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Die Arbeit beschreibt im Uberblick die Verwendung von
Enzym-Membran-Reaktoren mit erzwungener Konvek-
tion, bei denen 16sliche Enzyme in einem kontinuierlich
durchflossenen Reaktionsgefal mit Hilfe einer Ultrafiltra-
tionsmembran zuriickgehalten werden. Die Technik ist am
Beispiel der .- Aminosdure-Herstellung nach dem Acylase-
Verfahren im 200-t/a-Maf3stab kommerzialisiert worden.
Sie eignet sich besonders fiir Multienzymsysteme mit
Cofaktorregenerierung. Dies ist am Beispiel der L-tert-
Leucin-Herstellung aus der korrespondierenden o-Keto-
saure im Kilogramm-Ma@stab gelungen. An wasserlosliche
Polymere gebundene Coenzyme konnen zusammen mit
den Enzymen im Membranreaktor zuriickgehalten wer-
den. Durch geeignete experimentelle Bedingungen kann
der Verlust durch Elution iiber die Membran bzw. Desak-
tivierung fiir die Enzyme/Coenzyme in vielen Fillen so
gering gehalten werden, dafl er wirtschaftlich nicht mehr
limitierend ist. So gelang es, Coenzyme bis zu 600 000mal
bei kontinuierlicher Reaktionsfithrung im Membranreak-
tor zu regenerieren. Am Beispiel der enzymatischen Pep-
tid-Synthese wurden Raum-Zeit-Ausbeuten von mehr als
25 kg/(1d) erreicht. Zur Unterdriickung unerwiinschter
Parallelreaktionen kann mit extrem hohen Katalysator-
konzentrationen gearbeitet werden, so dafl Verweilzeiten
bis unter 4 min moglich sind.

Continuous processes with soluble enzymes. This
paper surveys the use of continuously operating enzyme-
membrane reactors with enforced flow where the retention
of soluble enzymes in the reaction vessel is achieved by
means of an ultrafiltration membrane. This technique has
been commercialized in the acylase process for the synthe-
sis of L-amino acids on a 200 ton/year level. It is especially
useful for the application of multi-enzyme systems with
cofactor regeneration. The synthesis of L-tert-leucine from
the corresponding o-keto acid has been achieved on a
kilogram scale. Coenzymes coupled to water soluble poly-
mers are retained in the membrane-reactor together with
the enzymes. Use of suitable conditions prevents loss of
enzyme and coenzyme by passage through the membrane
or by deactivation. Therefore the costs of enzymes and
coenzymes are no longer limitations for economic process-
es. In the continuously operating enzyme-membrane reac-
tor regeneration of the coenzyme up to 600000 times was
achieved. In continuous peptide synthesis space-time yields
of 25 kg/(1 d)

were obtained. To suppress side reactions very high catalyst
concentrations are possible, yielding residence times below
4 min.

1 Biotransformationen mit isolierten
Enzymen oder ganzen Zellen?

Der Einsatz von Biokatalysatoren fiir priparative Zwecke
ist weltweit Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten.
Inzwischen sind zahlreiche industrielle Verfahren etabliert,
wobei die Biokatalysatoren in Form ganzer Mikroorganis-
men oder gereinigter Enzyme eingesetzt werden. Derartige
Verfahren sind immer dann vorteilhaft, wenn optisch aktive
Substanzen hergestellt oder umgesetzt werden sollen oder
aber sehr milde Reaktionsbedingungen erforderlich sind.
Als Beispiele fiir den ersten Fall sollen hier nur die
fermentative Gewinnung von natiirlichen Aminosiduren
und die Racematspaltung von Aminosdure-Derivaten zur
Gewinnung von nicht-natiirlichen Aminosiuren genannt
werden [1]. Ein Beispiel fiir die Ausnutzung der milden
Reaktionsbedingungen ist die Hydrolyse von Acrylnitril
und Acrylamid unter Verwendung ganzer Zellen von
Rhodococcus rhodochrous. Nach diesem Verfahren werden
inzwischen 30000 t Acrylamid pro Jahr hergestellt [2].

Neben dem Einsatz von ganzen Zellen bietet sich der
Einsatz von aufgereinigten Enzymen an. Tab. 1 stellt Vor-
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und Nachteile des Einsatzes von Enzymen und ganzen
Zellen gegeniiber. Gerade bei der Umsetzung nicht-natiir-
licher Substrate ist der Einsatz von gereinigten Enzymen
vorteilhaft. Im Vergleich zu chemischen Katalysatoren
bewirken Enzyme eine deutlich hohere Reaktionsge-
schwindigkeit und zeichnen sich zusétzlich durch bessere
Regio- und Stereoselektivitit aus. Enzyme sind somit
interessante Katalysatoren fiir die Synthese von Feinche-
mikalien und chiralen Verbindungen [3-9]. In der vorlie-
genden Arbeit sollen die wichtigsten Aspekte der Verfah-
rensentwicklung zum Einsatz von Enzymen an Hand eines
Beispiels aufgezeigt werden.

2 Heterogene oder homogene Katalyse mit
Enzymen in kontinuierlichen Verfahren?

Kontinuierliche Prozesse zeichnen sich gegeniiber dem
Satz- oder Chargen-Betrieb durch hohere Raum-Zeit-
Ausbeuten und besser kontrollierbare Reaktionsbedingun-
gen aus. Letzteres kann insbesondere zur Unterdriickung
unerwiinschter Nebenreaktionen ausgeniitzt werden.
Ebenso reduzieren sich die produktmengenspezifischen
Enzymkosten. Fiir einen effektiven Einsatz als Katalysator
ist es erforderlich, Enzyme durch geeignete Methoden im
Reaktionsraum zuriickzuhalten [10]. Die Immobilisierung
kann beispielsweise durch adsorptive oder kovalente
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Tabelle 1. Vor- und Nachteile von isolierten Enzymen und ganzen Zellen als Biokatalysatoren.

isolierte Enzyme
pro contra

ganze Zellen

pro contra

— hohe
Katalysatorkonzentration

begrenzte Stabilitét

— kein Erhaltungsstoffwechsel - Cofaktor-Regenerierung nur

fir NAD(P)H und ATP
— keine unerwiinschte Biomasse
— keine Nebenreaktionen
- einfache Reinigung

- nicht-natiirliche Kombination
von Enzymen aus verschie-
denen
Organismen

- nicht-natiirliche Substrate und
Reaktionsbedingungen (org.
Losungsmittel)

