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Vom SI-System abweichende Einheiten, Typographie

Die in dieser Arbeit verwendeten Mafeinheiten entsprechen den Einheiten im Internationalen Ein-
heitensystem (SI). Aufgefiihrt sind im Folgenden alle abweichenden Einheiten und deren Umrech-
nungen. Die Trennung von Dezimalzahlen erfolgt nach der englischen Schreibweise durch einen
Punkt. Auf eine Zifferngruppierung bei grof3en Zahlen durch ein Komma wird in dieser Arbeit ver-
zichtet. Literaturgebrauchliche Bezeichnungen werden nicht in die deutsche Sprache tibersetzt, um
keine Wortneuschopfungen zu schaffen. Es erfolgt aber eine entsprechende «Kennzeichnung».

C Grad Celsius, {9}c = {T}k - 273.15 &

A Spezifische Aktivitat, 1 U = 1 pmol-min™'
a Jahre, 1a

A Angstrom, 1A =110 m

h Stunden, 1 h = 60 min = 3600 s

keat s

Kin mol-L™

L Liter, TL=1-10°m?

min Minuten, Tmin=60s

rpm Rotationen pro Minute

W% Massenanteil, wi = m; / (m; + m;)
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Kurzfassung

Enzym-katalysierte Reaktionen finden zu jedem Zeitpunkt in jedem lebendigen Organismus tber-
all auf der Welt statt. Die Biotechnologie versucht, diese natirlichen Prozesse in die chemische
Synthese zu tberfiihren und deren Vorteile zu nutzten. Da im Allgemeinen nur milde Reaktions-
bedingungen bei enzymatischen Reaktionen benotigt werden, besteht seit einigen Jahrzehnten gro-
Bes Interesse in der akademischen und industriellen Forschung, konventionelle chemische Uber-
gangsmetallkatalysatoren und die damit verbundenen Prozesse durch biotechnologische Verfah-
ren zu substituieren.

Nichtsdestotrotz gibt es bei enzymatischen Reaktionen auch einige Limitierungen, die tber-
wunden werden missen, um zum Erfolg der Biotechnologie beizutragen. Vor allem unwirtschaft-
liche Reaktionsumsatze, Produkttiter und Aufarbeitungen bzw. Aufreinigungen der hergestellten
Produkte stellen noch zum Teil grofie Hirden in dem Themenkomplex der Biokatalyse dar.

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, Strategien der Aufarbeitung in enzymatisch-katalysierten
Reaktionen zu integrieren und an verschiedenen konkreten Enzymsystemen (Decarboxylasen, Imin
Reduktasen und Lipasen) zu evaluieren. Hier stehen vor allem ein Adsorptionsharz-basiertes
Downstream-Processing und ein auf lonischen Flussigkeiten basiertes thermomorphes Extrakti-
onssystem im Fokus dieser Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass sich durch die Integration kom-
merziell erhaltlicher Adsorber-, Anion- oder Kationenaustauscherharze die Aufarbeitungsschritte
signifikant verringern lassen. Dadurch konnen die entsprechenden Produkte selektiv aus der
Reaktionslosung entfernt und mit hohen Reinheiten ohne weitere Reinigungsschritte erhalten wer-
den. Des Weiteren zeigt diese Arbeit die Moglichkeiten eines temperatur-schaltbaren Extraktions-
systems auf, welches eine Fliissigimmobilisierung einer Lipase zusammen mit der Extraktion der
entstehenden Produkte beinhaltet.
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Abstract

Enzyme-catalyzed reactions take place in any living organism anywhere in the world at any time.
Biotechnology focuses on transferring these natural processes into chemical synthesis and on ex-
ploiting their advantages. In general, only mild reaction conditions are required for enzymatic re-
actions. Substituting conventional chemical transition metal catalysts and the associated processes
by biotechnological methods has been of interest for scientists in research and industry for several
decades.

Nevertheless, enzymatic reactions also face several problems that need to be overcome in or-
der to contribute to the success of biotechnology. Above all, uneconomical conversions, product
titres and the downstream processing and purification of products remain major obstacles in the
field of biocatalysis.

The aim of this work is to develop strategies for the integrated downstream processing and
the purification of enzymatic-catalyzed reactions and to evaluate them based on different tangible
enzyme systems (decarboxylases, imine reductases and lipases). Here, the focus of this work is
mainly on adsorptive resin-based downstream processing and ionic liquid-based thermomorphic
extraction systems. The integration of commercially available adsorber, anion or cation exchange
resins can significantly reduce the downstream processing steps. Thus, the corresponding products
can be selectively removed from the reaction solution to obtain highly pure products without fur-
ther purification steps. In addition, this work shows the possibilities of a thermomorphic extraction
system, which includes a liquid immobilization of a lipase and the extraction of the resulting
products.
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1 Einleitung

1.1 Biokatalyse

Enzyme sind Stoffe, die aus Makromolekiilen bestehen und chemische Reaktionen beschleunigen
konnen. Sie wirken also als Katalysatoren. Die grundlegenden Verstandnisse der Biokatalyse beru-
hen auf denselben Prinzipien wie auf der Chemokatalyse (Organo- und Metallkatalysatoren):
Durch die Bildung eines (Bio)Katalysator-Substrat-Komplexes wird die Aktivierungsenergie einer
betrachteten Reaktion herabgesetzt und die eigentliche Reaktionsrate der ARRHENIUS-Gleichung
(1.2) folgend signifikant erhoht. So beschleunigt sich z. B. die Reaktionsgeschwindigkeit (die Ein-
stellung des Gleichgewichtszustandes) bei einer Abnahme von AAG = 30 kJ-mol™" auf 20 kJ-mol™
um das 56-Fache, bei einer Verringerung auf z. B. 10 kJ-mol™" um das 3000-Fache. Der Katalysator
selbst wird wéahrend der Reaktion nicht verbraucht und steht einem neuen Substrat nach dem
Durchschreiten eines Katalysezyklus wieder unverandert zur Verfiigung. Die Lage des thermody-
namischen, chemischen Gleichgewichtes einer betrachteten Reaktion wird durch einen (Bio)Kata-
lysator nicht veriandert (Abbildung 1.1).1'-3]

Substrat

Substrat tritt in Enzym/Substrat-Komplex, Enzym/Produkt-Komplex  Produkte I6sen sich aus
aktives Zentrum ein Enzym andert Faltung dem aktiven Zentrum
wahrend Substratbindung

AG®
A

\ ‘ ohne Enzymkatalyse |

‘m_it Enzymkatalyse ‘

Ubergangszustand

ey .
< A mit Enzym
3 =
-
ohne Enzym
Produkt Enzym + Produkt T
< = ! »
Reaktionspfad Sekunden ! Stunden  Zeit

Abbildung 1.1. Schematische Darstellung der Enzymkatalyse nach dem Modell der ,Induzierten Passform® («induced
fit»), bei dem sich die Quartarstruktur des Enzyms wiahrend der Substratbindung anpasst (oben). Durch die Erniedrigung
der Aktivierungsenergie Ea wird die Einstellung des Gleichgewichtzustandes signifikant beschleunigt (unten).l-]
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Biokatalysatoren neigen aufgrund ihrer Beschaffenheit bei h6heren Temperaturen zur Desaktivie-
rung infolge der strukturellen Veranderung der Proteinstrukturen (Denaturierung). Das optimale
Temperatur-Reaktionsoptimum einer biokatalysierten Reaktion ist daher von besonderem Inte-
resse (vgl. Abbildung 1.2). Bei vielen Enzymen kann aufgrund ihrer natiirlichen Herkunft aus pro-
karyotischen und eukaryotischen Zellen von einem optimalen Temperaturbereich von 30 °C bis
37 °C ausgegangen werden. Es gibt jedoch in der Literatur auch zahlreiche herausragende Beispiele
fiir enzymkatalysierte Reaktionen bei erhdhten oder erniedrigten Temperaturen.l*l Auch weitere
Reaktionsbedingungen haben einen signifikanten Einfluss auf die Enzymaktivitat und sind stets
fur jedes Enzym-Reaktionssystem zu evaluieren, im einfachsten Fall durch photometrische
Bestimmungen (Aktivititsassays)®] und der jeweiligen Variierung einzelner Parameter. Hierzu
zahlen u.a. der pH-Wert, dass daraus resultierende Puffersystem, die lonenkonzentration (Salz-
starke des Mediums), die Anfangssubstratkonzentration und etwaige Toxizitatsniveaus der Pro-
dukte und/oder der Substrate.

35 T L - 100
< - 90
30 termmcecccccc—- ———-- e ———————————- - \éi.ﬂ‘
';;»‘Ff v - 80
v 25 L P e
'§ 23 Temperatur 70 >
g 20 T erhoht 60
-§ Enzymaktivitat 50 @
g5 < 0 8
10 - 30 X
& 10 - <
20
’ L 10
0 Ll ! T —— + 0
0 10 20 30| 40 50
Temperatur / °C  iReaktionsoptimum

Abbildung 1.2. Temperatur-Reaktionsoptimum bei biokatalytischen Reaktionen. Durch eine Temperaturerhhung wird
der ARRHENIUS-Gleichung (1.2) folgend die Enzymaktivitat erhoht (blaue Linie). Bei weiterer Erh6hung kommt es jedoch
zu irreversiblen Denaturierungseffekten (orange Linie) respektive zum Aktivitatsverlust. Das Temperatur-Reaktionsopti-
mum wird dabei durch das Maximum der resultierenden Aktivitatskurve reprasentiert (schwarze Linie). Die Einheiten
der Ordinaten sind willkirliche gewahlt.

Eine der beeindruckendsten Eigenschaften von enzymkatalysierten Reaktionen ist die ausgepragte
Substratspezifitat der Biokatalysatoren. So werden in der Literatur — und auch in dieser Arbeit -
zahlreiche Beispiele von enantio-, stereo- und regioselektiven Reaktionen beschrieben, da sich nur
bestimmte Substrate in das katalytische aktive Zentrum eines spezifischen Enzyms anlagern kon-
nen (,Schliissel-Schloss-Prinzip®).®! Durch die Bildung eines spezifischen Enzym-Substrat-
Komplexes wird die Aktivierungsenergie deutlich herabgesetzt und respektive diese spezifische

Reaktionsrate signifikant erhoht.

Eine daraus resultierende Anwendung liegt in der Trennung von Enantiomeren (Abbildung 1.3).
Bei der kinetischen Racematspaltung wird in einem racemischen Gemisch nur ein Enantiomer aus-
reichend schnell umgesetzt (vgl. Schema 1.1).7] Die groitmégliche theoretische Ausbeute ist hier
auf maximal 50 % begrenzt, da in der Substratmischung auch nur 50 % des verfiigbaren Enantio-

mers vorhanden ist.[8]
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AAGi langsam

+ A , [EnzA]
................ EnZ/
NN
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Enz + A oder B

Reaktionspfad

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung der kinetischen Racematspaltung. Durch eine geringere Aktivierungsbarriere
wird die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes [EnzB] bevorzugt, wodurch diese Gleichgewichtsreaktion signifikant
schneller verlauft als die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes [EnzA]. Das Produkt Q wird aus diesem Grund in
einem zeitlich endlichen Betrachtungsraum iibermafig gebildet. Modifiziert nach FAer.l]

O O

OJ\ O

CalB
2 + H, e) —» m (5)
OH

Schema 1.1. Kinetische Racematspaltung von 1-Phenylethylacetat mittels der Lipase CalB. Durch die deutlich gréfiere
Reaktionsrate wird das entsprechende (R)-Substrat zum (R)-Produkt im signifikanten Uberschuss umgesetzt, die Lipase
wird als ,,(R)-selektiv® bezeichnet.

Bei der dynamisch-kinetischen Racematspaltung kann durch einen vorgelagerten in situ Raceme-
sierungsschritt ein Enantiomer in ein anderes tberfiihrt werden, um dieses dann in einer anschlie-
enden enantioselektiven Reaktion zum Zielprodukt umsetzen zu konnen. Die dynamisch-
kinetische Racematspaltung erméglicht daher Umsétze von theoretisch bis zu 100 % (in der Praxis
bis zu >99 %, vgl. Schema 1.2).°) Neben der Kombination von verschiedenen Enzymen zu einer
Racemase-Lipase-Kaskade fiir die dynamisch-kinetische Racematspaltung sind auch Verkniipfun-
gen von Chemo- und Biokatalyse in der Literatur beschrieben.[']

Lipase o
OH OH « 0 OJ\
- Mandelat-Racemase H - /U\ON s i
R . ®) ®)
G g - CH,CHO 5

Schema 1.2. Dynamische Racematspaltung von racemischer Mandelsaure zu (S)-Acetylmandelsaure. Durch eine in situ
Racemisierung von (R)-Mandelsdure zu (S)-Mandelsaure kann durch die verkniipfte O-Acetylierung mit Vinylacetat
durch eine (S)-selektive Lipase ein theoretischer Umsatz von >99% erreicht werden. Zeitgleich wird das Gleichgewicht
der Racemasen-katalysierten Reaktion in Richtung des (S)-Produktes verschoben.[®] Siehe auch Jeromin et all'l und
STrAUSS et al.l'2
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1.2 Kilassifikation der Enzyme

Zur ldentifizierung und Klassifizierung der Enzyme ist eine logische Unterteilung der Biokatalysa-
toren notwendig. Jedes Enzym kann durch eine vierstellige EC-Klassifizierungsnummer, die von

links nach rechts fortschreitend immer spezifischer wird, kategorisiert werden. Es werden sieben
Hauptklassen unterschieden (Abbildung 1.4). Dabei bilden die Enzymklassen [EC 1] bis [EC 4]
(Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen und Lyasen) die weitaus grof3ten Vertreter von syn-

thetisch nutzbaren Enzymen. Translokasen [EC 7] bilden seit der zweiten Halfte 2018 eine eigen-
standige Enzymklasse.['¥] Nach bestem Wissen gibt es derzeit aber noch keine chemisch-synthe-
tisch bekannten Anwendungsbeispiele in der allgemeinen Literatur. Aktuell sind etwa 6500 Enzyme
von der «International Union of Biochemistry and Molecular Biology» (IUBMB) klassifiziert. Es

wird angenommen, dass bis zu 25000 Enzyme in der Natur existieren.!']

EC1 Oxidoreduktasen

EC7 Translokasen \ katalysieren Redoxreaktionen /
katalysieren Transport X /
durch Zellmembranen Y \ / /
\ HC—CH =——— / \ / —CH,
Acyl-Carnitine Carnitine \
\ ﬂ 2H o\ \H / _CH OH
\ RO R’ \R7 —CHO
\ Y A—
Acyl-Carnitine Carnitine /
/ —CH,COOH
\ Acyl-CoA +
Carnitine / e
EC6 ngasen S a0 /7//
katalysieren Additionsreaktionen \\ '

mithilfe von ATP/NTP
(unter Energieverbrauch)

Zelle mit

EC2 Transferasen
tbertragen funktionelle Gruppen

ol

il

EC3 Hydrolasen

spalten Bindungen
unter Einsatz von H,O

o
17000 Enzymen I H,0 M )
C—S i aedi R"C\OH+ Ri—oH
C—O
/ N
c—cl e AN o ]
A \R—C N —/— + NH;
C—N // R oH
/ o (l)H
Glucosc'e Fructo‘se g - HEN —c—eN N\
/ D-Alanin L-Alanin AN | ~
H
My
[o] [0}
I — I .o
R” “cooH < H
EC5 Isomerasen EC4 Lyasen
katalysieren Isomerisierungen katalysieren Bindungsspaltungen
oder Racemisierungen oder -kniipfungen,

ohne Verbrauch von ATP/NTP
(ohne Energieverbauch)

Abbildung 1.4. Einteilung der Enzymklassen mit Beispielen. *Anzahl der klassifizierten Enzyme und *Anzahl der ver-

fiigbaren Enzyme basierend auf FaBer 2018,["
(https://www.brenda-enzymes.org, Stand Juli 2019).

