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KURZFASSUNG

Die vorgelegte Arbeit beschreibt eine nicht-katalytische Methode zur Verschiebung des
Reaktionsgleichgewichts und der Produktivitdt von Transaminase-katalysierten Reaktionen.
Durch die Zugabe einer Carbonsdure wird selektiv das Produktamin als schwerl6sliches
Ammoniumsalz auskristallisiert und somit von der flissigen Phase der Reaktionsldsung
abgetrennt. Diese als in situ-Produktkristallisation bezeichnete Methode verschiebt dabei das
Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite. Das Produktamin kann anschlie®end mittels
Filtration von der Reaktionslésung abgetrennt werden.

Um den stéchiometrischen Einsatz des Donoramins maoglich zu machen, wird dieses als
Ammoniumsalz der Carbonsaure zugegeben. Dieser halbkontinuierliche Prozess ermoglicht
zusatzlich eine automatische Nachdosierung des Donoramins und der Carbonsaure. Das so
entwickelte Reaktionskonzept lasst sich auf verschiedene aromatische und aliphatische
Substrate anwenden und ist von der Art der Transaminase unabhangig.

Zur weiteren Steigerung der Produktivitat wurde ein semi-kontinuierliches Reaktorsystem
entwickelt, welches den Ganzzellbiokatalysator in einem Membranreaktor immobilisiert.
Sowohl die Substratnachdosierung als auch die Kristallisation des Produktsalzes werden
dabei jeweils in externen GefalRen durchgefihrt, um die Reinheit des Produktamins dauerhaft
zu gewahrleisten. Somit kdnnen chirale Amine auf biokatalytischem Weg kontinuierlich
hergestellt werden, ohne dass im Anschluss ein aufwendiges Downstream-Processing
durchgefiihrt werden muss.

ABSTRACT

The presented work describes a non-catalytic method to shift the reaction equilibrium and
productivity of transaminase-catalyzed reactions. The addition of a carboxylic acid selectively
crystallizes the product amine as a sparingly soluble ammonium salt and thus separates it from
the liquid phase of the reaction solution. This method, known as in situ-product crystallization,
shifts the reaction equilibrium to the product side. The product amine can then be separated
from the reaction solution by filtration.

To make the stoichiometric use of the donor amine possible, it is added as an ammonium salt
of the carboxylic acid. This semi-continuous process also allows automatic feeding of the donor
amine and the carboxylic acid. The reaction concept developed in this work can be applied to
various aromatic and aliphatic substrates and is independent of the type of transaminase.

To further increase productivity, a semi-continuous reactor system was developed that
immobilizes the whole-cell biocatalyst in a membrane reactor. Both substrate feeding and
crystallization of the product salt are carried out in external vessels to permanently guarantee
the purity of the product amine. In this way, chiral amines can be produced continuously by
biocatalytic methods without the need for complex downstream-processing.



\



EINLEITUNG

. EINLEITUNG

Eine chemische Reaktion ist nur dann thermodynamisch erlaubt, wenn die freie
Reaktionsenthalpie negativ ist. Dieser Fall tritt ein, sobald die freie Enthalpie oder Gibbs-
Energie des Produktes geringer ist als die des Substrates. Mit einer negativen freie
Reaktionsenthalpie lauft die Reaktion freiwillig ab, da dadurch auch die Entropie steigt. Ist die
freie Reaktionsenthalpie hingegen positiv, wirde nur die Ruickreaktion freiwillig ablaufen.
Wenn eine Mischung aus Substrat und Produkt die geringste Gibbs-Energie und somit die
hochste Entropie aufweist, befindet sich die Reaktion in einem thermodynamischen
Gleichgewichtszustand. Daraus folgt, dass die Hin- und Ruckreaktion nicht nur zeitgleich,
sondern auch mit der gleichen Geschwindigkeit ablaufen. Dadurch sind die Konzentrationen
von Substrat und Produkt konstant sowie ungleich Null.

1.1 KATALYSE

In einigen Fallen durchlauft die Reaktion einen Ubergangszustand, der energetisch héher liegt
als der Energiezustand der Substrate (Abbildung 1). Die Energiedifferenz zwischen Substrat
und Ubergangszustand ergibt die sogenannte Aktivierungsenergie AEa. Diese Energie muss
mindestens aufgebracht werden, damit die Reaktion ablaufen kann. Eine hohe
Aktivierungsenergie bedeutet aber nicht zwangslaufig, dass die Reaktion nicht ablaufen kann.
Ihre Reaktionsgeschwindigkeit ist durch die hohe Energiebarriere lediglich stark verringert und
demnach kinetisch gehemmt.

ohne Katalysator

freie Enthalpie

Substrat

v

Reaktionsverlauf

ABBILDUNG 1: ENERGIEDIAGRAMM EINER EXOTHERMEN REAKTION MIT UND OHNE KATALYSATOR.

In vielen Fallen ist die Erhdhung der Reaktionstemperatur die einfachste Methode, um die
Aktivierungsenergie zu Uberwinden. Wenn die Reaktionstemperatur auf Grund von sensiblen
Substanzen oder zu hohen Kosten jedoch nicht erhéht werden kann, missen andere
Techniken genutzt werden. Eine etablierte Moglichkeit ist der Einsatz von Katalysatoren,
welche zusammen mit dem Substrat einen energetisch niedrig liegenden Ubergangszustand
bilden, wodurch die Aktivierungsenergie gesenkt wird. Nachdem das Substrat zum Produkt




EINLEITUNG

reagiert ist, trennt es sich vom Katalysator, welcher dann wieder in seiner Ursprungsform
vorliegt. Zusatzlich kann die Selektivitat erhoht werden, indem durch sterische Hinderungen
unerwunschte Nebenreaktionen unterdrickt werden.

Katalysatoren konnen in verschiedene Kategorien unterteilt werden, wobei am h&aufigsten
zwischen homogenen und heterogenen Katalysatoren unterschieden wird. Homogene
Katalysatoren, in Form von organischen Verbindungen oder Metallionen mit organischen
Liganden, befinden sich in derselben Phase wie das Substrat. Heterogene Katalysatoren
hingegen, wie Metallionen auf einem festen Tragermaterial, in einer anderen Phase als das
Substrat.

1.2 BIOKATALYSE

Eine gesonderte Kategorie bilden die Biokatalysatoren, welche in allen Lebewesen
vorkommen und dort die Stoffwechselvorgange katalysieren. Diese natirlichen Katalysatoren
wurden im Zuge der Evolution an jeweils spezifische Bedingungen angepasst. Die dabei
katalysierten Reaktionen weisen strukturbedingt in der Regel eine hohe Regio-, Chemo- und
Stereoselektivitat auf. Durch ihren komplexen Aufbau bieten diese Katalysatoren viele
Méglichkeiten, mittels verschiedener biochemischer Methoden noch weiter auf bestimmte
Anwendungen angepasst zu werden. Da Biokatalysatoren normalerweise recht einfach durch
fermentative Prozesse hergestellt werden kénnen und zudem auch biologisch abbaubar sind,
stellen sie allein aus 6kologischen Griinden eine gute Substitution flr klassische homogene
und heterogene Katalysatoren dar. Damit Biokatalysatoren eine hohe Produktivitat erreichen,
muissen diese in der Regel aufwendig optimiert werden. Die damit einhergehenden hohen
Kosten werden durch die milden Reaktionsbedingungen, bei denen diese Katalysatoren aktiv
sind, kompensiert.

1.2.1 AUFBAU VON ENZYMEN

In der Biokatalyse werden Enzyme als Katalysatoren flir verschiedenste chemische
Reaktionen eingesetzt. Sie bestehen zu grolRen Teilen bzw. vollstdndig aus Proteinen. Diese
Makromolekiile sind aus einzelnen Aminosauren aufgebaut, welche Uber Peptidbindungen
verknUpft sind und dadurch Polypeptide bilden. Durch definierte Faltung im Raum formen sie
das Protein. Der Aufbau eines Proteins kann in verschiedene Strukturelemente unterteilt
werden:

e Primarstruktur: Reihenfolge oder Sequenz, in der die Aminosauren miteinander
verknupft sind

e Sekundarstruktur: Faltung einzelner kleiner Abschnitte des Proteins (a-Helix, B-
Faltblatt)

e Tertiarstruktur: Raumlicher Aufbau des gesamten Proteins (globular, fibrillar).

e Quartarstruktur: Ausrichtung von mehreren Polypeptiden zueinander

Wahrend die Primarstruktur durch Sequenzierung ermittelt werden kann, werden die Ubrigen
Strukturelemente durch  Roéntgenbeugung und Kernspinresonanz  bestimmt. Um
Kristallstrukturen wie die in Abbildung 2 zu erhalten, muss das untersuchte Protein aufgereinigt
und kristallisiert werden. Im Vergleich zur Sequenzierung und zu Kernspinresonanz-
Messungen ist dies jedoch deutlich anspruchsvoller.
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ABBILDUNG 2: KRISTALLSTRUKTUR DER AMINTRANSAMINASE EC 2.6.1.18 AUS RUEGERIA (SILICIBACTER) POMEROY!.[']

Durch die Faltung entstehen ein bzw. mehrere sogenannte aktive Zentren, an denen dann
katalytische Reaktionen ablaufen kénnen. In den meisten Fallen ist ein bloRes Polypeptid aber
nicht ausreichend, um ein aktives Zentrum zu bilden. Viele Enzyme bendtigen zusatzlich einen
sogenannten Cofaktor, welcher im oder nahe dem aktiven Zentrum des Enzyms auf
verschiedene Weisen gebunden sein kann. Diese kleinen organischen Molekiile (nicht
Aminosauren) oder Metallionen sind fir die katalytische Reaktion unerlasslich und missen in
vielen Fallen nach der Reaktion regeneriert werden. Die Regeneration kann im Enzym selbst
oder aul3erhalb des Enzymes passieren. Haufige Cofaktoren sind Adenosintriphosphat (ATP)
fur die Bereitstellung von Energie durch Abspaltung von Phosphatgruppen,
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP?*) fir Redoxreaktionen oder Pyridoxalphosphat
(PLP) fir die Ubertragung von Aminogruppen.

1.2.2 ENZYMKLASSIFIZIERUNG

Anhand der Reaktion, welche ein Enzym katalysiert, kann es einer von sieben verschiedenen
Enzymklassen zugeordnet werden. Um die Klassen voneinander zu unterscheiden, wurden
die sogenannten EC-Nummern (engl. Enzyme Commission numbers) durch die International
Union of Biochemistry and Molecular Biology eingefuhrt. Die EC-Nummer besteht aus
insgesamt vier Ziffern, die der genaueren Unterteilung in den jeweiligen Hauptklassen dienen:

e EC 1.-.-.-: Oxidoreduktasen katalysieren Redoxreaktionen

o EC 2.-.-.-: Transferasen transferieren ganze funktionelle Gruppen

e EC 3.-.-.-: Hydrolasen spalten Bindungen unter der Nutzung von H,O

e EC 4.-.-.-: Lyasen katalysieren die Bildung oder Spaltung von Bindungen

e EC 5.-.-.-: Isomerasen ermdglichen Umwandlungen innerhalb eines Molekils

e EC 6.-.-.-: Ligasen knupfen kovalente Bindungen unter Nutzung von Energie (ATP)

e EC 7.-.-.-: Translokasen katalysieren den Transport an Zellmembranen oder durch sie
hindurch

Zur eindeutigen Kennzeichnung ist die EC-Nummer aber nicht ausreichend, da verschiedene
Enzyme die gleiche Reaktion katalysieren konnen. Wenn demnach zwei unterschiedliche




EINLEITUNG

Enzyme eine Reaktion auf analoge Weise katalysieren, besitzen sie identische EC-Nummern.
Um ein Enzym eindeutig zu klassifizieren, werden deswegen der Ursprung des Enzyms und
gegebenenfalls weitere Modifikationen am Biokatalysator mit angegeben.

1.2.3 TRANSAMINASEN

Die erste Beschreibung einer Transaminierung erfolgte durch Dorothy M. Needham. 1930
versetzte sie zerkleinerte Taubenbrustmuskulatur mit Glutaminsaure, welche zersetzt wurde,
ohne dass Ammoniak entstand.??! Dies fiihrte sie zu der Annahme, dass die Aminogruppe auf
ein anderes Molekul Ubertragen wurde. In den folgenden Jahren konnten Braunstein und
Kritzmann die Annahme bestatigen, indem sie mittels Muskelbrei die Aminogruppe der
Glutaminsaure auf Pyruvat Gibertrugen, wodurch Alanin entstand.®! Das Enzym, das fiir diese
Reaktion verantwortlich ist, wurde dann spater von Cohen als Transaminase definiert.[

Eine Transaminase (TA) ist demnach ein Enzym, das Aminogruppen von einem Donoramin
auf einen Aminakzeptor Ubertragen und dabei im Idealfall sehr selektiv ein chirales Amin
herstellen kann. Fir die Ubertragung ist der Cofaktor PLP notwendig, welcher (iber eine
Phosphatgruppe im aktiven Zentrum koordinativ gebunden ist. Vor der Aufnahme einer
Aminogruppe ist das PLP zusatzlich durch eine Iminbindung mit einem Lysin-Rest (Lys) des
Enzyms im aktiven Zentrum fixiert.!

0] NH2
A=
Aminakzeptor Produktamln
rLys

9NH
©
H,O + P ©
- N N
TA-PLP N A:PMP N
)CJ)\ \ )Niz
Aceton IPA

ABBILDUNG 3: REAKTIONSZYKLUS VON PYRIDOXALPHOSPHAT (PLP) UND PYRIDOXAMINPHOSPHAT (PMP) IN TRANSAMINASE-
KATALYSIERTEN REAKTIONEN.

Aus Kostengrinden wird im synthetischen und praparativen Bereich hauptsachlich das
Donoramin Isopropylamin (IPA) eingesetzt. Dabei wird die Aminogruppe vom IPA auf das PLP
ubertragen, wodurch Pyridoxaminphosphat (PMP) gebildet wird. Als Nebenprodukt entsteht
Aceton, welches das aktive Zentrum verlasst. Die Aminogruppe wird anschlief’end auf den
Aminakzeptor Ubertragen. Dieser ist idealerweise durch die Form des aktiven Zentrums so
ausgerichtet, dass selektiv nur ein Enantiomer hergestellt werden kann. AnschlieRend liegt der
Cofaktor wieder als PLP im aktiven Zentrum vor, wodurch eine neue Aminogruppe
aufgenommen werden kann. Je nach Substrat, kénnen TAs in drei Gruppen unterteilt
werden!":
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e a-Transaminasen: Ubertragen von Aminogruppen zwischen a-Ketosduren und a-
Aminosauren

e w-Transaminasen: Transferieren von Aminogruppen zwischen Ketosauren und
Aminosauren, bei denen die Keto- beziehungsweise Amingruppe weiter von der
Carboxylgruppe entfernt ist (zum Beispiel in B- oder y-Position)

e Amintransaminasen: Untergruppe der w-Transaminasen, die Amine und Ketone als
Substrat annehmen, ohne dass Carboxylgruppen vorhanden sein missen

Bei der in dieser Arbeit hauptsachlich eingesetzten TA handelt es sich um die
Amintransaminase aus Ruegeria (Silicibacter) pomeroyi (EC 2.6.1.18). Die Kristallstruktur

dieser Amintransaminase ist in Abbildung 2 gezeigt.

1.2.4 [EINSATZFORMEN VON BIOKATALYSATOREN

Enzyme kénnen auf verschiedene Weisen in einer Reaktionslésung vorliegen. Bei der
Fermentation werden lebendige Mikroorganismen eingesetzt, bei denen die gewinschten
katalytischen Reaktionen Teil des (modifizierten) Stoffwechselsystems sind. Enzyme in
ganzen Zellen sind in der Regel stabiler und die Regeneration des Cofaktors lauft in vielen
Fallen automatisch ab. Da die Mikroorganismen lebendig sind, brauchen sie Nahrstoffe und
definierte Bedingungen, um wahrend der Fermentationszeit zu Uberleben. Zusatzlich
produzieren sie im Zuge ihres Metabolismus, unerwlinschte Nebenprodukte. Sowohl die
Nahrstoffe als auch die Nebenprodukte konnen die anschlieRende Aufreinigung der
Zielprodukte zusatzlich erschweren.

In vielen Fallen ist es deswegen einfacher, die Uberexpression des Zielenzyms in einer Zelle
durchzufihren. Dabei wird das Enzym verstarkt hergestellt und dann direkt genutzt, ohne die
Zelle aktiv am Leben zu halten. Da es bei der Ganzzellbiokatalyse verstarkt zu
Nebenreaktionen kommen kann, auf Grund anderer zelleigener Enzyme oder durch
Diffusionsprobleme durch die Zellmembran, werden die Enzyme in vielen Fallen noch
aufgereinigt. Hierfur wird die Zelle anhand verschiedener Methoden lysiert (Aufbrechen der
Zellmembran mit Hilfe von Scherkraften, Ultraschall oder Chemikalien) und die grofen
Zellfragmente mittels Zentrifugation abgetrennt. Das so erhaltene Rohextrakt kann dann
genutzt oder mithilfe chromatographischer Methoden weiter aufgereinigt werden, um das
isolierte Enzym zu erhalten. Durch die meist zeit- und kostenintensive Aufreinigung kann die
spezifische Aktivitat deutlich gesteigert und Nebenreaktionen unterdriickt werden, was jedoch
in vielen Fallen die Stabilitdt des Enzyms senkt. Um dies zu verhindern kann das Enzym in
vielen Fallen immobilisiert werden, was einerseits eine Rezyklierbarkeit der Enzyme
gewahrleisten und andererseits eine Kontamination der Produkte vermeiden kann. Da die Art
der Immobilisierung in der Regel auf das Enzym angepasst werden muss, haben sich
verschiedene Techniken entwickelt, die in drei grundlegende Kategorien unterteilen werden
koénnen.

Bei der Bindung an ein Tragermaterial wird das Enzym an der Oberflache, zum Beispiel durch
ionische oder kovalente Bindung, immobilisiert. Ahnlich dazu ist die
Einschlussimmobilisierung, bei der das Enzym in einer anorganischen oder organischen
Polymermatrix eingebettet wird. Fir die dritte Methode werden sogenannte Cross-Linker
genutzt, um Enzyme untereinander zu verbinden und somit makroskopische Partikel zu
formen, die gegebenenfalls durch Filter und Membranen zurlickgehalten werden kénnen.®!
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1.3 FALLUNG UND KRISTALLISATION

Als Fallung wird das Ausscheiden einer Substanz aus einer Losung bezeichnet. Durch die
Anderung der Umgebungsbedingungen kann die Ldslichkeit einer Substanz (iberschritten
werden, wodurch sie sich in fester Form niederschlagt. Die feste Substanz kann dann als
amorphe Verbindung (keine Fernordnung in der festen Phase) vorliegen. Wenn sie hingegen
eine kristalline Struktur und somit eine Fernordnung aufweist, wird der Vorgang als
Kristallisation bezeichnet.

1.3.1 KRISTALLSTRUKTUR

Im Gegensatz zu amorphen Verbindungen besitzen Kristalle eine in alle Raumrichtungen
periodisch aufgebaute Struktur. Die sogenannte Elementarzelle ist dabei der kleinstmogliche
Baustein, welcher durch Erweiterung in alle Raumrichtungen das Kristallgitter beschreibt. Eine
Elementarzelle kann aus einem oder mehreren Atomen, Molekllen oder lonen bestehen und
wird durch die Gitterkonstanten a, b und ¢ sowie die Winkel a, B und y beschrieben (Abbildung
4).1

ABBILDUNG 4: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER ELEMENTARZELLE EINES NACL-KRISTALLS.

Die Elementarzellen von Kiristallen koénnen, basierend auf den unterschiedlichen
Gitterkonstanten und Winkeln, in sieben verschiedene Kristallklassen unterteilt werden. Diese
sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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TABELLE 1: GITTERKONSTANTEN UND WINKEL DER SIEBEN KRISTALLSYSTEME. 8!

System Gitterkonstanten Winkel
Kubisch (reguléar) a=b=c a=B=y=90°
Tetragonal a=b;c a=B=y=90°
Rhombisch (orthorhombisch) a; b;c a=B=y=90°
Monoklin a; b;c a=y=90°%B

Trigonal (rhomboedrisch) a=b=c a=B=y

Hexagonal a=b;c a=p3=90°%y=120°
Triklin ayb:c o By

Auf Grundlage der Kristallklasse kann aber noch keine eindeutige Aussage Uber die Form des
Kristalls getroffen werden. Um die duRere Form zu beschreiben sind die Kristalltracht (Tracht)
und der Kristallhabitus (Habitus) notwendig. Die Tracht beschreibt die Zahl und Art der
auleren Flachen des Kristalls, wohingegen der Habitus die Grélkenverhaltnisse der Flachen
zueinander darstellt.®! Die in dieser Arbeit verwendeten Salze Isopropylammonium-3,3-
diphenylpropionat (IPA-3DPPA) und (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylammonium-3,3-
diphenylpropionat (3MPEA-3DPPA) weisen zum Beispiel einen prismatischen bis
nadelférmigen Habitus (Abbildung 5) auf.

R

T WIS
ABBILDUNG 5: KRISTALLMORPHOLOGIE DER SALZE ISOPROPYLAMMONIUM-3,3-DIPHENYLPROPIONAT (LINKS)
UND (S)-1-(3-METHOXYPHENYL)ETHYLAMMONIUM-3,3-DIPHENYLPROPIONAT (RECHTS).

Zur Strukturaufklarung von Kristallen werden in der Regel Rontgenbeugungsmessungen (engl.
X-ray diffraction, XRD) von Einkristallen durchgefuhrt. Durch die XRD-Messungen kdnnen
dann Aussagen Uber das Kristallgitter getroffen werden. Tracht und Habitus sowie das
Wachstumsverhalten werden hingegen Uber mikroskopische Messungen bestimmt.
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1.3.2 PHASENDIAGRAMME

Mittels Phasendiagrammen werden die Verhaltnisse der einzelnen Phasen eines Systems,
unter definierten  Bedingungen  (Temperatur, Druck, Zusammensetzung), im
Gleichgewichtszustand dargestellt. In Abbildung 6 ist ein schematisches, binares, eutektisches
Phasendiagramm gezeigt, an dem im Folgenden der Aufbau erklart werden soll. Ein solches
bindres Schmelzphasen-Diagramm zeigt, in welcher Form zwei Substanzen im Gleichgewicht
vorliegen. Auf der Abszisse werden die Massenanteile der Substanzen in der Mischung
aufgetragen, wobei in den AulRenbereichen die reinen Substanzen A und B vorliegen. Die
beiden markierten Schnittpunkte Ta und Tg auf der temperaturabhangigen Ordinate stellen die
Schmelzpunkte der reinen Substanzen dar. Durch Verringerung des Molenbruchs x kommt es
zu einer Schmelzpunkterniedrigung, welche durch den Abfall der sogenannten Liquiduskurve
(blau) gezeigt wird.['! Diese Liquiduskurve kann theoretisch mittels der Schroder-van Laar-
Gleichung beschrieben werden:

l _AHm<1 1)
W=\, T

wobei x den Molenbruch der Verbindung in der Mischung, AH, und T, die Schmelzenthalpie
und Schmelztemperatur der reinen Verbindung, T die Temperatur des Gemisches und R die
universelle Gaskonstante darstellt.['"]

Der Schnittpunkt der beiden Liquiduskurven bildet das sogenannte Eutektikum E, welches auf
der horizontal verlaufenden Soliduslinie (rot) liegt.

