach dem Pro-
duki einer Synthese, sondern genauso nach dem Weg dorihin, also dem Prozed. Als wichii-
ges Teilgebiet der Technischen Chemie beschiftigt sich die Reaktionstechnik mit zwei
Hauptthemen:

» Analyse und Modellierung chemischer Reaktionen

» Chemische Reaktoren und deren Auslegung.

Die Reaktionstechnik ist neben der Prozefikunde und den mechanischen und thermischen
Grundoperationen ein Hauptgebiet der Technischen Chemie™.

Gerade bei katalytischen, also auch bei biokatalytischen, Prozessen kommt der Reaktions-
filhrung eine herausragende Rolle zu. Abb. 1-4 zeigt graphisch die Schwerpunkte, bei der

Entwicklung eines biokatalytischen Prozesses von Bedeutung sind.

Reakiion
- Kinefik
- Thermodynamik

Reakior Enzym

- Typ - Stabilitdl

- scale-up - Aktivitat

- Aufarbeitung - Selekiivitat

Abb. 1-4:  Schwerpunkte biokatalytischer Reaktionstechnik

Eine genaue Kenntnis sowohl von Kinetik als auch Thermodynamik der beirachteten Reak-
fion bzw. des Reaktionssystems ist notwendig.

Diese ist eng verbunden mit den Eigenschaften des eingesetzten Katalysators, hier also des
Enzyms. Die Frage nach Aktivitit und Selektivitit versteht sich von selbst. Die Stabilitit
eines Katalysators hingegen ist ebenso wichtig, da ohne einen stabilen Katalysator keine
okonomische Reaktionsfiihrung moglich ist.

Die Festlegung auf einen sinnvollen Reaktor, verbunden mit der Abwigung, ob ein konti-
nuierlicher oder diskontinuierlicher Prozel anzustreben ist, ist gerade dann von Wichtigkeit,

-wenn die MaBstabsvergrofierung der Reaktion, das sog. scale-up, beriicksichtigt wird. Hier

‘kommt es nicht nur auf einen konomischen Einsaiz von Substraten und Katalysator an,

"1 DRECHEMA (1994): Lehrprofil Technische Chermie.
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sondern es erlangen auch Fragestellungen wie der Verbrauch von Ldsungsmitteln oder
Hilfs- und Zusatzstoffen und vor allem der Produktaufarbeitung eine groBe Bedentung.

Die Reaktionstechnik beriicksichtigt auf dem Weg zu einem Prozel alle diese Frage-

PP | 1.1 1.2 PSR S & P Al it sann T o
Leuuugt;u DUWULLL DL UCTE C}\_l}CllU.lCiH.GLiUH ALUCILCED 11k 1L.a

N

1o niznl bhas Adaw thaneatianan
18 aucii 0t GCY tACOTelisiiienn

jub]

8 or
Simulation am Computer. Im Idealfall k6nnen Simulation und Modellierung dem Experi-
mentator viele Versuche abnehmen, so daf nur wenige gezielte Experimente zur
Uberpriifung der Theorie ausreichen.

In Abb. 1-5 sind noch einmal die wesentlic hen Schritte der Vorgehensweise auf dem Weg
zu einem biokatalytischen Verfahren dargestellt“, wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit

durchgefiihrt wurden.

atalysuié'r{'c'iés Enzyrri die 'gewi}nsch'é o . - Sind andere Enzyme verfigbar?
eakiion hinreichend schnell und selektiv? - - 3ind andare katalytische Verlahren

-

verjilgbar?

stdas Enzym ohne / mit Substraten/
rodukten ausreichend stabil?

staillierte Untersuchung ven
Kinetik

Thermaodynamik

Stabilitat

irdas Gesamtreakilonssysiem

i Auswahl eines gesigneien Reakiors in
% Hinblick auf:
1 - Unterdriéickung evtl. Nebenreaktionen
i1 - Enzymverbragch
Substrai- und Produkieigenschaften

4 dar ProzeBbadingungen i
| Hinblick auf:
- Umsaiz
Raum-Zeit-Ausbeute
Selektivitat
max. Zykluszahl fir Kat. und Cofaktor
Produktisoliarung

Sind Alternativen verfligbar und
raklikabel?

Abb. 1-5:-  Schritte einer Verfahrensentwickung fiir enzymatische Biotransformationen

1 Nach: Kragl (1997): Habilitationsschrift, Rheinische-Friedrich-Wilhelms Universitit, Bonn.
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1.3 Membranverfahren und Membranrealdoren

1.3.1 Membranen und ihre Anwendung'?

Als Membranen werden ,,natiirliche oder kiinstlich hergestellte flichige Gebilde, die fluide
Phasen oder auch zwei Volumina einer Phase mit unterschiedlicher Zusammensetzung von-
einander zu trennen imstande sind und deren Fihigkeit darin besteht, den Stoffaustausch
zwischen ihnen zu e:rmt')glichm‘l“13 bezeichnet. In dieser Definition ist der bivalente Charak-
ter der Membran enthalten: Zum einen die physikalische Separation von zwei Phasen und
zum anderen der chemische Kontakt der Phasen oder ihrer Bestandteile.

Technische Membranen bestehen im allgemeinen aus synthetischen oder natiirlichen organi-
schen Polymeren oder, seit neuerer Zeit, auch aus keramischen Werkstoffen. Sie besitzen
definierte Eigenschaften wie Dicke, Porengrofle, chemische Bestindigkeit oder elektrische

Eigenschaften.

Wie Abb. 1-6 zeigt, kann die Anwendung von Membranen in zwei grobe Klassen geteilt

werden:

Membranfiliration Phasenkontalkt
Konvekiiver Stofftransport Diffusiver Sioffiransport
Trennung nach GréfBe Gas /lissig

wifBrig / organisch

Abb_._"l-éz Anwendungsfelder filr Membranen

» Membranfiltration

) ' Bei der Membranfiltration wird die spezifische PorengroBe und die Ladung der Membran
. ausgenutzt, um Stoffe vor allem nach ihrer physikalischen Grifle aufzutrennen. Es liegt
R ein konvektiver Stofftransport tiber die Membranfliche vor, der durch einen Druckunter-

schied Ap iiber die Membran erreichi wird. Kleinere Teilchen konnen die Membran

2. weiterfithrende Literatur; Ho et al. (1992): Membrane Handbook, Chapman & Hall, New York, 954.
‘Noble et al. (19953): Membrane Separations Technology. Principles and Applications, Elsevier,

Amsterdam.
Mulder (1996): Basic Principles of Membrane Technology, Kluwer Academic Publishers, Dortrecht

B Staude (1992): Membranen und Membrantrennprozesse, VCH, Weinheim.
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durch ihre Poren ungehindert passieren, wéhrend groflere teilweise oder vollstdndig
zariickgehalten werden. Die Klassifizierung der Membranfiltrationsiypen geordnet nach

der PorengrioBe bzw. Ausschlufigrenze ist in Abb. 1-7 dargesteﬂt. Es sind dort auch

cinige ausgewihlte Beispicle der abzutrennenden angegeben
" \ Rickhaliung: Porengréfie/
Art der Fiftration g AusschluBgrenze
4 9 @ ! suspendierte Teiichen I
. : ! Skt : 0,2-2um
Mikrofiltration (MF) 00 \F__ wikoorganismen
Makromolekile 0,02-0,2 um
i {z.B. Enzyme) 2.000-100.000 g mol”
- gotaioren 200 - 2.000 g mol’
\‘i\ianoflitratmﬂ (N F ) mmormmmermmrs = D ANE
.o Salze < 200 g mol”
Reversosmose {(RO)z =
. % Lésungsmitiei

Abb. 1-7: Membranfiliration

Im Rahmen dieser Arbeit werden die vom Rahmen umgebenen Membranfiltrationsarien
eingesetzt.
» Membrangestiitzter Phasenkontakt
Im Gegensatz zur Membranfiltration findet beim Phasenkontakt kein konvektiver
Stoffstrom iiber die Membran stait. Vielmehr werden Fluide, also fliissige oder gasfor-
mige Phasen, unterschiedlicher Zusammensetzung an der Membran vorbeigefiihrt. Es
findet ein durch die Konzentrationsdifferenzen Ac getriebener diffusiver Stofftransport
Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Technik sowohl fiir fHissig / filissig- als auch fi

fliissig / Gas-Phasenkontakte eingesetzt.

._‘§_.3.2 Membranreakioren

_ Die Integration eines Trenn- oder Aufarbeitungsprozesses in den Reaktor kann eine erhebli-
che Vereinfachung des Verfahirens bedeuten, da ein komplettes, eigensténdiges Geriit einge-
spart wird*!. Dies steht im Gegensatz zur klassischen Anwendung von Membranen zur rei-

nen Aufarbeitung von Produkt- oder vor allem Abfallstromen’”.

¥ Drioli et al. (1996): Chemistry & Industry, 19.
55 Crespo et al. (1996): NATO ASI Ser., Ser. E, 272, 505.
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Die Membranen kommen in verschiedenen Formen zum Einsatz:

»  Flachmembranen
Diese Form ist fiir Laborzwecke die gebréuchlichste. Sie ist problemlos zu handhaben
und preisgiinsiig in grofier Vielfalt kommerziell erhililich.
Werden Flachmembranen unter Anwendung von Abstandhaltern und einer geeigneten
Stromfithrung gestapelt, spricht man von ,,Plattenmodulen®.
Auch die Wicklung der Flachmembranen zu sog. ,Spiralwickelmodulen® ist gebriuch-
lich.

> Rohr- oder Kapillarmembranen
Diese Membranart ist ein technisches ,Makkaroni“ und kann mit verschiedensten
Durchmessern (ca. 2 c¢m, ,,Rohr* bis 160 um, ,,Kapillare®) geferiigt werden. Sie bietet
sehr giinstige Stromungseigenschafien.
Die Verarbeitung als ,,Hohlfasermodul® ist die woh! giinstigste Einsatzform von Mem-
branen bis in den technischen Mafistab. Die Packungsdichten knnen bei der Verwen-
dung von Kapillarmembranen bis zu 5000 m? pro m" erreichen und sind dqmit erheblich
hoher, als bei allen anderen Bauformen. Die Kapillaren werden an ihren Enden verklebt
und somit wird die Faserseite und die Mantelseite voneinander getrennt. Dieser Modul-
typ kam bei vielen Versuchen im Rahmen dieser Arbeit zum Finsatz.

Neben der Bauform der Membran bzw. des Membranmoduls konnen zweil Formen des

Reaktoraufbaus unterschieden werden, wie dies in Abb. 1-8 dargestellt ist.

L

filtration

@ | g @ @ Membran-
&

= = flembran-

filtration

& @W@x x%};}
| .;‘ .

2) b}

Abb. 1-8: Bauformen von Membranrcaktoren

Bei einfachen Laborreaktoren (a) ist die Membran direkt in den Reaktionsraum integriert.
dm allgemeinen wird eine Flachmembran eingesetzt. Dieser Aufbau bietet den Vorteil der
einfachen Handhabung, der hohen Variabilitat der Membran und des geringen Preises von

- Flachmembranen. N achteilig hingegen ist, daB sich selbst bei intensivem Riihren eine Kon-

STTHETR
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zentrationspolarisation gegen die Membran ausbildet und die Membran somit leicht verstop-

fen kann oder zumindest der Filtratstrom abnimmt. Auch ist ein scale-up dieser Konfigura-

tion nicht ohne wetteres moglich.

Die Trennung von Reakiions- und Iilirationsraum (

verwirklicht. In einen Umlauf des Reaktors wird ein Membranmodul geschaltet, in dem die

Trennung vollzogen wird. Dieser Aufbau hat folgende Vorteile:

» Tangentiale Anstrémung der Membran fithrt zur vermindertem Membranfouling und
gleichmifigen Konzentrationsverteilung.

» Hoher Volumenstrom im Umlauf gegeniiber dem Filtratstrom Rithrkesselverhalten im
gesamten Reaktor.

» Ein scale-up ist problemlos moglich, da sowohl Pumpen als auch Membranmodule in

.beliebiger GriBe zur Verfiigung stehen bzw. durch Parallelschaltung eine Kapazitéts-

erweiterung erreicht werden kann.

» Durch Parallelschaltung kann ohne den Betrieb insgesamt zu unterbrechen ein einzelnes
Membranmodul getauscht werden.

Neben den bisher aufgefithrten kontinuierlichen Verfahren, kénnen Membranprozesse

an trardan
L VY Wl MEwide

wnh Aicl-n
vl QoK

Einzelheiten zu den in den Synthesen verwendeten Reaktoren und der Betriebsweise finden

sich im Rahmen der Besprechung der betreffenden Reaktionen.

i.3.3 Der Enzymmembranreakior

Der Enzymmembranreaktor nutzt die oben beschriebene Technik der Membranfiltration zur
Riickhaliung von Enzymen, die als 8slicher Biokatalysator zum Einsatz kommen'®, Dieser
‘Typ des kontinuierlich betriebenen Riihrkesselreaktors beinhaltet eine Membran mit einer
_AusscthBgrenze (cut-off ), die den nahezu volistdndigen Riickhalt (> 99,9 %) des oder der
Biokatalysatoren im Reaktionsraum erméglicht. Die niedermolekularen Substrate und Pro-
- dukte konnen die Membran ungehindert passieren und durch den kontinuierlichen Sub-
: stratstrom ersetzt werden. Somit werden die Verweilzeiten von Substraten und Katalysator
voneinander entkoppelt. Der Reaktor arbeitet unter Auslaufbedingungen, d. h., dafl die Kon-
zentrationen nach Passieren der Membran, also nach Verlassen des Reaktionsraums denen

im Reaktor entsprechen.

19 Kragl (1996): Enzyme Membrane Reactors in: Godfrey et al.: Industrial Enzymology- Application of
Enzymes in Industry, Macmallian, London, 271.
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Ziel der Dissertation ist die Entwicklung und der Einsatz von Membranverfahren in der

bickatalytischen Synthese.

Als Katalysatoren sollen Oxidoreduktasen zum Einsatz kommen, die Nicotinamidadenin-

dinucleotid-Cofaktoren (NAD(P)H) benttigen.

Um die Breite der Anwendbarkeit von Membranen zu demonstrieren, wurden die enzymati-

sche BAEYER-VILLIGER Oxidation und die enzymatische Ketonreduktion als exemplarische

Reaktionstypen herausgenommen:

1. Die enzymatische BAEYER-VILLIGER Oxidation von prochiralen Ketonen zu den ent-
sprechenden chiralen Lactonen wird durch eine Cyclohexanon Monooxygenase
(CHMO) aus Acinefobacter NCIMB 9871 enantioselektiv katalysiert. Dieses Enzym
bendtigt NADPH als Cofaktor und setzt molekularen Sauerstoff als Oxidationsmittel

ein. 4-Methylcyclohexanon soll als Substrat eingesetzt werden.

8

HCOO"

“Abb. 2-1: Enzymatische BAEYER-VILLIGER Oxidation mit CHMO

Es soll ein Verfahren entwickelt werden, das folgenden Anforderungen gerecht wird:

> Anwendung eciner effektiven Cofaktorregenerierung fiir NADPH durch eine NADP-

abhéngige Formiatdehydrogenase.
- ». Integration einer schonenden Sauerstoffversorgung, die eine Desaktivierung der En-
zyme verhindert.
» Priparative Durchfithrung der Synthese.
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2. Dic enzymatische Ketonredukiion von prochiralen Ketonen zu den entsprechenden

chiralen Alkoholen wird durch eine Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis
(CPCR) enantioselektiv katalysiert. Dieses Enzym benttigt NADIH als Cofaktor.

HCOOH ;FD-H--Z@» co,

Abb. 2-2:  Enzymatische Ketonredoktion mit CPCR

Nach fermentativer Gewinnung und optimierter Aufreinigung des Enzyms sollen Ver-

fahren entwickelt werden, die folgenden Anforderungen gerecht werden:

» Die Reduktion leichtlslicher Substrate soll am Beispiel des 2,5-Hexandiols kine-

tisch charakterisiert werden.

>

>

Es soll ein der Kinetik der Reaktion entsprechendes Verfahren erstellt werden.
Das enzymatische Verfahren soll mit einer Ganzzellbiotransformation mit

Bickerhefe als Katalysator verglichen werden,
FEines dieser Verfahren soll zur Herstellung von enantiomerenreinem
(28,5S)-Hexandiol im kg-Mafstab verwendet werden, wobei auch die Pro-

duktaufarbeitung niher betrachtet werden soll.

> Die Reduktion schwerlslicher Substrate soll am Beispiel des 3,4-Methylendioxy-

phenylacetons und weiterer Substrate untersucht werden.

>

Ein geeignetes kontinuierliches Verfahren soll den Cofaktorverbrauch reduzie-

TCT.

- Die Anwendung eines Verfahrens mit kontinuierlicher membrangestiitzier Ex-

traktion soll demonstriert werden.
Drei Substrate sollen im g-Mafistab synthetisiert werden.
Das zu entwickelnde Verfahren soll mit einem chemischen Verfahren zur konti-

nuierlichen Ketonreduktion im Membranreaktor verglichen werden.
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3.1 Einleitung

3.1.1 Die BAEYER-VILLIGER Oxidation: Chemisch und enzymatisch

Es sind nahezu 100 Jahre vergangen, seit 1899 Adolf vON BAEYER und Victor VILLIGER
eine Reaktion berichteten, durch die beim Behandeln von zyklischen Ketonen mit Per-
schwefelsdure (CaROsche Siure) als Oxidationsmiitel Lactone erhalten werden(Abb. 3-1)'%.
Sie ist unter dem Namen BAEYER-VILLIGER Oxidation in die Literatur eingegangen und ist

seitdem zu einem wertvollen Werkzeug der chemischen Synthese geworden.

0 O
RI ]
A M
| /O——OH ?
+R'C -R"COOH
| o !
OH H

G - O
O Q" anionotrope .
] l e = M= ilara¥a
NO Umlagerung =R
RV jog R)k

"Criegee-Adduki”

“ Abb. 3-1: BAEYER-VILLIGER Oxidation mit Perséiuren

Nach anfénglichen Arbeiten unter Verwendung verschiedener Persiiuren wurde mit der Zeit

die Verwendung von Wasserstoffperoxid immer wichtiger, da dieses aufgrund seines hohen
Anteils an aktivem Sauerstoff und seines problemlosen Nebenproduktes (Wasser) gerade im

industriellen MaB3stab cin besonders umweltfreundliches Oxidationsmittel ist.

17 Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden in einer Kooperation mit Dres, M, Vogel und U. Schwarz-Linek

(AK Prof. Welzel, Universitit Leipzig) erzielt, denen an dieser Stelle ausdriicklich fiir die gute
Zusammenarbeit, die wertvollen Diskussionen und die Bereitstellung der Monocoxygenase gedankt sei.
Teile der Ergebnisse sind vertiffentlicht in: Rissom et al. {1997): Tetrahedron: Asymm., 8, 2523.

18 Baeyer et al. (1899): Ber. Dt. Chem. Ges., 32, 3625.
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Neuere Entwicklungen'® filhrten zu katalytischen Varianten unter anderem unter Verwen-
dung von Molybdin®-, Platin®'- oder Titansilikatkatalysatoren®? und H,O, sowie von ele-
mentarem Sauerstoff mit Aldehyden und Nickelkatalysatoren nach MUKAIYAMA® oder mit

e TAAT \V;26 | SRR ST N 1
L&Y ALY

TP ,
JL77, Uil gericnieil seit

Eisenoxidkatalysatoren . Die Arbeitsgruppen von S
1994 von asymmetrischen BAEYER-VILLIGER Oxidationen unter Ubergangsmetallkatalyse,
die jedoch auf ein enges Substratspekirum begrenzt blieben und meist nur méBige Enantio-
mereniiberschiisse erzeugen.

Zum Erreichen hoher optischer Reinheiten bei einer ganzen Reihe von Substraten wurden
hingegen biologische Methoden verwendet”, die in einer kiirzlich erschienenen Ubersicht
zusammengefaBt sind™. Praparative Umsetzungen wurden mii einer Reibe von vor allem
zyklischen und bizyklischen Ketonen als Substrat durchgefiihri, die mit Ganzzellsystemen
oder isolierten Enzymen Lacione in teliweise sehr guten Enantiomereniiberschiissen bilden.
Biokatalysatoren der biologischen BAEYER-VILLIGER Oxidation sind die BAEYER-VILLIGER
Monooxygenasen (BVMO). Diese Redoxenzyme gehoren zor Klasse der Oxygenasen, die
molekularen Sauerstoff in Substrate einbauen. Die Monooxygenasen verwenden hierbei ein

Atom pro Sauerstoffmolekiil, wihrend das zweite Atom zu Wasser reduziert wird. Diese

Enzyme wurden in ciner ganzen Reihe v
neben der BAEYER-VILLIGER Oxidation auch Oxidationen an Heteroatomen wie Schwefel,
Phosphor, Stickstoff, Bor und Selen®.

Eines der bestuntersuchten Enzyme wurde aus einer Acinefobacter-Spezies isoliert und kam

bei allen im Rahmen dieses Kapitels beschriebenen Untersuchungen zur Anwendung.

1% “Eine Ubersicht iiber den Stand der chemischen BAEYER-VILLIGER-Cxidation unter

- Ubergangsmetalikatalyse wurde kiizzlich von STRUKUL verdffentlicht, auf die hier fiir weiterfilhrende

-. Informationen verwiesen sei: Strukul (1998): Angew. Chem., 110, 1252.

% Jacobsen et al. (1978): J. Chem. Soc., Chem. Commun., 888.

‘2 Michelin et al. (1979): Inorg. Chim. Acta, 37, L491.

2 Notari (1989): Synthesis and Catalytic Properties of Titanium Containing Zeolites in: Grobet et al.:
Innovation in Zeolite Material Science, Elsevier, Amsterdam, 37, 413.

® Yamada et al. (1991): Chem. Leit., 641.

% Murahashi et al. (1992): Tetrahedron Lett., 33, 7557.

B Gusso et al. (1994): Organometallics, 13, 3442.

% Bolm et al. (1994): Angew. Chem. Int, Ed. Engl., 33, 1848.
Bolm et al. {1997): I. Mol. Catal. A: Chem., 117, 347.

2T Alphand et al. (1995): Baeyer-Villiger Oxidations in: Drauz et al.: Enzyme Catalysis in Organic Synthesis,

: VCH, Weinheim, 2, 745.

‘% Roberts et al. (1998): 1. Mol. Cat. B Enzymatic, 4, 111.

¥ Literaturangaben zu diesen Reaktionen finden sich in: Roberts et al. (1998): J. Mol. Cat. B Enzymatic, 4,
111.
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3.1.2 Cyclohexanon Monooxygenase aus Acinefobacter NCIMB 6871:
Metabolische Bedeutung, Mechanismus und Ssiekiivitdt

1975 wurde von DONOGHUE, NORRIS und TRUDGILL™Y aus Acinetobacter calcoaceticus

NCIMB 9871 eine Cyclohexanon Oxygenase beschrichen, die in der Lage ist, die Oxidation
von Cyclohexanon zu e-Caprolacton zu katalysieren [EC 1.14.13.22". Das Enzym wurde
als Monomer von ca. 59 kDa charakterisiert, das NADPH und sauerstoffabhiingig ist. Es
enthilt ein fest (Kp=40 nM), aber nicht kovalent an das Protein gebundenes Molekiil Fla-
vinadenindinucleotid (FAD) als prosthetische Gruppe. Die Oxidation wird optimal bei
einem pH von 9,0 katalysiert. Im aktiven Zentrum befinden sich drei Thiolgruppen, von
denen eine fiir die Aktivitdt essentiell ist. Es wurden Ky-Werte im niedrigen mikromolaren
Bereich sowohl fiir NADPH als auch fiir Cyclohexanon gemessen und eine Wechselzahl
von 1390 min™ bestimmt. Bei absoluter Spezifitit gegeniiber dem Elektronendonor NADPH
und der prosthetischen Gruppe FAD wurde eine grofie Substratbreite gefunden”. Die aus
542 Aminosiduren bestehende Primérstruktur des Enzyms wurde aufgekldrt, das flir die
katalytische Akfivitdt verantwortliche Gen identifiziert und von CHEN et al. in E. coli
Kloniert und tberexprimiert>. Es war jedoch ein schneller Abbau der Enzymaktivitit in der
Gastzelle zu beobachten. STEWART et al. setzen eine als "BAEYER-VILLIGER-Hefe" hekannte
Expression des Enzyms in Bickerhefe fiir Ganzzellbiotransformationen ein®. Eine
Einschrinkung des Nutzens ist darin zu sehen, dal Acinetobacter-Stimme in die Sicher-
heitsklasse 2 nach dem Bundesseuchengesetz eingeordnet sind und somit nur unter Beach-
tung der giiltigen Sicherheitsbestimmungen gehandhabt werden diirfen. Die kommerzielle

Verfiigbarkeit des Enzyms, wenn auch noch zu einem hohen Preis bei geringer Aktivitit™,

1463t hingegen auf eine weitere Anwendbarkeit in der Zukunft hoffen.

- Enzyme dieser Art sind vor allem in Bodenbakterien enthalten, die in der Lage sind, auf

Cyclohexanol als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Der Metabolismus der C-Quelle
veriduft, wie Abb. 3-2 zeigt, zunichst oxidativ zu Cyclohexanon, bevor in einer BAEYER-
VILLIGER Oxidation lactonisiert und danach hydrolytisch gespalten wird. AnschlieBend wird

weiter in Richtung Acetyl- und Succinyl-Coenzym A metabolisieri.

%0 Donoghue et al. (1975): Eur. 1. Biochem., 66, 1.
*' Der systematische Name lautet: Cyclohexanon,NADPH: Sauerstoff Oxidoreduktase (1,2-lactonisierend)
2 Donoghue et al. (1976): Eur. J. Biochem., 63, 175.

32 Chen et al. (1988): I. Bacteriol., 176, 781.

3 . Stewart et al. (1996): J. Chem. Soc. Perkin Trans.1, 755.
Stewart et al. (1996): J. Org. Chem., 61, 7652.
Stewart et al. (1998): J. Am. Chem. Soc., 120, 3541,
* " Fluka (1998): 10 mg kosten 105,30 DM bei 0,5 U / mg dies entspricht 21 DM /U
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Abb. 3-2:  Cyclohexanol-Metabolismus von Acinetobacter NCIMB 9871
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--Abb. 3-3:  Mechanismus der enzymatischen BAEYER-VILLIGER Oxidation™

*® Walsh et al. (1988): Angew. Chem., 160, 342,
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Der Mechanismus der enzymatischen Reaktion entspricht weitgehend dem der chemischen
(Abb. 3-1) und enthilt die Insertion von Sauerstoff durch eine Peroxospezies. Der katalyti-

1_36

sche Zyklus, wie ihn WALSH et al.” postulierten, ist in Abb. 3-3 wiedergegeben. Es wird ein

Flavinhydroperoxid als sauersiofftiberiragende Spezies angenominen, dessen Sauerstoff
nucleophil an den Carbonylkohlenstoff des Substrates angreift und so unter Generierung
gines Hydréxyﬂavins das Lacton biidet. In der Zwischenstufe tritt das tetraedrische
CRIEGEE-Intermediat auf.

Die enzymatische Reaktionsfiihrung bietet bei mindestens ebenso hoher Chemo- und
Regioselektivitit wie die chemische den Voiteil der hdufig hohen Stereoselektivitit. Diese
konnte bei der chemischen Reaktionsfilhrung nur in wenigen speziellen Beispielen und nur
mit miBigen Enantiomereniiberschiissen realisiert werden®'.

Mit der durch die Cyclohexanon-Monooxygenase katalysierten enzymatischen BABYER-

VILLIGER Oxidation liegt also eine hochselektive Reaktion vor, die die Synthese von sub-

stituierten €-Lactonen in hoher Enantiomerenreinheit erlaubt.

3.1.3 Cofaldorregenerierung von NAD(PIH

Zur Ubertragung von Redox#quivalenten bendtigen Oxidoreduktasen sog. Cofaktoren. Dies
sind zum Beispiel Nicotinamidadenindinucleotide (NAD(H)) (80 % der Redoxenzyme) oder
NADP(H) (10 %). Andere Cofaktoren wie Flavine (FAD oder FMN), Methoxatin (PQQ)
oder Cytochrome sind vergleichsweise selten. Da diese Cofaktoren recht teuer (Tabelle 3-1)

sind, ist ihre effektive in sifu Regenerierung bei einem Einsatz in priparativen Umsetzungen

unumginglich®,
Cotaktor Moigewicht / Preis / Preis/  Preis bel 1000 Zykien /
g mol” DM g™ DM mol™ D Molerogux
NAD"* 717 36 25812 25,81
NADH 763 102 77826 77,83
NADP* 837 322 269514 269,51
NADPH 905 797 721285 721,29

| "Fabelle 3-1: Preise von Cofaktoren™

7 Bolm et al. (1994): Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 33, 1848.
Gusso et al. (1994): Organometallics, 13, 3442,
Bolmet al. (1997): J. Mol. Catal. A: Chem., 117, 347.
* Rissom et al. (1999): 1. Mol. Cat. B Enzymatic, eingereicht.
¥ Biomol-Katalog 1997/98
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Die angegebenen Preise beziehen sich, soweit verfiigbar auf eine Pakungsgrofie von 1 g. Im

groBen Mafistab verringern sich diese selbstverstindlich erheblich. NAD™ kostet im kg-

MaBstab z.B. $2,25 pro g*.

ben und in Ubersichtsartikeln® zusammengefaft. Fiir NAD(P)H sind neben chemischen®,

biologischen™, clektrochemischen™ und photochernischen45 Methoden vor allem enzymati-

sche Methoden von praktischer Bedeutung.

Die Regenerierstrategicn kann man, wie in Abb. 3-4 dargestellt, in zwei Klassen teilen:

» Die substratgekoppelie Regenerierung (Abb. 3-4a) nutzt nur ein Enzym zur Synthese
und Regenerierung. Es wird ein Alkohol, z. B. Isopropanol als Cosubstrat eingesetzt, der
im selben Mafle oxidiert wird, wie das cingesetzte Keton reduziert wird. Vorteilhaft
wird dieses Verfahren eingesetzt, wenn der Cofaktor sehr eng an das Enzym gebunden
ist, wie dies z. B. bei der Glucose-Fructose-Oxidoreduktase®® der Fall ist. Es wird aber
auch, aufgrund der einfachen Handhabung, bei Enzymen mit dissoziierbarem Cofaktor
eingesetzt.

» Die enzymgekoppelte oder gekoppelte Regenerierung (Abb. 3-4b) nutzt ein zweites

ines der am hiufigsten, wie

o m;t

Enzyn m Substrat zur Cofaktorre rierung. E

MWL L oI B

o
-
E
E

auch im Rahmen dieser Arbeit, eingesetzten Systeme fiir die Regenerierung von NADH
nutzt die Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii als Regenerierenzym mit Formiat
als Substrat. Dieses System bietet eine Rethe von Vorteilen:
» Durch die Entkopplung der Enzymaktivitdten kann eine effektive zu jedem Zeitpunkt
gewihrleistet werden.
> Formiat ist nach molekularem Wasserstoff die giinstigsie Wasserstoffguelle, zudem
ist es in Losung stabil und unbedenklich fitr Enzyme und Cofaktoren auch in hoher

.. Kongzentration.

# QOriental Yeast, 1998
“ Chenault et al. (1987): Appl. Biochem. Biotechnol., 14, 147.
.Chenault et al. (1988): Biotechnol. Genet. Eng. Rev., &, 221.
2 Ruppert et al. (1988): J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1150,
Steckhan et al. {1990): Angew. Chem., 182, 445.
Westerhausen et al. (1992): Angew. Chem., 104, 1456,
5 Morita et al. (1994): . Ferment. Bioeng., 77, 13.
M Fry et al. (1994); Tetrahedron Lett., 35, 5607.
- Nakamura et al. (1988): Electroenzymology Coenzyme Regeneration, Springer Verlag, Berlin.
4 Hilthorst et al. (1982): Proc. Natl. Acad. Sci, 79, 3927.
" Laane et al. (1987/88); Israel 1. Chem., 28, 17.
“. Zachariou et al. (1986): 1. Bacteriol., 167, 863.
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»  Durch die Produktion von Kohlendioxid liegt das Gleichgewicht (Koq = 15.000) der
Reaktion sehr weit auf der Seite des CO{W und die Aufarbeitung wird nicht durch
Produkte der Regenerierungsreaktion kompliziert.

Die FDH ist stabll und einfach in einem kontinuierlichen fermeniativen Verfahren

W

herzustellen und aufzuarbeiten®®. Das Enzym ist in grofen Mengen zu giinstigen
Preisen™ crhiltlich, was bereits zu einem industriellen Einsatz dieses Verfahrens in
der reduktiven Aminierung von Ketocarbonsduren zur Synthese unnatirlicher
Aminosduren gefiihrt hat™°,
Andere Regenerierenzyme wie die Glucosedehydrogenase oder eine zweite Alkohol-
dehydrogenase haben nur untergeordnete Bedeutung, genau wie die Verwendung einer
Hydrogenase und elementarem Wasserstoff.
Ein Sonderfall der enzmgekoppelten Regenerierung nutzt zwel Enzyme, von denen das Pro-
dukt des Regenerierenzyms gleichzeitig das Substrat des Syntheseenzyms ist (Abb. 3-4c).
Hierbei dienen das oxidierte Produkt und NAD(P)H, die durch die erste enzymatische Re-
aktion gebildet wurden, als Substrate fiir den zweiten Schritt, eine enzymatische Reduktion.
Ein Beispiel fiir diese Strategie ist die Synthese von ¢-Aminosduren aus o-Hydroxycarbon-

sduren in einen Zweistufenproze™' .

| / /fr::rsfn:'-:r:\: P
gx\ g\:f-;r?rE_-:zfzfr/ s

red

c}

'_"Die in diesermn Kapitel verwendete Monooxygenase bendtigt NADPH, den teuersten der

_:Nicotinamid-Cofaktoren. Leider existierte bis vor kurzer Zeit kein so einfaches und giinsti-

ges Regeneriersystem wie fiir NADH.

Zurtickgegriffen wird meist auf die Verwendung von Glucose-6-phosphat Dehydrogenase

7 Schiitte et al. (1976): Eur. J. Biochem., 62, 151.
¥ Weuster-Botz et al. (1994): Chem. Eng. Technol., 17, 131.
Cordes et al. {1994} Methods Enzymol., 228, 600.

# Preis bei GroBabnahme: ca. 0,08 DM pro U
.. % Bommarius et al. (1995): Tetrahedron: Asymm., §, 2851.
% Wandrey et al. (1986): Biotechnol. Bioind., 3, 8.

- Fujii et al. (1991): Biotechnol. Bioeng., 38, 1166,
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(EC 1.1.1.49), die isoliert aus Leuconostoc mesenteroides relativ preisglinstig kommerziell
erhiltlich ist. Die Regenerrierungstrategie nutzt die Oxidation von Glucose-6-phosphat zu 6-
Phosphogluconolacton, das seinerseits spontan zu 6-Phosphoglucuronsédure hydrolisiert und
somit das Gleichgewicht der Reaktion in die gewliinschte Richtung verschiebt. Limitieren
ist der Preis des Regeneriersubstrates, das bei priparativen Synthesen mit Hilfe der Hexo-
kinase unter ATP-Regenerierung aus Glucose gewonnen wird, wobei sich allerdings ein
recht komplexes Vierenzymsystem bildet, das verschiedene Nebenprodukte enthilt.

Als weitere Alternative bictet sich der Einsatz von NADP -abhingigen Alkoholdehydroge-
nasen, zum Beispiel aus Thermoanaerobium brockii (TBADH), an, jedoch konnten mit die-
sem System bis heute keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werden.

1979 wurde von EGOROV et al. eine NAD"-abhingige Formiatdehydrogenase (FDH) aus
dem methylotrophen Stamm Pseudomonas sp. 101 als Homodimer mit zwei ca. 44 kDa
grofien Untereinheiten und zwei unabhiéngigen aktiven Zentren beschrieben® und die
Struktur gekldrt™. Nach Klonierung und Expression in E. coli’® konnte durch Punktmutation

eine gednderte Cofaktorabhéngigkeit erreicht werden: Der Austausch von Asparagin 22]

und von Glycin 203 gegen Alanin fithiten zur Entfernung einer negativen Ladung und der

PSP SR S Tevexrrmzt men A XAl - e S PP | D3 %
zusdtzlichen Erweiterung der o-Helix im Bereich der Ribosebindungss

Platz fiir dic zusitzliche Phosphatbindungsstelle™. Durch diese Mutationen konnte eine
Aktivitdt gegeniiber NADP” erreicht werden, die ca. 60 % der Aktivitit des nativen Enzyms
gegeniiber NAD™ entspricht. Die iibrigen kinetischen Parameter des Enzyms blieben weit-
gehend unverindert wie auch die Stabilitit, die bei 25 °C eine mehrwidchige Lagerung ohne
nennenswerten Aktivititsverlust genanso erlaubt™, wie eine einjihrige Lagerung bei 4 °c,
Dieses neue Enzym eroffnete die Moglichkeit der Ubertragung des fiir NADH etablierten
Systems der Regenerierung mittels Formiat / FDH auf NADPH und der Nutzung der
‘bekannten Effektivitit. Die Methode fand bereits in Verbindung mit einer NADPH-abhiin-
.:. _gigen ADH seinen erfolgreichen Einsatz. Bei der Reduktion von Acetophenon wurden im
| “Enzymmembranreaktor eine maximale Zyklenzahl des Cofaktors von 85 erreicht®. Hier

wird sie nun erstmals mit einer Monooxygenase kombiniert.

2 Egorov et al. (1979): Eur. 1. Biochem., 92, 569.

3 Lamzin et al. (1992): Eur. J. Biochem., 206, 441.

- * Tishkov et al. (1993): Biotechnol. Appl. Biochem., 18, 201.
% Tishkov et al. (1996): FEBS Lett., 380, 104.

% Seelbach et al. (1996): Tetrahedron Lett., 37, 1377.

37 V.1.Tishkov, unvertffentlichte Ergebnisse
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3.2 Gewinnung des Enzyms

Die Gewmnung der Cyclohexanon-Monooxygenase aus Acinetobacter NCIMB 9871 wurde
durch den Kooperationspartner in Leipzig durchgefiihrt. Fiir eine ausfiihrliche Beschreibung
der Verfahren sei auf die dort verdffentlichte Diplemarbeit58 und Dissertation” und die
darin zitierte Literatur verwiesen. Fermentation und Aufreinigung des Enzyms sind daraus

im folgenden kuiz zusamimengefaBt.

3.2.1 Fermentation

Zur Gewinnung der enzymhaltigen Biomasse wird der Acinetobacter-Stamm auf Cyclo-
hexanol als einziger Kohlenstoffquelle kultiviert, wobei Cyclohexanol zur Induktion der
Monooxygenase periodisch zugegeben wurde. Nach einer Fermentationszeit von durch-
schaittlich 8-10 h wurde durch Zentrifugation ca. 5 g feuchte Biomasse pro Liter Fermenta-

tionsmedium erhalten, die bei -20 °C gelagert wurde.

3.2.2 Aufreinigung

Die Aufreinigung des Enzyms wurde nach einem gegeniiber der Literatur™ vereinfachten

Verfahren durchgefiihrt und nuizt nach dem ZellaufschluB eine fraktionierte Ammonium-

sulfatfdllung und eine Ionenaustauschchromatographie.

Der Zellaufschlufl wurde mit Hilfe einer french press und anschlieBender Ultraschallbe-

handlung durchgefiihrt und ergab eine Aktivitii, die ca. 100 U pro Liter Fermentations-
rithe entsprach (= ca. 0,5 Umg™).

In der Ammonitumsulfatfillung wurde die aktive Fraktion zwischen 50 % und 90 % Sitti-

gung erhalten und eine Aufreinigung anf 1 U mg‘] erreicht.

Nach anschlieBender Ultrafiltration zwecks Umpufferung wurde die Proteinlosung einer

‘zweistufigen Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose unterzogen. Im ersten

Schriit wurde durch Anwendung eines KCl-Stufengradienten eine weitgehende Reinigung

-erzielt. Die Feinreinigung erfoigte durch erneute Chromatographie am gleichen Siulenmate-

rial mit einem linearen Gradienten.
Durch dieses Protokoll konnte insgesamt ein Aufreinigungsfaktor von 22 zu einer spezifi-

schen Aktivitdt von 11 U mg'1 in einer Ausbeute von 30 % erreicht werden.

% Schwarz-Linek (1995): Diplomarbeit, Universitit Leipzig, Leipzig.
% Schwarz-Linek (1998): Dissertation, Universitiit Leipzig, Leipzig. _
60 Donoghue et al. (1976): Eur. J. Biochem., 63, 175.
.. Trudgill (1990): Methods Enzymol., 188, 70.
Latham et al. (1987): J. Am. Chem. Soc., 169, 3421.
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Es gelang eine Priparation zu erzielen, die weitgehend frei von unerwiinschten Nebenakti-
vititen (vor allem Cyclohexanoldehydrogenase und e-Caprolactonhydrolase) und somit fiir

alle Biotransformationen einsetzbar war.

-

3.3

Die enzymatische BAEYER-VILLIGER Oxidation bendtigt Sauerstoff in molaren Mengen als

edeutung der Sauersicfiversorgung, biasenireie

egasung

Oxidationsmittel. Der Eintrag dieses Gases durch Finblasen in das Reaktionsmedium fithrt
allerdings aufgrund der hier aufiretenden Scherkrifte an den Phasengrenzflichen zur

Desaktivierung des aktiven Proteins.

Die Loslichkeit von molekularem Sauerstoff unter den angestrebten Reaktionsbedingungen
ist mit 1,2 mM® nur sehr gering, so daB gerade bei Synthesen oberhalb des Mikromaf@stabes
ein diffusiver Gastransport iiber die Oberfliche des Reaktionsgeféfies bei weitem nicht
nubte folglich eine schonende und effektive Methode der Gasversorgun
gefunden werden.

In der Zellkulturtechnik werden bereits seit einigen Jahren routinemifBig hydrophobe Sili-
konschliduche zur diffusiven blasenfreien Begasung von Zellkulturfermentern eingesetzt™.