‘Anzahl

der bekannten Organsimen

laut

BRENDA 2019


https://www.brenda-enzymes.org/
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1.3 Vom Plasmid zum Prozess: Aspekte der weif3en Biotechnologie

Das Gebiet der Biotechnologie hat sich durch die fortschreitende Akademisierung und durch den
Bedarf nach alternativen Synthesewegen in der chemischen Industrie in den letzten Jahrzehnten
zu einem eigenstandigen und wichtigen Industriezweig entwickelt.l'#'5] Wichtig hierbei war auch
die Entwicklung gentechnischer Methoden fiir den Zugang zu einer breiteren Palette an Biokata-
lysatoren.['8] So kénnen heutzutage z. B. gezielte Transformationen von extrachromosomalen Des-
oxyribonukleinsauren (Plasmiden) in Bakterien dazu genutzt werden, nicht wirtseigene Proteine
direkt im Bakterium selbst zu produzieren. Die so hergestellten artifiziellen Proteine werden als
,rekombinante Proteine” bezeichnet. 1977 wurde durch diese Genmanipulationsmethode erstmalig
das menschliche Hormon Somatostatin in E. coli von der Firma Genentech kommerziell biotech-
nologisch produziert.['”l Wenig spater folgte die grofitechnische Herstellung von Insulin und wei-
teren Wachstumshormonen.l"®l Heutzutage besteht die Moglichkeit, durch die gezielte Transfor-
mation von Plasmiden eine Vielzahl von rekombinanten Enzymen in Wirtsorganismen zu produ-
zieren. Diese Wirtsorganismen, die den Biokatalysator enthalten, konnen dann entweder frisch fiir
eine enzymatische Reaktion verwendet oder fiir eine langere Haltbarkeit gefriergetrocknet oder
eingefroren werden. Daneben konnen die Giberproduzierten Enzyme durch spezielle Aufreinigungs-
verfahren als reine Biokatalysatoren gewonnen werden (Abbildung 1.6, vgl. auch Tabelle 1.1). Diese
kdnnen dann entweder direkt, als homogene oder durch eine etwaige Immobilisierung als hetero-
gene Biokatalysatoren zum Einsatz kommen (Abbildung 1.5).

Die Immobilisierung eines Enzyms kann deutliche Vorteile in einem biotechnologischen Pro-
zess mit sich bringen. Aus diesem Grund hat dieses Themenfeld in der Forschungsgemeinschaft in
den vergangenen Jahren eine grofle Aufmerksamkeit erhalten und betrachtliche Fortschritte ge-
macht.["®] Abhangig von der Immobilisierungstechnik variieren die Enzymeigenschaften wie Stabi-
litat, Selektivitat, k..~ und K,,-Wert, pH-Wert, etc. und das Temperaturverhalten erheblich (manch-
mal mit positivem, manchmal mit negativem Ausgang). Die Auswirkungen einer Immobilisierung
auf die katalytische Leistung von Proteinen sind sehr schwer vorauszusagen.!'! Wichtige Einfluss-
groflen sind u.a. etwaige Stofftransportlimitierungen und/oder die Veranderung der dreidimensio-
nalen Struktur des Enzyms, sowie die Lage und Beschaffenheit des aktiven Zentrums.[?]

Enzym-lmmobilisierung

Kopplung an einem Trager J Quervernetzung ] Einschluss ]
. ) (
. Nlchtkovalent§ Mikroverkapselung
 Bindung/Adsorption | L
( ™ {
Kovalente Bindung Gel-Einschluss ]

Abbildung 1.5. Prinzipien der Enzym-Immobilisierung.['*] Insgesamt kdnnen drei Arten der Enzym-Immobilisierung un-
terschieden werden: (i) Kopplung des Enzyms an einem Trager, (ii) eine Quervernetzung der Enzyme und (iii) Einschluss
der Biokatalysatoren in eine Matrix.

Zu dem wohl bedeutendsten kommerziell gehandelten immobilisierten Biokatalysator zahlt
»Novozym 435 der Firma Novozymes S/A (Danemark). Das Immobilisat bindet hierbei adsorptiv
die Hydrolase ,Lipase B* (EC 3.1.1.3) aus Candida antarctica und die porése Matrix besteht aus
Polymethylmethacrylat, welches als ,Lewatit VP OC 1600“von der Firma Lanxess vertrieben wird.
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Abbildung 1.6. Weg vom Plasmid zum nutzbaren Biokatalysator. Kompetente Zellen konnen Fremd-DNA in Form von
Plasmiden aufnehmen (Transformation, A), die den Zellen auch gewiinschte Funktionalitaten wie z. B. eine Antibiotika-
resistenz geben konnen. Eine Selektierung von gentransferierten (C) und ,leeren® Zellen erfolgt durch Ausplattieren auf
antibiotikahaltigen Nahrbéden (B). Ein typisches Plasmid (auch: Vektor) mit Ampicillin-Resistenz zeigt D. Nach Induk-
tion mit z. B. Galactose-Thioglycosid Isopropyl-p-b-thiogalactopyranosid (IPTG) wird das gewiinschte Zielprotein in der
Zelle tiberproduziert (E). Nach einer Gefriertrocknung (F) konnen diese Zellen entweder direkt als Biokatalysator einge-
setzt werden (vgl. Tabelle 1.1 ,Biokatalysator: Ganze Zellen®) oder es kann das reine Zielprotein durch verschiedene
Aufreinigungsschritte erhalten werden (G) (vgl. Tabelle 1.1 ,Biokatalysator: Isolierte Enzyme®).

Fur einen moglichen Prozess kann der physikalische Zustand des Biokatalysators von entscheiden-
der Bedeutung sein. Die Verwendung eines komplett aufgereinigten Enzyms, eines Rohextrakts
oder von ganzen Mikroorganismen hangt von vielen Faktoren ab. Uberlegungen wie (i) die Art der
Reaktion, (ii) eine mogliche Kofaktor-Regenerierung und (iii) der Gréflenmafdstab der Biotransfor-
mation spielen hier eine entscheidende Rolle.[*”] Die allgemeinen Vorteile und Nachteile der Ver-
wendung isolierter Enzyme im Vergleich zu ganzen (mikrobiellen) Zellen kénnen Tabelle 1.1 ent-
nommen werden.
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Tabelle 1.1. Vor- und Nachteile von isolierten Enzymen versus ganze Zellen. Tabelle modifiziert nach FABer.["]

Biokatalysator: Isolierte Enzyme

Form

Vorteile

Nachteile

Allgemein

Einfache technische Vorrichtung,
einfache Aufarbeitung,

hohere Produktivitat aufgrund ho-
herer Konzentrationstoleranz

Kofaktor-Regenerierung notig, ein-
geschrankte Enzymstabilitat

In Wasser gelost

In organischen
Losungsmitteln
suspendiert

Immobilisiert

Hohe enzymatische Aktivitat

Leicht durchzufiihren,
vereinfachte Aufarbeitung,
lipophile Substrate 16slich,
einfache Enzymwiederverwendung

Nebenreaktionen moglich,
lipophile Substrate unloslich, Aufar-
beitung aufwendig

Verminderte Enzymaktivitaten,
Redoxreaktionen stark gehindert

Einfache Enzymwiederverwendung Eventuell Aktivitatsverlust

Biokatalysator: Ganze Zellen

Form

Vorteile

Nachteile

Allgemein

Keine Kofaktor-Regenerierung noétig, Teures Equipment, mithsame Aufar-

keine Enzymaufreinigung nétig

beitung in Bezug auf grofie Volu-
mina, geringe Produktivitit in Bezug
auf eine geringere Konzentrationsto-
leranz, geringe Toleranz beziiglich
organischer Losungsmittel,

mogliche Nebenreaktionen infolge
von unkontrolliertem Metabolismus

Kultur in Wachs-
tumsphase

Ruhende Zellen

Immobilisierte
Zellen

Hohere Aktivitaten

Einfachere Aufarbeitung,
geringerer Metabolismus,
weniger Nebenprodukte

Wiederverwendung der Zellen

Hohe Mengen von Biomasse, gestei-
gerter Metabolismus, vermehrte Ne-
benprodukte, Prozesskontrolle er-
schwert

Geringere Aktivitaten

Geringere Aktivitaten

Bei der Verwendung lebensfahiger Ganzzellen bei traditionellen Fermentationsprozessen werden

in der Regel sehr hohe Produkttiter gewonnen, da sie aus dem Primarstoffwechsel stammen und
daher eine geringe Toxizitat aufweisen. Typische Produkte sind organische Siuren (z. B. Essigsaure,
Milchsdure, Zitronensiure, Bernsteinsaure, Itaconsiure, Brenztraubensiure), a-Aminosauren
(z. B. L-Glu, L-Lys, L-Arg, L-Asp) und Alkohole (z. B. 1-Butanol, 1,3-Propandiol). Es handelt sich
hierbei um de-novo-Synthesen, ausgehend von billigen Kohlenstoffquellen wie Melasse oder Starke.
Sekundarmetabolite wie Steroide (z. B. Hydrocortison), Terpenoide (z. B. Taxadien, Artemisin-
saure) und Antibiotika (z. B. Penizilline, Cephalosporine, Tetracycline) erfordern einen wesentlich

hoheren Aufwand des Metabolismusdesigns und werden aufgrund ihrer Toxizitat mit reduzierter

Produktivitat gewonnen.

[1,21]
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Im Gegensatz dazu finden haufiger Zellen mit rekombinanten Enzymen, die gezielt ein Protein
(oder mehrere) tiberproduzieren, in mikrobiell vermittelten Biotransformationen Anwendung. Hier
konnen auch nicht-natirliche organische Verbindungen in ein gewiinschtes Produkt umgewandelt
werden, wobei nicht wachsende, ,ruhende® Zellen eingesetzt werden. Oftmals treten aufgrund ih-
res eingeschrankten Stoffwechsels hierbei weniger Nebenreaktionen auf. Solche maf3geschneider-
ten, gentechnisch veranderten Organismen fir Biotransformationen werden im Allgemeinen auch
als «designer bugs» bezeichnet.!']

Neben den beachtlichen Erfolgen in der Entwicklung der Biotechnologie in den letzten Jahr-
zehnten sind haufig noch Einschriankungen wie (i) unzureichende Stereo- oder Regioselektivititen
bzw. zu geringe Umsetzungsraten, (ii) unzureichende Biokatalysatorstabilitaten unter den gegebe-
nen oder bendtigten Reaktions- oder Prozessbedingungen oder (iii) Aktivitatseinbuflen durch et-
waige Substrat- oder Produkttoxizititen zu tiberwinden, die sich nicht immer einfach durch ein
Enzymkatalysatordesign («protein/enzyme engineering») losen lassen. Diese Nachteile schranken
die Anwendung von Enzymen — vor allem in der grof3technischen Synthesechemie — erheblich ein,
so dass auch technische Gesichtspunkte eine entscheidende Rolle fir die Etablierung von
industriellen biokatalysierten Prozessen spielen, um die oben genannten Nachteile zu tiberwinden.
Ein ganzheitlicher Ansatz, angefangen von den Prozessentwicklungszielen iiber die Biokatalysa-
torcharakterisierung bis zum Downstream-Processing (DSP), ist fiir die Entwicklung eines geeig-
neten Prozesses nétig (vgl. Abbildung 1.7).[22) Sind z. B. die Katalysatoreigenschaften und Reakti-
onscharakteristika bestimmt, ist die Wahl des passenden Enzymreaktors von entscheidender
Bedeutung. Genauere Informationen hierzu sind in der géngigen Literatur zu finden.[?]

\

Prozessentwicklungsziele
» Selektivitat

\ Prozess

» Ausbeute

» Reinheit

» Katalysatorverbrauch

» Raum-Zeit-Ausbeute (RZA)

» Okologische Aspekte » Satz- oder
J |_, S Zulaufbetrieb?
Reaktor-\( Katalysator- (Reaktions- » kontinuierlicher
charakteristika | eigenschaften | charakteristika Betrieb?
» Massenbilanz » Aktivitat » Puffer oder
» Energiebilanz » Stabilitat » LoOsungsmittel

» Downstream-

» RZA » Immobilisierung » pH-Wert .
T Processing?
» Temperatur
/ » Kinetik
SV

NP~ A B+C

iy |

K W D L

@<
- AN ° 9 - J

J

Abbildung 1.7. Verfahrenstechnische Gesichtspunkte fiir die Entwicklung eines Prozesses. Grafik adaptiert nach
Liese et al.[2*l und HULSEWEDE/MEYER et al.[25]
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser Doktorarbeit ist die Verbesserung von ausgewihlten biokatalysierten Reaktionen
mit dem Hauptaugenmerk auf die integrierte Aufarbeitung der synthetisierten Produkte mit Hilfe
der thermischen Trennverfahren Extraktion und Adsorption. Dabei sollen Biokatalysatoren aus den
Enzymklassen der Lyasen (EC 4.1.1.46, (De)carboxylase ,2,3-DHBD_A0"), der Hydrolasen
(EC 3.1.1.3, Lipase ,CalB*) und der Oxidoreduktasen (EC 1.5.1.48, Imin Reduktase ,,IRED®) verwen-
det werden (Abbildung 2.1).

Biokatalytische Reaktion
gnze Zelle y - Isoliertes éﬂm \
- » (De)carboxylasen (EC 4)

& % | | » Lipasen (EC 3)
» Imin Reduktasen (EC 1)

" | Ziele
(Bio)pro“zesstechnische » Verschiebung unglinstiger Reaktionsgleichgewichte
Losungen » Verbesserung des Aufarbeitungsverfahrens
» Bestimmung von Reaktionsoptima

Losungen

» Adsorption/Extraktion (Fallstudie 1)
» Thermomorphe Losungsmittelsysteme (Fallstudie 2)

@ptimierungsstudien /

Abbildung 2.1. Schematische Darstellung der Zielstellung dieser Dissertation. Die Produktivitat biokatalytischer Reak-
tionen, die entweder mit isolierten, aufgereinigten Enzymen oder mit ruhenden, ganzen Zellen durchgefithrt werden,
wird meist durch die nachgeschaltete aufwendige Aufarbeitung verringert. Durch die direkte Integration einfach durch-
zufithrender Aufarbeitungsstrategien wie Extraktion oder Adsorption kdnnen diese bioprozesstechnischen Losungen
diese Nachteile iiberwinden.

i Enzym

\_ Aufarbeitungsstrategien /

Alle Enzyme, die in dieser Arbeit Verwendung finden sollen, sind bereits literaturbekannt. Jedoch
werden diese meistens nur grundlegend beschrieben. Vor allem werden die optimalen Reaktions-
bedingungen und die mégliche Substratbreite besprochen, ohne dabei leider auf die Einflussfakto-
ren einzugehen, die fir synthetische Anwendungen dieser Reaktionen nétig sind. So erreicht der
Grofiteil der beschriebenen Substrat-Screenings nur eine Spanne von wenigen mmol-L™" und die
entsprechenden Produkte werden nur selten isoliert hergestellt. Wenn doch eine Isolierung be-
schrieben werden kann, handelt es sich meist um relativ aufwendige Verfahren, die die Atomeffi-
zienz des enzymatischen Systems erheblich verschlechtern. Aus diesen Griinden besitzen diese En-
zymsysteme (noch) keine grofie Relevanz fiir groftechnische, synthetische Anwendungen.