A A
Tg

HEA L / T,
3

©

o)

o

€
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- L+A

+
S E L+Bg
AstBg
A B

Zusammensetzung X, X Xg

ABBILDUNG 6:SCHEMATISCHER AUFBAU EINES BINAREN, EUTEKTISCHEN PHASENDIAGRAMMS.

Oberhalb der beiden Liquiduskurven sind die beiden Substanzen ineinander mischbar und
liegen als Flussigkeit vor (engl. liquid, L). Unterhalb der Soliduslinie existieren die beiden
Substanzen als vermischte Kristalle und bilden eine vollstandige feste Phase (engl. solid, S).
In den beiden Bereichen zwischen Losung und fester Phase liegen die entsprechende reine
Substanz zum Teil fest und eine Mischung flissig vor.
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Bei einer gegebenen Temperatur T; und einer gegebenen Zusammensetzung x; kann tUber das
Hebelgesetz der relative Anteil der flissigen Phase f. und der festen Phase fs bestimmt werden
(Abbildung 6).1'2

Xs — X Xi — XL

fi=—— fs=

Xs — XL Xs — X,

Bei der Ausbildung von Verbindungen V der beiden Substanzen, wird das Phasendiagramm
etwas komplexer (Abbildung 7A). Durch die Verbindung tritt ein lokales Maximum auf, welches
auch durch eine der Liquiduskurven ,verdeckt‘ sein kann.

verbindungsbildende Substanzen mischkristallbildende Substanzen
(A) 4 TB* (B) 4
o]
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A
TV1 L+BS

Temperatur
>+ /4
Temperatur

[2)
U
=
+
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®
<+
m
N
=
+
<
N
w
<

2,8

+

AstVis VistVas Bs

Zusammensetzung Zusammensetzung

ABBILDUNG 7: SCHEMATISCHER AUFBAU DER BINAREN PHASENDIAGRAMME VON VERBINDUNGSBILDENDEN (A) UND
MISCHKRISTALLBILDENDEN (B) GEMISCHEN.

Wenn die beiden Substanzen Mischkristalle in jedem Verhaltnis bilden, zeigt sich hingegen
das entsprechende Diagramm in Abbildung 7B. In diesem Fall kbnnen die beiden Substanzen
nur mit deutlich aufwendigeren Kristallisationsverfahren voneinander getrennt werden.!"®! Bei
Zugabe einer dritten Substanz, wie zum Beispiel einem Losungsmittel, ergeben sich daraus
die in Abbildung 8 gezeigten isothermen terndren Phasendiagramme. Auch bei diesen
Diagrammen kann zwischen einfach eutektischen, verbindungsbildenden und
mischkristallbildenden Gemischen unterschieden werden.

Losungsmittel Lésungsmittel Lésungsmittel
| i ; } N é E N AB
einfaches Eutektikum verbindungsbildende Substanzen mischkristallbildende Substanzen

ABBILDUNG 8: SCHEMATISCHER AUFBAU VON TERNAREN PHASENDIAGRAMMEN EINER EINFACHEN EUTEKTISCHEN MISCHUNG,
VERBINDUNGSBILDENDE UND MISCHKRISTALLBILDENDE GEMISCHE.

Die Achsen stellen hier die Massenanteile der bindaren Mischungen dar, wobei jeder Punkt im
Diagramm ein ternares Gemisch ist.




EINLEITUNG

1.3.3 LOSLICHKEIT UND NUKLEATION

In einer Loésung liegt eine Substanz homogen verteilt in einem Ldsungsmittelvor. Die
Loslichkeitskurve beschreibt die maximal mdgliche Menge an Substanz, die im Gleichgewicht
geldst werden kann. Sie ist ein Ausschnitt der Liquiduskurve, aus dem Phasendiagramm mit
vertauschten Achsen (Abbildung 9). Die exakte Loslichkeit einer Substanz hangt hierbei von
diversen Faktoren ab, wie zum Beispiel der Temperatur, dem Druck oder den ionischen und
nichtionischen Zusatzen.

Ubersattigt

Temperatur
jéusammensetzung\

untersattigt

>
>

Zusammensetzung Temperatur

ABBILDUNG 9: SCHEMATISCHER AUFBAU EINER LOSLICHKEITSKURVE ALS AUSSCHNITT EINES BINAREN EUTEKTISCHEN
PHASENDIAGRAMMS.

Die Loslichkeitskurve teilt das Ldslichkeitsdiagramm in zwei Bereiche, den untersattigten und
den Ubersattigten Bereich. Im untersattigten Bereich liegt im Gleichgewicht eine vollstéandig
homogene Ldsung vor, da die Konzentration der gelésten Substanz die Loslichkeit in dem
gewahlten Ldésungsmittel nicht Uberschreitet. Im Ubersattigten Bereich Uberschreitet die
Konzentration der geldsten Substanz jedoch die Loslichkeit, was dazu fihrt, dass im
Gleichgewicht ein Teil der Substanz als Feststoff und nicht geldst vorliegt. In diesem Fall wird
von einer gesattigten Lésung gesprochen, da die maximal mégliche Menge an Substanz im
Losungsmittel geldst ist. Wenn die Loslichkeitskurve durch das Verringern der Temperatur
Uberschritten wird und sich noch keine feste Phase ausbildet, ist die Losung Ubersattigt.
Hierbei ist mehr Substanz homogen geldst, als das thermodynamische Gleichgewicht zulasst.
Diese Ubersattigung ist in einem gewissen Bereich kinetisch stabilisiert. In diesem
metastabilen Bereich kann es zu einem beliebigen Zeitpunkt zur Keimbildung kommen,
wodurch die Ubersattigung abgebaut wird. Es wird hauptséchlich zwischen zwei Arten der
Keimbildung unterschieden, der primaren und der sekundaren Keimbildung.!'?

Bei der primdren Keimbildung sind keine arteigenen Kristallisationskeime in der LOsung
vorhanden. Durch eine hohe Ubersattigung kommt es deswegen zum Entstehen vieler kleiner
Kristallisationskeime, was zum Abbau der hohen Konzentration flhrt. Zusatzlich wird noch
zwischen homogener und heterogener Keimbildung unterschieden. Bei der heterogenen
Keimbildung sind Fremdkoérper, wie zum Beispiel Staubpartikel in der Lésung, an deren
Oberflache es zum Kristallwachstum kommen kann. Die homogene Keimbildung tritt hingegen
nur in klaren Lésungen auf. Durch dieses Kristallwachstum wird dann bereits bei geringeren
Ubersattigungen die schlagartige Bildung von vielen Kristallisationskeimen initiiert (Abbildung
10A). Bei der sekundaren Keimbildung handelt es sich hingegen um die durch Abrieb
hervorgerufene Vermehrung dieser Keime. Wenn demnach bereits arteigene Kristalle in der
Losung vorhanden sind und diese durch Kollisionen mit anderen Kristallen oder
Reaktorkomponenten Teile abspalten, steigt die Zahl der Kristallisationskeime in der Losung,

10
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wodurch die Uberséttigung abgebaut werden kann. Die GréRe des bereits angesprochenen
metastabilen Bereichs resultiert aus der Art der Keimbildung (Abbildung 10B). Diese ist
wiederum von der Héhe der Ubersattigung abhéngig.

(A)u " (B)“ ) .

—— sekundar — Loslichkeit
© —— primar heterogen sekundar
© primar homogen e primar heterogen
é)’ % primar homogen
= )]
Lol Q.
= 5
£ =
Q
N4

Uberséttigung Konzentration

ABBILDUNG 10: SCHEMATISCHE KONZENTRATIONSABHANGIGKEIT DER KEIMBILDUNGSRATEN (A) UND DER
KEIMBILDUNGSARTEN (B).

Die gangigste Methode zur Kristallisation ist die Kilhlungskristallisation, bei der die Temperatur
gesenkt wird, um die Léslichkeit der Zielsubstanz zu verringern. Alternativ dazu kann bei der
Verdampfungskristallisation die Temperatur erhéht oder der Druck vermindert werden, um das
Lésungsmittel zu evaporieren. Dadurch wird die Zielsubstanz aufkonzentriert und kann
infolgedessen auskristallisieren. Eine ebenfalls haufig eingesetzte Technik ist die sogenannte
Antisolvent-Kristallisation, bei der ein weiteres Losungsmittel zugegeben wird, in dem die
Zielsubstanz  schlechter loslich ist. Wenn diese Methoden auf Grund des
Loslichkeitsverhaltens der Zielsubstanz nicht zur Kristallisation fUhren, konnen Additive
eingesetzt werden. Durch Interaktionen mit der Zielsubstanz, bildet sich eine neue Verbindung
mit geringerer L&slichkeit. Die beschriebenen Kategorien einer induzierten Kristallisation
werden wiederum hauptsachlich in zwei Gruppen unterteilt. Bei der induzierten Kristallisation
durch Salzbildung wird ein entsprechendes Anion oder Kation zugegeben, wodurch die
Zielsubstanz als Salz auskristallisiert. Die Anderung des pH-Wertes ist ein besonderer Fall
dieser Kristallisation. Durch die Zugabe von Sauren oder Basen wird die Zielsubstanz
protoniert oder deprotoniert, wodurch die Ldslichkeit stark gesenkt werden kann. Bei der
induzierten Kristallisation durch Verbindungsbildner hingegen, werden Substanzen
zugegeben, die zusammen mit der Zielsubstanz auskristallisieren, ohne ihren Ladungszustand
zu verandern. Ein Beispiel ist die Hydratbildung von vielen chemischen Substanzen in Wasser.

1.3.4 KRISTALLISATION IN DER VERFAHRENSTECHNIK

Bei Reaktionsansatzen im Labormalstab ist es apparativ meist recht einfach, eine
Kristallisation durchzufihren, da eine Vielzahl von Reaktionsgefal’en zur Verfligung stehen
und sowohl die Zugabe als auch das Entziehen von Substanzen im kleinen Malstab leichter
realisierbar sind. Wenn eine Reaktion in einen gréReren Malistab Uberfihrt werden soll,
muassen durch verfahrenstechnische Methoden Reaktoren konzipiert werden, die auf die
Bedingungen der Reaktion abgestimmt sind. Diese lassen sich im Wesentlichen auf die
nachstehenden Reaktorarten zurtckflhren.

11
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Der einfachste Reaktortyp ist der diskontinuierliche Satzreaktor oder Ruhrkesselreaktor (engl.
stirred tank reactor, STR). Das Reaktionsgefald wird hierbei zu Beginn mit der gesamten
Reaktionslosung befillt und am Ende wieder vollstandig entleert. Wie am Namen zu erkennen,
wird das Durchmischen der Reaktionslosung in der Regel durch einen Ruhrer erzielt. Der
Vorteil eines STR's liegt in einer hohen Flexibilitat, da gerade verschiedene Reaktionszeiten
leicht zu realisieren sind. Der STR ist normalerweise nicht auf eine bestimmte Reaktion
abgestimmt, weswegen er fur verschiedenste Anwendungen eingesetzt werden kann. Wie
dem Konzentration-Zeit-Diagramm eines idealen STR’s in Abbildung 11 zu entnehmen ist,
steigt die Produktkonzentration mit der Zeit wahrend die Substratkonzentration abnimmt.
Daraus lassen sich die Nachteile eines STR’s ableiten. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist
abhangig von der Substratkonzentration und sinkt mit der Zeit. Im Gegensatz dazu steigt die
Wahrscheinlichkeit fur Folgereaktionen durch die zunehmende Produktkonzentration.
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ABBILDUNG 11: ZEIT- UND ORTSABHANGIGE KONZENTRATIONSVERLAUFE FUR DIE VERSCHIEDENEN IDEALEN REAKTORARTEN,
T = ZEITPUNKTE, L = LANGE DES PFR, K = KESSEL.

Beim kontinuierlichen Ruhrkesselreaktor (engl. continuously stirred tank reactor, CSTR)
handelt es sich um einen STR zu dem kontinuierlich frisches Reaktionsmedium (ohne Produkt)
zugefuhrt und zeitgleich ein Teil des Reaktorinhalts, proportional zur zugeflihrten Menge,
wieder abgefuhrt wird. Somit liegt im Idealfall zu jeder Zeit und an jedem Ort im Reaktor die
gleiche Konzentration an Substrat und Produkt vor. Dadurch koénnen Probleme wie
Nebenreaktionen oder Inhibierungen des Enzyms umgangen werden.

Kontinuierliche Reaktoren wie der CSTR eignen sich sehr gut fur grole Produktionsmengen,
da sie in ihrer Laufzeit theoretisch unbegrenzt sind. Durch den zusatzlichen apparativen
Aufwand entstehen jedoch héhere Kosten. AulRerdem sind kontinuierliche Reaktoren in der
Regel auf eine bestimmte Reaktion abgestimmt und dadurch auch nicht so flexibel einsetzbar
wie der zuvor beschriebene STR.

Der letzte Reaktorgrundtyp ist der Strdmungsrohrreaktor (engl. plug flow reactor, PFR). Beim
PFR handelt es sich um ein Rohr, durch welches das Reaktionsmedium stromt. Im Idealfall
weist das Stromungsprofil dieses kontinuierlichen Reaktors eine pfropfenférmige Strémung
(engl. plug flow) auf, woraus sich der Name ableitet. Die Konzentration verandert sich tUber die
Lange des Reaktors und ist in jedem Querschnitt des idealen PFR identisch.
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Diese drei Reaktorgrundarten koénnen beliebig miteinander kombiniert werden, um ein
Reaktorsystem optimal auf eine Reaktion anzupassen. Basierend auf den Grundtypen haben
sich weitere Variationen etabliert wie der halbkontinuierliche STR, die Rihrkesselkaskade
oder der Kreuzstromreaktor. Ein STR mit einem Zulauf aber keinem Ablauf, bzw. einem Ablauf
aber keinem Zulauf, wird als halbkontinuierlicher STR bezeichnet. Im Gegensatz dazu besteht
die Ruhrkesselkaskade aus aneinandergereihten CSTRs. Die Kesselzahl beschreibt dabei die
Anzahl an CSTRs in der Kaskade. Die ortsabhangige Konzentration der Ruhrkesselkaskade
(Abbildung 11) verdeutlicht, dass diese Reaktorform den Ubergang vom CSTR zum PFR
darstellt. Mit steigender Kesselzahl nahert sich ihr Konzentrationsprofil dem des idealen PFR
an. Ein Kreuzstromreaktor hingegen ist ein kontinuierlicher Reaktor, bei dem an
unterschiedlichen Punkten zusatzliche Zu- oder Ablaufe angebracht sind.!'¥
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[B] = Substanzkristall
T = hohe, mittlere und geringe Substanz Konzentration

ABBILDUNG 12: DARSTELLUNG VON DIREKTER UND INDIREKTER KRISTALLISATION IN INTERNEN UND EXTERNEN VERFAHREN.

Um die Kristallisation eines Reaktionsproduktes in groReren Reaktionsgefallen oder sogar
kontinuierlich zu realisieren, kdnnen verschiedene Prozesse eingesetzt werden. Die vier
grundlegenden Konzepte sind in Abbildung 12 zusammengefasst.

Die einfachste Methode besteht in der internen Kristallisation mit direktem Kontakt. Hierbei
wird die Kristallisation in demselben Reaktor durchgeflihrt wie die Reaktion. Gerade bei
biokatalytischen Prozessen mit Ganzzell-Katalysatoren kommt es beim Downstream-
Processing zu Trennproblemen, da die Zellen das einfache Abfiltrieren der Kristalle
erschweren kdnnen. Um dieses Problem zu umgehen, kann ein komplexerer Aufbau mit zwei
Reaktoren gewahlt werden. Bei solch einer externen Kristallisation steht der Reaktor im
direkten oder indirekten Kontakt zu einem zusatzlichen Gefal3, dem sogenannten Kristallisator.
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Durch diesen Aufbau sind optimierte Bedingungen fur die Kristallisation realisierbar. Zusatzlich
kann beim indirekten Kontakt der Biokatalysator durch eine Membran von den Kristallen
raumlich getrennt werden. Ahnlich dazu ist die interne Kristallisation mit indirektem Kontakt,
bei der die Reaktion zwar in demselben Reaktor wie die Kristallisation stattfindet, es wird
jedoch eine Kompartimentierung vorgenommen, um die Kristalle zu separieren.'"

1.4 GLEICHGEWICHTSVERSCHIEBUNG

Wie schon in der Einleitung erwahnt, kénnen sich Reaktionen in einem thermodynamischen
Gleichgewichtszustand befinden, sobald die Hin- und Ruickreaktion die gleiche
Reaktionsgeschwindigkeit aufweisen. Diese Gleichgewichtslage liegt bei Transaminase-
katalysierten Reaktionen in der Regel auf der Seite des Substrates, was fur eine geringe
Produktivitat sorgt. Um die Gleichgewichtslage positiv zu beeinflussen, kdnnen unter anderem
die Substratmolekiile strukturell so verandert werden, dass sie eine hohere Enthalpie
aufweisen als das resultierende Produkt. Solche Veranderungen kdnnen aber in vielen Fallen
daflir sorgen, dass die Reaktion nicht mehr durchfiihrbar, zu aufwendig, zu teuer oder nicht
mehr zielfiihrend ist. Aus diesen Grinden wird vorwiegend auf das Prinzip von Le Chatelier
zuruckgegriffen. In seiner Publikation zum Thema ,Allgemeine Aussage uber die Gesetze des
chemischen Gleichgewichts® schreibt Le Chatelier wortlich Ubersetzt: ,Dies besagt, wenn ein
System, das sich im chemischen Gleichgewicht befindet, einer duReren Anderung der
Temperatur, des Drucks, der Konzentration oder der Anzahl der Molekule pro Volumeneinheit
ausgesetzt wird, geht das System in ein neues Gleichgewicht Uber. Diese Anderung des
Gleichgewichtes besitzt ein Vorzeichen, welches dem der duReren Anderung entgegengesetzt
ist.“['®! Vereinfacht gesagt: Wird ein duBerer Zwang auf das Gleichgewicht ausgetibt, verandert
sich das Gleichgewicht, um diesen Zwang zu minimieren (Prinzip des kleinsten Zwanges). Die
effektivste Methode, um einen solchen Zwang auf ein bestehendes Reaktionssystem
auszuliben, ist der Einsatz hoherer Substratkonzentrationen oder das Entziehen von
Produkten aus der Reaktionsldsung. Durch einen Substratiberschuss gerat die Reaktion aus
dem Gleichgewichtszustand, wodurch mehr Produkt entsteht. Infolgedessen sinkt die
Substratkonzentration und der Gleichgewichtszustand stellt sich wieder ein. Ein
Substratliberschuss ist jedoch nur dann eine Option, wenn das Substrat nicht zu teuer ist und
es die Reaktion nicht hemmt. Substratinhibierung kann dabei durch bestimmte
Reaktionsfilhrungen, wie eine kontinuierliche Substratzufuhr in einem halbkontinuierlichen
Reaktor, vermindert werden. Um Produkte aus der Reaktionsldsung zu entziehen, gibt es
verschiedene Methoden. Damit das Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite verschoben
wird, missen die Mallnahmen zeitgleich zur Reaktion, also ,in situ“ (lat. am Ort), stattfinden.
Aus diesem Grund wird von der in situ-Produktentfernung (engl. in situ product removal, ISPR)
gesprochen. Die gangigsten ISPR-Techniken werden im Folgenden vorgestellt.l'”]

1.4.1 AUSTRAGEN LEICHT FLUCHTIGER PRODUKTE

Wenn ein Produkt einen hohen Dampfdruck aufweist, kann es durch den Ubergang in die
Gasphase aus der Reaktionslosung ausgetragen werden. Dadurch steht es fur die
Ruckreaktion in der flissigen Phase nicht mehr direkt zur Verfliigung. Da dieser Prozess in der
Regel recht langsam ist, kann er durch das Einleiten von Inertgas oder durch Minderung des
Druckes im Reaktionssystem beschleunigt werden. Ein Beispiel daflr ist das Abtrennen des
Co-Produktes Aceton, welches aus dem Donoramin IPA entsteht. Im kleinen Malistab, kann
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dadurch eine Produktionssteigerung erzielt werden. Andere Substanzen mit hohem
Dampfdruck, wie zum Beispiel das Substrat oder das Lésungsmittel, kdnnen hierbei jedoch
ebenfalls ausgetragen werden. Besonders in grélkeren Malstaben konnen dadurch
signifikante Mengen einiger relevanter Reaktanten verloren gehen. Zusatzlich ist das
Erzeugen eines Unterdrucks in grofen Reaktionsgefallen apparativ sehr aufwendig.

1.4.2 SPEZIELLE DONOREN

Eine selektivere Methode zur Gleichgewichtsverschiebung stellt der Einsatz von speziellen
Donoraminen dar. Die Carbonylfunktion des erhaltenen Co-Produkts, welches durch
Desaminierung des Donoramins entsteht, kann als Substrat flr weitere Reaktionen dienen.
Eine Mdglichkeit ist die Bildung eines Imins aus einem Diamin durch eine nachgeschaltete
Zyklisierungsreaktion. Damit dieses Nebenprodukt irreversibel der Reaktionsldsung entzogen
wird, kdnnen die Imine spontan oligomerisieren (Abbildung 13).

]

R1JJ\R2 R13\R2 Oligomer
(B)
TA PLP
HoN \
M7 NH, NN e CN
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R1JJ\R2 R13\R2 Oligomer

ABBILDUNG 13: SPEZIELLE DONORAMINE FUR TRANSAMINASE-KATALYSIERTE REAKTIONEN (A)
O-XYLYLENEDIAMINDIHYDROCHLORID, (B) LANGKETTIGEN DIAMINEN UND ANSCHLIERENDE SPONTANE OLIGOMERISIERUNG.["]

Der Nachteil dieser haufig kostenintensiven Donoramine liegt in ihrer verringerten
Anwendbarkeit, da sie nicht von jeder TA als Substrat akzeptiert werden. Zudem kann das
anschlieende Downstream-Processing durch die entstehenden Oligomere deutlich
komplexer werden.

1.4.3 ENZYMKASKADEN

Eine deutlich vielseitigere Methode ist der gleichzeitige Einsatz verschiedener Enzyme, welche
mehrstufige Synthesen auf biokatalytischem Weg realisieren. Auf Grund der hohen Selektivitat
kénnen unterschiedliche Enzyme oft zeitgleich in einem Reaktor oder einer Zelle eingesetzt
werden, ohne dass es zu unerwinschten Nebenreaktionen kommt. Werden mehrstufige
Synthesen auf diese Art durchgefuhrt, wird dies in der Regel als Enzymkaskade bezeichnet.
Diese konnen in vier grundlegende Konzepte unterteilt werden, welche in Abbildung 14 gezeigt
sind.l"® Bei der linearen Kaskade (A), wird das Produkt durch zwei oder mehr aneinander
gereihte Reaktionen hergestellt. Dabei bilden sich Intermediate, die vom jeweils nachsten
Enzym als Substrat genutzt werden. Bei der orthogonalen Kaskade (B) hingegen stellt ein
Nebenprodukt das Intermediat dar, welches durch ein weiteres Enzym zu einem zweiten
Produkt umgewandelt wird. Im Bereich der biokatalytischen Redoxreaktionen wird die parallele
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Kaskade am haufigsten eingesetzt. Hierbei produzieren zwei Reaktionen Nebenprodukte, die
als Co-Substrat fir die jeweils andere Reaktion fungieren. Ein typisches Beispiel ist die
Cofaktor-Regeneration von NAD(P)H, welche auch in den meisten der hier gezeigten
Kaskaden eine Rolle spielt. Wenn im Vergleich dazu das Produkt der zweiten Reaktion ein
Substrat flr die erste Reaktion darstellt, wird dies als zyklische Kaskade (D) bezeichnet.