Die diinne Schlauchwand erlaubt einen diffusiven Gasaustausch, der durch die Konzentra-
tionsgradienten iiber die Wand getrichen wird®. Die Ubertragbarkeit auf enzymatische
Systeme wurde kiirzlich von BONGs® anhand einer Aminosiurcoxidase demonstriert. Hier
wird nun dieses Prinzip erstmalig auf eine Monooxygenase libertragen.
Bei den hier beschriebenen Versuchen kam ein Schlauch mit einem Innendurchmesser von
4 mm und einer Wandstiirke von 0,3 mm zoam Einsatz. Fiir diesen Schlauchtyp wurde unter
den gegebenen Bedingungen eine Sauerstofftransferrate ©y von 72 g Sauerstoff pro Tag
und Quadratmeter Membranfliche bestimmt®®. Hieraus 148t sich mit der Kenntnis des
- Sauerstoffverbrauches der Reaktion die benétigte Membranfliche sowie die minimale
; Schlauchléinge berechnen. Bei einer angestrebten Raum-Zeit-Ausbeute  von
RZA =77 mmol h''d’ ergibt sich nach Gleichung 3-1 und 3-2 eine benétigte Fliche Ay

" von 0,107 mzL"l, was bel einem angestrebten Reaktorvolumen von 30 mL einer

8 1 U des Enzyms setzt pro Minute 1 pmol einer 2 mM Lésung aus Cyclohexanon bei 30 °C, pH 9,0 und 0,2
" mM NADPH um. Gemessen wird die Abnahme von NADPH bei 340 nm.

%2 Bei 30 °C in Wasser nach Battino (1981): JUPAC Solubility Data Series, Pergamon Press, Oxford, 7
{Oxvgen and Ozone}.

®  Hambach et al. (1992): Development of a Reactor-Integrated Aeration System for Cultivation of Animal
Cells in Fluidized Beds in: Spier et al.: Animal Cell Technology, Developments, Processes and Products,

~ Butterworth-Heinemann Ltd., Oxford, 381.

% Schneider et al. (1995): Enzyme Microb. Technol., 17, 839.

& Bongs (1997): Dissertation, Rheinische-Friedrich-Wilhelms Universitiit, Bomn.

%  Schmidt (1997): Diplomarbeit, RWTH, Aachen,
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Schlauchlinge von 25 cm entspricht, in dem sich mit 3,1 mL etwa 10 % der Reaktions-

16sung befinden.

Mg ;
Ay=—% Gleichung 3-1
e."v‘i
Mg, =neRZAeMg, Gleichung 3-2
mit: Ay = Membranflache pro L Reaktorvolumen Im?L"]
Mo, = Verbrauchter Sauerstoff pro Zeit und L Reaktorvolumen [gL'd™
By = Gastransferrate [o] d'1m'2]
n = Stdchiometriefaktor (hier = 1) -]
RZA = maximale Raum-Zeit-Ausbelte [mol L™d™]
Mgz = Molare Masse von Sauersioff (=32 g mol”) fs] mol'1]

3.4 Kinetische Untersuchungen, Suche nach ginstigen
Reakilionsbegingungsn

3.4.1 Auswah! eines Modelisubstrates

Als Modellsubstrat wurde 4-Methylcyclohexanon untersucht. TASCHNER® berichtet von der

Oxidation dieses prochiralen Substrates unter Erzeugung des optisch aktiven

durch Glucose-6-phosphatdehydrogenase.

Dieses Substrat sollte es erlauben, die Cofaktorregenerierung mittels FDH (#°3.1.3) zu eta-
blieren, einen Reaktor mit integrierter blasenfreier Begasung (¥°3.3) aufzubauen und hier-
mit das gewiinschte Produkt zu synthetisieren. Das Reaktionsschema des Zweienzym-

systems ist in Abb. 3-5 dargestellt.

CHMO: Cyclohexanon-
monooxygenase
[EC 1.14.13.22]
aus Acinelfobacter
FDH: Formiatdehydrogenase
P [EC 1.2.1.2]
aus Pseudomonas
S: 4-Methyicyciohexanon
P: (5)-5-Methyicaprolacion

v

HCOO = (G0,

Abb. 3-5:  Reaktionsschema des Zweienzymsystems aus CHMO und FDH

8 Taschner et al. (1983): I. Am. Chem. Soc., 110, 6892.
% Systematischer Name nach IUPAC: {8)-(-)-5-Methyloxepan-2-on
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3.4.2 Einfluf von pH-Wert und Temperatur

Die richtige Wahl von pH-Wert und Reaktionstemperatur sind essentiell fiir das Gelingen
einer enzymatischen Reaktion. Hier kam vor allem der Wahl eines pH-Wertes eine wichtige
Bedeutung zu, da die beiden verwendeten Enzyme deutlich unierschiedliche pH-Gptima
besitzen. Wihrend, wie in Abb. 3-6a gezeigt, die CHMO eine maximale Aktivitit bei pH
9,0 aufweist, dic hin zum Neutralen deutlich abnimmt, steigt die Aktivitit der FDH in dieser
Richtung an. SEELBACH® fand ein Maximum bei pH 6,2.

Ein pH-Wert von 8,0 bietet einen giinstigen Kompromill zwischen den verwendeten Enzy-
men und wurde in allen hier beschriebenen Reaktionen eingesetzt.

Aus den ARRHENIUS-Darstellungen der Temperaturabhingigkeiten wurden Aktivierungs-

enezjgien-'f0 von 47,2 kJ mol™ fiir die CHMO und von 35,1k mol™ fiir die FDH bestimmt.

18 180

7, .
= £ 104
= 94 -
Z SRR B
= =
<3 < —=—CHMO]
-+-FDH
0 0.1 . : ; .
7 3,1 3,2 3.3 3.4 3,5 3.6
1T 1 (10°K) b)

[CHMO] = 5 mg mL™; [FDH] = 22 mg mL"

Abb. 3-6: a) pH-Abhingigkeit (CHMO: 2 mM Cyclohexanon, 0,2 mM NADPH, 30°C;
FDH: 100 mM Formiat, 1 mM NADP', 25 °C)
b) Temperaturabhingigkeit in ARRHENIUS—D:—1.rste:1lung71 (CHMO: 2 mM

T i e M) RS RTATYDTY LLTT O N ETTATT. 1) 2R i ¥ ey 1 a2
byUlUlIC)(dllUll, U4 IIUVL INALD DL, DI 00, L. Loy uu\@: }::"Ul llllat, 1 llL}}V‘I

NADP", pH 9,0)

3.4.3 Kinelische Parameter der Enzyms
Viele der kinetischen Parameter der verwendeten Enzyme sind bereits iiteraturbekannt72,
daher wurden nur einige wichtige Parameter unter Reaktionsbedingungen neu vermessen.

Hier war vor allem der Ky-Wert der Formiatdehydrogenase gegeniiber NADP" von Bedeu-

% Seelbach et al. (1996): Tetrahedron Lett., 37, 1377.
. " Cornish-Bowden (1995); Fundamentals of Enzyme Kinetics, Portland Press, London.
" Bergmeyer (1974): Bestimmung der Aktiviit von Enzymen in: Bergmeyer: Methoden der enzymatischen
Analyse, VCH, Weinheim, 1, 129, '
. CHMO: Donoghue et al. (1976): Eur. J. Biochem., 63, 175.
FDH: - Tishkov (1993): Enzyme Engineering XII, Deauville, France.
Seelbach et al. (1996): Tetrahedron Lett., 37, 1377.
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tung, da dieser die minimale Cofaktorkonzentration festlegt. Der gefundene Wert von
0,24 mM verbietet ein Arbeiten wesentlich unterhalb djeser Konzentration, um die Aktivitit

der FDH nicht zu stark zu limitieren. Die Kinetik der CHMO wurde unter Reaktionsbedin-
gungen neu vermessen und die Werie der Parametier durch Anpassung an ein MICHAELIS-
MENTEN Doppelsubstratmodell erhalten. Wie Tabelle 3-2 zeigt sind die MICHAELIS-
MENTEN Konstanten der Substrate der Monooxygenase sehr gering. Es tritt eine leichte

Substratiiberschulinhibierung und eine Produktinhibierung durch den oxidierten Cofaktors

auf. Die Mefidaten sind in Anhang A zu finden.

V= Vrrc;’:xMo . [4—MeCHo:} . [NADPH] Gl 3-3
K prteChon [4—MeCHon] ;I;‘E:S;fn”] +[4—-MeCHon] KNAPPH (1 + I:ﬁ‘T[;T ]+ [NADPH]
|
mit: [I] = Konzeniration der Komponente | [rmi]
K4 = MICHAELIS-MENTEN-Konstante der Komponente | [mM]
K| = Inhibitorkonstante der Komponente | [mi}
V! .. = Maximale Reaktionsgeschwindigkeit der Reaktion | Umg’]
Parameter Wert Standardabweichung
VOO 0,45 Umg' +6,6%

K y-MeCHon 29 pM +13,3%

K:JAADPH 4,85 uM + 30,7 %

Kj-MeCHen ¢ 31,7 mM +148%

K NADP 516 uM += 27,8 %

Tabelle 3-2: Kinetische Parameter der CHMO (5 mg mL ")

73

oy

.5  Synthesen im Zwelenzymsystem

3.5.1 RHeakior mit integrierier biasenireier Begasung
Zur priparativen Umsetzung von 4-Methylcyclohexanon zu 5-Methylcaprolacton wurde ein
Reaktor entwickelt, der aus einem temperierten und gerithrien Satzreaktor besteht und einen

Umlauf besitzt, in den der oben beschriebene Silikonschlauch zur blasenireien Begasung

? Die Ergebnisse dieses Abschnittes sind ver6ffentlicht: Rissom et al. (1997): Teirahedron: Asymm., 8,
2523,
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integriert wurde. Ein Schema des verwendeten Reaktors ist in Abb. 3-7 gezeigt, ein Foto der

Anlage in Abb. 3-8.

Liﬁ Schlaucphgumpe
. ; ; : e
24 = FProbennahme

blasenfreie
Beagasung

Abb. 3-7:  Schema des Satzreaktors mit integrierter blasenfreier Begasung

- -Abb. 3-8:  Foto des Reaktoraufbaus

Es wurde eine Schiauchlinge von ca. 100 cm verwendet, die um den Faktor 4 iiber der be-
rechneten Mindestldnge (%°3.3) liegt und somit eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu
jedem Zeitpunkt der Reaktion sicherstelit. Das Gesamtreaktionsvolumen des Reaktors be-
~ trug 30 mL, von denen sich ca. 10 mL im Umlauf befanden und 20 mL im Riihrgefdl. Die
| Umlaufgeschwindigkeit wurde mit 450 mL h! so hoch angesetzt, daB pro Umlauf weniger

- als 1 % des Substrates umgesetzt wird. Es kann folglich von einer gleichmifigen Verteilung
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aller Komponenten, auch des Sauerstoffes ausgegangen werden. Die Begasung erfolgte
mittels Durchleitung von ca. 60 L ht Druckluft, wobei darauf geachtet werden muf3, dal
sich in der Begasungsflasche kein Druck aufbaut, der zum Ausgasen in der Ldsung und
somif zur zu vermeidenden Blasenbiidung fithren wiirde. Bel dieser Sirémung wurde kein
Austrag von Substrat oder Produki beobachtet. In regelmifBigen Abstinden werden dem
Reaktor Proben zur gaschromatographischen Analyse entnommen.

Vollstindiger Umsatz eines typischen Experiments wurde nach etwa 10 h Reakiionsdauer
erreicht (Abb. 3-10). Um die vorhandene Enzymaktivitit besser auszunutzen, wurde der
Reaktor als Reperitive Barch™ betrieben. Wie in Abb. 3-9 gezeigt, wird hierbei nach Beendi-
gung der Umsetzung die Reaktionslésung durch eine Ultrafiltrationsmembran filtriert. Bei
Verwendung einer Membran mit einer AusschiuBgrenze von 30.000 gmol' wird eine
nahezu volistindige Retention beider verwendeter Enzyme erreichi. Die niedermolekularen
Substrate, Cofaktoren und Pufferbestandteile passieren die Membran hingegen ungehindert
und werden im Filtrat gesammeli. Nach der Filtration wird das die Biokatalysatoren enthal-
tende Retentat mit neuen Substraten aufgefiillt und die Reaktion findet erneut stait. Dieses

Verfahren kann theoretisch solange wiederholt werden, bis der Katalysator vollig desakti-

Vicit 1st.

Substrate? Enzyme Subsirate Substrate
i H - |

1Enzyme Enzyme

v Produkie ' vProdjukte v Brodukie

Abb.3-9:  Prinzip eines Repetitive Batch-Reaktors

- Die Synthese von 5-Methylcaprolacton gelang im oben beschriebenen Reaktor in drei auf-

“einanderfolgenden Liufen. Die Reaktionsgeschwindigkeit nahm von Lauf zun Lauf nicht

| ‘wesentlich ab, so daB mit groBer Wahrscheinlichkeit auch noch mehr Liufe durchgefiihrt

werden konnen. Die Endumsitze waren bei jedem Lauf nahezu vollstindig, so dafl das

gewiinschte Produkt in hoher Enantiomerenreinheit ohne weitere Trennung durch einfache

‘Extraktion mit Essigester aus dem Filtrat gewonnen werden kann.

™ Kragl et al. (1993): Tetrahedron: Asymm., 4, 1193,
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Umsatz [ %

Feaktionszelt/ h

Abb. 3-10:  Synthese von 5-Methylcaprolacton im begasten Repetitive Batch

Auffallend hoch war die Betriebsstabilitit der Monooxygenase. Dieser Effekt ist moghi-
cherweise auf die Anwesenheit von NADPH im Reaktionsgemisch zuriickzufithren, das,
bedingt durch die effekiive Cofaktorregenerierung, stindig vorliegt.

Aus dem ersten Lauf konnten 108 mg Produkt (70 %] isoliert werden.

3.5.2 Beitrachiung der maximalen Zykienzahi des Cofakiors, Einsatz von
Nanofilirationsmembranen

Die Reaktionsfithrung im Repetitive Batch, wie sie oben beschrieben wurde, erlaubt die
mehrfache Nutzung der Enzyme, nicht jedoch der ebenfalls wertvollen Cofaktoren. Die
maximale Zyklenzahl (ttn)75 des Cofaktors ist also hier durch den Quotient aus Cofaktor-
konzentration und Substratkonzentration gegeben.

Die hier durchgefithrte Umsetzung von 40 mM Substrat bei einer Cofaktorkonzentration

von 0,25 mM ergibt eine maximale Zyklenzahl des Cofaktors von 160. Dieser Wert ist
jedoch bei weitem zu klein, um die, durch den hohen Preis des bendtigten Cofakiors limi-

tierte, Reaktion wirtschafilich durchfithren zu knnen.

~'Eine wiederholte Nutzung der Cofaktoren kann durch die Verwendung einer Membran mit

- geringerer AusschluBgrenze erreicht werden, die neben den Enzymen auch die Cofaktoren |

zuriickhalt’®. Solche Nanofiltrationsmembranen sind kiuflich erhiltlich und bieten, wie die
getestete Membran ROM 375 hervorragende Retentionseigenschaften, die allerdings bei
gleicher Membranfliche durch einen hoheren Transmembrandruck und geringere. Fliisse
“erkauft werden, so daf die Filiration zwischen den Reaktionsschritien ein nicht mehr zu

vernachlissigender Zeitfaktor wird.

" tn von engl. total turnover number

7 Seelbach et al. (1997): Enzyme Microb. Technol., 20, 389.

ER RN I
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In Tabelle 3-3 sind die fiir die betrachicte Reaktion relevanten Retentionsraten zusammen-

gefafit.
Substanz Retention
NADF" > 99 %
NADPH 90,4 %
Formiat 56 %
4-Methylcyclohexanon <50 %

Tabelle 3-3: Retention an ROM 375 (30 °C, pH 8,0, 3 mL-Plexiglas-EMR bei 3 mL h'l)

Die Reaktion kann unter Verwendung der Nanofiltration in #hnlicher Weise wie oben
beschrieben durchgefiithrt werden. Abb. 3-11 zeigt, in welchem MaBe die Zyklenzahl des
Cofaktors durch diese Technik erhoht werden kann. Es ist neben der gleichbleibenden
Zyklenzahl bei Verwendung der Ultrafiltrationsmembran (=160, weiBl) der maximale theo-
retische Wert (=Anzahl der Liufe - 160, schwarz) und der praktisch erreichbare Wert (grau)
gezeigt. Dieser ergibt sich durch Einrechnen der unvollstindigen Retention von 99,4 %
(Faktor 0,994) und einer Desaktivierung des Cofaktors bei einer Zykluszeit von 10h von
5,6 % (Faktor 0,944).

780
] gz Maximaler theoretischer Wert
800 Desaxklivisrung und unvellsténdige
] s, €1ENTEON Derbcksichtigt mit: i
500- ~ Desaktivierung pro Zykius: 5,6 % |
] Relention: 99,4 % |
400+ T 0hne Cofaktorretention
<
3004 e
Parameter
200 Laufzait: i0h
] i ; Temperatur: 30 °C
100 , | | % ; Puffer: TRIS, pH 8.0 |
o i NF-Membran:  ROM 875 |
A b . :{ L N |
0 R

Zahl der Léufe

~ Abb. 3-11: Erhohung der maximalen Zyklenzahl durch Nanofiltration

Die theoretische Fortfilhrung bis zu einer grofen Anzahl von Liufen ergibt bei Vernachlis-
sigung der auftretenden Enzymdesaktiviernng als Grenzwert der Entwicklung einer geome-

& trischen Reihe’’ den maximal erreichbaren Wert fiir die Zyklenzahl tin..:

7 Sieber (1980): Mathematische Formeln, Klett, Stuttgart.
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tn, = tin + tin, e R+ ttny e RZ +.-- + +tiny e R™2 + ttn, ¢ A" Gleichung 3-4
s b+ 1Ny ) )

Die Summe bildet sich nach;

_ n
fin, = tn, 11 i Gleichung 3-5

Dadurch ergibt sich durch Grenzweribildung die maximal erreichbare Zyklenzahl durch:

o (wenn |R| < 1, dahierfiir im R" = 0) Gleichung 3-6

ttn,. = lim(tin,) =
Ne nlw—am(tt n) 1i-R N—ee

mit: tin, = Zyklenzahl nach Laufn
R = Reientions- und Desaktivierungsfakior

Durch Einsetzen von ting = 160 und R = 0,938 ergibt sich eine maximal erreichbare Zyklen-
zahl von tin.. = 2580. Hiermit konnten die Cofaktorkosten’® bis auf 104 DM mol” Produkt
gesenkt werden, wodurch der ProzeB nicht mehr durch diesen Kostenfaktor, sondern viel-

nrch die Enzvmkosten bestimmit wird.

(REEERSE ALY 1 LR

me

=

3.6 Ausblick
Die erfolgreiche Durchfithrung der Synthesen im Repetitive Batch 146t einen Ausblick auf
weiterfithrende Reaktorkonzepte zu. So kann durch die Verwendung eines Enzymmembran-

reaktors (EMR) die Reaktion kontinuierlich gefiihrt werden.

Kolbenpumpe

— )
[N

O Biasenfalle -

Voriage .-~ - Sterilfilter.

: '_Enzym_-_if\ﬁembranreaktor

& v
.| Fraktionssammier, T
"fUrProduktidsungM
Umlau
blasenfreie

Armamiim e

" Abb. 3-12: EMR-Aufbau mit integrierter blasenireier Begasung

© ™. Siche Tabelle 3-1

T
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Dies hat den Vorteil, dal zum einen die synthetisch ungenutzte Zeit der Filtration (Riistzeit)
entfallt und vor allem der Reaktor durch den Betrieb unter Auslaufbedingungen bei konstant
niedrigen Substratkonzentrationen betrieben werden kann, was positiv auf Enzymaktivitét

ELIgE | ry -

zurtickwirkt. Die Integration der

cu

Begasungsschlauches in einem Umlauf moglich, wie dies in Abb. 3-12 schematisch und in
Abb. 3-13 fotografisch gezeigt wird.

Die technische Schwierigkeit dieses Reaktoraufbaus liegt in der Druckkomntrolle auf beiden
Seiten der Begasungsmernbran. Da sich im Reaktor, vor allem bei Verwendung einer Nano-
filtrationsmembran ein erheblicher Druck aufbaut, ist fiir einen prizisen Druckausgleich an
der duBeren Seite der Begasungsmembran zu sorgen, um den diffusiven Gastransport zu
gewihrleisten. Selbst bei kleineren Druckdifferenzen kann entweder Reaktionsmedium
durch die Membran treten oder es durch Uberdruck zu einer Blasenbildung im Reakior fiih-
ren. Durch den Einsatz von elektronischen Druckreglern auf beiden Membranseiten konnte,
wie in Abb. 3-14 gezeigt, bereits trotz dieser technischen Herausforderung ein gewisser
Umsatz im EMR erreicht werden. Um das beschriebene Druckproblem mit dem Ziel einer

iber eine lingere Zeit stabilen Reaktionsfilhrung zu I8sen, werden sicher in der Zukunft

Abb. 3-13: Foto des EMR-Aufbaus




3 » BAEYER-VILLIGER- Oxidation

31

&0
5C
<0 401
=30
3
£ oo Schlauch
o gebrochen
o bei Stbar
O : . \: ¥
o 5 10 15 20
tit/-

Abb. 3-14:  Syntheseversuch im EMR mit integrierter blasenfreier Begasung

Ferner ist die Erweiterung der Substratbreite der Reaktion notwendig. Wihrend das
gewithlte Substrat 4-Methylcyclohexanon eher Modellcharakter besitzt, sind eine ganze
Reihe verschiedener Anwendungen von e-Lactonen in der Naturstoffsynthese bekannt. Die
bis heute durchgefiihrten Synthesewege verlanfen meist raéemisch iiber nicht enantioselek-
tive BAEYER-VILLIGER Oxidationen. Als Beispiele seien hier die von SCHWARZ-LINEK
vorgeschlagenen Synthesen des Spinnmilbenpheromons Lardolure®™® und des Schaben-
pheromons S‘mpellapyron81 genannt, die von meso-2,4,6-Trimethylcyclohexanon als Substrat
ausgehen. Von Lardolure ist bekannt, da nur das (1R,3R,5R,7R)-Enantiomer wirksam ist®.

Ein racemisches Priparat enthlt folglich nur 6,25 % aktive Substanz!

e gt
! I

Abb. 3-15:  Synthese von Lardolure und Supellapyron

-7 Schwarz-Linek (1998): Dissertation, Universitit Leipzig, Leipzig.
%0 Mori et al. (1986): Tetrahedron, 42, 5539,
® Shi et al. (1995): Tetrahedron Lett., 36, 71.

¥ Kuwahara et al. (1991): Appl Ent. Zool., 26, 85.
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Hier wurde ausschlieBlich die Anwendung des beschriebenen Reaktorkonzeptes und der
Cofaktorregenerierungsstrategic auf die Cyclohexanon-Monooxygenase aus Acinetobacter
calcoaceticus beschrieben. Die Ubertragbarkeit dieses Konzeptes auf andere Enzyme
scheint jedoch problemlos moglich. Durch den diffusiven Gasausiausch kOnnie so, bei Ver-
wendung von kohlendioxidfreier synthetischer Luft oder reinem Sauerstoff zur Begasung
nicht nur der zur Reaktion bendtigte Sauerstoff zugefiihrt werden, sondern im gleichen
Schritt, durch den gegenldufigen Gradienten, das entstehende CO; aus der Reaktionslésung

gestrippt werden.

3.7 Zwischenbilanz

» Die cnantioselektive Lactonsynthese gelingt durch enzymatische BAEYER-VILLIGER
Oxidation mit einer NADPH-abhéngigen Cyclohexanon-Monooxygenase mit molekula-
rem Sauerstoff als Oxidationsmittel.

» Die Cofaktorregenerierung von NADPH wird effektiv durch eine NADP -abhiingige
Formiatdehydrogenase und Formiat als Wasserstoffquelle durchgefiihrt. Dies ist die
erste beschriebene Kombination eine NADPH-abhingigen Monooxygenase mit einer
Formiatdehydrogenase.

» Das gasformige Oxidationsmittel Sauerstoff wird blasenfrei mittels diffusiven Gas-
transfer durch eine Silikonmembran eingebracht.

» Ein Repetitive Batch-Reaktor mit integrierter blasenfreier Begasung konnte mit 4-
Methyleyclohexanon als Modellsubstrat iiber drei Liufe ohne signifikante Aktivitdtsab-

nahme betrichen werden.

» Die Verwendung von Nanofilirationsmembranen eriaubt die Riickhaltung des Cofaktors
11'9‘|A O D!“i‘\ﬂ ani TATIIT Y O8I OaET mav;mn‘nﬁ 7‘7{7‘!13“'7&}11
LIV OV Wwillivs ULULSUI Ullé Ohwliivel LIICAAIILICEWE]L LJ}'L\_LUIILA 1L

scher- und optischer Reinheit gewonmen werden (chemische Reinheit und ee > 99%).
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4.1 Einleitung

4.1.1 Methoden der katalytischen asymmetrischen Ketenredukiion

Die enantioselektive Reduktion von Ketonen ist ein besonders interessantes Feld der organi-
schen Chemie. Aus prochiralen Ketonen wird mit Hilfe dieser Reaktion ein neues Chirali-
tdtszentrum gebildet. Es handelt sich also um einen ProzeB, bei dem im giinstigsten Fall
100% Ausbeute erzielt werden konnen, im Gegensatz zu einer Racematspaltung, bel der
mindestens die Hilfte des Substrates ungenutzt bleibt, soweit nicht das verbleibende Sub-
strat racemisiert und wiederverwendet wird>. Die Produkte, chirale Alkohole, finden als
Synthesebausteine vielfiltige Anwendung auch in industriellen Synthesen.

Uber die Jahre ist eine Vielzahl von Methoden eniwickelt ‘worden, mit deren Hilfe effektiv
und in hoher Enantiomerenreinheit chirale Alkohole gewonnen werden kénnen. Es werden
verschiedene Chemo- oder Biokatalysatoren eingesetzt, die unterschiedliche Eigenschaften
haben und verschiedene Wasserstoffquellen nutzen. Dadurch sind auch unterschiedliche
Wege der Reaktionsfithrung notwendig. Hier seien aus dem weiten Spektrum der homoge-
nen Chemokatalysatoren zwei Beispiele herausgegriffen, die im Zusammenhang mit dieser

Arbeit stehen und anschlieBend die gingigen biokatalytischen Verfahren genannt.

. . _— . 84
» Katalytische Hydrierung mit Ruthenium-DuPHOS oder -BPE-Katalysatoren™ .
Th:r Trmtanls ormbia Tlerdudasmasm o zareéd o3 T QT 4
Die kataiytische Hiydrierang nutzi dic preisgunstgsie verfugbm‘e Wassersmuqueﬂe

Elementaren, gasformigen Wasserstoff. Es handelt sich also um eine klassische _ __.:

~ Gas-flissig Zweiphasenreaktion, die im allgemeinen unter erhShtem Wasserstoffdrack
_im Antoklaven durchgefithrt wird. Neben dem wohl bekanntesten Verfahren unter
“Verwendung von Novoris® Ru-BINAP-Katalysatoren, die jedoch meist hohe Tempe-
‘raturen und Driicke bendtigen, stellen die von BURK entwickelten Katalysatoren eine
wertvolle Alternative dar. Das Schema einer Reduktion von B-Ketoestern ist in Abb.

4-1 dargestellt. Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Produkt (25,58)-Hexandiol ist

¥ PFaber (1997): Pure Appl. Chem., 69, 1613.
% Burk et al. (1995): 1. Am. Chem. Soc., 117, 4423,
Burk et al. (1996): Pure Appl. Chem., 68, 37.




34

4 « Ketonreduktion

ein wichtiger Baustein in der Synthese der Liganden fiir das Methylderivat dieser

Katalysatoren.

M

e

o (R,R)--Pr-BPE-RuBry _

COR 60 psi H ~__COR
R)"\/ o 2 R/\/

CHaOH/M0 (9:1)

FPr Pr
(R.R)-i-Pr-BPE = QP R
-Pr -Pr

Abb. 4-1:  Ketoester-Hydrierung mit Ru-BPE-Katalysator

¥ Asymmetrische Boranreduktion mit Oxazaborolidinen

Boran ist seit langem als edelmetallfreies LEWIS-saures Reduktionsmittel bekannt. Eine
enantioselektive Variante dieser Reaktion wurde 1983 von Itsuno®® vorgeschlagen und
in der Folge von COREY, BAKSHI und SHIBATA verbessert (CBS-Reduktion)®’.

Diese Reaktion erlaubt dic Reduktion einer Vielzahl von Ketonen in guter Enantiodiffe-

kontinuierlich betriebenen Membranreaktor durchgefiihrt®. Sie wird in ®°4.6 zu einem

Verfahrensvergleich genutzt und in diesem Zusammenhang genauer beschrieben.

Biokatalytische Ketonreduktionen unterscheiden sich grundsitzlich im Einsatz ganzer Zel-

Ien oder isolierter Enzyme.

» Verwendung ganzer Zellen als Biokatalysator

Ganze Zellen werden zur Reduktion von Ketonen trotz der durch den komplexen Meta-
bolismus der Zellen entstehenden Probleme und Einschrinkungen hdufig angegewen-
det. Unter den verwendeten Mikroorganismen ist bis heute die Bickerhefe Saccharomy-
ces cerevisiae, gerade aufgrund ihrer extrem glinstigen Verfiigbarkeit, einer der am
hiufigsten verwendeten Stimme. Er wird auch im Rahmen dieser Arbeit als Vergleich
zum enzymatischen Verfahren eingesetzt (¥4.4). Bickerhefe reduziert mit teils ausge-

zeichneter Enantiodifferenzierung eine Anzahl von Ketonen, Ketoestern und Diketo-

85
86
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Noyori (1994): Asymmetric Catalysis in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New York.

o Itsune et al. (1983): J. Chem. Soc., Chem. Commus., 469.
a7

Corey et al. (1987): 1. Am. Chem. Soc., 18%, 5551.
Corey et al. (1992): Tetrahedron Lett., 33, 3431.
Giffels (1997): Dissertation, Rheinische-Friedrich-Wilhelms Universitit, Bonn.
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nen™. Alternativen bieten ein leicht zu priparierendes Acetonpulver aus Geotrichum
candidum (mit zugesetztem NADP™ und Isopropan_ol)90 fiir (S)-Alkohole sowie der Ein-

satz von Yarrowina lipolytica9 ! oder Pichia farinosa’ fiir (R)-Alkohole. Die Verwen-

—— - < .

J T S & Zed mmmmto b PRy Sy
Uullg gdllel AOIICR EdL TSt ULl £ L

ugabe von
mbglich. Auch die von ELI LILLY & C0 berichtete Reduktion von 3,4-Methylendioxy-
phenylaceton (MDA) durch Zygosaccharomyces rouxii>”, die den Anstof3 zu einer Sub-

stratwahl fiir diese Arbeit gab (#°4.5.2) ist unter dieser Rubrik zu fassen.

» Verwendung isolierter Enzyme%

Die Verwendung isolierter Enzyme bietet eine hohere Reproduzierbarkeit und héufig
bessere Selektivititen als die Verwendung ganzer Zellen. Dem steht allerdings ein ge-
wisser Anfwand fiir die Enzymisolierung und die Notwendigkeit der Cofaktorregene-
rierung (©°3.1.3) gegeniiber. Zn den am hdufigsten eingesetzten Enzymen fir die
Ketonreduktion gehdren vor allem die kommerziell erhdltlichen aus Bickerhefe
(YADH), Pferdeleber (HLADH) oder Thermoanaerobium brockii (TBADH). Sie kata-
lysieren in ihrer natiirlichen Funktion NAD*- oder NADP -abhingig (TBADH) die

Oxidation von Ethanol zu Acetaldehyd. Eine weite Vielfalt von Substraten wurde mit

stark vom natiirlichen Substrat abweicht, nicht immer ein guter Enantiomereniiberschull
erreicht werden konnte.

Fiir o-Ketos#uren stehen Lactatdehydrogenasen (ILDH) fiir beide Enantioselektivititen
zur Verfiigung, fiir 1,2-Diole eine Glyceroldehydrogenase (GDH).

Zur Vielfalt der in den letzten Jahren neu beschriebenen und noch nicht generell kom-

0z
J

merziell erhiltlichen Dehydrogenasen™ fiir asymmetrische Ketonreduktionen gehort

auch die aus Candida parapsilosis, die in dieser Arbeit zum Einsatz kommt und in

89,

91

93
94

95

Zu Ubersichten siehe: Drauz et al. (1995): Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, VCH, Weinheim.

und Faber (1995): Biotransformations in Organic Chemistry, Springer Verlag, Berlin.

Nakamura et al. (1996); Tetrahedron Lett., 37, 1629,

Fantin et al. (1996): Tetrahedron, 52, 3547,

Ikeda et al. (1996): Tetrahedron, 52, 8113.

Anderson et al. (1995): J. Am, Chem. Soc., 117, 12358,

Faber (1995): Biotransformations in Organic Chemistry, Springer Verlag, Berlin,

Wong et al. (1994): Enzymes in Synthetic Organic Chemistry in: Baldwin et al.: Tetrahedron Organic
Chemisiry Series, Elsevier Science, Oxford, 12.

Drauz et al. (1995): Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, VCH, Weinheim.

Drioli et al. (1996): Chemistry & Industry, 19, Carrea et al. (1995): Enzyme Engineering 13, San Diego,
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Peters (1998): Dehydrogenases - Characteristics, Design of Reaction Conditions, and Applications in:
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Kap. 4.2 genauer beschricben wird. Der Einsatz solcher Dehydrogenasen in der
chemischen Synthese ist in neueren Ubersichtsartikeln®® zusarnmengefalt.
Aus der Vielfalt der einsetzbaren Verfahren muf} eine Auswahl getroffen werden, die sich
stark nach dem umzuseizenden Subsirat richten wird. Es kann also kein Paienirezept fiir alie
moglichen Anwendungen geben, vielmehr ist die Kenntnis der Substratbreite jedes einzel-

nen Katalysators von grofler Bedeuiung.

4.2 Die Carbonyliredukiase aus Candida parapsiiosis: Ein effek-
tiver Biokatalysator fiir die enzymatische Ketonredukiion
Neben den in der Einleitung genannten allgemeiner bekannten und kommerziell verfiigba-
ren Biokatalysatoren fiir die enzymatische Ketonreduktion wurden eine Reihe weiterer
Enzyme nicht nur beschrieben, sondern auch priparativ eingesetzt. Zu ihnen gehdren die
(R)-spezifischen und NADPH-abhidngigen Alkoholdehydrogenasen aus.Lacrobacillus kefir"
und Lactobacillus brevis™ sowie (S)-spezifische und NADH-abhingige Enzyme aus Can-
dida boidinii (CBADH)gg, Rhodococcus erythropolis (RECR)lOO und Candida parapsilosis
(CPCR). Letzeres Enzym kommt im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz und soll nun ndher
beschrieben werden.

In einem Screening verschiedener Bakierien und Hefen auf ihre Fihigkeit, Ketosduren und
ihre Ester zu reduzieren wurden von PETERS und KULA im Jahre 1993 mehrere neue Oxido-
reduktasen beschrieben'®". Eines der aktivsten Enzyme stammt aus der Hefe Candida para-
psilosis (Stamm: DSM 70125)'®. Aufgrund der scheinbar hoheren Affinitit der Substrate
der Reduktionsreaktion wurde es als Carbonylreduktase und nicht als Alkoholdehydroge-

03 zeigen, ein in den Peroxy-

nase bezeichnet. Das Enzym ist, wie neuere Untersuchungen'
. . . o . -1
somen angesiedelies homodimeres Protein mit einer Molmasse von etwa 78.000 gmol™. Es

ist zu etwa 80 % sequenzhomolog zu einer Alkoholdehydrogenase aus Candida albicans.

% - Fang et al. (1995): J. Chem. Soc. Perkin Trans.1, 967.
Hummel (1997): Adv. Biochem. Eng., 58, 145,
Devaux-Basseguy et al. (1997): Enzyme Microb, Technol., 20, 248.
¥ Hummel (1990): Appl. Microbiol. Biotechnol., 34, 13.
Hummel (1990): 1. Biotechnol. Lett., 12, 403,
*® Hummel (1997): Adv. Biochem. Eng., 58, 145.
% Schiitte et al. (1982): Biochim. Biophys. Acta, 716, 298.
10 Zelinski et al. (1994): New. J. Chem., 33, 283.

0L Peters et al. (1992): Appl. Biochem. Biotechnol., 38, 334.

- "Peters (1993): Dissertation, Heinrich-Heine Universitit, Diisseldorf.
Kula et al. (1996): US-Patent 5,523,223,
102 peters et al. (1993): Enzyme Microb. Technol., 15, 950.

103 M. Bonitz, IET der HHU Diisseldorf, unvertffentlichte Ergebnisse
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Ungewshnlich ist das breite Spektrum der Substrate, die von der CPCR umgesetzt werden.
Wie Abb. 4-2 zeigt, werden nicht nur die zunichst untersuchien Ketosdureester umgesetzt,
sondern dariiber hinaus eine groBe Anzahl aliphatischer wie aromatischer Ketone bis hin zu

Diketonen, Ketoacetalen und selbst reaktive Aldehyde.

?
{

Ot 0E1 | !

[w]

™,
N
s
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Aldehyde / \ R =Y
READHI AT

cychsche Ketone Ketoacetale
Diketone 9
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Abb. 4-2:  Ausschnitt aus dem Substratspektrum der CPCR

Das Spektrum umfaft bis heute an die 100 Substrate und ist wohl eher durch die Verfiigbar-
keit weiterer Substanzen, als die Beschrinkung der Aktivitit gegeben. Fiir eine gute Akti-
vitit scheint ein kleiner Rest, wie Methyl an der einen Seite des zu reduzierenden Car-
bonyl-Kohlenstoffs eine recht wichtige Rolle zu spielen, wihrend die Natur des anderen
Restes flexibler ist. Das Enzym wurde bereits fiir synthetische Anwendungen einge:sei:zi;m4

Ym Rahmen dieser Arbeit wurde das Enzym fermentiert und aufgereinigt, so daB {iir pripa-

rative Synthesen ausreichend Protein zur Verfiigung stand.

4;2?’  Fermentation der Candidz parapsiiosis

_Obwohl ein Verfahren zur Fermentation der Hefe bekannt ist, wurde im Rahmen dieser
. Arbe_it versucht, dieses zu verbessern. Vor allem die Verbesserung der Zusammensetzung
des Nahrmediums, das Hefeextrakt als Komplexbestandteil und 3-Oxohexansidureethylester
ais Induktor enthielt, wurde untersuchi. Wihrend die Abwesenheit des Induktors fiir die

1% “peters et al. (1993): Tetrahedron: Asymm., 4, 1683.
Peters et al. (1993): Tetranedron: Asymm., 4, 1173,
- Kragl et al. (1997): Dechema Jahrestagung der Biotechnologen, Miinster.
[ Zelinski et al. (1997): Biocatal. Biotransform., 15, 57.
' Liese et al. (1998): J. Mol. Cat. B Enzymatic, 4, 91.
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Bildung der Enzymaktivitiit keine wesentliche Verschlechterung der Enzymausbeute zur
Folge hatte, war die Suche nach einem rein synthetischen Medium wenig erfolgreich: Ein
Wachstum der Zellen konnte, auch nach Zugabe aller essentiellen Aminosiduren und einer
Reihe von Vitaminen sowie Spurenelementen, nur mit Hiife von Glucose als Kohlensiofi-
quelle'® erreicht werden, nicht jedoch mit Glycerin. Unter diesen Wachstumsbedingungen
konnte nur eine minimale Enzymaktivitit festgestellt werden, die die Vorteile durch den
Wegfall von Hefeextrakt in keinster Weise rechtfertigt. PETERS'® berichtete ferner iber
erhthte Enzymaktivititen bei Wachstum auf Dodecansidue oder Tetradecan. Diese Erho-
hungen konnten teilweise bestitigt werden, gehen jedoch mit einer teils drastischen Verrin-
gerung der Wachstumsgeschwindigkeit einher. Die Fermentation wurde daher nach den

bestehenden Vorschriften, jedoch ohne die Zugabe von Induktor durchgefiihrt.

o
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Abb. 4-3 Fermentation der Candida parapsilosis

In einen MaBstab von 300 L wurden insgesamt im Rahmen dieser Arbeit ca. 18 kg feuchter
Zellmasse produziert, die ca. 70.000 U™ CPCR enthielten. In Abb. 4-3 ist ein typischer

Fermentationsverlauf dargestellt, der die wachstumsgekoppelte Enzymbildung zeigt.

Wird eine Vorkultur verwendet, die frisch aus der Stammsammliung bezogen wurde, kann

sich die Fermentationszeit drastisch reduzieren und das Ende der exponentiellen Wachs-

't_urnsphas_e und damit die maximale Enzymausbeute bereits nach 12-14 Stunden erreicht

werden. Das Ende des Wachstums kann nicht nur durch Proben aus dem Fermenter be-

stimmt werden, sondern auch durch Verfolgen des Sauerstoffpartialdrucks po, in der Losung

bzw. der Zuluftmenge. Sobald die Wachstumsgeschwindigkeit abnimmt, nimmt der pe.

1% Guerin et al. (1989): Biochimie., 71, 887.

15 Peters (1993): Dissertation, Heinrich-Heine Universitit, Diisseldorf.

Y7 1 U des Enzyms reduziert pro Minute 1 pmol einer 30 mM Lsung aus ABEE mit 0,25 mM NADH bei pH
- 7,0 und 25 °C,
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drastisch zu bzw. bei Sauerstoffregelung die Zoluftmenge ab. Damit ist das Ende der Fer-

mentation erreicht und die Kultur kann nach Abkiihlung geerntet werden.

4.2.2 Aufarbeliung der Carbonviredukiase

Die Strategie der Aufarbeitung folgt in den wesentlichen Schritten der Literatur'®.