— unbegrenzte Stabilitdt wegen

— vielstufige Prozesse moglich

— Nebenreaktionen
Zellwachstum

— Cofaktor-Regenerierung kein — komplexe Aufreinigung

Problem
~ Biomasseentsorgung

— niedrige Raum-Zeit-Ausbeute

Kopplung des Enzyms an einem unléslichen Triger erfol-
gen. Man erhilt somit ein heterogenes System; als Reak-
toren bieten sich Festbett- oder Wirbelbett-Reaktoren an.
Um Nachteile der heterogenen Katalyse wie z.B. Stoft-
transport-Limitierungen, sterische Effekte oder Wechsel-
wirkungen zwischen Triger und Reaktanden zu vermeiden,
kann auch das 16sliche Enzym durch geeignete Maflnahmen
im Reaktionsraum zuriickgehalten werden. Im Enzym-
Membran-Reaktor werden die in Losung befindlichen
Enzyme in einem kontinuierlich durchflossenen Reak-
tionsgefdf mit Hilfe von Ultrafiltrationsmembranen
zuriickgehalten. Man macht sich dabei zunutze, dall Enzy-
me als Biopolymere sehr viel grofer sind als die Substrat-
und Produktmolekiile [11-13]. Auf diese Art ist eine
kontinuierliche homogene Katalyse mit sehr guter Ausnut-
zung des Katalysators und Entkopplung der Verweilzeiten
von Reaktanden und Katalysator moglich.

3 Aufbau von Membranreaktoren

Bei der Verwirklichung von Membranreaktoren sind im
Prinzip vier verschiedene Typen zu unterscheiden, die in
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Abb. 1. Mogliche Bauformen von Enzym-Membran-Reaktoren;
a—d: Unterscheidung zwischen Art der Enzymriickhaltung und der
Art des Stofftransportes; e-f: Enzym-Membran-Reaktoren mit
loslich immobilisierten Enzymen und konvektivem Stofftrans-
port.

Abb. 1 dargestellt sind.D Das Iésliche Enzym wird durch
die Filtrationswirkung einer Ultrafiltrationsmembran in
einem begrenzten Raum zuriickgehalten. Im einfachsten
Fall gelingt das durch EinschluB des Enzyms in einen
Dialyseschlauch, der #dhnlich wie ein Teebeutel in die
Reaktionslosung gehingt werden kann [14]. Der Stoff-
transport iiber die Membran zum Enzym erfolgt hierbei
durch Diffusion (1a). Zur Vermeidung von Stofftransport-
Limitierungen ist der Enzym-Membran-Reaktor mit
erzwungener Konvektion giinstiger (Abb. 1b). Héufig
dient die Membran nur als Tréger mit groler Oberfliche zur
Fixierung des Enzyms [15]. Auch hierbei ist wieder zwi-
schen diffusivem und konvektivem Stofftransport zu unter-
scheiden (Abb. 1c und d). Zu dieser Art gehoren auch
Reaktoren zum Einsatz von Esterasen oder Lipasen, bei
denen die Membran gleichzeitig zur Stabilisierung von
Phasengrenzflichen dient [16].

Die vorliegende Arbeit beschrinkt sich auf die Beschrei-
bung von Systemen in konvektiv betriebenen Membranre-
aktoren, bei denen losliche Enzyme verwendet wurden.
Ein wesentlicher Vorteil dieses Systems ist der mogliche
Betrieb des Reaktors unter Sterilbedingungen. Durch ein
vorgeschaltetes Mikrofilter werden Keime vor dem Reak-
tor zuriickgehalten. Durch Sterilisation der gesamten
Anordnung vor dem Einbringen der Enzyme und Substrate
werden vorhandene Mikroorganismen abgetotet. Zur Ste-
rilisation konnen je nach Membranmaterial Dampf oder
chemische Mittel verwendet werden. Auf antibakterielle
Mittel kann wihrend des Prozesses verzichtet werden. Die
erhaltene Produktlosung ist ultrafiltriert und pyrogenfrei.
Maogliche Bauformen des Enzym-Membran-Reaktors sind
in Abb. le und f dargestellt. Beim Flachmembranreaktor
wird die Konzentrationspolarisation durch intensives Riih-
ren vermieden. Diese Reaktoren mit Volumina zwischen
2 und 50 ml werden im wesentlichen zur Verfahrensent-
wicklung genuizt.? Fiir Produktionszwecke werden
Enzym-Membran-Reaktoren verwendet, bei denen die
Ultrafiltrationsmembranen in Form von Hohifasermodulen
oder als Flachmembranstapel eingebaut werden [11]. Diese
Reaktoren sind als Schlaufenreaktoren ausgelegt, wobei

1) Eine Zusammenstellung der Formelzeichen befindet sich am
SchiuB des Beitrags.

2) Von der Firma Bioengineering, Wald/Schweiz, wird ein Enzym-
Membran-Reaktor mit 10 ml Arbeitsvolumen vertrieben.
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durch eine Kreislaufpumpe hohe Stréomungsgeschwindig-
keiten iiber der Oberfliche der Membran erzielt werden,
durch die die Konzentrationspolarisation vermieden wird.
Wenn die Umpumpgeschwindigkeit grof3 ist im Vergleich
zur Geschwindigkeit der Substratdosierung, verhilt sich ein
derartiger Reaktor wie ein kontinuierlich betriebener
Riihrkesselreaktor. Eine dritte Bauform, bei der eine
rotierende Filterkerze in der Losung eingesetzt wird, sei
hier nur der Vollstandigkeit halber erwéhnt. Die Membran-
kosten sind fiir einen wirtschaftlichen Einsatz von Enzym-
Membran-Reaktoren nicht mehr limitierend.

Der Enzym-Membran-Reaktor mit 16slichen Enzymen ist
vor allem bei Multienzymsystemen vorteilhatt, da Stoff-
transportlimitierungen aufgrund der guten Durchmischung
des Systems nicht auftreten konnen.

4 Bioreaktionstechnik — ProzeBoptimierung
Schritt fiir Schritt

Mit Hilfe der ProzeBoptimierung sollen die giinstigsten
Bedingungen gefunden werden, um hohe Raum-Zeit-
Ausbeuten bei hohem Umsatz, hoher Selektivitit und
niedrigem Enzymverbrauch zu erzielen. Unter einem Pro-
zef3 ist dabei im weitesten Sinne jede chemische Reaktion
zu verstehen, die entweder kontinuierlich oder diskontinu-
ierlich durchgefiihrt wird. Durch die Thermodynamik wird
die Gleichgewichtslage der Reaktion beschrieben, wihrend
die Kinetik die Geschwindigkeit, mit der zum Beispiel der
Gleichgewichtsumsatz erreicht werden kann, beschreibt.
Thermodynamik, Kinetik und der Biokatalysator werden
durch die gewihlten Bedingungen (z.B. pH-Wert, Tempe-
ratur, Konzentration aller anwesenden Substanzen) beein-
flut. Durch die Ermittlung geeigneter Reaktionsbedin-
gungen werden die Eigenschaften des Biokatalysators
moglichst gut ausgenutzt.