(A) lineare Kaskade (B) orthogonale Kaskade

(C) parallele Kaskade (D) zyklische Kaskade @ @
E E
2

® ®®O——o |°
o L2

EZ Ez“1

= Enzym, S = Substrat, | = Intermediat, P = Produkt
ABBILDUNG 14: DARSTELLUNG DER VIER GRUNDSATZLICHEN KASKADEN ARTEN!'9]

Fiar TAs wird haufig eine orthogonale Kaskade zur Umwandlung des Co-Produkts eingesetzt.
Die gunstigen und haufig eingesetzten Donoramine IPA und Alanin bieten dafir eine gute
Grundlage, da sie nach der Desaminierung durch einfache Reaktionen umgewandelt und
somit aus dem Reaktionsgleichgewicht der TA entzogen werden kénnen (Abbildung 15).

(A) ADH

)Niz TA, PLP )?\ NADH+H® )Oi
/ N\ -NAD®
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ABBILDUNG 15: ENZYMKASKADEN FUR DIE UMWANDLUNG DES CO-PRODUKTS VON TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN
REAKTIONEN MITTELS DONORAMIN ISOPROPYLAMIN (A) UND ALANIN (B).
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Das Co-Produkt Aceton, welches bei der Nutzung von IPA als Donoramin gebildet wird, kann
zum Beispiel durch eine Alkoholdehydrogenase (ADH) zu Isopropanol umgewandelt
werden.?% Bei Pyruvat, welches aus dem Donoramin Alanin entsteht, konnen verschiedene
Enzyme zum Einsatz kommen. Eine Lactatdehydrogenase (LDH) reduziert Pyruvat zur
Milchsaure, wohingegen eine Pyruvatdecarboxylase (PDC) Pyruvat in Acetaldehyd und
Kohlenstoffdioxid aufspaltet.”?" Im Vergleich zu den bisher genannten orthogonalen Kaskaden
stellt die Aminosauredehydrogenase (engl. amino acid dehydrogenase, AADH) in Kombination
mit einer TA eine zyklische Kaskade dar, die das Pyruvat reduziert und mit Hilfe von Ammoniak
wieder in Alanin umwandelt. Durch diesen Schritt liegt wieder neues Alanin fir die
Transaminierung vor und der Ammoniak wird zum eigentlichen Donoramin der Reaktion.???
Eine solche Kaskade kann alternativ auch flir das eigentliche Zielprodukt eingesetzt werden.
Damit das Zielprodukt anschlieRend durch moglichst einfache Aufarbeitungsschritte erhalten
werden kann, muss der zweite Reaktionsschritt reversibel sein. Diese Voraussetzung entfallt,
wenn es sich um eine mehrstufige Synthese handelt und das Zielprodukt erst durch den
zweiten Reaktionsschritt gebildet wird. Ein sehr elegantes Beispiel hierflir ist die
Zweistufensynthese von 1,2-Aminoalkoholen. Dabei wird aus einem Diketon selektiv ein
Aminoalkohol mit zwei vicinalen chiralen Zentren gebildet.?3! Wie in Abbildung 16 gezeigt, wird
das Diketon mittels TA zu einem Aminoketon und in situ durch eine ADH zum gewunschten
Aminoalkohol umgewandelt. Auf diesem Weg kdnnen durch den Einsatz von TAs und ADHs
mit unterschiedlichen Selektivitadten alle vier Diastereomere des Aminoalkohols synthetisiert
werden.

o)
)kﬂ/ PP )S/ }\z/
NH, / ; NH,
NH2 NADH+H® NAD®

J\?\

ABBILDUNG 16: ENZYMKASKADE AUS TRANSAMINASE (TA) UND ALKOHOLDEHYDROGENASE (ADH) ZUR HERSTELLUNG VON
1,2-AMINOALKOHOLEN.

Eine spezielle Herausforderung bei der Verwendung von Kaskaden ist die Wahl der optimalen
Reaktionsbedingungen fur zwei oder mehrere Teilreaktionen. Diese aufeinander
abzustimmen, geht in der Regel mit AktivitatseinbuRen einher oder muss mit komplexeren
Reaktionsauslegungen wie zum Beispiel Kompartimentierungen, umgangen werden.

1.4.4 IN SITU-PRODUKTKRISTALLISATION

Die Kristallisation ist eine im Downstream-Processing etablierte Methode zur Abtrennung oder
Aufreinigung von Produkten. Wenn die Kristallisation jedoch zeitgleich zur Reaktion stattfindet,
wird dies als in situ-Produktkristallisation (engl. in situ-product crystallization, 1SPC)
bezeichnet.['™ Durch die ISPC kénnen zusatzlich Reaktionsgleichgewichte positiv beeinflusst
und Produktinhibierungen vermindert werden. Um ein ISPC-Konzept in eine Reaktion zu
integrieren, muss die Loslichkeit des Produkts unterhalb der Gleichgewichtskonzentration der
Reaktion liegen. In den meisten Fallen ist die Loslichkeit aber zu gro® und muss durch die in
Abschnitt 1.3.3 beschriebenen Methoden gesenkt werden. Sind die dadurch definierten
Kristallisationsbedingungen nicht mit den Reaktionsbedingungen kompatibel, muss die
Reaktion auf eine externe Reaktionszone ausgelagert werden (Abschnitt 1.3.4).
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Die direkte interne ISPC ist die einfachste Prozessmdglichkeit und findet bei der Synthese
einiger Aminosauren Anwendung. Diese weisen meistens eine geringe Loslichkeit auf und
konnen somit direkt nach ihrer Synthese aus der Reaktionslosung auskristallisiert werden.?4
Im Gegensatz dazu kann bei Carbonsauren durch Zugabe von Metallionen eine ISPC durch
Salzbildung induziert werden.?® In einigen besonderen Fallen muss die Reaktionslésung
hierbei in einem zweiten Reaktor zeitweise heruntergekiihlt werden, um die Kristallisation zu
initialisieren.?®’ Ein besonderes Beispiel bildet die Synthese von Ampicillin, welches als
Trihydrat kristallisiert werden kann. Die eingesetzte Penicillin-Acylase wurde in einem
speziellen Reaktor immobilisiert und die pH-abhangigen Loslichkeiten der einzelnen
Substanzen wurden untersucht. Die Kombination dieser Methoden und der Einsatz von
Impfkristallen konnte die Ausbeute auf > 95 wt % steigern. Auf diese Art kann der Katalysator
fur Gber 200 h aktiv genutzt und die Hydrolyse vom Substrat sowie des Produkts, erfolgreich
unterdriickt werden.?”] Ein ebenfalls nennenswertes ISPC-Konzept wurde von Urbanus et al.
entwickelt. Durch Elektroden in einer externen Kristallisationszelle kann auf elektrochemischen
Weg der lokale pH-Wert gesenkt werden. Der geringere pH-Wertes protoniert die fermentativ
hergestellte Zimtsaure, welche anschlieRend zusammen mit 3-Nitrobenzamid als Co-Kristall
ausgefallt.?® Im Vergleich dazu fallen bei der herkdmmlichen fermentativen Herstellung von
Fumarsaure 1,3 Tonnen Nebenprodukte je Tonne Produkt an. Dies sind hauptsachlich Salze,
die sich aus dem Einstellen des pH-Wertes ergeben. Die so generierten Salzabfalle konnen
durch die elektrochemische Variante vollstéandig vermieden werden.?®!

Vergleichbare ISPC-Konzepte werden zudem in der Literatur oftmals anders betitelt. Haufig
auftauchende Begriffe in diesem Zusammenhang, sind die Reaktivfallungen und die
Reaktivkristallisation. Oftmals wird der Einsatz der Kristallisation zur Optimierung der Reaktion
in der Literatur nicht gesondert betitelt. In der Summe weist die ISPC als interdisziplinare
Kombination von biokatalytischen Prozessen und Kristallisation mehrere Vorteile auf. Neben
der positiven Beeinflussung des Reaktionsgleichgewichts und der Unterdriickung von
Folgereaktionen, wird das Downstream-Processing erleichtert, da das Produkt als
kontaminationsarmer Feststoff gewonnen werden kann.

1.5 KENNZAHLEN DER PROZESSENTWICKLUNG

Um chemische und biokatalytische Prozesse zu quantifizieren, gibt es verschiedene
Kennzahlen. Als Grundlage der Kinetik beschreibt die Reaktionsgeschwindigkeit r die
Anderung der Konzentration ¢ tber die Zeit t.

Ac
T At
Wie die meisten anderen Kennzahlen ist die Reaktionsgeschwindigkeit von den
Zustandsgrofien wie dem Druck und der Temperatur abhangig. Im Speziellen bei katalytischen
Prozessen wird die Reaktionsgeschwindigkeit aber auch durch die Struktur des Katalysators
beeinflusst. Kennzahlen, die das Augenmerk auf das Produkt der Reaktion legen, sind die
Ausbeute A, der Umsatz U und die Selektivitat S.

np

A= +100 %

nP,max
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n Ng
= —-100%
Nso

Die Ausbeute beschreibt wie viel Produkt np sich prozentual von der theoretisch maximal
moglichen Produktmenge npmax gebildet hat. Im Gegensatz dazu beschreibt der Umsatz die
prozentual verbrauchte Menge des Substrats und berechnet sich aus der noch vorhandenen
Substratmenge ns sowie der Substratanfangskonzentration nso. Somit stellt es die Summe der
Ausbeuten aller Substanzen dar, welche aus dem eingesetzten Substrat gebildet wurden. Aus
dem Quotienten der Ausbeute und des Umsatzes kann dann die Selektivitat berechnet
werden.

S_A
U

Die Selektivitat ist somit ein Mal} daflir, wie viel des verbrauchten Substrats in das Zielprodukt
umgewandelt wurde.

Um einen Katalysator zu quantifizieren, wird die Aktivitat a bestimmt. Diese sagt aus welche
Stoffmenge Produkt np ein Katalysator in einer bestimmten Zeit t herstellen kann.

_ Anp
“= A

Die SI-Einheit der Aktivitat ist das Katal (kat = mol/s). Im Bereich der Biokatalyse ist die Unit
(U = ymol/min) dagegen eine gangige Einheit zur Angabe von Enzymaktivitaten. Mit Hilfe der
spezifischen Aktivitat as wird die Aktivitat a pro Masse des Katalysators mga:. beschrieben.

a Anp

ag = =
Mgat. At - myq;.

Die bisher genannten Kennzahlen beschreiben nur die zugrundeliegende Reaktion und
beziehen nicht das Reaktionsgefal® beziehungsweise die entsprechende Reaktionsflihrung
mit ein. Um verschiedene Reaktoren beziehungsweise Prozessalternativen unter Verwendung
der gleichen Reaktion zu vergleichen, wurde die sogenannte Raum-Zeit-Ausbeute (engl.
space time yield, STY) eingefuhrt.

mp

STY =
VR't

Sie beschreibt die Masse an Produkt mp die pro Zeit t und Reaktorvolumen Vr gebildet wird.
Sie findet haufig bei kontinuierlichen Reaktoren Anwendung.

Bereits 1998 haben Paul Anastas und John C. Warner die zwdlf Prinzipien der Griinen Chemie
aufgestellt. Diese sollen als Grundsatze fir eine nachhaltige, umweltschonende und
energiesparende Chemie fungieren.B%
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1. Abfall vermeiden 7. Nachwachsende Rohstoffe
2. Atomokonomie / Atomeffizienz 8. Derivatisierung vermeiden
3. Ungefahrliche Synthesen 9. Katalyse

4. Entwicklung sicherer Chemikalien 10. Abbaubarkeit

5. Sichere Losungsmittel und Hilfsmittel 11. Echtzeitanalysen

6. Energieeffizienz 12. Unfallverhitung

Die Biokatalyse erfillt bereits die meisten der zwoéIf Prinzipien, was sich oft auch in den
folgenden zwei Kennzahlen widerspiegelt. Zur Normierung der Abfallmenge wurde der
sogenannte Umweltfaktor (engl. environmental factor), kurz E-Faktor, eingeflhrt.

Mypfall
mp

E — Faktor =

Er setzt die Masse an Abfall mapran Mit der Masse an Produkt mp ins Verhaltnis und sollte
optimalerweise mdglichst gering sein. In Tabelle 2 sind typische E-Faktoren aus den
verschiedenen Bereichen der chemischen Industrie aufgefiihrt.3"

TABELLE 2: E-FAKTOREN DER CHEMISCHEN INDUSTRIE.[31]

Industriebereich Masse Produkt E-Faktor
Erdélraffinerie 106 - 108 <0,1
Bulk-Chemikalien 104 - 10° <1-5
Feinchemikalien 102 - 104 5-50
Pharmazeutika 10-10° 25-100

Die Atomdkonomie oder Atomeffizienz AE hingegen, bezieht sich nicht auf die Abfallmenge,
sondern die effektiv genutzte Substratmenge. Sie beschreibt das prozentuale Verhaltnis der
eingesetzten Ausgangsstoffe im erhaltenen Produkt.®2 AE wird aus der Masse des
hergestellten Produktes mp und der Masse des eingesetzten Substrates ms berechnet und
liegt im Idealfall bei 100%.

mp
AE = — -100%
mg

Zusatzlich zu den Kennzahlen ist die Kostenstruktur des Gesamtprozesses relevant. Dieser
Aspekt umfasst unter anderem die anfallenden Substratkosten, Energie- und Arbeitskosten
sowie allgemeine Betriebskosten. Hier ist insbesondere die Aufarbeitung des Produktes zu
nennen, welche haufig einen Grolteil der Gesamtkosten ausmacht.

20



ZIEL DIESER ARBEIT

Il. ZIEL DIESER ARBEIT

Das Kernziel dieser Arbeit ist die Uberwindung der unglnstigen Gleichgewichtslage innerhalb
der Transaminase-katalysierten Reaktionen durch den Einsatz einer in situ-
Produktkristallisation. Hierbei soll durch die Zugabe einer Carbonsaure das Produktamin als
schwerldsliches Ammoniumsalz auskristallisiert werden. Infolgedessen verschiebt sich das

Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite.
mmasg-katalymerte in situ-Produktkristallisation Kontinuierliches
Reaktionen Reaktorsystem

Transa
e =9

y 7

)

(. Schlechte ) * Zugabeeiner *  Substratzufuhr
Gleichgewichtslage Carbonsdure * Immobilisierungdes
» Geringe Produktivitit * Schwerlésliche Biokatalysators
LS / Ammoniumsalze « Filtrationdes
* Verschiebungdes Produktamins

Gleichgewichts

ABBILDUNG 17: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES ZIELS DIESER ARBEIT.

Um die Produktivitdt des gesamten Reaktionssystems noch weiter zu steigern, soll es zu
einem kontinuierlichen Prozess erweitert werden. Hierfir soll die kontinuierliche
Nachdosierung der Substrate und der Carbonsaure untersucht werden. Dabei soll das
Produktamin mittels Filtration und ohne Kontamination durch das Donoramin von der
Reaktionslésung separierbar sein. AbschlieRend soll ein Reaktor entwickelt werden, der den
kontinuierlichen Prozess in den Gramm-Malstab skaliert und somit die Eignung fir eine
praparative Nutzung demonstriert.
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1. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
3.1 KOMBINATION VON TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN UND ISPC

In einem Screening bei einem pH-Wert von 7,5 wurde das Léslichkeitsverhalten von zwolf
Ammoniumsalzen mit 79 Carbonsauren untersucht.® Die Carbonsauren, die dabei
schwerldsliche Salze ausbildeten, wurden flr die weiteren Untersuchungen eingesetzt.
Zusatzlich wurden die verwendeten Amine in die Kategorien Donoramin und Produktamin
eingeteilt. Kleine, kostenglinstige Amine wie zum Beispiel IPA werden in Transaminase-
katalysierten Reaktionen haufig als Donoramin eingesetzt. Substituierte, aromatische Amine
wurden beim Screening als Produktamine angesehen, da sie aus synthetischer Sicht
interessanter sind und als Vorstufen flir komplexere Synthesen eingesetzt werden kénnen.
Eine Carbonsaure, die Produktamine auskristallisiert, Donoramine aber nicht, kann als
selektives Fallungsmittel fir das ISPC-Konzept eingesetzt werden. Aus diesem Grund wurde
diese Unterteilung bereits beim Loslichkeitsscreening bericksichtigt. Die drei in Abbildung 18
gezeigten Carbonsauren erwiesen sich schliellich als vielversprechend.
4-Chlor-3-nitrobenzoesaure (engl. 4-chloro-3-nitrobenzoic  acid, @ 43CNA) und
Diphenylessigsaure (engl. diphenylacetic acid, DPAA) bildeten dabei mit allen Produktaminen
sowie mit wenigen Donoraminen einen sichtbaren Niederschlag. 3,3-Diphenylpropionsaure
(engl. 3,3-diphenylpropionic acid, 3DPPA) hingegen wies keine aulerordentliche Selektivitat
auf, da es sowohl Produktamine als auch Donoramine auskristallisierte. Die Carbonsaure
wurde dennoch flir weitere Untersuchungen eingesetzt, da sie mit zehn der getesteten Amine
schwerldsliche Salze bildete.

(0]
0 (0] OH

O

OH

@ I
Sy oD U
Cl
4-Chlor-3-nitrobenzoesaure Diphenylessigsaure 3,3-Diphenylpropionsaure

43CNA DPAA 3DPPA
ABBILDUNG 18: CARBONSAUREN FUR DIE AMMONIUMKRISTALLISATION IN TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN.

®=z

Um die Vertraglichkeit der Carbonsauren gegenuber TAs zu Uberprifen, wurde die in
Abbildung 19 gezeigte Modellreaktion aufgestellt. Acetophenon (AP) wird dabei als
Aminakzeptor eingesetzt und IPA als Donoramin, da beide sehr kostengunstig sind und von
den meisten TAs als Substrat angenommen werden. Zusatzlich bildet das durch die Reaktion
entstehende (S)-1-Phenylethylamin (PEA) schwerldsliche Salze mit den drei ausgewahlten
Carbonsauren.
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Biokatalyse Kristallisation
(0]
@
O NH
TA, PLP 2 R)J\OH NHs Q
_— - + )J\@
ales SRS
AP )Niz )?\ PEA
IPA Aceton

ABBILDUNG 19: KONZEPT ZUR KOMBINATION VON TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN UND /N SITU-
PRODUKTKRISTALLISATION.

Im Zuge dieser Arbeit wurden sechs (S)-selektive Amintransaminasen (ATA) aus Aspergillus
fumigates (AfATA), Gibberella zeae (GzATA), Neosartorya fischeri (NfATA), Aspergillus
oryzae (AoATA), Aspergillus terreus (AtATA), und Ruegeria (Silicibacter) pomeroyi (SpATA)
und eine (R)-selektive ATA aus Mycobacterium vanbaalenii (MvATA) mit sehr hohen
Selektivitaten (ee >99 %) eingesetzt. Die Selektivitat wurde nicht weiter betrachtet oder
untersucht, da sie durch die Kristallisation nicht beeinflusst werden kann. Unter Verwendung
dieser sieben ATAs zeigte sich schlieRlich, dass sowohl 43CNA, als auch DPAA den Grolteil
der ATAs nahezu vollstandig inhibieren (Abbildung 20).
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ABBILDUNG 20: EINFLUSS VON 43CNA, DPAA uUND 3DPPA AUF AMINTRANSAMINASE-KATALYSIERTE REAKTIONEN.
REAKTIONSBEDINGUNGEN: 200 MM PHOSPHATPUFFER PH 7,5, 10 MM ACETOPHENON, 500 MM (43CNA unD DPAA) ODER
250 MM (3DPPA) ISOPROPYLAMIN, 5 MG/ML LYOPHILISIERTES ZELLEXTRAKT, 30 °C, 22 H.

3DPPA zeigte auf Grund der geringen Lo&slichkeit von <25 mM unter den gewahlten
Bedingungen nur eine geringe bis nicht messbare Inhibierung der untersuchten ATAs. Um zu
belegen, dass 3DPPA keinen negativen Einfluss auf die ATAs hat, und zusatzlich auch das
Reaktionsgleichgewicht auf die  Produktseite  schiebt, wurden anschlieRend
Vergleichsexperimente durchgefuhrt. Hierfur und fur alle folgenden Experimente wurde die
ATA aus Ruegeria (Silicibacter) pomeroyi genutzt.
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Die in Abbildung 21 aufgeflhrten Daten zeigen, dass durch die Zugabe der Carbonsaure eine
deutliche Steigerung der Ausbeute moglich ist.
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ABBILDUNG 21: ZEITVERLAUFSKURVEN FUR EINE TRANSAMINASE-KATALYSIERTE SYNTHESE VON (S)-1-PHENYLETHYLAMIN
MIT UND OHNE ISPC. REAKTIONSBEDINGUNGEN: 200 MM PHOSPHATPUFFER PH 7,5, 100 MM ACETOPHENON, 250 MM
ISOPROPYLAMIN, 15 MG/ML LYOPHILISIERTER GANZE ZELLEN, 30 °C unD 0 MM Bzw. 125 MM 3DPPA.

Zu sehen ist, dass die Modellreaktion nach etwa 24 h ihre Gleichgewichtslage bei ca. 19 mM
erreicht hat, was dem thermodynamischen Gleichgewichtszustand bei einem 2,5-fachen
Uberschuss von IPA entspricht. Durch die Zugabe von 125 mM 3DPPA steigt neben der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit, auch die Produktkonzentration im Gleichgewichtszustand
auf 75 mM. Zusatzlich wurde in der nachfolgenden Aufreinigung eine hohe Produktsalz-
Reinheit bestimmt, was auf eine selektive Kristallisation hinweist. Die Selektivitat der
Kristallisation lasst sich mit der geringen Ld&slichkeit von 3DPPA begrinden. Diese liegt
deutlich unterhalb der Léslichkeit des Ammoniumsalzes von IPA (ca. 55 mM). Demzufolge ist
die 3DPPA-Konzentration in L6sung unter den gegebenen Bedingungen nicht hoch genug, um
die Loslichkeitsgrenze des IPA-Salzes zu Uberschreiten. Abschliel3end konnte gezeigt werden,
dass sich dieses Prinzip auf substituierte und aliphatische Substrate Gbertragen lasst. Hierflr
wurden, wie in Tabelle 3 zu sehen, verschiedene aromatische und aliphatische Substrate
ausgewahlt und unter den gleichen Reaktionsbedingungen umgesetzt.
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TABELLE 3: ERWEITERTES SUBSTRATSPEKTRUM FUR ISPC-UNTERSTUTZTE TRANSAMINASE-KATALYSIERTE REAKTIONEN.
REAKTIONSBEDINGUNGEN: 200 MM PHOSPHATPUFFER PH 7,5, 100 MM ACETOPHENON, 250 MM ISOPROPYLAMIN, 15
MG/ML LYOPHILISIERTE GANZE ZELLEN, 30 °C unD 125 MM 3DPPA FUR ISPC.