Chromaysgraphie

.
1;%%?%%%:7

Abb. 4-4:  Aufreinigung der CPCR

Wie in Abb. 4-4 dargestellt, erfolgt nach der Zellernte ein Aufschlufl durch Naflvermahlen
mit Glasperlen. Die anschlieBende fraktionierte PEG-Fillung 148t im ersten Schritt neben
Zelltrimmern auch einen Teil der Begleitproteine und Nukleinsduren prizipiiieren. Im
zweiten Schritt wird das aktive Protein im Prizipitat erhalten und kann gefriergetrocknet
werden (Abb. 4-5). Das Lyophilisat kann nahezu unbegrenzt bei —20 °C gelagert werden.
Die Enzymaktivitit weist jedoch leider in wiBriger Losung nur eine geringe Stabilitét auf,
'so daf} eine anschliefende Tonenaustauschchromatographie an Q-Sepharose notwendig ist,
. um ¢ine ausreichende Stabilitit der Proteinpréparation zu erhalten.
- Das Verfahren zur chromatographischen Reinigung wurde im Vergleich zur Literatur ver-
: _einfacht. Statt des vorgeschenen linearen Salzgradienten wurde zur Elution ein Stufengra-
dient verwendet, bei dem in der ersten Stufe Begleitprotein abgeldst wird und in der zweiten
das aktive Protein. Die dritie Stufe wird zum Spiilen der S#ule verwendet wird. Dies erlaubt
bei weitgehend gleichbleibender Trennleistung eine Vereinfachung des experimentellen
A_blaufes gerade bei groferen SHulen. Abb. 4-6 zeigt das Elutionsprofil eines fypischen
Szulenlaufs. R

108 Peters et al. (1993): Enzyme Microb. Technol., 15, 950.
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Abb. 4-5:  Lyophilisat der CPCR nach der PEG-Féllung

Nach diesem Aufreinigungsschritt ist das Enzym ausreichend rein fiir priparative Umset-
zungern. Dies ist jedoch nicht gleichzusetzen mit einer Aunfreinigung bis zur Homogenitiit!

Zur Steigerung der Stabilitiit des Enzyms wird dem verwendeten Puffer DTT als Antioxi-

108
dans zugesetzt™ .
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"Abb. 4-6 - Elutionsprofil der lonenaustauschchromatographie

':Vielmehr .Zcu:igt Tabelle 4-1, dal durch weitere chromatographische Schritte noch eine
wesentliche Erhdhung der spezifischen Aktivitdt erreicht werden kann. Eine Affinitéts-
chromatographie an NAD-Agarose bewirkt eine weitere enorme Aufreinigung und entfernt
-alle Begleitproteine bis auf eine ebenfalls NADH-abhingige Malatdehydrogenase, -die in

‘einer anschlieBenden Gelfiltration abgetrennt werden muf.
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Schritt spez. Aktivitat Gesamtausbeute  Aufreinigungstaktor
Umg™’ %
Rohextrakt ' 0,60 100 1
4% PEG-Féliung 0,71 80 1,2
30% PEG-Faliung 2,5 75 4,2
Q-Sepharose 39,9 70 66
URltrafiltration 39,7 68 66
NAD-Agarose 1850 68 3083
Sephadex G 75 1889 65 3148

Tabelle 4-1: Aufreinigung der CPCR

Das reine Protein besitzt nach einer tiber 3000-fachen Aufreinigung eine sehr hohe spezifi-
sche Aktivitit von fast 1900 Umg™, ist jedoch aufgrund der aufwendigen Reinigungsproze-
dur nur in geringen Mengen verfiigbar.

Fiir alle in dieser Arbeit beschriebenen Ansitze und Messungen wurden Enzympriparatio-
nen verwendet, die bis zur Stufe der Ionenaustauschchromatographie aufgereinigt waren. In

dieser Priparation sind folglich neben dem aktiven Protein noch 98 % Fremdprotein ent-

P i
1iaiicll,
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4.3 Reduldion leichtiGslicher Substraie am
Synthese von (25,58)-Hexandiocl

Selspiel der

4.3.1 Beschreibung des Realdionssystems

Die Synthese von enantiomerenreinem (25,55)-Hexandiol wurde als Beispiel der Umsetz-
barkeit leichtloslicher Substrate mit Hilfe der CPCR herausgegriffen. Sowohl das Substrat
2,5-Hexandion'” als auch das Produkt 2,5-Hexandiol sind in jedem Verhiltnis mit Wasser
mischbar, so daf} theoretisch eine Umsetzung bei hoher Substraikonzentration durchfiihrbar
ist. Die Regenerierung des Cofaktors, wird, wie in #°3.1.3 beschrieben, mit Hilfe der FDII
durchgefiihrt. Die Reaktion bietet die Herausforderung, daf in einem Molekiil zwei Car-
bonylfunktionen zu reduzieren sind, die beide Alkoholfunktionen in der gleichen Konfigu-

ration liefern miissen. Es handelt sich also um das klassische Beispiel einer Folgereaktion,

wie das Reaktionsschema in Abb. 4-7 zeigi.

RS

o / \ SH

/CPCH\ = /\/j}/ ~OPCR Ay

5 E-Heyandion Na CEr 5-Hydroxy-  NADH NADY {25,58)-Hexandiol

¥
o \ /’ hexan-2-on "‘\ / se>089%,de> 088 %

HCOO EoE = GO, HCOO EoR = G0,

Abb. 4-7:  Reaktionsschema der Reduktion von 2,5-Hexandion

Eine ausfiihrliche kinetische und thermodynamische Beschreibung des Gesamtsystems wird
einen recht weiten Raum einnehmen, bevor die eigentlichen Synthesereaktionen beschrie-

ben werden.

4.3.2 Verwendung von enantiomerenreinam 2,5-Hexandiol

‘Das betrachtete Produkt (28 58)-Hexandiol ist der kleinste Verireter einer Reihe chiraler C,-

- symmetrischer 1,4-Diketone Sie werden sowohl bei der Synthese chiraler Liganden fiir

~Homogenkatalysatoren {s.u.), in der sie die Tréger der chiralen Information sind als auch als

* chirale Auxiliare!® eingesetzt. Meist werden sie zu Flnfringen zyklisiert. Hierfilr kommen

- vor allem die Verbindungen mit Hauptgruppenelementen in Frage, durch die 2,5-Dimethyl-

199 Auch als Acetonylaceton bezeichnet
Y0 Chen et al. (1990): Tetrahedron Lett., 31, 4467.
Chen et al. (1991): Tetrahedron: Asymm., 2, 1181.
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derivate von Borolanen''! (mit B), Nagai et al. (1994): Synlett, 289.Pyrrolidinen112 (mit N),

113 114

Phospholanen ~ (mit P), Tetrahydrofuranen " (mit O) oder Thiolanen'"” (mit S) entstehen.

Die wichtigsten Folgeprodukte des 2,5-Hexandiols sind sicher die durch BURK bei DU PONT
entwickelten Liganden des DuPHOS und BPE-Typs''®. Diese chel
gen Liganden tragen zwei Phospholan-Ringe in sich und werden vor allem mit Rhodiam als
Zentralatom fiir asymmetrische Hydrierungen eingesetzt. Diese Liganden werden heute im
multi kg-MaBsiab durch CHIROSCIENCE hergestellt. Die Folgechemie hin zu den genannten
Liganden'!” (Abb. 4-8) und zwei Beispiele ihrer Anwendung''® (Abb. 4-9) sind in den
folgenden Abbildungen gezeigt.

HQ 1.80CL  ~/" N

A T2 RuCL Nalo, 6. .0
OH 2

@PH? 1. n-Buli
2.2 eq.
PHso 9

3. n-Buli

0’0

1. n-Buli 12

L

PH»

2.2 eq.

3. n-Buli

Me-DUPHOS Me-BFE

Abb. 4-8:  Synthese von Me-DuPHOS und Me-BPE

Der Markt fiir enantiomerenreines (28,58)-Hexandiol bewegt sich in der Gréfienordnung

119

+ 100-500 kg pro Jahr wobei ein Preis von etwa 10 DM pro g*~ erzielt werden kann.

" Masamune (1985): US-Patent 85-807096.
2 Kim et al. (1993): Syalett, 767.
Short et al. (1989): J. Org. Chem., 54, 1755.
Pichon et al. (1996): Tetrahedron: Asymm., 7, 927.
13-Burk et al. (1993): J. Am. Chem. Soc., 115, 10125.
~ Dierkes et al. (1998): Angew. Chem., 11§, 3299,
14 Kim et al. (1993): J. Org. Chem., 58, 6483,
3 Often et al. (1998): Tetrahedron: Asymm., 9, 189.
18 Burk et al. (1990): Organometailics, 9, 2653.
Burk et al. {(1991): Tetrahedron: Asymm., 2, 565.
17 Burk (1992): US-Patent 5,171,892.
8 Burk et al. (1996): Pure Appl. Chem., 68, 37.
119 _ Verkaufspreis Jiilich Enzyme Products GmbI (JEP). Vergleiche dazu: Preis Aldrich (1998): 208 DM g™'!
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Abb. 4-9:  Anwendungsbeispicle der DuPHOS- und BPE-Lignaden

4.3.3 Kinetische Beschreibung und Modellierung des Reakiionssysiems

4.3.3.1 EinfGhrung

Wihrend dem Chemiker meist eine empirische Versuchsvorschrift ausreicht, um seine

Synthesen durchzufiihren, die dann mit viel ,,Erfahrung® optimiert werden kann, setzt der

Reaktionstechniker auf einen theoretisch fundierten Ansatz. Die Basis hierfiir bildet die

kinetische Beschreibung des Gesamireaktionssystems durch ein geeignetes Modell. Nach

der Validierung dieses Modells sind somit fundierte Aussagen {iber das Reaktionsverhalten
bei verschiedensten Bedingungen und {iber die Auswahl eines geeigneten Reaktors zu tref-
fen.

Um das Reaktionssystem komplett erfassen zu kénnen, sollten alle beteiligten Reaktionen

bekannt sein und erfaflit werden und der Einfluf} aller beteiligter Substrate auf die Aktivitit

der Katalysatoren bestimmt werden.

Hierfiir bieten sich zwei Methoden an:

» Die Messung von Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten erlaubt es, den EinfluB einer
Komponente auf die Reaktionsgeschwindigkeit bei Konstanz aller anderer Komponen-
ten zu vermessen. Da alle betrachteten Reaktionen unter Bildung oder Abnahme des
Cofaktors NADH ablaufen, konnen diese Messungen durch photometrische Messung
der Konzentrationsénderung von NADH bei 340 nm durchgefiihrt werden.

» Die Messung von integralen Kinetiken erlaubt die Erfassung aller kinetischer Parameter

mit einer Messung, indem der Umsatzverlauf von Experimenten im Satzreaktor verfolgt

wird. Hier ist allerdings durch die gegenseitige Beeinflussung der Parameter eine

- gréfere Unsicherheit in der Parameterbestimmung gegeben.
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Zum Ziel fithrte in diesem Fall eine Kombination aus beiden Verfahren, bei dem die
Methode der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten dort angewandt wurde, wo immer es
moglich war und die dann fehlenden Parameter, oder jene mit einem geringen Vertrauensbe-
ichere Beschrei-

i Intaorallriinatiben hectimm
VAL LISl LRI RERCAL DAoLl il

bung der genutzten Techniken sowie eine ausfiihrliche Diskussion der kinetischen Modelle

: . . . . 120
sei auf die einschlidgige Literatur verwiesen = .

4.3.32.2 Im kinstischen Modell enthaitens Realdionsn

Neben den eigentlichen bereits dargestellten Synthesercaktionen sind eine ganze Reihe
weiterer Reaktionen in der kinetischen Beschreibung zu berticksichtigen, die auf Nebenakti-
vititen der verwendeten Enzympréparation zuriickzufiihren sind. Abb. 4-10 zeigt die im
Modell enthaltenen Reaktionen und ordnet ihnen die in der Folge verwendeten Kennziffern

AT E'nnrhal]o Sinr] Ara J:\]-\fffifrn'lnrren Aor hateiligten anffe 51"}_{1;9&1"‘5:_

LA, Lallvd o3 LI Wl SaUAN UL U [ L8 iy o) L)

NADH B | NADH .
ﬁ \ R, N OH \\\ R, _ OH
Y R )\/Y __(CPCR: /J\/Y
R N R N
© © o NaD 0 ‘' Nap OF
HD Ji HDL
11
HYH
NADH
_ H N R H
0** %o __ tgPeRy 6 fCRCRY o
Re N ; 0*" “oH R, v 07TH
co, NAD FOR NAD™  fpaLD
c . GFDHY H
0%’ %0 Rs N -C .
NAD® O "OH
co, FOR
HD = 2,5-Hexandion HYH = (58)-Hydroxy-2-hexanon HDOL =(25,58)-Hexandiol
€0,= Kohlendioxid FOR = Formiat FALD = Formaldehyd

" "Abb. 4-10: Reaktionen, die im kinetischen Modell beriicksichtigt werden

1 Sesel (1975): Enzyme Kinetics, John Wiley & Sons Inc., New York.
- Cornish-Bowden (1995): Fundamentals of Enzyme Kinetics, Portland Press, London.
- Biselli et al. (1995): Reaction Engineering for Enzyme-Catalyzed Biotransformations in: Drauz et al.:
.Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, VCH, Weinheim, I, 89.
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Das Reaktionssystem besteht im einzelnen aus folgenden Reaktionen:

» Reduktion von Hexandion zu Hexandiol iiber Hydroxyhexanon (R;,R3). Dies ist die
eigentlich betrachtete Synthesereaktion.

» Oxidation von Hexandiol zu Hexandion iiber Hydroxyhexanon unter Katalyse durch die
CPCR (Ra, Ry). Dies ist die Riickreaktion zur Synthesereaktion. Thr AusmaB soll durch
eine effektive Cofaktorregenerierung weitgehend unterdriickt werden.

» Nebenaktivitit der CPCR-Priparation gegentiber Formiat. Es wird sowohl die Oxidation
(Rs) als auch die Reduktion (R7) von Formiat katalysiert. Ferner wird eine Oxidation
von Formaldehyd (Rg) beobachtet. Nicht abschlieflend geklirt ist bis heute, ob die Akti-
vitdt von der CPCR selbst herrithrt, oder durch eine wihrend der Aufreinigung unzurei-
chend abgetrennte Nebenaktivitit verursacht wird.

» Die Cofaktorregenerierung wird durch die Formiatdehydrogenase durchgefithrt. Sie
katalysiert die Oxidation von Formiat zu CO; (Re).

» Das Gleichgewicht des Hydroxyhexanons zwischen seiner offenkettigen- und Ringform
wurde nicht niher untersucht. Vielmehr wurde die Konzentration des Zwischenproduk-
tes als Summe dieser Formen gebildet.

Wie aus demn Reaktionsschema erkenntlich ist, konkurrieren verschiedene Reaktionen mii-

einander. Neben der Konkurrenz der verschiedenen Substrate um das aktive Zentrum der

CPCR findet vor allem auch eine Konkurrenz von drei Reaktionen um das Formiat statt. Im

Falle der Oxidation von Formiat durch die CPCR-Priparation unterstiitzt diese Reaktion die

Aktion der FDH im Sinne einer Cofaktorregenerierung. Durch die Reaktion zum Formalde-

hyd hingegen geht Formiat der Reaktion verloren.

4.3.3.3 Erstellung eines kinetischen Modells

Nach der Identifizierung der im Reaktionssystem beteiligten Reaktionen ist die Aufstellung

von kinetischen Gleichungen notwendig, die die Synthesereaktionen beschreiben. Hier ist

‘zwischen zwei grundsétzlichen Arten von Medellen zu unterscheiden:

© > .Mechanistische Modelle beschreiben den exakten Mechanismus der Reaktion mit allen

ihren Teilschritten in der korrekten zeitlichen Abfolge. Bei Enzymen, die zwei Subsirate
zur Reaktion bendtigen (hier: Keton und reduzierter Cofaktor) und zwei Produkte bilden
(hier: Alkohol und oxidierter Cofaktor) —bi-bi-Reaktionen— kommen grundsétzlich meh-
rerc Modelle in Frage, die sich durch Bindungsreihenfolge und Ablésungsreihenfolge

der beteiligten Stoffe im aktiven Zentrum unterscheiden. Ferner ist die Bestimmtheit der
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Bindungsreihenfolge von Bedeutung (ordered bi-bi, random bi-bi bzw. ping-pong )121‘

Fiir die CPCR konnte PETERS™

sequentiellen bi-bi-Mechanismus beweisen. Wie in Abb. 4-11 dargestelit, bindet

> am Beispiel der Oxidation von 2-Butanol einen

zunichst der Cofakior, dann der Alkohol, wihrend das Keton vor dem Cof
Enzym verliBt. Dic Reaktion findet dann statt, wenn beide Substrate gleichzeitig am
Enzym gebunden sind. Dieser Mechanismus wird auch fiir viele andere Alkohol-
dehydrogenasen angenommen und ist somit auch fiir die hier betrachtete Reduktions-

reaktionen wahrscheinlich.

EAB
E \ EA N EQP EQ E .

Reaktionsiortschritt

= Enzym
= Zuerst gebundenes Substrat (hier: Cofaktor)

E

A

B = Spater gebundenes Substrat (hier: Alkohal)
P = Zuerst freigesetztes Subsirat (hier Keton)
0

= Spéter freigeseizies Produki (hier: Cofaktor)

Abb. 4-11:  Sequentieller bi-bi-Mechanismus der CPCR'?

» Formalkinetische Modelle hingegen enthalten keine Auskiinfte iiber den Mechanismus

der Reaktion, sondern sind eine multiplikative Verkniipfung von Einsubstratkinetiken

124

nach MICHAELIS und MENTEN . Inhibierungen werden entsprechend eingefiigt.

A SRS DR [T JIPS. D, S (R, Jh . g1k
L

Ein soiches Modell hat Vorteile in der praktischen Anwendung: Reale Reaktoren lassen sich
‘héufig sebr gut mit thm beschreiben'”, und die Parameter haben unabhingig von der Reak-
tionsrichtung eine anschauliche Bedeutung.

' _Eﬁer kommen aufgrund der praktisch besseren Anwendbarkeit fiir alle Reaktionen die hier

. .beschriebenen formalkinetischen Modelle zum Einsatz.

121 Aysfiihrliche Diskussionen finden sich in: Cornish-Bowden (1995): Fundamenials of Enzyme Kinetics,
Portland Press, London. und Biselli et al. (1995): Reaction Engineering for Enzyme-Catalyzed
Biotransformations in: Drauz et al.: Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, VCH, Weinheim, 1, 89.

122 peters et al. (1993): Biocatalysis, 8, 31.

12 Nomenkiatur nach Cleland (1963): Biochim. Biophys. Acta, 67, 104

2 Michaelis et al. (1913): Biochem. Zeitschr., 49, 333.

123 Beispiele in: Liese et al. (1996): Dechema Jahrestagung, Wiesbaden., Seelbach (1994): Diplomarbeit,

' Rheinische-Friedrich-Wilthelms Universitit, Bonn.
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Die angewandten Gleichungen konnten durch Einfilhrung von entsprechenden Inhibierun-
gen auf einen gemeinsamen Nenner gebracht werden. Dies ist mdglich, wenn, wie BF-
SELLI gezelgt hat, fiir jeden Reaktionsteilnehmer die MICHAELIS-MENTEN-Konstanten der
Hinreaktion gieich ihrer Inhibierungskonstante fiir die Riickreaktion angenommen wird.
Dies ist plausibel, da fiir das Enzym zwischen einer Hin- und Riickreakiion kein Unter-
schied besteht und vielmehr nur die Bindung der jeweiligen Substrate an das Enzym be-
trachtet wird.

An der Reaktionsgleichung der Reaktion R; sei exemplarisch der Weg zu den beschriebenen
Gleichungen dargestellt, um ihn dann analog auf alle anderen Gleichungen anwenden zu

koénmen:

Bie Multiplikation zweier MICHAELIS-MENTEN-Terme argibt:
HD] [NADH;]

® ® Gleichung 4-1
KEP +[HD]  KNAPP £ [NADH]

R1:-‘-’-1

Die Kompetitiven Inhibierungén durch die Reaktionsprodukie werden eingeflgt:
{HD] INADH]

Ry = vra—— ® D Gleichung 4-2
I .
KiD e 141 HYH] .l HDL] +[HD] K" 1+[W\‘5] +[NADH]
K Ky Ky
Durch Erweitern mit KI© bzw. K™
R - [HD]/KEP INADH] /7 Ky P Gleichung 4-3
T KD HYH] [HDL]| [HD]  KiAoH NAD] ) [NADH elentng &
. © 1+[ HYH]+[ HDL:| +E HD] xlADH s 1 { NAD [ NADH]
Ky’ Ky K Kv  Kw K K
Bildung eines gemeinsamen Nenners A:
A= 1 o ! Gleichung 4-4
{ [HD] [HYH] [HDL]) INADH] [NAD]
l1+f£ﬂ‘5§+R"ﬂ?“ﬁ"+"gﬁb“L“J 1+"@1ﬁ*+ KD J
Es ergibt sich durch Einsetzan von A:
Ry =V, e As[HD]/KHP e [NADH]/KNAPH Gleichung 4-5

‘Diese Umformung erlaubt es, fiir alle Reaktionen mit diesen Substraten (R; — R4) den glei-
chen Inhibierungsterm zu verwenden und ausschlieBlich die Quotienten aus Konzentration
und Ky-Wert der jeweiligen Substrate einzusetzen. Die multiplikative Verkniipfung mit der
Formiatkonzentration beschreibt die beobachiete Abhédngigkeit der Synthesereakiion von

der Formiatkonzentration. Es ergibt sich somit fiir die Synthesereaktionen:

126 Biselli (1991): Dissertation, Rheinische-Friedrich-Withelms Universitidt, Bonn.
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R; =V, Ao [FOR]s[HDV/KEP o INADH]/ K™ Gleichung 4-6

R, =V, o A2 [FOR]s [HYH]/K[I™™ o INAD]/K}® Gleichung 4-7

Rg = Va o Ao [FOR] e [HYH]/K"™ o INADH)/ K™ Gleichung 4-8

R, =V, e As[FOR]e [HDL]/KLP" = [NAD]/KY™ Gleichung 4-9
1 i

mit: A = 5°
- [HD]  [HYH} [HDL] 1 [NADH] [NAD]
! K;:{ADH + K;YH + KﬁDL J + KﬁADH KANAAD

Analoges ergibt sich fiir die Reaktion der CPCR-Priparation mit Formiat, wobei die aus
diesen Reaktionen separat optimierien Parameter fiir NAD™ und NADH eingesetzt werden,
da nicht gesichert das gleiche Enzym fiir die Reaktion verantwortlich ist Der Einflul von
Formaldehyd auf die Reaktionen, die Formiat als Subsirat haben, wurde nicht in das Modell
eingebrachi. Es konnte hier zum einen zwischen einer Inhibierung der Reaktion und einer
Desaktivierung nicht klar unterschieden werden und zum anderen kein signifikanter EinfluB}

auf die Simulationen festgestellt werden. Hieraus ergibt sich allerdings fiir Rg ein anderer

Nenner:
Rs = Vs B o [FOR]/KEPR o [NAD]/KR PP Gleichung 4-10
R, =V, o B o[FOR]/KER o [NADH] /K" Gleichung 4-11
mit; B = 1 ® 1
[FOR] [NADH] = [NAD]
1+ 1+ +
[ K;OR KEADHF KrnADF
Rg = Vg © Co[FALD]/KEAC « [NAD]/ KT Gleichung 4-12
M
mit; €= ! !

a
AL \
) [ )
KE < )

Fiir die Regenerierungsreaktion der FDH wurde die klassische Form der Kinetik genutzt. Da

die Reaktion nahezu irreversibel ist, ist es nicht sinnvoll einen Ky-Wert {iir NADH anzuset-

ZeIn.

6 [FOR] e INAD] Gleichung 4-13
Kiron +[FOR] [NADH]
’ Kiiton o] 1+ +[NAD]

RBZV
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Durch diesen Ansatz der Reaktionsgeschwindigkeitsgleichungen wird eine Erfassung des
gesamten Reaktionssystems aus acht untersuchten Reaktionen und acht beteiligten Kompo-
nenten mit nur acht Geschwindigkeitskonstanten V (1 pro Reaktion) und 13 MICHAELIS-
MENTEN-Konsfanten Ky (I pro Komponente und Enzym) erreicht. Im Vergieich zu einem
Modell, das zwischen MICHAELIS-MENTEN-Konstanten und Inhibitorkonstanten unterschei-

det, ist dies eine Reduktion der Parameterzahl um 13.

4.3.3.4 Ermiitlung der kinstischen Paramster

Die kinetischen Parameter wurden weitgehend aus der Messung der Anfangsreaktions-
geschwindigkeiten (¥°4.3.3.1) hinreichend genau bestimmt. Exemplarisch seien einige Mes-
sungen sowoh! fiir die Reduktion von Hexandion als auch fiir die Oxidation von Hexandiol
aufgezeigt. Der komplette Datensatz mit den zugehdrigen Graphen befindet sich im Anhang

A.

o NADH on

200 mM Hexandion, pH 7,0, 25 °C, 1 mM DTT
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OH OH

CPCR. /J\/\(
)\/\“/‘ R, N R, =V,oAo[FOR]e[HDL]/K}" o [NAD]/KP P

0 " NADS OH

HYH HDL / ;
¥

1,0
f_l 0,84
E
— 0,61
> 0,44 K, =13,09 mM 0,44 f° K, "= 0,10 mM
0,2- oo
<4
0,0 r y T 0.0 : T T 1
1] 50 100 150 200 '0,0 0,5 1,0 1,5 2.0
[(28,55)-Hexandiol} / mM INAD]/ mM

Abb. 4-13: Kinetik der Oxidationsreaktion Ry: Bedingungen: 0,2 mM NAD™ bzw.
50 mM (28,5S)-Hexandiol, pH 7,0, 25 °C, 1 mM DTT

Analog hierzu konnten die Messungen fiir die Formiatkinetik der CPCR-Préparation durch-
gefiihrt werden. Die ausfithrlichen Daten zu diesen Mefireihen befinden sich ebenfalls in
Anhang A.
Der Ky-Wert fiir das Zwischenprodukt Hydroxyhexanon konnte mit Hilfe der Anfangs-
reaktionsgeschwindigkeiten nicht befriedigend bestimmt werden. Das ist darauf zuriick-
zufithren, daB sich im isolierten Produkt das Gleichgewicht zwischen der offenkettigen und
Ringform des Hydroxyhexanons deutlich anders ausbildet als wihrend der Durchfiihrung
der enzymatischen Reaktion. Daher wurden zur Bestimmung dieses Parameters Integral-
kinetiken gemessen. Durch das Konstanthalten aller anderen Parameter wurde der fehlende
Wert ermittelt. Die betrachteten Ansétze wurden sowohl als Reduktion als auch als Oxida-
 tion unter Zusaiz stochiometrischer Mengen Cofaktor durchgefiihrt. Durch die Abwesenheit
- von Formiat und FDH konnte so das Reakilonsschema auf die Reaktiopen Ry bis Ry
: beschréinkt werden. Aus beiden Ansdtzen konnten nahezu gleiche Ky-Werte fiir das
Zwischenprodukt bestimmt werden. In Abb. 4-14 sind besonders bei der Oxidationsreaktion
zum Ende der Laufzeit Differenzen zwischen den berechneten und gemessenen Kurven
fesizusiellen. Dies liegt vor allem an der Anderung des pH-Wertes withrend der Reaktion
durch die Bildung von CQ,. Hierdurch verringert sich die Aktivitdt des Enzyms. Fiir die
kinetische Modellierung haben diese Abweichungen allerdings nur eine geringe Bedeutung,

da die Hauptinformation im ersten Teil der Kurve enthalten ist.
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Abb. 4-14: Integralkinetik zur Bestimmung des Ky-Wertes von Hydroxyhexanon

Somit sind fiir die Reaktionen der CPCR alle Parameter bestimmt. Sie sind in Tabelle 4-2

zusaininei mit iliven Standardabweichungen zusammengelait

Parameter Weri Standardabweichung

Ky 12,44 M + 40,6 %

Kt T 18,57 mM +12,7 %

K- 13,09 mM + 30,2 %

1 NAD oo B = oo

Y 0,10 mivi = 15,8 %

Ko 0,06 miv + 15,6 %

Ki oF 0,03 mM +31,0 %

Ky one 0,01 mM + 61,2 %

K" 59,65 mM +16,1 %

FALD

Ku 0,98 mM +61,4 %

v, * 20,5 Umg' =78% (= 100 %)
v, * 30,2 Umg’ £185% (= 147 %)
Va# 25 Umg' £190% (=12 %)
V. * 13,1 Umg' =7.9% (=64 %)
Vs ? 1,0 Umg' =233% (=5 %)
v, * 1,2 Umg' =57% (=6 %)
Vet 1,0 Umg' =*66% (=5 %)

Tabelle 4-2:. Parameter der CPCR-katalysierten Reaktionen (0,11 mg mi’ h
1: Bestimmt aus Integralkinetik als Mittelwert der Messung fiir Reduktion
und Oxidation
* 4: Angegeben auch als relative Aktivitdt gegeniiber V) (= 100 %). Die Um-
rechnung auf die effektive Enzymkonzentration in U mL‘iReakmmlumen ergibt
sich dann durch Multlphkatxon mit der Enzymkonzentration in der Stoffbi-
lanz.
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4.3.3.5 Kinetik der Formiatdehydrogenase

Neben den Reaktionen, die durch die CPCR-Priparation katalysiert werden nimmt das
Regenerierenzym FDH einen wichtigen Platz ein. Die Kinetik der Reaktion wurden unter
Reaktionsbedingungen bestimmt. Die MeBwerte wurden an die in ©°4.3.3.3 genannte Glei-
chung fiir Rg durch nichtlineare Regression angepafit. Die aus der Anpassung erhaltenen
Werte sind in Tabelle 4-3 zusammengefaBt. Der vollstéindige Datensatz und alle Graphen

der Messung befinden sich ebenfalls in Anhang A.

Parameter Wert Standardabweichung
KESR, 11,2 mM +8,5%
Kiteon 34,4 uM £8,1%
Kieon 12,0 M =10,6 %
Vs 1,95 Umg' +=15%

Tabelle 4-3: Kinetische Parameter der FDH (24,8 mg mL™)

.3.3.6 Aufstellung der Stofibilanzen fiir die Synthese in Satzreakior und EMBR

Die Simulation von Versuchen im Satzreaktor (STR

[0 S I A3 S ST\ 184

o

betriebener Riihrkessel (CSTR)'*® werden zu zwei Zwecken durchgefithrt:

» Die Giiltigkeit des aufgestellten kinetischen Modells wird anhand von Satzreaktorversu-
chen iiberpriift. Zur Validierung des Modells ist eine méglichst groBe Ubereinstimmung
des experimentellen Umsatz-Zeit-Verlaufes mit dem berechneten Verlauf wichtig.

» Durch die Anwendung von Simulationen lassen sich optimale Reaktionsansétze voraus-
berechnen. Es ist somit miglich, das experimentelie ,.Probieren” auf eine modelige-
stiitzte Grundlage zu verlagern und somit unnétige Experimente einzusparen. Dies be-
freit jedoch nicht davon, die optimierten Reaktionsbedingungen experimentell zu verifi-
zieren.

‘Zur Simulation der Versuche ist es notwendig, fiir den gegebenen Reaktortyp Stoffbilanzen
fiir alle an der Reaktion beteiligten Komponenten zu erstelien. Dies sind Differentialglei-
chungen, die die zeitliche Anderung der Konzentrationen der Komponenten im Reaktions-
“raum beschreiben.

In ihrer allgemeinsten Form kann eine solche Stoffbilanz wie folgt angesetzt werden:

27 $TR fiir engl. stirred tank reactor
128 CSTR fiir engl. continuously operated stirred tank reactor
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Akkumulation

Konvektion + Reaktion +  Diffusion Gleichung 4-14

mit: Akkumutation

Konvektion

Reaktion

Diffusion

Konzentrationsénderung der betrachteten Komponente im Volumen-
element in der Zeiteinheit

Konzenirationsidnderung der Komponente durch Strdmung in den
Reaktor hinein oder aus dem Reaklor heraus
Konzentrationsanderung durch chemische Reaktion im Reakior

Konzentrationsénderung der Komponente durch Diffusion im Reakior

Fiir die beiden hier betrachteten Reaktoren kdnnen in dieser allgemeinen Form folgende

Vereinfachungen eingebracht werden:

»  Satzreaktor:

1. Konvektion =0

2. Diffusion = (:

Der Satzreaktor wird vor Beginn der Reaktion einmalig befiillt.
Wihrend der Reaktion tritt kein Austausch von Masse mit der
Umgebung ein.

Der Satzreaktor wird als ideal durchmischter Reaktor angenom-
men. Daher ist die Konzentration jeder Komponente in jedem
Volumenelement des Reaktors zu gegebener Zeit gleich. Eine
Diffusion, die der Ausgleich von Konzentrationsunterschieden

zwischen den Volumenelementen ist, findet folglich nicht statt.

» Kontinuierlich betricbener Rithrkessel (CSTR)

1. Akkumulation = 0: Befindet sich ein CSTR im stationiiren Zusiand, findei keine

2. Daffusion =0:

zeitliche Anderung der Konzenirationen der Komponenten im

Reaktorraum statt.
Auch der CSTR wird als ideal durchmischter Reaktor ange-

nomimen.

Die Gleichungen vereinfachen sich fiir die beiden betrachteten Reaktoren zu:

T

STR:
Akkumulation = 0 + Reakiion +0 Gleichung 4-15
___d{.X] =0 + 2R +0 Gleichung 4-16
at
[csTR: -
1o = Konvektion + Reakiion + O Gleichung 4-17
X}, - [X
0 = K= SR, o Gleichung 4-18
T
mit; Ri = Konzentrationsénderung der Komponente X durch Reaktion i
[X] = Konzentration der Komponente X im Reaktor [mivi]
X} = Konzentration der Komponente X im Zulauf [mii]

= Verweilzeit der Komponente X im Reakior [min]
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Die im Reaktionsterm aufgefiihrte Summierung der Reaktionen kann im betrachieten Reak-
tionssystem (¥ Abb. 4-7) fiir die an der Reaktion beteiligten Komponenten wie folgt ange-

B 2
schrieben werden’ >’

2,5-Hexandion (HD}):

YR =A(CFCR) (-R; + Ra) Gleichung 4-19
s-Hydroxyhexan-2-on (HYH):

> R = A(CPCR) *(R; - Rz - Ra + R) Gleichung 4-20
2,5-Hexandiol (HDL):

>R = A(CPCR) *(Rs - Ry) Gleichung 4-21
Formiat (FOR):

SR = A(CPCRY) o(- Rs - Ry + Rg) + [FDH] o(- Re) Gleichung 4-22
Formaldehyd (FALD):

> R = A(CPCR) *(R; - Rs) Gleichung 4-23
NADH

S R = A(CPCR) *(-R1 + Rz - Rs + Rs + Rs - Ry + Rg) + A(FDH) © Re Gleichung 4-24
NAD"

S R = A(CPCR) *(R: - Rz + R3 - Ry - Rs + Ry - Rg) + A(FDH) *(- Rg) Gleichung 4-25

mit: A(CFCR)= Aktivitat der CPOR-Praparation U ML meagcorvotumen]

A(FDH) = Aktivitit der FDH [U ML reaicorvolumen)

4.3.4 Synihssereakiionen

Die Synthese von (28,5S)-Hexandiol wurde sowohl im Satzreaktor als auch im kontinuier-

dargestelit, die zum einen der Verifizierung der kinetischen Messungen dienen sollen, zum
-anderen aber auch die Synthese von Hexandiol im g-Mafistab erlaubten. Es sollen Chancen

~und Limiiierungen der Verfahren aufgezeigt werden.

4.3.4.1 Synthesen im Saizreakior

Im Rahmen der kinetischen Messungen wurden eine Vielzahl von Satzreaktorversuchen
durchgefiihrt, die hier nicht einzeln ausgefithrt werden kénnen. Vielmehr sollen exempla-
risch zwei Versuche beschrieben und mit ihrer Simulation dargestellt werden, die das kineti-

“sche Verhalten deutlich beschreiben.

129 37orzeichenkonvention: Die Abnahme der Konzentration wird negativ, die Zunahme der Konzentration
- ~wird positiv angeschrieben.
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Abb. 4-15: Satzreaktorversuch zur enzymatischen Reduktion von Hexandion

Die in Abb. 4-15 gezeigte Umsatz-Zeit-Kurve des Satzreaktorversuchs zeigt das erwartete
Bild einer Folgereaktion, deren erster Schritt sehr viel schneller abliuft als der zweite. Das
Substrat Hexandion nimmt schnell ab und ist bereits nach 3 h zu iiber 90 % umgesetzt. Hin-
gegen akkumuliert das Zwischenprodukt Hydroxyhexanon, so daB dieses einen Anteil von
max. 70% der Reaktionsteilnehmer ausmacht. Der zweite Reaktionsschritt von
Hydroxyhexanon zu Hexandiol ist hingegen geschwindigkeitsbestimmend und somit wer-
den sclbst bei hoheren Enzymkonzentrationen lange Reaktionszeiten notwendig. Am Ende
der Reaktion wird ein Gleichgewicht erreicht, das durch das Modell nur teilweise korrekt
erfalt wird. Ursache hierfiir ist, dal der pH-Wert der Reaktion durch das Entstehen von CO,
verdndert wurde. Bei einer Substratkonzentration von 50 mM entstehen bei vollem Umsatz
160 mM COs3, zu deren Pufferung der verwendete 100 mM Puffer nicht vollsiéindig in der
Lage ist. Es wird folglich ein Anstieg des pH-Wertes auf bis zu 8,6 beobachtet, ein Wert,

bei dem vor allem die CPCR einen Grofiteil ihrer Aktivitit verloren hat, hingegen die Oxi-

‘dationsreaktion verstirkt katalysiert wird.

Um die Aktivitdtsabnahme durch pH-Anderung zu vermeiden, wurde eine pH-Statisierung
der Reaktion eingefiihrt. Der Ansatz wird kontinuierlich mit Salzsiure auf den gewiinschten
Wert riicktitriert und somit durch Konstanz des pH-Wertes das oben beschriebene Problem
vermindert. Der Umsatzgraph eines pH-statisierten Versuches ist in Abb. 4-16 gezeigt. Hier
wird auch der spétere Teil der Umsetzung recht gut vom Modell beschrieben. Die Korrela-
tionen zwischen MeBwerten und Modell liegen bei [HD] und [HYH)] iiber 96 % und bei der
entscheidenden [HDL] sogar bei 98,8 %. Es ist also von einer recht guten Anpassung zu
'sprechen. Auch bet der pH-kontrollierten Reaktionsfithrung wird kein vollstindiger Umsatz
erreicht. Dies ist auf dic infolge der Reduktion zu Formaldehyd abnehmende Formiatkon-
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zentration und die damit einhergehende Enzymdesaktivierung durch Formaldehyd zuriick-
zufiihren. Diese Reaktion tritt besonders dann auf, wenn die Synthesereaktion sehr langsam

wird. Eine Simulation der Gleichgewichtszustinde ist in der Diskussion (¥°4.3.5) zu finden.

100

Konzentration / mM

Abb. 4-16: pH-statisierter Satzreaktorversuch

4.3.4.2 Synthesereakiion im EMR

Satzreaktorreaktion eine bessere Ausnutzung der Enzyme. Durch den kontinuierlichen
Austausch der Substrate kénnen so hohere Zyklenzahlen fiir die wertvollen Biokatalysato-
ren erreicht werden. Bs wurde daher auch in diesern Fall versucht, eine kontinuierliche
Reaktionsfiihrung durchzufiihren. Hierbei werden die kinetischen und bereits im Satzreaktor
beobachteten Limitierungen deutlich: Durch die langsame zweite Stufe der Reaktion akku-
muliert sich im Reaktionsgemisch das Zwischenprodukt. Wiahrend es im Satzreaktor iiber
-die Reaktionszeit, wenn auch langsam, weiter umgesetzt wird, wird es im EMR kontinuier-
~lich ausgespiilt. Daher kénnen unter vertretbarem Enzymeinsatz keine sehr hohen Ausbeu-
~ten an HDL erreicht werden. Es gelingt jedech tiber lingere Zeit, den Umsatz der Reaktion
. ‘bei einer Verweilzeit von 1h auf ca. 80 % zu halten. Dieser Umsatz kann auch nach dem
: 'Anfahren verschiedener Betriebspunkte, wie dies in Abb. 4-17 dargestellt ist, wieder
erreicht werden. Abb. 4-17 unten zeigt die entsprechende Auftragung von Umsatz und Aus-
beute gegen das Produkt aus Enzymkonzentration und Verweilzeit. Die Ausbeute liegt in
‘diesem Fall nur bei knapp 50 %. Dies fiihrt dazu, daf} in diesem Fall die Hilfte an Substrat
+ ungenutzt bliebe. Dieser Anteil kann zwar durch eine Erhohung der Formiatkonzentration,
die hier nur stochiometrisch angesetzt wurde, noch verkleinert werden. Um eine hohe Aus-

‘beute zu erreichen, muB die Enzymkonzentration jedoch bis zu nicht realistischen Zahien
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erhoht werden. Dies ist in der Verfahrensdiskussion (¥ 4.3.5) modelliert und wird dort mit

dem Satzreaktor verglichen.
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Abb. 4-17: Reduktion von Hexandion im EMR

-Die Synthese von (25,55)-Hexandiol im Zweienzymsystem von CPCR und FDH konnte mit
den beschriebenen Methoden im 10 g Malistab durchgefiihrt werden. Da nur ein Stereoiso-
.mer des Diols gaschromatographisch nachgewiesen werden konnte, kGnnen sowohl Enan-

* . -tiomereniiberschuB als auch Diastereomereniiberschufl mit > 99,8 % angegeben werden.

4.3.5 Diskussion der enzymatischen Realtion

-In diesem Abschnitt wird das kinetische Verhalten und die verfahrenstechnischen Alternati-
:lven zur Synthese von enantiomerenreinem Hexandiol durch die enzymatische Reduktion
.- diskutiert. Besonderer Wert wird auf folgende Punkie gelegt: .
> W_elche Schliisse 146t die Kinetik der Synthesereaktion auf die Reaktionsfiihrung zu?
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» Welchen EinfluB haben die Eigenschaften des Reaktionssystems auf die Reaktions-
fihrung?