In einem ersten grofien Themenkomplex soll die Verwendung von lonenaustauscher- und Ad-
soberharzen evaluiert und bewertet werden. Diese Materialien zeigen zum einen ein hohes Poten-
tial, Produkte und Substrate selektiv aus der Reaktionslésung abzutrennen und zum anderen sind
sie fiir die Anwendung zur Produktaufarbeitung bei biokatalytischen Prozessen in der Literatur
noch unzureichend beschrieben. Genauer sollen anhand einer (De)carboxylase-katalysierten
Testreaktion — nach deren Optimierung — die Produkte und Substrate aus der Reaktionslésung
abgetrennt werden, ohne das im 60-fachen Uberschuss vorhandene Bicarbonat vernichten zu miis-
sen. Dazu sollen unterschiedliche Adsorber- und Anionenaustauscherharze gescreent und das Ver-
fahren im grofleren Maf3stab durchgefiihrt werden.
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Anhand einer Imin Reduktase-katalysierten Testreaktion soll in einer zweiten Studie das Verfahren
erweitert und gezeigt werden, dass der Einsatz von Adsorber- und Kationaustauscherharzen auch
hier zu einem verbesserten Downstream-Processing des Gesamtprozesses fithren kann.

Durch den Einsatz von lonischen Flussigkeiten soll in einer zweiten Fallstudie gepriift werden,
ob sich ein homogener Biokatalysator in einem thermomorphen Lésungsmittelsystem immobili-
sieren lasst (Flussigimmobilisierung) und dieser dennoch eine Aktivitat fiir die kinetische Race-
matspaltung von 1-Phenylethylacetat zeigt. Ziel ist es dabei, in einem ersten Schritt wassrige Zwei-
phasensysteme durch eine geschickte Kombination von lonischen Flussigkeiten, Puffersalzen und
Wasser zu entwickelt, die durch eine Temperaturerh6hung ein monophasisches Verhalten zeigen
und wiederum durch eine Temperaturerniedrigung einen reversiblen Zerfall in zwei Phasen auf-
weisen. Des Weiteren ist die Frage zu klaren, ob sich durch den induzierten Phasenzerfall die Pro-
dukte und der Biokatalysator voneinander trennen lassen. Bei dieser Fallstudie handelt es sich um
eine Untersuchung im viel beachteten Themenfeld der Biokatalyse in unkonventionellen Lésungs-
mitteln.
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3 Janusgesicht Wasser: Integration von thermischen
Trennverfahren in biokatalytische Prozesse

3.1 Biokatalyse: Herausfordernde, aber vielversprechende Zukunft

Biokatalytische Reaktionen, durchgefiihrt mit aufgereinigten Enzymen, deren Immobilisaten oder
mit ruhenden ganzen Zellen, gelten allgemein als ,griin“ und die Okologie wenig belastend. Nicht
selten werden Argumente wie ,milde Reaktionsbedingungen®, ,nachwachsende Rohstoffe® als
Quelle der Biokatalysatoren oder auch die Verwendung des ubiquitaren Losungsmittels Wasser bei
der Diskussion um die Vorteile von biokatalytischen Reaktionen aufgefiihrt.l'>2]

Die von ANAsTAs und WARNER eingefiihrten «12 Principles of Green Chemistry» stellen einen
Leitrahmen fiir die Entwicklung neuer chemischer Produkte und Prozesse dar. Es werden u.a.
Aspekte wie die Atomeffizienz, die verwendeten Rohstoffe, die Effizienz und Sicherheit der
Umwandlung bis hin zur Toxizit4t und biologischen Abbaubarkeit der verwendeten Produkte und
Reagenzien betrachtet.[?”] Als erstes der 12 Prinzipien wird der Aspekt des Abfalls eines chemischen
Prozesses betrachtet. Eine wichtige Betrachtungsgrofle hier ist der von SHELDON 1992 eingefiihrte
E-Faktor («enviromental factor»). Dieser ist definiert als das Massenverhaltnis von Abfall zu ge-
wiinschtem Produkt (E-Faktor = kg Abfall/kg Produkt).[®! Ein hoherer E-Faktor bedeutet mehr Ab-
fall und damit groflere negative Auswirkungen auf die Umwelt. Der ideale, theoretische E-Faktor
ist Null. Ein grofies Defizit des E-Faktors ist, dass (i) Wasser generell aus der Berechnung des E-Fak-
tors ausgeschlossen wird und (ii) dieser nicht die Toxizitit des Abfalls einbezieht (vgl. z. B.
1 kg NaCl vs. 1 kg Hg). Wird beispielsweise ein wiassriger Abfallstrom betrachtet, werden nur die
im Wasser enthaltenen anorganischen Salze und organischen Verbindungen gezihlt, das Wasser
selbst wird ausgeschlossen. Wie grof3 das Abfallproblem in der Chemieproduktion ist, zeigt die
Betrachtung typischer E-Faktoren in verschiedenen Bereichen der Chemieindustrie
(Tabelle 3.1).[°]

Tabelle 3.1. E-Faktoren in der chemischen Industrie. Adaptiert nach SHELDON 2007.[2°]

Industriezweig Produktmenge/t  E-Faktor/
kgabfal-(kgprodukt) '

Olverarbeitung 10°-10° <0.1
Bulkchemikalien 10*-10° <1-5
Feinchemikalien 10%-10* 5-50
Pharmazeutika 10-10° 25-100

Auch die Atomokonomie ist ein wichtiges Konzept in der ,Griinen Chemie“ und beschreibt den
Umwandlungswirkungsgrad eines chemischen Prozesses in Bezug auf alle beteiligten Atome und
der gewiinschten erzeugten Produkte (Atomokonomie = Molekulargewicht des gewiinschten Pro-
duktes/Molekulargewicht aller beteiligten Reaktanden x 100 %). Er wurde 1991 von TrosT defi-
niert.[3]

Bei einer im wissrigen Milieu ablaufenden biokatalytischen Reaktion ist das Losungsmittel
Wasser im Verhiltnis zum Produkt im massiven Uberschuss prasent. Eine effiziente Aufarbeitungs-
strategie ist daher notig, um einen Prozess moglichst effizient (geringer E-Faktor und hohe Atomef-
fizienz) zu gestallten. Aus der Betrachtung des E-Faktors geht auch hervor, dass eine moglichst
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hohe Produktmenge einen Gesamtprozess effizienter gestalten kann (weniger Abfall, grof3ere
Atomeffizienz, weniger Gesamtkosten). Hier darf allerdings nicht die Grenze der Leistungsfahigkeit
der enzymatischen Katalysatoren vernachlassigt werden, die vor allem durch eine maximale Sub-
stratkonzentration (Substratinhibierungen) und der Robustheit des Katalysators (Produktinhibie-
rungen, Stabilitat) definiert ist. Die Biokatalyse erfiillt zehn der zwolf Prinzipien der ,Griinen Che-
mie®: (i) Abfallvermeidung, (ii) hohe Atomeffizienz durch ihre hohe Selektivitat, (iii) weniger ge-
fahrliche Synthesen, (iv) sicherere Losungsmittel (meistens Wasser), (v) geringer Energiebedarf
aufgrund der milden Prozessbedingungen, (vi) Herkunft der Biokatalysatoren aus nachwachsen-
den Rohstoffen, (vii) Vermeidung von Derivatisierungen, (viii) Biokatalysatoren selbst sind Kataly-
satoren (nicht stochiometrische Reagenzien), (ix) die Fahigkeit zur Anwendung von Echtzeit-Pro-
zessanalytik zur Abfallvermeidung und vor allem (x) die inhérente Sicherheit.[332]

Wasser besitzt viele umweltfreundliche Eigenschaften: Es ist ungefihrlich, nicht entflammbar
und besitzt keine Explosionsgefahr im Gegensatz zu vielen organischen Lésungsmitteln. Es ist das
natiirliche Medium von Mikroorganismen und daher auch das praferierte Losungsmittel fiir en-
zymatische Reaktionen. Dennoch gibt es beim Einsatz von Wasser zwei grofie Nachteile: (i) Durch
seine hohe Polaritat sind hydrophobe Substanzen nur schwer 16slich und erniedrigen somit die
Reaktandenkonzentration (vergleiche Tabelle 3.2) und (ii) die in der Industrie haufig angewandten
Grundoperationen wie Destillation und Trocknung benétigen sehr viel thermische Energie (z. B.
Vergleich der Verdampfungswirme von H,O = 2257 kJ-kg™", Aceton =538.9 kJ-kg™" und Diethyl-
ether = 353.1 kJ-kg™).

Tabelle 3.2. Biokatalytische Reaktion unter typischen Reaktionsbedingungen bei der Verwendung schwer wasserlésli-

cher Reagenzien. Die Reaktionslosung enthdlt ein Vielfaches an Substanzen verglichen zum Produkt.
*M(NaH,PO, - 2 H,0) = 156 g:mol™', ®°M = 40 kDa, ‘@M = 200 g-mol™'. Tabelle modifiziert nach DE MARiA/HoLLMANN.[33]

Komponente Typische Massenanteil
Konzentration/mol-L'"  (Komponente zu Produkt)/kg-kg™

Wasser 55.6 500

Puffer? 0.1 8

Enzym® 1-10°¢ 0.02

Produkt® 0.010 1

3.2 Thermische Trennverfahren in der Biokatalyse

Sollen Synthesen vom Labormafistab in einen grofleren industriellen Maf3stab tberfiihrt werden,
ist eine Flille von Prozessschritten zu beachten. Um diese beschreiben zu konnen, werden sie in
Grundoperationen («unit operations») mit nur einem physikalischen Vorgang (Mischen, Verdamp-
fen, etc.) zerteilt, wobei hier wiederum eine Einteilung in mechanische und thermische Grundope-
rationen vorgenommen werden kann. Folgeschritte, die haufig nach einer Reaktion notwendig sind,
konnen als thermische Trennverfahren zusammengefasst werden, weil sie hdufig unter Einsatz
thermischer Energie arbeiten. Nach SATTLER kdnnen u.a. folgende Thermische Trennverfahren un-
terschieden werden: (i) Rektifikation (Destillation), (ii) Extraktion, (iii) Absorption, (iv) Adsorption,
(v) Kristallisation, (vi) Sublimation und (vii) Trocknung.3¥ Je nach Definition kénnen auch (viii)
Membranverfahren zu den thermischen Trennverfahren gezahlt werden.
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Um biokatalytische Reaktionen zu verbessern, kénnen die oben aufgefiihrten Grundoperationen
verwendet und integriert (zusammengefasst) werden. Wird z. B. die Grundoperation (ii) Extraktion
betrachtet, finden sich in der gangigen Literatur u.a. Beispiele fir die Verwendung von organischen
Losungsmitteln (OLM) in der Biokatalyse als Substratdepot in einem Zweiphasensystem (wéssrige
Pufferphase/OLM).I% Auch lonische Fliissigkeiten als ein Ersatz fiir OLM wurden ausgiebig fiir die
Biokatalyse untersucht®) und 2003 um das Themenfeld der ,,Deep Eutetic Solvents“ (DESs) erwei-
tert.3"] lonische Fliissigkeiten (ILs) selbst zeichnen sich durch eine Reihe interessanter Eigenschaf-
ten aus (u.a. thermische Stabilitat, schwere Entflammbarkeit, sehr niedrige und kaum messbare
Dampfdriicke, sehr gutes Losungsvermogen fiir zahlreiche Substanzen) und sind als Salze mit ei-
nem Schmelzpunkt unter 100 °C definiert.[36:3¢]

In Bezug auf Extraktion und deren Integration in Zweiphasensysteme ist es wichtig, die Lipo-
philie bzw. die Hydrophilie einer Substanz abschitzen zu kénnen. Ein zentrales Konzept in diesem
Themenbereich ist der n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient, auch ,log P-Konzept®“.[?* Er gibt
das Verhaltnis der Konzentrationen einer Chemikalie in einem Zweiphasensystem aus n-Octanol
und Wasser an und ist in der Regel als dekadischer Logarithmus definiert (Gleichung (1.5), verglei-
che auch Kapitel 5 und Publikation III). Werden enzymatische Reaktionen nicht in gepufferten
wissrigen Systemen, sondern (teilweise) in ,nicht konventionellen Losungsmitteln® wie organi-
schen Losungsmitteln oder ILs durchgefiihrt, spielt auch die Wasseraktivitat (aw-Wert oder «acti-
vity of water») in Bezug auf den Biokatalysator eine entscheidende Rolle.[**] Diese beschreibt die
relative Gleichgewichtsfeuchte des zu betrachtenden Systems und ist ein Maf fiir das verfugbare
Wasser, welches das Enzym maximal nutzen kann. Die blofle Angabe des Wassergehalts ist daher
nicht zwangslaufig auch an die Enzymaktivitat gekoppelt (vgl. Gleichung (1.8)).141

Weitere integrierte Verfahren verbinden biokatalytische Reaktionen mit gleichzeitig stattfin-
dender Adsorption oder Kristallisation.[?>42#4] Da diese Grundoperationen unmittelbar am Ort der
Reaktion stattfinden, werden diese auch als in situ Kristallisationen oder Adsorptionen (ISPC, ISPA)
bezeichnet. In der Literatur findet der Begriff «in situ product recovery» (ISPR) fur diese Verfahren
Anwendung (siehe auch Publikation IV). Alternativ finden sich in der gangigen Literatur aber
auch die Begriffe der ,Reaktivadsorption®, der ,Reaktivdestillation® oder der ,Reaktivkristallisa-
tion®.

Die in Kapitel 3.1 aufgefiihrten Punkte machen deutlich, dass noch ein erheblicher For-
schungsbedarf fur die Entwicklung effizienterer Prozesse notig ist. Diese Arbeit geht diese
Probleme unter der Verwendung der Grundoperationen Adsorption (zusammen mit lonenaus-
tausch, Fallstudie | in Kapitel 4) und Extraktion (Fallstudie Il in Kapitel 5) an und zeigt somit Mog-
lichkeiten der Verbesserung von biokatalytischen Prozessen auf.

Nach PHiLLips et al. sind bei der Anwendung von Festphasenadsorption wiahrend
Fermentationen zu beachten, (i) welches Harz zu verwenden ist, (ii) wie viel Harz hinzuzufiigen ist
und (iii) wann es hinzuzufiigen ist.[’] Zwar fokussiert sich der genannte Ubersichtsartikel auf ISPA
von nicht-ionischen Adsorberharzen wahrend Fermentationsprozessen, doch diese Punkte lassen
sich genauso auf Aufarbeitungsproblematiken nach Beendigung der eigentlichen biokatalytischen
Reaktion ausweiten.[*®] Tabelle 3.3 zeigt eine Ubersicht iiber kommerziell erhaltliche nicht-ionische
Adsorberharze. Allgemein wichtige Einflussgroien sind die Partikelgroe, Oberflache und Poren-
grofle der Materialien.
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Tabelle 3.3. Zusammenfassung der Eigenschaften einiger ausgewahlter Adsorptionsharze, die derzeit vermarktet wer-
den, aus nichtionischen Polymeren bestehen und auch fir in situ Anwendungen geeignet sind. PMMA (Polymethylme-
thacrylat), PS (Polystyrol), DVB (p-Divinylbenzol). *Mitsubischi, "Dow. Tabelle modifiziert und gekiirzt nach

PHILLIPS et al.[45]

Handelsname Hersteller Matrix Partikel- Oberfla- Poren-
grofle che/m2.g™" grofie/A

HP20 Diaion?® PS-DVB 300-1180 590 290
HP2MG Diaion? PMMA 300-1180 570 240
Lewatit VP OC 1064 Lanxess PS-DVB 440-540 800 50-100
Optipore L493 Dow Chemical PS-DVB 300-840 =1100 46
FPX66 Dow Chemical arom. Polymer  600-750 =700 n.d.
XAD7 HP Rohm Haas" aliphat. Acryl 560-710 =500 450
XAD4 Rohm Haas" PS-DVB 490-690 =750 100
XAD1180 N Rohm Haas" PS-DVB 350-600 =500 400

Mit grofler Mehrheit bestehen kommerziell erhiltliche ionische- und nicht-ionische Adsorberharze
aus einer Polystyrol/p-Divinylbenzol Matrix, die je nach Einsatzzweck zu einem basischen Katio-
zu einem sauren Anionenaustauscher funktionalisiert werden kann

nenaustaucher oder

(Schema 3.1).