A VT - I
RMJ\ — RH)\ A 3pPPA
n -Aceton n R
R n Referenz Umsatz / % ISPC Umsatz / % ee(S) !/ %
Ph 0 19 75 >99,5
m-F-Ph 0 21 69 >99,5
p-F-Ph 0 11 61 >99,5
m-CI-Ph 0 8 46 >99,5
p-Cl-Ph 0 8 65 >99,5
m-MeO-Ph 0 10 37 >99,5
p-MeO-Ph 0 4 8 >99,5
Cyclohexyl 0 0 8 n.d.
Me 2 61 53 n.d.
Me 3 37 72 >99,5
Me 4 20 78 98,7
iPr 1 36 96 n.d.

In nahezu allen Experimenten flhrte der Einsatz des ISPC-Konzeptes zu einer Erhdhung des
Gleichgewichtsumsatzes. Die einzige Ausnahme bildete 2-Pentanon (R = Me, n = 2), da das
Reaktionsprodukt (S)-2-Aminopentan strukturell dem Donoramin IPA sehr ahnlich ist, wodurch

die Loslichkeiten der Salze ebenfalls sehr ahnlich sind. Aus diesem Grund kann das

Reaktionsprodukt in diesem Fall nicht selektiv auskristallisiert werden.
Das hier gezeigte ISPC-Konzept kann unabhangig von der Art der ATA eingesetzt werden,
sofern die eingesetzte Carbonsaure nicht inhibierend wirkt. Somit ist es fur eine Vielzahl von
Aminsynthesen anwendbar und kann durch den Einsatz verschiedener Carbonsauren noch
weiter optimiert werden. Des Weiteren wurde das vorgestellte Konzept zum Patent
angemeldet, welches am 10.06.2020 erteilt wurde.?4
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3.2 GRUNDLAGEN FUR EINE KONTINUIERLICHE REAKTIONSFUHRUNG

Obwohl das vorgestellte ISPC-Konzept grundlegend die Ausbeute von ATA-katalysierten
Reaktionen erhdht, ist es flr groRtechnische Anwendungen noch nicht geeignet, da infolge
einer geringen Reaktionsgeschwindigkeit eine unzureichende Produktivitat erzielt wird. Dies
aulert sich primar durch Reaktionszeiten von bis zu sieben Tagen. Eine Option zur
Uberwindung dieser geringen Produktivitat ist die Uberfilhrung des Konzepts in einen
kontinuierlichen Prozess. Die Substratzufuhr ist dabei das Hauptproblem, da das Produktamin
durch die ISPC aus der Reaktionslésung gefallt wird und das Nebenprodukt Aceton theoretisch
durch Inertgas oder Vakuum entfernt werden kann. In den bisherigen Experimenten hatten
AP-Konzentrationen von 100 mM zudem keinen sichtbar inhibierenden Einfluss auf die
Reaktion. Aus diesem Grund wird diese vergleichsweise hohe Konzentration auch fur alle
folgenden Experimente eingesetzt.

Ein Problem stellt der Einsatz und das Nachdosieren groRerer Mengen IPA und 3DPPA dar.
Beide Substanzen beeinflussen den pH-Wert, welcher infolgedessen Uberwacht und
nachjustiert oder tber konzentrierte Pufferldsungen stabilisiert werden muss. Zusatzlich liegt
3DPPA auf Grund seiner geringen Léslichkeit als Suspension vor, die sich kontinuierlich
nachlést.

Eine alternative Option, die das Dosierproblem von IPA und 3DPPA umgeht, ist die
Verwendung eines Donorsalzes.® Hierbei handelt es sich um ein Salz aus IPA und 3DPPA,
welches als Feststoff in die Reaktionslésung gegeben werden kann. Das Salz wird im
Reaktionsfortschritt kontinuierlich nachgeldst und halt hierdurch die Konzentrationen von IPA
und 3DPPA auf einem nahezu konstanten Wert. Da es beim Nachlésen des Donorsalzes zu
keiner Veranderung des pH-Wertes kommt, muss dieser auch nicht nachjustiert werden.
Zusatzlich hat die feste Donorsalzphase keinen Einfluss auf die Reaktion, weswegen das Salz
auch in grofleren Mengen dazugegeben werden kann. Das Nachdosieren erfolgt dadurch
automatisch. Somit wird das bisherige ISPC-Konzept, wie in Abbildung 22 dargestellt, um den
Einsatz des Donorsalzes erweitert.

Amintransaminase

Verdampfen\
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. ] ® o
: NH3 o 7 )2\ )j\ NH3 @ NH;Cl
2_ 2_
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| IPA-3DPPA JJ\ J\/‘( 3MPEA-3DPPA ! 2) + HCI 3MPEA-HCI
____________________ R -~ i
R
kontinuierliches Lésen| konitnuierliches
des Donorsalzes MAP SMPEA Kristallisieren

des Produktsalzes

(semi)kontinuierliche Zugabe |

thermodynamische Verschiebung

ABBILDUNG 22: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES KONTINUIERLICHEN LOSENS VON DONORSALZ UND KRISTALLISATION VON
PRODUKTSALZ BEI TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN. R'=ALIPHATISCH/AROMATISCH, R2=CH2-CH(PH)a.

AnschlieBend wurden Untersuchungen zur Optimierung der verschiedenen Parameter
durchgefuhrt, woraus sich die in Tabelle 4 gezeigten Reaktionsbedingungen ergaben.
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TABELLE 4: OPTIMIERTE KONZENTRATIONEN FUR DIE DONORSALZ-GESTUTZTE ISPC VON TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN
REAKTIONEN BEIPH 7,5 UND 30 °C.

Substanz Konzentration
HEPES 25 mM
3MAP 100 mM

IPA-3DPPA 125 mM

IPA 100 mM
PLP 5mM
Enzym 12 U/ml

Fir die folgenden Versuche wurde 3-Metoxyacetophenon (3MAP) als Substrat eingesetzt, da
es bereits in frGheren Experimenten gute Umsatze erzielte (Tabelle 3, R = m-MeO-Ph).
Zusatzlich hat das Reaktionsprodukt (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin (3MPEA) als
Grundbaustein flr das Medikament Rivastigmin eine pharmazeutische Anwendung und ist
somit von industriellem Interesse (Abbildung 23). Rivastigmin ist ein hochpotentes Arzneimittel
zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit im Frihstadium. Studien zeigten, dass das (S)-
Enantiomer potenter ist als das (R)-Enantiomer. Um Komplikationen zu vermeiden sollte
demnach die enantiomerenreine (S)-Form eingesetzt werden. !

o) NH, | SN
ATA, PLP
_0O T _0O —, ~N \H/O
—_—
; i o
3MAP )Niz )OJ\ 3MPEA (S)-Rivastigmin
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ABBILDUNG 23: ATA-KATALYSIERTE REAKTION ZUR SYNTHESE VON 3MPEA ALS GRUNDBAUSTEIN FUR RIVASTIGMIN

Die oben genannten Bedingungen mit 3MAP als Substrat ermdglichen die Durchfuhrung einer
halbkontinuierlichen Reaktion, deren Ergebnisse in Abbildung 24 gezeigt sind. Das
entstandene Aceton wurde ausgetragen, indem alle 24 h fur eine Stunde ein leichtes Vakuum
angelegt wurde. Anschlielend wurde die Reaktionslésung beprobt, um die Produkt- und
Substratkonzentration zu bestimmen. Basierend darauf wurde dann die Konzentration von
3MAP und IPA-3DPPA auf ihre Ausgangskonzentration eingestellt.
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ABBILDUNG 24: PRAPARATIVER ISPC-PROZESS FUR DIE SYNTHESE VON (S)-1-(3-METHOXYPHENYL )ETHYLAMMONIUM-3,3-
DIPHENYLPROPIONAT. REAKTIONSBEDINGUNGEN: 30°C, 25 MM HEPES-PurFFerR PH 7,5, 100 MM 3MAP, 125 MM IPA-
3DPPA 100 MM IPA, 12 U/ML LYOPHILISIERTE GANZE ZELLEN MIT 1 H PARTIELLEN ACETON-ENTFERNUNG ALLE 24 H.

Der beobachtete Einbruch in der steigenden Ausbeute ist durch einen Verlust an
Enzymaktivitat zu erklaren, welche durch Zugabe von zusatzlicher ATA aufgefangen werden
konnte. Um die Reaktion zu beenden, wurde nach 192 h ausschliedlich 3MAP zugegeben.
Infolgedessen wird das restliche, fest vorliegende IPA-3DPPA aufgebraucht und die
Reaktionsgeschwindigkeit sinkt. Durch diesen hauptsachlich verfahrenstechnischen Ansatz
konnte die Ausbeute nochmal deutlich gesteigert werden. Eine detaillierte Ausfihrung des
Reaktionskonzeptes findet sich darlber hinaus auch in ,Applied Biocatalysis: The Chemist’s
Enzyme Toolbox“, welches 2020 erschien."!

28



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.3 DESIGN EINES REAKTORMODELLS

Obwonhl der in Abschnitt 3.2 entwickelte halbkontinuierliche Prozess bereits vergleichsweise
Uberdurchschnittlich hohe Produktkonzentrationen erreichen konnte, bietet er Ansatze fir
Verbesserungen. Die mit zunehmender Feststoffmenge steigende Viskositat der
Reaktionsmischung erschwert zum Beispiel eine homogene Durchmischung. Zusatzlich
besteht die Salzphase wahrend der Reaktion nicht mehr nur aus Produktamin und
Carbonsaure, sondern auch zu grof3en Teilen aus Donoraminsalz. Dies kann zwar durch das
Auslassen der Nachdosierung des Donorsalzes verringert werden, ganzlich ausgeschlossen
ist die IPA-Kontamination dadurch aber nicht. Das kontinuierliche Abtrennen des
Produktsalzes ist infolgedessen praktisch unmdéglich. Damit das Produktsalz permanent und
rein aus der Reaktionslésung gewonnen werden kann, sollte es raumlich vom Donorsalz
getrennt werden. Dies bedingt den Einsatz eines alternativen Reaktormodells. Zusatzlich
mussen die Zellen in einem Teil des Reaktors zurickgehalten werden, um die Kontamination
des Produktsalzes mit Zellen zu vermeiden. Zeitgleich soll dadurch das Verstopfen von Filtern,
die im spateren Reaktorsystem oder bei der Aufarbeitung eingesetzt werden, verhindert
werden. Fir das Zurickhalten der Zellen wurde der in Abbildung 25 gezeigte Membranreaktor
mit einer Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) konstruiert.®!
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ABBILDUNG 25: REAKTORGEOMETRIE DES MEMBRANREAKTORS MIT POLYVINYLIDENFLUORID-MEMBRAN (PVDF).

Die Membran mit einem cut-off von 0,2 ym unterteilt den Reaktor in zwei Kammern, der
Enzymkammer und der Salzkammer. In der Enzymkammer werden die Zellen durch die
Membran zurlickgehalten, sodass sie nicht in die Salzkammer und somit auch nicht ins
restliche Reaktorsystem gelangen. Zusatzlich basiert der Durchfluss durch die Membran
ausschliel3lich auf Diffusion der Reaktanten und wird nicht durch einen Druckunterschied
erzwungen. Dadurch wird das Risiko flr Fouling, also das Verschmutzen und dadurch
Blockieren der Membran, gesenkt. Fur die Durchfihrung der Transaminase-katalysierten
Reaktion im Membranreaktor, wurde die ATA in die Enzymkammer gegeben. Die Salzkammer
ist sowohl mit festem Donorsalz zur Sattigung als auch mit festem Produktsalz ausgestattet,
welches als Impfkristall dient.
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ABBILDUNG 26: SMPEA-KONZENTRATIONSVERLAUF DER BEIDEN KAMMERN DES MEMBRANREAKTORS.
REAKTIONSBEDINGUNGEN: 30°C, 25 MM HEPES-PUFFER PH 7,5, 100 MM 3MAP, 125 vM IPA-3DPPA, 100 MM IPA, 12
U/ML LYOPHILISIERTE GANZE ZELLEN UND 566 MG 3SMPEA-3DPPA ALS IMPFKRISTALLE IN DER SALZKAMMER.

Abbildung 26 zeigt, dass sich das Produkt hauptsachlich in der Salzkammer akkumuliert. Die
Produktkonzentration bleibt in der Enzymkammer konstant und entspricht der
Loslichkeitsgrenze des Produktsalzes. In der Salzkammer steigt sie dagegen bis zur
Gleichgewichtslage der gesamten Reaktion an. Daruber hinaus wurde durch einen Bradford-
Test die Akkumulation des Proteins in der Salzkammer ausgeschlossen. Somit ist gezeigt,
dass die Diffusion des Produktamins durch die PVDF-Membran und die
Wachstumsgeschwindigkeit der Produktsalzkristalle hoher sind als die
Reaktionsgeschwindigkeit der ATA. Bei gleicher Geschwindigkeit ware eine Nukleation in der
Enzymkammer mdglich. Der Membranreaktor wurde anschlieRend zu dem in Abbildung 27
dargestellten Reaktorsystem erweitert. Aus dem Blickwinkel der Reaktionsfihrung andern sich
die Reaktionsbedingungen durch diesen Versuchsaufbau nur geringfiigig. Die biokatalytische
Reaktion findet weiterhin in der Enzymkammer statt, wohingegen die Salzkammer nur noch
einen simplen Durchflussbereich flr die klare Mutterlauge darstellt. Der Kontakt der
Mutterlauge mit der Enzymkammer besteht wie zuvor Uber die Membran. Uber sie kann
frisches Substrat in die Enzymkammer diffundieren und entstandenes Produktamin aus dieser
heraus. Anschliel3end flie3t die Reaktionslésung in den ersten CSTR, den Kristallisator, in dem
Impfkristalle des Produktsalzes vorliegen. Der automatische Fluss wurde an dieser Stelle des
Versuchsaufbaus durch einen Hohenunterschied zwischen Membranreaktor und Kristallisator
sichergestellt. Das Durchstromen des Membranreaktors fiihrt zu einer Ubersattigung der
Mutterlauge mit dem Produktsalz. Die Ubersattigung wird anschlieRend im Kristallisator an den
Impfkristallen abgebaut und somit auf die Loslichkeitskonzentration reduziert. Durch einen
Filter, mit einer PorengréRen von 11 um, werden die festen Salze zurtickgehalten und die
Mutterlauge in den zweiten CSTR, den sogenannten Sattiger, Uberfihrt. In diesem
Reaktionsgefald werden das im Membranreaktor verbrauchte Donoramin und die im
Kristallisator ausgefallte Carbonsaure automatisch bis zur Ldslichkeitsgrenze des Donorsalzes
nachdosiert. Von hier wird die klare Mutterlauge wieder in den erstgenannten Membranreaktor
transferiert und der Kreislauf geschlossen.
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ABBILDUNG 27: REAKTIONSSCHEMA DER KONTINUIERLICHEN TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTION MIT KONSTANTEM
LOSEN DES DONOSALZES (LINKS) UND PRODUKTSALZKRISTALLISATION (RECHTS) IN GETRENNTEN GEFAREN.

Um die Produktivitdt dieses Reaktorsystems zu uberprifen, wurde die in Abbildung 27
gezeigte Reaktion durchgefiihrt. Die zu Beginn konstant bleibenden Produktkonzentrationen
in der Enzymkammer (Abbildung 28) belegen die erfolgreiche Funktionsweise des
Reaktorsystems. Innerhalb von 33 h wurde 1 g Produktsalz gebildet, was einer Produktivitat
von 1,2 g/(L-d) entspricht.
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ABBILDUNG 28: 3SMPEA-KONZENTRATIONSVERLAUF IN DER ENZYMKAMMER UND DEM GESAMTEN REAKTORSYSTEM.
REAKTIONSBEDINGUNGEN: 30°C, 25 MM HEPES-PUFFER PH 7,5, 100 MM 3MAP, 125 vM IPA-3DPPA 100 MM IPA, 12
U/ML LYOPHILISIERTE GANZE ZELLEN UND 1 G SMPEA-3DPPA ALS IMPFKRISTALLE IM KRISTALLISATOR.

Nach 33 h wurde schlieRlich eine unerwinschte Kristallisation des Produktamins in der
Enzymkammer beobachtet. Diese flihrte dazu, dass das entstehende Produktamin ab diesem
Zeitpunkt nur noch dort kristallisiert und nicht mehr im Kristallisator. Dies kann durch eine
unzureichende Durchmischung der Enzymkammer oder ein Verstopfen der PVDF-Membran
hervorgerufen worden sein. Fur eine vollstandig kontinuierliche Fahrweise musste zusatzlich
noch das Nebenprodukt Aceton aktiv entfernt werden, da es sonst in der Reaktionslésung
akkumuliert wird und so die Rickreaktion begunstigt. Grundsatzlich kann dies, wie in Abschnitt
1.4.1 beschrieben, durch Inertgas Austragen werden. Dies ist aber im groflen Malstab nicht
ohne Weiteres mdglich, da andere Substanzen wie Wasser oder das Substrat mit ausgetragen
werden koénnen. Die zunehmende Feststoffmenge im Kristallisator hat auf das
Reaktionsgleichgewicht grundsatzlich keinen Einfluss. Durch eine zu groRRe Feststoffmenge
kann es hier aber zu einer unzureichenden Durchmischung oder sogar Verklumpung kommen.
Demzufolge steht weniger Oberflache fir die Kristallisation zur Verfligung. Eine regelmaRige
Entnahme eines Teils der Produktsalzkristalle ist demnach flir einen kontinuierlichen Prozess
empfehlenswert.

Die hier gezeigten Ergebnisse belegen, dass durch den Einsatz von nicht-katalytischen Mitteln
sowohl das Reaktionsgleichgewicht einer Transaminase-katalysierten Reaktion positiv
beeinflusst als auch zeitgleich das Downstream-Processing deutlich erleichtert werden kann.
Wie in den vorherigen Abschnitten beschrieben, bietet die ISPC die Grundlage fir ein
erleichtertes Downstream-Processing, was durch ein intelligentes Reaktorkonzept genutzt
werden kann.
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V. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Untersucht wurde die Entwicklung einer in situ-Produktkristallisation zur
Gleichgewichtsverschiebung von thermodynamisch-limitierten Transaminase-katalysierten
Reaktionen. Dadurch sollte auf nicht-katalytischem Weg die Produktivitat gesteigert sowie die
Gewinnung des biokatalytisch erzeugten Produktamins erleichtert werden.

Zu diesem Zweck wurde mittels Loslichkeitsscreening eine Carbonsaure gesucht, die mit
ausgewahlten Produktaminen ein schwerldsliches Ammoniumsalz bilden. Die Carbonsaure
3,3-Diphenylpropionsaure ist in der Lage ausgewahlte Amine selektiv aus der Reaktionslésung
auszukristallisieren, wobei das eingesetzte Donoramin Isopropylamin in Lésung verbleibt.
Dadurch konnte in verschiedenen Batch-Reaktionen das Reaktionsgleichgewicht signifikant
auf die Produktseite verschoben werden. Die Zugabe einer Carbonsaure stellte dabei den
entscheidenden Vorteil gegenudber herkdbmmlichen  Amintransaminase-katalysierten
Reaktionen dar.

Da die Produktivitdt auch unter Zuhilfenahme der in situ-Produktkristallisation zu gering ist,
wurde darauf aufbauend der Einsatz eines Donorsalzes aus Isopropylamin und 3,3-
Diphenylpropionsaure untersucht. Durch die Zugabe dieses Ammoniumsalzes konnte eine
automatische kontinuierliche Nachdosierung der beiden Komponenten eingefuihrt werden,
wodurch eine halbkontinuierliche Prozessflihrung erméglicht wurde. Auf diesem Weg kénnen
durch eine Eintopfsynthese verschiedene chirale Amine biokatalytisch hergestellt werden. Die
Grenzen dieses Verfahrens in Bezug auf das Substratspektrum und die Produktivitat sind von
den eingesetzten Transaminasen und Carbonsduren abhangig und sind je nach Anwendung
zu ermitteln.

Der Nachteil dieses Donorsalz-basierten ISPC-Konzepts ist die Verunreinigung des
Produktsalzes mit anderen Feststoffen wie beispielsweise der Zellmasse oder mit Donorsalz.
Um diese zu vermeiden, wurde ein Membranreaktor entwickelt, der Zellen von den Salzen
separiert. Eine Rezyklierung der Zellen sowie der einfache Austausch der Zellmasse bei
Aktivitatsverlust wird dartber hinaus parallel gewahrleistet. Dabei kénnen eine optimierte
Reaktorgeometrie oder eine alternative Immobilisierungsmethode die enzymatische Aktivitat
an dieser Stelle zusatzlich steigern. Um Produkt- und Donorsalz dauerhaft voneinander zu
trennen wurde der Membranreaktor um zwei kontinuierlich betriebene Reaktionsgefalle
erweitert. Das so entwickelte Reaktorsystem stellt einen semi-kontinuierlichen Prozess dar,
aus dem das Produktamin als festes Salz abfiltriert werden kann, ohne etwaige
Verunreinigungen mit Donoramin oder anderen Substanzen der Reaktionsldsung.
AbschlieRend konnte gezeigt werden, dass die in situ-Produktkristallisation eine sinnvolle
Erweiterung von Transaminase-katalysierten Reaktionen darstellt. Sie steigert nicht nur die
Produktivitdt, sondern erleichtert auch deutlich das Downstream-Processing. Zusatzlich ist
sowohl das Konzept als auch das Reaktorsystem unabhangig von der eingesetzten
Transaminase und der eingesetzten Carbonsaure, was eine hohe Flexibilitdt ermoglicht.
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Abstract: The synthesis of enantiopure amines via amine trans-
aminases involves several challenges including unfavorable re-
action equilibria and product inhibition. Described here is a
non-catalytic approach to overcome such problems by using
an in situ-product crystallization (ISPC) to selectively remove a
targeted product amine from an amine transaminase-catalyzed
reaction. The continuous removal of the product amine from

its reaction solution as a barely soluble salt effectively yields a
displacement of the reaction equilibrium towards the products
and facilitates a simple downstream processing approach via
filtration. The targeted product amine is eventually obtained
from the salt, while the counterion compound can be easily
recycled.