» Welchen EinfluB hat die Formiat-Konzentration auf Reaktionsgeschwindigkeit und
Selekiivitit?

» Welcher Reaktor ist fiir diese Umsetzung geeignet?

> Ist eine MaBstabsvergroerung mit diesem Reaktionssystem denkbar?

» Welche Verfahrensalternativen sind moglich?

» Gibt es eine Méglichkeit auch das (2R,5R)-Produkt enzymatisch herzustellen?

Die kinetische Beschreibung des Reaktionssystems zeigt deutlich das Problem der Folge-

reaktion auf, die durchlaufen werden muB, um das gewiinschte Zielprodukt zu erhalten. Hier

ist es wichtig, darauf hinzuweisen, daB die kinetischen Messungen eindeutig zeigen konn-

ten, daB die geringe maximale Reaktionsgeschwindigkeit des zweiten Schriites die aus-

schlaggebende Bedeutung auf die Reaktion hat und nicht die Inhibierung des ersten Schrit-

tes durch das Zwischenprodukt. Ausgedriickt in kinetischen Konstanten heilit dies: kleines

Vmax des Zwischenproduktes und nicht kleiner Ky des Diols. Diese Limitierung fithrt dazu,

daB die Reaktion nicht durch ein Zudosieren von Substraten oder kontinuierliches Entfernen

von Produkien beschieunigt werden kann. Die Akkumulatio
Reaktionslosung fiihrt gleichzeitig zum Avfireten des Gleichgewichtes zwischen offen-
kettiger Form und zyklischem Halbacetal des Hydroxyhexanons, das nicht néher untersucht
wurde. Jedoch beeinfluBt es mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit die zweite
Stufe der Reduktion.

Die Komplexitit des Reaktionssystems, namentlich Nebenreaktion mit Formiat sowohl in
oxidativer wie auch in reduktiver Reaktionsrichtung, macht eine Modellierung des Reakii-
onssystems aufwendig. Jedoch konnte deutlich gezeigt werden, da eine Simulation der
‘Experimente gelingt. Somit steht ein Werkzeug zur Verfiigung, die Experimente zu erwei-
tern und theoretisch zu fundieren.

So gelingt zum Beispiel die Modellierung des Gleichgewichtsumsatzes, der bei Reaktionen
' im Satzreaktor auftritt. Die Iage dieses Gleichgewichtes wurde ausgedriickt als Umsatz und
Ausbeute der Reaktion sowie als Ausnutzungsgrad des Formiats fiir die Synthesereaktion.
Dic Ergebnisse sind in Abb. 4-18 gezeigt. Hier sind fiir zwei verschiedene Formiatkonzen-
- trationen sowohl Umsatz'* als auch Ausbeute der Reaktion im Gleichgewicht berechnet. Es

ist klar ersichtlich, daB selbst bei geringen Substratkonzentrationen zwar der Umsaiz nahezu

130 713 Definition von Umsatz und Ausbeute = Glossar
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quantitativ. wird, jedoch die Aunsbeute, trotz der effektiven Cofaktorregenerierung, nie
100 % erreicht. Dies liegt an der konkurrierenden Reduktion von Formiat zu Formaldehyd,
dessen Riickreaktion, ebenso wie die Oxidation von Hexandiol durch die Lage des Cofak-
tor-Gieichgewichies auf Seiten des NADH unterdriickt wird. Diese Konkurrenzreaktion
wird besonders dann bedeutsam, wenn, bedingt durch die langsame Reduktionsgeschwin-
digkeit des Hydroxyhexanons, die Synthesercaktion langsam wird. Sie fiihrt zu einem

unproduktiven Abreagieren des Formiats.
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Abb. 4-18: Simulation des Endumsatzes bei Satzreaktorversuchen

Deuilich ersichtlich ist die Lage des Ausbeutegleichgewichtes auf recht konstantem Niveau
bis zu einem drastischen Einknicken. Bei hoher Formiatkonzentration triit dieser Effekt erst
bei hoheren Hexandionkonzentraiionen auf und ist weniger abrupt. Dies ist nicht durch
einen stéchiometrischen Unterschufl an Formiat zu erklaren, sondern auf die Konkurrenz-

reaktion der Formiatreduktion zuriickzufiihren, die fiir eine nicht mehr ausreichende For-

‘miatkonzentration sorgt. Abhilfe schaffen konnte eine kontinuierliche Formiatdosierung

~-Die Ausnutzung des Formiats (also der Anteil an Formiat, der fiir die Synthesercaktion ver-

braucht wird) hat im LabormaBstab weniger Bedeutung als bei Uberlegungen zur MaBstabs-

-vergroferung. Da es natiirlich Skonomisch weder sinnvoll ist die, wenn auch preisgiinstige,

'Wasserstoffquelle in hohem UberschuR einsetzen zu miissen, noch eine Reakiion bei
unvollstindigem Umsatz abzubrechen und somit Aufarbeitungskosten in Kauf zu nehmen,
ist ein KompromiB zu finden.

Die Frage der Reaktorwahi kann anhand einiger Kennzahlen fiir Satzreaktor und EMR

getroffen werden. In Abb. 4-19 sind einige Parameter fiir beide Reaktorsysteme gegeniiber-

- gestellt, wobei je zwei Betriebspunkte beriicksichtigt wurden.

IR
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Abb. 4-19: Parametervergleich zwischen Satzreaktor und EMR

Die wichtigen Ergebnisse dieses Vergleiches sind hervorgehoben:
>» Sowohl im Satzreaktor als auch im EMR sind sehr hohe Enzymkonzenirationen not-
wendig, um die Verweil- bzw. Reaktionszeit im Rahmen zu halten. Besonders deutlich

T Jh S I i | S SRR ) Y o xxrn Beacindtn laad Ao ~ - T e 1
wird dies im Fall des EMRs, wo bereits bel einer hohen Verweilzeit vo
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Enzymkonzentration von 120 U mL™ zum Erreichen eines Umsatzes von 90 % notwen-
dig ist.

¥ Die Raum-Zeit-Ausbeuten (RZA) dieser Reaktion sind im Falle des Satzreaktors miBig.

» Bei 90 % Umsatz ist bei gleicher Verweilzeit die im EMR benotigte Menge Enzym

dreimal hoher als im Satzreaktor. Bei 95 % Umsatz verschlechtert sich dieses Verhiltnis
bereits auf 1:6.

» Der Enzymverbrauch (EV) im Falle des Satzreaktors ist dann zu hoch, wenn keine
- Wiederverwendung des Enzyms vorgesehen ist. Es miifite, um das Syntheseverfahren
wirtschaftlich werden zu lassen, unbedingt eine Synthese im Repetitive Batch (¥3.5)

durchgefithrt werden. '

Diese Limitierungen lassen es zur Zeit nicht zu, das enzymatische Verfahren wirtschaftlich

auf eine Produktion von enantiomerenreinem Hexandiol im kg-Mafstab oder dariiber hinaus

anzuwenden. Vielmehr muB nach Verfahrensalternativen gesucht werden. Die literatur-

bekannten Alternativverfahren sind in Abb. 4-20 zusammengefait.
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a) Asymmetrische Hydrierung und Kolbe Kuppiung
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Abb. 4-20:  Alternativverfahren zur Darstellung von enantiomerenreinem Hexandiol

Am Beispiel von Hexandiol zeigt sich, daB bis heute trotz der Vielfalt an Methoden keine
zufriedenstellende chemische Reduktionsmoéglichkeit fiir Hexandion gefunden werden
konnte. Wihrend Direktreduktionen™’ an geringer optischer Reinheit des Produktes leiden,
ziert zunichst einen B-Ketoester mit Novyoris BINAP-Reagens. Nach anschlieBender Ver-
seifung wird eine KOLBE-Kupplung durchfiihrt. Dieses elektrochemische Verfahren ist im
Labor gut anwendbar, leidet aber unter dem Problem des Elektrodenfoulings bei der Maf-
stabsvergr'c‘aﬁerungl33

13 penotigt fiinf Stufen ausgehend von Mannitol.

Eine weitere Synthese
Die verfiigbaren biokatalytischen Verfahren bieten hier eine wertvolle Alternative. Bereits
heute wird 2,5-Hexandiol im kg-MaBstab durch lipasekatalysierte Racematspaltung (b) dar-

gestellt'™, Dieses Verfahren weist allerdings nur eine Ausbeute von 17 % auf (theoretisches

Maximum: 25%!), ist alsc mit der Erzeugung von grofien Mengen unerwiinschien Neben-

produktes behaftet.

1. Ran et al. (1997): Tetrahedron: Asymm., 8, 4041.
Schils et al. (1998): The Impact of Organic Synthesis on Drug Discovery, Springer, Heidelberg, 91,
Bach et al. (1998): Tetrahedron, 54, 14947,

2 Burk et al. (1991): Tetrahedron: Asymm., 2, 569.

"33 1. Berens, CHIROSCIENCE L.TD., persinliche Mitteilung, 1997

3% Saravanan et al. (1997): J. Org. Chem., 62, 2669.

% Nagai et al. (1994): Synlett, 289.
Holt et al. (1997); Biotrans '97, La Grande Motte, Frankreich, C 20.
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Die Reduktion von Hexandion durch Bickerhefe (c) stellt eine der enzymatischen Reduk-
tion analoge Reaktion unter Anwendung ganzer Zellen als Katalysator dar. Die bereits lite-
raturerzielte Ausbeute von 59 % und die hohe optische Reinheit des Produktes sowie die
Methode, um sie dann mit der enzymatischen Reduktion vergleichen zu kénnen. Die Ergeb-
nisse dieses Vergleiches werden in 4.4 dargestellt. Hier wird dann auch die Aufarbeitung
des Reaktionsgemisches genauer behandelt.

All diese Verfahren waren ausgerichtet auf die Synthese von Hexandiol in der
(25,58)-Konfiguration. Wihrend das meso-Produkt fiir den katalytisch arbeitenden Chemi-
ker weitgehend uninteressant ist, scheint sich in jiingster Zeit auch ein Markt fiir das
(2R,5R)-Enantiomer zu entwickeln. Die Veriinderung eines Enzyms mit Hinblick auf die
Umikehr der Stereospezifitit ist, im Gegensatz zu chemischen Katalysatoren, schwer. Jedoch
stehen im reichhaltigen Fundus der Natur ausreichend Katalysatoren zur Verfiigung, die
dieses Problem beseitigen helfen. Eine Alkoholdehydrogenase, die aus Lactobacillus brevis

136

isoliert wurde'”” und rekombinant zur Verfiigung steht, erlaubt die Umsetzung von Hexan-

dion. Das Produkt (2R,5R)-Hexandiol wird in hoher optischer Reinheit (ee und de > 99 %)

36 Hummel (1997): Adv. Biochem. Eng., 58, 145.
Y37 Dr. W. Hummel, unverdffentlichte Ergebnisse.
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4.4  Verfahren zur biokatalyiischen asymmetrischen
Verfahrensvergleich der Hexandiclsynthese

Im vorangegangenen Kapitel wurde die enzymatische Reduktion von 2,5-Hexandion als
Methode zur Darstellung enantiomerenreinen (28,55)-Hexandiols vorgestellt, aber auch auf
die Schwierigkeiten, die sich bei einer Mafistabsvergréferung des Verfahrens ergeben, hin-
gewiesen.

In diesem Abschnitt soll nun die Reduktion mit ganzen Zellen der Béickerhefe Saccharomy-
ces cerevisiae™® vorgestellt werden. Dieses Verfahren wurde zur Produktion von Hexandiol
im kg-MaBstab erfolgreich eingesetzt und soll mit dem oben beschriebenen Verfahren ver-

glichen werden.

4,41 Ganzzelibictransformalion mit Backerhefe

Bickerhefe ist ein gebriuchlicher Biokatalysator der organischen Syni;hese139. Sie wird nicht
nur zum Backen verwendet, sondern auch zur Vergirung von alkoholischen Getréinken wie
Bier und Wein, zur industriellen Produktion von Ethanol, in Ol- und Fetiproduktion und -

- . . . 4
abbau sowie im Bereich der AbWasserrenugung1 9,

Die Fidhigkeit, auch unnatiirlic
zieren, wurde bereits frilh erkannt, so daB schon 1949 ein erster Ubersichtsartikel er-
schien'*'. Die Substratbreite und Anwendungsbereiche sind in einer Anzah! von Ubersichts-
artikeln'*? sowic Biichern'® beschrieben, auf die fiir Substrattabellen und weitere Literatur
verwiesen sei.

Dic Anwendung einer Ganzzellbiotransformation, die durch Béckerhefe katalysiert wird,

bietet eine ganze Reihe von Vorteilen:

138 Wird in diesem Kapitel von ,Bickerhefe” oder ,Hefe* gesprochen, so ist steis Saccharomyces cerevisiae
gemeint.

3 Hoffmann (1996): Chem. unserer Zeit, 30, 201.

10 verachtert et al. (1990): Yeast Biotechnology and Biocatalysis, Marcel Dekker Inc., New York.
Kometami et al. (1996): J. Mol. Cat. B Enzymatic, 1, 45.

"I Neuberg (1949): Adv. Carbohydr. Chem.,, 4, 75.

2 Sih et al. (1984): Angew. Chem., 96, 570.
Servi (1990): Synthesis, 1.

3 Poppe et al. (1992): Selective Biocatalysis, VCH, Weinheim.

“Bertschy et al. (1995): Reduction of Aldehvdes and Ketones in: Drauz et al.: Enzyme Catalysis in Organic
Synthesis, VCH, Weinheim, 2, 595.
Faber (1995): Biotransformations in Organic Chermnistry, Springer Verlag, Berlin.
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» Bickerhefe ist auflerordentlich bﬂhg}44L und kann in nahezu unbegrenzten Mengen'*
bezogen werden. Sie ist entweder als hier verwendete Frischbackhefe mit ca. 70 %

Feuchtigkeit oder als Lyophilisat erhéltlich.

o 1. -

» Die Zellen sind unkompliziert zu behandeln. Es wird
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anlage bendtigt noch brauchen teure Zusatzstoffe zugegeben zu werden. Als Kohlen-
stoffquelle kann Glucose oder Saccarose eingesetzt werden. Bickerhefe ist weder giftig
noch pathogen.

» Die Vielzahl der in der Hefe enthaltenen Enzyme erlaubt die Umsetzung einer breiten
Substratpalette.

» Eine separate Cofakiorregenerierung bei Nutzung der in der Zelle enthaltenen NAD(P)H
abhiingigen Dehydrogenasen ist nicht notwendig, da der Cofaktor durch den Metabolis-
mus der Zelle regeneriert wird.

Andererseits birgt die Verwendung von ganzen Zellen als Katalysator jedoch auch eine

Reihe von Problemen und Risiken:

» Die oben als Vorteil genannte Vielfiltigkeit der Enzymakitivitdten kann dann zum Pro-
blem werden, wenn mehrere Enzyme das gewiinschte Substrat mit unterschiedlicher Ste-
reoselektivitdt umset:
obachtet.

» Da Hefe nur in wiBiriger Umgebung leben kann, ist die Umsetzung von sehr schlecht
wasserldslichen oder in Wasser zersetzlichen Substraten oder Produkien schlecht mog-
lich.

» Die Reproduzierbarkeit von Hefereduktionen kann ungeniigend sein, insbesondere dann,

” ‘wenn Zellen aus verschiedenen Chargen oder gar verschiedener Hersteller benutzt wer-
| den, da die Enzymaktivitéten schr stark vom Herstellungsprozefl abhiingig sind.

> Das Verhilinis von Zellmasse zu Substratinenge ist im allgemeinen ungiinstig. Hier

_ | w“uxden pro kg Produkt etwa 8§ kg feuchte Zellmasse cingesetzt.

e > ..Substrat und/oder Produkt kénnen Zellgifte darstellen und die Reduktion verhindern

" oder stark verlangsamen. o

Wihrend die Reduktion von cinfachen aliphatischen oder aromatischen Ketonen, von .'

.”Ketoestem und selbst 1,2- und 1,3-Diketonen weithin bekannt ist, finden sich nur wenige

Hinweise auf die Umsetzung von 1.4-Diketonen.

14 Sie wurde beim BickereigroBhandel zu DM 1,80 pro kg bezogen.
145 Die Jahresproduktion betrégt z. Zt. ca. 500 000 t/a
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Die Reduktion von 2,5-Hexandion wurde erstmals 1983 von LiESER*® beschrieben. Es
wurde die Synthese von 3 g Diol in einer Ausbeute von 57 % mit einem ee von 95 %
beschricben. Andere Autoren berichteten von Ausbeuten zwischen 50 und 75 % sowie
ee-Werten bis >99 % im MaBstab bis 30 g'*’. Die Ronigenstruktur des Produktes wurde
kiirzlich verdffentlicht'*,

Ziel der hier beschriebenen Untersuchungen war es nun, eine MaBstabsvergroferung der
literaturbeschriebenen Reaktion durchzufilhren und vor allem die recht anfwendige Aufar-
beitung des Produktes aus der Reaktionsldsung zu vereinfachen, um einen Prozef zur Ver-

fiigung zu stellen, der die Produktion enantiomerenreinen (285,58)-Hexandiols im kg-Maf-

stab wirtschafilich erlaubt.

442 Scale-up der Hefereduktion

Wie bereits HAUFE'® berichtete, ist die Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit und
Selektivitdt der Reaktion durch Erhohung der Substratkonzentration méglich. Nach Repro-
duktion der literaiurbeschriebenen Vorschrift wurden mehrere Parameter erfolgreich verdn-
dert.

» Der bis jetzt verwendete Rohrzucker wird durch Glucose ersetzt. Somit wird der Zelle
die Zuckerspaltung abgenommen und ein einfacherer Zugang zur Nihrstoffquelle
gewihrleistet.

» Die einmalige Zugabe von Substrat zu Beginn der Umsetzung mit hichstens einmaliger
Nachdosierung wurde durch eine kontinuierliche Zudosierung des Substrates ersetzt.
Hierdurch wird nicht nur die Substratkonzentration, sondern auch die Konzentration des
Zwischenproduktes Hydroxyhexanon, das hier wie bei der enzymatischen Reduktion
aufiritt, gering gehalten. Selbst bei einem vorzeitigen Abbruch der Umsetzung wird
somit ein nicht zu grofler Substratverlust gewihrleistet.

> Die Kohlenstoffquelle Glucose wird ebenfalls kontinuierlich zndosiert. Die Menge der
Dosierung wird so eingestellt, dafl die C-CQuelle der limitierende Stoff der Fermentation

-ist. Somit wird zum einen erreicht, dall das Zellwachstum recht gering bleibt und vor
allem am Ende der Fermentation selbst bei vorzeitigem Abbruch nahezu keine vorhan--

-den ist, was die Aufarbeitung erleichtert. Nach Zugabe der gewiinschten Menge Substrat

M8 [ jeser (1983): Synth. Commun., 13, 765.

7 McKinstry et al. (1995): Tetrahedron, 51, 7655.
Short et al. (1989): J. Org. Chem., 54, 1755.
Otten et al. {1998): Tetrahedron: Asymm., 9, 189.

8 Otten et al. (1998): Tetrahedron: Asymm., 9, 189.




4 s Keionredukiion 67

wird die Glucosedosierung solange aufrechterhalten bis die Umsetzung zum Erliegen
kommt. Die Zellernte wird durchgefiihrt sobald der Test auf Glucose negativ verlduft.
Die Reaktion wurde ausgehend vom lteraturbeschriebenen MaBstab von 1 L bis auf ein

Arbeitsvolumen von 230 L vergrdfBert. Ein Verfahrens{lieBbild der Produktionsanlage ist in
Abb. 4-21 dargestellt. Sie besteht aus einem 300 L Edelstahl-Riihrkessel, in den mittels
Kolbenpumpen aus einer 60 L-Vorlage konzentrierte Glucoselgsung und Substrat in Sub-
stanz zudosiert werden konnte. Der Reaktor wurde nicht temperiert, jedoch sorgte die Wir-

meentwicklung der Reaktion fiir eine selbstdndige Erwiarmung der Reakiion bis auf 32 °C.

)
&

2,5-Hexandion Glucose

AaS

Abb. 4-21:  VerfahrensflieBbild der Hefereduktion

Durch die oben ausgefithrten Verdnderungen konnte ein Endumsatz von 87 % erreicht wer-
den (Abb. 4-22). Das Absinken der Ausbeute bzgl. Diol ab 50 h ist auf die erneute Substrat-

dosierung zuriickzuftihren. Die isolierte Ansbeute lag bei bis zu 70 %.
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- Abb. 4—22:-_“- Umsatzgraph einer Hefereduktion mit 150 L Anfangsvolumen
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Das in der Literatur beschriebene Aufarbeitungsprotokoll schloff eine Extraktion des Pro-
duktes aus der wiBrigen Losung und meist eine anschlieBende chromatographische Tren-
nung des Produktgemisches ein. Dieses Verfahren ist nicht auf gréfere Ansitze anwendbar
und sollie hier vereinfachi werden. Bs gelang, ein einfaches Protokoll {Abb. 4-23} zu

erstellen.

Farmenieriosung

Zeilseparation
& B Helezellen

Zellfreies Medium

- Emengeny Wasser, Ethanol
"braunes O}
!’\ Des’tsiheren? Destiliat: Wasserreste, Substrat
Rohprodukt Sumpf: Nebenprodukie
im Destillat
4& Umkristallisieren,. Verunreinigungen
Reines Produki
sinheil ag

Abb. 4-23:  Aufarbeitungsschema fiir Hexandiol

Da das Verfashren keine Extraktion nutzt, sondern direkt aus der wiBrigen Losung destilliert,
ist dieses Verfahren auch im kg-MaBstab einsetzbar und wurde auch erfolgreich angewandt.
Eine Erhohung der Produktreinheit wird durch Umbkristallisieren erreicht. Hexandiol kri-
stallisiert in feinen weiBlen sechseckigen Nadeln (Abb. 4-24a) und wird nach Umfillen i

L2 el S S T il

Hexan reinweifl und feinkristallin gewonnen(Abb. 4-24b).

" Abb. 4-24: a)Nadelformige Kristalle von Hexandiol, b)Feinkristallines Hexandiol
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Die Produkt- und Enantiomerenanalytik bestétigten die hohe Qualitét des Produkites. Eine
Rontgenstrukturanalyse ergab folgende Gitterparameter in einer monoklinen Raumgruppe:
a= 59925 A, b= 7,3821 A, c= 8,8905 A, B= 107,32°, V= 375,46 A>. Sie stchen in

Emklang mit den Literaturdaten’®™. Auf diese Weise wurde 1,7 kg enantiomerenreines
Hexandiol erhalten, wobei sowohl die chemische Reinheit als auch Enantiomeren- und Dia-

stereomereniiberschul} jeweils tiber 99 % lagen.

Abb. 4-25: 1 kg enantiomerenreines Hexandiol

. s rra ol A Ny H
V&Il LI MLISEAEL

Hi

4.4.3 Diskussion der Ver
- Die beiden beschriebenen Verfahren zor biokatalytischen Reduktion von Hexandion sollen
in diesem Abschniti verglichen werden. Besonderer Wert wird auf die praktische Anwend-
._ ‘barkeit des jeweiligen Prozesses und auf die entstehenden Kosten gesetzt. Es kinnen aller-
dings nur die Materialkosten exakt angegeben werden, wihrend bei den Verfahrenskosten
 hochstens eine grobe Schitzung erfolgen kann.

Beide Verfahren nutzen das gleiche Substrat und produzieren das gleiche Produki. Nach
gleichartiger Avfarbeitung ist auch die erreichbare Produkiqualitiit dhnlich. Fine Unter-
scheidung kann somit nur aufgrund des reinen Syntheseschrittes erfolgen, wobel beide Ver-

fahren im batch bzw. fed batch beirachtet werden.

% Otten et al. (1998): Tetrahedron: Asymm., 9, 189.
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Einige Parameter der Verfahren sind in Tabelle 4-4 zusammengefalit. Hingewiesen sei hier
besonders auf die groflere Spezifitit des enzymatischen Verfahrens, verbunden mit einem
schr viel geringeren Katalysatorbedarf. Durch die Reinigung des Enzyms wird der liberwie-
gende Teil der Zellbestandteile verworfen und nur ein geringer Teil, der das aktive Protein
enthilt, bleibt zuriick. Damit wird gleichzeitig der natiirliche Stoffwechsel der Zelle verwor-
fen. Es muf also eine separate Cofaktorregenerierung genutzt werden, jedoch treten im Pro-

dukt auch keine stSrenden Stoffwechselprodukte auf.

Parameter Isolierte Enzyme Ganze Hefezelien
[Produki]engs 270 mM 130 mM
maximale Ausbeute 95 % 85 %
Raum-Zeit-Ausbeute 32glLtd’ 15gL7d’
Miat / Mprodukt 0,007 g/g 11,8 ¢/g
[Cofaktor] 0,25 mi NADH kein Cofaktor zugegeben
Wasserstoffquelle Formiat Glucose
Mez-quelle / Mprodukt 2,1 g/g 18,2 g/g
Prozelzeit 0,2 bis 1 Tag 4-7 Tage
Katalysatorbeschaffung kompliziert und teuer einfach und preiswert
Nebenprodukie - div. aus Stoffwechsel
Reproduzierbarkeit hoch gering

Tabelle 4-4: Parameter der Reduktionsverfahren (besie Ergebnisse)

Auf der Kostenseite hingegen ist diec Hefereduktion klar tiberlegen. Wie eine Material-
kostenschitzung (Tabelle 4-5) zeigt, mufl weder ein teures Enzym gekanft oder selbst fer-
mentiert und aufgereinigt werden noch sind andere teure Hilfsstoffe notwendig. Vielmehr

-wird ein sehr preisgiinstiger Katalysator und Glucose als Cosubstrat eingesetzt.




4 = Ketonreduktion

71

Material Preis pro Ein- Isolierte Enzyme Ganze Hefezellen
heit % Einheiten Preis Y Einheiten Preis
2,5-Hexandion 190 DM/ kg 1,1 202 DM 1,4 266 DM
NAD® 4,1 DM /g 12,2 50 DM 0 0
Natriumformiat 5 DM/ kg 1,4 7 DM 0 0
Puffer 0,07DM/ L 85 6 DM 0 0
Glucose i DM/ kg o 0 18 18 DM
CPCR 0,1-1 DM/ U™ 1000 100-1000 DM 0 0
FDH 0,08 DM/U  1000* 80 DM 0 0
Hefe 1,8 DM / kg 0 G 12 22 DM
Summe 452-1352 DM 305 DM

Tabelle 4-5: Materialkosien beider Verfahren berechnet auf 1 kg Produkt
+: 1 DM bei konventioneller Produktion, 0,1 DM fiir rekombinantes Enzym
t: Enzymverbrauch, der im EMR erreichbar wiire

Die in Tabelle 4-5 angegebenen Preise beruhen auf dem Beschaffungspreis der Substanzen
in einer GroBenordnung, die fiir die Produktion von Hexandiol im kg-MaBstab notwendig
ist. Bs sind also keine Weltmarktpreise fiir GroBabnehmer! Die bendtigte Substratmenge ist
auf cine isolierte Ausbeute von 90 % fiir das enzymatische Verfahren bzw. 70 % fiir die
Hefereduktion berechnet. Die Preisberechnung des enzymatischen Verfahrens steht und filit
mit dem sehr unsicheren Preis der CPCR. Zur Zeit ist von Herstellungskosten von ca. 1 DM
pro U auszugehen, die jedoch nach der erfolgreichen Klonierung und Uberexpression des
Gens auf einen Preis gesenkt werden diirfte, der dem der FDH nahekommt. Zu diesem Zeit-

im kg-MaBstab ausreichende Enzymmenge zur

Einen Marktpreis fiir enantiomerenreines Hexandiol von ca. 10 DM / g zugrundegelegt,
-diirften beide Verfahren mit einem optimierten Materialkostenanteil von unter 5 % des Pro-
: duktpreises, durchaus konkurrenzfahig sein. Dies trifft auch zu, wenn man die ProzeB- und
vor allem die Aufarbeitungskosten (hier ist vor allem die destillative Entfernung grofer

Wassermengen zu nennen) einrechnet.

Die Optimierung der Verfahren ist bei weitem nicht abgeschiossen. Das enzymatische Ver-
fahren bietet Ansitze in der Cofaktorregenerierung. Hier ist der Ersatz des Systems
FDH/Formiat durch eine substratgekoppelte Regenerierung mit einem niederen Alkohol wie

2-Propanol. Das entstchende Aceton konnte dann destillativ oder membrangestiitzt entfernt
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werden. Hierdurch wiirde der Einsatz eines zweiten Enzyms iiberfliissig und die Nebenakti-
vititen der CPCR-Pridparation belanglos. Es wire allerdings auf eine Desaktivierung durch
groBBe Mengen an Regeneriersubstrat und die Gleichgewichtslage der Reaktion zu achten.
Die Heferedukiion kann im Hinblick auf Subsirai-, Katalysator- und Glucosekonzeniration
weiter optimiert werden. Insbesondere die Feedstrategie diirfte interessante Ansatzpunkte
bilden. Ferner ist eine Ubertragung in ein kontinuierliches Verfahren denkbar. Hier ist zum
Beispiel an eine kontinuierliche Fermentation unter Zellriickhaltung oder an einen SHulen-
reaktor mit immobilisierter Hefe zu denken. MORAN und Mitarbeiter beschrieben z.B. kiirz-
lich einen kontinuierlichen ProzeB zur Ketonreduktion mit auf Chrytosilfasern immobili-
sierter Hefe, der {iber 30 Tage stabile Umsitze lieferte.”™" Stets ist jedoch der hiermit ver-
bundene Mehraufwand gegen den geringen Preis des Katalysators abzuwigen. Aber auch
eine Steigerung der Reproduzierbarkeit ist im Auge zu behalten.

Auch die Aufarbeitung ist nicht frei von Optimierungspotential. Hier ist sicher zuerst die
Abtrennung des Wassers vom Produkt zu nennen. Wenn ein geeignetes Adsorbtionsmaterial
gefunden werden konnte, das selekiiv das Produkt, nicht jedoch das Wasser oder den entste-

henden Alkohol bindet, kénnte die destillative Entfernung des Wassers, die mit hohen Ener-

4.4.4 Zwischenbilanz

In den Kapiteln 4.3 und 4.4 wurden zwei Verfahren vorgestellt und verglichen, die die bio-
katalytische Synthese von enantiomerenreinem (25,55)-Hexandiol erlauben.
> Das enzymatische System wurde intensiv kinetisch charakterisiert und beschrieben. Eine

Modellierung der Umsetzungen ist moglich.

¥ Die Reaktion geschieht in zwej Schritten iiber 3-Hydroxvhexan-2-on als Zwischen-

produkt.
. » Der zweite Schritt ist geschwindigkeitsbestimmend mit nur 15 % der Geschwindig-

keit des ersten.

> Dadurch erfolgt die Akkumulation des Zwischenproduktes, das nur langsam abrea-

giert.

» Enzymatisch wurden Synthesen im Satzreaktor mit und ohne pH-Statisierung durchge-

~ fiihrt sowie ein kontinnierlich betriebener Enzymmembranreaktor betrieben. Es wurden

30 g Hexandiol enzymatisch dargestellt.

- 1% Wendhausen Jr. et al. (1998): J. Mol, Cat. B Enzymatic, 5, 69.
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Die Reduktion mit Bickerhefe wurde in einem fed baich-ProzeB durchgefiihrt und bis zu
einem Mafstab von 230 1 vergrofert.

Das Aufarbeitungsprotokoll konnte gegeniiber der Literatur durch Wegfall einer Extrak-
tion wesentlich vereinfacht werden.

Durch Hefereduktion wurden 1,7 kg (25,5S)-Hexandiol synthetisiert.

Das Produkt beider Verfahren weist hohe chemische Reinheit sowie einen Enantiome-

ren- und Diastercomereniiberschufl von jeweils > 99 % auf.
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a5 Redukiion schwerldslicher Subsirate

Die in #°4.2 beschriebene Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis besitzt ein weites
Substratspektrum, dem nicht nur, wie in 4.3 beschricben, gut wasserldsliche Substrate
angehtren, sondern auch cine Reihe schlecht l6slicher Carbonylverbindungen. Da die
enzymatische Synthese mit Oxidoreduktasen in organischen Medien"', ganz im Gegensatz
zu Lipasen, noch nicht allgemein anwendbar ist, ist man auf ein wilriges Reaktionsmedium
angewiesen, in dem die maximal erreichbare Konzentration nur gering ist.

Diese Limitierung fiihrt zu einer Reihe von Problemen:

» Es fallen grofie Fliissigkeitsvolumina an, die nur recht geringe Produktmengen enthal-
ten. Dadurch wird eine recht aufwendige und kostspielige Aufarbeitung notwendig.

» Die Konzeniration des Cofaktors darf mit Riicksicht auf die Sittigung im Enzym nicht
beliebig verkleinert werden, dadurch bleiben die maximale Zyklenzahl (tn) des Cofak-
tors'>* klein und somit die Cofaktorkosten hoch. Dics ist schematisch in Abb. 4-26 dar-
gestellt, wo bei gleichbleibendem Umsatz von 90 % und Cofakiorkonzentration von
0,1 mM bei einer Substratkonzentration von 10 mM nur eine ttn von 80 erreicht wird,
withrend bei verzehnfachter Substratkonzentration bereits 900 erreicht wird, was eine
Senkung der Cofaktorkosten um Faktor 10 bedeutet.

» Zur Produktion einer gegebenen Produktmenge sind bei gleicher Reaktionszeit erheblich

groBere und damit teurere Apparate notwendig.

i000

S, =10 mM

40 60 80 © 100
Umsatz / %

Abb. 4-26:  ttn des Cofaktors als Funktion von Umsatz und Substratkonzentration

31 Adlercreutz (1996): Biocatal. Biotransform., 14, 1.

2 ttn fiir engl. total turnover number; zur Definition = Glossar
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Zur Umgehung dieser Limitierungen kann die Reaktionstechnik einen bedeutenden Beitrag
leisten. Nicht nur durch geeignete Wahl von Losungsvermittlern oder Komplexbildnern
kann die Léslichkeit erhéht werden, vielmehr kann auch durch ein geeignetes Reaktordesign
das Flilssigkeitsvoiumen reduziert und die tin des Cofaktors erheblich gesteigert weraen.

In diesem Kapitel soll nun die Reduktion von drei verschiedenen schwerl6slichen Substra-

ten beschrieben werden, die mit zwei verschiedenen kontinuierlichen Membranverfahren

durchgefiihrt wurden.
6]
0 0 0w~ i [::]/JL\
i . 7
Acetylbuttersdureethylester 3,4-Methvlendioxyphenyiacten Acetohenon
{ABEE} (MDA) {AcPhe]

Enzymmembranreakier Zweiphasenmembranreakior
(EMR) (ZPMR)

“Abb. 4-27: Subsiraie und Verfahren der Reduktion schwerliislicher Ketone

4.5.1 Redukiion von Acetyibuitersiuresthylester (ABEE)

-4.5.1.1 Substratauswahi

| "Das_ zu ersten Untersuchungen gewdhite Substrat Acetylbuttersdureethylester (ABEE) ist
das Standardsubstrat fiir die CPCR und ist so bereits im Screening, das zur Entdeckung der
CPCR fiihrte verwendet worden. ABEE ist miBig (bis ca. 80 mM) in Wasser 16slich und
erlaubt so eine Reaktion im einphasigen wifirigen System. Anhand dieses Standardsystems
sollen erste Erkenntnisse iiber das Reaktionssystem in der kontinuierlichen Synthese
gewonnen werden. Die erreichbaren Grofienordnungen verschiedener Kenngrdfen des

Systems, wie Enzymkonzentration, Betriebsstabilitdt, Zyklenzahlen und Raum-Zeit-Aus-
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beuten sollen bestimmt werden. Die Verwendung dieses Substrates bietet eine gute Ver-
gleichbarkeit zu bestehenden Untersuchungen.

Jedoch nicht nur wegen der Vergleichbarkeit ist dieses System interessant, vielmehr bietet
das Produki Hydroxyhexansiureethylester (HHEE) mit seinen beiden Funkfionalitdten, zom
einen die Ester-Funktion und zum anderen die Hydroxyfunktion, zahlreiche Ankniipfungs-
punkte, die das Molekiil zu einem interessanten chiralen Synthon machen. Ein Beispiel fiir
den synthetischen Einsatz bietet die in Abb. 4-28 schematisch dargestellte Totalsynthese der
Pentaketids (+)-Diplodialid A'®, eines Steroidhydroxylase-Inhibitors, der aus Diplodia
pinea isoliert wurde und einen zehngliedrigen Lactonring als Strukurmerkmal enthilt. Die
Verwendung von enantiomerenreinermn HHEE sollte die Synthese des natiirlich vorkommen-

den (+)-Diplodialid A erlauben.

=
oﬁ/o ﬁ:@@ @C@

Diplodialid A

Abb. 4-28: Totalsynthese von (F)-Diplodialid A

4.5.1.2 Kinetlische Beschreibung des Systems

Die Kenntnis elementarer kinetischer Parameter ist fiir die Festlegung der Reaktionsbedin-
NIRRT Jua . [, I B o RO, S o NN I, L i IV
BULIZEII 11 4CT aifiSClileeiideil Synuicse wiC Lig Jedoch ist es nichi uuUt‘umgL eriorderiich,

alle Parameter genau zu bestimmen. Es wurden daher nur die Ky-Werte fiir Substrat und

Cofaktor zusammen mit der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit V. bestimimt. Diese

“drei Parameter erlauben es, sinnvolle Konzenirationsniveaus fiir eine priparative Synthese

ausrelchend genau abzuschitzen. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abb. 4-29 darge-

_ ste]lt und die Parameter in Tabelle 4-6 zusammengefafit.

'3 Ishida et al. (1977): J. Chem. Soc., Chem. Commun., 337.

Ishida et al. (1978): J. Chem. Soc. Perkin Trans.1, 323,
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Abb. 4-29: Kinetik der CPCR (0,17 mg mL ") mit ABEE als Substrat

Parameter Wert Standardabweichung
1§ ABEE 25 mM +32,9%
]
KxADH 41 UM =254 %
Vimax 38,8 Umg' £81%

Tabelle 4-6: Kinetische Parameter der Reduktion von ABEE

Die Cofaktorregenerierung wird mit Hilfe des in ©°3.1.3 beschriebenen Systems mit der
FI3H und Formiat als Substrat durchgefithrt. Die Kinetik der FDH ist bereits in #4.3.3.5
beschrieben worden, so daf die Parameter hier iibernommen werden kénnen, da gleiche
Reaktionsbedingungen herrschen.

Unter Beriicksichtigung der kinetischen Parameter sollte zur synthetischen Umsetzung eine
Cofaktorkonzentration von 0,25 mM giinstig sein, um auf der einen Seite eine miglichst
‘hohe Zyklenzahl des Cofaktors zu erreichen, auf der anderen Seite aber die Séttigung vor
allem des Syntheseenzyms zu erreichen.

Die erforderliche Enzymkonzentration und Verweilzeit kann mit Hilfe eines sehr einfachen
".Modelis simuliert werden. Unter der Annahme einer cffektiven Regenerierung wird das

.'Cofaktorgleichgewicht vollstindig auf der Seite des NADH angenommen und somit nur

eine Abhingigkeit der Substratkonzentration betrachtet. Dies ist als erste Niherung zuléssig,

da das Gleichgewicht der durch die FDH katalysierten Reaktion mit einer Gleichgewichts-

0154

konstante von tiber 10.000"* auf Seiten des NADH liegt und die FDH im Uberschuf cinge-

-sefzt wird.

'** Wichmann et al. (1981): Biotechnol. Bioeng., 23, 2789.
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4.5.1.3 Kontinuierliche Synthese im EMR

Die kontinuierliche Synthese von HHEE wurde in einem Enzymmembranreaktor (EMR)
durchgefiihrt, wie er in #1.3.3 beschricben wurde.

In den hier beschriebenen Synthesen kam ein geriihrter und temperierter Edelstahlreaktor
mit einemn Arbeitsvolumen von 10 mL zum Einsatz. Die verwendete Polyaramid-Membran
UF-PA 20 hat eine nominale Ausschlufgrenze von 20.000 g mol™. Diese erlaubt die nahezu
vollstindige (> 99,9 %) Riickhaltung der Enzyme. Die Enzymkonzentration wurde auf einen
Anfangsumsatz von 90 % eingestellt, der bei einer Verweilzeit T von 1 h erreicht werden
soll (Abb. 4-30a). Zum besseren Verstindnis des Systems wurden nach einer Betriebsdauer
von knapp 5 Tagen (112 1) verschiedene Verweilzeiten eingestellt, um den Umsatzverlauf
zu studieren (Ausschnitt Abb. 4-30b). Die Simulation des Systems mit dem oben beschrie-
benen Modell zeigt eine recht gute Ubereinstimmung mit den experimentell erhaltenen
Umsiitzen, wenn eine Desaktivierungskonstante von 5,2 - 10° min' fiir das Enzym einge-
setzt wird. Dies entspricht einer Halbwertzeit von 9,3 d. Nach Einstellen der Ursprungsver-
weilzeit wird das erwartete Umsatzniveau erneut erreicht. Der Reaktorauslauf wird fraktio-

miert und gaschromatographisch analysiert.

80
2
60
N
o«
oy
E404
=
20+ | Experiment 204 | = Experiment;
——simulation | ——Simulation ;
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 25 50 75 100 125 iB0 175 100 110 120 130 140 150 160 170
Laufzeit/h a) Laufzeit/h b)

Abb 4 3{) Kontinuierliche Synthese von HHEE im EMR:
30 mM ABEE, 0,2 mM NAD" 100 mM Formiat, IG{) mM TEA-HCI-Puffer
pH 7,8 mit 1 mM DTT™, 1 UmL* CPCR, 2 U mL" FDH, 25 °C,
Vr=10 mL, t=1 h oder wie angegeben.