A N Polymerisation
£ —_—
X

ST

DVB

ST/DVB-Copolymer

Funktionalisierung mit
(i) (CH3)3N oder

(ii) H,SO,
(i) (i)
0 n
7 O:?:O
N*< ;
I~ cr A
basischer Anionenaustauscher saurer Kationenaustauscher

Schema 3.1. Allgemeine Darstellung der Struktur von lonenaustauscherharzen mit einer Polystyrol (blau)/p-Divi-
nylbenzol (rot)-Matrix, funktionalisiert mit (i) Trimethylbenzylammoniumgruppen (=basischer Kationenaustauscher)
oder (ii) Sulfonsauregruppen (=saurer Kationenaustauscher).

Ein anderes Konzept, biokatalytische Systeme zu verbessern, liegt in der Anwendung der integrier-
ten Extraktion. Eine Extraktion bezeichnet dabei jedes Trennverfahren, bei dem mit Hilfe eines
Extraktionsmittels eine (oder mehrere) Komponente(n) aus einem Stoffgemisch herausgelost wird
(werden). Klassischerweise werden Extraktionen im organisch-synthetischen Betrieb als Flussig-
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Flussig-Extraktion («liquid-liquid extraction», LLE) ausgefiihrt, wobei als Losungsmittel je eine
hydrophile Phase (meistens Wasser) und ein hydrophobes organisches Losungsmittel genutzt wer-
den.

Das Gleichgewicht zwischen zwei flissigen, schlecht miteinander mischbaren Losungsmitteln
kann physikalisch-chemisch mit Hilfe von Phasendiagrammen beschrieben werden. Dabei teilt die
Binodale (Koexistenzkurve) das Phasendiagramm in einen homogenen und einen heterogenen Be-
reich auf. Im biphasischen Bereich des Phasendiagramms besitzt ein Stoffgemisch keinen stabilen
Phasenzustand (Mischungsliicke) und das Gemisch zerfallt in zwei konkrete Phasen mit unter-
schiedlichen Zusammensetzungen. Durch die Anderung der Temperatur kann dieses Gleichge-
wicht verschoben werden und es kommt zu einer veranderten Position der Binodalen im Phasen-
diagramm. Zu den haufigsten Typen von Mischungsliicken zihlen dabei Systeme mit oberer kriti-
scher Entmischungstemperatur und Systeme mit unterer kritischer Entmischungstemperatur (Ab-
bildung 3.1).[7] Seltener finden sich aber auch Systeme mit geschlossener Mischungsliicke, mit
oberer und unterer kritischer Entmischungstemperatur oder ohne kritische Entmischungs-

punkte.[*7]
LCST el oasopisalics ucsT
biphasische - - monophasische Region
Region :
........................ —— - O
5 F 4
)
B LB l
]
1
: ! mw
)
A . @ erseenesmmimEETe)
i monophasische ﬂ ibiphasische
i Region = / i Region
x7 ! x2 1= x1 T X2
0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
Zusammensetzung Zusammensetzung

Abbildung 3.1. Darstellung des binaren Phasenverhaltens von teilmischbaren Lésungsmitteln mit einer unteren kriti-
schen Losungstemperatur («lower critical solution temperature» LCST, links) und einer oberen kritischen Losungstem-
peratur («upper critical solution temperature» UCST, rechts).

Mit diesem Konzept konnen klassische Extraktionssysteme beschrieben werden, die aus einer
wiassrigen und einer organischen Phase bestehen, z. B. Wasser und Diethylether. Dariiber hinaus
konnen auch wassrige Zweiphasensysteme («aqueous biphasic systems», ABS; oder analog
«aqueous two phase systems», ATPS) beschrieben werden. Diese bestehen aus zwei schlecht mit-
einander mischbaren wasserreichen Phasen, die auf Polymer-Polymer-, Polymer-Salz- oder Salz-
Salz-Kombinationen basieren. Im Jahr 2003 beschrieben Gutowski et al. erstmals auch den Einsatz
wassermischbarer ILs und anorganischer Salze fiir die gezielte Induktion von Mischungsliicken.!]

Durch eine gezielte Erh6hung und Erniedrigung der Temperatur kann die Reversibilitat sol-
cher Systeme ausgenutzt werden. Diese sogenannten thermomorphen Lésemittel (TMS)-Systeme
haben in der wissenschaftlichen Literatur fiir verschiedene Zwecke erhebliche Aufmerksamkeit er-
langt.[*] Im Allgemeinen kdnnen TMS-Systeme als vereinfachtes binires oder ternires System dar-
gestellt werden, das eine temperaturabhangige Phasenanderung aufweist. Die Temperaturande-
rung wird genutzt, um einen makroskopischen Phaseniibergang von einphasig zu mehrphasig oder
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umgekehrt zu bewirken, basierend auf der Position der Binodalen im jeweiligen Phasendia-
gramm. Fiir die Arbeiten in Publikation Il wurden IL-TMS-Systeme mit einem UCST-Verhal-
ten untersucht (Abbildung 3.2).

T>Tycsr
l Wasser / % (w/w)
2 |
2 1.00 - T<T
i biphasisch UCST 0.00
E : T, iphasisc | . —ﬂ
T> TUCST§ 0.75 4 ;T Triibungspunkt |
h i - -
E io\ Konode |
%0 0.50 | \\ Arbeitspunkt i 5}
- - s K \ =
B b Binodal |
B =T\ inodale
== W 025 -3\_ |
o o
= mono- . I
b hasisch " OF..
2 00 LRI e | y :
L 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 I 0.00 025 0.50 0.75 1.00
Anorganisches Salz / % (w/w) | Anorganisches lonische
Salz / % (w/w) Fliissigkeit / % (w/w)
1

Abbildung 3.2. Darstellung eines hypothetischen Phasenverhaltens im orthogonalen Phasendiagramm (links) und im
trigonalen GiBBs-Diagramm (rechts) bestehend aus IL, anorganischem Salz und Wasser bei verschiedenen Temperaturen.
Bei T < TucsT tritt eine Phasentrennung auf. Die Diagramme sind gleichwertig und unterscheiden sich nur in der Art
ihrer Darstellung.

Die folgenden Kapitel vier und fiinf legen die theoretischen Hintergriinde der Forschungsarbeiten
der Publikationen I bis Il dar, fassen diese kurz zusammen und zeigen auch die jeweilige Moti-
vation und den jeweiligen Stand der Technik auf. Publikation I und Il beschaftigen sich dabei mit
dem Themengebiet der integrierten Adsorptionsharz-basierten Aufarbeitung am Beispiel einer De-
carboxylase (Publikation I) und einer Imin Reduktase (Publikation Il). Der Einsatz von lonen-
austauschern und Adsorbern zur intelligenten Aufarbeitung in biokatalytischen Reaktionen ist in
der einschlagigen wissenschaftlichen Literatur unterreprasentiert und es konnte gezeigt werden,
dass damit das DSP von Reaktionen der oben angesprochenen Enzymklassen signifikant verbessert
werden konnte. Bei Publikation IV handelt es sich um einen Ubersichtsartikel, der sich haupt-
sachlich mit der Anwendung von in situ Produktkristallisation (ISPC) in biokatalytischen Prozessen
beschéftigt. Es werden aber auch Gemeinsamkeiten zwischen ISPC und in situ Produktadsorption
(ISPA) besprochen, weshalb dieser Ubersichtsartikel in das Wissenschaftsgebiet der Adsorptions-
harz-basierten Aufarbeitung eingeordnet werden kann.

Publikation Ill beschreibt den Themenkomplex der integrierten Anwendung eines auf loni-
schen Fliissigkeiten basierenden thermomorphen Losungsmittelsystems, in welchem eine kineti-
sche Racematspaltung durchgefiihrt wird. Als Biokatalysator wurde die Lipase CalB gewahlt, da
diese eine auflerordentliche Robustheit gegen hohe Temperaturen und verschiedene organische
Losungsmittel besitzt. Untersucht wurden verschiedene Kombinationen von organischen Salzen,
lonischen Fliissigkeiten und Wasser in Bezug auf das Phasenverhalten. Es konnte gezeigt werden,
dass bei hoheren Temperaturen die biokatalytische Reaktion im 1-PS ablauft und bei niedrigen
Temperaturen eine Separierung von Enzym und Produkt erfolgen kann. Publikation V ist ein
Ubersichtsartikel, der sich mit neuen Entwicklungen in der Biokatalyse in lonischen Fliissigkeiten
beschaftigt und daher in diesen Themenblock eingeordnet werden kann.
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4 Fallstudie I: Adsorptionsharz-basierte Aufarbeitung

4.1 Decarboxylase-katalysierte Reaktionen

Decarboxylasen gehoren zu der Enzymklasse der Lyasen [EC 4] und bilden eine eigene Unterein-
heit, die unter [EC 4.1.1] (Carboxy Lyasen) kategorisiert werden. Zu den wichtigsten Vertretern
dieser Untergruppe gehoren etwa die Pyruvat Decarboxylase [EC 4.1.1.1] (PDC, Decarboxylierung
von Brenztraubensiure zu Acetaldehyd und Kohlendioxid),®] oder die Benzoylformiatdecar-
boxylase [EC 4.1.1.7] (BFD, Decarboxylierung von Benzoylformiat zu Benzaldehyd).[?] Als Kofak-
toren werden in beiden Fallen Thiaminpyrophosphat und Mg** benétigt. Das Enzym Ribulose-1,5-
bisphosphat-carboxylase/-oxygenase [EC 4.1.1.39] (RuBisCO, Kofaktor: Mg?*) gilt als das am hau-
figsten vorkommende Enzym auf der Erde.[3] Das Enzym ist an der Kohlenstoff-Fixierung beteiligt,
bei dem das atmospharische Kohlendioxid von Pflanzen und anderen photosynthetischen Orga-
nismen in energiereiche Molekiile wie Glucose umgewandelt wird (Schema 4.1).3]

€O, H,C—O0PO,> O~ 70
|
HC—OH |
H,C—OPO,* H,C—OPO,%> i + HC—OH
I I
0=cC HO—C -O/C\\o H,C—O0PO,*
Hé—OH —_ éI—OH D-3-Phosphoglycerat D-3-Phosphoglycerat
I I
HC—OH HC—OH 0 (0]
' ! H,C—O0PO,> ~c”
H,C—O0PO,* H,C—O0PO,> z 3 " |
¢ HC—OH
,O/ NS |
0, H,C—OPO,>
D-Ribulose-1,5-bisphosphat Endiolform- 2-Phosphoglycolat D-3-Phosphoglycerat
phosp phogly phogly
Intermediat

Schema 4.1. Der CALVIN-BENSON-BASSHAM-Zyklus beschreibt die Kohlenstoffdioxid-Fixierung in photosynthetisch akti-
ven Pflanzen und Bakterien. Die dargestellte Carboxylierung ist die erste Phase im Zyklus. p-Ribulose-1,5-bisphosphat
wird zu zwei Molekiilen p-3-Phosphoglycerat durch Kondensation von CO, umgesetzt. In Konkurrenz dazu kann auch
0O, fixiert werden und es fallt stattdessen 2-Phosphoglycolat an.[54

Weltweit werden jahrlich schiatzungsweise 120 Gigatonnen Kohlenstoff aus CO, von Landpflanzen
fixiert. Dies entspricht etwa ein Sechstel des gesamten atmosphérischen CO, und ca. dem 17- bis
20-fachen der jahrlich durch anthropogene Aktivititen in die Atmosphare freigesetzten CO,-
Menge.[55] Zwar scheint das Enzym mit einer Wechselzahl (TOF) von 17 57" (in der lebenden Zelle:
3 s7") und der verlustreichen Nebenreaktion nicht in seinem Optimum zu arbeiten, jedoch gelang
trotz intensiver Forschung keine Ertragssteigerung des Enzyms.[%]

Das Vorbild aus der Natur, CO, in Carboxylierungsreaktionen als C;-Baustein fiir die Syn-
these wertschopfender Substanzen einzusetzen, hat zur Entwicklung — wenn auch in tberschau-
barer Anzahl — wichtiger industrieller Prozesse gefiihrt (Schema 4.2). Auch wenn das Konzept der
Nutzbarmachung wichtiger Gro3ichemikalien durch die Fixierung von CO, als ein wichtiger Schritt
zur Abmilderung des Klimawandels sinnvoll erscheint, ist dessen Beitrag nur marginal (<1% bei ca.
200 Mt-a™"), verglichen mit der massiven Freisetzung von CO, durch Verbrennung zur Erzeugung
von Energie (ca. 34 Gt-a™").I’”] Dementsprechend ist die CO,-Fixierung durch Carboxylierungsre-
aktionen in der Synthese organischer Verbindungen fir die Bilanz des Kohlenstoffkreislaufs irre-
levant.[8]
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Schema 4.2. Industrielle Prozesse, die CO, als C,-Quelle nutzen. Von oben nach unten: Herstellung von Salicylsaure
(ca. 70 kt-a™"), Harnstoff (ca. 95 Mt-a™"), Methanol (ca. 60 Mt-a™") und organischen (Poly)carbonaten (ca. 150 kt-a™"). Mo-
difiziert nach GLUECK et al. 2010.54]

Hervorzuheben sei die Synthese von Hydroxybenzoesauren, welche Ende des 19. Jahrhunderts von
KoLBe und ScHMITT im industriellen Maf3stab eingefithrt wurde.[*” Der KoLBE-ScHMITT-Prozess
(Schema 4.3) ermoglicht den Zugang zu wichtigen aromatischen Carbonsauren wie Pharmazeu-
tika,[001.62] Agrochemikalien und weiteren Vorstufen fiir die organische Synthese.[®’] Die Nachteile
an dem Verfahren sind eine haufig unbefriedigende Regioselektivitat und die benétigten, harschen
Reaktionsbedingungen wie hohe Temperaturen und Driicke (120-300 °C, 20-100 atm).

® @
@ Na O L(I?
NaOH C
O
Phenol (pK,=10) l
_ ® ® .-
®
)CJ)\ o0, M o o, © @,’Nxe
(0] &:OI O/ ~? 0 ? 0O ?
“OH ‘(C\\ ‘(C\\O C\\O
O
) o) H
FEY 1
(0]
OH OH OH 0e Na

Cs + H,S0 Cs
o) 29V "0
- HSO,Na

Schema 4.3. KOLBE-SCHMITT-Prozess am Beispiel der Synthese von Salicylsaure ausgehend von Phenol. Nach einer Ace-
tylierung mit Acetanhydrid wird Acetylsalicylsiaure erhalten und unter dem Handelsnamen Aspirin® von der Bayer AG
vermarktet.
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Im Jahr 2012 veroffentlichte Prof. KURT FABER erstmals die systematische Untersuchung der bioka-
talytischen Carboxylierung von aromatischen, phenolischen Verbindungen.l®l Es wurden «otho-
benzoic acid (de)carboxylases» (0-BDCs) vorgestellt, die selektiv o-Hydroxybenzoesaurederivate
aus Phenolen bilden und «phenolic acid (de)carboxylases» (PADs), die selektiv am B-Kohlenstoff-
atom der Styrolgruppe von para-Hydroxystyrol-Derivaten wirken und
(E)-4-Hydroxyzimtsauren bilden (Schema 4.4).