Introduction

Biotransformation became a powerful technique over the past
decades for the synthesis of valuable compounds on laboratory
and industrial scale.!'™”! Herein pyridoxal 5-phosphate (PLP)-
dependent transaminases (TAs) and especially amine trans-
aminases (ATAs) have gained in recent years a significant impact
on the synthesis of optically pure amines, which are valuable
building blocks for various agrochemicals and active pharma-
ceutical ingredients, e.g. sitagliptin.®'¥ These enzymes cata-
lyze the deamination of a primary amine (amine donor) with a
simultaneous amination of an aldehyde or ketone (amine ac-
ceptor). The transamination-reaction can be carried out as a
kinetic resolution of a racemic amine or an asymmetric synthe-
sis from the respective prochiral ketone.' Due to a maximum
yield of 100 % the asymmetric synthesis is in theory preferred,
especially if a catalyst with high enantioselectivity is used.!'®!
Unfortunately, thermodynamic limitations and certain product
inhibitions tend to limit the applicability of transaminases in
asymmetric synthesis, which needs to be overcome for syn-
thetic purposes.'’2" Aside using an uneconomic excess of
amine donor, complex (co)product removal techniques are cur-
rently considered, e.g. enzymatic cascades, membrane proc-
esses and non-catalytic side reactions.?273% Such techniques
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unfortunately increase the overall complexity of biocatalytic re-
action systems, require additional or tailor-made co-substrates,
and generate further by-products.2'-34

With this study we present a novel crystallization-based ap-
proach for the direct removal of a desired product amine from
an amine transaminase-catalyzed reaction (Scheme 1).

@
o NH;
‘ = TAPLP =
= —=
1a / \. 2a
NH3 o]
o
+R-COO
3 4
©
+R-CO0O
e . R-COO  NH;
: SN ¢
1R-COO NHj !
””” 5 6a
high salt solubility ~ barely soluble salt
no crystallization crystallization

Scheme 1. Combination of an in situ-product crystallization (ISPC) with an
amine transaminase-catalyzed reaction to yield a barely soluble 1-phenyleth-
ylamine salt.

Results and Discussion

The product amine 2 is herein selectively crystallized from solu-
tion as a barely soluble amine salt 6, while all other reactants,
especially the applied donor amine 3, remain in solution. This

2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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in situ-product crystallization (ISPC) continuously removes the
desired product amine from solution and thus yields an equilib-
rium displacement towards the products.?>737) The counterion
(here shown as a carboxylate) is added directly to the reaction
solution and can be isolated for reuse from the formed solid
salt. A stoichiometric use of the carboxylate in comparison to
all applied amines is not required (see below).

Firstly, the main requirement of this concept is the choice of
a specific counterion, which generates a barely soluble salt with
the target amine for its crystallization, while the donor amine
salt is not crystallized. Unfortunately, most commonly used
amine salts, especially amine halide salts, show very high solu-
bility in aqueous solutions, and thus are not applicable for such
an ISPC concept. Moreover, simple and reliable predictive ap-
proaches for amine salt solubilities are not available. Second,
the used transaminase has to tolerate the required concentra-
tion of the chosen counterion. Third, the formed salt has to be
stable under process conditions and should be easily recovered
from the reaction mixture (filtration).

Consequently, commercially readily available aliphatic, aro-
matic and heteroaromatic carboxylic acids were selected and
screened as their respective carboxylate salts towards common
amines from an amine transaminase-catalyzed reaction. 1-
Phenylethylamine and substituted derivatives 2a-f served as
model product amines, and were compared with typical donor
amines such as isopropylamine 3, racemic 2-butylamine, oL-
alanine and L-alanine (see Supporting Information for further
details). Here the salt of the product amine needs to exhibit a
significant lower solubility than its donor amine salt counter-
part since the donor amine is still applied with an excess. This
straight-forward screening approach resulted in two benzyl-
benzene-based acids and three benzoic acid derivatives that
matched the above-mentioned criteria (as the respective carb-
oxylate ions at pH 7.5) (Scheme 2). Noteworthy, all three
benzoic acid derivatives show a 3,4-substitution pattern, which
seems to be beneficial for the crystallization of enantiopure 1-
phenylethylamine.

COOH COOH

oo o

diphenylacetic acid 3,3-d\phenylproplonlc acid
DPAA 3DPPA

CI:©/COOH OZN:©/COOH OZN:©/COOH
Cl OzN Cl
3 4-dichloro-benzoic acid  3,4-dinitro-benzoic acid 4-chloro-3-nitrobenzoic acid

Scheme 2. Investigated carboxylic acids for an in situ-product crystallization
of amines from an amine transaminase-catalyzed reaction.

For example, the isopropylamine salt of 4-chloro-3-nitro-
benzoic acid (43CNA) 5 shows a very high solubility of
993 mmol L™, whereas the 1-phenylethylamine salt of 43CNA
6a is considerable less soluble with 22 mmol L™'. As given by
LE CHATELIER's principle, the solubility of such amine salts can
be further reduced if an over-stoichiometric amount of carb-
oxylate is added to the mother liquor, which pushes the equilib-

Eur. J. Org. Chem. 2018, 2130-2133 www.eurjoc.org

2131

Eur|OC

Communication

European joumal
of Organic: Chemisiry

rium from the dissociated forms in solution towards its non-
dissociated solid salt form (precipitated).

The applicability of the three best acids was tested with 7
exemplary amine transaminases from Aspergillus fumigates
(AfATA), Gibberella zeae (GzATA), Neosartorya fischeri (NfATA),
Aspergillus oryzae (AoATA), Aspergillus terreus (AtATA), Mycobac-
terium vanbaalenii (MvATA) and Silicibacter pomeroyi (SpATA)

(Figure 1).

: sl
fATA AoATA] AATA \ MvATA\ SpATA
transaminases / -

60
Il reference (no acid)

|50 mM 43CNA
50 mM DPAA
% 12.5 mM 3DPPA

conversion / %

AL
[

ATATA | GZATA

Figure 1. Effects of 43CNA, DPAA and 3DPPA on selected amine trans-
aminases. Conditions: 200 mm phosphate buffer pH 7.5, 10 mm acetophenone
1, 500 mm (43CNA and DPAA) or 250 mm (3DDPA) isopropylamine, 5 mg mL™
lyophilized cell extract, 30 °C, 22 h; the obtained concentrations of 2 were
intentionally held below the solubility limit of product salt 6 to prevent an
undesired in situ-product crystallization; 43CNA was chosen as a representa-
tive of the identified benzoic acid derivatives.

The results show that almost all investigated amine trans-
aminases are already strongly inhibited by 50 mm of the more
soluble acids 43CNA and DPAA. Herein MvATA and SpATA were
identified as the most stable enzymes. A noticeable exception
from these results is the acid 3DPPA, which is only sparingly
soluble in buffered solutions. This effectively limits the carboxyl-
ate concentration in an aqueous solution to a maximum of
< 25 mm, depending on temperature and pH. The excess of
solid 3DPPA remains suspended in the reaction mixture. Such a
low 3DPPA-concentration also does not significantly inhibit the
investigated ATAs. Fortunately, the investigated 3DPPA-salts ex-
hibit the lowest solubility of product amine salt 6, which fits
perfectly into the above mentioned ISPC-requirements (Table
S3 and S4, supporting information). Consequently, 3DPPA was
identified as the most valuable acid for the application in a
crystallization-based in situ-product removal (ISPR) of amine 2
from an amine transaminase-catalyzed reaction.

The use of 3DPPA in combination with an exemplary SpATA-
catalyzed conversion of 100 mm acetophenone 1a to (S)-1-
phenylethylamine 2a shows clearly the synthetic advantage of
an acid-based ISPC (Figure 2). The classical reaction approach
with a low donor amine concentration of only 250 mm iso-
propylamine yields a non-sufficient conversion of 19 %. A sim-
ple addition of 1.25 equiv. solid 3DPPA improved the overall
conversion directly to ca. 75 %, regardless of the use as a whole
cell biocatalyst or partially purified cell extract.

The majority of product 2 is afterward present as solid salt
6, which can be almost quantitatively recovered by filtration
after cooling the reaction mixture to 0 °C. Thus this ISPC-con-
cept with 3DPPA translates to a more atom-efficient synthesis
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in situ-product
crystallization
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conversion / %
(amine 2 in solution + amine salt 6)
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0 24 48 72 96 120 144 168

reaction time / h

Figure 2. Time progression curves for a SpATA-catalyzed synthesis of (5)-1-
phenylethyl-amine with and without in situ-product crystallization (ISPC); [J:
whole cells or B-cell extract with 125 mm 3DPPA, : whole cells or @ cell
extract without 3DPPA. Conditions: 200 mm phosphate buffer pH 7.5,
100 mm acetophenone, 250 mm isopropylamine, 15 mg mL™" lyophilized cell
extract or whole cells, 30 °C.

since less donor amine is required and a simplified downstream
processing-approach is facilitated (see below). Noteworthy, the
low solubility of 3DPPA does not limit the crystallization of
product amine salt since the constant removal of 3DPPA from
aqueous solution is continuously compensated back to its origi-
nal solubility limit by a simultaneous dissolution of 3DPPA (from
excess solid).

The shown ISPC-concept with acid 3DPPA was also success-
fully used for the SpATA-catalyzed conversion of 100 mm of se-
lected acetophenone derivatives 1b-g and five non-aromatic
substrates 1h-1 (Table 1). As expected, for all substrates low
conversions were obtained without ISPC due to the low, but still
over-stoichiometric, use of 250 mwm isopropylamine. A simple
addition of 3DPPA increases product formation significantly for

Table 1. ISPC-supported SpATA-catalyzed synthesis of chiral amines.

o ®NH3
4 \(v)Jk SpATA, PLP \(v)"\ IsPC
R _——R =
X + IPA, -acetone X + (Z'DF'PAe
1a-l 2ad
substrate  R! X conversion  conversion  ee(S) [%]@
reference ISPC [%)]
[%]
1a Ph 0 19 75 >99.5
1b m-F-Ph 0 21 69 > 995
1c p-F-Ph 0 n 61 >99.5
1d m-Cl-Ph 0 8 46 >99.5
1e p-Cl-Ph 0 8 65 > 995
1f m-MeO-Ph 0 10 37 >995
19 p-MeO-Ph 0 4 8 >995
1h Cy 0 0 8 nd.
1i Me 2 61 53 nd.
1j Me 3 37 72 > 99.5
1k Me 4 20 78 98.7
1l iPr 1 36 96 nd.

[a] Values are given for the ISPC-supported reaction; Conditions: 200 mm
phosphate buffer pH 7.5, 100 mm substrate, 250 mm isopropylamine,
15 mgmL™" lyophilized whole cells, 30 °C; 125 mm 3DPPA for ISPC; n.d. - not
determined.
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almost all investigated substrates. Improvements range be-
tween 2 and 8.1-fold with yields of up to 96 % for 11, while the
products are selectively crystallized as its 3DPPA-salts. Notewor-
thy, the obtained high enantiomeric excesses of the product
amines are solely based on the high enantioselectivity of the
applied enzyme and are not affected by the crystallization of
the respective amine salt!*® The remaining mother liquor, in-
cluding excess isopropylamine, can be directly reused for a fur-
ther increase of atom efficiency of the transaminase-catalyzed
reaction. Even higher donor amine concentrations will yield a
further increase in conversion, but include the risk of an unde-
sired crystallization of donor amine salt, which eventually yields
a decrease in product formation. A noticeable entry is also the
conversion of 2-pentanone 1i, which represents the lower limit
of the shown concept. Herein the respective product amine salt
is too similar to its donor amine salt and thus both salts crystal-
lize simultaneously, lowering the apparent conversion.

Isolation of product amine 2 is easily realized by dissolving
product salt 6 in an aqueous solution at high pH, followed by
extraction with MTBE and a subsequent solvent evaporation.
Alternatively, the respective hydrochloride salt can be directly
crystallized from the ether phase by a careful addition of HCI.
In addition, the spent acid 3DPPA can also be precipitated from
the remaining aqueous phase by acidification with concen-
trated HCl, due to its low solubility at low pH.

Conclusion

Summarizing, the presented in situ-product crystallization of an
amine from an amine transaminase-catalyzed reaction by addi-
tion of a selected acid/carboxylate presents a powerful syn-
thetic alternative to the use of tailor-made donor amines and
complex cascade reaction systems. The main advantages of this
ISPC are a more atom-efficient use of donor amines and a sim-
plified downstream processing-approach by filtration. The tar-
geted product amine can be afterwards extracted from its salt
and the applied 3DPPA acid easily recycled.

Experimental Section

General Semi-preparative Procedure for the Amine Trans-
aminase-Catalyzed Synthesis of 2a-m in Combination with an
in situ-product Crystallization: To 25 mL of 200 mm phosphate
buffer pH 7.5 532 pL isopropylamine (& 250 mm) and 707 mg of
3DPPA (£ 125 mm) were given and the resulting suspension ad-
justed to pH 7.5 with aqueous H3PO, solution. Afterwards PLP, sub-
strate (£ 100 mm) and biocatalyst were added and the resulting
mixture shaken at 200 rpm. After completion of the reaction the
resulting mixture was filtered to obtain the formed product amine
salt. (This solid will also contain the remaining biocatalyst and ex-
cess 3DPPA.) Afterwards the solid fraction was washed with 10 mL
of MTBE to remove remaining substrate and parts of excess 3DPPA.
The solid was then given into 5 mL of water, 0.5 mL of conc. NaOH
was added to increase pH and formed product 2 extracted with
5 mL of MTBE. After phase separation the product was obtained as
its hydrochloride by a slow addition of HCl to the ether phase.
3DPPA can be precipitated from the remaining aqueous solution by
adding conc. HC|, e.g. for recycling (isolated yield 71 %).
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General Reaction Control Procedure: Samples (500 pl) were
taken periodically and thoroughly mixed by a vortex mixer with
50 pL conc. NaOH to quench the reaction and increase pH. After-
wards 500 pL MTBE were added, mixed again by a vortex mixer and
centrifuged (2 min, 3000 rpm) to improve phase separation. 200 pL
were taken from the organic layer, combined with 50 pL of a 25 mm
n-decane solution in MTBE (internal standard) and subsequently an-
alyzed by gas chromatography (column: CP-Chirasil-Dex CB; 25 m,
0.25 mm, 0.25 um by Agilent, USA). Enantiomeric excesses of the
obtained amines were measured by High Performance Liquid Chro-
matography (HPLC) using a Chiralcel OD-H column with a n-hept-
ane/ethanol eluent (see also supporting information).
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Abstract: The present invention relates to a method for preparing an amino salt compound
comprising: i) providing a carbonyl compound; ii) reacting the carbonyl compound provided
according to (i) in the presence of a transaminase with ii-a) at least one primary amine; and
ii-b) at least one carboxylic acid; thereby obtaining a mixture comprising an at least partially
crystallized amino salt compound comprising a cation and a carboxylate anion based on the
at least one carboxylic acid added according to (ii-b). The invention also relates to an amino
salt compound obtained or obtainable by the method and to the amino salt compound per se.
Furthermore, the invention relates to a composition comprising a) an amine of general
formula (lla); and b) at least one carboxylic acid of general formula (llI).
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Abstract: The unfavorable reaction equilibrium of transaminase-catalyzed reactions is a major
challenge for the efficient biocatalytic synthesis of chiral amines. In this study the synthetic
utilization of a salt-based, continuous in situ-product crystallization is described to overcome
the thermodynamic limit in amine transaminase-reactions using only the commonly used
amine donor isopropylamine. The simultaneous dissolution of isopropylammonium 3,3-
diphenylpropionate (donor salt) in combination with the crystallization of the product salt
facilitates a thermodynamic shift of the continuous amine transaminase-catalyzed reaction.
The main process necessity is a lower product salt solubility in comparison to the applied donor
salt. This concept facilitates a stoichiometric use of isopropylamine in combination with a
significantly lowered concentration of the amines in solution.
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Abstract: The unfavorable reaction equilibrium of
transaminase-catalyzed reactions is a major chal-
lenge for the efficient biocatalytic synthesis of chiral
amines. In this study the synthetic utilization of a
salt-based, continuous in situ-product crystallization
is described to overcome the thermodynamic limit
in amine transaminase-reactions using only the
commonly used amine donor isopropylamine. The
simultaneous dissolution of isopropylammonium
3,3-diphenylpropionate (donor salt) in combination
with the crystallization of the product salt facilitates
a thermodynamic shift of the continuous amine
transaminase-catalyzed reaction. The main process
necessity is a lower product salt solubility in
comparison to the applied donor salt. This concept
facilitates a stoichiometric use of isopropylamine in
combination with a significantly lowered concen-
tration of the amines in solution.

Keywords: biocatalysis;
crystallization; amine; salts

in situ-product removal;

Transaminases (TAs) (E.C. 2.6.1.X) catalyze the
selective transfer of an amino group from an amine
donor to an amine acceptor using pyridoxal-5'-
phosphate (PLP) as a cofactor.!” The ability of
transaminases to synthesize optically pure amines/
amino acids is a major advantage over conventional
(transition) metal-catalyzed options and thus a power-
ful tool for industrial applications.”) Herein the syn-
thesis of chiral amines can be achieved either by
kinetic resolution of a racemic amine mixture or
asymmetric synthesis from prochiral carbonyl sub-
strates using donor amines, e.g. alanine or
isopropylamine.™ The direct asymmetric synthesis of

Adv. Synth. Catal. 2019, 361,2727-2733 Wiley Online Library
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amines is typically preferred due to the theoretical
maximum yield of 100%.5

However, a major challenge is often the unfavor-
able reaction equilibrium of transaminase-catalyzed
reactions towards the desired products.”! A conven-
tional solution for this drawback is the use of
significant excesses of the chosen amine donor, but
maintaining the quaternary and tertiary protein struc-
ture under such non-physiological conditions (incl.
high product concentration) becomes easily a signifi-
cant problem.”! Alternatively, selective (bio)catalytic
cascades can be used to remove by-products from the
reaction equilibrium, which similarly pushes the
reaction equilibrium towards the product side.”” A
well-known example is the use of the donor amine
alanine in combination with a lactate dehydrogenase
and a glucose dehydrogenase."! Here the byproduct
pyruvate is reduced to lactate, while the desired
equilibrium shift is eventually achieved by the glucose
dehydrogenase-based cofactor regeneration system.
Unfortunately, these cascade options require additional
substrates and even entire biocatalytic systems, which
itself may cause secondary issues with the trans-
aminase-catalyzed reaction itself and will always lower
overall atom efficiency of the entire process and
increase costs.

A powerful alternative is the use of membrane-
assisted in situ-product removal (ISPR)-techniques,
which target the removal of the product amine from its
reaction solution.”'” Rehn eral. introduced an ap-
proach involving a supported liquid membrane (SLM)
with undecane, which used an alkaline reactor phase
and an acidic stripping phase for product isolation. The
presented system achieved an impressive final product
concentration of 1 mol/L, but the limited lifetime of
the SLM was identified as a potential issue for
industrial applications. Interestingly, the authors sim-
ilarly propose the application of a continuous process,
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Scheme 1. Schematic representation of the continuous donor salt-dissolution and product salt-crystallization within an amine
transaminase-catalyzed reaction system. R' =aliphatic/aromatic, R* =CH;, R* =CH,-CH(Ph),.

which includes a continuous harvesting of the product
from the reaction solution."”

A further synthetic approach is the use of tailor-
made amine donors, which undergo spontaneous
secondary reactions after deamination and thus shift
the reaction equilibrium, e.g. via dimerization and
oxidation."  Although this represents a valuable
approach, a varying amount of amine byproducts is
always obtained, which have to be removed and
discarded as waste.

As an alternative we’ve recently introduced the use
of in situ-product crystallization (ISPC) of the product
salt to shift the transaminase reaction equilibrium.!">"!
The apparent equilibrium shift is obtained by salt
formation of the product with a specifically chosen
counter-ion, which eventually crystallizes from solu-

IPA-3DPPA

COOe

anion for product
salt crystallization

@
NH;

amine donor

Figure 1. Chemical structure of the applied donor salt

isopropylammonium 3,3-diphenylpropionate (IPA-3DPPA).

tion. Produect salt isolation is then easily achieved by a
simple filtration step. However, a noticeable limitation
of the presented technique is still the inability to reach
full or even very high conversions since a residual
solubility of the product salt is unavoidable. In
addition, a 2.5-fold excess of the donor amine is still
required to push the reaction to the product side.

With this study we aim to expand the recently
introduced ISPC-methodology to achieve full conver-
sion in amine transaminase-catalyzed reactions with
only a stoichiometric amount of the donor amine
isopropylamine. We propose the application of a
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continuous fed batch-type ISPC-process, which re-
quires the presence of the donor salt isopropylammo-
nium 3,3-diphenylpropionate (IPA-3DPPA) (Figure 1).

This represents a strong contrast to our earlier
study, which aimed at specifically avoiding the
presence of this unwanted donor salt since it reduces
the purity of the crystallized product amine salt. The
main purpose of this donor salt in the process concept
is a continuous feed of isopropylamine (IPA, donor
amine) and the required counter-ion 3,3-diphenyl-
propionate (3DPPA, for product amine crystallization)
(Scheme 1). This is achieved by the continuous
dissolution of the donor salt throughout the entire
enzymatic process, which constantly feeds equimolar
amounts of both reactants into the aqueous solution.
The donor salt exhibits a moderate solubility in the
aqueous solution, while any excess of solid IPA-
3DPPA remains suspended in the aqueous reaction
mixture without a direct, potentially harmful interac-
tion with the amine transaminase reaction system
(Figure 2). The application of this salt solves the low
solubility issue of 3,3-diphenylpropionic acid, which is
a main limiting parameter for the subsequent product
salt formation. In addition, the undesired pH-shift by
the acid is circumvented avoiding high buffer concen-
trations to compensate this effect.

During the continuous fed-batch process product
salt crystallization occurs continuously in parallel and
eventually enriches as the second suspended solid
phase. In the shown concept, the mother liquor is
recycled throughout the process, in contrast to discard-
ing it as waste. The continuous process also does not
require a significant excess of the donor amine to push
the reaction equilibrium towards the product side.

Throughout the entire synthesis process both
concentrations of donor and product amine remain
constant in a steady state equilibrium with the
suspended solid salts, which is only controlled by
their respective solubilities. The amount of undis-
solved and thus suspended donor and product salts
will instead change continuously due to the constant
dissolution and in situ-product crystallization. These
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Figure 2. pH-dependency of salt solubilities; exemplary product
salt: (S)-1-phenyl ethyl ammonium 3,3-diphenylpropionate
(1IPEA-3DPPA, 5a). Conditions of non-ISPC-based batch
reaction equilibrium: 100 mM acetophenone, 250 mM iso-
propylamine, 30°C, 100 mM phosphate buffer pH 7.5.

interactions can be considered as two pH-dependent
secondary equilibria, which will overlap with the
amine transaminase-catalyzed reaction. As shown in
Figure 2, the solubility of the product salt 5a is
significantly lower than the donor salt IPA-3DPPA
over a broad pH range, indicated by the solubility
difference AL (AL = Lyonor sati—Lproductsart)- Importantly,
product salt solubility has to be below the original
amine transaminase-based product concentration in
solution (indicated by blue line) to force product salt
crystallization, which represents the driving force of
the apparent reaction equilibrium shift. If both salt
solubilities are too similar the purity of the product
salt will be affected. With the herein applied amine
transaminase from Silicibacter pomeroyi (SpATA) the
combined optimal pH for this ISPC-system was found
to be at 7.5 (Figure 3).