Die erreichbare maximale Zyklenzah! des Cofaktors ist gegeben durch den Quotienten aus

~Subsirai- und Cofaktorkonzentration. Sie beirdigt demnach bei vollem Umsaiz tin=150. Die

Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) bei einer Verweilzeit von 1h und einem Umsatz von 90 %

‘betrigt 102 g L' d. Bei einer Verweilzeit von 15 min und einem Umsatz von 37 % werden

%% Diese Konzentrationen wurden gewihit, um die Vergleichbarkeit zu kinetischen Assays zu wahren

[RTRLRH
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bei sonst gleichen Verhiltnissen 168 g L'd"! erreicht. Ob hier allerdings trotz hherer RZA
ein solcher Beiriebspunkt bei geringem Umsatz vorteithaft ist, bleibt zweifelhaft. Extrapo-
liert man unter den gegebenen Bedingungen den Umsatzverlauf bis zur vollstidndigen
t sich als Integral die mit diesem Reaktor chne Enzymdosierung
maximal darstellbare Produktmenge von 13,7 g, fiir die 10 U CPCR eingesetzt wurden.
Umgerechnet auof ein kg Produkt ergibt dies einen Enzymverbrauch von nur 730 U CPCR.
Die Aufarbeitung der ultrafiltrierten Produktldsungen erfolgt durch Extraktion der wilirigen
Phase mit Methylenchlorid. Nach Trocknung und Entfernung des Losungsmittels wird das
Substrat/Produktgemisch siulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

Es konnien insgesamt 8 g reines HHEE gewonnen werden. Die gaschromatographische
Untersuchung des Trifluoressigsdurederivats auf einer chiralen Kapillarsiule (FS Lipodex
E) ergab einen Enantiomereniiberschufl des Produktes von >99%. Die iibrigen analytischen
Daten zeigen Ubereinstimmung mit der racemischen Referenzverbindung und der Litera-

I]H,l 56.

4.5.2 Reduktion von (3,4)-Methyiendioxyphenylaceton (MDA)

Wihrend das oben beschriebene Substrat ABEE nur einen Modelicharakter hatie, soll in
diesem Abschnitt auf ein wirtschaftlich wichtiges Substrat eingegangen werden.
Die Verwendung von enantiomerenreinen Wirkstoffen gewinnt gerade in der pharmazeuti-
schen Industrie eine immer grofere Bedeutung. Da meist nur ein Enantiomer therapeutisch
aktiv ist, withrend das andere im besten Fall ungenutzt bleibt, im ungiinstigen Fall jedoch
starke Nebenwirkungen erzeugen kann, ist selbst bei racemisch in den Markt eingefiihrten
und jahrelang bewihrten Wirkstoffen der Ubergang auf enantiomerenreine Verbindungen
ein verbreitetes Anliegen. Diese, als racemic switch”” bezeichnete Technik bietet neben den
-verbesserten therapeutischen Wirkungen auch erneuten Patentschutz fiir den Hersteller. Bei
.' ~der Entwicklung neuer, chiraler Wirkstoffe hingegen wird direkt auf eine asymmetrische
| "Syntheseroute geachtet.
Die hier untersuchte Reduktion von MDA zum entsprechenden enantiomerenreinen Alkohol
MDI ist der erste und entscheidende Schritt einer Synthese des 2,3-Benzodiazepins

1.Y300164, das sich in der klinischen Untersuchung bei ELILILLY & Co. befindet. Es gehort

156 Yghida et al. (1978): J. Chem. Soc. Perkin Trans.1, 323.
" Deslongchamps et al. (1975): Canad. J. Chem., 53, 1601.
157 Stinson (1995): Chemical & Engineering News, 9.10., 44.
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zu einer Substanzklasse, deren pharmakologische Aktivitdt in den frithen 90er Jahren am
ungarischen Arzneimittelforschungsinstitut entdeckt wurde™®.

Die Erregbarkeit von Nervenzellen und die Weiterleitung der Reize ist eine zentrale Funk-
anisius. Zur Erregungsiiberiragung seizt der Korper sog. Neuro-
transmitter ein, die an entsprechenden Rezeptoren, die in den Synapsen lokalisiert sind,
registriert werden kénnen. Wichtige Ubertriigerstoffe sind neben Acetylcholin, ATP und
Monoaminen wie Adrenalin auch eine Reihe von sog. exzitatorischer Aminosduren, unter
ihnen besonders Glutaminsdure. Die entsprechenden Glutamatrezeptoren lassen sich in
Subtypen aufteilen unter ihnen die Ionenkanalrezeptoren vom NMDA- (=N-Methyl-D-
Aspartat), AMPA- (=¢-Amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazol-propionsiure) und Kainat
Subtypwg.

Die untersuchten 2,3-Benzodiazepine wirken als nichtkompetitive Antagonisten der Rezep-
toren vom AMPA-Subtyp. Sie kéinnen daher als muskelentspanndende und -entkrampfende
Medikamente eingesetzt werden und schiitzen somit neuroprotektiv gegen Beschidigungen
durch eine Blutunterversorgung des Gehirns, dem sog. ischimischen Schock.

Im Gegensatz zur urspriinglichen Synthese mit einer spiten Racemattrennung verliduft die
Synihese zur Bereitsieliung von kg-Mengen fiir kiimische Studien iiber eine siebenstufige
Synthese, deren erster Schritt die enantioselektive Reduktion von MDA ist'®. Sie wird bei
LILLY als Ganzzellbiotransformation mit Zygosaccharomyces rouxii durchgefiihrt'®'. Ein

Adsorberharz, der sowohl Substrat als auch Produkt bindet, wird zur Erhhung der Kon-

Zeniration eingesetztlﬁz.

B B et

' H
H i -—/W i . - =M ~
<O‘ﬂm/ biokataiytische <O [ NN 6 chemische Stufen. o, 0
OJ\) 0 Reduktion o/v O e \I/Y N4
G F =i Me

MDA MD! LY 300164 ’/JS
| §J

~ Abb.4-31: Synthese von LY300164

3% Taranava et al. (1993): Bioorg. Med. Chem. Lett., 3, 99.
" Ling et al. (1995): Int. Patent WO 95/G1357.
Ling et al. {1995): J. Chem. Soc. Perkin Trans.1, 1423,
% Mutschler (1996): Arzneimittelwirkungen: Lehrbuch der Pharmakologie und Toxikologie,
Wissenschafiliche Verlagsanstalt, Stuttgart.

10 Anderson et al. (1995): J. Am. Chem. Soc., 117, 12358.

Anderson et al. (1996): Abstracts of the Papers of the American Chemical Society, 211, 11.
18 Zmijewski et al. (1997): Appl. Microbiol. Biotechnol., 47, 162.

12 Vicenzi et al. (1997): Enzyme Microb. Technol., 26, 494.




4 o Ketonredukiion 81

Im Rahmen dieser Arbeit soll die gleiche Reaktion unter Einsatz isolierter Enzyme als alter-

natives Katalysatorsystem untersucht werden.

4.5.2.2 Kinetische Beschreibung des Sysiems

Die Beschreibung des Reaktionssystem erfolgt, wie bereits in ©°4.3.3.3 ausgefiihrt, nach
einem formalen Doppelsubstratmodell nach MICHAELIS und MENTEN unter Beriicksichti-
gung sowohl der Reduktionsreaktion als auch der Oxidationsreaktion mit ihren jeweiligen

kompetitiven Inhibierungen.

[S], INADH] _, ox _ [P] , [NAD]

yRED , 191 _ 1F;
MaX " e S "y NADH max TP " NAD
M M M B

V= Gleichung 4-286
181, IP1)./,, INADH] _[NAD] |
T+ st e BT Naon  owAD
K§ KLU kPO ke
mit: [1} = Konzentraiion der Komponente | imi]
Kl, = MICHAELIS-MENTEN-Konsiante der Komponente | [mM]
v! = Maximale Reaktionsgeschwindigkeit der Reaktion | [Umg™]

Zur Bestimmung der Einfliisse der ecinzelnen Komponenten wurden Messungen der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten durchgefiihrt und die gesammelten MeBwerte an das
oben genannte Modell angepaB3t. Abb. 4-32 zeigt ausgewihlte Abhiingigkeiten. In Tabelle
4-7 sind diese durch nichtlincare Regression erhaltenen Parameter dargestellt. Anhé.ng A

enthilt die der Optimierung zugrundeliegenden MeBwerte und ein Listing des Optimier-

modells.
5 5
o 44 44
1t -~ ]
& &=
= 34 //L—wa—) > 34
5 . 5
E 24 Y . E 2
> | /a" i >3
= F = Messung < ] = Messung .
& —Simulation —Simulation;.
O i‘ —T ¥ T T T T T 0 T T T T
0 2 4 6 8 10 1z 14 18 0,0 0, 0,2 0,3 0,4 0,5
= IMDA]/mM a) INADH]/mM )

Abb. 4-32: Reduktionskinetik der CPCR (1,53 mg mL'i) mit MDA als Substrat
' ' pH 7,0 (50 mM TEA/HCI), 25 °C, 340 nm

a): Substratabhingigkeit: 0,3 mM NADH

b) NADH-Abhéngigkeit: 10 mM MDA
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Parameter Wernt Standardabweichung
y/RED 43 Umg' +90%
max
\/OX 22 Umg' +10,0%
KmDA 0,88 mM +=97 %
K Mot 2,5 mM £20,3%
I poH 0,32 mM £18,8%
KNP 0,57 mM + 14,0 %

Tabelle 4-7: Parameter der Kinetik der CPCR (1,53 mg mL™") mit MDA als Substrat

Die Reduktionsrichtung der Reaktion ist gegeniiber der Oxidation klar bevorzogt. Nicht nur
ist eine mehr als doppelt so hohe Reaktionsgeschwindigkeit zu erwarten, vielmehr zeigen
auch die Ky-Werte eine deutlich hthere Affinitdt des Ketons zum Enzym als die des Alko-
hols. Ahnliches ist beim Cofaktor zu beobachten. Verstirkt durch die Lage des Cofaktor-
gleichgewichtes bei Einsatz einer ausreichenden Menge FDH sollte ein nahezu vollstindiger
Umsatz an Substrat md in. Erstaunlich ist, in Abweichung zum 1er i
nen, der hohe Ky-Wert fiir die Cofaktoren. Es scheint auch das Substrat einen erheblichen
EinfluB auf die Bindung des Cofaktors zu haben. Eine Absenkung der Cofaktorkonzentra-
tion weit unter den Ky-Wert ist aus kinetischen Griinden nicht sinnvoll. Ebensowenig je-
doch, in Hinblick auf die Zyklenzahl des Cofaktors, ein Anheben der Cofaktorkonzentration
in die Siittigung. Die aus diesen Messungen gewonnenen Erkenntnisse wurden fiir die

Simulation der Versuche eingesetzt, die mit den Ergebnissen beschrieben sind.

4.5.2.3 Synthese im EMR
- Die Synthese im Enzymmembranreaktor wird analog zu ©4.5.1.3 durchgefiihrt.
Anhand dieser Synthese konnte die erstaunliche Betriebsstabilitiit des Zweienzymsystems
émeut unter Beweis gestelit werden. Wie in Abb. 4-33 zu sehen, nimmt der Umsatz der
Reaktion bei einer ProzeBdauer von nahezu drei Wochen nur geringfiigig ab. Durch Simu-
'..lation des Umsatzverlaufes konnte eine Desaktivierungskonstante von 2,5 - 10” min™
errechnet werden, was ciner Halbwertzeit von 27,8 d entspricht. Dieser Wert steht in Uber-

einstimmung mit denen von LiESE™® bei der Reduktion von 2-Octanon erhaltenen Werten.

163 {iese et al. (1998): J. Mol. Cat. B Enzymatic, 4, 91.
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Abb. 4-33: Redukiion von MDA im EMR

Bedingt durch die geringe Substratloslichkeit in der GroBienordnung von 20 mM ist aller-

dings leider sowohl die Zykienzahl des Cofaktors mit einem Maximum von 35 recht gering

als auch das anfallende Wasservolumen recht hoch. Wie Abb. 4-34 zeigt, konnte die Raum-

Zeit-Ausbeute des Reaktors durch Erhéhung der Enzymkonzentration auf 2 U mL ' und

durch stufenweise Verringerung der Verweilzeit auf 10 min bis zu einem Wert von 225 gL

L4 erhoht werden.

100

250

80
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-200
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Abb. 4-34: Raum-Zeit-Ausbeute in Abhéngigkeit vom Umsatz

Um eine wirtschaftliche Synthese durchfiihren zu kénnen, muB die Zyklenzahl des Cofak-

tors erheblich gesteigert werden. Dies ist unter anderem dur_ch folgende Methoden méglich:
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» Erhohung der Substratkonzentration durch Zusatz von Losungsvermittlern oder Kom-

plexbiidnemm.

> Retention des nativen Cofakiors an einer Nanofiltrationsmembran'® (& 3.5.2) oder an

einer geladenen Ultrafiltrationsmembran®®.

» Verwendung eines polymervergréBerten Cofaktors (z.B.: PEG-NADH)'?.

» Immobilisierung von Enzym und Cofaktor in Mikrokapseln'®® bei Einsatz in organi-

schen Medien.
» Rezyklierung der cofaktorhaltigen Phase'®.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die letzten beiden Moglichkeiten untersucht.

Die Mikroverkapselung in auf Alginat basierende Mikrokapseln beeintrichtigte die Stabili-
tit der Enzyme und fithrte zu Diffusionsproblemen beim Transport von Substrat und Pro-
dukt aus dem organischen Reaktionsmedium in die wibrige Mikrosphire und zuriick. Die
Synthese in einem Festbett-Saulenreakior aus Mikrokapseln konnte somit nicht zu konstan-

tem Umsatz gebracht werden.

Um eine verbesserte Nutzung des Cofaktors zu erreichen und gleichzeitig das notwendige
Wasservolumen zu reduzieren und einen Teil der Aufarbeitung in den Reaktor zu integrie-
ren, wurde ein Zweiphasenmembranreaktor genutzt, dessen Schema in Abb. 4-35 dargestellt

und im folgenden niher erldutert wird.

164 Zelinski et al. (1997): Biocatal. Biotransform., 15, 57.

163 Seelbach et al. (1997): Enzyme Microb. Technol., 28, 389.
Lin et al. (1997): J. Ferment. Bioeng., 83, 54.

156 Rathig et al. (1990): Biotechnol. Lett., 12, 353.
Obon et al. (1996): J. Biotechnol., 50, 27.
Nidetzky et al. (1996): Biotechnol. Bioeng., 52, 389.

' Lin et al. (1997): J. Ferment. Bioeng,, 83, 54, Larsson ct al. (1974): FEBS Lett., 46, 119,

Biickmann et al. (1981): J. Appl. Biochem., 3, 301.
18 Rilling et al. (1996): International Workshop Bicencapsulation V, Potsdam.

- ¥ Kruse et al. (1996): Recl. Tray. Chim. Pays-Bas, 115, 239.
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Abb. 4-35: Schema des ZPMR

e
T

Abb. 4-36: Foio der Reaktoranlage
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Abb. 4-37:  Bezeichnung der Komponenten im ZPMR

Der Reaktor ist aus insgesamt drei Kreisldufen aufgebaut, die in ihrer Funktion und Kon-

‘struktion nun einzeln erldutert werden. Die Nummern im Text entsprechen den Bezeichnun-

- genin Abb. 4-37.

R vl

~EMR-Kreisiauf

Das Reaktionsvolumen besteht aus einem Hohifasermodul (1) mit hydrophiler Ultrafiltrations-

membran, an der die Trennung von Enzymen und ibrigen Bestandteilen der Losung durch-
gefithrt wird, Die enzymhaltige Lasung wird mit Hilfe einer Schlauchpumpe (2) durch isclierte
Teflonschifuche in das Membranmodul gepumpt, an dessen Auslauf eine Blasenfalle und ein

temperiertes Gef_'fciB zur VolumenvergrBerung (3) angebracht ist. Der Druck im Kreislaul wird

" am Manometer angezeigt und elektronisch aufgenommen. Uber einen Thermofiihler wird die

Temperatur im Reaktor gemessen und iiber ein angeschlossenes Heizbad (4) geregelt. Im Volu-

AP N CUNR TS (it

mengefdB ist der Zulanf, an der Manteiseite des Hohlfasermoduls der Ablauf des Reakiors

""angebracht. Die Umpumprate wird auf 5 L h' eingestellt, so daB eine gleichméBige Verteilung

-aller Komponenten im Reaktionsraum gewihrieistet ist und der Reaktor sich wie ein kontinuier-

lich betriebener Rihrkesselreaktor (CSTR) verhilt. Das Volumen des Kreislaufes betrdgt mini-

-_'mai 39 mL. Es wurden Volumina von 3% und 78 mL genutzt. Nur in diesem Kreislauf sind die

Enzyme enthalten und nur hier findet die Reaktion statt.

Wiiriger Kreislauf

In diesem Kreistauf werden Cofaktor und Formiat rezykliert. Der Kreislauf besteht aus einem
auf 4 °C gekiihlten und intensiv geriihrten Mischgefif} (5), in dem Subsirat mit Hilfe eines Dis-
pensers (&) und Cofaktor mit Hilfe eines Dosimaten (7) nachdosiert wird, Ferner wird der

pH-Wert gemessen und durch Titration von 50 % (v/v) Ameisenséure titriert (8). Aus diesem
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Mischgefd wird die Reaktionsldsung mit Hilfe einer Doppelkolbenpumpe (9) durch eine
Blasenfalle (10) und cine zweistufige Sterilbarriere (11) in den EMR-Kreislauf gepumpt. Der
Druck vor den Sterilfiltern wird angezeigt und aufgezeichnet, so daB ein Verstopfen dieser Filter
an der steigenden Druckdifferenz zwischen Zulauf und EMR erkannt werden kann. Durch
Umschalten auf den zweiten Sterilisationsweg kann ohne Unterbrechung der Realction und unter
Garantie der Sterilitiit der Filter getauscht werden. Die Blasenfalle besitzt ein Septum, durch das
Enzyme mugegeben werden konnen. Am Auslauf des EMR wird der Druck hinter der Membran
clektronisch gemessen und geregelt (1Z). Dies ist notwendig, um ein Ausgasen von Kohlen-
dioxid im EMR zn vermeiden. Auf der Niederdruckseite wird der Volumenstrom in ein
Extraktionsmodul (13) mit einer hydrophoben Mikrofiltrationsmembran gefiihrt. In ihm werden
membrangestiitzt hydrophobe Bestandteile der Losung durch Phasenkontakt mit dem organi-
schen Kreislauf (s.u) extrahiert. Funktion und Leistungsfihigkeit der membrangestiitzten
Extraktion sind weiter unten beschrieben. Zwei 3-Wege-Magnetventile (14) erlauben den Kurz-
schlufBl der Extraktion. Am Auslauf des Extraktionsmoduls (13) ist ein zweiter Druckregler (12)
angebracht, der einen konstanten Uberdruck der wirigen Phase gegeniiber der organischen von
0,25 bar aufrechierhilt. Die extrahierte Losung wird dann wieder in das Mischgef# geleitet und
der Kreislauf somit geschiossen. Die wilrige Phase, also Kreisldufe 1 und 2, haben ein
Gesamtvolumen von ¢a. 450 mL, von denen sich etwa 200 mL im MischgefiB (5) befinden und
150 mL im Extraktionsmodul {13).

3. Organischer Kreislauf
Der organische Kreislauf dient der Extraktion des Produktes (neben nicht umgesetzten Substrat-
resten). Als Extraktionsmittel wird iso-Octan genuizt. Er durchlduft die Mantelseite des Exirak-
tionsmoduls (£3) im Gegenstrom zum wibBrigen Kreisiauf. Der Durchlauf durch das Modul
verlduft nahezu ohne Druckverlust unter Normaldruck, Der Auslanf des Moduls wird in einem
Kolben aufgefangen. Aus diesem pumpt eine Doppelkolbenpumpe (15) das Losungsmittel in
einen kontinuierlich betriebenen Rotationsverdampfer (nicht abgebildet), der unter verminder-
tem Druck betrieben wird. Das Kondensat wird mit einer zweiten Doppelkolbenpumpe (15)-
wieder in das Extraktionsmodul (13) gepumpt. Die Pumpen dienen als Druckbarrieren und
erlauben den Beiricb des Extraktionsmoduls (13) unter Normaldruck. Das Volumen des organi-
schen Kreislaufes betrdgt ca. 800 mL, wobei sich 245 mL. im Extraktionsmodul (13) und ca.
400 mL im Rotationsverdampfer befinden. Dies geringe Volumen erlaubt es, ohne besondere
Vorkehrungen bzgl. Explosionsschuiz, die breanbare Fliissigkeit in normalen Laborgeraien zu
verwenden.

MeSdateneriassung

Die MeBdaten des Reaktors werden mittels eines Siemens SMP®-Interfaces digitalisiert und

mit Hilfe es Programms MEDUSA auf einem PC aufgezeichnet. Erfalit werden alle Driicke,

Soll- und Ist-Werte der Regler und die Temperatur im EMR. Dies erlaubt es, den Reaktor

auch ohne stdndige Anwesenheit kontrollieren zu kdnnen und evil. auftretende Fehler dia-

gnostizieren zu kdnnen.

Membrangestiitzte Extraktion mit LrQuiCEL®-Modul

‘Die membrangestiitzte Extraktion bietet die Mdoglichkeit, durch Gegenstromfithrung meh-

rere Exiraktionsstufen in einem besonders kompakien Gerit vereinen zu konnen. Eine

‘mikropordse hydrophobe Polypropylenmembran dient hierbei zur Stabilisierung der Pha-
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sengrenze. Sie wird von der organischen Phase benetzt, die auch in die Poren eindringt.
Durch leichten Uberdruck der wiBrigen Phase wird ein Durchtritt (wetting) des organischen

Losungsmittels verhindert. Der direkte Phasenkontakt findet also in den Poren der Membran

wie dies Abb, 4.38 zeigt. Unter dem Markennamen I .ﬂUICEL® vertreibt CETANESE

efaf

statt, wie dies Abb, 4-38 zeigt.

Membrankontaktoren, die sowohl zum Gasstripping, wie zum fliissig-fliissig-Phasenkontakt
eingesetzt werden konnen und in verschiedenen GroBen erhiltlich sind. Genutzt wird eine
CELGARD® X30 240 Polypropylenmembran mit einer PorengrdBe von 0,3 um und einer
Porositdt von 40 %. Die Hohlfasern haben einen AuBendurchmesser von 300 pm und eine
Wandstédrke von 28 um. Das verwendetet 2,5 x 8 in-Modul (Abb. 4-39) weist eine effektive

Membranfliche von 1,4 m? auf.

Abb. 4-38:  Prinzip der membrangestiitzten Extraktion

Abb. 4-39:  Schnitt des verwendeten LIQUICEL-Moduls 2,5 x 8 in.
Die Theorie der Membranextraktion wurde vornehmlich durch die Arbeiten aus den

Arbeitsgruppen um SIrARY?, CussLEr'”' und NrTscH'’* beschrieben, die auch Modelle

170 Prasad et al. (1986): J. Membrane Sci., 26, 79.
Prasad et al. (1988): AIChE 1., 34, 177.
Prasad et al. (1990): J. Membrane Sci., 50, 153.

- ML D'Elia et al. (1986): J. Membrane Sci., 29, 309.

Reed et al. (1995): Membrane Contactors in: Noble et al.; Membrane Separations Technology, Elsevier,
Amsterdam, 2, 467.

12 Daiminger et al. (1995): Chem.-Ing.-Tech., 67, 217

Geist et al. (1997): Chem.-Ing.-Tech., 69, 946.
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zur Simulation von Membranextraktionen aufstellten. Fine Ubersicht ist im ,,Membrane
Handbook“!™ gegeben, auf der auch die folgenden Ausfithrungen basieren.

Die Effektivitit eines Extraktionsmoduls wird in Analogie z.B. zu einer Rektifikationsko-

lonne gegeben durch:
L=LTU*NTU Gleichung 4-27
mit: L = L&nge des Extrakilonsmoduls

LTU = L&nge einer theoretischen Trenneinheit

NTU = Anzah! der theoretischen Trenneinheiten

Hierbei ist es méglich, durch die Gegenstromfiihrung mehrere theoretische Trenneinheiten,
die jeweils einem idealen mixer-seftler entsprechen, in einem Apparat zu kombinieren.
Diese Gleichung 148t sich als Abhingigkeit der Konzentrationsdifferenzen, Fasereigen-
schaften und cines mittleren Sioffiibergangskoeffizienten ausdriicken. Dieser wiederum
wird als Summe der Stoffiibergangswiderstinde der beiden Phasen und der Membran er-
halten. Fiir alle diese Teile sind experimentelle Gleichungen beschrieben, dic in Abhidngig-
keit der jeweiligen Reynolds-, Schmidt- und Sherwoodzahlen zur Schitzung von Extrakti-

onsleistungen herangezogen werden konnen. Es gilt:

in _ ~oul fo
Lo Qw 1 ein[ L0 /m'} Gleichung 4-28
Kw(ﬂdﬂaN) 1 Qu Ciw _Cio/mi
m-lQo
LTY NTU
mit: Qu = FluB auf der Wasserseite (mLs™
Qo = FluB auf der organischen Seite ImbLs™]
@ = Gesamimassentransferkoeffizient (Wasserphase) cms’]
di = Faserinnendurchmesssr {cm]

m; = Verteilungskoeffizient der Komponente i [-]

C, = Konzentration von i in der jeweiligen Phase am Ein- oder Auslal3 [mivi]

- Das Listing eines Simulationsmodells, mit dem sich der Extraktionsgrad abschidtzen 1aft, ist
in Kap. 7.3.7.4 (S. 125) gegeben. Hierin sind auch die Ausdriicke fiir die Bestimmung des
Gesamtmasseniibergangskoeffizienten enthalten.

Die so simulierten Extraktionseffektivititen erlauben es, die notwendigen Fliisse der Ex-

traktion abzuschétzen. Abb. 4-40 zeigt eine Simulation der Extraktion einer 10 mM Losung

13 Ho et al. (1992): Membrane Handbook, Chapman & Hall, New York, 954.
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einer Komponente mit einem Verteilungskoeffizient von 2. Bei konstantem Flufl von

78 mL h wird der FluB auf der organischen Seite varitert.

100
/ t
Qo = 400 mL ™
32 80
2
=60+
oW
oo
£ 404
S
©
o 20
0 L] T T ¥
0 2 4 8 8 10
FluBverhaltnis / -

Abb. 4-40: Simulation der Extraktionseffektivitit

Deutlich ergibt sich, dal das Leistungspotential des verwendeten Moduls bei den durchge-
fiihrten Extraktionen nicht ausgeschopft wird. Bei dem verwendeten FluBverhilinis von
1:5,1 werden selbst bei diesemn kleinen Verteilungskoeffizienten von 2, der dem des MDI
entspricht, mehr als 99 % der Substanz extrahieri. Experimente mit den verschiedenen zu
extrahierenden Substanzen konnten die theoretisch gefundenen Werte insofern bestétigen,
dafl eine nahezu vollstindige Extraktion in allen Fillen gefunden wurde. Um das Modell
genauer zu iberpriifen, wiren sehr viel hohere Fliisse notwendig, die jedoch weit iiber
denen liegen, die zum Betrieb des ZPMR notwendig sind. Die Simulation gibt selbst bei
einem Fluf von 5 L h™* noch eine Extraktionsrate von 86 % bei sonst gleichen Bedingungen
wie oben.

Bei Betrieb und Simulation des ZPMR kann somit von einer vollstindigen Entfernung der
hydrophoben Komponenten ausgegangen werden, wihrend, auch experimentell, weder eine

~Exitraktion von Formiat, noch von Cofaktor festgestellt werden konnte.

'4.5.2.5 Synthese in ZPMR

Dﬁe Synthese von enantiomerenreinem MDI konnte erfolgreich im oben beschriebenen ZPMR
‘durchgefiihit werden. Abb. 4-41 zeigt nicht nur den konstant hohen Umsatz iiber einen Zeit-
raum von 120 Verweilzeiten bei einer RZA von 41 g Lt d'l, sondern fithrt auch deutlich die
Wichtigkeit des einphasigen Betricbs vor Augen. Nachdem die Verweilzeit auf 30 min
Verringert wurde, konnte im Mischgefd die Ausbildung von feinen Substrattropfen
beobachtet werden. Dies ist auf die nicht mehr ausreichende Mischzeit zuriickzufithren und

fiihrte innerhalb kurzer Zeit zu rapider Umsatzabnahme.
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Abb. 4-41: Reduktion von MDA im ZPMR
Die Cofaktorkonzentration wurde mit einem Anfangswert von 0,2 mM vorgelegt. Eine konti-
nuierliche Nachdosierung ersetzte 10 % des Cofaktors pro Verweilzeit. Der Cofaktorverbrauch
konnte also um den Faktor 10 verringert werden. Der gleichméflige Verbrauch der
Ameisensdure zeigte einen gleichbleibenden Umsatz an. Aus dem Verbrauch konnte zwar
prinzipiell im Gleichgewicht der Umsatz errechnet werden, jedoch ist dieses Verfahren mit
groBem Fehler behaftet und es wurde daher auf eine gaschromatographische Uinsatzbestim-
mung von Proben am Reaktorauslauf zuriickgegriffen. Das fiir die Reaktion notwendige
Volumen der wifrigen Phase wurde am Anfang der Reaktion vorgelegt und danach nur noch
um einen geringen Beitrag durch die Dosierung der NAD™-Losung vergrofert. Dies entspricht
iiber die Gesamtreaktionszeit einer Reduktion des Volumens um den Faktor 25. Abb. 4-42
veranschaulicht dies graphisch.

ine weitere Reduzierung des Cofaktorgebrauches 146t sich, wie bereits Kruse'™ ausfiihrte,
durch die Vergroferung des Reaktionsraums und damit Verschiebung des Verhiltnisses

zwischen Reaktorvolumen und Gesamtvolumen der wilirigen Phase erreichen.

1000
100 jeinphasiger
i Reakior
° (=100 %)
a~
_ £ zweiphasiger
10 E
@Reakior

fin des Volumen der Konz. des

Cofaktors wélBrigen Cofaktors
Phase im Reaktor

- Abb. 4-42: Parameier. des ZPMR

1" Kruse (1995): Dissertation, Rheinische Priedrich-Wilhelms-Universitit, Bonn.
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Im Verdampferkolben des Rotationsverdampfers sammelte sich ein Gemisch aus Produkt
und nicht umgesetztem Substrat. Diese Mischung konnte aufgrund der dhnlichen Siede-

punkte von Keton und Alkohol nicht destillativ getrennt werden, so daf} eine Abtrenming

Produkilésung verschiedener Versuche gemeinsam aufgearbeitet und so 24,8 g reines MDi
mit einem Enantiomereniiberschuf} von > 99 % (HPLC) und einer Reinheit von > 99 %

gewonnen.

4.5.3 Reduktion von Acstophenon

4.5.3.1 Substratauswah!

Als dritter Vertreter der Klasse schlechtlgslicher Ketone wurde Acetophenon (AcPhe) aus-

gewihlt, welches zu epantiomerenreinem (S)-1-Phenylethanol (PheEt) reduziert wird. Die-

ses Substrat dient zum Vergleich de
aktor mit einer chemischen Synthese. In diesem Abschnitt sollen nun kurz die Experimente
zur enzymatischen Synthese dargestellt werden, bevor in & 4.6 der Vergleich beschrieben

wird.

4.5.3.2 Kinetische Beschreibung des Systems

Die kinetische Beschreibung des Acetophenon-Systems erfolgt analog zur Vorgehensweise
bei MDA. Die Techniken und Gleichungen wurden bereits dort beschrieben ( #4.5.2.2), so

daf} an dieser Stelle nur noch die Ergebnisse dargelegt werden:

Parameter Wert Standardabweichung
\/RED 54 Umg' +43%
max

\OX 11,2 Umg' +7,7%

¥ max B

Kpcrhe 0,04 mM 25,0 %

K PreEt 0,12 mi =245 %

I NiADH 87 uM =245 %

KNAD 0,81 mM 27,9 %

Tabelle 4-8: Parameter der Kinetik der CPCR (0,13 mg mL™) mit Acetophenon als Sub-
strat

- Im Gegensatz zu einer recht guten Anpassung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten

sind bei den MICHAELIS-MENTEN-Konstanten der Komponenten grifere Standardabwei-

_chungen zu beobachten. Da allerdings das Modell die MeBwerte mit einer Korrelation von

98,3 % beziiglich der Reaktionsgeschwindigkeit beschreibt, ist von einer ausreichend

genauen Erfassung der Kinetik auszugehen.
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In Abb. 4-43 ist basierend auf den kinetischen Berechnungen die Reaktionsgeschwindigkeit
gegen den Umsaiz und die NADH-Konzentration aufgetragen. Hierbei wurde die
Gesamtkonzentration an Cofaktor konstant gehalten. Hohe NADFH-Konzentrationen sind
somit Aunsdruck fiir eine effektive Cofaktorregeeriernng bei erhihten FDH-Konzentrationen.
Es ist klar ersichtlich, daB bereits bei einer NADH-Konzentration von 0,1 mM (also
[NADH]:[NAD*] = 1:1) ein Gleichgewichtsumsatz von iiber 98 % errcicht werden kann.

Dies ist mit dem Erreichen der schaitierten Bodenfliche angedeutet.

[+2] o =
Umsatz /% S =

Abb. 4-43:  Simulation der Reaktionsgeschwindigkeit fiber Umsatz und [NADH]

Zur Uberpriifung der Kinetik wurden Versuche im Satzreaktor angepaBt. Abb. 4-44 zeigt
ein Beispiel. Trotz des einfachen Models und der recht grofen Standardabweichung bei
~ einigen Parametern ergibt sich eine gute Ubereinstimmung zwischen Simulation und Expe-

- riment. Das Listing des Simulationsmodells ist in Anhang A enthalten.
ol

L3

T

Zeft /h

" Abb.4-44: Reduktion von Acetophenon im Satzreaktor mit Simulationskurve




04

4 = Ketonreduktion

4.5.3.3 Synthese in ZPMR

Auch die Synthese von enantiomerenreinem (S)-1-Penylethanol wurde im in #4.5.2.4
beschriebenen ZPMR durchgefiihrt. Erfolgreich konnte bei einer Substratkonzentration von
10 mM und emer Verweilzeit von 1 h ein konstant hoher Umsatz von etwa 95 % ohne
Enzymdosierung aufrechterhalten werden. Die Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) lag bei
27,1 gL’1 dl. Die Cofaktordosierung wurde so eingestellt, dafi pro Verweilzeit 0,02 mM
Cofaktor ersetzt wurden. Dies fiihrte zu einer ttn des Cofaktors von 475. Dieser Wert, wie
auch die RZA, konnte durch Erhohung der Substratkonzentration bei Beibehaltung der
Cofaktordosierung und aller weiteren Parameter gesteigert werden. Die Verdopplung auf
20 mM fithrte zu einem Umsatzabfall auf 85 %, bei einer Erhthung der RZA auf 52,1 und
der ttn des Cofaktors auf 850. Auch hier blieb der Umsaiz stabil. Eine weitere Verdopplung

der Substratkonzentration auf 40 mM fiihrte, wie bereits beim MDA, zur Bildung einer
zweiten Phase im Mischgefil, da bei 4 °C die maximale Loslichkeit von Acetophenon in
Wasser iiberschritten war. Dies fiihrte zu einer raschen Umsatzabnahme. Im Anfang konnte
jedoch noch eine RZA von 87,8 gL' d' und eine ttn des Cofaktors von 1430 erreicht wer-

den. Abb. 4-45 zeigt den Umsatzgraphen des beschriebenen Experiments.
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- - Abb. 4-45: Redukiion von Acetophenon um ZPMR

“-Aus dem Sumpf der Destillation konnten 10,2 g (S)-1-Phenylethanol anfgereinigt werden.

Die Abtrennung von Substratresten erfolgte durch Bildung des 2,4-Dinitrophenylhydrazin-

 Derivats der Carbonylverbindung, die quantitativ als rotoranger Feststoff abgesaugt werden

~ konnte. Die anschlieende Destillation ergab das reine (> 99 %, GC) Produkt mit > 99 %

; __.(_GC) EnantiomerentiberschuB.

. Weitere Ergebnisse werden im folgenden Kapitel dargesteilt, in dem dieses Verfahren mit

einer chemischen Reduktionsmethode verglichen wird.
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=18 Corey et al. (1987): J. Am. Chem. Soc., 109, 5551.

4.6 Reduktion von Acetophenon: Ein Verfahrensvergleich'”

In diesem Kapitel werden zwei Reduktionsverfahren fiir Acetophenon in Hinblick auf
Raum-Zeit-Ausbeute, Zyklenzahl des Katalysators und einer Anzahl weiterer Parameter :
miteinander verglichen. ;
Acetophenon wurde als Modellsubstrat gewihlt, da fiir dieses Substrat eine Reihe von
enantioselektiven Reduktionsmethoden beschrieben sind, die heterogene oder homogene
Chemokatalysatoren oder Biokatalysatoren verwenden'’®. Eine weit verbreitete chemische
Route, die 1,3,2-Oxazaborolidine (OAB) als chiralen Homogenkatalysator nutzt, wurde von
ITSUNO und Mitarbeitern!”’ entwickelt und nachfolgend von COREY, BAKSHI und
SHBATA'™ verbessert (CBS-Reduktion). Zum Vergleich dient das in 4.5 beschriebene
enzymatische Verfahren, das die Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis (CPCR)"”
nutzt. Da das Substrat in beiden Verfahren mit guter Aktivitidt und Selektivitdt umgesetzt
wird, ist ein direkter Vergleich der Methoden mdglich. Der organische Katalysator wurde an

lisliches Polystyrol gekniipft, so daf beide Katalysatoren an Ultra- oder Nanofiltrations-

membranen zuriickgehalten werden kdnnen.

4.8.1 Die Reakiionssysieme

Die Synthese und Eigenschaften des polymervergroRerten Oxazaborolidinkatalysators
wurde von GIFFELS ™ beschrieben, die Carbonylreduktase wurde bereits in ©°4.2 vorge-
stellt. Im Falle des chemischen Katalysators wird die aktive Spezies #r sifu ans der Kataly-
satorvorstufe und Boran als Wasserstoffdonor gebildet. Neben der enantiospezifischen
katalysierten Reduktion wird das Substrat auch ohne Katalysator durch Boran reduziert,
-wobei das racemische Produkt entsteht (Abb. 4-46a).

~"Das Enzym hingegen bezicht den Wasserstoff iiber den Cofaktor NADH. Dieser wird durch

die Formiatdehydrogenase regeneriert, so daf im Endeffekt Formiat der Wasserstoffdonor

'S Dje Ergebnisse dieses Abschnittes sind verdffentlicht in: Rissom et al. (1998): Tetrahedron: Asymm.,
eingereicht.

'8 Noyori (1994): Asymmetric Catalysis in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New York.

177 Hirao et al. (1981): J. Chem. Soc., Chem. Commun., 315.
Itsuno et al. (1983): §. Chem. Soc., Chem. Commun., 469.
Itsuno et al. (1984): J. Org. Chem., 49, 555.

179 Peters et al. (1993): Enzyme Microb. Technol., 15, 950. AR &

Peters et al. (1993): Biocatalysis, 8, 31. o :

130 ‘Giffels (1997): Dissertation, Rheinische-Friedrich-Wilhelms Universitit, Bonn.
- Giffels et al. (1998): Tetrahedron: Asymm., %, 691.
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ist (Abb. 4-46b). Auf die Vorteile dieser Verfahrensweise wurde bereits hingewiesen
(#3.1.3).

Abb, 4-46: Reaktionsschemata

4.6.2 Kinetisches Verhalten

Bei beiden Systemen wurde die Reaktionskinetik durch Messung der Anfangsreaktions-
geschwindigkeiten ermittelt. Fiir den Oxazaborolidinkatalysator wird eine MICHAELIS-
MENTEN-Kinetik mit einem Ky von 2,8 mM fiir Acetophenon beobachtet (Abb. 4-47a). Fiir

die unkatalysierte Reaktion wird bei konstanter Borankonzentration eine Reaktion erster

Ordnung beobachtet.
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'Abb. 4-47: Kinetiken der Reduktion

Es wird deuilich, daf} bei geringer Ketonkonzentration das beste Verhiltnis zwischen unka-
talysierter und katalysierter Reaktion erreicht werden kann und somit die hichsten ee-Werte
_erzielt werden konnen. Diese Bedingungen konnen bei Verwendung eines kontinuierlich

betricbenen Riihrkesselreaktors (CSTR) erreicht werden. In ihm liegt bei hohem Umsatz
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kontinuierfich nur eine geringe Substratkonzentration vor. Die Kinetik der enzymkataly-
sierten Reaktion zeigt ebenfalls eine MICHAELIS-MENTEN-Kinetik, jedoch liegt der Ky-Wert
fiir Acetophenon mit 0,04 mM erheblich niedriger. Eine unkatalysierte Nebenreaktion tritt
nichi auf, da weder Formiat noch der Cofaktor ohne Mitwirkung des Enzyms mit

strat reagieren. Der ee-Wert der enzymatischen Reaktion ist > 99 % unter allen untersuchten

Bedingungen.

4.6.3 Verwendete Heakioren

Beide Reaktionen wurden in kontinuierlich betriebenen Membranreaktoren durchgefiihrt.
Im Falle des chemischen Katalysators mufl das System unter strengem Wasserausschluf
gehandhabt werden, da der Katalysator in Gegenwart von Wasser desaktiviert. THF wird als
Losungsmittel genutzt und Methanol zum Quenchen von iiberschiissigem Boran am Reak-
torauslaB zudosiert. Die enzymatische Reaktion wird im in #4.5.2.4 genauer beschriebenen
Zweiphasenmembranreaktor durchgefithrt. Abb. 4-48 stellt beide Reaktorsysteme schema-

tisch gegeniiber.