«benzoic acid «phenolic acid

OH OH

(de)carboxylase» ' R (de)carboxylase» R
| - CO.H o—-Carboxylierung @E /@/\ 3—Carboxylierung /@/E\/COZH
-« ' '
R/ Z KHCO,-Puffer /& L HO Z KHCO,-Puffer HO” N\F

Umsatz max. 80%

Umsatz max. 30%

Schema 4.4. Enzymatische Carboxylierung von Phenol- und para-Hydroxystyrol-Derivaten. Modifiziert nach
WUENSCH et al. 2012.[64]

2014 wurde das Konzept der regioselektiven ortho-Carboxylierung von Phenolen von derselben Ar-
beitsgruppe erweitert und als biokatalytisches Aquivalent zur KoLBE-ScHMITT-Reaktion vorgestellt.
Demnach werden enzymatische Carboxylierungen von elektronenreichen (Hetero)aromaten in vier
grofle Kategorien eingeteilt:[6%]

1. Decarboxylasen, darunter «salicylic acid decarboxylase» (SAD),[% «23-¢] und
2,6-dihydroxybenzoate decarboxylase» (2,3/2,6-DHBD, auch als «y-resorcylate
decarboxylase» bezeichnet),[®-%] die die regioselektive ortho-Carboxylierung von Pheno-
len zur richtungsweisenden Phenolgruppe katalysieren;

2. Carboxylasen, darunter «4-hydroxybenzoate decarboxylase»’ und «3,4-dihydroxy-
benzoate decarboxylase»,[’! die die regioselektive para-Carboxylierung von Phenolen zur
richtungsweisenden Phenolgruppe katalysieren. Die «phenyl phosphate carboxylases» ge-
horen ebenfalls zu dieser Kategorie, diese benétigen jedoch eine ATP-verbrauchende Akti-
vierung des Phenols durch Phosphorylierung vor der Carboxylierung;l2

3. Enzyme, die die Carboxylierung von para-Hydroxystyrolen am f-Kohlenstoff der Styrol-
Seitenkette katalysieren und (E)-4-Hydroxyzimtsiuren darstellen;®4]

4. Enzyme, die die Carboxylierung von elektronenreichen Heteroaromaten, wie Pyrrol und
Indol katalysieren. Pyrrol wird dabei in a-Position von der «pyrrole-2-carboxylate
carboxylase»,l’?] Indol in B-Position von der «indole-3-carboxylate carboxylase»!" car-
boxyliert.

Alle oben genannten Enzyme benétigen keine Coenzyme, keine Aktivierung der Substrate durch
Phosphorylierung (aufler «phenylphosphate carboxylase» aus fakultativen Anaerobiern) und ver-
wenden HCOj als CO,-Quelle.[”! Die Reaktionen selber konnen als Ganzzell-Biotransformationen
oder mit isolierten Enzymen durchgefiihrt werden. Die Reaktionen benétigen — im Gegensatz zur
oben erwdhnten KoLBE-ScHMmITT-Reaktion — nur milde Bedingungen und laufen bei 30 °C und unter
Atmospharendruck durch die Verwendung von Bicarbonat als CO,-Quelle im wissrigen gepuffer-
ten System ab. Die allgemeine Frage, ob CO, oder Bicarbonat (HCO3) als Co-Substrat bei der en-
zymatischen Carboxylierung dient, wird noch diskutiert und kann hier nicht abschlieflend beant-
wortet werden.’®] Es sind im Allgemeinen drei Schritte nétig, um die Carboxylierung einer
C-H-Bindung zu erméglichen (Schema 4.5).
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(i) (De)Proltonierung (iii) Aktivierung von CO,
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Schema 4.5. Generelle Darstellung der Carboxylierung einer C-H-Bindung. (i) Die Abstraktion eines Protons (iiblicher-
weise mit einem pKa-Wert von 15-18) erzeugt ein intermediares Carbanion, (ii) die Stabilisierung der negativen Ladung
erfolgt durch Delokalisierung innerhalb der Substratstruktur (meist als metallion-chelatiertes Enolat) oder durch ein
Kofaktor-Konjugat und (iii) Aktivierung von CO2 und nukleophiler Angriff des Carbanions. Adaptiert nach
PAYER et al. 2019.15877]

Basierend auf dem jeweiligen Mechanismus kdnnen drei grofie Gruppen von (De)Carboxylasen fur
die biokatalytische (De)Carboxylierung von (Hetero)Aromaten und a,B-ungesattigten (Acrly)Sau-
ren definiert werden: (i) Zweiwertige metallabhangige (De)Carboxylasen der Amidohydrolase Pro-
tein-Superfamilie, (ii) kofaktor- und metallunabhangige Phenolsauren Decarboxylasen und
(iii) prenylierte FMN-abhangige (prFMN) Decarboxylasen aus der UbiD Protein-Superfamilie
(Schema 4.6).

(i) M?* abhingig (ii) kein Kofaktor
(Protein-Superfamilie: Amidohydrolase) (saure-basen-katalysiert)
OH IO OH IO OH IO R IO
HN)ﬁ)\OH R@AOH MeO OH I\\ N 0H
— 1
OJ\N 7 HO Z
CO,H
IDC_Cm SAD_Tm LigW_Sp PAD_LI FDC_Es
IDC_Ma 2,3-DHBD_Ao LigW_Na PAD_Lp PAD_Ps
2,6-DHBD_Rs PAD_Ba PAD_Ms
2,6-DHBD_Ps PAD_Mc

Schema 4.6. Ubersicht von zwei der insgesamt drei relevanten Aren-(De)Carboxylasen. Gruppe drei (prFMN abhéngige
Decarboxylasen aus der UbiD Protein-Superfamilie) wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit ausgelassen und ist an-
derweitig zu finden.[58]

Fir den Mechanismus von enzymatischen ortho-(de)Carboxylierungsreaktionen wird eine umge-
kehrt ablaufende elektrophile aromatische Substitution der Phenolderivate vorgeschlagen. Dies
weist eine starke Ahnlichkeit zur KoLBE-ScHmITT-Reaktion auf. Durch das Metallion (vorwiegend
Mangan oder Zink) erfolgt eine Chelatisierung und damit Stabilisierung der Carboxylat- und Phe-
nolatgruppe des Arensubstrates, einhergehend mit einer Stabilisierung der negativen Ladung.
Durch diese Koordination kann nun das nukleophile Phenolat an dessen Carboxylat-ipso-Kohlen-
stoff durch eine nahegelegene Aminosiure (z. B. Asp = Asparaginsdure) protoniert werden. Eine
Entaromatisierung des Arens ist die Folge, die aber durch die Abspaltung von Kohlendioxid wie-
derhergestellt werden kann und zusammen mit dem decarboxylierten Phenol aus dem Metallzent-
rum dissoziiert (Schema 4.7).078]
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Schema 4.7. Allgemeiner Mechanismus fiir die ortho-(De)Carboxylierung metallabhiangiger (De)Carboxylasen aus der
Amidohydrolase Protein-Superfamilie. X = Aminosaure, M* = Metall = Zn**, Mn*. Adaptiert nach PAYER et al. 2019.1%8]

In der Zeit seit 2012 konnte eine breite Substrattoleranz der 0o-BDCs bei der regioselektiven ortho-
und para-Carboxylierung vor allem von 2,3-DHBD aus Aspergillus und Fusarium, SAD aus
Trichosporon moniliiforme und 2,6-DHBD/«y-resorcylate decarboxylase» aus Agrobacterium,

Rhizobium, Pandoraea, Rhodococcus und Polaromonas gefunden werden (vgl. Abbil-
dung 4.1).[60:6167.69.79.80]

OH-Gruppe erforderlich
Substitution von kleinen
bis mittelgrofien Gruppen --=-------- .
gut akzeptiert .

~&— Position der Carboxylierung
(freie o,-Position erforderlich)

Substitution bevorzugt
(elektronendonierende Gruppen bevorzugt, - - ----=----" '+  =-=----- Substitution eingeschrankt
Dehnung zu Polyphenolen) (R =H, OH, CH,)

Substitution gut akzeptiert
(R = elektronenziehende Gruppen)

Abbildung 4.1. Substrattoleranz der metallabhangigen 0-BDCs und LigWs fiir die reversible (De)Carboxylierung von
phenolischen Derivaten. Adaptiert nach PAYER et al. 2019.058]

Das Reaktionsgleichgewicht der biokatalytischen (De)Carboxylierung ist stark auf die Seite der
Phenolverbindungen verschoben.[#" Strategien, das Gleichgewicht nach dem Prinzip vom kleinsten
Zwang (Prinzip von LE CHATELIER) auf die Seite der Carboxylierungsprodukte zu verschieben, um-
fassen u.a. einen Uberschuss von Bicarbonat/CO, und/oder die Entwicklung einer in situ Produkt-
kristallisation.[®?) Neuere Studien berichten iiber eine durch Amine vermittelte Umwandlung von
CO,; in Bicarbonat, einhergehend mit einer Verdoppelung des Umsatzes und einer Verfiinffachung
der Reaktionsrate der Carboxylierung von Katechol.[#’]

Trotz der beeindruckenden Untersuchungen der letzten Jahre und der daraus resultierenden
wichtigen Erkenntnisse tiber o-BDCs sind nur wenige Beispiele von synthetischen, hochskalierten
Reaktionen beschrieben worden (max. 100-mg-Mafistab). Den wenigen Beispielen ist jedoch ge-
mein, dass eine vollstandige Vernichtung des Giberschiissigen Bicarbonats durch Saureaddition und
eine anschlieende Saulenchromatographie erforderlich ist.3] Die Liicke eines geeigneten,
exemplarischen Aufarbeitungsverfahrens von (De)Carboxylase-katalysierten Reaktionen konnte
2018 mit Publikation I geschlossen werden. Hier wurden verschiedene lonenaustauscher- und Ad-
sorberharze auf eine selektive Produktisolation aus dem Reaktionsgemisch untersucht, ohne dabei
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den Uberschuss an Bicarbonat zu vernichten. Als Testreaktionssystem fiir diese Methode wurde
die enzymatische Carboxylierung von 3,5-Dihydroxytoluol (Orcinol) zu 2,6-Dihydroxy-4-methyl-
benzoesiure (DHMBA) gewahlt (Schema 4.8).

OH Ganzzell Biotransformation OH O
/@\ 2,3-DHBD_Ao /CEN\OH
H,C OH 3 mol-L""HCOy, Puffer, 30 °C H,C OH
-H,0
|
(O] (i) (iii)

0.0 OH .CH

}/ O 0"'® CH, CH, O

o) CO,H N X

S s eoooe:

e “” .\COZH H3C O/\/\/\/\CH3
G 3 7“_0(}1

H,C

3

Schema 4.8. Enzymatische Carboxylierung von 3,5-Dihydroxytoluol (Orcinol) zu 2,6-Dihydroxy-4-methylbenzoesaure
(DHMBA) als gewahltes Testreaktionssystem. DHMBA ist ein wertvoller Prakursor fur die Synthese von (i) Herbizid-
Prikursoren,84 (ii) Debromohamigeran E[®] und (iii) weiteren Antirheumatika und Immunsuppressiva.[86]

Erste Schritte bei der Entwicklung eines lonenaustauscher- und Adsorberharz-basierten Aufarbei-
tungsverfahrens fokussierten eine Optimierung des biokatalytischen Prozesses. Der Gleichge-
wichtsumsatz ist direkt mit dem Uberschuss an Bicarbonat gegeniiber Orcinol gekoppelt (Keq ist
ca. 5-107™). Es konnte gezeigt werden, dass hohere Substratkonzentrationen bei konstanter Bicar-
bonatkonzentration von 3 mol-L™" zu geringeren Gleichgewichtsumsatzen fiihren. Wahrend eine
Substratkonzentration von 5 mmol-L™" zu hohen Umsétzen fihrt (>80 %), fithrt eine Erhohung auf
50 mmol-L™" nur zu einem Umsatz von 68 %. Eine weitere Erhohung der Substratkonzentration re-
sultiert letztendlich in einer vollstandigen Inhibierung des katalytischen Reaktionssystems (Ta-
belle 4.1).

Tabelle 4.1. Reaktionsumsatze verschiedener Orcinolkonzentrationen mit einer KHCO,-Konzentration von 3 mol-L™
und 30 mg-L™" Biokatalysator bei 30 °C.

Orcinol/mmol-L™ Umsatz/%
5 80

10 80

50 68

100 2

Bei einer Substratkonzentration von 5 mmol-L™" reichen bereits 10 mg des Ganzzellbiokatalysators
pro mL Reaktionslésung aus, um maximale Gleichgewichtsumsatze zu erzielen (Abbildung 4.2 i).
Eine Verzehnfachung der Substratkonzentrationen auf 50 mmol-L™" benétigt eine hohere Kataly-
satormenge von 60 mg-mL~" (Abbildung 4.2 ii). Eine Nachdosierung des Substrates (Fed-Batch-Pro-
zess) zu je 10 mmol-L™'pro Stunde fuihrte zu keiner Steigerung der Ausbeute.
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Dies zeigt deutlich, dass weitere Verbesserungen (z.B. durch «protein engineering») der katalyti-
schen Robustheit gegentiber hheren Substratbeladungen mit hoheren spezifischen Aktivititen er-
forderlich sind, um die Wettbewerbsfahigkeit des Gesamtprozesses zu verbessern.

100 100
® SO—EI ® SO—EI
3 | 3 |
S 60 S 60
£ 1 £ 1
D 40 = 40
< s
S 201 S 201
0- 0-
051 2 5 1020 30 60 051 2 5 1020 30 60
Biokat.menge / mg-mL" Biokat.menge / mg-mL"

Abbildung 4.2. Bendtigte Katalysatorbeladungen der enzymatischen Carboxylierung zum Erreichen des Gleichge-
wichtsumsatzes bei (i) 5 mmol-L™" und (ii) 50 mmol-L™" Substrat und 3 mol-L™" Bicarbonat; 50 mmol-L™* NaOAc-Puffer,
T=30"°C, U=180 U-min~', Reaktionszeit = 24 h, End-pH = 8.5.

Optimierte Reaktionsbedingungen ergeben einen maximalen Umsatz von 60 % bei einer Substrat-
konzentration von 50 mmol-L™" und 3 mol-L"' KHCO; bei 30 °C und 60 mg-mL™" Biokatalysator (Ab-
bildung 4.3, hervorgehoben mit einem Stern). Zu beachten sei, dass der gezeigte Reaktions-Zeit-
verlauf selbst nur einen maximalen Umsatz von 50 % zeigt, da durch die erfolgte Probennahme und
dem damit verbundenen Offnen des Reaktionsgefiafies Verluste an gasformigem Kohlendioxid aus
dem Reaktionsgemisch verursacht werden. Ein Verlust des Bicarbonats ist also durch geschlossene
Gefafle zu vermeiden, um den maximalen Umsatz zu erreichen.

1.0 5

0.8

05 Vg

o g

0.2

Konzentration / mmol-L™’

0.0 A—— 11—
0 5 10 15 20

Reaktionszeit / h
Abbildung 4.3. Zeitverlauf der enzymatischen Carboxylierung unter optimierten Bedingungen (50 mmol-L™* NaOAc-

Puffer, 3 mol-L™" KHCO,, 60 mg-mL™" ganze Zellen, T=30°C, U =180 U-min™', Xt =24 h, End-pH = 8.5). Faktor der
y-Achse durch Konzentrationsverdiinnung (1:50) fur die Analytik = 50.