Relatively strong reductions of enzymatic activity
are visible below pH 6.5 and above pHS8. This
relatively narrow window is mostly determined by the
pH-optimum of the applied enzyme, but also influ-
enced by the pH-dependent solubility behavior of both
salts. Slight differences were found between the
common HEPES and phosphate buffer systems. It
should be noted that the presence of the applied buffer
salts also increases the solubilities of both salts, based
on the uncommon ion-effect, basically lowering the
performance of the ISPC-based reaction system. The
buffer capacity was therefore limited to 25mM
throughout this study to prevent any negative effects.
Even with the lowest buffer capacity no pH shift was
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Figure 3. pH-dependency of the ISPC-based SpATA-catalyzed
reaction; 30°C, 100 mM acetophenone, 125 mM IPA-3DPPA,
125 mM IPA, 200 mM buffer, 0.5 U/mL SpATA, 2 mM PLP, t=
22 h. Relative activity is normalized to pH 7.5 = 100%.
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Figure 4, Temperature-dependency of the ISPC-based SpATA-
catalyzed reaction; 100 mM acetophenone, 125mM [PA-
3DPPA, 125 mM IPA, 25 mM buffer pH 7.5, 0.5 U/mL SpATA,
2 mM PLP, t=22 h. Relative activity is normalized to 35°C =
100%.

observed in this study. In addition, a similar effect is
also present for reaction temperature, whereas an
optimum of 35°C was found (Figure 4). Herein the
temperature range overlaps with the increasing salt
solubility at higher temperatures. Consequently, the
choice of buffer salts and pH has a significant effect on
the ISPC-process and in this study HEPES-buffer was
found to be the best choice (Figure 5).
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Figure 5. Effect of the applied buffer system on the ISPC-based
SpATA-catalyzed reaction; 30°C, 100 mM acetophenone,
125mM IPA-3DPPA, 125mM IPA, 25mM buffer pH7.5,
0.5 U/mL SpATA, 2mM PLP, t=22h

Phosphate and TRIS buffer showed moderate to
strong reductions of enzyme activity, which is mostly
based on the (conventional) effect of different buffer
salts towards the enzyme itself. CHES and bicarbonate
buffer systems are clearly not applicable due to their
high pH.

A further improvement of the ISPC-process was
achieved by the use of additional isopropylamine in
the reaction mixture. This strategy is based on the
relatively high Ky-value of isopropylamine for many
amine transaminases, which is hardly reached by the
solubility limit of the applied donor salt IPA-3DPPA
alone. A maximum of process performance was found
using an additional concentration of 100 mM isopro-
pylamine (Figure 6).

Even higher isopropylamine concentration yield an
increasing reduction of enzymatic activity based on LE
CHATELIERS principle, or in this case the so-called
common ion-effect, since the additional amount of
isopropylamine results in a re-crystallization of IPA-
3DPPA. This effectively lowers the concentration of
3DPPA in solution, which itself gradually reduces
crystallization of the product salt from solution.
However, higher IPA-concentrations are not required
by design since a high conversion towards the product
amine (within the aqueous solution) is not required by
the applied ISPC-process (see also Figure 2).

With the shown optimizations the presented donor
amine salt-based ISPC-process was eventually per-
formed continuously for substrate 1b at improved
reaction conditions (Figure 7). Substrate concentration
and the solid donor amine content were periodically
re-adjusted to their original values (100 mM 1b and
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additional isopropylamine [mM]

Figure 6. Effect of additional isopropylamine on the ISPC-
based SpATA-catalyzed reaction; 30 °C, 100 mM acetophenone,
125 mM IPA-3DPPA, 25 mM buffer pH 7.5, 0.5 U/mL SpATA,
t=22h.

125 IPA-3DPPA) after each cycle to ensure identical
process conditions throughout the entire reaction time.
After 120h an additional 3 U/mL SpATA (+25%)
were added to compensate for losses of enzymatic
activity.

stop of donor salt addition
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Figure 7. Preparative continuous ISPC-process for the synthesis
of (S)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine 3,3-diphenylpropionate
(S)-5b. Conditions: 25 mM HEPES buffer pH 7.5, 100 mM 3-
methoxyacetophenone 1b (re-adjusted every 24h), 125 mM
IPA-3DPPA (re-adjusted every 24 h), 100 mM additional IPA,
30°C, 12 U/mL SpATA, 5mL PLP, 1 h partial acetone removal
every 24 h, the blue line presents a guide for the continuous
product salt formation.
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This fed batch process allowed a constant product
formation beyond the original thermodynamic equili-
brium, as highlighted by the blue line in Figure 2.
After an initial fast increase in product formation,
which is similar to conventional batch reactions, the
space-time yield remained constant at ca. 4 g/(1 d), due
to the continuous in situ-product removal. Noteworthy,
the presented ISPC-process can be further optimized
by increasing the amount of applied biocatalyst, which
was not the aim of this study. The reaction byproduct
acetone was periodically evaporated to avoid accumu-
lation in the reaction solution. A major advantage of
the shown ISPC-concept is that the formed acetone
content does not have to be fully removed to facilitate
a full conversion in solution!™ A partial acetone
removal is still sufficient since pure product formation
is achieved in the crystallized solid phase (solid
product salt), while in solution an incomplete reaction
is present (see also Scheme 1). Significant losses of 3-
methoxyacetophenone due to unwanted evaporation
were not observed, but this will become more
substantial with other, more volatile substrates.

Based on IPA-consumption, solely through IPA-
3DPPA addition, an impressive isolated yield of 91.5%
of 5b was achieved (see also Supplementary informa-
tion), which is significantly higher than a conventional
batch process without any ISPC (only 19%, see also
Figure 2) and close to the proposed full conversion.
The additional excess of 125 mM IPA (=1.25 equiv.)
remains also constant throughout the entire reaction in
solution (not consumed) and is thus fully recycled after
every cycle. The shown process was eventually
stopped by ceasing the addition of solid donor salt into
the reaction suspension after the 8" cycle. Subse-
quently all remaining solid donor salt is removed due
to the ongoing conversion, which only left the desired
solid product salt as a single solid phase. The pure
product salt is then easily filtered off and subjected to
further downstream-processing. Crystalline purity was
checked by X-ray powder diffraction, XRPD to ensure
the absence of IPA-3DPPA (see Supplementary in-
formation).

Noteworthy, the process can in theory be continued
indefinitely, but will be eventually limited by the
amount of formed solid product salt. This issue can be
easily solved by periodic filtration steps to reduce the
amount of its solid phase. In this case donor salt
addition has to be stopped temporarily as described
above to allow solid product salt as the only solid
phase. After filtration of the product salt new donor
salt and substrate can be re-applied to the remaining
mother liquor to resume the presented continues ISPC
process.

In summary, the presented alternative application of
a solid donor amine salt IPA-3DPPA as a continuous
ISPC-process facilitates three significant advances
over a conventional amine donor usage. First, a
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constant isopropylamine and 3DPPA concentration is
achieved throughout the entire reaction time, which is
solely based on the solubility limit of the donor salt
IPA-3DPPA. A constant addition and control of two
separate IPA- and 3DPPA streams into the ISPC-
process is not required. Any removal of IPA-3DPPA
by the biocatalytic reaction and in situ-crystallization is
autonomously compensated by the dissolution of
excess solid donor salt. Second, the use of this
continuously operated design requires in theory only
1 mol donor amine for the synthesis of 1 mol product
amine, which represents a lower E-factor (environ-
mental factor) and a huge improvement over the
conventional use of isopropylamine excesses. More-
over, the presented continuous ISPC-process closes the
gap to tailor-made donor amines or complex biocata-
lytic cascades to overcome the unfavorable reaction
equilibrium. Third, the combined amine concentration
of donor and product amine remains significantly
lower in solution, which is beneficial to ensure high
catalyst activity and stability. The majority of both
amines are only present as suspended solid salts.

The presented process can be further improved by a
direct separation of both salts in divided reaction
vessels, which will allow a direct continuous produc-
tion of the product salt in pure form.

Experimental Section
Chemicals

All chemicals were obtained from Acros, TCI Chemicals,
Aldrich, Alfa Aesar and ABCR and used as received. Deionized
water was used throughout this study.

Enzymes

E. coli BL21(DE3) strains, containing the amine transaminase
gene from Silicibacter pomeroyi were precultivated in LB-
Media (5 g/L yeast extract, 10 g/L tryptone, and 10 g/L NaCl),
with 0,1 mg/ml ampicillin as antibiotics at 37°C and 180 rpm
overnight. The preculture was transferred the next day to
500 mL of LB-medium, with 0.1 mg/ml ampicillin and shaken
at 37°C. After an OD600 > 0.6 was reached, 0.5 mM IPTG was
added to the culture broth and shaken at 20°C and 160 rpm for
12h. The obtained cells were subsequently harvested by
centrifugation, washed with phosphate buffer (50 mM, pH 7.5)
and lyophilized. Activity was tested via the amine transaminase
assay, as described below. Typically, 0.2-0.3 U/mg were
obtained.

Amine Transaminase Activity Assay

Catalytic activity was measured at a wave length of 245 nm
using the spectrophotometer Specord 200 from Analytik Jena
(Jena, Germany) and the extinction coefficient of acetophenone:
11.852 (mMem) ™. Composition of the assay: 250 uL buffer
solution, 250 uL. 10 mM (S)-1-phenylethylamine in buffer
solution, 250 pL. 10 mM sodium pyruvate in buffer solution and
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250 uL biocatalyst sample with suspended cells in buffer
solution with 0.1 mM pyridoxal phosphate. All measurements
were measured against a reference solution, whereas the
biocatalyst solution was replaced with 200 uL buffer solution
and 50 pL of 10 mM pyridoxal phosphate in buffer solution.
Buffer solution: 50 mM phosphate buffer pH 8 with 0.25%
DMSO.

General Reaction Procedure

A typical reaction mixture was prepared with 125 mM IPA-
3DPPA and 125 mM IPA in 5 mL 25 mM HEPES buffer pH 7.5
and adjusting the pH with conc. H;PO,. Afterwards 2 mM PLP,
100 mM substrate and 0.5 U/ml lyophilized cells were added
and the resulting mixture shaken horizontally at 150 rpm at 30 °
C. Samples (1 mL) were taken directly from the suspension and
analyzed as described below. During continuous reactions
(20 mL reaction volume, see also Supplementary information),
samples were taken and analyzed to determine and eventually
re-adjust the substrate and IPA-3DPPA concentration to their
original values. If required, full consumption of IPA-3DPPA
was achieved (control via x-ray powder diffraction, XRPD) by
stopping the addition of solid IPA-3DPPA. The remaining solid
(mostly product salt) was filtered off, washed with 10 mL
MTBE and dried.

Sampling

Samples (500 uL) were taken periodically and thoroughly
mixed by a vortex mixer with 50 pL conc. NaOH to quench the
reaction and increase pH. Afterwards 500 uL MTBE were
added, mixed again by a vortex mixer and the solution was
centrifuged (2 min, 3000 rpm) to improve phase separation.
200 L were taken from the organic layer, combined with
50uL of a 25mM n-decane solution in MTBE (internal
standard) and subsequently analyzed by gas chromatography.

Chromatography

Conversion was measured with a Trace 1310 gas chromato-
graph by Thermo Scientific (Dreieich, Germany), equipped
with a 1300 flame ionization detector and a Agilent Capillary
HP-5 19091 J-433 (0.25 mmx* 30 mx0.25 pm). n-Decane was
used as internal standard in all measurements. Temperatures of
injector and detector were set to 250°C. Enantiomeric excesses
of the obtained amines were measured by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) as described earlier.!"”!

Solubility Measurements

Solubility data were measured with 10 mL 100 mM phosphate
buffer and an excess of the respective solid salt to create a
stable suspension. The resulting mixture was shaken at 300 rpm
and 30°C for 7 days and the pH re-adjusted daily, if required.
Afterwards the resulting mixture was filtered to obtain a
saturated crystal-free solution. For 1PEA-3DPPA solubility a
500 pl sample was drawn and analyzed via GC as mentioned
above. For IPA-3DPPA analysis a sample was diluted (typically
20x), the absorbance of 3DPPA at 249 nm measured and
compared against a calibration curve of 3DPPA in 100 mM
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phosphate buffer at the identical pH (3DPPA-concentration
range: 3-0.5 mM, I cm cuvette path length).

XRPD

Solid samples were measured via x-ray powder diffraction
(XRPD) to discriminate the solid composition of donor salt and/
or product salt. Powder x-ray diffraction data were collected on
a Stoe Stadi-P with germanium-monochromatised Cu—Ka-
radiation (A=1.5418 A) in horizontal transmission/Debey-
Scherrer geometry. The x-rays were detected with a position-
sensitive detector in the 20 range from 5 to 100°. The 40 kV
high voltage and 40 mA current were generated by a Seifert
high voltage generator (ID 3003). The equipment was
controlled and the raw data were handled with the software
STOE WinXPOW (version 2.25, 2009). The position of the
2Theta and o-circle were adjusted with the (111)-reflex of
crystalline silicon (2Theta=28.44°). All samples were meas-
ured as flat preparation in poly acetate foils with minimum
amount of silicone-based grease. The sample was spinned
around its center during the measurement and the o-circle was
spinned as well with '/, 2Theta.
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Abstract: This Minireview highlights the application of crys-
tallization 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 operations requires an interdisciplinary perspec-

tive to find a holistic solution for the underlying bioprocess
intensification approach. Representative examples of suc-
cessful integrated process options are selected, presented,
and assessed regarding their overall productivity and applic-
ability. In addition, parallels to the use of adsorption as a
very similar technique are drawn and similarities discussed.

1. Introduction

Over recent decades, biocatalytic reactions have become a
potent alternative to conventional chemical catalysts for the
synthesis of a wide variety of valuable organic compounds.'”
This has been proven multiple times on industrial and labora-
tory scales, and many classical synthetic processes have been
(partly) replaced by enzymatic processes in some form.” The
development towards biocatalysis is mainly based on a gener-
ally high stereo-, regio-, and chemoselective conversion of the
respective educts (or commonly termed as substrates) by the
herein applied enzymes with no or only few side reactions.**
Due to significant scientific and technological advances in fer-
mentation processes and protein engineering techniques in
past decades, new and specifically improved enzymes have
become available for tailor-made bioprocesses.” In addition,
renewable resources can often be used, toxic reagents or
metals are not required, and after usage most biocatalysts are
readily degraded, leading to very low or nontoxic residues.
These route characteristics facilitate safe and more sustainable
manufacturing processes, which satisfy 10 of the 12 principles
of green chemistry, including high atom efficiency (avoiding
byproducts), environmentally friendly solvents (water as pre-
ferred solvent), and low energy demand due to high activities
under mild reaction conditions (near room temperature and
neutral pH).®

Consequently, bioprocesses are frequently considered as
powerful tools towards environmentally benign synthesis path-
ways, whereas a careful and, most importantly, unbiased over-
all process evaluation should always be considered. Different
techniques were developed in the past for this purpose, for ex-
ample, eco-efficiency analysis; these techniques have also
been extensively discussed and assessed.”

2. Bioprocess Integration

Despite many positive examples, a significant number of bio-
processes still suffer from relatively low productivities, which is
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the result of a variety of causes, for example, inhibition of sub-
strate/product or low reaction rates. Herein, bioprocess inte-
gration has received much attention in recent decades as an
important tool to overcome these problems, and has proven
to increase product yield and process productivity in various
examples,®?

2.1. Enzyme/metabolic engineering options

Protein and metabolic engineering options, which have recent-
ly gained much attention, target the engineering of the biocat-
alytic system itself. The majority of these studies include
enzyme engineering to improve the enzymes involved towards
a level for operation as isolated enzymes more effectively
under the required process conditions."® A recent major exam-
ple is the manufacture of sitagliptin, an antidiabetic drug,
which requires asymmetric hydrogenation of an enamine by
using a rhodium-based catalyst at high pressure. This was sub-
stituted for a highly engineered transaminase, which enabled a
biocatalytic route towards sitagliptin and eventually its phos-
phate salt with high activity and substrate loading."

In contrast, the direct use of microbes within whole-cell pro-
cesses is a powerful alternative, but frequently cell metabolism
is nonoptimal for a specific task. Thus, a modification of the
relevant pathways can improve the desired bioprocess even
further, but requires a careful (re-)configuration of the path-
ways.!'? This may range from simple deletion or significant re-
duction of undesired pathways to an extremely extensive rede-
sign of the entire cell metabolism. For example, the efficient
combination of enzymatic biocatalysis and microbial cell facto-
ries were described by Prather et al., who focused on the accu-
mulation of high concentrations of aromatic aldehydes in engi-
neered Escherichia coli strains by integrating novel catalysts
into the microbial host™ Similarly, Biihler et al. reported the
use of heterologous pathway design in various model organ-
isms and its integration with multistep biocatalysis."¥

In summary, modification of the biocatalyst itself has proven
its high potential to overcome certain underlying limitations of
biocatalytic reaction systems. However, protein and metabolic
engineering techniques cannot directly overcome given physi-
cochemical properties, such as low solubilities of reactants
within aqueous systems or undesired unfavorable thermody-
namics, which prevent high conversions.
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2.2. Process engineering options

Aside from modification of the biocatalyst itself, non-protein-
engineering-related process integration may use (in general)
compartmentalization and hybrid processes for bioprocess op-
timizations.” Further techniques, such as biocatalyst immobili-
zation or (bio)catalytic cascade reactions, can be additionally
used in these concepts to further improve the intended biocat-
alytic reaction (Figure 1)."*

rocess development aims
> selectivity
> vield
P purity
» catalyst consumption
» STY
» environmental aspects

2

1+
m{;{'}

R 7

X
\ﬂ reactor\ 4 catalyst reaction
characteristics | characteristics | characteristics
» mass balance » activity » buffer/solvents
» energy balance P> stability » pH
» STY > immobilization > T
P o

P batch/fed-batch P continuous mode » DSP

Figure 1. Process engineering options (adapted from ref. [4]). STY =space—
time-yield, DSP=downstream processing.

Compartmentalization typically involves the physical separa-
tion of reaction zones in two or more specific phases, with
contrary physicochemical conditions or reaction zones. Classi-
cal options typically involve simple two-phase systems with an
aqueous phase containing the biocatalyst with dissolved
buffer salts, cofactors, and so forth, and an unconventional,
nonpolar secondary solvent, for example, organic solvent or
ionic liquid, for improved reactant solubilities."® Numerous ex-
amples of such unconventional reaction media were intro-
duced in the past and used for various purposes.'” Different
affinities of the main reactants within the applied solvent
system facilitate the partition between respective phases,
which can be exploited to achieve specific desired process pa-
rameters. Typically, a nonpolar product is enriched in an organ-
ic solvent, due to its high partition coefficient, and can be rela-
tively easily obtained after phase separation and solvent evap-
oration."®

In addition, recent developments suggest the use of more
thorough compartmentalization techniques that involve stable,
relatively rigid separations of reaction zones. Such approaches
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include the use of polymeric membranes or polymersomes to
separate biocatalysts from other catalytic reaction systems. For
example, Groger et al. introduced compartmentalized chemo-
enzymatic cascade reactions, which included bio- and organo-
catalysis."” Similarly, enzymatic reaction systems with differing
reaction specifications can be used to gain higher conver-
sions. Recently, polymersomes, which are composed of am-
phiphilic self-assembling molecules (similar to membrane vesi-
cles), attracted interest for their use as nanoreactors.”"

In contrast, hybrid bioprocesses, also referred to as integrat-
ed bioprocesses, include the direct combination of a separa-
tion unit with a biocatalytic reaction system. Depending on
the applied separation technique, this is also referred to as re-
active distillation, reactive crystallization (RC), and so forth, and
targets the removal of one or more reactants. Many reports on
these separation techniques unfortunately do not specifically
use these terms, and thus, remain hidden in the scientific liter-
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ature. However, the main intention for the use of such inte-
grated processes is typically the removal of (co-)products to
shift the apparent equilibrium of a thermodynamically unfavor-
able reaction system. The combination of both unit operations
is considered to be an in situ product removal (ISPR) or in situ
coproduct removal (IScPR) system.?>2) Due to the separation
step of the chosen ISPR method, an increase in the product
concentration in the product stream is facilitated. Importantly,
the use of both operations in an integrated system does not
result in the need to optimize both units independently, but is
used to gain a significant advantage from the chosen inter-
link."”

3. In Situ Product Crystallization (ISPC) in
Biocatalysis

The use of in situ crystallization as a form of bioprocess intensi-
fication targets the removal of a synthesized product directly
from its reaction solution in some form of a solid state. This is
typically referred to as RC, reactive precipitation, or ISPC in bio-
catalytic reactions.” The most frequent reason for such a com-
bination of unit operations in an integrated process is to over-
come an unfavorable reaction equilibrium of a (bio)chemical
reaction. In situ crystallization effectively leads to an apparent
shift of the chemical equilibrium towards the product side,
which directly results in higher yields and productivities of a
given (bio-)process. Notably, the crystallization of such a solid
product form is fortunately a simultaneous purification of the
product, since it usually crystallizes in a relatively pure form
and can be easily filtered from the reaction mixture. This can
be considered as a concentrated product stream, which may
simplify DSP enormously. Other less frequently reported op-
tions include the crystallization of a coproduct instead of the
main product and may be considered as in situ coproduct crys-
tallization (IScPQ). This option similarly facilitates an apparent
shift of equilibrium, but afterwards requires a classical ap-
proach for product isolation from the reaction mixture. In addi-
tion, in situ crystallization can be applied to reduce toxic con-
centrations of unavoidable or undesired reactants within a so-
lution or prevent decomposition of the product itself.

In recent decades, a selection of powerful in situ crystalliza-
tion techniques were developed, applied for various purposes,
and reported in the literature (see also below). However, aside
from these developments, a vast number of reports unfortu-
nately do not acknowledge particularly the presence of in situ
crystallization in biocatalytic reactions. In these cases, some
kind of precipitation is only vaguely mentioned, and thus,
many combinations of biocatalytic reaction and ISPC remain
hidden in the literature. Within such studies, the product al-
ready possesses a very low solubility and crystallization/precipi-
tation occurs without a specific input by the corresponding
operators (herein referred to as spontaneous ISPC, see below).
In addition, the related crystallization-induced shift of equilibri-
um is often interpreted as a very high performance of the un-
derlying biocatalytic reaction or biocatalyst itself, whereas low
product solubility mainly determines the apparent equilibrium
position of the overall process and not the biocatalyst itself.
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Thus, herein we do not claim to provide a conclusive overview
of all known ISPC reports, but systematically characterize typi-
cal physicochemical and process considerations and present
selected representative examples.

A uniform definition of ISPC techniques in biocatalysis is un-
fortunately not used in the literature and conflicting terms
were used previously. Thus, we propose a more general ap-
proach to classify ISPC to prevent unclear terms: physicochem-
ical and process consideration for biocatalytic applications by
using ISPC (see below). Guidelines for choosing applicable ISPC
process options were also presented recently in detail by Ur-
banus et al.*!

3.1 Physicochemical considerations within ISPC
3.1.1. Chemical composition of the product

The first and foremost criterion is the chemical composition of
the crystallized product and its corresponding relevant phase
behavior, which should be considered in detail beforehand
(Figure 2). Three basic options are possible:

1) Direct product crystallization: A preferred, but unfortunate-
ly less frequently occurring option, is the direct crystalliza-
tion of a (relatively) pure product, solely based on its lower
solubility in the reaction medium at a given temperature.
The targeted product can be subsequently obtained
through filtration during or after the reaction. Additional
purification steps during DSP are only required if the target
purity has not been obtained during ISPC.