A'Schutzgasbox mit trockenem Argon Keton organische
Y HCOOH => Phase
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A= e e e , &

wélrige ‘
: = % Phase
— ——=! hydrophile hydrophobe
Nanofiiirationsmembran Koch MPF 50 Ultrafiltrations- Mikrofilirations-
Produkt memiran membran
a) b)

Abb. 4-48: Genutzte Reaktoren

4.6.4 Diskussion und VYergleich signifikanter Parameter

Beide Reaktionen wurden iiber cine Reihe von Verweilzeiten in kontinuierlich betriebenen
Membraneaktoren durchgefiihrt und sind somit direkt vergleichbar. Abb. 4-49 zeigt die
Umsaiz-Zeit-Kurven fiir zwei typische Experimente.

Einige wichtige Parameter sind in Tabelle 4-9 zusammengefaBt. Im Falle der enzymkataly-
“sierten Reaktion wurden nur die Daten der CPCR als Produktionsenzym beriicksichtigt und

-je_weil_s.auf das aktive Protein bezogen.
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Abb. 4-49:  Umsatzgraphen von kontinuierlichen Synthesen
Parameter Einheit Oxazaborolidin- enzymatische
redukiion Reduktion
[Aceiophenon] mmol L.~ 250 40
[Cofaktor] mmol L | kein Cofaktor nétig 0,2
[Katalysator] mrmo! L™ 35 6,8.10°
Zyklenzahl des Kat. {itn) - 560 C2,4.%0°
Wechselzahl (tof) min™ 0,3 2,3.10°
Molekulargewicht des Kat. g mo!” 14000 78000
Aktive Zentren pro Molekiil Kat. - ~ 18 i
Masse pro aktives Zenirum g 880 78000
Halbwerizeit des Kat. d 1,2 27.8
Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) gL’d’ 1400 88
es-Wert % 84 > 99
Tabelle 4-9:  Signifikante Parameter beider Reaktionen
(Es sind die besten erzielten Ergebnisse aufgefiihrt, die nicht unbedingt

aus den gezeigien Umsatzkurven stammen)

Hier soll eine Auéwahl dieser Parameter diskutiert und beweriet werden:
Substratkonzentration: Die Subsiratkonzentration des chemischen Prozesses wurde auf
"e_i_n Maximum von 250 mM eingestellt, aber hohere Konzenirationen sollten moglich sein,
da Acetophenon und Phenylethanol unbegrenzt mit THF mischbar sind. Die Substratkon-
zentration des enzymatischen Prozesses ist durch die begrenzte Loslichkeit des Substrates
in Wasser begrenzt und wurde auf maximal 40 mM eingestellt, was nahe der maximalen
Laslichkeit ist. Die Cofaktorkonzentration wurde auf 0,2 mM eingestellt, wobei 0,02 mM
_pro -Verweilzeit nachdosiert werden. Dies entspricht einer maximalen Zyklenzahl des

Cofaktors von 1600 bel vollstindigem Umsatz.
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Eingesetzte Katalysatormenge, maximale Zyklenzahl des Katalysators: Der Oxaza-
borolidinkatalysator wurde in einer Konzentration von 35 mM zugegeben, was einer maxi-

malen Zyklenzahl (ttn) des Katalysators von 560 iiber die Reaktionszeit gerechnet ent-

spricht. Die CPCR hingegen ist wesentlich aktiver. Sie kann 1,9 mmol Substrat pro Minute
und mg aktives Protein umsetzen. Daraus errechnet sich bei einem Molekulargewicht von
78.000 gmoi‘1 eine Konzentration des Katalysators von nur 6,8 nM, was einer tin von
2.4 10° entspricht! Ein dhnliches Verhalinis wird gefunden, wenn man die Wechselzahlen
(tof)lg] der Katalysatoren betrachtet.
Stabilitit des Katalysators: Fiir den chemischen Katalysator wurde eine Desaktivierungs-
rate von 1,8 % pro Stunde unter Reaktionsbedingungen gemessen. Dies entspricht einer
Halbwertzeit von 1,2 Tagen. Fiir die Stabilitit des Enzymsystems wurde eine Halbwertzeit
von 27,8 Tagen gemessen 1%2Desaktivierungsrate = 1,7 % pro Tag), was den stabilen Be-
trieb eines solchen Reaktors iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen erlaubt.
Raum-Zeit-Ausbeute: Die chemische Reduktion erreicht eine extrem hohe Raum-Zeit-
Ausbeute von bis zu 1,4 kg L d”', wihrend im enzymatischen ProzeB nur bis zu 88 g Lt d!
erreicht werden. Dies ist vor allem durch die geringere Substratkonzentration des enzymati-
schen Prozesses bedingt.
ee-Wert der Reaktion: Die enzymatische Reaktion zeigt einen ee von iiber 99 % iiber die
gesamte Reaktionszeit, da das Enzym sehr stereoselektiv arbeitet und keine unkatalysierte
Nebenreaktion aufiritt. Bei der chemischen Reduktion hingegen sinki der ee-Wert der
Reaktion wihrend der Reaktionszeit durch Katalysatordesativierung ab. Daher ist der
ce-Wert mit diesem Katalysator auf 90 — 94 % begrenzt. Um ein enantiomerenreines Pro-
dukt ohne weitere Aufreinigungsschritte zu erhalten ist also nur die enzymatische Reaktion
geeignel.

‘Die oben diskutierten Parameter zeigen klar die Vor- und Nachteile beider Verfahren auf.
Das enzymatische Verfahren ist beziiglich ttn und Aktivitit des Katalysators iiberlegen.

“Speziell wenn extrem hohe ee-Werte gefordert sind wird es die Methode der Wahl sein. Das
éhemische System hingegen besticht durch seine hohe Raum-Zeit-Ausbeute.
In Hinblick auf den Katalysator wird sicher ein organisch-préparativ arbeitender Chemiker
den chemischen Katalysator bevorzugen, da er mit itblichem Laborgerit herstellbar ist und

recht leicht verindert werden kann. Die enigegengeseizte Enantioselektivitéit kann durch

18! tof von engl. turnover frequency® Glossar
182 semessen mit MDA als Substrat %4.5.1.3
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Synthese des entgegengesetzten Enantiomers des Katalysators ausgehend von D-Tyrosin

erhalten werden. Enzymé, auf der anderen Seite, werden in verstivktem Mafe kommerziell

verfligbar und die Optimierung dieser Biokatalysatoren durch gerichtete Evolution ist ein

aktuelies Thema der Forschung'®. Die Umkehr der Enantioselektivitat unter Verwendung
des selben Katalysators bleibt schwierig, jedoch lassen sich im weiten Fundus der Natur
Organismen finden, die Enzyme der entgegengesetzten Enantioselektivitit zur Verfiigung
stellen, wie zum Beispiel die Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus kefir'®, die die
Synthese von (R)-Phenylethanol erlaubt.

Zusammeniassend 1dft sich sagen, daB sich beide Ansiiize ergiinzen. Wihrend der chemi-
sche ProzeB durch leichte Katalysatorverfiigbarkeit und hohe Raum-Zeit-Ausbeute besticht, i
ist das enzymatische Verfahren bei Katalysatorverbrauch, Zyklenzahl des Katalysators und

vor allem ee-Wert iiberlegen.

4.7 Zwischenbilanz

In diesem Kapitel wurde die enzymatische Ketonreduktion sowohl leicht als auch schwer-
l6slicher Subsirate mit der Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis (CPCR) beschrie-
ben und Membranverfahren zur Durchfithrung dieser Synthesen vorgestellt. Diese Verfah-
ren wurden mit alternativen Syntheseverfahren verglichen. Wichtige Ergebnisse sind:

» Reduktion von 2,5-Hexandion gelingt in hoher Enantiomeren- und Diastercomerenrein-

heit im Satzreaktor und im EMR.
» Die Kinetik der Reaktion wurde in einem Modell erfaft, das zur Simulation von Versu-

chen genutzt werden konnte.,

» Die Darstellung von (28,58)-Hexandiol gelingt im 10 g-MaBstab (Reinheit, ee, de: alle
(418} AN
> 9% %).

» Entwicklung eines Verfahrens zur Reduktion von 2,5-Hexandion mit Bickerhefe im

200 L-MaBstab als fed batch sowie dessen Vergleich zum enzymatischen Verfahre
> ) ..Synthese und Aufreinigung von 1,7 kg (25,55)-Hexandiol nach diesem Verfahren

| {Reinheit, ee, de: alle > 99 %). .

» Entwicklung und Betrieb eines extraktiven Zweiphasenmembranreaktors (ZPMR) zur

uq

Umsetzang hydrophober Substrate unter Erhchung der ttn des Cofaktors und drastischer

Reduzierung des Volumens der wiiirigen Phase.

183 Arnold et al. (1997): Biochem. Eng., 58, 1.
' Hurnmel (1990): Appl. Microbiol. Biotechnol., 34, 15.
Hummel (1990): J. Biotechnol. Lett., 12, 403.
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¥» Synthese hydrophober Hydroxyester und Alkohole im EMR und im ZPMR:
» (S)-5-Hydroxyhexansdureethylester im EMR.
¥ (S)-3,4-Methylendioxyphenyl-2-propancl in EMR und ZPMR.

» (8)-1-Phenylethanol im ZPMR.

mit:
» Ermittlung kinetischer Parameter und deren Nutzung zur Simulation und Reaktions-
planung.
» Demonstration der Betricbsstabilitit.
» Entwicklung von Protokollen zur Produktaufarbeitung.
» Vergleich der Synthese von Phenylethanol mit einem chemischen Verfahren ergibt
Vorteile fiir:
» Chemisches Verfahren: Raum-Zeit-Ausbeute, Katalysatormodifikationen.
» Enzymatisches Verfahren: Katalysatoraktivitiit und -selektivitdt, ttn und tof des

Katalysators, Preis der H>-Quelle, ee des Produktes

S,53)-Hexand
ge.de > 99 %

Abb 4-50: Durch biokatalytische Reduktion dargestellte Produkte
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Die Ergebnisse der cinzelnen Abschnitte wurden bereits im Anschlul an deren Darstellung

ausfiihrlich diskutiert und Hinweise auf eine zukiinftige Entwicklung gegeben. Hier soll
daher ausschlieBlich eine fibergreifende Beurteilung und Bewertung der entwickelten Ver-
fahren erfolgen und ein wiinschenswertes Szenario fiir die Weiterentwicklung der Enzym-

katalyse mit cofaktorabhiingigen Oxidoreduktasen entwickelt werden.

B.1 Ubergreifende Diskussion der Veriahren

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten und genutzten Verfahren setzen Membranen

—)

sowoh! zur Filiration als anch zum Phasenkontakt ein. Die weite Anwendbarkeit dieser
Techniken konnten deutlich demonstriert werden. Im Falle des Zweiphasenmembranreak-
tors konnte die Integration beider Methoden demonstriert werden. Eingesetzt wurde hier
eine hydrophile Ultrafiltrationsmembran zur Enzymriickhaltung kombiniert mit einer
hydrophoben Mikrofiltrationsmembran zur Extraktion des hydrophoben Produktes. Beide
Membranen bestanden aus synthetischen Polymeren. Vergleichbar ist dieses Verfahren mit
dem in #°3.6 beschriebenen Versuch, eine kontinuierliche Synthese mit der Cyclohexanon-
Monooxygenase durchzufiihren. Hier wurde erneut eine hydrophile Ultrafiltrationsmembran
ziur Enzymriickhaltung genutzt, allerdings erfolgte durch die zweite Membran nicht eine
Produktextraktion, sondern eine Substratversorgung, in diesem Fall durch gasférmigen Sau-
erstoff. Das Prinzip ist hingegen gleich geblieben: Ein schlecht 16slicher Stoff limitiert den
Fortgang der Reaktion. Er wird kontinuierlich nachdosiert, im Fall der Monooxygenase
" Sauerstoff durch dic Silikonmembran, im Fall des ZPMR Substrat durch Titration in das
Mischgefdll. Nach Abschlufl der Reaktion ist, im optimalen Fall, das Substrat umgesetzt,
jedoch sammelt sich ein Produkt, das im ZPMR extrahiert werden muf, um die homogene
Phase im Reaktionsraum zu gewénrleisten. =
Es kommt nun die Frage auf, warum die Ultrafiltrationsmembran zur Enzymriickhaltung
 tiberhaupt eingesetzt wird. Im Falle der Monooxygenase wurde sie in den erfolgreichen
Versuchen nicht verwendet. Damit reduziert sich der Reaktor auf den in ©°3.5.1 genutzten
Satzreaktor mit Sauerstoffversorgung im Umlauf. Ein solches Verfahren scheint prinzipiell
auch fiir die Ketonreduktion anwendbar. Auf einige Probleme, die einer Realisierung entge-
genstiinden, sei aber an dieser Stelle hingewiesen: Das Reaktorvolumen, also das Volumen,

in dem die Enzyme verteilt sind, erhtht sich auf die Summe aus den beiden wiifirigen Kreis-
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ldufen abziiglich eines geringen Einsparpotentials. Es ist also davon auszugehen, daf ein
Mindestvolumen von etwa 300 ml. genutzt werden miifite, das fiir einen Laborreaktor recht
viel ist. Zudem tritt im Extraktionsmodul ein direkter Phasenkontakt mit einer organischen
Phase auf. Es konnte aljerdings in Versuchen im Zweiphasensysiein ohine Membran gezeigt
werden, da} beim Vorliegen einer Phasengrenzfliche die Aktivitdt der verwendeten Enzyme
schlagartig auf nahe null abnimmt.

Groflere Hoffnungen konnen in die Verwendung des reinen Substrates als organische Phase
gesetz{ werden. Dies wiirde das konstante Arbeiten an der Loslichkeitsgrenze erlauben.
Dem entgegen steht allerdings die fehlende Stabilitdt der in Frage kommenden kommer-
ziellen Membranen gegeniiber reinem Keton.

Eine komplette Integration beider Techniken wire, unabhingig von zu Iésenden technischen
Problemen, prinzipiell denkbar. Hierbei wiirde in den bestchenden Zweiphasenmembran-
reaktor cine Begasungsmembran in den EMR-Kreislauf integriert. Zum Einsatz kommen
konnte zum Beispiel der gleiche Modultyp, wie er zur Extraktion eingesetzt wird. Da dieser
urspriinglich fiir den Gastransfer in oder aus wilrigen Lésungen entwickelt wurde, sollte
einer Anwendung nichts entgegen stehen. Der Adsorption von Proteinen an der hydropho-
ben Membran kann durch den hohen Fremdproteingehalt in der CPCR-Priparation oder
durch die Zugabe von Rinderserumalbumin (BSA) entgegengewirkt werden. Auch tritt hier
kein direkter Phasenkontakt mit einem organischen Losungsmittel auf. Ein analoger Ansaiz
kann zur Entfernung von CO; aus der Ketonredukiion gewihlt werden, wenn auf der Man-

telseite des Extraktors Vakuum angelegt wird. Abb. 5-1 zeigt das Schema eines solchen

Aufbaus.

Abb. 5-1:  Dreiphasenmembranreaktor

‘5.2 Enzymverflgbarkeit
Die Verfiigbarkeit der zu nutzenden Enzyme ist ein HuBlerst wichtiger Faktor, wenn die

Synthesen auch in einen wirtschaftlich sinnvollen MalBistab vergroBert werden sollen.
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Unumgiinglich ist es meist, mit Hilfe der Gentechnik ein rekombinantes Protein zur Verfii-
gung zu stellen. Dies bietet den Vorteil, daB bei gelungener Uberexpression die Enzymakti-
vitdt, selbst wenn das Enzym nicht vom Wirtorganismus benétigt wird, in grofien Konzen-
trationen zur Verfiigung hergestelit werden kann. =
Im Falle der Monooxygenase ist eine solche Expression in Bickerhefe bereits gelungen. Die |
somit geschaffene ,,Designer Hefe” wurde kiirzlich von STEWART et al. beschrieben und als

85 Da die Bickerhefe selbst keine Monooxygenase besitzt,

Ganzzellkatalysator eingesetzt
genausowenig wie die Produkte abbauende Enzyme, kann in diesem Fall auch in ganzen
Zellen eine effektive Biokatalyse durchgefiihrt werden. Ein Problem ist allerdings die kon-
kurrierende Redukiion des Substrates zum entsprechenden Alkohol. Eine Isolierung des !
Enzyms aus der Hefe sollte hingegen keine Probleme bereiten. Durch die einfache Fermen-
tation kann somit das rekombinante Protein in groBen Mengen isoliert und eingesetzt wer-
den. Ein weiterer Vorteil wiire dabei der Ubergang aus der Sicherheitsstufe S2 gemi8 Gen-
technikgesetz in S1, da mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit der Ursprung der
fakultativen Pathogenitét von Acinetobacter nicht im Protein der Monooxygenase zu sehen
ist. |

Analog ist die Klonierung und Uberexpression der Carbonyireduktase aus Candida para-
psilosis weit fortgeschritten. Es konnten in E. coli bereits recht gute Expressionen erreicht

werden'®®, die aber, zusammen mit der Stabilitit der Expression noch weiterer Optimierung

bediirfen.

5.3 Erwelterung der Subsiraispekiren: Chemische Herausforde-
rungen
Sowohl enantiomerenreine Lactone als auch enantiomerenreine Alkohole sind wichtige
~ Synthons in der organisch-chemischen Synthese. In 3.6 wurden bereits ausgewithite Bei-
- spiele fiir die Folgechemie der enzymatischen BAEYER-VILLIGER Oxidation aufgefiihrt. Hier |
soll nun die Anwendung der CPCR in der Synthese von (S)-8-O-Methymellein gezeigt wer-
“den'¥. Die Zielverbindung gehért zur Klasse der Dihydroisocumarine, die vor allem aus
Pilzen isoliert wurden. Die entscheidende Einfiihrung der Chiralitit gelang, wic Abb. 5-2
zeigt, durch enzymatische Reduktion von 2-Aceonyl-6-methoxybenzonitril mit CPCR in

5. Stewart et al. (1996): J. Chem. Soc. Perkin Trans.1, 755.
Stewart et al. (1996): J. Org. Chem., 61, 7652.
-~ Stewart et al. (1998): I. Am. Chem. Soc., 120, 3541.
'8 M. Bonitz, Institut fiir Enzymtechnologie der Universitit Diisseldorf, unverdffentlichie Ergebnisse
7 Schubert (1998): Diplomarbeit, Rheinische-Friedrich-Wilhelms Universitit, Bonn.
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hoher Enantiomerenreinheit. Der Enantiomereniiberschul} blieb auch bei der anschlicBenden

Lactonisierung komplett erhalten.

OCHs QCH; (IJCH?, Ci)
e — (j/\cji CFCR CNOH HCI / MeOHﬂ_ ©\/J13\
ge >995 % ee>0885%

Abb. 5-2:  Chemoenzymatische Synthese von (S)-8-O-Methylmellein

Eine Herausforderung an die chemische Synthese ist die selektive Reduktion einer Keton-

188

gruppe in Gegenwart anderer funktioneller Gruppen ™. Wihrend die Diskriminierang zwi-

schen der Hydrierung von Doppelbindung und Keton, wie zum Beispiel in Benzyliden-

Carbonylgruppen héufig schwieriger. Enzymatisch sollte es gelingen Strukturen, wie sie in
Abb. 5-3 schematisch dargestellt sind, selektiv an der endstindigen Ketonfunktion zu redu-
zieren. Im Idealfall wiirde gleichzeitig eine Racemattrennung in Bezug auf den Rest R

durchgefiihrt. Anhaltspunkte hierfiir bieten das Substratspektrum der CPCR.

O 0O O oH O O

XWO/H ﬂ XWO/R’ mit X = CHa, F, CF3, CH{OMe),

R R

Abb. 5-3:  Selektive Reduktion von Carbonylfunktionen

geschopft sind, sondern vielmehr enorme Entwicklungsmoglichkeiten auch fiir die Zukunft

- gesehen werden kdnnen

1% Wolberg et al. (1998): Deutscher Patentantrag 198 57 323.2
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Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Entwicklung und Nutzung von Membranverfahren,

die die Nutzung cofaktorabhingiger Oxidoreduktasen in priiparativem Mafstab effektiv

erlauben. Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1. Enzymatische BAEYER-VILLIGER Oxidation

Reaktionsschemsa

CHMO: Cyclonexanon-
Monooxygenase
[EC 1.14.13.22]
aus Acinetobacter
i Formiatdehydrogenass
P [EC 1.2.1.2]
aus Pseudomonas
S: 4-Methylcyclohexanon
P: {8)-{-}-5-Methyl-oxepancn

Prinzip des genuizien Reakiors

Luft  Peristaliikpumpe
£

Probenahme

)
L

T &
|

blasenireie
Begasung

i

merenreiner Lactone.

Erfolgreiche Anwendung der Cyclohexanon-Monocoxygenase zur Synthese enantio-

Effektive Regenerierung des Cofaktors NADPH durch eine NADP'-abhiingige For-

miatdehydrogenase und Formiat als Wasserstoffquelle.
Blasenfreie Begasung durch eine Silikonmembran.

Durchfiithrung der priparativen Synthese im Repetitive Barch.

‘Enzymatische Ketonredukiion

» Fermentation im 300 L-Maf}stab fithrt zu ca. 70.888 Ui
> Vereinfachung der Aufarbeitung fiihrt zu priparativ anwendbarem Enzym
b) Reduktion von gut 16slichem 2,5-Hexandion
{Reaktiocnsschema
HO HO
/\/Y Biikar— /\/\/
: / \ oK -
¢ 2,5-Hexandio
SNAD{P} 5-Hydroxy- NAD(P]H NAB{P} {28 ,551-Hexandiol
B hexan-2-on % ). ee> 99 %, de » 395 %
*'fﬁmkat.-—!} —Bigkati—

> Kinetische Beschreibung des Gesamtreaktionssysterns als Folgereaktion.

Isolierung des Produktes in hoher chemischer Reinheit mit einem ee von > 99 %.
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» Synthese im Satzreaktor und EMR.

A

Vergleich mit Ganzzellbiotransformation mit Bickerhefe.

» Damit Produktion und Isolierung von 1,7 kg (25,5S)-Hexandiol mit Reinheit, ee

und de > 99 %.

¢) Reduktion von schiecht 16slichen Substraten

» Kinetische Charakterisierung der Reaktionssysteme und kontinuierliche Reduk-
tion im EMR iiber bis zu 28 Tagen mit geringem Umsatzriickgang.

» Aufbau eines kontinuierlich beiricbenen Zweiphasenmembranreakiors

(ZPMR) mit folgenden Eigenschaften:

» Kreislauffiihrung der wiiBrigen Phase. Dadurch Erhohung der Zyklenzahl des
Cofaktors um Faktor 10 und Reduktion des Volumens der wiBrige Phase um

Faktor 25.

LE VLR,

» Integration einer membrangestiitzten Extraktion erlaubt kontinuierliche

Entfernung des Produktes.
» Erfolgreiche Reduktion von 3,4-Methylendioxyphenylaceton und Aceto-
phenon im ZPMR.
» Folgende Parameter der Synthesen wurden erzielt:
Subsirat ABEE MDA AcPhe
Parameter
Reaktor EMR EMR ZPMR ZPMR
[S] 30 mM 10 m 10 mM 20 mM
[NADY 0,2 mM 0,25 mM 0,2 mi 0,2 mM
[CPCR] 2UmL" 2UmL" 3UmL? 1 UmL”
IRZA 102g L 205 g L7g" 41 g Lg" 52,1 gL¢"
iin 135 35 475 850
ty2 | 9,3d 27,8 d |
| Betriebszeit i70 h 450 h 140 h 220 h SRR, -
Vigo(rel.) 100 % 100 % 4% 2,5% Tk
Tm(P) 8¢ 24,8 ¢ 10,2¢g
ee > 089 % > 98 % > 99 %
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Reaktionsschema { Extrakiiver Zweiphasen-Membranreakior

{3 <O\l/\/’\/ 71 organische
ji/\/\/ CPC% roS o> : ; mﬂjﬂgse
(NAD) : :

Eﬂestl ation . =

El

Né o

\_/

D e—— (0,

HCOO

CPCR: Carbenylreduktase aus Candida parapsilosis

FDH:  Formiaidehydrogenase aus Candida boidini wanrige
3: (3.4)-Methylendioxyphenylaceton (MDA) iy Phase
P: {§)-o-Metnhyl-1,3-benzodioxoi-5-ethanal “hydrophi \;d

UF-Membran MF- I\J‘ﬂmnran

» Vergleich der enzymatischen Acetophenon-Reduktion mit Oxazaborolidin-Re-
duktion (OAB) ergibt hthere Raum-Zeit-Ausbeute fiir OAB, jedoch erheblich
hohere Katalysatoraktivitit, Zyklenzah! des Katalysators vnd ee fiir enzymati-
sches Verfahren,

» Isolierung der Produkie in hoher Enantiomerenreinheit:

> 8g  (S)-5-Hydroxyhexansiureethylester (Reinheit, ee > 99 %).

» 24,8 g (8)-3,4-Methylendioxyphenyl-2-propanol (Reinheit, ee > 99 %).
» 10,2 g (S)-1-Phenylethanol (Reinheit, ee > 99 %).




7 = Material und Methoden 109

7.1 Verwendete Gerédile und Chemikalien

7.1.1 Chemikalizn

Aldrich Chemie, Steinheim
Acetbuttersdurecthylester
Acetophenon

Biomol Feinchemikalien, Hamburg
NAD®
NADH
NADP'
NADPH

Boehringer Mannheim, Mannheim
Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii

Fluka, Steinheim
2,5 Hexandion
4-Methylcyclohexanon

Institut fiir Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf
Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii

Merck, Darmstadt
Albumin Fraktion V aus Rinderserum
DTT
2,5-Hexandion

Pharmacia I.XB, Freiburg
(J-Sepharose Fast Flow
UBE, Diisseldorf
3,4-Methylendioxyphenylaceton
Andere Chemikalien wurden von Sigma/Aldrich/Fiuka (Steinheim), Riedel de Haen
- (Seelze) oder Merck (Darmstadt) als p.A.-Ware bezogen und ohne weitere Reinigung einge-

. setzt.

7.1.2 Gerites

Amafilter, Langenhagen
RO-Membran ROM 375
‘Amicon, Witten
" UF-Membranen YM-10, YM-30, YM-3
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BEST, Bornheim
Swadgelok Verschraubungen
Whitey Ventile

BIW Isolierstoffe, Ennepetal
Siltkonschlauch zur blasenireien Begasung

Bodenseewerk Perkin-Ebmer, Uberlingen
FTIR-Spektrometer
Polarimeter 241 MC

Bohlender, Lauda K6nigshofen
TeflonanschluBstiicke

Breoks, Veenendaal, NL
Druckregler mit Steuerelektronik

Bruker Analytische MefBtechnik, Rheinstetten
Kernrescnanzspektrometer AM 400 und AC 200

Biichi Laboratoriumstechnik, G&ppingen
Rotavapor RE 111
Vacobox R-160
Wasserbad 461

Celanese, Wiesbaden
UF-Membranen UF-PA 20H und UF-PA-5
Exraktionsmodul LIQUICEL 2,5x8

Chemap, Volkertswil, CH
Fermentationsanlagen

Chrompack, Frankfurt
(Gas-Chromatograph 428 A mit
Autosampler Modell 311

CS Chromatographie-Service, Langerweche
GC Kapiiiarséiule Cycledex BI/P 50 m x 0,32 mm i.d.

(3 Wanillareinla Y ("‘XT 2(\1\.’]' CR_NE DK vy N 2D
MR AN Yi—

LRICLE O Lllu‘lu

Pt Aa Blasmamsies Bod T avmleswes
£ Ot G INCILIVUE D, £ada ,I..iUIllULU.é

Kiihlzentrifunge Sorval RC-5B mit GS3-Rotor

Eppendorf, Hamburg
Laborzentrifuge

Haake, Karlsrnhe
div. Kryostaten

Hellma, Miillheim
div. Quarzglaskiivetten

Hewlett-Packard, Waldbronn
GC-System 6890
GC/MS-System 6890 mit MSD 5973
ChemStation Datenauswertung

1A
BTV, Ll 1 Vo 1i1111 1.8,
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{KA Labortechnik, Stauffen
Magnetriihrer Ikamag RET-G
Membranpumpstand

Latek, Heidelberg
Teflonschifiuche und Anschiiisse
Leybold, K6ln
Membranpumpe Divac
Olschieberpumpe Trivac D 4B
Thermovac TM 210

Mallinckrodt-Baker, Griesheim
Daicel Chiracel OD-H HPLC-S4ule

Macherey-Nagel, Diiren
Kapillarsdule I'S Lipodex E

Metrohm, Herisau, CH
pH-Meter 691
Impulsomat 614
Dosimat 665
Wechseleinheit 552
pH-Elektroden

MGW Lauda, Lauda-Konigshofen
div. Thermostaten
Netsch Feinmahitechnik, Seib
Kugelmiihle LME 0,5
Pharmacia LKB, Freiburg
Fraktionssammier FRAC-100 und REDI-FRAC
Schreiber LKB 2210 und 2065

UV-DurchfluBphotometer UVicordS
Wechselkolbenpumpe P500

Reichelt Chemie Technik, Heidelberg
Prizisionsdosierpumpe M160

Sartorius, Gottingen
Cellulosenitrat und -acetat Sterilfilter
Filtrationsgerit SM 16254
Glas-Vakuumfiltrationsgerit
Vorfilter S-200

Shimadzu Europa, Duisburg
 Gas-Chromatograph GC 14A mit
Autosampler AOC 14
Integrator CR-6A
Spektrophotometer UV 160

Siemens, Miinchen
SMP-Interface

Stoe, Darmstadt

Transmissionsdiffraktometer mit ortsaufldsendem Detektor

Stoe Index Software
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Sykam, Gilching:
HPLC-Controller S 2000
Solvent Delivery System S 1100
Low Pressure Gradient Mixer S 8110

Verder, Diisseldorf
div. Schlauchpumpen und Pumpenschlduche

Werkstitien bzw. Eigenentwicklungen der Forschungszentrum Jilich GmbH, Jilich
Blasenfalle, Acrylglas
div. Glasbauteile
div. elekirische Anschliisse und Adapter
Enzymmembranreaktor, 10 ml, Edelstahl
MeBdatenerfassungsprogramm MEDUSA

7.2  Analysenbedingungen

7.2.7 Umsaizosstimmung
Umsatzbestimmungen wurden durch Vergleich der Flichenprozente von Substrat und Pro-

dukt in einer achiralen gaschromatographischen Analyse durchgefiihrt.

7.2.1.1 Synthese von 5-Methylcaprolacion

Siule: FS CW 20M-CB-0.5
25m * 0,32 mm i.d.

Trigergas: 2 bar He

Séunleniemperatur: 140 °C

Injekior: 250 °C sfsl

Detektor: 250 °CFID

Retentionszeiten: 0,9 min  4-Methylcyclohexanon
6,3 min 5-Methylcaprolacton

7.2.1.2 Synthese von 2,5-Hexandiol

Sdule: FS CW 20M-CRB-0,5
25m* 0,32 mm i.d.
Trigergas: 2 bar He
- Séulentemperatur: 140 °C
Injektor: 250 °Csfsl
Detektor: 250 °C FID

Retentionszeiten: 1.4 min 2,5-Hexandion
2,2min S5-Hydroxyhexan-2-on
4, 7min 2,5-Hexandiol
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7.2.1.3 Synthese von HHEE

Séule: FS CW 20M-CB-0,5
25m * 0,32 mm i.d.

Trigergas: 2 bar He

Siulentemperatur: 140 °C

Injekior: 250 °C sfsl

Detektor: 250 °C FID

Retentionszeiten: 3,0 min  ABEE
5,2min HHEE

7.2.1.4 Synthese von MDI

Saule: FS CW 20M-CB-0,5
25 m * (0,32 mm i.d.

Trigergas: 2 bar He

S#ulentemperatur: 200 °C

Injektor: 250 °C sfsl

Detektor: 250 °CFID

Retentionszeiten: 4,4 min MDA
53min MDI

7.2.1.5 Synthese von Phenylsthanol

S#ule: FS CW 20M-CB-0,5
25m * 0,32 mm 1.d.

Trigergas: 2 bar He

Saulentemperatur: 140 °C

Injektor: 250 °C s/sl

Detektor: 250 °CFID

Retentionszeiten: 2,3 min  Acetophenon
4,1 min Phenylethanol

7.2.2 Bestimmung des Enantiomereniiberschusses
Die Bestimmung des Enantiomeren- und Diastereomereniiberschusses wurde durch Gas-

chromatographie bzw. HPLC (MDI) an chiraler stationérer Phase durchgefiihrt.

= R

~ 7.2.2.1 Synihese von 5-Methylcaproiacion

" Séule: FS Cyclodex BI/P
o 50 m * 0,32 mm i.d.
Trigergas: 1.8 bar H
Siulentemperatur: 130 °C
-Injektor: 250 °C s/sl
Detektor: 250 °C FID

Retentionszeiien: 16,7 min (5R)-Methylcaprolacton
17,3 min (55)-Methylcaprolacton L
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7.2.2.2 Synthese von 2,5-Hexandiol

Sidule: FS Cyclodex BI/P
50m * 0,32 mm i.d.

Trigergas: 1,3 bar H;

Séulentemperatur: 110 °C

Injektor: 250 °C s/sl

Detektor: 250 °CFID

Retentionszeiten: 21,6 min (25,58)-Hexandiol (Diacetat)
24,2 min meso-2,5-Hexandiol (Diacetat)
26,1 min (2R,5R)-Hexandiol (Diacetat)

7.2.2.3 Synthese von HHEE

Séule: FS Lipodex E

50m * 0,32 mmi.d.
Trigergas: 1,1 bar Hy
Saulentemperatur: 130 °C
Injektor: 250 °C sfsl
Detektor: 250 °C FID

Retentionszeiten: 21,7 min (R)-HHEE (TFA)
23,3 min (8)-HHEE (TFA)

7.2.2.4 Synihese von MBI

Séule: Daicel Chiracel OD-H
25 cm * 0,46 cm 1.d. + 5 cm Vorsdule
Eluent: n-Heptan / 2-Propanol =98 / 2
Fluf: 1 mLh?
Detektor: UV bei 290 nm

Retentionszeiten: 22,7 min (S)-MDI
252 min (R)-MDI

7.2.2.5 Synthese von Phenvylethanol

Sdule: FS Lipodex E

S0m * 0,32 mmid.
Trigergas: 1,1 bar B,
Stulentemperatur: 100 °C
Injektor: 250 °C s/sl
Detektor: 250 °C FID

Retentionszeiten: 19,7 min (S)-Phenylethanol
: 20,4 min (R)-Phenylethanol

7.2.3 Kernresonanzspekiven
Die Kernresonanzspekiren wurden in der Abteilung Zentralanalytik der chemischen Institute
der Universitit Bonn auf Bruker AC 200 und AM 400-Spektometern aufgenommen und mit

‘Hilfe des Programms NUTS® ausgewertet.
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Die in den Spekiren angegebene chemische Verschiebung 8 wird in ppm angegeben und auf
den Standard Tetramethylsilan bezogen. Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden die
Spekiren in CDCl, als Losungsmittel aulgenommen.

Die Kopplungskonstanten werden in Hz angegeben, nach absteigender Grofe geordnet und

mit folgenden Buchstaben oder Kombinationen daraus bezeichnet:

s = Singulett
d = Dublett

t = Triplett

g = Quartett
m = Multiplett

7.2.4 NMassenspekiren

Die Massenspekiren wurden in der zentralen analytischen Abteilung der chemischen Insti-

der Universitit Ronn anf einem Kratos AET MS50 Massenspektrometer aufgenommen.

i NS aaz ¥ ALE QA3 B

111
i L
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7.2.5 Infrarcispekiren

Infrarotspektren wurden auf einem Perkin Elmer FTIR-Spekuwometer aufgenomrnen189

7.2.6 Drehwerimessungen

Die Messung der molekularen Drehung der Produkie erfolgte auf einem Perkin Eimer 241
MC. Die verwendete 10 cm Kiivette wurde vor der Messung auf 25 °C temperiert. Es wird
bei der Wellenlinge der Na D-Linie mit Hilfe einer Natriumdampflampe gemessen. Die

Konzentrationen sind konventionsgemi® in g pro 100 mL Losung angegeben.

7.2.7 Rénigenpulverdiffrakiometria

Jiilich auf einem Stoe Diffrakiometer durchgeti

Gitterkonstanten wurden mittels der Stoe Index Software bestimmt.

7.2.8 Photometrische Messungen

'_._Der Gehalt bzw. die Konzentrationsinderung von NADH und NADPH werden spekiro-
photometrisch an einem Shimadzu 160 Photometer vermessen. Soweit nichts anderes ange-
“geben, erfolgt die Messung bei 340 nm in einer 1 cm Kiiveite gegen einen entsprechenden

Nullwert. Die Konzentrationsinderung von NAD" bzw. NADP" wird iiber das gebildeie

189 yen Mitarbeitern des Arbeitskreises Prof. Wamhoff, Uni Bonn, sei fiir die bereitwillige
Zurverfiigungstellung des Spekirometers wie fiir Rat und Tat gedanki.

Ll o
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NADH bzw. NADPH bestimmt. Die Umrechnung der Absorptionen auf die Konzentration

erfolgt mit Hilfe des LAMBERT-BEERschen Gesetzes'™".

7.3  Versuchsvorschrifien
7.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschrifien

7.3.1.1 Derivatisierung mit Acetyichiorid

10 pL einer Analysenprobe werden in 500 uL. Methylenchlorid geltst. Es werden 100 pL
Pyridin und vorsichtig 100 uL Acetylchlorid zugegeben. Dabei erwidrmt sich die Losung
und ein weifler bis gelber Niederschlag fallt aus. Nach 30 min wird 1 mL Methanol zugege-
ben, wobei sich der Niederschlag wieder 19st. Das Losungsmittel und iiberschiissiges Rea-

gens werden abgeblasen und erneut in 1 ml Methanol aufgenommen.

7.3.1.2 Derivatisierung mit Trifluoressigséureanhydrid (TFA)

10 uL. einer Analysenprobe werden in 500 uL. Methylenchlorid gelést. Es werden 100 uL
Pyridin und vorsichtig 100 uL TFA zugegeben Es wird 2 h auf 60 °C erwirmt und anschlie-
Bend 1 mL Methanol zugegeben. Das Losungsmittel und iberschiissiges Reagens werden

abgeblasen und erneut in 1 mi. Methanol aufgenommen.

7.3.1.3 Proteingquantifizierung nach BRADFORD
Proteinproben werden nach der Methode von BRADFORD'! mit Hilfe einer Fertiglésung
(Merck) quantifiziert. Die Berechnung erfolgt gegen eine Eichung mit BSA.

Assay: 300 ui Wasser
' + 50 ul Probenlosung
+ 200 pl Bradford-Losung
Nullwert: 850 pl Wasser
+ 200 pl Bradford-Losung
" Verfahren: 10 min inkubieren
Endpunkimessung bei 595 nm und Raumtemperatur gegen Nullprobe

: 7.3.2 BaAEeYER-VILLIGER Oxidaiion

7.3.2.1 Kinetik der MO
‘Die Kinetik wird photometrisch vermessen. Entsprechende Konzentrationen werden vari-

iert.

~ 190 Becker et al. (1990): Organikum - Organisch-chemisches Grundpraktikum, Deutscher Verlag der

Wissenschaften, Berlin.
¥1 Bradford (1976): Anal. Biochem., 72, 248,
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Ansitze: [4-Methylcyclohexanon]j= 1 mM

[NADPH] = 0,2 mM
pH (Tris /HCI, 50 mM) = 8,0
Temperatur: =30 °C

7.3.2.2 Kinetik ger FDH

Die Kinetik wird photometrisch vermessen. Entsprechende Konzenirationen werden vari-

iert.

Ansitze: [Formiat] =300 mM
[NADP' = 1,5 mM
pH (Tris /HC], 50 mM) = 8,0
Temperatur: =30 °C

atch mit blasenfreier B

7.3.2.3 Repestitive B egasung
21,6 mL einer Losung aus 135 mg ( 143 uL, 1,2 mmol, 40 mM) 4-Methylcyclohexanon,
6,3 mg (7,5 umol, 0,25 mM) NADP" und 408 mg (6 mmol, 200 mM) Natriumformiat und
300uLl 4,70, 0,16 U mL™ CHMO-Losung in Tris-Puffer werden 10 min im Mantelkol-
ben bei 30 °C inkubiert. Zum Starien der Reaktion werden 8,4 mL (94U, 0,32 U mL'i)
FDH zugegeben. Die Losung wird leicht geriihrt und mit einem Volumenstrom von
450 mL h' mit Hilfe einer Schlauchpumpe durch cinen diinnwandigen Silikonschlauch
gepumpt, dessen Umgebung mit ca. 60 L h™' Luft (Uberdruck < 20 mbar) umstromt wird.
Der Verlauf der Umsetzung wird durch regelmiBige gaschromatographische Analyse von
Reaktorproben verfolgt. Nach ca. 10 h ist der Umsatz vollstindig und die Losung wird in
einer 50 mL-Rihrzelle ausgestattet mit einer YM 30-Ultrafiltrationsmembran (Amicon,
Witten) bei 4 °C eingeengt und mchrmals mit Puffer nachgewaschen. Das Enzymkonzenirat
wird mit frischer Substratldsung versetzt und die Reaktion erncut gestartet. Das Filtrat wird
| ie 20 mi. Hssigester extrahiert, die vereinigten orgamschen Phasen Werden liber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel 1.V. entfernt. o R

- Ausbeute des ersten Laufes: 108 mg (70%)

» \"_ '-?_.3.2.4 Reg@eiitive Batch mit Nanofiliration

Bei Versuchen mit einer Nanofiltrationsmembran wird mit Hilfe eines 3 mL Plexiglas
EMRs filtriert und eine Reversosmosemembran ROM 375 verwendet. Es wird kein_NADP+
-nachdosieri. Bie Enzymxonzentrationen wurden auf 0,21 Umi_.f.l ulrx_d__'O,_’72__UmL'_1 FDH

_erhoht. Die iibrigen Bedingungen gleichen denen in 7.3.2.3.
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7.3.2.5 EMR mit blasenfreier Begasung

Ein Standard-EMR-Aufbau mit einem 3 mL Plexiglas EMR wird mit einer YM 10 Ultrafil-
trationsmembran ausgestattet. In einem Umlauf wird ein Begasungsgefil mit Silikon-
schlauch angebracht. Am EMR Auslauf und am Luftauslal des BegasungsgefidBes werden
Druckregler angebracht, die fiir gleichen Druck auf beiden Seiten der Begasungsmembran
sorgen sollen.