Durch die Verfahrenstechnik wird der fiir die betreffende
Reaktion am besten geeignete Reaktor ausgewihlt. Aber
auch weitere Faktoren, wie zum Beispiel die Produktisolie-
rung, spielen eine wichtige Rolle. Erst die gleichzeitige
Betrachtung und gegenseitige Abstimmung aller prozefre-
levanten Parameter fithrt zu optimalen Prozefibedingun-
gen.Wihrend die Verhiltnisse bei einer einfachen Reaktion
mit nur einem Enzym noch iiberschaubar sind, kommt es
bei zwei oder drei Enzymen, bei Parallel- oder Folgereak-
tionen, die iiber gemeinsame Reaktanden gekoppelt sind,
schnell zu Abhingigkeiten, die anschaulich nicht mehr
erfaBt werden konnen. Hier sind Modellrechnungen hilf-
reich, die eine quantitative Uberschaubarkeit selbst kom-
plexer Abhangigkeiten liefern. Sie helfen auch, unnétigen
experimentellen Aufwand zu vermeiden, indem Bedingun-
gen, die nicht zum angestrebten Ziel fithren, erkannt und
vermieden werden kénnen.

4.1 Fall-Beispiel

4.1.1 Das Reaktionssystem: Enzymatische Synthese von
L-tert-Leucin durch reduktive Aminierung

Im folgenden soll das Verfahren der Prozelentwicklung an
einem konkreten Beispiel erldutert werden. In Abb. 2 ist
das Reaktionssystem dargestellt (a). L-tert-Leucin kann
durch reduktive Aminierung mit Leucindehydrogenase aus
Trimethylpyruvat erhalten werden {17]. Der erforderliche
Cofaktor NAD(H) wird mit Hilfe eines zweiten Enzyms,
der Formiatdehydrogenase, regeneriert. Durch Kopplung

a) 0 2 NH,

1 D| |
LeuDH o

c

N + NH /N + H0
(CHy);C™ COOH 3 (CHg)sC COOH 2
Trimethylpyruvat L-tert—Leucin

(THPY) PEG-NADH,  PEG-NAD* (tew)
NHy + CO, &Z NH,—COOH
FOH (FoR)
V2
b) TMPY PEG-NADH
Vi = Vit : {u/mg]

Kerey)” (HHLEU/K (g )+ TMPY Kn(peo-nao)+PEG—NADH

FOR PEG~NAD*

v2 = Vairony - ' [u/mg]
KrorFOR  Krpeoosan)” (HPEG=NADH/Kipeq uaon)}+PEG-NAD*

Leucindehydrogenase (LeuDH) Formiatdehydrogenase (FDH)

Vit Vogeow = 52 U/mg V2 Verony = 26 U/mg
Keriy) = 36,65 mmol/l Km(rom) = 43,69  mmol/|
Kiotay = 3891 mmol/1 Kotpeo-napy = 0,04 mmoi/I
Kepo-saowy = 0,015 mmol/I Kipeo-naoy = 012 mmol/t

Abb. 2. a) Synthese von L-tert-Leucin durch reduktive Aminie-
rung von Trimethylpyruvat mit Cofaktor-Regenerierung; es wurde
polymervergroBertes und natives NAD(H) eingesetzt; b) kineti-
sche Gleichungen und Parameter zur Beschreibung der verwende-
ten Enzyme; LeuDH Leucindehydrogenase, FDH Formiatdehy-
drogenase, PEG Polyethylenglycol.

an wasserlosliches Polyethylenglycol mit einer Molmasse
von 20000 g/mol wird der Cofaktor zusammen mit den
Enzymen im Reaktionsraum zuriickgehalten [18-20]. Die
Synthese von L-tert-Leucin ist ein Beispiel fiir den Einsatz
der Cofaktor-Regenerierung in einem industriell genutzten
kontinuierlichen ProzeB3. Dafl sowohl mit dem ,,polymer-
vergroBerten® als auch mit dem ,,nativen* Cofaktor hohe
Zyklenzahlen erreicht werden konnen, soll mit der spéter
vorgestellten Modellierung gezeigt werden. Die Zyklen-
zahl gibt an, wieviel mol Produkt pro mol verbrauchtem
Cofaktor gebildet werden (,,Total turnover number®).

4.1.2 Thermodynamische Eigenschaften des
Reaktionssystems

Im Fall der kontinuierlichen Produktion von L-tert-Leucin
wird durch die thermodynamisch begiinstigte Bildung von
Kohlendioxid das Gleichgewicht der Gesamtreaktion auf
die Produktseite (L-tert-Leucin) verschoben. Prinzipiell
wird durch die Thermodynamik der maximal erreichbare
Gleichgewichtsumsatz bestimmt. Hohere Produktausbeu-
ten lassen sich auch erzielen, wenn das Reaktionsprodukt
selektiv aus dem Reaktionsmedium abgetrennt werden
kann und das Substrat rezykliert wird. Dies wurde bei-
spielsweise bei der Herstellung von L-Methionin aus der
entsprechenden racemischen o-Hydroxysdure mit Hilfe
eines Multi-Enzym-Systems verwirklicht. Die Produktab-
trennung erfolgte durch integrierte Elektrodialyse [21].

4.1.3 Katalysator-Eigenschaften

Die Eigenschaften des Biokatalysators bestimmen mal3-
geblich, ob eine ProzeBentwicklung erfolgreich durchge-
fithrt werden kann. Insbesondere die Aktivitit und Stabi-
litit des Enzyms und eventuell benétigter Cofaktoren sind
wichtige Parameter. Zur Vermeidung der Enzymdesakti-
vierung miissen zu grofie Scherkrifte und Gas/Fliissigkeits-
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Grenzfliachen vermieden werden [22]. Ebenso ist darauf zu
achten, dal durch die verwendeten Reaktormaterialien
keine irreversible Schidigung des Biokatalysators verur-
sacht wird. Die Enzymstabilitdt kann unter Umstinden
durch Stabilisatoren, chemische Moditizierung oder kova-
lente Kopplung an Triger verbessert werden [23, 24].

Bei der Feststellung der Reaktionsbedingungen (pH-Wert,
Temperatur) ist daher auf eine gute Langzeitstabilitat des
Enzyms unter Betriebsbedingungen zu achten, die sich
deutlich von der Lagerstabilitdt ohne Anwesenheit der
Reaktanden unterscheiden kann. Fiir den vorliegenden
Fall erwiesen sich 37 °C und ein pH-Wert von 8,0 als
vorteilhaft. Fiir diese Bedingungen wurden folgende
Desaktivierungskonstanten gefunden: LeuDH 0,0239 d-1;
FDH 0,0618 d-1; PEG-NAD(H) 0,109 d~'. Die Desakti-
vierung folgt dabei einem Zeitgesetz erster Ordnung.