Um die schlechte Atomeffizienz des Reaktionssystems zu verbessern, die vor allem durch die Ver-
nichtung des 60-fachen Uberschusses an Bicarbonat durch Ansauerung resultiert, wurde der An-
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satz verfolgt, sowohl das Produkt (DHMBA) als auch das restliche Substrat (Orcinol) aus der Re-
aktionslosung zu entfernen. Daher wurden fiir diese Studie zehn kommerziell erhiltliche Adsorp-
tionsharze gescreent und es konnte gezeigt werden, dass das Anionenaustauscherharz Dowex 1x2
(CI) selbst bei hohen Bicarbonatkonzentrationen von 3 mol-L™" sehr hohe Affinitaten zum Produkt
und Substrat zeigte (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2. Adsorption des Produktes und des Substrates an zehn verschiedene Adsorber (anionische und nicht-ionische
Spezies) bei 30 °C und 180 U-min™" nach 30 min aus einer Testldsung (25 mmol-L™" des Produktes und des Substrates in
einer 2.5 mol-L~" KHCO3s-Lésung). In Klammern ist je das entsprechende Anion angegeben.

| Adsorptionsharz Adsorption Produkt/% | Adsorption Substrat/%
Dosis/g-mL1= | 0.02 ‘ 0.1 ‘ 0.2 0.02 | 0.1 | 0.2
a) Anion-Austauscher Harz
Dowex 1x2 (Cl) 93 >99 >99 74 >99 >99
Diaion PA312 (Cl) 77 99 >99 51 96 >99
Diaion HPA-25 (CI) 83 98 >99 52 98 >99
Diaion SA10A (CI) 74 99 >99 46 96 >99
b) Nichtionischer Adsorber
Dowex Optipore L493 48 97 >99 57 98 >99
Lewatit VP OC 20 44 61 21 55 72
Diaion HP-2MG 33 90 97 44 93 >99
Amberlite XAD-7HP 42 93 98 47 94 >99
Amberlite XAD-4 1 7 16 3 19 29
Amberlite XAD-1180N | 2 4 13 1 8 14

Im Allgemeinen weisen die Anionenaustauscherharze eine wesentlich hohere Affinitat zu Orcinol
und DHMBA auf als die nichtionische Adsorbermaterialien. Die Anionenaustauscherharze weisen
folgende Affinitaten in abnehmender Reihenfolge auf: Dowex 1x2 (Cl) > Diaion HPA-25 (Cl) >
Diaion PA312 (CI) > Diaion SAT0A (Cl). Die hochste Adsorptionsaffinitit gegeniiber Orcinol und
DHMBA wurde fir Dowex 1x2 (Cl) gefunden. Es werden nur 0.1 g Adsorber pro 1 mL Reaktionslo-
sung benotigt, um beide Hauptreaktanden vollstandig zu entfernen. Daher wurde Dowex 1x2 (Cl)
fur die anschlieBende Abtrennung der Reaktanden verwendet. Der Grund fiir die hohe Adsorpti-
onseffizienz besteht dabei hauptsiachlich aus zwei Effekten: (i) Bei einem pH-Wert von 8.4 (verur-
sacht durch 3 mol-L™' KHCO;) ist die Carboxylgruppe von DHMBA vollstandig deprotoniert, im
Gegensatz dazu liegt der Grofteil des Substrates in seiner neutralen Form vor. DHMBA adsorbiert
daher starker Gber ionische Wechselwirkungen an das Anionenaustauscherharz, (ii) m-n-Wechsel-
wirkungen beider Reaktanden bewirken eine Adsorption an die Polystyrol/p-Divinylbenzol-Matrix
der Harze.

Die Desorption aus dem beladenen Harz erfolgte durch ein 2 mol-L-' HCI/Aceton-Gemisch
(20:80 v/v) in drei Schritten, um eine Rickgewinnungsrate von =90 % fiir beide Reaktanden zu er-
reichen. Nach der Filtration des ausgelaugten Adsorbers Dowex 1x2 (Cl) und der Destillation von
Aceton fallt die freie DHMBA-S&ure direkt aus der verbleibenden wassrigen HCI-Lésung aus. Der
verbrauchte Adsorber und das verbleibende Orcinol (in Losung) konnten in einem zweiten Reakti-
onskreislauf wiederverwendet werden.
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Fir die Konzeptstudie wurde eine enzymatische Carboxylierung von Orcinol im praparativen Maf3-
stab durchgefiihrt. Es konnten 0.9 g des Produktes DHMBA mit einer Reinheit von >99 % in kris-
talliner Form ohne weitere Reinigungsschritte gewonnen werden (Abbildung 4.4).

1. Beendete biokatalytische Filtration des Produktes

Reaktion ohne weiteren
r Aufarbeitungsschritt
OH O OH
0@
OH O
OH OH
N OH
p
In Reaktionsbriihe zusammen mit: OH

- E. coli Zellen (Katalysator)
- Uberschuss von KHCO,

Prezipitierung des reinen
Produktes in verbleibender

-

2. Zugabe des 2 mol-L' HCI
Adsorptionsharzes
,sDowex 1x2“ und OH O
. OH
3. Adsorption an das Harz
OH
in 2 mol-L"" HCI
4. Filtration und .
5. Desorption in 2 mol-L"' HCI/Aceton 6. Destillative Entfernung des
Acetons
OH O OH OH O
Jeadupe! o
OH OH
s WA ; . OH
Loslichkeit im Losungsmittelgemisch:
G 2= 2) (+ +++) in 2 mol-L'T HCI

Abbildung 4.4. Schematische Darstellung der Aufarbeitung der enzymatischen Synthese von 2,6-Dihydroxy-4-methyl-
benzoesaure (DHMBA) aus Orcinol, die ohne weitere Reinigungsschritte zu einem reinen Produkt fiihrt. Klassische DSP-
Konzepte fiir Carbonsiure aus Fermentationsprozessen beinhalten sonst hauptsachlich den Einsatz von Adsorption,[4243]
Extraktion[8”] oder Kristallisation[88], welche wesentlich aufwendiger sind als das oben dargestellte Verfahren.

Mit dieser Konzeptstudie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass durch die Kombination der
Grundoperationen von Adsorption und einfacher Desorption mit anschlieBender Kristallisation
eine erhebliche Verbesserung des Prozesses der enzymatischen Carboxylierungen erreicht werden
konnte.

4.2 Imin Reduktase (IRED)-katalysierte Reaktionen

Imin Reduktasen (IREDs) gehoren zur Enzymklasse der Oxidoreduktasen [EC 1]. Zu den wichtigs-
ten Kofaktoren der Oxidoreduktasen ziahlen NAD(P)H und FAD.["! Eine Reihe von Oxidoredukta-
sen kann fiir die Synthese chiraler Aminbausteine genutzt werden, die wertvolle Prakursoren fiir
die Synthese einer grolen Auswahl an pharmazeutischen Wirkstoffen («active pharmaceutical
ingredients», APls), Agrochemikalien und Feinchemikalien liefern. Schema 4.9 gibt einen Uberblick
iber aktuelle APIs, die ebendiese Bausteine enthalten und die groftenteils durch Ubergangsme-
tallkatalyse gewonnen werden kénnen.
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Schema 4.9. Auswabhl chiraler Aminbausteine (rot) in Arzneimitteln, die sich derzeit in der Entwicklungsphase oder be-
reits in der klinischen Studie befinden. Modifiziert nach TURNER 2009.(8°]

Ein grofles Ziel der biokatalytischen Forschungsgemeinschaft besteht (neben vielen weiteren) da-
rin, die Synthese der oben gezeigten Strukturen durch enzymatische Prozesse zu substituieren. In
einem ersten Schritt miissen dafiir potenzielle Enzyme identifiziert werden, deren Aktivitaten dann
gerichtet auf die Zielstrukturen angepasst werden konnen. Eine Moglichkeit besteht hier in der
Anwendung der gerichteten Evolution, bei der mittels einer zufallsbasierten Mutagenese und nach-
folgender Selektion Mutanten mit verbesserten Eigenschaften erhalten werden konnen. Fiir ihre
Leistungen auf diesem Gebiet wurde FRANCES H. ARNoLD dafiir 2018 mit dem Nobelpreis fiir Che-
mie ausgezeichnet,®®l was die aktuelle Bedeutsamkeit dieser Teildisziplin unter Beweis stellt. Zu
den Enzymbklassen, die die enantioselektive Synthese zu Aminen katalysieren, geh6ren Lipasen,
Transaminasen, Amin Dehydrogenasen, Imin Reduktasen und Amin Oxidasen (Schema 4.10).

Lipasen

0
e

sasalice
o

Amin Oxidasen Transaminasen
NH, T 0 NH,
(j/K — ‘v\ NH, {Y Ej)k — ©/'\
Imin Reduktasen R1J\R2 Amin Dehydrogenasen
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Schema 4.10. Enzymklassen, die die enantioselektive Synthese zu Aminen katalysieren: (i) Lipasen [EC 3.1], (ii) Transa-
minasen [EC 2.6.1], (iii) Amin Dehydrogenasen [EC 1.4.99.3], (iv) Imin Reduktasen [EC 1.5.1.48] und (v) Amin Oxidasen
[EC 1.4.3.4]. Modifiziert nach GHisLIERI und TURNER 2014.1]




Fallstudie I: Adsorptionsharz-basierte Aufarbeitung | 27

Imin Reduktasen ermoglichen eine direkte Synthese von enantiomerenreinen sekundaren Aminen
ausgehend von prochiralen Iminen und verfugen uber ein grofles Substratspektrum
(Schema 4.11i). 2011 berichteten MITSUKURA et al. zum ersten Mal tber die Aufreinigung und Cha-
rakterisierung einer (R)-IRED aus Streptomyces sp. GF3587, die 2-Methylpyrrolin (2-MP) zu (R)-2-
Methylpyrrolidin mit einem Enantiomereniiberschuss von 99% reduzieren kann.[®2l Zwei Jahre spa-
ter konnte die gleiche Arbeitsgruppe zeigen, dass mit der (S)-IRED von Streptomyces sp. GF3546
dasselbe Substrat zum entsprechenden S-Isomer umgesetzt werden kann (Schema 4.11 ii).[?] Seit-
dem wurde eine grofle Substratbreite und Enantioselektivitat der IREDs entdeckt und ein breites
Produktspektrum optisch aktiver sekundarer und tertidrer Amine konnte gefunden werden
(Schema 4.11 iii), mit Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid [Phosphat] (NAD[P]H) als Kofaktor.[*!]
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EI (S)-IRED aus (R)-IRED aus :
: { 5 ©) Streptomyces sp. GF3546 O\ Streptomyces sp. GF3587 ®) :
1 Ty, - Z > :
; N N N .
1 H H :
1 (5)-2-Methylpyrrolidin 2-Methylpyrrolin (R)-2-Methylpyrrolidin !
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i .
. a) (R) b) ©\)§--u ) @
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ee: >98 %; Ausbeute: >98 % ee: >99 %; Ausbeute: 75 % ee: >99 %; Ausbeute: 86 %

(j\/\ ”
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9 N ¢ (5 NH i (R, NH
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Schema 4.11. Ubersicht iiber IRED-katalysierte Reaktionen. (i) IREDs katalysieren ein breites Substratspektrum von
azyklischen Iminen bis zu fiinf- und sechsgliedrigen Heterozyklen, (ii) wobei diese Katalysatoren Substrate enantioselek-

tiv zu den entsprechenden Produkten umsetzen kénnen. (iii) Ubersicht iiber einige umgesetzte Produkte: iii a),[%7 iii b),[%]
iii c+d),7) i ), (98] i £).[99)

Aufgrund der breiten Verwendung von 2-Methylpyrrolin (2-MP) als Modellverbindung in IRED-
katalysierten Reaktionen wurde es speziell fiir die Studie von Publikation Il ausgewzhlt und fur
die praparative Synthese und Isolierung des entsprechenden enantiomerenreinen Produktes
(5)-2-Methylpyrrolidin ((S)-2-MPN) verwendet. Die hoch (S)-selektive IRED aus Paenibacillus
elgii B69 wurde dabei als Ganzzellbiokatalysator eingesetzt, D-Glucose diente als Substrat fiir die
zellinterne Kofaktorregenerierung (Schema 4.12).
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Schema 4.12. Ausgefiihrte IRED-katalysierte Testreaktion. 2-Methylpyrrolin (2-MP) wurde dabei in das entsprechende
Produkt (S)-2-Methylpyrrolodin ((S)-2-MPN) reduziert. b-Glucose dient als Substrat fiir die zellinterne Kofaktorregene-
rierung und wird zu p-Gluconolacton umgewandelt. Die Hydrolyse zu p-Gluconsaure ist der letzte irreversible Teilschritt.

Um einen idealen biokatalytischen Prozess gestalten zu kdnnen, sind in einem ersten Schritt Opti-
mierungsstudien durchgefiihrt worden. Ein vollstandiger Umsatz kann im Bereich von 25 mmol-L™'
bis 150 mmol-L™" an Substratkonzentration erreicht werden, hohere Konzentrationen fithren zu ei-
ner Deaktivierung des IRED-Biokatalysators (Abbildung 4.5 i). Ein vollstandiger Umsatz wird unter
optimierten Reaktionsbedingungen (30 °C, Substratkonzentration: 150 mmol-L"" und p-Glucose:
500 mmol-L™") von 24 h erreicht (Abbildung 4.5 ii).
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Abbildung 4.5. Optimierungsstudien der IRED-katalysierten Synthese: i) Umsatz vs. Substratkonzentration und ii) Zeit-
licher Verlauf der IRED-katalysierten Reaktion bei einer Substratkonzentration von 150 mmol-L™". Alle Experimente wur-
den mit 100 mg-mL™" Ganzzellkatalysator, 100 mmol-L™' Natriumphosphatpuffer (NaP;) pH 7,5 und 500 mmol-L™' b-Glu-
cose im 500 pL-Maf3stab bei 30 °C durchgefiihrt. Die gestrichelten Linien dienen als Orientierungshilfe.

Die Vorteile der IRED-katalysierten Synthese sowie die beeindruckende Substratbreite dieser En-
zymklasse wurde in der wissenschaftlichen Literatur seit der Erstveroffentlichung von
MITSUKURA et al. ausgiebig besprochen. Leider wurde bis dato kein Versuch unternommen, effek-
tive Rickgewinnungsmethoden zu untersuchen, um etwaige Prozesse in einen grofieren techni-
schen Mafistab iiberfiihren zu konnen. Die meisten Veroffentlichungen berichten klassische Ex-
traktions- und Destillationsschritte, die zusatzlichen Aufwand bei der Weiterverarbeitung erfor-

dern.