Eine Losung aus 20 mM 4-Methylcyclohexanon, 100 mM Natriumformiat und 0,25 mM
NADP" in 50 mM Tris / HCI-Puffer pH 8,0 wird mit 10 mL h™ durch den Reaktoraufban
gepumpt. Durch die Blasenfalle werden 665 uLL CHMO (10 U) und 7,14 mL FDH (20 U)
zugegeben.

Nach wenigen Verweilzeiten steigt der Druck im EMR stark an, so daB es trotz Druckrege-
hung zuniichst zu einem Durchiritt von Reaktionslsung durch die Begasungsmembran und
spéter zu einem Bruch der Membran kommit. Ein konstanter Umsatz konnte nicht iiber lin-

gere Zeit erreicht werden.

7.3.3 Fermentation und Aufreinigung der CPCR

7.3.3.1 Fermentationsbedingungen
Die Hefe Candida parapsilosis wurde von der DSMZ in Braunschweig als Schrigagar be-
zogen. Die Vermehrung verléinft zuniichst im Schiittelkolben. Proben dieser Kulturen wer-
den mit 58 % (v/v) Glycerin versetzt und bei —80 °C gelagert. Sie werden als Animpikultur
fiir weitere Versuche genutzt.
Nachfolgend sei eine Fermentation im Fermenter beschrieben. Die Mengen sind pro L Fer-
mentationsvolumen angegeben.
Ein Nihrmedium bestehend aus 20 gL' Glycerin (2 %), 10 gL' Hefeextrakt (1 %),
1.2 gL' Ammoniumsuifat (0,12 %), 1 g L' Di-Natriumhydrogenphosphat (0,1 %), 1 g L™
- Kalium-di-hydrogenphosphat (0,1%) und 0,01 mL L' Antischaum (Dehysan 22111 0,01 %)
‘werden bei 121 °C fiir 30 min sterilisiert und anschliefend auf 30 °C abgekiihlt. Es wird mit
H3PO, auf pH 4,5 titriert. Angeimpft wird mit 5 % Vorkultur. Bei einer Rithrerdrehzahl von
5_00_Umi}:1'1 wird bei 30 °C und 60 % Sauerstoffsittigung fermentiert. Eine Wachstums-
kontrolle findet durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm statt. Am Ende der expo-
nentiellen Wachstumsphase wird die Kultur auf 4 °C abgekiihlt und im Kammerseparator

separiert. Die Zellen werden bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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7.3.3.2 Enzymaufreinigung

7.3.3.2.1 Chemikalien und Ldsungen

AufschluBpuffer

Substanz Konzentration Menge pro L Menge auf Ansatz
Bidest. H,0O 5L
Triethanclamin 100 mM 14,82 ¢ 746 g
DTT T mM 154 mg 770 mg
Pefabloc SC 40 mg 200 mg
Konz. HCI auf pH 7,0
PEG- Lésung
Substanz Konzentration Vienge pro L Menge auf Ansaiz
AufschluBpuifer 1L
PEG 4000 50 % (viw) 1ka
Lvo-Puffer
Substanz Konzentration Menge pro L Menge auf Ansatz
Bidest. H.O ik
NaHCO; 100 mM 8,40g 8,40¢
Konz. HC! aufpH 7,0
Saulenpuffer
Substanz Konzentration Menge pro L Menge auf Ansaiz
Bidest. H,O igL
Isopropanol 5 % (viv) 50 mL il
Triethanclamin 100 m 148249 298,38 g
DTT 1 mM 0,154 ¢ 3,09 g
Konz. HCI auf pH 7,0
40 mM NaCl
Substanz Konzentration Menge pro L Menge auf Ansaiz
Saulenpuffer il
NaCi 4G miM 2,349 2,349
120 mM NaCl

| Substanz Konzeniration Menge pro L Menge auf Ansatz
Saulenpuffer _ B 2L .
NaCl 120 mM 7,01g 14,03 g

-2 M NaCl | -
Substanz Konzentration Menge pro L iienge auf Ansatz
Saulenputfer - TR
NaCl 2000 mM 116,88 g 233,76 g

7.3.3.2.2 Zellaufschiuf3
"1 kg feuchte Zellen werden grob zerkleinert und in 3 L AufschluBpuffer unter Rithren auf-

:.'ge_taut (30-60 min). Die Suspension wird auf Eis gestellt. Der Aufschluf} erfolgt durch Nal3-




120 7 = Material und Methoden

vermahlen mit Glasperlen (d= 0,5 mm; 3 Passagen in Netsch LME 0,5 bei 2500 min™') unter

Kiihlung.

7.3.3.2.3 PEG-Féliung —
Die gesamte Fillung wird unter Kiihlung auf dem Eisbad bzw. in der auf 4 °C gekiihlien
Zentrifuge durchgefiihrt.

Das Zellhomogenat wird unter stindigem langsamen Riihren bis zu einer Endkonzentration
von 2,5 % PEG (w/v) versetzt (50 mL PEG-Ldsung pro 1 kg Homogenat). Die Suspension
wird noch 30 min lang leicht geriithrt und dann bei 7000 G 30 min lang zentrifugiert.
(8000 U min™ in GS3-Rotor der DuPont-Zentrifuge). Die vereinigten Uberstinde werden
gewogen und unter leichtem Rithren bis zu einer Endkonzentration von 17,5 % PEG (w/v)
versetzt. (= zu den bereits vorhandenen 2,5 % im Uberstand werden weitere 460 mL PEG-
Losung / 1 kg Uberstand gegeben). Die Losung wird fiir 30 min ieicht geriihrt und danach
3 min bei 2500 G zentrifugiert. (3000 U min™ in GS3-Rotor). Der Uberstand wird abgegos-
sen und nach negativem Enzymitest verworfen. Die Pellets werden aus den Zentrifugenbe-
chern entfernt und in Lyo-Puffer gelost (0.5 — 1L / kg Zellen). Die Losung wird 30 min
leicht geriihrt und nach Enzymtest in Kristailisationsschalen gefiillt und lyophilisiert. Das

Lyophilisat wird bei —20 °C gelagert.

7.3.3.3 lonenaustauschechromatographie
Die Mengen dieser Vorschrift sind auf die Verwendung einer Sdule von 5 cm Innendurch-
messer und 35 cm Gelbett ausgerichtet.
12 g Lyophilisat der PEG-Fillung werden langsam in 600 mL S#ulenpuffer eingeriihrt. Man
riihrt noch 30 min nach.
Die Losung wird mit einer Pumprate von 1,51 h' auf die Siule aufgepumpt. Reste in der
Vorlage werden 2 mal mit wenig Saulenpuffer nachgewaschen.

- Mit 40 mM NaCl-Lasung wird solange gespiilt, bis der Durchlaufpeak beendet ist und die
~ danach folgende Schulter beginnt abzufallen. Hier beginnt die Fraktionierung mit einer K
'Fraktionsgrﬁﬁe von 0,75 min. Danach wird 120 mM NaCl-Losung eingespiilt. Mit dem
ersien deutlichen Peak wird die Aktivitit eluiert, die photometrisch bei 340 nm quantifiziert
wird. Das Umstellen auf 2 M NaCl-Losung erfolgt, sobald die Aktivitét vollstindig eluiert |
wurde. Hierzu wird die S#ule in umgekehrter Flurichtung betrieben. Am UV-Detektor be-
obachtet man nun einen starken Ausschlag, dessen Riickgang abgewartet wird. Nach dessen
“deutlichen Riickgang wird die FluBrichtung der S#ule ernent gewechselt und mit Siulenpuf-

fer ohne Salz solange gespiilt, bis am Leitfdhigkeitsdetektor die urspriingliche Leitfdhigkeit
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wiederhergestellt ist. Nach ca. 30 min Nachspiilen kann die Siule fir den néchsten Lauf
verwendet werden. Nach ca. 10 Liufen wird die Séule gemiB Anleitung mit Natronlauge
gewaschen und anschliefend wieder dquilibriert.

Die Aktivitit enthaitenen Fraktionen werden vereinigt, wobej die Randakiivitdt getrernt
gesammelt werden, lyophilisiert und erneut gesault werden. Ist eine lingere Lagerung oder
die Entfernung von Tsopropanol notwendig, wird der Pool mittels Ultrafiltration durch eine
YM10-Membran aufkonzentiriert, das Retentat bis zu einer Endkonzentration von ca. 50 %

mit Glycerin versetzt und bei —20 °C gelagert.

7.3.4 Enzymaiische Redukiion von Hexandion

In diesem System wurden ein Vielzah! kinetischer Messungen durchgefiihrt und Satzreak-
torversuche durchgefithrt. Die Beschreibung jedes einzelnen wiirde den Rahmen dieser
Arbeit sprengen, daher seien hier nur die allgemeinen Vorschriften und einige ausgewihlte

wichtige Experimente genannt.

7.3.4.1 Kinetische Messungen

Die Reakiionskinetik wurde mit Hilfe von Anfangsreaktionsgeschwindigkeitsmessungen
photometrisch durchgefiihrt. Die Ansitze enthielten die zu untersuchenden Substrate in
unterschiedlicher Menge (s. Anhang A) in 100 mM TEA / HCl-Puffer pH 7,0 mit 1 mM
DTT. Die Messungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt.

Die Integralkinetiken wurden gaschromatographisch verfolgt:

Ansatz zur Reduktionskinetik:

" [2,5-Hexandion] = 10 mM
[NADH] - 20 mM
CPCR = 2 UmL?

Ansatz zur Oxidationskinetik:
[(28,58)-Hexandiol] = 10 mM
[NAD"] = 20 mM
CPCR = 2

UmL!

[

7.3.4.2 Satzreaktorversuche

Es folgt die Beschreibung eines typischen Saizreaktorversuches:

Eine Losung aus 50mM 2,5-Hexandiol, 0,2mM NAD", 125 mM Natriumformiat und
1 mM DTT in 100 mM TEA / HCl-Puffer pH 7,0 werden auf 25 °C temperiert. Es werden
2U rlnL'I CPCR und 2 U mL" FDH zugegeben und leicht geriithrt. Der Umsatz wird gas-
‘chromatographisch bestimmt. Nach vollendeter Umsetzung werden die Enzyme durch

Ultrafiltration enifernt und das Filtrat mehrmals mit Essigester extrahiert. Die vereinigten
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organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.V. ent-
fernt. Das Rohprodukt kann destillativ oder siulenchromatographisch an Kieselgel 60 (Elu-

ent Essigsdureethylester) weiter gereinigt werden.

7.3.4.3 pH-statisierter Satzrealkiorversuch

Eine Losung aus 100 mM 2,5-Hexandiol, 0,5 mM NAD’, 250 mM Natriumformiat und
I mM DTT in 100 mM TEA / HCI-Puffer pH 7,0 werden auf 25 °C temperiert. Es werden
2,5UmL" CPCR und 5UmL" FDH zugegeben und leicht gertihrt. Der pH-Wert der
Losung wird kontinuierlich gemessen und mit Hilfe eines pH-Reglers (Metrohm, Herisau)
durch Titration mit verd. HCI konstant gehalien. Umsatzkontrolle und Aufreinigung erfolgt
wie in 7.3.4.3.

Die Reaktion wird in einem Aufbau bestehend aus Doppelkolbenpumpe, Blasenfalle, Steril-
filter mit 0,2 uM Celluloseacetatfilter und Vorfilter, temperiertem 10 ml. Edelstahl EMR
mit YMI10 Ultrafiltrationsmembran und Fraktionssammler durchgefiihrt. Die Substratldsung
enthilt 50 mM 2,5-Hexandion, 0,25 mM NAD™, 100 mM Natriumformiat und 1 mM DTT
in 100 mM TEA / HCl-Puffer pH 7,0. Das Reaktorsystem wird je ca. 12 h mit destilliertem
Wasser, mit 0,1 % (v/v) Peressigsiure zur Sterilisation und erneui mit destiiliertem Wasser
gespiilt. Bs wird Substratlosung mit einem Volumenstrom von 10 mL h™' (t=1h) aufge-
pumpt. Nach 2 h werden 4 UmL™? CPCR und 8 UmL"' FDH eingepumpt, woranfhin die
Umsetzung einsetzt. Zur Bestimmung verschiedener Betricbsparameter wird durch Varia-
tion des Volumensiroms die Verweilzeit sowie die Temperatur verdndert. Die Aufarbeitung
des Eluats erfolgt wie oben unter Verzicht auf die Ultrafiltration, die ja bereits im EMR er-

folgte.

BE_EE Far :
7.3.5 Hefereduktion von 2,5-Hexandion & -

7.3.5.1 Fed baich mit Backerhefe

Zu einer wiBrigen Glucoseldsung wird Bickerhefe gegeben. Nach kurzer Zeit wird eine
Glucose- und Substratdosierung gestartet. Der Umsatz wird gaschromatographisch verfolgt.
Die Substratdosierung wird nach Erreichen der gewiinschten Menge gestoppt. Die Glucose-

dosicrung wird bis zum Ende der Umsetzung aufrechterhalten. Nach Beendigung der Um
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setzung wird noch geriihrt, um die letzte Glucose zu verstoffwechseln. Die Zellen werden
abgetrennt und das Wasser sowie der entstandene Alkohol i.V. weitgehend entfernt. Die
Aufreinigung des Sumpfes erfolgt destillativ. Die Produktreinheit wird durch Umkristalli-

sieren verbessert,

7.3.6 Redulktion von ABEE

7.2.6.1 Darstellung der racemischen Referenzverbindung

Racemisches HHEE wird durch eine NaBHs-Reduktion des Oxoesters in Ethanol erhalten.

In eine Suspension von 0,38 g NaBH, (10 mmol) in 50 mL abs. Ethanol unter Schutzgas
wird portionsweise unter Eiskithlung 4,75 ¢ ABEE (30 mmol = 4,8 mL) eingetropft. Die
Reaktionsmischung LiBt man unter leichtem Riihren iiber Nacht auf 20 °C erwirmen, wobei

310}-\ Aar TTmsa{Z ‘rert‘jollsténd‘igf R/E’ii' A. 6 N T—TC] ‘X?i?‘d ﬂ]T'F nH 4 n T1 ﬁ -,Ild. Zwﬁimal mit je

R A O AT ELL R

40 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber NaSO,
getrocknet, das Losungsmittel i.V. entfernt und das Produkt nach obiger Vorschrift an Kie-
selgel chromatographiert. Es werden 3,3 g (70% Ausbeute) einer schwach gelben Fliissig-

keit erhalten. Die analytischen Daten entsprechen der Literatur,

7.3.6.2 Kontinuierliche Synthese im EMR
Eine EMR-Anlage bestehend aus gekiihlter Substratvorlage, Wechselkolbenpumpe, Blasen-
falle, Sterilfilter mit 0,2 um Cellulosenitratfilter mit Vorfilter und Frakiionssammler am

Auslauf wird mit einem gerithrten und auf 25 °C temperierten10 ml. Edelstahl-EMR mit

. - 1 .
eingelegter Ultrafiltrationsmembran UF-PA 20 (cur-off= 20000 g mol ™) ansgestattet und mit
N1 FodiN Dacscoloalien filan ajmas N 7 i -1
U, L 7o kvrv) rcicbmgbauw iber einen Zeitraum von 24 h mit einem FluB von 20mLh

sterilisiert. Nach griindlichem Auswaschen der Sdure zunéchst mit Wasser und anschlielend
mit Substratidsung bestehend aus 30 mM ABEE (4,75 g Y, 0,2mM NAD* (143 mg L M
100 mM Kaliumformiat (8,4 gL") und 1 mM DTT (154 mg Ly in 100 mM TEA/HCI-
Puffer (149 g L'l) wird die Membran durch Zugabe von 20 mg BSA vorbelegt, um Pro-
teinadsorbtion zu vermeiden. Es werden 20U FDH (= 2UmL") und 10U CPCR (=
1U mL™) eingespiilt und der FluB auf 10 mLh! (1= 1h) eingestellt. Es werden je 10 mL
Fraktionen gesammelt. Die Verinderung der Verweilzeit erfolgt durch Verinderung der

. Pumprate. .
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7.3.6.3 Aufarbeiiung der Produktiésungen

Die vereinigten Produktlosungen werden 6 mal mit Methylenchlorid extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
i. V. entfernt. Das Gemisch aus Substrat und Produkt wird durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel 60 (70 g pro g Substanz) mit einem Eluenten aus Essigséurecthylester/m-Hexan =
1/1 und einem Fluf von ca. 15mLh” gereinigt. Es werden 20 mL Fraktionen separiert.
Zunichst wird das nicht umgesetzte Substrat eluiert (Fre. 25-44), danach das Produkt (Frc.
57-75).

7.2.7 Bedukiion von MDA

7.3.7.1 Darsiellung von racemischem MD! durch NaBH,-Redukiion

In einem 250 mL Dreihaiskolben miit Tropfirichier, RiickfiuBkithier mit Trockenrohr und
Argonzuleitung wird eine Suspension von 0,76 g (20 mmol) Natriumborhydrid in 100 mL
absolutem Ethanol unter Argon auf dem Eisbad gekiihlt. Uber einen Zeitraum von 20 min
werden 8,9 g (50 mmol) Methylendioxyphenylaceton eingetropft. Nach Beendigung des
Zutropfens rithrt man ca. 2 Stunden bis zur Beendigung der Reaktion (BC-Kontrolle) und
ldBt anschliefend die Reaktionsmischung auf Raumtermnperatur erwirmen. Mit wiBriger
Salzséure wird auf pH 4 titriert, wobei sich eine homogene Lésung bildet. Diese wird drei-
mal mit je 100 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Bei nicht ausreichender Reinheit
wird das Produkt siiulenchromatographisch gereinigt.

7.3.7.2
Die Reakiionskinetik wurde mit Hilfe von Anfangsreaktionsgeschwindigkeifsmessungen
photometrisch durchgefiihrt. Die Ansitze enthielten die zu untersuchenden Substrate in
unterschiedlicher Menge (s. Anhang A) in 100 mM TEA / HCl-Puffer pH 7,0 mit 1 mM

DTT. Die Messungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt. .k

7.3.7.3 Synthese im EMR

In einer bereits in #°7.3.6.2 beschriebenen Anlage wird folgende Substraildsung verwendei:

10 mM MDA (1,78 g L), 0,25 mM NAD*(179 mg L"), 50 mM Natriumformiat (3,4 gL'

.und 1mM DTT (154 mg L‘i) in 100 mM TEA/HCI-Pufier (149¢g L'l) Es werden 20U
" FDH (= 2UmL™) und 7U CPCR (= 0,7 U mL") eingespiilt und der FluB auf 10 mL h’ | ¥
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(1= 1h) eingestellt. Es werden je 10 mL Fraktionen gesammelt. Nach 175h werden 10U
FDH (= 1 UmL Y und 5 U CPCR (= 0,5 U mL™") nachdosiert.

7.3.7.4 Simulationsmodell der Membranexirakiion

/ ZielgroBe (DepVars):

//ciwb_out Konzentration des Stoffes i am AuslaB Wasserseite / mM

// Rechengréf3en:

// diln logarithmischer mittlerer Durchmesser einer Faser/cm

// de Hydraulischer Durchmesser der Mantelseite / cm

/i vs Lineargeschwindigkeit auf der Mantelseite / cm/s

/vt Lineargeschwindigkeit auf der Faserseiie / cm/s

/ phi Packungsanteil der Fasern /-

// Res Reynoldszahl auf der Mantelseite / -

// Ret Reynoldszahl auf der Faserseite / -

// Scs Schmidtzahl auf der Mantelseite / -

/f Sct Schmidizahl auf der Faserseite / -

/f Shis Sherwoodzahl der Komponente i auf der Mantelseite / -

/f Shit Sherwoodzah! der Komponente i auf der Faserseite / -

// kimo Lokaler Massentransferkoeffizient des Stoffes i in der Membran / cm/s

i Kiwt Lokaler Massentransferkoeffizient des Stoffes i in der Wasserphase Faserseite / cmv/s
/f kios Lokaler Massentransferkoaffizient des Stoffes i in der org. Phase Mantelseite / cm/s
i Kw Gesammtmassentransferkoeffizient basierend auf Wasserphase / cm/s

HfLTU Lange der theoretischen Trenneinheit / cm

// ciww_outist die ZielgréBe (s.0.)

// ciob_out Konzentration des Stoffes | am Auslaf3 organische Seite / M
[ NTU Anzahl der theoretischen Trenneinheiten / -

/f Test NTU * LTU muB die L&nge des Moduls L ergeben

/f Parameter:
J// WJeder der Parameter kann als IndVars variiert werden wenn alle anderen unier Params aufge-

fuhrt sind!l!

// ciwb_in Konzentration des Stoffes i am Einla Wasserseite / mM
/f cicb_in  Konzentration des Stoffes i am EinlaB organische Seite / mi

JIdHFU - Durchmesser des HF- Gehéuses / cm

/i Dis . Diffusionskoeffizient des Stoffes i in der Mantelseite / cm2/s
HDit Diffusionskoeffizient des Stoffas i in der Faser/cm/2/s
/fdii  innendurchmesser der Fasern / cm
[/l dio “AuBendurchmesser der Fasern / cm
A Im ‘Wandstérke der Fasern/cm
Hmi 2 Verteilungskoeffizient fiir den Stoff i/ -
/N -~ Anzahl der Fasem /-
f Qw FluB auf der Wasserseite / mL/s
// Qo Flui auf der Organischen Seite / mL/s
Hp Porenradius der Membran / cm
//epsm  Membranporosiiat/ -
M nys Kinematische Viskositét der Mantelseite / c”2/s
i nyt " Kinematische Viskositat dar Faserseite / em”2/s

..//taum - Labyrinthfaktor der Membran / -

AN Lange des Membranmoduls / cm
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/Nariablen- und Parameterdefinitionen

IngVars: L

DepVars: ciwb_out

Params: ciwb_in, ciob_in, dHFU, Dis, Dit, dfi, dto, im, mi, N, Qo, Qw, rp, epsm, nys, nyt, taum

dtin = (dto-dti)/(In(dto/dti))

de = 4*(({pif4) dHFUA2)-(N*(pi/4)*dtor2))/((pi*dHF U+ (N*pi*dto))
vs = Qo/({{pif4)*dBFUNA2)-(N*(pi/4)*dion2))

vt = Qw/(IN*(pi/d)*dtin2)

phi =(N*(pif4)*dion2)/({pi/4) *dHFUA2)

Res =de*vs/nys
Ret = dti*vt/nyt

- 8es = nys/Dis
Set = nyt/Dit I

Shis = 5.85*(1-phi)*(de/L)*(ResA(2/3)}*(ScsA(1/3))
Shit = 1.5*((dti/L)*Ret* Sct)™(1/3)

kimo = Dit*apsm/{taum*Im)

kios =Shis*Dis/de

kiwt = Shit*Dii/dii

Kw = (1/({1/(mi*dto™kios}}+(1/(mi*dtin*kimo))+(1/(dti*kiwt))})/dti

LTU = Qw/(Kw*N*pi*dti)

zaehler = ciwb_in™(1-(Qw/(Qo*mi))}-{(ciob_in/mi)*(1-exp((L*(1-(Qw/(mi*Qo)H)/LTUY))
nenner = eXp((L*{1-(Qw/{mi*Qo))) YL TU)-(Qw/(Qo*mi))

ciwb_out = zaehler/nenner

ciob_out = ((Qw/Qo)*(ciwb_in-ciwb_ouf))+ciob_in

NTU = (1/(1-(Qw/(mi*Qo))))*In(({ciwb_in-(ciob_out/mi))/(ciwb_out-(ciob_in/mi))}
Test=NTU*LTU

k¥

7.3.7.5 Synthese im ZPMR
Die Reaktorvorbereitung geschieht wie in ©°7.3.6.2 beschrieben. Der verwendete Reakior
ist in ¥ 4.5.2.4 beschrieben und hat ein Volumen von 39 mL. Die Substratlosung besteht
aus: 10mM MDA (1,78 gL™), 02mM NAD'(143mgL™), 50 mM Natriumformiat
(3:4 gL'y und 1 mM DTT (154 mg L") in 100 mM TEA/HCl-Puffer (14,9 g L) Es werden
195U FDH (= 5 UmL") und 117U CPCR (= 3UmL") eingespiilt und der FluB auf
39 mELh' (= 1h) eingestellt. Nach 12 h wird der wiBrige Kreislauf geschlossen und eine B
Dosierung von 60 uL h™' reinem MDA (= 10 mM h™)und 300 uL b einer 2,6 mM NAD"-
Lésung (= 0,02 mM h™) gestartet. Der pH-Wert wird durch Titration mit 50 % HCOOH auf

7.0 geregelt. Nach 117 h wird die Verweilzeit durch Erhohung des Flusses auf 78 mL h™
und der MDA-Dosierung auf 120 pL h' auf 30 min verkiirzt, wobei die NAD+—Dosierun_g

‘konstant bieibt. ' _
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7.3.8 Reduldion von Acetophenon

7.3.8.1 Kinetische Messungen

Die Reaktionskinetik wurde mit Hilfe von Anfangsreaktionsgeschwindigkeitsmessungen
photometrisch durchgefiihrt. Die Ansitze enthielten die zu untersuchenden Substrate in
unterschiedlicher Menge (s. Anhang A) in 100 mM TEA / HCl-Puffer pH 7,0 mit 1 mM
DTT. Die Messungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt.

7.3.8.2 Synthese im ZPMR

Der Reaktor wird analog zu 7.3.7.5 betrieben, hat jedoch ein Volumen von 78 mL. Die Sub-
stratldsung besteht aus: 10 mM AcPhe (1,2 ¢g LY, 0,2mM NAD (143 mg L, 50 mM
Natriumformiat (34 g LYy und 1 mM DTT (154 mg LY in 100 mM TEA/HCl-Puffer

TT =wNLT
TR

I f— 1
o U I 1=

»

A0 LT B O cyendan
(14,9 g L") Es werden 7 1Um

UmL ™) und 78U CPCR (= 1 UmL ") eingespiilt

) AL i A oxa

o

und der FiuB anf 78 mL h™ (1= 1h) eingestelit. Nach 12h wird der wiBrige Kreislauf
geschlossen und eine Dosierung von 90 ul. h! reinem AcPhe (= 10 mM h™)und 300 uL h!
einer 5,2 mM NAD"-Losung (= 0,02 mM h') gestartet. Der pH—Wért wird durch Titration
mit 50 % HCOOH auf 7,0 geregelt. Nach 176 h wird die Substratkonzentration durch Erho-
hung der Subsiratdosierung auf 180 uL. h'' und zusitzliche Zugabe von 16 mM AcPhe in
das MischgefiB verdoppelt. Nach 191 h wird eine Konzentration von 40 mM AcPhe durch
Erhohung der Dosierung auf 360 uL h' und Zugabe von 20 mM AcPhe ins Mischgefdl
eingesicllt. Es liegt ab hier keine homogene Losung mehr vor, was zum raschen Abfall des

Umsatzes fiihrt.
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Reaktionskinetiken zusammengefaBt. Zu niheren Angaben zu den experimentellen Details
sei auf den Methodenteil dieser Arbeit verwiesen. Zusitzlich sind Listings der

Simulationsmodelle angegeben.

A1 Sysiem 4-Methyleyciohexanon / Moneooxygenase / FDH
MeBbedingungen (soweit nicht anders angegeben bzw. variiert):
MO: FDH:
[4-Methylcyclohexanon] = 1 mM [Formiat] = 300 mM
[NADPH] = 0,2 mM [NADP'] =1,5mM
pH (Tris/HCl, 50 mM) =380 pH (Tris/HCL 50 mM) =8,0
Temperatur =30°C Temperatur =30°C
a) pH-Abhiingigkeit: b) Temperaturabhdngigkeit
pH AKHMO)  Akt(FDH) Temperatur | Akt(MO) AKI(FDH)
/- /UmL’ /UmL’ /°C /UumL’ /ymL’
7.2 4,08 10 1,27 5
7.6 7,93 15 1,71 6,87
8 6.87 20 9,06
83 5,01 24 3,71
9 3,71 14,38 30 16,25
i0 13,44 40 8,48 20
15 100
e %
LE = 104
ol £
E 6 :é e
Z > 1 e
<4 < ="CHMO)
S ia-FDH |
0 T T T 011 ] T E T
7 8 9 10 3,1 3,2 3,3 3.4 3,5 3,6
pH/ a) T 1 (10°K)" b)
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Kinetikmessungen der CHMO aus Acinetobacter

[4-MeChOn]  [NADPH] v .
/M i M /UmL’ 1:ai
50 200 0,61 ] Lo e
20 200 1,00 2] Lo 2
10 200 1,21 ?5_!:::
5 200 1,42 2 ol
2 200 1,50
1 200 1,59 s [ ‘ ‘ _
0’5 200 1’57 ’ b I4AMe1h;Ic::y:Iohexa:Zn]!mM " *
0,2 200 1,62
0,1 200 1,82
0,05 200 1,62
0,02 200 1,33
0,01 200 1,34
0,005 200 0,95
0,002 200 0,58
0,001 200 0,46
0 200 0,12
Abhingigkeit NADPH:
[4-MeChOn]/  [NADPH] v
mM / UM /UmL’ e
1 400 1,02 J{\
1 200 1,67 =) .
1 100 174 g |
1 50 1,75 %os e e
1 20 1,63 K_Sto u sz
1 10 1,52 | | | |
1 0 0,04 i PNADBH] /M -
Inhibierung NADP™:
INADP*]/ mM V/UmL’
2 1,05
1 1,58
0,5 1,90 2 20 )
0,2 2,06 = .
0,1 2,13 : ]
0,05 2,19 = |
0 1,04 -

T T
05 1,0 20

[NADP']/ mM
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Kinetikmessungen der FDH aus Pseudomonas

INADP'] _ [Formiatl  [NADPH] N [NADPT]  [Formiail  [NADPH] Vv
/ uM / mM /uM JumLl” / uM / mM fuv /uml?
1449 0 o 1-003 0 300 47 0,00
1449 10 0 1,80 98,6 300 47 1,70
1449 20 0 | 291 193,2 300 47 | 2,77
1449 30 0 3,88 289,8 300 47 3,64
1449 40 0 4,98 386,4 300 47 4,08
1449 50 0 5,74 ’ :
1449 100 0 7 20 483 300 47 4,63
14489 200 0 | 781 966 300 47 6,20
1449 300 0 7,79 1448 300 47 7,42
1449 400 0 5,98 0 300 94 0.05
1449 500 0 7,43 96,6 3200 g4 1,64
1449 600 0 7,27 193,2 300 94 .65
1449 600 0 7,12
0 300 o |-002 289,8 300 94 3,37
96,6 300 0 1,05 386,4 300 84 3,91
193,2 300 0 3,09 483 300 84 4,38
289,8 300 0 3,99 966 300 94 5,68
386,4 300 0 | 483 1449 300 94 | 7,06
483 800 S D o 300 225 | -0,05
966 300 0 6,82
96,6 300 235 0,91
1449 300 0 7,87
0 300 035 | 0.00 193,2 300 235 1,80
96,6 300 23,5 1,70 289,8 300 235 2,35
193,2 300 235 | 3,02 386,4 300 235 3,03
289,8 300 235 | 3,80 483 300 235 3,34
386,4 300 23,5 | 4,43 966 300 035 4,85
483 300 235 | 4,74 . s e ~ an
1445 300 235 £,63
966 300 235 | 6,48
1449 300 235 | 7,54

vium!

250 s00
fFormiat] / mM

T
400

500

v/iUmL'

v

&

INADPH] = 0 gM
© {NADPH] =235 M
& [NADPH] = 47 yM

v [NADPH] =94 M
& INADPH] = 235 uM

T T T 4 T T
600 800 1000 1200 1400

INADP"]/ uM

L
200 400




142

Anhang A

A.2 System Hexandion/CPCR/ Formiat

Zur Erklirung von Abkiirzungen und Reaktionsbezeichnungen sei auf den Ergebnisteil

dieser Arbeit verwiesen.

Beaktion 1:

Abhéngigkeit HD
[HD]/ mM v/UmL’
0 0 .
1 0,469 el ; s
5 0,775 Ry
20 1,113 2y’ P —
50 1,388 B Model
100 1,421
200 1,56
250 1,567 B T T T e ae a
400 1.774 [2.5-Hexandion] / mM
600 1,633
800 1,537
970 1,511
Abhingigkeit NADH
INADH] / raivi v/UmL™
0 0
0,01 0,305
0,02 0,54 .
0,05 1,038 “Es’w- ®  Experiment
0,075 1,29 > Model
0.1 1,454 //
0,2 1,668
0.3 1,875 o ee | us
Inhibierung Hexandiol: (NADHI b
[HDL]/ mM v/UmL’
20 1,221
50 1,532
100 1,346 R
200 0,97 5 .
500 1,066 5 :
700 0,98 g ! o Experiment

[{28,55)-Hexandicl] / mM
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Inhibierung duch NAD™:

[NAD™]/ mM v/UmL"
0 1,56
0,01 1,625
0,02 1,657
0,05 1,122
0,1 1,113
0,2 1,217
0,3 0,864
Reaktion 4:
Abhingigkeit HDL:
HDL]/ mM v/UmL’
0 0
i 0,09
5 0,247
10 0,43
20 0,564
50 0,804
100 0,763
400 0,797
600 0,519
800 0,502
Abhiingigkeit NAD™:
INAD']/ mM v/UmL"
0 0
0,01 0,075
0,02 0,16
0,05 0,367
0,1 0,419
0,2 0,805
0,3 0,789
0,5 1
1 1,054
2 1,102
Inhibierung Hexandion:
[HD]/ miM v/UmL’
0 0,833
1 0,627
5 0,454
10 0,332
20 0,154
50 0,042
100 0,006

viuml'

viuml™

viUmL™*

29

0.5 - .
. s Experiment
Modell
0.0 T T T v T T T
[ilee) 0,05 0.10 6,15 n20 0,28 G330
NAD']/ M
230
1.5~
10+
o = =
o  Experiment
0,5
* Modalt
il
0.0 T T T
@ 100 200 200 400
{{25,58)-Hexandiol] / mM
20
1.5
104 /’r”"
S
a5
1% s Experiment
Modeii
0.0 — T — d
08 95 16 “15 28
INAD']/ miM
2,
15—
e Experiment |
1,04 Mode! ;
L.
0.5
’ o
. 0 - L T -

T T
40 &0 BO 00

{2.5-Hexandion} / mM
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Inhibierung NADH: N
INADH]/ mM v/UmL’ + Smman
0 0,805 e
0,01 0,899 -
0,02 0,734 Ereq
0,05 0,478 T ot
0,1 0,447 k
0,2 0,217 ;
0.3 0,135 ' o oz
Reaktion 5: NADH] /mM
Abhingigkeit Formiat:
[FOR]/ mM v/Umt’
0 0,01
10 0,07
20 0,119 —
50 0,235 : ,.,:;e,, t;
100 0,325 s
200 0,357 >
300 0,405 B e R ¢
400 0,454
500 0,449 [P ST PRt S Fan s P FEp R s |
600 0,456 [Formiat] / mM
700 0,46
800 0,447
Abhingigkeit NAD™:
[INAD')/ mM v/UmL’
0 0
0’1 0’233 °  Experimen
0,2 0,303 N o |
0,5 0,387 3
1 0,4 .
2 0,459 o
S 0,481 sod——ry A S S
4 0,523 INAD"} / mdd
- 10 0,562
.- Inhibierung NADH:
[NADH] / miv v/Umi’ .
0 0,428
0,0206 0,374 )
0,0477 0,271 2 1o > Experiman
0,0805 0,17 § . Modail
0,18 0,043 o
0,266 0,006 \ﬂx

B T ¥ T T T
T 6,00 . 0,05 0,10 ALY 0,20 925 g,30

" [NADH]/ mM
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Reaktion 7:
Abhingigkeit Formiat:
[FOR]/ mM v/UmbL"
4 0,109
20 0,136
50 0,143
100 0,197
200 0,276
320 0,337
400 0,25
500 0,284
600 0,258
700 0,256
800 0,24
Abhingigkeit NADH:
NADH] / mii viumi’
0 0,024
0,008 0,242
0,0109 0,256
0,0217 0,292
0,0489 0,322
0,094 0,324
0,184 0,29
0,261 0,205
Reaktion 8:
Abhingigkeit Formaldehyd:
[FALD]/ mM v/UmL’
0 0,223
1 0,2
2.5 0,34
5 0,324
10 0,349
20 0,329
25 0,381
30 ©.0,41
40 . 0,359
50 0,544
60 0,508
80 0,481
100 0,547

v/Umt

v/umL'

cowiumL

20

M I« Experiment
Modell
0,5~
&
;ﬂ/_,_n,‘—b—x—u—’
Cl
o8 T T T
o 200 490 600 a0a
[Formiat] / mM
2.0
1.5
£ -
P E)q::er[rrleﬂe1
10 i Model
55
ﬁkﬂ L3
°0 T T T T T
0.00 oS 010 0,15 0.20 925 050
[NADH] / mM
2.0
1.6+
1.0
= Experiment
Modelt
0,5 ® Er—
—_— v -
56 ° °
¥
0.0 — T T —T
q . 20 40 &0 &0 100
- [Formaldehyd] / mM
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Abhiingigkeit NAD™:

INAD] / mM v/Uml’ N
0,05 0,075 ‘
0,1 0,058 ,
0.2 0,087
0,5 0,1 91 —'_EJ 104 s Experment
0,75 0,299 2 Modell
1 0,324 T
2 0,399 o = e
3 0,4 ‘ﬂ/ .
4 0,389 ’ ‘ : ? :

[NAD™]/mM

Datensatz zur Erstellung der Integralkinetiken zur Bestimmung des Einflusses von

Hydroxyhexanon:
Reduktionsreaktion:
Zeit/h [HD] / mM [HYH]/ mM [HDL] / mii
0 i0 0 0
0,35 9,82 0,18 0
0,87 9,78 0,22 0
1 89,62 0,38 0
1,65 7,26 2,74 0
2,5 6,22 3,66 0,11
3,2 5,28 4,53 0,19
4 4,75 4,95 0,3
4,7 4,28 5,28 0,43
55 4,03 5,41 0,56
6,6 3,67 5,47 0,86
8,1 3,59 5,27 1,14
8,5 3,54 517 1,29
10,7 3,53 5,01 1,46
11,5 3,46 5,01 1,53
13 3,45 4,88 1,58
14 3,44 4,89 1,68
14,8 3,47 4.9 1,63
15,6 3,44 4,82 1,74
s
Lt ot

Konzentration / mM

T
io0

Zeit/ h
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Oxidationsreaktion:
Zeit/n [HD]/ mM [HYH] /.mM [HDL] / miM
0 0 0 10
0,02 0 0,02 9,08
0,72 0,32 1,41 8,2
1,4 0.61 2,7% 6,68
2,1 0,62 2,95 6,43
2,8 0,68 3,21 g,12
3,57 0,74 3,49 5,77
4,15 0,86 3,63 5,51
. 4,85 1,03 3,79 5,18
5,53 1,15 3,87 4,98
6,22 1,32 404 4,65
7.8 2,04 418 3,79
8,45 2,15 4,39 3,46
8,85 2,28 4,36 3,35
©,65 2,47 4,45 3,97
10,32 2,65 4,46 2,82
11,05 2,8 4,47 2,77
11,72 2,93 4,47 2,6
12,4 3,06 4,51 2.43
fem
| e,
= a . - --GHDL_GALC
S e e, :
g R
£+ e i S -
¢ . ﬁ_e— Jff‘ﬂﬁi—gi-:
Ear
°3 /j/? A

Zeit/ h
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Exemplarisches Programmlisting aus Scientist® des Modells, das zur Simulation des in

+4.3.4.1 beschriebenen pH-statisierten Batches verwendet wurde':

// Modell HDL-Baich

IndVars: T

DepVars: CHD,CHYH,CHDL,CFOR,CNH,CN,CFALD

Params: KMHD,KMHYH,KMHDL,KMNH, KMN,KMFOR,KMFALD
Params: V1,V2,V3,V4,V5V7 V8

Params: V6,KMBFOR,KB6N,K6NH

il H £ Frimimala
/ Kinetlsche Glelchungen

A=1/((1+CHD/KMHD+CHYHKMHY H+CHDLUKMHDL)* (1+CN/KMN+CNH/KMNH))
B=1/((1+CFOR/KMFOR)*(1+CN/KMN+CNH/KMNH]))
R1=A*CFOR*(V1*CHD/KMHD*CNH/KMNH)
R2=A*CFOR*(V2*CHYH/KMHYH*CN/KMN)
R3=A*CFOR*(V3*CHYH/KMHYH*CNH/KMNH)
R4=A*CFOR*(V4*CHDL/KMHDL*CN/KMN)
R5=B*V5*CFOR/KMFOR*CN/KMN
R6=V6*CFOR/(KM6FOR+CFORY*CNAKBN™{1+CNH/KBNH)+CN)
R7=B*V7*CFOR/KMFOR*CNH/KMNH1
R8=V8*CFALD/{KMFALD+CFALDYCN/(KNH+CN)
/f Massenbilanzen
CHD'=-R1+R2
CHYH'=R1-R2-R3+R4
CHDL'=R3-R4
CFOR'=-R5-R6-R7+R8
CFALD'=R7-R8
CNH'=-R1+R2-R3+R4+R5+R6-R7+R8
CN'=R1-R2+R3-R4-R5-R6+R7-R8

# Anfangsbedingungen

T=0
CHD=100
CHYH=0
CHDL=0
CNH=0.5
CN=0
CFOR=250
CFALD=0

/i Parameter
KiviHD=12.4407883
KMHYH=18.5720356
KMN=0.101542631

-KMNH=0.08177714
KMFOR=59.6511334

"KMFALD=0.923

~V1=1.22348567
V2=1.79847740
V3=0.147960795
V4=0.781345836
V5=0.0674557550
V7=0.0711291117

"V8=0.056

Il Barameter FDH

"KMBFOR=11.2379316
KBN=0.0344235033

- KBNH=0.0120146305
- VB=4.31971292

*RE

' In die Geschwindigkeitskonstanten sind die Enzymkonzentrationen bereits eingerechnet
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A3 System CPCR/ABEE

A.2.1 Kinetik der CPCR mit ABEE ais Substrat

Abhédngigkeit ABEE:

[ABEE] / mM v/UmL’
0 0,82 '
0,29 1,44 ] -
0,59 1,53 *1 _
1,49 2,24 o :
4,46 3,28 254 /0
8,91 3,92 ’;j/
13,37 4,48 T
17,82 5,73 g
26,73 6,33 P
Abhingigkeit NADH:
[NADH]/ mM v/UmL”
0 0,07 '
0,01 1,18 ] .
0,02 1,96 1 g -
0,04 2,66 T, 4
0,06 3,53 5.
0,08 3,85 >hf
0,1 4,17 i
0,19 5,22 1
0,39 4,92 se e e o os w0
INADH] / mM
0,77 5,49
Modell (Scientist®) zur Parameteranpassung:
/ Michaslis-Menten-Doppelsubstratidinetik
indVars: ABEE,NADH
DepVars:V
Params:VMAX KMABEE,KMNADH
‘.!=‘,.’E_\ﬁ.ﬁ\}’\*_(ABEE’(KMABEEJ.—ABEE)}*{NADH/{KMNADH-;—NADH)}
‘A.3.2 Synthese im EMR
“Modell (Scientist®) der Simulation bei Anfangsbedingungen (mit Kommentaren)::
¥ Simulation EMR, ABEE als Subsiral, vereinfachi SR ' '
Indvars: T
DepVars:STD,U
 Params:KMS,KMNADH, TAU,E,K |
V=CNADH*CS/((KMS+CS)*(KMNADH+CNADHY)) [Reaktionsgeschwindigkeitsgleichung
-C8'=-E*V+({CSC-CS)TAU; - Massenbilanz fir ABEE s
HE=EK .- Enzymdesaktivierung
STD=T/60 Umrechnung der Zeit auf h
U= 100*(C80-C8)/CS0 ‘Umsaizberechnung
- i Anfangsbedingungen e
“C8=30 0 [mM]
CS0 = 30 _ M)

"CNADH = 0.2 [mM]
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E=i [UmL"]
k= 5.2E-5 [min™
TAU = 80 [min]

H Parameter

KMS =25 [miv]
KMNADHM = 0.041 mM]

Zur Variation der Verweilzeiten wurde ersetzt:

TAU =30, 20, 15, 45, 60

unter Einfiigen der jeweils aktuellen Anfangskonzentration des Enzyms E und der aus dem
letzten  Umsatzwert des  vorhergehenden — Verweilzeitabschniftes  berechneten
Substratkonzentration CSO0.