4.1.4 Kinetische Untersuchungen

Mit Hilfe kinetischer Untersuchungen muf3 ein mathema-
tisches Modell entwickelt werden, um Betriebszustéinde
des Reaktors vorauszuberechnen. Im Idealfall stehen
detaillierte Informationen iiber den Reaktionsmechanis-
mus des Enzyms zur Verfiigung, mit denen nach bestimm-
ten Regeln eine Gleichung fiir die Reaktionsgeschwindig-
keit abgeleitet werden kann. Sind diese Informationen
nicht verfiigbar, so kann in einem rein formalkinetischen
Ansatz das einfachste Modell verwendet werden, das die
Kinetik mit ausreichender Genauigkeit beschreibt. In der
Regel werden die kinetischen Parameter, wie die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit V., und die Michaelis-Menten-
Konstante K, aus Messungen der Anfangsreaktionsge-
schwindigkeit bestimmt. Diese Messungen werden héiufig
in verdiinnten Losungen durchgefiihrt, wahrend bei techni-
schen Anwendungen oft moglichst hohe Substratkonzen-
trationen und bei hohen Umsétzen hohe Produktkonzen-
trationen gefordert werden. Daher ist es notwendig, den
EinfluBl auch hoher Konzentrationen auf die Enzymaktivi-
tat zu untersuchen. Kinetische Parameter aus Messungen
der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit sollten durch Satzre-
aktorversuche uberpriift werden, indem berechnete und
experimentelle Konzentration/Zeit-Kurven miteinander
verglichen werden. Dabei sind auch die erreichten Gleich-
gewichtskonzentrationen miiteinander zu vergleichen.
Die verwendeten kinetischen Modelle sowie die aus Mes-
sungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit erhaltenen
kinetischen Parameter sind in Abb. 2b angegeben. Das
nicht natiirliche Substrat Trimethylpyruvat wird von der
Leucindehydrogenase mit guter Aktivitdt umgesetzt. Der
Einflu} der Ammonium-Konzentration auf die Aktivitét
der LeuDH wird nicht beriicksichtigt, da sowohl die
kinetischen Untersuchungen als auch die kontinuierlichen
Prozesse bei hohen Ammonium-Konzentrationen entspre-
chend einem grofien Uberschul3 durchgefiihrt wurden. Die
Konzentration bleibt damit nahezu konstant und wird in
Vinax €inbezogen.

Der Einflu} des Substrats und des Cofaktors kann mit einer
»Michaelis-Menten-Doppelsubstratkinetik* unter Bertick-
sichtigung einer kompetitiven Produktinhibierung be-
schrieben werden.

4.1.5 Vergleich von Modellrechnungen und
experimentellen Daten

Der verwendete Enzym-Membran-Reaktor verhélt sich
wie ein kontinuierlich betriebener Riihrkesselreaktor

(CSTR). Der ideale CSTR ist durch vollstdndige Riickver-
mischung gekennzeichnet, was eine homogene Verteilung
von Biokatalysator, Cofaktor und Reaktanden bedeutet.
Die Stoffbilanzen enthalten nur den Konvektions- und den
Reaktionsterm. Fiir das polymervergroBerte NAD(H)
wird angenommen, daB es vollstindig von der Membran
zuriickgehalten wird, so daB3 der Konvektionsterm entfillt.
Fiir den nativen Cofaktor wird der Konvektionsterm
benotigt, da er stindig mit der Substratliosung zudosiert
werden muB. Das Gleichungssystem besteht aus vier
Differentialgleichungen; es wurde durch numerische Inte-
gration nach dem Runge-Kutta-Verfahren [25] mit Hilfe
eines PC gelost.

In Abb. 3ist der Umsatz an Trimethylpyruvat als Funktion
der Zeit fiir die kontinuierliche Produktion von L-tert-
Leucin im Enzym-Membran-Reaktor dargestellt. Die
zugehorigen Daten sind in der Abbildung und der zugehdo-
rigen Legende angegeben. Die mit Hilfe dieser Daten
berechnete Zyklenzahl betriagt 112000 mol/mol und
stimmt sehr gut mit dem experimentell bestimmten Wert
von 125000 mol/mol iiberein. Das Ergebnis der Berech-
nungen wird sehr stark von der Desaktivierungskonstante
fiir den Cofaktor beeinfluflt. Auch die iibrigen Daten des
Prozesses lassen sich mit guter Genauigkeit berechnen. Bei
einer Verweilzeit von 2h wurde bei einem mittleren
Umsatz von 85% (berechnet 81%) eine Raum-Zeit-
Ausbeute von 638 g/(1 d) (berechnet 641 g/(1 d)) erreicht.
Die Schwankungen im experimentell beobachteten Umsatz
wurden durch die Enzymdesaktivierung und entsprechen-
de Nachdosierung verursacht. Gemifl den Desaktivie-
rungskonstanten (vgl. Abschnitt 4.1.3) mufite FDH etwa
dreimal so oft wie LeuDH nachdosiert werden.

Das hier verwendete Modell ist somit geeignet, Betriebs-
zustdnde fiir den kontinuierlichen Prozef3 zu berechnen.

0.8+
1
~ 0.6
o
°]
7]
£ 0.4
o]
Raum-—Zeit—Ausbeute = 638 g/(l d)
0.2 So; = 0.5 mol/l NH,—Trimethylpyruvat
1.0 mol/t NH, ~Formiat
pH =80, T = 25C, 7= 2 h
0.0 N N T T v T v T v
o] 10 20 30 40 50 60

Zeit / d

Abb. 3. Umsatz als Funktion der Zeit bei der kontinuierlichen
Produktion von r-tert-Leucin im 10-ml-Enzym-Membran-Reak-
tor; Startkonzentrationen: LeuDH 30 U/ml, FDH 30 U/ml, PEG-
NAD(H) 0,4 mmol/l.

4.1.6 EinfluB der Cofaktorkonzentration und
Substratkonzentration auf die erzielbare Zyklenzahl

Durch die im folgenden vorgestellten Berechnungen soll
zunichst gezeigt werden, wie die Zyklenzahl von der
Cofaktor- und Substratkonzentration abhidngt. In den
Abb. 4 und 5 sind die Raum-Zeit-Ausbeute, der produkt-
mengenspezifische Enzymverbrauch und die Zyklenzahl
als Funktion der Cofaktorkonzentration und der Substrat-
konzentration sowohl fiir den polymervergroBBerten als
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Abb. 4. Einflu} der Cofaktorkonzentration bei Verwendung des
nativen und des polymervergrofferten Cofaktors auf die Zyklen-
zahl, den produktmengenspezifischen Enzymverbrauch und die
Raum-Zeit-Ausbeute. Durch Variation der Verweilzeit wurde ein
konstanter Umsatz von 90% eingestellt. Die Symbole (A, @)
kennzeichnen korrespondierende Produkte in den Abb. 4
und 5.
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Abb. 5. Einflu der Substratkonzentration bei Verwendung des
nativen und des polymervergrofierten Cofaktors auf die Zyklen-
zahl, den produktmengenspezifischen Enzymverbrauch und die
Raum-Zeit-Ausbeute. Durch Variation der Verweilzeit wurde ein
konstanter Umsatz von 90% eingestellt. Die Symbole (A, @)
kennzeichnen korrespondierende Punkte in den Abb. 4 und 5.