Fallstudie I: Adsorptionsharz-basierte Aufarbeitung | 29

Daher wurden nach den anfanglichen Optimierungsstudien verschiedene kommerziell erhaltliche
Kationen- und Anionenaustauscherharze auf ihre Fahigkeit untersucht, das Produkt (5)-2-MPN
und eventuell verbliebenes Substrat 2-MP aus der Reaktionslosung zu entfernen. Wie bei dem Bei-
spiel der Decarboxylasen (Kapitel 4.1) wurde ein analoges Vorgehen ausgefiihrt: Zu Testlosungen
mit je 100 mmol-L™" des Produktes und des Substrates zusammen mit 500 mmol-L™" b-Glucose in
100 mmol-L™" NaP;-Puffer pH 7,5 wurden drei verschiedene Mengen (0.02 g, 0.1 g und 0.2 g pro mL
Testlosung) an Anionen- und Kationenaustauscherharz gegeben. Nach 30-minitiger Adsorption
wurden die Restkonzentrationen in der Losung gemessen und ausgewertet (Abbildung 4.6). Wer-
den die Anionen- und Kationenaustauscherharze untereinander verglichen, ist festzustellen, dass
die Kationenaustauscherharze (Eintrage 1-4) im Vergleich zu den Anionenaustauscherharzen (Ein-
trage 5-7) eindeutig zu einer starkeren Entfernung aus dem wassrigen Reaktionsmedium fiihren.
Werte iiber 100% begriinden sich dadurch, dass das Losungsmittel Wasser in die Harze eindringt
und somit die Restkonzentration von 2-MP und 2-MPN erhoht wird. Nach 24 h ist dieser Effekt
nicht mehr festzustellen, da der Adsorptionseffekt diesem Losungsmitteleffekt schlief3lich tber-
wiegt (Details siehe Publikation II).
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Abbildung 4.6. Adsorption nach 30 min des Iminsubstrates 2-MP und des Amin-Produktes (5)-2-MPN an handelsiibli-
che Kationen- (Nr. 1-4) und Anionenaustauscherharze (Nr. 5-7) bei 30 °C aus einer Testlosung, die 100 mmol-L™" des
Substrates und des Produktes zusammen mit 500 mmol-L™' p-Glucose in einer NaP;-Pufferlosung bei pH 7.5 enthalt.
—a: 0.02g-mL™", —b: 0.1g-mL™", —c: 0.2 g-mL"".
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Die Kationenaustauscher Amberlite IR-120(H) (Eintrag 1), IRN-150 (Eintrag 2), Dowex Monosphere
650C (Eintrag 3) und Dowex Marathon MSC (Eintrag 4) entfernen die Reaktanden aus der Losung
mit steigender Menge. Die getesteten Anionenaustauscherharze hingegen zeigen keine erfolgrei-
che Entfernung aus dem Reaktionsmedium. Dies bestitigt, dass die Reaktanden in ihrer kationi-
schen Form vorliegen, was sich auch durch die Berechnung der Spezies im Verhaltnis zum pH-
Wert zeigen lasst (vgl. Abbildung 4.7).

100 . 100
i -
80 1 N ! 80 -
8 HY 8 ]
o 60 : » 60
8 - 2
3 | 9 '
9 40 ! Q40
2] 1 7 ]
20 - D_ | 20 -
/ ! 4
N :
Olllllllllllll OIIIlIlIIIIIlI
0 2 4 6 8 1012 14 0 2 4 6 8 1012 14
pH-Wert/ - pH-Wert / -

Abbildung 4.7. Speziesverteilung in Bezug zum pH-Wert: (i) Protonierte Form (braun) und nicht-protonierte Form (blau)
des Iminsubstrates und (ii) protonierte Form (rot) und nicht-protonierte Form (grau) des Aminproduktes in Bezug auf
den pH-Wert.

Alle in dieser Studie verwendeten Kationenaustauscherharze bestehen aus einer Styrol- und
p-Divinylbenzolbasierten Matrix, die eine Sulfonsdurefunktionalitat besitzt (vgl. auch Kapitel 3,
Seite 14, Schema 3.1). Sowohl Amberlite IR-120(H), Dowex Monosphere 650C und Dowex Mara-
thon MSC adsorbieren bei Dosierungen von 0.2 g-mL™" iiber 90 % von 2-MP und 2-MPN aus der
Testlosung. Fiir eine Demonstration der Anwendbarkeit im grofleren Maf3stab wurde schlussend-
lich der Kationenaustauscher Dowex Monosphere 650C gewahlt und fur die Aufarbeitung von
2-MPN eingesetzt und die IRED-katalysierte Reaktion im praparativen Maf3stab (150 mL) durch-
gefithrt. Die Reaktion zeigte nach 24 h einen vollstandigen Umsatz und es wurden 30 g Dowex
Monosphere 650C Kationenaustauscherharz (0.2 g-mL™") zu der Reaktionsbrithe gegeben und die
Adsorption wurde fiir 30 min bei 30 °C unter Rithren ausgefihrt. Das Produkt konnte fast vollstan-
dig aus der Reaktionslosung entfernt werden (>95%) und nach einer einfachen Filtration des Harzes
und einer anschlieBenden Desorption in NaOH und Cyclopentylmethylether (CPME) konnten 1g
des reinen Produktes mit Hilfe von in situ generierter HCl aus dem Ether als Ol abgeschieden wer-
den. Weitere Aufreinigungsschritte, z. B. durch Saulenchromatographie oder Rekristallisation, wa-
ren nicht erforderlich. Daher handelt es sich hier um eine einfache Methode, mehrere Grundope-
rationen (Adsorption, Extraktion, Kristallisation) zu vereinen. Dies vereinfacht das gesamte DSP
des Prozesses erheblich. Ein weiterer positiver Aspekt ist, dass diese Prozedur fiir Imin Reduktase-
katalysierten Reaktionen bis zur Veroffentlichung von Publikation II noch nicht in der Literatur
beschrieben wurde.
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5 Fallstudie IlI: IL-basiertes thermomorphe Losungs-
mittelsystem

5.1 Lipasen-katalysierte Reaktionen

Lipasen gehoren zur Enzymklasse der Hydrolasen [EC 3] und werden in der Untereinheit der
Esterasen [EC 3.1] klassifiziert. Die hier betrachteten Lipasen gehoéren zur Untereinheit der
Triacylglycerol-Hydrolasen [EC 3.1.1.3] und katalysieren formal die Hydrolyse von Triacylglycerol
und Wasser zu Diacylglycerol und einem Carboxylat. Hydrolasen gelten im Allgemeinen als die
wichtigste Enzymklasse mit dem grofiten synthetischen Nutzen, da diese keine empfindlichen
Kofaktoren benétigen, in groler Anzahl verfiigbar sind und tber eine grof3e Substratspezifitat ver-
fugen. Durch die hohe Robustheit der Enzyme kdnnen sie auch in Losungsmittelsystemen mit nied-
riger Wasseraktivitat eingesetzt werden (Zweiphasensysteme aus wéassriger und OLM Phase, loni-
sche Flussigkeiten).

Der Mechanismus der enzymatischen Hydrolyse verlauft in starker Ahnlichkeit zur klassi-
schen, basenkatalysierten Hydrolysereaktion. Der als katalytische Triade bekannte Mechanismus
beschreibt die spezielle Anordnung von drei Aminosauren im aktiven Zentrum des Enzyms. Am
Beispiel von Serinhydrolasen sind dies Asparaginsaure (fungiert dabei als Saure), Histidin (fungiert
dabei als Base) und Serin (fungiert dabei als Nukleophil), die dadurch eine kovalente Katalyse er-
moglichen. Der Asparaginsaure-Rest befindet sich in einer fir das Losungsmittel unzugéanglichen
Tasche und bildet eine Wasserstoffbriicke zu der N-H-Gruppe des Histidinrestes aus. Der pK,-Wert
der Serin-Hydroxylgruppe wird dabei erniedrigt, wodurch ein nukleophiler Angriff auf die Car-
bonylgruppe des Substrates erméglicht wird. Ein etwaiges Nukleophil wiederum kann dieses Acyl-
Enzym Intermediat angreifen und damit das aktive Zentrum unter der Freigabe der gebildeten
Produkte regenerieren (Schema 5.1 i und ii).

Auf die Vorteile, biokatalytische Reaktionen in ILs durchzufiihren, wurde bereits in Kapitel 3
eingegangen. Auch der Ubersichtsartikel aus Publikation V bietet einen Uberblick tiber die jiings-
ten Entwicklungen in der Biokatalyse in mehrphasigen IL-Reaktionssystemen. Vorangegangene
Arbeiten aus dem eigenen Arbeitskreis konnten bereits zeigen, dass sich Proteine mit Hilfe von auf
IL-basierten ATPS von Reaktionslosungen abtrennen lassen und sich somit mehrere Prozessschritte
zu einer Grundoperation innerhalb der Aufarbeitung vereinen lassen.['] Dieses Konzept konnte
nun mit Publikation IIl um ein thermisch-schaltbares IL-basiertes Reaktionssystem erweitert

werden. Grundlagen dazu sind auch 2019 mit der Dissertation von A. Gummesson erarbeitet wor-
den.[01]

Ein effizientes DSP und die Wiederverwendbarkeit von eingesetzten (Bio-)Katalysatoren sind
wichtige Parameter fur die Entwicklung eines Prozesses und hiufig ein wesentlicher Faktor fiir die
Gesamtproduktionskosten.['?] Durch die Kombination aus Katalysatorimmobilisierung und der
Erh6hung der Konzentration des Produktstromes lassen sich diese Prozessschritte zu einer Ein-
heitsoperation vereinen und damit die Prozesseffizienz steigern.[3%
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Schema 5.1. (i) Mechanismus und (ii) Substrat/Produkt Uberblick der katalytischen Triade. Je nachdem, welches Nuk-
leophil dem Reaktionssystem zu Verfiigung steht, kénnen unterschiedliche Produkte gebildet werden durch:
1) Hydrolyse, 2) Ester Aminolyse, 3) Acyltransfer, 4) Peroxycarbonsaurenbildung. Modifiziert nach FABer.[!] (iii) Im Detail
gezeigt ist der Mechanismus der Lipasen-katalysierten Hydrolyse von 1-Phenylethylacetat, da diese Reaktion im entwi-
ckelten TMS-System durchgefithrt wurde (s. u.).

Das Konzept eines thermisch-schaltbaren IL-basierten Reaktionssystems konnte durch die Anwen-
dung von biokatalysatorvertraglichen ILs zusammen mit einer diskreten wéssrigen Pufferphase fur
den homogen l6slichen Biokatalysator erfolgreich etabliert werden. Durch die Kombination von IL,
anorganischem Salz und Wasser in einem bestimmten Konzentrationsverhiltnis zueinander, l4sst
sich gezielt eine Mischungsliicke bei einer bestimmten Temperatur induzieren. Zusétzlich lassen
sich die Trubungstemperatur durch die Zugabe verschiedener Phasenvermittler beeinflussen.
Dadurch kann das volle Potential des loslichen Biokatalysators unter einphasigen Bedingungen
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ausgeschopft werden und die Aufarbeitung und das Biokatalysator-Recycling wird durch die Bil-
dung des zweiphasigen Systems nach anschlieflender Abkiihlung erreicht. Das resultierende Zwei-
phasensystem besteht aus sehr gegensatzlichen Phasenzusammensetzungen. Dadurch wird eine
Anreicherung des loslichen Biokatalysators in der wassrigen und der hydrophoben Reaktanden in
der IL-Phase aufgrund der hohen Verteilungskoeffizienten ermoglicht (Abbildung 5.1). Die in dem
TMS-System durchgefiihrte Testreaktion ist hoch (R)-selektiv und es entstehen Essigsdure (bzw.
Acetat) und der entsprechende (R)-Phenylethanol unter Wasserverbrauch. Der genaue Mechanis-
mus ist in Schema 5.1 iii gezeigt.
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Abbildung 5.1. Konzept des entwickelten TMS-IL-basierten Reaktionssystems.

Bei den in Publikation Il verwendeten ILs handelt es sich um Cholinium-[N;,,(OH)][NTf,];
n=1-5 (1-5), Imidazolium(6-9)- und Pyridinium(13)-basierten ILs als Reaktionsmedium
(Schema 5.2). Diese gelten als besonders biokompatibel und proteinstabilisierend.l'%]
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(6) R? = C,Hy, X = BF; (7) R? = n-C4Hq, X = BF;
(8) R? = CyH5, X = Br; (9) R? = n-C4Ho, X = Br;
L(10) R? = n-C,H,, X = CI; (12) R? = n-C,Hq, X = NO,

Schema 5.2. Untersuchte ILs mit hoher Biokompatibilitat fiir den Einsatz in thermomorphen IL-basierten Losungsmit-
telsystemen.
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Neben dem interessanten Phasenverhalten, das ausgiebig in Publikation IIl beschrieben ist,
konnte gezeigt werden, dass die kinetische Racematspaltung im 1-Butyl-3-Methylimidazolium-
Tetrafluoroborat(7)/Natriumphosphat-Puffer (NaP;)/Wasser-System mit einer Aktivitdit von
64.7 mU-mL™" bei T=40°C unter optimalen Parametern ablauft (Abbildung 5.2). Bereits nach
120 min zeigt das Reaktionssystem einen Umsatz von >49.9 % mit einem Enantiomereniiberschuss
von >99.9 % (Abbildung 5.2 i und iii). Neben einer sehr hohen Enantioselektivitat von >200 (Abbil-
dung 5.2 ii, Gleichung (1.4)) konnte das Enzym durch die ,Flussigimmobilisierung® bis zu fiinfmal
wiederverwendet werden (Abbildung 5.2 iv).
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Abbildung 5.2. Kinetische Racematspaltung ((i) Umsatz/ee vs. Zeit, (ii) ee vs. Umsatz, (iii) Konzentration vs. Zeit) in
einem 35 % (w/w) IL(7)/150 mmol-L™" NaP;/Wasser-System mit 50 mmol-L™' Substrat und einer Enzymaktivitit von
64.7 mU-mL™" bei T=40°C (monophasische Bedingungen) beziiglich der (S)-(m) und (R)-(x) Substrat-Isomere und des
(R)-(a)-Produktes, (iv) Umsetzung pro Recyclinglauf bei der Wiederverwendung des Enzyms im TMS-System mit einer
Enzymaktivitat von 400 mU-mL™" bei T =40 °C und 30 min fiir jeden Recyclinglauf.

Die Abnahme des Umsatzes bei der Wiederverwendung des Katalysators lasst sich mit der allge-
meinen Abnahme der Enzymaktivitat im IL(7)/150 mmol-L™" NaPi/Wasser-System erklaren. Es
konnte eine Abnahme im IL-basierten System um ca. 50 % im Vergleich zum klassischen wéssrigen
System festgestellt werden. Es wurde stets die obere wiassrige Phase nach der Abkiihlung des Sys-
tems wiederverwendet, um einen Verlust des Biokatalysators nahezu ausschliefien zu kénnen. Die
Verteilung des Enzyms kann mittels SDS-Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Die Proben-
nahme der unteren IL-angereicherten Phase fiihrt zu einem sehr schwachen Signal im Gel (Abbil-
dung 5.3 iiC), wihrend die Intensitiat des oberen Bandes der wissrigen Phase (Abbildung 5.3 iiB)
deutlich starker ist (Abbildung 5.3 iiD). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sich der we-
sentliche Teil des Enzyms in der wéassrigen Phase verteilt.
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Abbildung 5.3. (i) SDS-Gel des Enzyms CalB bei verschiedenen Konzentrationen (S = Proteinstandard SeeBlue,
A = Enzym ohne Verdiinnung, B = 1:10-Verdiinnung, C = 1:100-Verdiinnung, D = 1:1000-Verdiinnung. (ii) SDS-Gel des
Enzyms CalB in den verschiedenen Phasen des [BMIm][BF,]/H,O/NaP;-Systems (S = Proteinstandard SeeBlue,
A = Blindprobe ohne Enzym, B = Probe aus dem monophasischen System, C = Probe aus der unteren IL-Phase des
biphasischen Systems, D = Probe aus der oberen wissrigen Phase des biphasischen Systems).

Zu den geeignetsten IL-Kandidaten fir die Herstellung eines TMS-Systems mit UCST-Phasenver-
halten zéhlen 1-Butyl-3-Methylimidazolium Tetrafluoroborat [BMIm][BF,] (7) und 1-Butylpyridi-
nium Tetrafluoroborat [Bpy][BF.] (13). Hier werden alle Bedingungen eines optimalen TMS-Sys-
tems erfiillt. Die IL 1-Ethyl-3-Methylimidazolium Tetrafluoroborat [EMIm][BF,] (6) zeigte hinge-
gen Schwichen dabei, das Substrat vollstandig zu l6sen. Als vollkommen ungeeignet hat sich da-
gegen die IL 1-Butyl-3-Methylimidazolium Chlorid [BMIm][CI] (10) erwiesen (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1. Charakterisierung verschiedener IL/NaPi/Wasser-Systeme. Parameter des Konzentrationsoptimums:
TucsT = 40 °C und IL = 35 w%. *++++ alle Parameter werden erreicht (Loslichkeit des Substrates, UCST-Phasenverhalten,
hohe Reaktionsgeschwindigkeiten), *++ Unmischbarkeit des Substrates, %0 geringe Phasentrennung nach dem Abkiihlen
und Unmischbarkeit des Substrates, >— keine Phasentrennung tritt ein.