A4 System CPCR /M

JA

A4t Kinetikder OPCR mit MDA als Subsirat

Redukiion:
[MDA] [MDI}] [NAD] [NADH]I V [MDA] [MDI} [NAD] [NADH]i V
/ mM /miM / mM /M [/UmL” / mM fmi !/ mM /mM J/UmL”
038 0 0 0,47 | 0,37 946 O 0 0,47 | 3,67
076 O 0 047 | 0,78 038 028 0 0,47 1,04
1,14 0 0 047 | 1,24 077 028 O 0,47 1,77
1,51 0 0 047 | 1,49 1,14 0,28 0 047 | 2,05
189 0 0 047 | 1,72 152 028 O 047 | 2,39
473 0 0 0,47 | 2,40 180 028 O 0,47 | 2,41
946 0 0 047 | 2,63 474 028 © 0,47 i 3,11
1419 © 0 0,47 | 3,24 947 028 O 0,47 | 3,63
038 O 0 0281 076 1420 028 O 047 | 427
076 O 0 028 | 1,27 040 055 O 0,47 1,36
1,14 0 0 028 | 1,43 077 055 O 0,47 1,75
1,51 0 0 028 1 1,80 115 055 O 0,47 | 2,33
189 0© 0 028 | 1,86 153 055 O 047 | 2,35
473 0O 0 028 | 2,36 181 055 0 0,47 i 2,863
946 0 0 028 | 3,03 475 055 0 0,47 I 3,21
1449 © o g2s ! 318 848 055 O 0,47 I 3,50
14,19 0 0 0 0,05 14,21 055 0 0,47 | 3,91
14,19 © 0 0,03 018 0,41 092 0 047 | 1,37
14,49 © 0 0,061 0,78 079 082 O 0,47 1,87
1419 0O 0 008 1,30 1 416 092 0 0,47 | 2,48
1418 0 0 0,11 1,53 i54 092 0 0,47y 2,54
14,19 0 0 0,14 { 195 182 082 0O . 047 | 2,82
1419 0 0 0,28 | 2,865 476 082 0 0,47 | 3,24
14,18 0 0 ... . 047 343 949 092 0O 10,47 | . 3,58
946 0 0 -0 0 1422 092 0 0,47 | 3,83
948 O 0 0,03 0,32 044 184 0 0,47 1,38
946 0 0 006 074 0,51 i,84 0 047 | 1,94
946 O 0 0,08 | 1,26 119 184 O 0,47 | 1,95
946 0 0 0,11 1,71 157 184 0 047 | 234
846 O 0 0,141 2,00 1,95 184 0O 0,47 | 2,48
946 0 0 028 | 3,06 479 184 0 0,47 | 3,20
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[MDA] [MDI] [NAD] [NADH]{ V [MDA] [MDI] [NAD] [NADH]| V
/mM /M /mM /mM J/UmL” /mM /M /mM /mM [/ UmL”
9,52 1,84 0 0,47 | 3,66 144 0O 1,86 047 0,92
14,25 1,84 O 0,47 | 3,89 1,51 0 1,86 047 1,02
0,38 0 046 047 | 0,96 183 0O 1,86 0,47 1,03
0,76 0 046 047 | 1,35 473 0 1,86 047 1,24
1,14 0 0,46 047 | 1,59 946 O 1,86 047 1,65
1,51 0 046 047 | 1,60 1419 0O 1,86 0,47 1,80
1,89 0 0,46 047 | 1,96 038 © 4,64 0,47 0,39
4,73 0 046 047 | 2,31 076 O 4,64 047 0,61
9,46 0 046 047 | 2,72 114 0 464 047 0,62
14,19 0 046 047 | 2,86 1,51 0 4,64 047 0,67
0,38 0 093 047 | 084 1,89 0O 464 047 0,69
076 0 093 047 | 1,12 473 0 464 - 047 0,77
i,14 0 0,93 047 | 1,41 946 O 4,64 047 0,94
1,51 0 093 047 | 142 038 0 9,28 0,47 0,30
i89 O 0,93 047 ] 154 076 O 3,28 047 0,27
473 0 0,083 0471 181 1,44 0 9,28 0,47 0,27
9,46 0 0,93 047 272 1,51 0 9,28 0,47 0,26
14,19 0 083 047 ] 240 1,88 0 928 047 0,27
0,38 0 1,86 047 | 0,52 473 0O 9,28 047 0,32
0,76 0 186 047 | 0,81 8,51 0 9,28 047 0,34
Oxidation:
IMDA] [MDII [NAD] [NADH]| V [MDA] [MDI] [NAD] [NADH]} V
/mM /mM /mM /M UmL? /mM /mM /mM /mM [/ UmL]
0 0,3 093 O -0,29 043 1383 046 O -1,00
0,01 0,37 093 0 -0,29 043 1383 093 0 -1,33
0,02 074 093 O -0,35 043 1383 18 0 -1,43
0,03 1,11 093 0 -0,34 029 922 O 0 0
0,05 1,48 093 O -0,46 029 922 005 O -0,26
0,08 1,84 0983 O -0,45 028 922 009 O -0,54
0,14 4,61 093 0O -0,66 029 922 014 © -0,71
028 922 093 O -0,76 029 922 019 0 -0,90
0,43 1383 093 O 1,22 029 922 04 O -1,39
0,01 037 046 O -0,27 028 922 093 0 -1,81
002 074 046 O -0,26 028 922 18 0 -1,89
0,03 1,11 046 O -0,37 048 0,37 093 O -0,41
005 148 046 0 -0,38 050 074 093 0 -0,77
0,06 1,84 046 O -0,41 0,51 1,11 093 O -0,84
0,14 4,61 046 0 -0,95 0,52 1,48 083 0O -0,89
029 922 046 O -0,95 0,53 1,86 093 0 -0,88
043 1383 046 O -1,43 0,62 4,61 093 © 1,23
0,43 1383 O 0 -0,01 076 922 093 © 1,42
043 138 005 O -0,21 0,90 1383 093 0 -1,43
0,43 1383 009 O 0,36 09 037 093 0 -0,44
043 1383 04 O -0,67 097 074 083 O -0,39
0 1426 046 0 -1,00 0,98 1,11 093 © -0,56
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MDA} [MDH [NAD] [NADH]| V IMDA] [MDI] [NAD] [NADH}{ V
/mM  /mM /mM /mM |[/UmL’ /mM  /mM /mM /mM |[/UmL”
099 148 083 0 -0,59 0,01 037 093 019 -0,45 |
{00 184 093 O -0,51 002 074 093 0,19 -1,06
1,09 4,81 093 O -0,88 0,03 1,11 0,93 0,19 | -1,21
1,23 922 093 0 -1,20 0,05 148 093 0,18 | -1,14
1,37 1383 093 O -1,30 008 18 093 0,19} -1,23
1,90 037 093 O -0,14 0,14 4,61 083 019} -1,33
1,91 074 093 0 -0,24 029 9,22 083 0,49} -1,35
1,03 1,11 093 0 -0,25 043 1383 093 0,18 | -1,12
1,904 148 083 O -0,27 0,01 037 093 028 -0,74
1,05 184 093 0O -0,35 002 074 0983 0281 -0,83
2,03 4,61 083 O -0,56 0,03 11 0,83 0,28 -0,81
218 922 093 0O -0,83 0,05 1,48 083 028 | -0,81
232 1383 093 0O -0,98 006 184 093 028 -0,82
380 037 093 0 -0,10 0,14 4,61 093 028 -0,93
3,81 074 083 O -0,13 0,29 922 093 0281} -0,99
3,82 1,11 093 0 -0,13 043 1383 093 028 | -034
3,83 1,48 0938 0 0,15 0,01 037 093 037 -0,861
384 18 083 0 0,16 002 074 093 0371 -057
393 4,61 093 O -0,31 0,03 1,11 083 0,37 | -0,56
407 922 003 O -0,50 0,05 1,48 092 037! -057
421 1383 093 0 -0,65 006 184 093 037 -052
0,01 037 0,83 0,09} -1,26 0,14 4,61 0,93 0,37 ] -0,63
002 074 093 0091 -144 | 0,29 922 093 037 -088
0,03 1,11 0,93 008 | -099 0,01 0,37 093 047 | -0,08
0,05 1,48 093 0091 -1,28 002 074 093 047} -0,06
006 1,84 093 009 -1,57 0,03 1,11 093 047 | -0,09
0,14 4,61 093 009 { -1,69 0,05 1,48 0,93 0,47 -0,10
029 922 093 009 | -140 008 184 0,83 047 -0,13
043 1383 093 008! -1,33 0,14 4,61 083 047} O

Optimierprogramims:

- // Doppelsubstratkinetik mit Inhibierungen
- IndVars: 8,P,NADH,NAD
- ‘DepVars: V
 “Params: VMAXRED, VMAXOX, KMS, KMP, KMNADH, KMNAD
U AST{(1+S/KMS+P/KMPY* (1+-NAD/KMNAD+NADH/KMNADH))
V=A*(VMAXRED*S/KMS*NADH/KMNADH+VMAXOX*P/KMP*NAD/KMNAD)

LUdkRR
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A5 System CPCR/ AcPhe

A5.1 Kinetik der CECR mit AcPhe als Subsirat

Reduktion: IAcPhe]l [NADH] [PheFt] [NAD] Y
[AcPhe] [NADH] [PheEi] [NAD] W I mM S I mM /mM H/Uml!

fmv fmM /mM /mM {/umL’ 4,50 0 0 0 0
0 0,20 0 0 0 4,50 0,01 0 0 0,20
0,02 0,20 0 0 0,22 4,50 0,01 0 0 0,30
0,05 0,20 0 0 0,31 4,50 0,02 0 0 0,42
0,10 0,20 0 0 0,45 4,50 0,05 0 0 0,56
0,25 0,20 0 0 0,60 450 0,10 0 0 0,59
0,25 0,20 0 0 0,67 450 0,20 0 0 0,62
0,50 0,20 0 0 0,64 4,50 0,30 0 0 0,51
0,50 0,20 0 0 0,68 4,50 0,20 0 0 0,59
1,00 0,20 0 0 0,68 4,50 0,20 0 0,01 0,61
2,00 0,20 0 0 0,59 4,50 0,20 0 0,02 0,56
2,00 0,20 0 0 0,67 4,50 0,20 0 0,05 0,50
4,50 0,20 0 0 0,62 4,50 0,20 0 0,10 0,49
4,50 0,20 o] 0 0,56 4,50 0,20 0 0,20 0,46
9,90 0,20 0 0 0,63 4,50 0,20 0 0 0,62
9,90 0,20 0 0 0,58 4,50 0,20 2,00 0 0,64
20,25 0,20 0 0 0,75 4,50 0,20 5,00 0 0,59
20,25 0,20 0 0 0,68 4,50 0,20 10 0 0,52
40,50 0,20 0 0 0,20 4,50 0,20 20 0 0,52
40,50 0,20 0 0 0,90 4,50 0,20 40 0 0,49

Oxidation:

[AcPhe] [NADH] [PheEt] [NAD] Y [AcPhe] [NADH] [PheEt] [NAD] v
/M /mM- /mM /mM [/UmL” /M /MM /mM /mM 1/UmL’
0 0 0 0,2 0 o 0 10 0,20 | -0,88
0 0 0,05 0,20 1§ -0,03 0 0 10 0,50 1| -1,13
0 0 0,10 0,20 | -0,08 0 0 10 0,70 1§ -1,18
0 0 0,20 0,20 | -0,11 0 0 10 1,00 | -1,24
0 0 0,50 020 | -024 0 0 10 0,50 | -1,13
0 0 1,00 0,20 | -0,40 0 0,04 10 0,50 | -0,87
0 0 2,00 0,20 | -0,60 0 0,07 10 0,50 | -0,73
0 0 5,00 0,20 | -0,82 0 0,15 10 0,50 | -0,53
0 0 10 0,20 | -0,89 0 0,21 10 0,50 | -0,43
0 0 25,00 0,20 | -0,79 0 028 10 0,50 | -0,36
0 0 37,50 0,20 | -0,869 0 0 10 0,50 | -1,13
0 0 50 0,20 | -0,61 0,10 0 10 0,50 | -1,02
0 0 10 0 0 0,25 0 10 0,50 1|-0,89
0 ) 10 0,01 -0,11 0,50 0 0,50 0,50 | -0,74
0 0 0. 0,02 i -0,21 0,99 0 10 0,50 | -0,55
0 0 10 0,05 | -0,43 2,00 0 10 0,50 | -0,36
0 0 10 0,10 | -0,65 9,90 0 10 0,50 | -0,10
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Optimierprogramm:

s = Substrat

// nad =NAD

# nadh = NADH

IAY = Reaktionsgeschwindigkeit

/f vmax = Vmax
/' kmx = Michaelis-Menten-Konstanten fir die Komponente x

IndVars: s,p,nadh,nad
DepVars: v
Params: vmaxred,vmaxox,kms, kmp,kmnadh, kmnad

vred = vmaxred*(s/(kms*(1+({p/kmp))+s))*(nadh/(kmnadh*(1+(nad/kmnad))+nadh))
vox = vmaxox™(p/(kmp*(1+(s/ikms))+p))*{nad/{kmnad* (1 +(nadh/kmnadh))+nad))
v=vox+vred

Fedew
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B.1 4-Methvicycichexanon zu {(§8)-Methvicaprolacion

B.1.1 Summierie Reaklionsgleichung

.
i )
1‘ i "oy T
6/ 5 H"+1/2 O, /6 0\
I | -H,0 5 2
5 - 3 N s
g 4—3
| /
7 7
B.1.2 Stofidaten
Paramester Kurzzeichen 4-Methvleyclohexanon  5-Methyleaprolacton
Summenformel C7H:20 C7H41202
Molekulargewicht MW 112,17 g/mol 128,17 g/mol
Sisdepunkt Kp 169-171 °C
Dichie Das™ 0,817 g/m
Brechungsindex o> 1,4455
CAS- Nummer {58-92-4]
Drehwert [a]ff - -44,23 {c 1,568, CHCls)

B.i.3 Drehwert

[@] -44,0 {c= 1, CHCly)
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B.1.4 Chromatographische Reinheiis- und ee-Bestimmung:

B.1.4.1 Umsatz- und Reinheltshestimmung mit achiraler GC

128
98
83
69
56
55

EDE7 & ADCY CHANKEL & (AW ACTONAT ) ADCT A ADST CHANKTL & (RG APTONAA DY
Y : u¥ ‘
e ssoso 4 i E
700000 4 % :}g:
000D — g
£00000
70080 |
500008 )
50009
400300 — {
50040 |
360084 - \
202000 -} 4amne I
190600 | 30“0; : \
i B L
04 ' 20000
) 2 H T : nin 2 i i 8 min
Substrat: 4 Methyleyclohexanon Produki: {58)-Methyicaprolacton
Séule: FS-CW 20M-CB-0,5: 25 m * 0,32 mm i.d.
Bedingungen: 2 bar He, 140 °C isotherm, inj: 250 °C, FID: 250 °C
Massenspekirum
56
] 8%
| 98
. 128
83
an|'a|s|]!||a'|||; i||[|:sii||§|lf'1'ﬂ'§"r1
m/z-->_45 50 55 60 65 70 75 80O 85 90 95 100 105 1i0 115 120 125 130 135
(10%) M
(16%) 128 - HCHO
(71%)
(619%)
(100%)

(52%)
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B.1.6 Kernresonanzspekien

B.1.6.1 'TH-NMR

;'; i/’
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0 |
] !
5/1\0 i s
1{ § - I i 1’
5 2 ! 7 i I
N\ 7 i |‘
/4_3 i | 1/\ {’
7 —_ [P 1E ;A o
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[ P o |2 |5 =
) ) e o i¢g
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b o 2T e
0 o l' ©C o~
S D e 2
< o Tw! i
| &N ‘i © | e iR
| =< T lz) T IT
/ o (] ! o o )
_ __fb /
' r
é?bl ﬂ '%lﬁ IALI ,
7 6 5 3 2 1 oppm
COMMENT: USL 5,MECLAC CDCL3 si137.ﬂd DATE: 04/11/97 ’
Spectrometer Frequency = 199.975006 MHz Sweep Width = 3000.3 Hz
Offset = 1071.5 Hz Scans =8
B.1.6.2 PC-NMR
¢]
{
R O
3 o] = £
/ \ sl &
5 2 - ~
N % . e
4—3 & |11
/ .. —
7 “& =
Slie
g3
£ = & B
§ & sil|& &
~ o T - oy
24 T T T|E
S 3] SR
e o < 0|~
6] O Q (GRS
i bl
oo ¥ ol ] AL T L : . ; "# : ‘Hz&m |__ "
180 160 140 120 10¢ 80 60 40 ¢ 20 0_ppm
COMMENT: USL 5 MECLAC CDCL3 si262.fid DATE: 04/11/97
Spectrometer Frequency = 50.288388 MHz Sweep Width = 14892.5 Hz
Scans = 512

Offset = 5673.2 Hz
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B.2 2,5-Hexandion zu 2,5-Hexandiol

B.2.1 Summierie Realdionsgleichung

%
| OH
N N 2, , . s
PN N
H 1 3 5
0 |
OH
B.2.2 Stoffdaten
Parameter Kurzzeichen 2.5-Hexandion (28,55)-Hexandici B
Summenformel CeH1002 CeH1402
Molekulargawicht MW 114,14 g/mol 118,18 g/mol
Schmefzpunkt Fp -g°C 50-53 °C
Siedepunkt Kp 192 °C 212-215 °C
Dichte Das> 0,97 g/mL 0,861 g/mL (rac)
Brechungsindex No> 1,4230 1,4470 (rac)
CAS- Nummer [110-13-4] [34338-96-0]
Drehwert [0]p2° - +34,5° (c=9, CHCl)

B.2.3 Drehwert
[oc}ﬁ5 = +36,3° (c=1, CHChL)




Anhang B

B.2.4 Chromatographische Reinheils- und ee-Bestimmung:

B.2.4.1 Umsatz- und Reinheitsbestimmung mit achiraler GC

ADC1 A, ADCT CHAKNEL A {SROG0502.0) ADCT A, ADG1 CHARNNEL A& DIDL0008.D)
uy uv g
150090 % BOU00
140000 | 3 3
= 70000 3
120600 -
60000 -
00980 o
5000 |
26090 - ;
400004 \
56000 4 \ 1
] 30000 - ! l
49000 - ‘ 11 |
aN \
L |
: ) b 1
20960 20000
: : a i ' : &
Substrat: 2,5-Hexandion Produki: {25,58)-Hexandiol
Séule: FS-CW 20M-CB-0,0: 25 m * 0,32 mm i.d.
Bedingungen: 2 bar He, 140 °C isotherm, Inl: 250 °C, FID: 280 °C
B.2.4.2 ee-Bestimmung mit chiraler GC
Fi01 8, (EECIOLOZE TO1 8, (EECIOL0E O]
ph ELI
120 5
3504 :E;
108 E 300 ;
% 250 f
83 g J !
?E % g 7 r
] i‘ ;: mi
g J 1 g 150 !
40— f/\ J\\ 108 ,
L ]
2 4\ Jh j ‘ 1 / k
! 2 22 gt 26 riin 20 22 ot il
- yac. 2,5-Hexandiot (Diacetai) (25,58)-Hexandicl {Diacetat), ee, de
Saule: F§-Cyclodex BY/P, 50 m * 0,32 mm i.d.

:;Bedingungen: 1,3 bar H,, 110 °C isotherm, Inj: 250 °C, FID: 250 °C, Split 20:1




Anhang B

160

B.2.5 Kernresonanzspekien

B.2.5.1 "TH-NMR

et e
o «
1/2\3/4\5/6
|
OH
Is
3’
L=
] T
= — P o
& (E El 4=
E[le £ | £
o o o [=%
S |3 8 5
i ; | o - | B,
= N % | @
O 4 o 9_"1’“ M=
* !| ) T = {i .
o I\; i e < ’J y o
Jia A ! |
5 ’ P B 2 1 0 ppm
RISSOM DIOL-8,8 CDCL3I WD07*.142 DATE: 13/02/98 :
Spectrometer Frequency = 400.137970 MHz Sweep With = 8064.62 Hz
{Offset = 2415.04 Hz Scans = 16
B.2.5.2 “C.NMR
Vergleich: :
rac. 2,5-Hexandiot: L
Signale von +/- und mese-Form
It H
£ £
£ 5 g
<« et «
8 oH 3 &
Z 2 _4_ B - £
g g \?/ 5 ;é
© OH =, ©
[} o -
o O o
80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm
~ DATE: 13/02/38

RISS0OM DIOL-5,5 CDCL3 WD(07+.142
. |Spectrometer Frequency = 100.623650 MHz

Sweep Width = 25000,38.Hz -~ -

Scans =512

. |Offset = 11058.67 Hz '
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B.2.6 nfrarot-Spekirum

100, 0+
xT

SN

i

S

T

™

1

1480, 4 —esmn

1932, 7 -

1374, 4 e

1199.8~

a8~
—

1086.6 ~

B42.0

g‘ g
o 4000 35;)0 50:)0 25i00 20;00 1*.;00 1(;00 CE™
Wellenzahi fcm '] | Funktion
3348 O-H-Valenz
2967 C-H-Valenz
1374 OH-Deformation
1059 C-OH-Valenz
8.2.7 Massenspekirum
56
] 85
67
1"‘E!"!ll -‘!n !i""‘l""‘i 'ls[ T T 'glgl T T
miz--> 45 50 55 60 65 __ 70 75 80 85 90 95 100. 105 _ 110
99  (3%) M -H:O
85 (50%) 99-CH,
67 (18%) 85-H0

56 (100%) 99 - COCH;

45 (62%)

Hochauﬂﬁsung des Molekiilionenpeaks wegen zu geringer Intensitét nicht méglich
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B.2.8 Réntgenstrukturanalyse (Pulverdiffrakiometrie)?

3

= q} D= Powder Diffraction System FZJ/ICH Wavelength :1.788870 6-AUG~-398
| 2 S-Hexangiol TRA MaXI-PS0 RISSOM IBT-2 2598ni
2000+ | =
1500~ |
. !
E 1000— o
500
3
4 i ik . !
| m ﬂli JAUii 5; z‘;ﬁ] Ll Iiiﬁ i
y h i I A o } i } i
20!.0 40‘.0 60.¢ 80.0 sTheta
Monokiin
a=59925A
b=7,3821 A
c=8,8905 A
B=107,32°
V=37546 A°

2 Durchgefiihrt durch Abteilung ZCH des FZ Jiilich Nr. 259/98
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2Theta/® 2 Thetaner /©  Intensitét/ % h k I
12,0436 12,099 7.9 o 0 1
17,9580 17,991 62,8 1 0 0 L
18,4630 1,466 13,8 40 1 :
22,8027 22,818 71,1 1 1 0
23,1797 23,198 12,6 -1 i 1
24,3617 24,336 14,1 o o0 2
25,6385 25,645 62,8 4 0 2
28,0325 28,049 100,0 o0 2 .0
29,2951 29,293 18,5 -1 1 2
30,6301 30,546 10,2 o 2 1 ;
33,7848 33,792 10,4 4 2
34,7671 34,770 5.9 2 0 1
36,4229 36,446 3,8 2 0 0
37,5769 37,619 4.6 2 1
38,7051 38,677 43 -1 13
39,5861 39,583 4.4 o 1 3
40,1124 40,120 7,4 2 1 1
44,5003 44,479 65,0 o 3 1
45,1985 45,251 5,5 22 1
46,1298 46,142 5,8 2 1 3
46,8193 46,824 17,6 43 1
49,7390 49,694 7.7 o 3 2
49,9340 49,867 7,7 0 0 4
50,4174 50,415 3,9 4 3 2
51,3718 51,281 2.9 2 2 i
52,6923 52,700 2,6 2 0 4
54,9487 54,911 35 1 2 3
56,1667 56,171 32 4 2 4
57,9801 57,982 8,5 6 4 0
59,5513 59,518 4,8 3 1 2
61,2378 61,231 3,7 4 o g
61,4803 61,401 4,7 2 3
63,8718 63,896 4,3 3 0 4
64,5256 64,426 4,6 4 4 2
71,1923 71,183 3,5 3 2 4
77,6795 77,618 3,2 4 5 1
79,8333 79,850 2.9 4 0 4 -
85,0000 84,988 2,9 2 5 i
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B.3 Acetylbultersaureesthylester (ABEE) zu 5-
Hydroxvhexanséure-ethylester (HHEE)

B.4.1 Summierte Reakiionsgleichung

O O OH 0
| | He” | I
P N AN O N T
6 4 2 @) 8 8 4 2 0 8
B.3.2 Stofidaten
Parameter Kurzzeichen ABEE HHEE
Summenformel CsH1403 CsH1603
Molekutargewicht hw 158,20 g/mol 160,21 g/mol
Siedepunki Kp 221-222 °C 84-85 °C (bei 2 Torr)
84-66 °C (bei 1 Tarr)

Dichte Dos>" 0,989 g/mL 0,9832 g/mL
Brechungsindex No> 1,4270 1,4315
CAS- Nummer [13984-57-1] [20266-62-0}

5.2.3 Drehwert

[a]® =+8,3° (c=1, CHCl)

{Dies ist der Drehwert eines dquilibrierten Gemisches aus HHEE und seinem Lacton)
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B.3.4 Chromaiographische Reinheits- und ee-Bestimmung:

B.3.4.1 Umsatz- und Reinheitsbestimmung mit achiraler GC

KDL T A, ADCT GRANNEL A [ABEE0C20.0} B ADG1 A, ADC: GHANKEL & [RREEODES O] :
i ul ]
450206
w 31000 -
P #2509 § ?I:-
] w’ 30900 - §
40000 —
EQDDO—-
37500 -
28000
35000 - £
] 27000 = s
32500
26800 o
30000 4
27500 -| 28009
|
250094 i agngo_- ] -
\ | P .
[ 5 N N
0 2 i 5 3 min 3 s ¢ B i
Substrat: ABEE Produkt HHEE
Saule: FS-CW 20M-CB-0,5:25 m * 4,32 mm i.d.
Bedingungen: 2 bar He, 140 °C isotharm, Inj: 250 °C, FID: 250 °C
B.3.4.2 es-Bestimmung mit chiraler GC
ADC1 B, ADCY CHANNEL 8 (EHE=0401.D) ADC1 B, ADC1 CHANNEL B (HASE0C02.00
a¥ uy
25060 - E ]
g- w 27500 g
26500 - T ; ! :
28008 :‘ 27000 -
ZTEDG;
26500
27000
} 26000 | . . :
24500 ~ . N : i:::.'_
!
25070 _
26500 -|
25500 co : \ ’
B . N ' 25000;
25000 LL
5 20 25 it 15 ; Y ' 25 mi
rac. HHEE (TFA) S-HHEE (TFA), ee > 99% BUREF TR - L
- " Bdule: Lipodex E, 50 m * 0,32 mm i.d. : i . —
. Bedingungen: 1,1 bar H,, 130 °C isotherm, in}: 250 °C, FID: 250 °C T :




166 Anhang B

B.3.5 Kernresonanzspekien

B.3.5.1 "TH-NMR

UH 0
1 B [
6/3\4/3\2/1\0/7\8
N
=
=
— - - =
T T N N
~ w© - iﬁ R — ©
= = =g E E |ll=z
£ E el& & Ml ==
(=N (=8 2 o (=% (=1 Q. G
° 3 gl /g les
~ o N | fua — 1——/ i — —
sl 10 gy s e
o — o In— N/ :j o om
Jﬁ i _/]L \ ;
i H *fl‘ NF
W N RN
5 4 3 2 1 "0 ppm
RISSOM (8)}-HHEE CDCL3 WD30H007.001 DATE: 22/07/96
) Spectrometer Frequency = 200.128067 MHz Sweep Width = 3012.05 Hz
Offset = 1309 65 Hz Scans = 9‘%
B.3.5.2 PC-NMR
OH ¢
! T
57 NN N TN
F| ¥ W R ARE
c el € £l £ g|lig E
1=y j=1 =l fo S =1 R = Y ¥ =
o o f=d fud j=EpaiBgal el
iy o] 2 ) bl e
o =8 PSS § vl
™~ ot I DO B PO
A e g Sl ol w3l il
a Lo o eelie e
O l S| o of ool
i=
RISSOM (S)-HHEE CDCL3 WD30C007.001 DATE: 35/07/96 L
' Spectrometar Frequency = 50.323032 MHz ‘Sweep Width = 13157, 70Hz B

Offset = 6037 22 Hz Scans = 1700
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B.3.6 Infrarot-Spektrum
10;&23_"’”‘"‘“& y
AT
! /o Lo | NN
A : N AV
Bi | [ = Lo fn, d NS
‘x\ / 1‘ J‘u‘ o | J! L!J\\gu\ ﬁlf
) T
| s A I
& ‘[ 1 I PR
© IR
] “ | Y
| !
!
70.80 T T T t ? T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 000 cm= 500
Wellenzahl [cm™'] | Funktion
2969 C-H-Valenz
1736 C=0-Valenzen
1374 CO-CzHs
1166 C-O-Valenz
B.3.7 Massenspekium
. e
70
: g9
1 55 115
! | | |
' ‘ | ’ 142
Iili]‘lik‘!llfliillll |]E|)E'|‘=I5||;ll£!.;ial[:|§]J|I=|1|||1“rl[|[||||||i||
m/z-> 50 60 70 80 g0 100 136 1206 130 440 150
142 (6%) M - OH,
115 (36%) M™ - OC,H;
9%  (44%)
88 (100%) C4HzO, (McLafferty)
70 (66%)

“Hochauflosung des Molekiilionenpeaks wegen zu geringer Intensitit nicht moglich
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(3,4)-Methylendioxyphenviaceton (MDA) zu
(3,4)-Methylendioxyphenyl-2-propanol {MDI)

B A4 i pmiarta Danldadianamiaimbiime
1 =3 [ S ACISELA0%r S B I AN TAFLRLESTE EGQIGEE&!I&!Elg
2 8 10 2 8 10
0\3/ %1/ " "H," /0\3/ §\1/ \9/
7 X 1 7 | [ 1
0/4\5 6 O \ 0/4\5 8 o]
B.4.2 Sioffdaten
Parameter Kurzzeichen MDA MDi
Summenformel CioH1603 CioH1203
Molekulargewichi vy 178,18 g/mal 180,20 g/mol
Dichte Dy 1,20 g/mL
CAS- Nummer [4678-39-5]

IUPAC-Namen: MDA = 1-(1,3-Benzodioxol-5-yi}-2-aceton
MDI = I-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-2-propanol

B5.4.3 Drebwert

fa]? =+30,3° (c=1,15, CHCL)
D
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B.4.4 Chromatographische Reinheits- und ee-Bestimmung:

B.4.4.1 Umsatz- und Reinheiisbestimmung mit achiraler GC

630300

500090 —

400000 —

300000 o

200900

100090 -

L

A0t £ ADGS CHARNEL A (WFDAS0DAZ 0)

4336 - MDA

04
h

4

8 i

TEOH0T

140000 -

120000 o

106090 —

80030

51003 -

40000

AUCT A ADCY CHANNEL A(SR_MDADLD}

5310 - MDI

20000

o 2
Substrat: MDA
Saule:

2
Produki: 3-MDI

FS-CW 20M-CB-0,5: 25 m " 0,32 mm i.gd.
Bedingungen: 2 bar He, 200 °C isotherm, Inj: 250 °C, FiD: 250 °C

5 i

B.4.4.2 ee-Bestimmung mit chiraler HPLC

ADC: 8, ADG1 CHANKEL B [BR0G0000.D) AUCT 8, ADCT CHANNEL B {SRO0000T.D)
uy ulf
120400 - g 80000
g § Q050 = ‘
106086 - \ ? ?‘;
| |
\ “ Foea g - “
H |
81600 - t ; \
i Il sooan -
n i
sg0a10 ]
#0400 \ .
5\ 40000 -] \
oo ] |
0aco 1 iL
1 39004 L
20008 - 20000
i 1 n " 30 min . 10 20 - % min|
“rac. MDI S-MDi, e2 > 89% ' e
Saule: Diace! Chiracel CD-H 0,48 cm * 25 ¢cm + 5 cm Vorsdute
Bedingungan: n-Heptan/2-Propanc! = 88/2; 1 mL min"; 20 yl infiziert, Det. UV bei 280 nm
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B.4.5 Kernresonanzspekien

B.4.5.1 'H-NMR

|
|
0 h.,a] /2\\1{/8 \%/1 ¢ p
7 t
‘f \0,4\5?6 OH
|
|
|
o f -
£ f T
£ [ = w
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~ ‘ = = = E ¢
© = S & = o
51 8 S - s/ =f B
® ( o @ | © , o -
s | < s / oy by ’ -
. 3] fas] [t} ; T .
o & & | i | o 2
T | T T I{ T =
mil o — oF | - o |
5 ~ J ‘ /
b ‘ A L
A N T 0 ppm
COMMENT. RISSOM S-MDI CDCL3 WD32*.108 DATE: 03/08/98
Spectrometer Frequency = 400.137870 MHz Sweep Width = 8064.60 Hz
Offset = 2370.50 Hz Scans = 18

B.4.5.2 *C-NMR
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oS = oo il | o - it
s e o sile I8 ey w &
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e sl |5 4 = T
I - = Tl |T T T o
[ 1 L [&] (1R L] () o [ —~
AT ZHE 2 & bt -
oy < ™ © o RN EaY 38 wm B+ e
OO ] ] QO 4] L] [ ] O
1

Sweep Width = 25000.40 Hz

' Spectrometer Frequency = 100.623650 MHz
Scans = 128

140 120 100 80 80 40 20 ppm O
COMMENT: RISSOM $-MDI CDCL3 WD32*.108 "DATE: 03/08/98 o

~Offset = 11069.70 Hz
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Hochauflosung des Molekiilionen Peaks: 180,0785
(Berechnet fiir '°C;o'Hi,'°04: 180,786)

B.4.6 Infraroct-Spekirum
95. 145
. N
A8 8 VAN
4 ! ] & = 7
| N 4 : i‘“ ! A
A SR (-
I, 4 (N
T L L
1 PR = | I ‘“Wl?h;.%s\!h
H [ ] b ! | i g~ |
.l COAN e
1 Vo lag‘Uf“,\ii e g
1 ! | H = A1 | B
Vo 4!\;1.3 \(m | I&
YVl ERLAMRR
R L AT \J
' T g B :
z.45 - , . : ; LR T = !
3300 3000 2500 2000 1500 1008 cm- 300
Wellenzahl [em™'] | Funktion
33¢et O-H-Valenz
1503 C=C-Valenz
1490 C=C-Valenz
1247 C-0O-Valenz
1039 C-0-Valenz
804 C-H out of plane (1,3,4-trisubst. Ar.)
B.4.7 Massenspekirum
13p
180
77
106
51
!]!7::;,”.5' : |||‘lIF 1t ; r.‘.|'| IF. - : I — I "”'-[ .
miz--»_ 50 60 70 80 90 100 110 120 i8¢ 140 150 180 170 180 190
180 (38%) M
135 (100%) M™M'" - CHOHCH;
106 (16%) 135 - OCH
77 (20%)  Phenyl”
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Acetophenon zu 1-Phenylethanol

2.5.1 Summierie Reaktionsgleichung

2 o
|
6 7 FIH L} 6 7
| J | !
4. 2 4o, 2
3 Ny
B.5.2 Stofidaten
Paramster Kurzzeichen Acetorhenon 1-Phenvlethanol
Summenformel CgH:0O CeH100O
Moiekulargawicht vy 120,15 g/mol 122,17 gfmol
Siedepunkt Kp 202 °C 200-205 °C
Schmelzpunkt Fp 19°C 20°C
Dichte Djs 1,03 g/mL 1,01 g/mL
Brechungsindex np=" 1,5339 1,5265
CAS- Nummer [98-86-2] [13323-81-4]
D 23 - . .48°
renwert [a]5 -46 8

B.5.3 Drehwert

[a]s -58,1° (¢=0,985, CHClL)
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B.5.4 Chromatographische Reinheits- und se-Bestimmung:

B.5.4.1 Umsatz- und Reinheitsbestimmung mit achiraler GC

ADC1 A ADGH CHAN_NELA{ACPHEUDLD] ) ADC1 A ADCT CHANKEL & [PHEETODE.D)
[ u¥
140900 5 = E
‘EL 80000 =
120090 ~ 5 %
h 80000 |
toAG0000 4 70008
60000 -2
BROCD £
H0000 k
BODAG |
40000 )
‘ i
40400 i ‘
\ 30000 o l\
0| N L | AN
20000 =
2 P 1 § s minl : i 8 s min
Substrat: Acetophenon Produki: {8)-1-Phenylethanol
Saule: FS-CW 20M-CB-0,5:25 m * 8,32 mm i.d,
Bedingungen: 2 bar He, 140 °C isotherm, Inj: 250 °C, FIB: 250 °C
B.5.4.2 es-Bestimmung mit chiraler GC
ADCE 3, ADC1 CHANNEL B {PHEETO11.D} ADC1 B, ADCY CHANKEL B (PEEETH13.D)
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- rac. Phenylethanol {8)-1-Phenyiethanol, ea > 89%
" Saule: Lipodex E, 50 m * 0,32 mm id. .
Bedingungen: 1,1 bar H,, 100 °C isotherm, Inj: 250 °C, FiD: 250 °C
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B.5.5 Kernresonanzspekisn

B.5.5.1 '"H-NMR

OH
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o xT = I
| = J wa ™
h % E
e h. I N I
7 6 5 4 3 R 1 0 ppm
COMMENT: RISS0OM S-PHEET CDCLIWD32*.142 DATE: 07/08/98
Spectrometer Fraquency = 400,137670 MHz Sweep Width = B84 .60 Hz
Offset = 2357.50 Hz Scans = 16

B.5.5.2 *C-NMR

|

C1(C): 145,98 ppm
G2,6 (CH): 128,5 ppm
G4 (CH): 1275 ppm
C3,5 (CH): 1254 ppm

C8 (CH,}: 25,2 ppm

100 80

140 20

& 20

“COMMENT: RISSOM S-PHEET CDCL3 WD32".142
Spectrometer Freguency = 100.623650 MHz
Ofiset = 11059.67 Hz

DATE: 07/08/98
Sweep Width = 25000.38Hz
Scans =512 '
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Hochaufiosung des Molekiilionen Peaks: 122,0731
(Berechnet fiir *Cs'Hyo'°0y: 122,0732)

Anhang B
B.5.6 Infrarot-Spekirum
T N
.‘!‘\\l {{\J
i\; {,\/ \\Jlf \\j \ .(;\\\! I,:[\,p\ A
- 'i | Seaf By foo
? {’ =R }gl i 5;\
| | 2 A N
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A '\H%‘}m‘ﬁill‘ig
7 \\m./% gl 3 :E’Hgé,-“’
8 1 A - ‘l
g : T g
5 3560 30;0 25‘00 EOiOO 15‘00 10‘00 cm- 50‘0
Wellenzahl [cm '] | Funktion
3368 O-H-Valenz
2974 C-H-Valenz
1452 C-H-Deformation
1078 C-0O-Valenz
761 C-H out of plane (monosubst. Ar.)
699 C-H out of plane (monosubst. Ar.)
B.5.7 Massenspekium
: T 1d7
| 122
i 51
,IIJE,“IEIJ, ] 5|I!| A
miz—>___ 50 80 70 80 B0 100 10, 120
122 (43%) ™M™
105 (96%) M -CH;
79 (96%) M- COCH;
77 (57%)  Phenyl
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