auch fiir den nativen Cofaktor dargestellt. Die gezeigten
Abhingigkeiten gelten fiir einen Umsatz von 90%, der
durch entsprechende Variation der Verweilzeit eingestellt
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wurde. Wihrend mit steigender Cofaktorkonzentration die
Raum-Zeit-Ausbeute ansteigt, nimmt gleichzeitig die
erzielbare Zyklenzahl ab. Dieses Verhalten wird sowohl
beim polymervergrofierten wie auch beim nativen Cofak-
tor gefunden. Erwartungsgeméfl sind die erreichbaren
Zykluszahlen fiir den nativen Cofaktor deutlich kleiner als
fiir den polymervergroferten Cofaktor, der im Reaktor
zuriickgehalten wird. Die Raum-Zeit-Ausbeute ist fiir den
nativen Cofaktor etwas hoher, da aufgrund etwas giinstige-
rer kinetischer Parameter eine hohere Reaktionsgeschwin-
digkeit erreicht wird.

In beiden Fillen steigt die Zyklenzah]l mit abnehmender
Cofaktorkonzentration stark an — allerdings auf Kosten der
Raum-Zeit-Ausbeute, da allmihlich die Cofaktorkonzen-
tration fiir das Gesamtreaktionssystem limitiert wird. Gibt
man fiir den polymervergréBerten Cofaktor eine Konzen-
tration von 0,05 mmol/l und unter sonst gleichen Bedingun-
gen einen Umsatz von nur 10% vor, so erhdlt man eine
Zyklenzahl von 3300000 bei einer Raum-Zeit-Ausbeute
von etwa 2400 g/(1 d). Dieses Beispiel zeigt, wie wichtig die
Angabe des Umsatzes fiir den Vergleich von ProzefBdaten
1st.

Withrend die Kurvenverlidufe bei den Abhéngigkeiten von
der Cofaktorkonzentration beim nativen und polymerver-
groBerten Cofaktor dhnlich sind, gibt es bei der Abhéngig-
keit der Zyklenzahl von der Substratkonzentration
(Abb. 5) einen deutlichen Unterschied. Wihrend beim
polymervergrofierten Cofaktor mit steigender Substrat-
konzentration ein Maximum der Zyklenzahl durchlaufen
wird, steigt sie beim nativen Cofaktor mit steigender
Substratkonzentration monoton an. Beim polymervergro-
Berten Cofaktor bedingt zu niedrige Substratkonzentration
Substratlimitierung und zu hohe Substratkonzentration
(bei einem gegebenen Umsatz von 90% ) Produktinhibie-
rung. Dies gilt prinzipiell auch bei Verwendung des nativen
Cofaktors (wie auch an dem dhnlichen Verlauf der Raum-
Zeit-Ausbeute als Funktion der Substratkonzentration zu
erkennen ist). Bei hoher Substratkonzentration wird hier
aber eine entsprechend lidngere Verweilzeit bendtigt, um
den vorgegebenen Umsatz von 90% einzustellen. Damit
hat hier der Cofaktor gleichsam ,,mehr Zeit", dfter regene-
riert zu werden, was den Anstieg der Zyklenzahl erklért.

4.1.7 Welcher Cofaktor in welcher Konzentration?

Vom ¢konomischen Standpunkt her muf3 ein Kompromif3
gefunden werden zwischen der Raum-Zeit-Ausbeute und
der Zyklenzahl, die direkt die Kosten fiir den Cofaktor
bestimmt. Anzustreben sind moglichst niedrige Cofaktor-
konzentrationen, um bei moglichst hohen Zyklenzahlen
iiberschiissigen Cofaktor zu vermeiden. Andererseits sollte
die Cofaktorkonzentration so hoch sein, daf3 nicht schon
bei geringfiigiger Desaktivierung die Raum-Zeit- Ausbeute
abfillt.

In kontinuierlichen Prozessen, bei denen die Verweilzeit
des Cofaktors von der Substratverweilzeit entkoppelt wer-
den kann, sind Zyklenzahlen bis zu 600000 erreicht
worden. Die Riickhaltung kann durch Polymervergrofie-
rung (wie hier beschrieben), durch geladene Ultrafiltra-
tionsmembranen [26, 27] oder durch starke Wechselwir-
kungen zwischen Enzym und dem Cofaktor [28] erreicht
werden.

Aufgrund des inzwischen niedrigen Preises kann auch
natives NAD(H) bei kleineren erreichbaren Zyklenzahlen
kostengiinstig in kontinuierlichen Prozessen eingesetzt
werden. Damit wird zumindest im Fall des NAD(H) das

Argument entkriftet, daB cofaktorabhiingige Reaktionen
zu teuer sind und effektive Methoden zur Cofaktorregene-
rierung nach wie vor fehlen [29]. Allerdings zeigt sich, daf3
ein reaktionstechnisches Verstindnis derartiger Systeme
zur Ermittlung optimaler Reaktionsbedingungen hilfreich
ist. Im folgenden sollen daher entsprechende Bezichungen
fiir das hier dargestellte Reaktionssystem unter Verwen-
dung des polymervergroflerten Cofaktors diskutiert wer-
den.

In Abb. 6 ist die Gesamtreaktionsgeschwindigkeit der
Bildung von r-tert-Leucin als Funktion der Konzentration
an Trimethylpyruvat und der Cofaktorkonzentration fiir
90% Substratumsatz dargestellt. Die Reaktionsgeschwin-
digkeit steigt mit zunehmender Cofaktorkonzentration,
wihrend sie mit steigender Substratkonzentration abfillt.
Der Abfall ist bei gegebenem Umsatz (90%) auf die
steigende Produktinhibierung zurtickzufiihren.