IL Konzentrationsoptimum Rangfolge?
von NaP; / mmol-L"’
[BMIm][BF.] (7) 150 ++++
[Bpy][BF.] (13) 233 4+
[EMIm][BF.] (6) 567 i+
[BMIm][Br] (9) 333 0
[BMIm][NO;] (12) 350 0
[EMIm][Br] (8) 470 0
[BMIm][CI] (10) — —

Mit dieser Fallstudie konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung von IL-basierten TMS-
Systemen fiir enzymatische Reaktionen hohere volumetrische Produktivititen im Vergleich zu
konventionellen zweiphasigen Systemen aus organischen Losungsmitteln und einer Pufferphase
erreicht werden konnen. Die zusatzliche einfache Katalysatorwiederverwendung zeigt auflerdem
das enorme Potential dieser Systeme auf.






Zusammenfassung und Ausblick | 37

6 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Dissertationsschrift wurde die Anwendung von thermischen Trennverfahren zur integrier-
ten Aufarbeitung bei biokatalytischen Reaktionen anhand von zwei Fallstudien untersucht. Die
Grundoperation der Adsorption wurde dahingehend untersucht und angewendet, das Aufarbei-
tungsverfahren der enzymatischen Carboxylierung von phenolischen Derivaten sowie der biokata-
lysierten Reduktion von Aminen zu verbessern und zu optimieren. Die Grundoperation der Extrak-
tion wurde zusammen mit einer ,Fliissigimmobilisierung” des Biokatalysators in ein thermomor-
phes Losungsmittelsystem integriert.

In der ersten Studie wurde die regioselektive enzymatische Carboxylierung von
3,5-Dihydroxytoluol (Orcinol) zu 2,6-Dihydroxy-4-Methylbenzoesdure (DHMBA) im Detail unter-
sucht. Die Reaktion wurde als Ganzzellbiotransformation unter Verwendung der rekombinanten,
nicht-oxidativen 2,3-Dihydroxybenzoesduredecarboxylase aus Aspergillus oryzae (2,3-DHBD_Ao)
ausgefiihrt, wobei gezeigt werden konnte, dass die Enzymaktivitat unter hohen Substrat- und Pro-
duktinhibierungen leidet und daher eine grof3e Menge des Biokatalysators (60 mg-mL™" ganze Zel-
len) notig ist, um einen Umsatz von 80 % zu erreichen. Nach dem Ende der Reaktion konnte das
Produkt (und das in Losung verbliebende Substrat) durch einen Adsorptions-Desorptionszyklus
mit Hilfe des kommerziell erhiltlichen Anionenaustauscherharzes ,Dowex 1x2 (CI)“ aus der Reak-
tionslosung adsorbiert und nach einer anschlieBenden einfachen Kristallisation mit einer Reinheit
von >99% ohne vollstindige Entfernung des Gberschiissigen Bicarbonats (3 mol-L™") aus der Reak-
tionslosung erhalten werden. Das vorgestellte Konzept erfordert keine abschlielende weitere Auf-
reinigung des Produktes und stellt damit das erste erfolgreiche Beispiel eines einfachen DSP im
Bereich der biokatalytischen Variante der KoLBE-ScHmITT-Reaktion dar.

Die zweite Studie konnte innerhalb der Fallstudie der Adsorptionsharz-basierten Aufarbeitung
anhand einer Imin Reduktase (IRED)-katalysierten Reaktion zeigen, dass auch hier der Einsatz von
lonenaustauscherharzen das DSP erheblich verbessern kann. Das prochirale Substrat
2-Methylpyrrolin ~ wurde dabei biokatalytisch zu seinem entsprechenden Produkt
(5)-2-Methylpyrrolodin enantiomerenrein mit einem Umsatz von >99% durch die hoch (S)-selektive
IRED aus Paenibacillus elgii B69 reduziert. Auch hier wurden in einem ersten Schritt die Reaktions-
bedingungen optimiert, sodass bei 30 °C, einer Substratkonzentration von 150 mmol-L™" und
500 mmol-L™" p-Glucose ein vollstandiger Umsatz erreicht werden konnte. Schiittelkolbenexperi-
mente mit sieben kommerziell erhaltlichen Kationen- und Anionenaustauscherharzen wurden
durchgefiihrt und somit ihr Potential untersucht, das Produkt aus der Reaktionslosung zu gewin-
nen. Hier zeigten die Kationenaustauscherharze Amberlite IR-120(H), IRN-150, Dowex Monosphere
650C und Dowex Marathon MSC hohe Adsorptionskapazititen (bis zu >90%) gegentiber 2-Methyl-
pyrrolin und (S)-2-Methylpyrrolodin. Eine Reaktion im praparativen 150 mL-Maf3stab wurde
durchgefiihrt und es konnten durch einen Adsorptions-Desorptionszyklus und einer anschliefien-
den Behandlung mit gasformiger HCI das 6lige Hydrochlorid-Produkt mit Reinheiten >99 % erhal-
ten werden. Auch hier waren keine weiteren Aufreinigungsschritte wie Saulenchromatographie
oder Umbkristallisation nétig. Dieses leicht durchfiihrbare Verfahren ist nach bestem Wissen das
erste Beispiel, dass die Aufarbeitung von Imin Reduktasen-katalysierten Reaktionen hinsichtlich
der Grundoperation Adsorption systematisch untersucht wurde.

Das in der zweiten Fallstudie vorgestellte System basiert auf der Anwendung thermomorpher
Losungsmittelsysteme (TMS) auf der Basis von lonischen Fliissigkeiten, Wasser und anorganischen
Puffersalzen. Es wurden Cholinium- und Imidazolium-basierte ionische Fliissigkeiten verwendet,
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um einen temperaturabhangigen Phasenwechsel zu erméglichen. Die resultierenden Systeme zeig-
ten dabei alle ein UCST-Verhalten, was bedeutet, dass die anfangs biphasischen Systeme durch
eine Temperaturerh6hung in monophasische Systeme tberfithrt werden konnen. Die Tribungs-
temperatur («cloud point temperatur») konnte dabei durch die Zugabe von Salzen oder polaren
organischen Losungsmitteln eingestellt werden. Bei erhohten Temperaturen konnten hohe en-
zymatische Aktivitaten und vollstindige Umsatze bestimmt werden. Durch eine anschlieflende
Phasentrennung bei niedrigeren Temperaturen war es zusatzlich moglich, den Biokatalysator leicht
aus dem Reaktionssystem abzutrennen und sogar in vier weiteren Reaktionsschritten wiederzuver-
wenden. Durch das integrierte Extraktionssystem zusammen mit dieser ,Fliissigimmobilisierung®
konnte der Gesamtprozess verbessert werden. Zuséatzlich handelt es sich um die erste Beschreibung
eines biokompatiblen wéssrigen/IL-thermomorphen Losungsmittelsystems, das neben der Immo-
bilisierung des homogenen Katalysators die gleichzeitige Separierung der Produkte und der Bioka-
talysatoren ermoglicht und somit auch eine Wiederverwendung des Enzyms gestattet.

Zwar nicht direkter Bestandteil dieser Arbeit, soll in diesem Zusammenhang aber als Ausblick
auf den Ubersichtsartikel ,Recent Developments in Biocatalysis in Multiphasic lonic Liquid
Reaction Systems” (Publikation V) hingewiesen werden, der dhnliche IL-basierte Prozessmetho-
den wie das vorgestellte TMS-System rezensiert. Es werden mehrphasige Reaktionskonzepte auf
der Basis lonischer Flussigkeiten prasentiert, wobei auf klassische zweiphasige IL-Systeme ein-
schliefilich thermoregulierter Mehrkomponenten-Losungsmittelsysteme (TMS) und polymerisierte
lonische Flissigkeiten eingegangen wird.

Reaktionskonzepte, die auf die Gleichgewichtsverschiebung durch in situ Produktentfer-
nungsmethoden basieren, finden Rezension in dem Ubersichtsartikel ,Application of In Situ Pro-
duct Crystallization and Related Techniques in Biocatalytic Processes” (Publikation 1V). Haupt-
sachlich werden die Anwendung der Kristallisation als sehr leistungsfahige in situ Produktentfer-
nungstechniken (ISPR) bei der biokatalytischen Prozessgestaltung besprochen, um ungiinstige
thermodynamische Reaktionsgleichgewichte und/oder unerwiinschte Nebenreaktionen zu tiber-
winden. Auch hier liegt ein Hauptaugenmerk auf der Kombination verschiedener Grundoperatio-
nen, um ganzheitliche Lésungen fiir Bioprozesse zu finden. Dariiber hinaus werden Parallelen zur
Nutzung der Adsorption als dhnliche Technik gezogen und Gemeinsamkeiten diskutiert.

Weitere Studien konnten sich der gezielten Untersuchung der in dieser Arbeit gefundenen
Adsorber widmen und durch die Bestimmung der Sorptionsisothermen biokatalytische Prozesse
im kontinuierlichen Betrieb erméglichen. Dabei ware es moglich, einen Flussbetrieb zu entwickeln,
bei dem das Produkt mittels Adsorbermaterialien kontinuierlich aus dem Reaktor entfernt wird.
Durch eine parallele Anordnung dieser Adsorberkolonnen kénnte ein beladender Adsorber desor-
biert werden, wahrend auf der anderen Seite eine gleichzeitige Adsorption aus der Reaktion statt-
findet.
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2,6-Dihydroxy-4-methylbenzoic Acid.
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ABSTRACT: In this case study the regioselective enzymatic carboxylation of 3,5-dihydroxytolu-
ene (orcinol) using the nonoxidative 2,3-dihydroxybenzoic acid decarboxylase from Aspergillus
oryzae (2,3-DHBD_Ao), followed by an adsorbent-based downstream approach, has been inves-
tigated. The product 2,6-dihydroxy-4-methylbenzoic acid (DHMBA) was herein purified by an
adsorption—desorption cycle and subsequently obtained with purities >99% without a full elim-
ination of the excess bicarbonate from its reaction solution. Ten adsorbent resins were studied
in respect of their ability to recover the product from the reaction solution, whereas the strong
anion exchange resin Dowex 1x2 in its chloride form showed affinities >99%, even at bicarbonate
concentrations of >3 mol-L™". Desorption from loaded resin was carried out by a 2 mol-L™'
HCl/acetone mixture, followed by product crystallization during acetone evaporation. This pre-
sented concept does not require a final column preparation step and improves the overall atom
efficiency of the biocatalytic reaction system.

lyophilized E. coli cells containing
overexpressed (de)carboxylase

OH O

o [

pure product
>99%



https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.oprd.8b00104

DOI: 10.1021/acs.oprd.8b00104


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.oprd.8b00104

A Anhang: Originalpublikationen, Publikation Il | 55

A.2 Publikation Il

Full Paper. Biotechnol. Progr. 2020, e3024.

Integration of ion exchange resin mate-rials for a downstream-processing approach of
an imine reductase-catalyzed reaction

L.-E. Meyer, H. Brundiek, J. von Langermann
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DOI: 10.1002/btpr.3024

Ebenfalls erschienen als Vorabdruck: Authorea. Januar 22, 2020.

DOI (Authorea): 10.22541/au.157971232.26293480

ABSTRACT: In this study an ion exchange resin-based downstream-processing approach for
imine reductase (IRED)-catalyzed reactions was investigated. As a model reaction, 2-methylpyr-
roline was converted to its corresponding product (S)-2-methylpyrrolodine with >99% of con-
version by the (S)-selective IRED from Paenibacillus elgii B69. Under optimized reaction condi-
tions full conversion was achieved using a substrate concentration of 150 mmol-L™" and
500 mmol-L™" of p-glucose. Seven commercially available cation and anion exchange resins were
studied with respect to their ability to recover the product from the reaction solution. Without
any pre-treatment, cation exchange resins Amberlite IR-120(H), IRN-150, Dowex Monosphere
650C and Dowex Marathon MSC showed high capacities (up to >90%). A 150 mL-preparative-
scale reaction was performed yielding ca. 1 g product with >99% purity. Any further purification
steps, e.g. by column chromatography or recrystallization, were not required.
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Development of lonic Liquid-Water-Based Thermomorphic Solvent (TMS)-Systems for
Biocatalytic Reactions.

L.-E. Meyer, A. Gummesson, U. Kragl, J. von Langermann
Eingereicht: 21 Mai 2019, Angenommen: 05. Juni 2019

DOI: 10.1002/biot.201900215

ABSTRACT: The applicability of ionic liquid-water-based thermomorphic solvent (TMS)-systems
with an upper critical solution temperature (UCST) for homogeneous biocatalysis was investi-
gated. Cholinium- and imidazolium based ionic liquids were used to facilitate a temperature-
depended phase change, which can be easily fine-tuned by adding salts or polar organic sol-
vents. Within the TMS-system, a high enzymatic activity and subsequently full conversion was
achieved in the intermittent monophasic reaction system of the TMS-system, therefore the bi-
ocatalyst can be easily recycled after separating the phases at lower temperatures.
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Review Article. Chem. Eur. J. 2019, 25, 4871-4884.

Application of In Situ Product Crystallization and Related Techniques in Biocatalytic
Processes.

D. Hiilsewede™, L.-E. Meyer™, J. von Langermann

*Both authors have contributed equally.

Eingereicht: 01. Oktober 2018, Angenommen: 05. November 2018

DOI: 10.1002/chem.201804970

ABSTRACT: This Minireview highlights the application of crystallization as a very powerful in
situ product removal (ISPR) technique in biocatalytic process design. Special emphasis is placed
on its use for in situ product crystallization (ISPC) to overcome unfavorable thermodynamic
reaction equilibria, inhibition, and undesired reactions. The combination of these unit opera-
tions requires an interdisciplinary perspective to find a holistic solution for the underlying bio-
process intensification approach. Representative examples of successful integrated process op-
tions are selected, presented, and assessed regarding their overall productivity and applicability.
In addition, parallels to the use of adsorption as a very similar technique are drawn and simi-
larities discussed.

Crystallization and biocatalysis:
In situ product crystallization is a
powerful technique to overcome
fundamental limitations in biocata-
lytic reactions, for example, unfa-
vorable reaction equilibria or prod-
uct inhibitions (see figure). This
Minireview presents basic process
considerations within (early) pro-

cess development and illustrates the

high potential of crystallization

with selected examples.
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Review Article. Biophys. Rev. 2018, 10, 901-910.

Recent Developments in Biocatalysis in Multiphasic lonic Liquid Reaction Systems.
L.-E. Meyer, J. von Langermann, U. Krag|
Eingereicht: 03. April 2018, Angenommen: 08. April 2018

DOI: 10.1007/512551-018-0423-6

ABSTRACT: lonic liquids are well known and frequently used ‘designer solvents’ for biocatalytic
reactions. This review highlights recent achievements in the field of multiphasic ionic liquid-
based reaction concepts. It covers classical biphasic systems including supported ionic liquid
phases, thermo-regulated multi-component solvent systems (TMS) and polymerized ionic lig-
uids. These powerful concepts combine unique reaction conditions with a high potential for
future applications on a laboratory and industrial scale. The presence of a multiphasic system
simplifies downstream processing due to the distribution of the catalyst and reactants in differ-

ent phases.
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