Product salt crystallization: For molecules with a charged
moiety, crystallization with a suitable counterion through
the formation of a less soluble salt can be considered. The

2

(A) direct product crystallization

due to low solubility

Plaq)

(B) crystallization of a product salt

due to the presence of a corresponding
anion X" or cation X*

+/-
Piaaj

+. (C) product crystallization within I
a compound-forming system _

presence of additives (Y),
co-crystals or solvates (e.g. hydrates)

Plaq)

Figure 2. Chemical composition of the product crystal within ISPC tech-
niques.
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applied counterion can be present in solution, for example,
from an earlier process step, or specifically added to induce
crystallization during the reaction. Both options require
careful selection prior to its application. Such product salt
formation clearly requires at least one additional DSP step
to extract the formed product from its salt.

Crystallization of a compound-forming system: Certain
products yield compound-forming systems with additional
chemicals and subsequently crystallize as a (non)stoichio-
metric mixture from their reaction solution. Such com-
pound-forming systems include cocrystals and solvates, for
example, hydrates. Similar to salt crystallization, at least
one additional step is required during DSP.

w

3.1.2. Induction of crystallization

Product crystallization from the reaction mixture can be
achieved in two ways. First, spontaneous ISPC facilitates re-
moval of the product directly from the reaction solution with-
out any further specific changes to the bioprocess; second, in-
duced ISPC, through the use of specific changes to the reac-
tion medium, forces crystallization of the product from its reac-
tion solution (Figure 3).%*! Potential forms of induction include
reduced temperatures (typically through an external crystal-
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lizer), pH changes, and the addition of certain salts to yield less
soluble product salts. Of all potential crystallization options,
seeding with pure product crystals is recommended to ensure
sufficient crystal growth, crystal purity, and product morpholo-
gy. A potential temperature-driven ISPC is exemplary shown in
Figure 4 for a reaction system consisting of a simplified solvent
system and the targeted product, depicted as a binary phase
diagram and its related solubility diagram.?® The process path-
way (Figure 4, path 1) represents the biocatalytic reaction path-
way at a relatively low temperature T,, with a steadily increas-
ing product concentration towards the solubility limit, which is
shown as a liquidus curve or solubility curve. Beyond the solu-
bility limit, within the biphasic domain, crystal growth occurs
autonomously after nucleation or at present surfaces, resulting
in phase separation into a solid product and its remaining
product-saturated mother liquor. The product can be directly
obtained from the resulting suspension through filtration. Al-
ternatively, biocatalytic synthesis can be performed with a pro-
cess pathway at a higher temperature T, (Figure 4, path 2),
which results in an identical product concentration to that
mentioned for path 1. Due to the higher temperature, the pro-
cess remains within the single-phase domain below the solu-
bility limit. Product crystallization is induced simultaneously
within a secondary reactor, which operates at a lower tempera-
ture T,, and thus, yields product crystallization after phase sep-

in situ-product crystallization
»ISPC*

ISPC, often also refered to as reactive crystallization or reactive
precipitation, represents a combination of a (biocatalytic) reaction and
a simultaneous crystallization of a product. The driving force of this

process is the formation of a supersaturated solution.

\}X spontaneous

in situ-product crystallization

The targeted product is directly crystallized in situ
solely due to its low solubility within the present
reaction mixture.

induced
in situ-product crystallization

In situ-product crystallization is induced through
external factors, e.g. addition of a suitable chemicals,
to yield a reduced product solubility.

e.g. direct in situ-crystallization of a
neutral product from solution

®

biocatalysis

By 2 E

e.g. induced in situ-crystallization
through an addition of a suitable anion

biocatalysis

@ iy 2 .

! substrate(s) product isubstrate(s), pos. cgar?ed;
A mother \*9: charged procuc mother
liquor s liquor liguor iquor
. : spontaneous ISPC : : induced ISPC

: 5 | ® suitable

s Pl P D

; solid, unchanged : : @ ol solid

: product : :
Figure 3. Differentiation of spontaneous and induced ISPC in biocatalysis.
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Figure 4. Representation of two potential temperature-dependent process pathways within hypothetical ISPC from a biocatalytic reaction, shown as A) simpli-
fied binary phase diagram or B) solubility diagram. Process pathways: 1) product generation and crystallization at T, (simultaneous), 2 a) isothermal product
generation at T,, 2b) simultaneous product crystallization at T, (typically within an external crystallizer).

aration into a solid product and remaining mother liquor. No-
tably, the complex composition of most biocatalytic reaction
mixtures results in a significantly more complex phase behav-
ior, which is typically represented in ternary, quaternary, or
even more complex phase diagrams. A comprehensive over-
view of the relevant phase diagrams in RC processes was pre-
sented in detail by Ng etal.?” Thus, careful validation of the
process parameters and its effect on phase behavior is typically
required to facilitate efficient ISPC concepts in biocatalysis. In
addition, the formation of the desired solid polymorph and
crystal morphology is highly dependent on the chosen process
parameters and the presence of cosolutes or impurities, which
may cause inhibition of crystal growth or nucleation. However,
the desired crystal morphology and purity is typically obtained
by a subsequent recrystallization step during final DSP.2®

3.2. Process considerations within ISPC
3.2.1. Mode of operation

Process options featuring an ISPC are divided into internal and
external crystallization (Figure 5).2?* Internal crystallization in-
cludes product crystallization directly within the reactor,
whereas external crystallization basically requires an external
unit that facilitates crystallization outside the original reactor.
In addition, direct and indirect contact options are available
that differentiate the presence or absence of an additional sep-
aration step between biocatalytic reaction and crystallization.
Importantly, for all of these options, both unit operations are
always interconnected by the mother liquor. A selection of rep-
resentative examples is given and discussed below in Sec-
tion 4. Regardless of the chosen process option, crystal growth
needs to be faster than that of the biocatalytic synthesis to
ensure positive effects from an effective ISPC.

The majority of examples of biocatalytic ISPC processes are
internal crystallization systems with direct contact between
biocatalytic synthesis and its interconnected crystallization
step. The second most common option is external crystalliza-
tion with an indirect contact, for example, a filtration step be-
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Figure 5. Representation of indirect and direct in situ crystallization in inter-
nal and external implementation.

tween both reactors, for example, to hold back the biocatalyst
within the reactor. This option requires at least two vessels
with (typically) a reactor and a crystallizer, which is operated at
a lower temperature. The remaining options, internal crystal-
lization with an indirect contact and external crystallization
with a direct contact, are rather uncommon and often require
very specific phase behavior and a compatible biocatalytic
system. Moreover, indirect contact in a single internal crystalli-
zation setup requires at least compartmentalization to ensure
a partition between both unit operations (see also above).
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3.2.2. Biocatalyst application

The optimal choice of biocatalytic reaction system is related to
several process-specific facts and is not easily determined, in
general. The decision is also typically related to economic fac-
tors, which often favor the use of whole-cell biocatalysts over
(partly) purified enzymatic systems. Regardless of the chosen
biocatalyst preparation, impurities from biocatalyst preparation
may interfere with crystal formation and growth, or even prod-
uct crystal morphology and should be avoided. A simple pre-
diction of these impurity effects is clearly not easily obtained
within such a complicated process.

However, the application of whole cells, and thus, a finely
dispersed solid will eventually mix with product crystals if a
secondary separation technique is not introduced into the in-
tegrated bioprocess. In most cases, simple membrane filtration
is sufficient to separate the cells from the growing product
crystals.?” Moreover, whole-cell biocatalyst preparation is typi-
cally well known and easily scalable. In contrast, the use of a
homogeneous enzyme solution seems to be a better choice
because no additional filtration step is performed. The product
crystal can be easily obtained from the enzyme solution and
compound-forming behavior between small molecules and the
much larger protein is unlikely. The relatively time-consuming
purification procedure of a single or few selected enzymes un-
fortunately causes additional problems at larger scale.

3.2.3. Economic considerations

The basis for most bioprocess integration options is still the
final cost. Even if ISPC or another form of ISPR is considered to
overcome a certain limitation, its integrated use will always re-
quire additional effort, which eventually translates into cost
factors. For example, certain ISPC concepts may require a sec-
ondary reactor, which clearly increases overall costs in appara-
tus and energy consumption. Most ISPC concepts are conse-
quently designed to overcompensate for these additional costs
by the gained advantages. However, for certain process scenar-
ios, it might be more logical to perform a classical reaction, fol-
lowed by an established DSP approach.*® Finally, the contribu-
tions of an ISPC should also have a positive effect towards
waste reduction to minimize the E-factor of the entire process,
which eventually has economic advantages due to less waste
formation per product*"

4. Examples of ISPC in Biocatalysis
4.1. Internal crystallization
4.1.1. Direct crystallization of a product

Direct crystallization of a neutral product molecule requires the
careful consideration of the solubilities of all relevant reactants;
the product should have the lowest value to promote in situ
crystallization. For example, Cho et al. presented the synthesis
of the unnatural amino acid L-homophenylalanine (4) from 2-
oxo-4-phenylbutyric acid (2) and L-aspartate (1) by using re-
combinant E. coli cells harboring an aromatic L-amino acid

Chem. Eur. J. 2019, 25, 4871- 4884 www.chemeurj.org

4877

CHEMISTRY

A European Journal
Minireview

transaminase.*? At the selected pH of 7.2, compound 4 has a

rather low solubility of <2 mmolL™", and thus, precipitates effi-
ciently from solution (Scheme 1). Moreover, because 2 also has
an inhibiting effect on the enzyme, the concentration was

O NH, o o
HDMOH HOJ\)H(OH
0 o
1 - 3
transamination
. — it JSPC
o NH,
oH o~ “OH i
o = e} :
2 4 :

crystallization 2

NH, :

g AOH |
"
- o ;
4 :

Scheme 1. Asymmetric synthesis of L-homophenylalanine (4) by using ISPC.

maintained at about 40 mmolL~" by external substrate feed-
ing, which eventually facilitated the synthesis of about
800 mmolL™" 4 (>99% enantiomeric excess (ee)) within about
11 h. Because solubility differences between the substrates and
product are more pronounced at higher temperatures, the re-
action temperature can also be raised from 37 to 60 °C to take
advantage of the higher activity of the thermophilic aromatic
L-amino acid transaminase. This similarly allowed the synthesis
of 4 or L-phenylglycine from their corresponding a-keto acids
within 10 h (>99%ee) with L-glutamate as a substrate.® A
similar study by Hanzawa et al. presented the use of a thermo-
philic aminotransferase from Thermococcus profundus for the
synthesis of the unnatural amino acid 3-(2-naphthyl)pyruvate,
which also has a relatively low solubility in water. The optically
pure amino acid (>99%ee) was crystallized in a batch reactor
at 70°C with 93 % yield.*"

A different concept was recently applied for the crystalliza-
tion of isomers of a natural amino acid. Wirges et al. applied
ISPC with the amino acid racemase from Pseudomonas putida
for NBRC12996-catalyzed isomerization of threonine 5
(Scheme 2).°*) Compound b-5 is isomerized into L-allo-5 and
subsequently crystallized, whereas in another process L-5 is
similarly converted into p-allo 5 and also crystallized. The main
driving force of the process is again the lower solubility of the
diastereomeric allo products, which spontaneously crystallize
from the reaction solution. Both enantiomers of threonine
have a solubility of 119 gL', whereas their diastereometic allo
counterparts are less soluble, with a solubility of 83 gL'
(values at 30°C in water). The authors presented the excellent
performance of this reaction in repetitive batch mode over a
period of 55 days. A total of 30.8 g p-allo-5 and 32.4 g L-allo-5,
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Scheme 2. Isomerization and ISPC of selected threonine isomers.

with very high diastereomeric excess values, were isolated (ca.
80% vyield). A similar study included the racemization of aspar-
agine and introduction of preferential in situ crystallization
This isomerization concept was extended by Encarnacién-
Gdémez et al., who used an alternative chemoenzymatic stereo-
inversion reaction, which converted the undesired enantiomers
of p-phenylalanine and p-methionine back into a racemate.””
Here, the p-isomers were oxidized with a p-amino acid oxidase
and then reduced to the racemic amino acid with ammonia
borane. As a result, L-phenylalanine and L-methionine were
crystallized with purities higher than 99%.

In addition to natural and non-natural amino acids, such
ISPC concepts can also be applied to other compounds. A no-
table example is the preparation of nicotinamide (7), which
can be synthesized through the hydration of 3-cyanopyridine
(6) with nitrile hydratase from Rhodococcus rhodochrous 11
(Scheme 3).58

Due to the low solubility of 7, precipitation from the reac-
tion solution occurs spontaneously, with the notable advan-
tage that a secondary reaction to the undesirable nicotinic
acid is prevented due its fixation in a solid form. This type of
ISPC was originally termed pseudocrystal fermentation because
it involved parallel dissolution of the substrate and product
precipitation.

hydration

+ HO

crystallization

9 H
A i

NH;,

Scheme 3. Nitrile hydratase catalyzed synthesis and crystallization of nico-
tine amide.
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At this point, it is worth mentioning that ISPC concepts can
be similarly performed in fermentation processes. For example,
the fermentative production of riboflavin and its subsequent
crystallization was investigated by van Loon et al. in detail.>”
They developed a process to obtain needle-shaped crystals of
riboflavin from the fermentation broth. The crystals could then
be separated from the biomass by simple differential centrifu-
gation, with a purity of 96 %.

4.1.2. Crystallization of salt-forming systems

Frequently, the respective solubilities of the main products are
very high, and thus, not directly compatible with ISPC, espe-
cially for charged products with high polarity. A potential strat-
egy to overcome this issue is the formation of a salt that pos-
sess a significantly lower solubility and consequently crystal-
lizes from solution.

A representative example is the ISPC within decarboxylase-
catalyzed reactions (enzymatic Kolbe-Schmitt reaction), which
exhibit very unfavorable reaction equilibria towards carboxylat-
ed products. Ren et al. applied an ISPC method by using spe-
cific quaternary ammonium ions (10) to continuously remove
the formed benzoic acid derivatives (9) from their biocatalytic
reaction solutions (Scheme 4),*!

ISPC
ORI e o
i +HCOY | H O
Rl "o =0
T H,0 y
8 9
é crystallization
: RN
10

0

P L e
R'=20Hor3-0H iz 77 O NRy

R

R? = 3-OH or 6-OH

R' = aliphatic, aromatic

Scheme 4. Decarboxylase-catalyzed carboxylation of phenol derivatives with
subsequent in situ crystallization.

The formation of the corresponding solid product salt (11)
shifts the reaction towards the product side, which facilitates,
in theory, simple reuse of the remaining mother liquor/sub-
strate 8 solution and simplifies DSP through filtration. With this
ISPC, the yields of various organic carboxylic acids were signifi-
cantly increased from less than 40% to up to 97 %.

A similar, but slightly more complex, ISPC concept was re-
cently described by Hulsewede et al. for selected amine trans-
aminase catalyzed reactions (Scheme 5)."" Herein, transami-
nase-catalyzed reactions exhibit, in comparison to decarboxyl-
ases, a similarly poor reaction equilibrium towards the synthe-
sis of chiral product amines 15 from the corresponding prochi-
ral ketones 12. Classically, this is solved by an excessive
overstoichiometric amount of the cosubstrate isopropylamine
(13), other tailor-made donor amines, or complex (bio)catalytic
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Scheme 5. ISPC of a product amine from an amine transaminase catalyzed
reaction.

cascade concepts to remove the coproduct from the biocata-
lytic reaction system to indirectly shift the reaction to the
product side.* All of these options improve product forma-
tion, but clearly result in additional costs, lower atom efficien-
cy, and may require additional effort during DSP. Hilsewede
et al. solved this issue by the addition of a specific carboxylic
acid, 3,3'-diphenylpropionic acid 16, which forms a sparingly
soluble product salt 17 with product amine 15. Salt precipita-
tion from the reaction equilibrium results in the mentioned
shift of the amine transaminase reaction and facilitates product
isolation through simple filtration. Notably, the applied donor
13, which also forms a salt with 16, does not crystallize from
solution under the chosen reaction conditions. A series of pro-
chiral aliphatic and aromatic ketones were converted by using
this ISPC concept and significantly higher conversions of up
96 % were achieved.

Within salt-based ISPC concepts, metal ions can also be ap-
plied to facilitate crystallization of a product as a sparingly
soluble salt. This concept is well known within fermentation
processes for the (continuous) removal of selected carboxylic
acid from fermentation broths.

For example, Kulla presented the conversion of nicotinic
acid into 6-hydroxynicotinic acid by Achromobacter xylosoxi-
dans LKl and subsequent crystallization as a magnesium salt
(Figure 6).**' 6-Hydroxynicotinate is a basic building block for
the production of various insecticides. Magnesium nicotinate is
100 times more soluble than its counterpart magnesium 6-hy-
droxynicotinate, which represents the driving force of the ISPC
concept. Due to the good solubility of magnesium nicotinate,
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| Mg-6-hydroxynicotinate |

Figure 6. Production and crystallization of magnesium 6-hydroxynicotinate.

the substrate is easily fed as a salt and the pH is adjusted by
the addition of nicotinic acid and MgO. Product isolation was
achieved by an attached settler with a STY of 1.5gL "h™',
overall yield of >90%, and a purity of > 99%.

Similarly, lactic acid, which is produced by the fermentation
of glucose, can be crystallized as its calcium or magnesium
salts through the addition of calcium carbonate or magnesium
sulfate. By using this RC, high amounts of lactate can be
achieved (up to 280 gL ") with a notable reduction in waste:
40% less water, 41% less inorganic salts, and 43% less yeast
extract usage.™”

4.1.3. Crystallization of compound-forming systems

In addition to direct crystallization of a desired product or indi-
rect crystallization as a salt, crystallization of a compound-
forming system is less frequently considered. Mostly the crys-
tallization of solvates is reported, whereas reports involving
cocrystals are still rare.

For example, a very well investigated example of an ISPC
concept is the penicillin acylase catalyzed synthesis and subse-
quent crystallization of ampicillin trihydrate (23; Scheme 6). In
the classical synthesis pathway, 6-aminopenicillanic acid (20) is
acylated by the penicillin acylase with b-(—)-phenylglycine
methyl ester (19) to yield ampicillin (21) in solution. The main
disadvantages of this procedure are the unfavorable equilibri-
um to the P-lactam antibiotic and undesired product hydroly-
sis (secondary hydrolysis) by the applied penicillin acylase due
to the relatively high product concentration in solution. The re-
sulting side product, b-(—)-phenylglycine (22), represents the
loss of acylating agent 19, and thus, lower formation of the de-
sired product 21.

In contrast, after an initial reevaluation of the pH-dependent
solubilities of the main reactants, Youshko et al. successfully in-
troduced the ISPC concept, which allowed direct precipitation
of solid 21 from solution.*” This effectively reduced the unde-
sired hydrolytic side reaction of 21 in solution and facilitated
an improved conversion of 93% for 20 and 60% for 19 con-
cerning product 21. The ISPC concept can be further opti-
mized by repeated addition of both substrates at pH 6.3 (con-
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Scheme 6. ISPC of ampicillin trihydrate from a penicillin acylase catalyzed reaction.

version of 97% for 20 and 72% for 19)“” or a pH gradient be-
tween 7.0 to 6.3 (conversion of 96% for 20 and 71 % for 19).%”
To utilize the activity of penicillin acylase for a longer period of
time, Ferreira et al. also investigated the use of a Taylor vortex
flow reactor (VFR)."® Through the immobilization of penicillin
acylase on an agarose gel, full enzyme activity was maintained
over 200 h in a continuous process. Furthermore, the main
contaminant in the obtained solid phase was side product 22,
which needed to be minimized for further DSP. To solve this
issue, Encarnacion-Gomez et al. developed a seeding protocol
within this ISPC, which improved the crystal purity, by the care-
ful addition of pure seeds of 23, to > 95 wt%; this was suffi-
cient for further DSP*!

Eventually, McDonald etal. described the ISPC process in
detail and determined the obtained solid within the process
correctly as trihydrate 23.°% They found that the main parame-
ter was pH, since it strongly affected the solubilities of the re-
actants. For example, the solubility of 20 increases significantly
at pH> 6, which fortunately also suppresses the undesired hy-
drolysis of 21. Above pH 7, the solubility of product 21 increas-
es significantly, which will prevent crystallization, and thus, sets
the optimal operation window between pH 6 and 7. Interest-
ingly, a slight decrease in product solubility beyond pH 8 is ob-
tained, which results from the formation of the undesired am-
picillin sodium salt. The authors finally presented an optimized
process with an overall productivity peak close to pH 6.5 with
a 50% increase in selectivity, in comparison with the classical
homogeneous reaction system.

Another interesting suggestion for cocrystallization of cin-
namic acid from a fermentation solution was recently investi-
gated in detail by Urbanus et al.”" They identified a 1:1 cin-
namic acid/3-nitrobenzamide cocrystal, investigated the phase
behavior, and discussed its use near the three-phase equilibri-
um point for process intensification.

4.2, External crystallization
4.2.1. Direct crystallization of a product

One of the earliest examples of direct product crystallization is
ISPC of 6R-dihydrooxoisophorone (25) based in the baker’s
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yeast catalyzed reduction of 4-oxoisophorone (24). Product 25
is a key intermediate in carotenoid synthesis. This reaction
system was initially reported in detail by Leuenberger etal. in
1976 (Scheme 7).5% They observed a solubility limit of about
10gL~", which resulted in the aforementioned continuous
crystallization of 25. This also minimizes potential product in-
hibition of 25 and undesired secondary reduction to (4S,6R)-ac-
tinol (26). Eventually, 3.6 kg of optically pure 25 were obtained
from a 200 L batch fermentation.

ISPC
; crystallization ‘
ﬁ! o0 reduction } ﬁ( o] /ﬁto .
= |
a7 > o o7 i
24 i 25 25
reduction
o4
HO™
26

Scheme 7. Baker’s yeast catalyzed reduction of 4-oxoisophorone (24) to 6R-
dihydrooxoisophorone (25), including integrated ISPC.

This synthetic concept was significantly improved in several
steps by Buque-Taboada etal. through an impressive process
redesign, which involved a secondary reaction vessel that
served as an external crystallizer (Figure 7; see also Figure 5 for
process options).2**

The main purpose of this interesting setup is the separation
of yeast cells from the solid product in the respective reactor/
crystallizer. Biomass separation is facilitated by membrane fil-
tration and fed back into the fermenter. The cell-free medium
is cooled in the crystallizer to 5°C to induce the crystallization
of 25. The remaining, depleted mother liquor is passed
through a 0.2 um filter to retain solid 25 and refed into the fer-
menter for a full cycle and continuation of the bioprocess in
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Figure 7. The use of an external crystallizer in the baker’s yeast catalyzed re-
duction of 24 to 25.

the fermenter. This crystallization loop increased overall pro-
ductivity by 50% and selectivity towards 25 from 87 % to over
96 %, in comparison to that of a classical batch process.