Neben den Substrat- und Produktkonzentrationen beein-
fluBt auch das Aktivitédtsverhiltnis der beiden eingesetzten
Enzyme die erzielbare Raum-Zeit-Ausbeute. In Abb. 7 ist
die Raum-Zeit-Ausbeute als Funktion des Enzymmolen-
bruches und des Umsatzes dargestellt. Der Enzymmolen-
bruch ist durch Gl. (1) definiert:

Enzymmolenbruch =
FDH V,, ¢ph)

1)
LeuDH V,, (LeuDH) + FDH V, (EDH)

Unterschiedliche Umsitze bei konstantem Enzymverhélt-
nis werden durch Variation der Verweilzeit erzielt. Bei der
Berechnung des Enzymmolenbruches werden die unter
Anfangsreaktionsgeschwindigkeitsbedingungen ermittel-
ten Enzymaktivitidten verwendet. Daher ist bei niedrigen
Umsiitzen die maximale Raum-Zeit-Ausbeute bei einem
Molenbruch von 0,5 zu finden. Mit zunehmendem Umsatz
verschiebt sich das Maximum der erzielbaren Raum-Zeit-
Ausbeute zu kleineren Enzymmolenbriichen, da das Pro-
duktionsenzym und das Regenerierungsenzym unter-
schiedlich von den mit zunehmendem Umsatz veridnderten
Konzentrationen der Reaktanden beeinflufit werden. Um
auch unter den im Reaktor vorliegenden Konzentrations-

Reaktionsgeschwindigkeit / mmol/(l min)

400

0.2 <«
300 o‘\\
200 0.1 &
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Abb. 6. Berechnete Reaktionsgeschwindigkeit der LeuDH als
Funktion der Substrat- und Cofaktorkonzentration (PEG-
NAD(H)) im kontinuierlichen Proze. Bedingungen: LeuDH
30 U/ml, FDH 30 U/ml; Umsatz 90%, eingestellt durch Variation
der Verweilzeit; Ammoniumformiat 1 mol/l.

504

Chem.-Ing.-Tech. 64 (1992) Nr. 6. S. 499-509



5000

4000

3000

2000

Raum-Zeit-Ausbeute / /(I d)

Abb. 7. Berechnete Raum-Zeit-Ausbeute als Funktion des
Enzymmolenbruchs und des Umsatzes im kontinuierlichen Pro-
zeB. Der Umsatz wird durch Variation der Verweilzeit eingestellt;
90% Umsatz sind durch die schraffierte Fldche hervorgehoben.
Bedingungen: Trimethylpyruvat 500 mmol/l; Ammoniumformiat
1 mol/l; Summe FDH + LeudH = 60 U/ml = konstant; PEG-
NAD(H) 0,4 mmol/l.

verhiltnissen gleiche Reaktionsgeschwindigkeiten fiir die
beiden Enzyme zu erzielen, mu das Produktionsenzym in
groBeren Mengen eingesetzt werden (sehr starke Produkt-
inhibierung).

4.2 Ausgewdbhlte Beispiele, bei denen
Bioreaktionstechnik zur ProzeBoptimierung
niitzlich ist

In den Tab. 2 bis 4 findet sich eine Auflistung iiber
erfolgreich im Enzym-Membran-Reaktor eingesetzte eige-

Tabelle 2. Ubersicht iiber Anwendungen im Enzym-Membran-Reaktor fiir Ein-Enzym-Systeme.

ne Systeme, wobei zwischen Ein-Enzym-Systemen, Zwei-

Enzym-Systemen und Drei-Enzym-Systemen unterschie-

den wird [17, 30-63]. Im folgenden soll an Hand von vier

Beispielen die Leistungsfahigkeit derartiger kontinuier-

licher Systeme im Enzym-Membran-Reaktor verdeutlicht

werden. Auf die Ermittlung optimaler Reaktionsbedingun-

gen mit Hilfe der Bioverfahrenstechnik kann dabei nicht im

Detail eingegangen werden. Das Verfahren entspricht

jedoch in seinem Ablauf der in dieser Arbeit geschilderten

Vorgehensweise.

Im einzelnen sind dies:

~ Produktion optisch aktiver Aminosiuren im industriel-
len Mafstab,

— kontinuierliche Cofaktorregenerierung mit Zyklenzah-
len bis zu 600000,

- kontinuierliche enzymatische Peptid-Synthese mit einer
Raum-Zeit-Ausbeute von 25 kg/(1 d),

- kontinuierlicher Einsatz der (R)-Oxynitrilase bei Ver-
weilzeiten von unter 4 min.

4.2.1 Produktion optisch aktiver Aminosduren

L-Aminosduren kénnen durch stereospezifische Hydrolyse
von N-Acetyl-p,L-aminosduren erhalten werden. Das Ver-
fahren wird seit 1981 industriell mit 16slicher Acylase im
Enzym-Membran-Reaktor eingesetzt. Der Reaktor wird
dabei als Schlaufenreaktor mit mehreren parallel betriebe-
nen Hohlfasermodulen betrieben. Zur Zeit werden nach
diesem Verfahren mehr als 200 t L-Methionin pro Jahr
produziert. Bei Versuchen im Pilot-Maflstab wurde bei
einer Verweilzeit von 1 h und einer Substratkonzentration
von 0,6 mol/l eine Raum-Zeit-Ausbeute von 913 g/(1 d) mit
einem Enzymverbrauch von 300 U/kg erzielt [30, 31].

4.2.2 Kontinuierliche Cofaktorregenerierung

Ein weiteres Beispiel fiir die reduktive Aminierung ist die
Umsetzung von Phenylpyruvat zu L-Phenylalanin. Durch

Enzym Biokatalytische pH T Substratkonzentration Reaktor- Verweil- Umsatz Raum-Zeit- Enzymver- Zy- Anwendungen kommer- Lit.
Reaktion [°Cl [M] volumen zeit [%] Ausbeute  brauch klen- zielle
[} [h] [g/(1 d)] [Urkg] zahl Bedeutung
Aminoacylase Hydrolyse 70 37 0,8 N-Acetyl-p.L-me- 1 1.8 85 1200 1000 Enantiomeren-Tren-  +4++ [30, 31]
thionin nung von Aminosduren
PEN-G-Acylase  Hydrolyse 78 25 0,002 Phenacetyl-.- 0,01 0,25 98 29 7200 Deacylierung von {391
tyrosyl-L-alanin Dipeptid
Fumarase Dehydratisierung 7,0 37 1,0 Fumarséure 1,2 1,5 42 1000 Produktion von - +++ [40]
Apfelsdure
(R)-Oxynitrilase  Bildung einer 375 20 0,059 Benzaldehyd, 0,01 0,06 80-90 2400 17000 Produktion von + (35}
C-C-Bindung 0,2 HCN Mandelsdure iiber (R)
Mandelsiurenitril
Aldolase Bildung einer 60 25 0,03 (R,8)-3-Azido-2- 0,005 2-3 72 40 512000 Produktion von nicht- [41, 42]
C-C-Bindung hydroxypropanol natiirlichen Zucker-
0,019 Dihydroxyace- analoga
tonphosphat
Aspartase Aminierung 8,5 20 0,4 Fumarsiure, 0,2 5.0 80 400 5000 Produktion von L- +++ [43]
0,44 NH; Asparaginsiure
B-Decarboxylase  Decarboxylierung 5,7 30 0,2 L-Asparaginsidure 0,18 4,5 74 53 144000 Produktion von L- +++ [43]
0,005 Pyruvat Alanin
Aspartat-Phenylpy- Transaminierung 0,090 L-Asparaginsiure 0,01 0,5 75 Produktion von L- [44]
ruvat-Transaminase 0,061 Phenylpyruvat Phenylalanin
FDH Reduktion 80 25 0,2 Ameisensiure 0,010 2,0 90 Produktion von [45}
0,0194 NAD NADH,
o-Chymotrypsin  Bildung einer 95 25 0,01 ForTyr-OProp 0.2 0,5 > 98 91 750 mg/kg Produktion von ++ [46}
C-N-Bindung 0,02 Arg-OProp Kyotorphin
a-Chymotrypsin  Bildung einer 95 25 0,48 MalTyr-OEt 0,0021 0,083 80 25600 175 mg/kg Produktion von [33, 47}
C-N-Bindung 0,8 Arg-NH, Kyotorphin
Papain Bildung einer 90 25 0,005 MalTyrArg-OEt 0,01 0,25 62 154,4 2,1 g/kg Produktion von Tripep- [48]
C-N-Bindung 0,05 Ala-OEt tid
Carboxypepti- Bildung einer 84 25 0,002 PhenacTyr-OMe 0,01 0,25 > 98 33,7 1060 Produktion von [49)
dase Y C-N-Bindung 1,0 L-Alanin Dipeptid
Abkiirzungen: FDH Formiatdehydrogenase, NAD(H) f-Nicotinamid-adenin-dinucleotid.
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Tabelle 3.  Ubersicht iiber Anwendungen im Enzym-Membran-Reaktor fiir Zwei-Enzym-Systeme.

Enzym Biokatalytische pH T Substratkonzentration Reaktor- Verweil- Umsatz Raum-Zeit- Enzym- Zykilen- Anwendungen kommerzielle Lit.
Reaktion °Cl [M] volumen zeit [%] Ausbeute  verbrauch  zahl Bedeutung
[n fh] H0d] Ukl
LeuDH/FDH  reduktive Aminie- 8,0 25 0,1 a-Ketoisocaproat 0,01 1.2 80 250 260 LeuDH 75000 Produktion von [50]
rung 0,4 NH,-Formiat 300 FDH t-Leucin
LeuDH/FDH  reduktive Aminie- 8,0 25 0,1 a-Ketoisocaproat 0,01 1,0 87 239 653 LeuDH 50000 Produktion von [51]
rung 1,0 NH;-Formiat 412 FDH L-Leucin
LeuDH/FDH  reduktive Aminie- 8,0 25 0,5 Trimethylpyruyvat 0,01 2,0 85 640 930 LeuDH 125000 Produktion von +4++ [17)
rung 1,0 NH -Formiat 2280 FDH L-Leucin
PheDH/FDH  reduktive Aminie- 8,5 25 0,12 Phenylpyruvat 0,01 1.0 95 456 1500 PheDH 600000  Produktion von [52]
rung 1,0 NH;-Formiat 150 FDH t-Phenylalanin
L-HicDH/FDH Reduktion 70 25 0,1 2-Ketoisocaproat 0,01 0,7 %0 411 730 L- 69400 Produktion von [52}
0,4 Na-Formiat HicDH Hydroxyséure
2280 FDH
MaDH/FDH  Reduktion 80 25 0,5 Phenylglyoxylsdure 0,01 2-3 95 698 1070 MaDH 24000 Produktion von (R)- [53]
1,0 NH4-Formiat 660 FDH Mandelsaure
D-HicDH/FDH Reduktion 75 28 0,08 3,4-Dihydroxy- 0,01 1,7 80 205 5125 HicDH 5000 (R)-DHPL (Bestandteil [54]
phenylpyruvat der Rosmarinsiure-
0,2 NH;-Formiat Produktion)
HK/AK Phosphorylierung 7,6 25 0,1 Glucose 0,01 1,33 87 10.2 14 HK 20000 Produktion von Gluco- [55]
0,06 Acetylphosphat 6 AK se-6-phosphat
D-RK/PK Phosphorylierung 8,3 25 0,025 D-Ribulose 0,01 1,0 93 117 7300 D-RK Produktion von p~(-)- [56}
0,03 Phosphoenol- 25800 PK Ribulose-5-phosphat
pyruvat
EPI/ALD Bildung einer 75 25 0,2 N-Acetylglucos- 0,014 2,85 109 Produktion von N-Ace- [57]
C-C-Bindung amin tylneuraminsiure
0,1 Pyruvat
D-AO/CAT oxidative 75 25 0,0005 D-Methionin 0,01 100 99 Produktion von L-Me- (58]
Deaminierung 0,1 Pyruvat thionin

Abkiirzungen: AlaDH Alanindehydrogenase, ALD Aldolase, AK Acetatkinase, D-AO Aminosiureoxidase, CAT Catalase, EPI Epimerase, FDH Formiatdehydrogenase, HicDH Hydro-
xyisocaproatdehydrogenase, HK Hexokinase, LeuDH Leucindehydrogenase, MaDH Mandelatdehydrogenase, PheDH Phenylalanindehydrogenase, PK Pyruvatkinase, D-RK D-Ribuloki-

nase.

Tabelle 4. Ubersicht iiber Anwendungen im Enzym-Membran-Reaktor fiir Drei-Enzym-Systeme.

Enzym Biokatalytische pH T Substratkonzentration Reaktor- Verweil- Umsatz Raum-Zeit- Enzym- Zyklen- Anwendungen Lit.
Reaktion [°’Cl M] volumen zeit [%] Ausbeute  verbrauch zahl
1 [b] [e/(1 )] [Urkg]
p-HicDH/ reduktive 85 25 0.1 p.L-Hydroxy- und 0,01 1-3 70 72 350 p-HicDH 10000  Produktion von [59]
it-HicDH/LeuDH  Aminierung 0,0005 Ketoisocaproat 730 L-HicDH t-Leucin
0,25 (NH,4),S0, 655 LeuDH
p-HicDH/ reduktive 90 25 04 prlactat 0,01 3.0 46 134 2600 p-HicDH 19200 Produktion von [60]
-HicDH/AlaDH  Aminierung 0,0001 Pyruvat 4700 L-HicDH t-Alanin
1,0 NH -Formiat
p-HicDH/ reduktive 85 25 0,05 p..-Phenyllactat 0,01 3,0 43 28 6790 p-HicDH 3500 Produktion von [61]
t-HicDH/PheDH  Aminierung 0,00015 Phenylpyruvat 3020 730 -HicDH L-Phenylalanin
1,0 NH-Formiat 60860 Phe DH
Acylase/ reduktive 85 25 0,04-0,08 Acetamidozimtsdure 0,01 1,0 88 277 1170 Acylase 200000 Produktion von [62)
PheDH/FDH Aminierung 1,0 NH,-Formiat 1775 1-PheDH L-Phenylalanin
Deacylierung 400 FDH
NADK/AK/GIcDH Phosphorylie- 6.0 25 0,09 Acetylphosphat 0,01 33 46 32,9 30800 AK 1800 Produktion von [63]
rung 0,006 Glucose-6-phosphat, 71000 NADK NADP(H)
0,004 NAD 14600 GicDH

Abkiirzungen: AlaDH Alanindehydrogenase, AK Acetatkinase, FDH Formiatdehydrogenase, GIcDH Glucose-6-phosphatdehydrogenase, HicDH Hydroxyisocaproatdehydrogenase,
LeuDH Leucindehydrogenase, NADK NAD-Kinase, NADP(H) p-Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat, NAD -Nicotinamid-adenin-dinucleotid, PheDH Phenylalanindehydrogenase.

eine Optimierung der Cofaktorkonzentration wurden
experimentell Zyklenzahlen von 600000 erreicht [32].

4.2.3 Kontinuierliche enzymatische Peptid-Synthese

Am Beispiel der Synthese von Mal-Tyr-Arg-NH, wurde ein
kontinuierliches Verfahren zur enzymatischen Peptid-Syn-
these entwickelt. Durch neue N-terminale Schutzgruppen
konnte aufgrund der verbesserten Loslichkeit (bis zu
4 mol/l) der Substrate und der hohen Enzymaktivitit eine
Raum-Zeit-Ausbeute von 25,6 kg/(1d) erzielt werden
[33].

4.2.4 Kontinuierliche Synthese von (R)-Cyanhydrinen

Enantiomerenreine Cyanhydrine sind vielseitig verwend-
bare Bausteine in der organischen Synthese. Als Modellre-
aktion wurde die durch das Enzym (R)-Oxynitrilase kata-
lysierte enantioselektive Addition von Blausiure an Benz-
aldehyd untersucht. Um optisch reines Mandelsiurenitril

zu erhalten, muf die konkurrierende unspezifische Reak-
tion vollstindig unterdriickt werden. Dies ldf3t sich durch
Verwendung organischer Losungsmittel erreichen, wobei
das Enzym zur Verbesserung der Stabilitit auf einem
Trager immobilisiert werden muf [34]. Besonders effektiv
gelingt die Unterdriickung, wenn man die Reaktion im
Enzym-Membran-Reaktor unter Verwendung hoher Kata-
lysator-Konzentrationen bei sehr kurzen Verweilzeiten
durchfiihrt. Bei einer Verweilzeit von nur 3,8 min konnte
nach diesem Verfahren mit einer Raum-Zeit-Ausbeute von
2380 g/(1d) enantiomerenreines (R)-Mandelsdurenitril
hergestellt werden [35, 36].

4.3 Ausblick

Die hier nur kurz vorgestellten Reaktionssysteme stehen
stellvertretend fiir zahlreiche weitere, die in denTab. 2 bis 4
aufgelistet sind bzw. zur Zeit von uns bearbeitet werden. Im
Laufe der Jahre verlagerte sich dabei der Schwerpunkt von
zunichst abbauenden (Acylase iiber umbauende (Oxido-
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reduktase) zu aufbauenden (C-N-Verkniipfung, C-C-Ver-
kniipfung) Reaktionen. Weitere aktuelle Arbeiten beschif-
tigen sich mit dem Einsatz von Enzymen in organischen
Losungsmitteln zur Umsetzung von in Wasser schlecht
16slichen Substraten sowie der PolymervergroB3erung chi-
raler Aucxiliare, die in der klassischen asymmetrischen
Synthese der organischen Chemie verwendet werden.
Dadurch soll das Konzept des Membranreaktors und seiner
Vorteile in bezug auf die kontinuierliche Reaktionsfithrung
auch fiir diese Reaktionen nutzbar gemacht werden. Fiir
den Einsatz von Enzymen in organischen Losungsmitteln
ist als neue Variante die Immobilisierung in lyotropen
Fliissigkristallen moglich, die zu einer deutlichen Verbesse-
rung der Enzymstabilitét fithrt [37, 38].

Bei all diesen Problemen sind die hier vorgestellten Metho-
den der Bioreaktionstechnik hilfreich. Sie schiitzen jedoch
nicht vor unvorhergesehenen Problemen, wenn z.B. die
verwendete Ultrafiltrationsmembran durch das hydrolyti-
sche Enzym, das eigentlich zuriickgehalten werden soll,
aufgelost wird. Ebenso wurde bei den ersten Arbeiten mit
Enzym-Membran-Reaktoren die mit der Zeit zunehmende
Enzym- und Cofaktordesaktivierung aufgrund einer
mikrobiellen Kontamination auch als ,,autokatalytischer
Effekt bei der Zersetzung” interpretiert. Hier ist sicherlich
eine gewisse Erfahrung hilfreich, doch gilt gerade bei
unerwarteten Problemen nach wie vor das von Albert
Einstein stammende Zitat: ,,I’imagination est plus impor-
tante que le savoir.”

5 Membranreaktoren — weltweit

Ohne Anspruch auf Vollstindigkeit soll die aufgefiihrte
Literatur [64-107] die mogliche Anwendungsbreite und das
Potential dieser Technik zum effektiven und kostengiinsti-
gen Einsatz von Enzymen als Katalysatoren in kontinuier-
lichen Prozessen dokumentieren. Eine Zusammenstellung
der Systeme in Listenform kann bei den Autoren erhalten
werden.

Die Autoren danken Frau Prof. Dr. M.-R. Kula, Institut fiir
Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf,
fiir die Bereitstellung der Enzyme und des polymervergroBerten
Cofaktors sowie dem Bundesministerium fiir Forschung und
Technologie fiir die finanzielle Unterstiitzung.

Eingegangen am 24. Januar 1992 [B 5701]

Formelzeichen und Abkiirzungen

FDH Formiatdehydrogenase

For Formiat

kg [d-1] Desaktivierungskonstante

Keq Gleichgewichtskonstante (Einheit unter-
schiedlich)

K; [mol/]]  Inhibierungskonstante

K [moVl}  Michaelis-Menten-Konstante

LeuDH Leucindehydrogenase

M, [g/mol] Molmasse

Mal Maleyl

NAD Nicotin-adenin-dinucleotid

P Produkt

PEG Polyethylenglycol

PheDH Phenylalanindehydrogenase

T {h] Verweilzeit

S Substrat

tLeu L-tert-Leucin

TMPY Trimethylpyruvat

v [U/mg] massenspezifische Aktivitdt der Synthese
von L-tert-Leucin

vy [U/mg] massenspezifische Aktivitit der Regenerie-

rung von NAD(H)

Vin [U/mg] maximale massenspezifische Aktivitit
Xa [-1 Umsatz der Komponente
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