4.2.2. Crystallization of salt-forming systems

As mentioned above, a vast selection of bioderived carboxyl-
ates form sparingly soluble salts with certain metal ions, for ex-
ample, calcium ions. Similarly to ISPC solutions in direct con-
tact with the reaction system, technical solutions with an exter-
nal crystallizer were developed. For example, the crystallization
of L-malic acid as its calcium salt from a fumarase-catalyzed re-
action was presented by Furui etal. and applied as an ISPC
process with an external crystallization unit.*” An immobilized
enzyme was used in a bioreactor at 37°C for the synthesis of
calcium r-malate from calcium L-fumarate and the enzyme-free
solution was cooled in an external crystallizer at 10°C with an
excess of calcium in solution. The filtered mother liquor was
subsequently returned to the bioreactor for further synthesis
of L-malate. With this crystallization loop, the STY could be in-
creased to 2.2 gL "h™", in comparison to 1.7 gL "h~" in a con-
ventional column-type bioreactor.

Bao et al. presented a similar integrated bioreaction-crystal-
lization process for the continuous production of calcium
gluconate from a glucose oxidase catalyzed reaction. The au-
thors introduced oxygen through external loop airlift columns,
which were connected to a crystallization loop. It was shown
that this method achieved a comparable productivity to that
of the batch fermentation process. However, the advantage of
the crystallization loop over batch fermentation is a reduction
of waste and a vastly simplified DSP concept.®”

An indirect connection as a repeated fed-batch process of
an ISPC concept was presented by Xu and Xu for the crystal-
lization of calcium L-lactate based on a glucose-based fermen-
tation process (Figure 8).°° The initial process was performed
at 52°C and, after glucose depletion, half of the reaction
volume was transferred to the crystallizer to perform product
salt crystallization (seeded crystallization) at 23°C. Subsequent-
ly, the supernatant solution was transferred back to the origi-
nal bioreactor and new fermentation medium and glucose
powder were added to start the next fermentation cycle. After
three consecutive fermentation—crystallization cycles, an aver-
age of 1.7 times improved productivity was achieved. Notably,
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cess.

this process does not technically qualify as ISPC, but the reuse
of the remaining solution/mother liquor is very similar.

4.3. Crystallization of compound-forming systems

Examples of compound-forming systems in an external crystal-
lization setup are unfortunately still rare. A noteworthy exam-
ple thereof was recently introduced by Urbanus et al., and in-
volved an electrochemically induced cocrystallization for
ISPC.5” The main purpose of this combination is to create a
very localized overlap in an electrodialysis module between
the operational windows of fermentation and crystallization
processes; this is not possible for the bulk phases. In the pre-
sented process, a fermentation broth is passed from a reactor
through a crystallization cell, which contains the required elec-
trodes and a cation exchange membrane (CEM; Figure 9).

Due to the included electrolysis process, a low pH is gener-
ated, which subsequently allows diffusion of protons through
the membrane. The local pH shift facilitates reprotonation of
the carboxylate ions, which allows the precipitation of a co-
crystal with 3-nitrobenzaminde (27 b-28). Nasrollahnejad et al.
continued this work with a technoeconomic evaluation of the
proposed process for the production of fumaric acid.*¥ They
compared conventional fermentative production, production
and subsequent salt regeneration, and production through
electrochemically induced crystallization. The conventional
method required a final pH shift to induce the crystallization of
fumaric acid in the bulk phase, which produced about 1.3 tons
of solid waste per ton of product. In contrast, electrochemically
induced crystallization generates no solid waste by design,
which is preferred. Notably, the applicability of electrochemi-
cally induced crystallization will be more cost efficient than
that of the conventional method, if solid waste disposal costs
increase above €128 per ton.

Another example includes the use of penicillin acylase for
the synthesis of the cephalosporins cefaclor and cefalexin; this
process is similar to that of the preparation of ampicillin (see
also Scheme 6).
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Figure 9. Electrochemically induced cocrystallization for the ISPC of cinnamic
acid.

These compounds exhibit considerably higher solubility and
require additional complexing agents; in this case, naphthols.
The resulting sparingly soluble complex facilitates a consider-
ably lower solubility, and thus induces, the crystallization of ce-
faclor and cefalexin. This can be exploited for an indirect pro-
cess, wherein both reaction vessels are interconnected by peri-
staltic pumps. In case of cefaclor, the yield increased from 57
(without ISPC) to 80% (with ISPC).>!

5. Similarities between ISPC and In Situ
Product Adsorption (ISPA)

The occurrence and especially growth of a solid, crystalline
phase during ISPC facilitates the abovementioned advantages
in bioprocess design. In this context, it is worth mentioning
that almost identical behavior is present for the use of adsorp-
tion techniques as ISPA. In both cases, a solid phase is present,
which eventually accumulates the desired product molecule. In
the case of crystallization, new layers are additionally intro-
duced, yielding the desired crystal growth, whereas mono- and
multilayers occur during adsorption on a (typically noncrystal-
line) solid phase. In both cases, a solid phase is subsequently
filtered off and subjected to product isolation. Consequently,
adsorption may be applied in a similar way in cases that lack
an applicable solubility limit for an ISPC process. A vast selec-
tion of scientific reports discuss the opportunity of using ionic
exchange or nonionic adsorbent resins for DSP'®” and for ISPR
either in internal operation mode with direct® contact of cells
or in external operation mode with direct®®? or indirect’®® con-
tact of cells. Phillips et al. have provided a comprehensive and
well-written overview of in situ adsorption techniques in mi-
crobial natural product fermentations.**
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For example, Mirata et al. described such an example for the
regioselective conversion of (R)-(+)-limonene into (R)-(+)-peril-
lic acid by Pseudomonas putida DSM 12264 (Figure 10).% The
applied strain facilitates a product concentration of
18 mmolL™" in batch culture operation mode, and up to

limonene-
saturated air

W fluized bed of
.| anion exchanger
#42| pre-impregnated

limonene
reservoir

external
recovery
loop

glycerol limonene

Figure 10. Synthesis and ISPA of (R)-(+)-perillic acid.

64 mmolL™" (11gL™") through nonlimiting fed-batch condi-
tions after 6 days. Higher concentrations were unfortunately
not achieved due to strong product inhibition. The authors
screened various anion-exchange resins, including the determi-
nation of the respective adsorption isotherms, and eventually
applied commercially available Amberlite IRA 410 Cl. With this
resin, the abovementioned product inhibition was circumvent-
ed by ISPA with a direct external adsorption process. Perillic
acid was successfully recovered with 1 molL™" HCl/ethanol,
with recovery rates of 99%. After recrystallization, the product
was obtained with 98% purity. The overall concentration
(187 mmolL™" (31gL™") after 7 days) was 2.8 times greater
than that of fed-batch perillic acid production without ISPA.

6. Summary and Outlook

The application of ISPC is a powerful, but still less considered,
technique for the removal of a target product directly from its
reaction solution. This form of bioprocess intensification
allows, among other benefits, unfavorable reaction equilibria
to be overcome, toxic (co/by)product or intermediate concen-
trations to be reduced, or may even simplify DSP enormously
through a very simple filtration step. For this purpose, specific
knowledge of the respective solubilities and solid-phase be-
havior should be considered, especially early in (bio)process
development. Unfortunately, (re-)crystallization is often only
considered as a late option during final product purification.

This Minireview was designed to close this gap through the
introduction of relevant physicochemical properties and their
effect on corresponding process considerations within (bio)-
process design. The examples shown should visualize available
options and present their potential for the production of val-
uable chemicals. We hope that this minireview will help to in-
spire further interdisciplinary applications of ISPC in biocatalyt-
ic reactions.
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4.3 Application of In Situ Product Crystallisation in the Amine
Transaminase from Silicibacter pomeroyi-Catalysed Synthesis
of (5)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamine
Dennis Hiilsewede, Jan Neuburger and Jan von Langermann™
Biocatalytic Synthesis Group, Institute of Chemistry, University of Rostock,
Rostock, Germany

Over the past few years, transaminases have become a powerful tool for the synthesis of chi-
ral amines, which are valuable building blocks in the preparation of active pharmaceutical
ingredients (APIs) and agrochemicals [1]. Examples include applications at both labora-
tory and industrial scale, such as in the synthesis of Sitagliptin [2]. The major advantage of
amine transaminases (ATAs) is their ability to synthesise highly selectively optically pure
amines or amino acids [3]. This can be achieved by kinetic resolution from a racemic amine
mixture, which is limited by design to a maximum yield of 50%, or by the preferred asym-
metric synthesis with a theoretical maximum yield of 100%. The asymmetric synthesis
reaction requires a primary amine, which serves as a donor for the amination of a prochiral
carbonyl compound (amine acceptor), forming the chiral product amine and the deaminated
co-product [4, 5]. Commonly used donor amines are isopropylamine (IPA) and alanine [6].
The asymmetric synthesis is unfortunately often limited by the unfavourable thermo-
dynamic equilibrium towards the desired product amine. A conventional solution for this
major limitation is the use of a significant excess of the amine donor over the amine acceptor
to push the reaction to the product side [6, 7]. However, such nonphysiological conditions
can cause secondary issues with the biocatalyst itself, which may easily become a signifi-
cant problem in the synthesis process [5]. To circumvent this issue, (bio)catalytic cascade
reactions were developed to remove the side product and thereby shift the equilibrium [8].
One of the most common examples includes the use of alanine as an amine donor, forming
pyruvate as a byproduct, which is then further reduced to lactate by lactate dehydroge-
nase (LDH). The required regeneration of the co-factor is typically obtained with glucose
dehydrogenase (GDH) and glucose as a secondary substrate [9]. In addition, a variety of
tailor-made donor amines have been proposed, which include secondary reactions after
deamination and result in a similar equilibrium shift [10]. The consequence of all these
techniques is that the overall complexity of the transaminase-catalysed reaction is increased,
involving further side products, which decreases atom efficiency and increases costs.
Alternative noncatalytic solutions for equilibrium shift include in sifu product removal
(ISPR) techniques such as supported liquid membrane (SLM) [11] and in situ product crys-
tallisation (ISPC) of the product amine [12, 13], which is the technique we use here. The
advantage of a crystallisation is that it provides direct removal of the product amine from
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the reaction solution and subsequent isolation by a simple filtration [13]. The following
example shows the enzymatic transformation of 3-methoxyacetophenone (3MAP) 1 into
(8)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine 2 using the conventional amine donor IPA and the
ATAs from Silicibacter pomeroyi. The integrated in situ crystallisation is achieved with
the counterion of 3,3-diphenylpropionic acid (3DPPA) 4.

4.3.1 Procedure 1: Synthesis of IPA-3DPPA Salt (Donor Salt) 5
O MTBE, 1 h, O ®
0] + NH, room temp 0 NHg
—_—
Gy e SHale
4 3 5

Scheme 4.3  Synthesis of IPA-3DPPA salt (donor salt) 5.

4.3.1.1 Materials and Equipment

Methyl tert-butyl ether (MTBE)

3,3-Diphenylpropionic acid (3DPPA) 4 (5 g, 44.2 mmol)
IPA 3

250 mL round-bottom flask

4.3.1.2 Procedure

1. In a 250 mL round-bottom flask, 3DPPA (5 g, 22.1 mmol) was dissolved in MTBE
(90mL). IPA (1.9 mL, 22.1 mmol) was added within 2min and the resulting mixture
was stirred overnight at room temperature.

2. The resulting precipitate was filtered and washed with ice-cold MTBE (ca. 20 mL) and
dried overnight at room temperature (in a fume hood) and for a few hours at 60 °C until
all remaining MTBE was evaporated (see Scheme 4.3).

4.3.1.3  Isolated Yield

6.3 g (>99% yield) of a white powder.

TH-NMR (500.13 MHz; DMSO-d6): 6 7.31-7.08 (m, 10H, Ar H), 6.22 (s, 3H, NH;*),
4.47 (t, J = 1.7Hz, 1H, CH), 3.05 (m, J = 6.3 Hz, 1H, CH), 2.86 (d, J = 7.7 Hz, 2H, CH,),
1.04 (d, J = 6.3 Hz, 6H, CH;).

I3C-NMR (125.8 MHz; DMSO-d6): § 172.8 (CO,), 144.7 (Ar), 127.7 (Ar), 127.2 (Ar),
125.4 (Ar), 46.9 (CH), 41.8 (CH,), 41.6 (CH), 23.6 (CH,).

4.3.2 Procedure 2: ISPC-Based Synthesis
of (8)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylammonium 3,3-Diphenylpropionate 2
4.3.2.1 Materials and Equipment

e [PA3
e [sopropylammonium 3,3-diphenylpropionate (IPA-3DPPA) 5
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Distilled water (dH,0)

Cyclopentyl methyl ether (CPME)

conc. H;PO, (>85%)

sat. NaOH solution

Internal standard solution: 9.7 pL. n-decane in 1.99 mL. CPME
N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N-(2-ethanesulfonic acid) (HEPES)

ATA from Silicibacter pomeroyi (commercially available as ECS ATA08 from Enzymi-
cals AG)

3-Methoxyacetophenone (3MAP) 1

Pyridoxal 5'-phosphate hydrate (PLP)

50mL Schlenk flask

1.5mL Eppendorf tubes

pH meter (WTW pH 320, WTW)

Centrifuge (Mini Centrifuge C-1200, National Labnet)

Vacuum pump (Diaphragm Pump, Vacuumbrand)

Gas chromatograph (GC) (Trace 1310 Gas Chromatograph, Thermo Scientific)
GC column CP-Chirasil-Dex CB; 25 m, 0.25 mm, 0.25 pm (Agilent)

4.3.2.2  Procedure

1.

2.

HEPES (119 mg, 0.5 mmol) was dissolved in dH,O (20 mL) to obtain a 25 mM HEPES
solution.

The HEPES solution (20 mL, 25 mM) was transferred into a 50 mL Schlenk flask. IPA
(214 pL, 2.5 mmol) was added to obtain a concentration of 125 mM, and the pH was
adjusted to 7.5 by adding conc. H;PO,.

. TPA-3DPPA salt (713.5mg, 2.5mmol) (donor salt) was added to the reaction mixture

as a continuous feed of IPA and 3DPPA for the ISPC of the product amine salt. Please
note that IPA-3DPPA is only partially soluble and an excess of solid donor salt will be
present.

. PLP (24.7 mg, 0.1 mmol) and ATA (240 U) were added to the resulting suspension and

the reaction was started by the addition of 3-methoxyacetophenone (3MAP) 1 (275 pL,
2.0 mmol). The reaction mixture was stirred at 30 °C for 23 hr.

. The reaction vessel was held under reduced pressure (50—100 mbar) for 1 hr to partially

remove acetone.

. A 500 pL sample was taken, quenched with a sat. NaOH solution (50 pL), mixed with

CPME (500 pL) and vortexed for 30 sec. The emulsion was centrifuged to enhance phase
separation. 200 pL of the organic layer was added to CPME (800 uL) and a 25 mM
n-decane solution in CPME (200 pL) (internal standard) for gas chromatography analy-
sis (see later for details).

. Substrate adjustment after each cycle (24 hr): Based on the analysis in Step 6, the 3SMAP

concentration was readjusted to 100 mM and IPA-3DPPA to 125 mM. The reaction was
then allowed to proceed for another 23 hr.

. Steps 5-7 were repeated until a product amine concentration of 180-190 mM was

reached. During the last two repetitions, only 3MAP was readjusted to 100 mM, to
allow the consumption of all solid IPA-3DPPA. This led to the presence of only product
amine salt as the remaining solid phase, which was eventually filtered off and washed
with small amounts of cold water and CPME (see Scheme 4.4).
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B A O ieeeeresusnruaanrnruaannansy,onrunnunsnanenan e ennuanns donor salt dissolution
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Scheme 4.4 ISPC-based conversion of 3-methoxyacetophenone T into (S)-1-(3-methoxyphe
nylyethylamine 2. Equilibrium shift and product isolation result from a continuous product
amine salt precipitation 6 with 3,3-diphenylpropionate, which originates from a constant dlis-
solution of the donor amine salt isopropylammonium 3,3-diphenylpropionate 5.

4.3.2.3  Isolated Yield

1 g (92% yield, based on IPA-3DPPA consumption).

TH-NMR (500.13 MHz; DMSO-d6): & 7.33-6.73 (m, 14H, Ar H), 447 (t, J = 7.8 Hz,
1H, CH), 4.43 (s, 3H, NH; ™), 4.00 (q. J = 6.7 Hz, 1H, CH), 3.77 (s, 3H, O-CH;), 2.97 (d,
J=17.8Hz, 2H, CH,), 1.29 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH,).

I3C.NMR (62.9 MHz; DMSO-d6): & 172.0 (CO,), 159.0 (Ar), 149.3 (Ar), 143.9 (Ar),
128.5 (Ar), 127.7 (Ar), 127.0 (Ar), 125.5 (Ar), 117.6 (Ar), 111.5 (Ar), 111.3 (Ar), 54.6
(O-CHs), 50.0 (CH), 46.4 (CH). 40.1 (CH,), 25.0 (CHy).

The free amine can be obtained by dissolution of the product salt in alkaline solution
(pH >13), extraction into CPME and evaporation of CPME.

4.3.2.4  Analytical GC Method
See Tables 4.1 and 4.2,

Table 4.1 GC method.

Temperature program (r = (°C.min~") Duration

90°C-2r = 100°C -20r - 130°C-2r—=138°C-20r—= 160°C 11.6min
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Table 4.2 Retention times for GC analysis.

Substance Retention (min)
n-Decane (standard) 3.9
(S5)-1-(3-Methoxyphenyljethylamine (3MPEA) 8.7
3-Methoxyacetophenone (3MAP) 9.0

4.3.3 Conclusion

This procedure describes the continuous synthesis of (5)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine
1 beyond the initial thermodynamic equilibrium in high purity. The continuous dissolution
of the donor amine salt IPA-3DPPA provides the basis for a constant crystallisation of the
product amine salt.
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4.4 Enantioselective Synthesis of Industrially Relevant Amines Using an
Immobilised @-Transaminase

Elisabetta Parodi,! Oreste Piccolo? and Antonella Petri!
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The use of m-transaminases has been identified as a greener and more sustainable method
for the preparation of enantiomerically pure amines, which are important precursors of
biologically active compounds with ditferent industrial applications [1-4]. Kinetic resolu-
tion of racemic amines and asymmetric synthesis starting from the corresponding carbonyl
compounds are the two procedures carried out in the transamination reaction. Asymmetric
synthesis is generally a preferable method as it offers the possibility of obtaining the product
with almost quantitative yields. Recent studies have favoured the application of transami-
nases at the industrial level, so it is not surprising that they are frequently found amongst the
enzymes designed for the large-scale synthesis of enantioenriched amines [1, 3]. In thiscon-
text, immobilisation of transaminases has been developed in order to obtain a more stable
biocatalyst and to simplify the reaction workup and purification of the product [5-7]. Suc-
cessful applications of immobilised transaminases have been reported thanks to enhanced
stability to temperature and in reuse experiments both in batch and in continuous-mode
reactions.

We have recently reported the asymmetric transamination of the selected substrate
1-Boc-3-piperidone 1 using several commercially available immobilised transaminases
(TA-IMBs), which facilitate the preparation of 3-amino-1-Boc-piperidine 2. The reaction
was carried out whilst evaluating the catalytic activity and the enantioselectivity under
different experimental conditions [8].

\N Hy
(\//]/O TA-IMB, PLP, iPrNH, O-“\\
buffer pH 7.5
N DMSO i
Boc Boc
1 (R)-2
conv >99 %
ee >99 %

Scheme 4.5 Synthesis of optically pure (R)-3-amino-1-Boc-piperidine 2.

74



6. PUBLIKATION

XI. 6. PUBLIKATION

Dennis Hilsewede, Erik Temmel, Peter Kumm und Jan von Langermann

Concept Study for an Integrated Reactor-Crystallizer Process for the Continuous Biocatalytic
Synthesis of (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamine

Article Crystals 2020, 10(5), 345
DOI: 10.3390/cryst10050345
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amine transaminase-catalyzed synthesis of (S)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine, which is a
valuable intermediate for the synthesis of rivastigmine, a highly potent drug for the treatment
of early stage Alzheimer’'s disease. The three-part vessel system developed for this purpose
consists of a membrane reactor for the continuous synthesis of the product amine, a saturator
vessel for the continuous supply of the amine donor isopropylammonium and the precipitating
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Abstract: An integrated biocatalysis-crystallization concept was developed for the continuous
amine transaminase-catalyzed synthesis of (5)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine, which is a valuable
intermediate for the synthesis of rivastigmine, a highly potent drug for the treatment of early
stage Alzheimer’s disease. The three-part vessel system developed for this purpose consists of
a membrane reactor for the continuous synthesis of the product amine, a saturator vessel for
the continuous supply of the amine donor isopropylammonium and the precipitating reagent
3,3-diphenylpropionate and a crystallizer in which the product amine can continuously precipitate as
(5)-1-(3-methoxyphenyl)ethylammonium-3,3-diphenylpropionate.

Keywords: amine; biocatalysis; enzyme; process intensification; crystallization; enantioselective

1. Introduction

In recent years, biocatalytic synthesis reactions have made a significant impact in the scientific
community and have even replaced existing chemical pathways in industrial processes. The main
advantages are often higher stereo-, regio- and chemoselectivities, while mild reaction conditions and
environmentally friendly solvents such as water can be applied. The high selectivity of biocatalysts
results also frequently in less or even no side reactions, which itself yields higher process and atom
efficiencies. In addition, recent scientific and technological advances in enzyme engineering allow
the relatively fast design and production of tailor-made biocatalysts for a specific process [1-7].
Furthermore, downstream-processing from biocatalyst-based reaction systems remains an issue and is
a major economic factor in the overall process. This problem originates mostly from the presence of
water-soluble proteins, buffer salts, biocatalyst-based cofactors, remaining unreacted substrates and
co-substrates, which have to be removed efficiently to ensure high product purities. The purification
from such complex mixtures is typically achieved by multiple extractions and further purification
steps [8].

In contrast, selective crystallization techniques provide a more selective product isolation approach
from complex mixtures, especially aqueous solutions and was integrated in this study directly into
the biocatalytic synthesis process [9]. In the presented study this is utilized at the synthesis of
(5)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine, which is a valuable intermediate for the synthesis of rivastigmine,
a highly potent drug for the treatment of early stage Alzheimer’s disease (Scheme 1). Studies have
shown that the (S)-enantiomer is more potent as the (R)-enantiomer and preferably the enantiomerically
pure (S)-form should be administered to avoid complications [10-13].

Crystals 2020, 10, 345; doi:10.3390/cryst10050345 www.mdpi.com/journal/crystals
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Scheme 1. Investigated biocatalytic transamination reaction and the inclusion of a reactive crystallization
step for the synthesis of rivastigmine; R = -CH;~-CHPhy

The applied amine transaminase from Ruegeria pomeroyi catalyzes the transfer of the amine group
from the donor amine isopropylamine (IPA) to the carbonyl compound 3-methoxyacetophenone
(BMAP), forming (5)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine (3MPEA) and acetone (Ac) as a co-product [14,15].
The biocatalytic transformation forming 3MPEA itself is very enantioselective but suffers from
an unfavorable reaction equilibrium [16]. These limitations in amine transaminase-catalyzed
reactions are often overcome by classical (bio)chemical solutions to remove the co-product from
the equilibrium or using specifically tailor-made donor amines to shift the reaction to the product
side [17-28]. These chemically-driven options offer higher yields but require often a complex
process control, additional (bio)catalytic reaction systems, additional chemicals and eventually
lead to lower atom efficiencies [29]. As a crystallization-based alternative we apply our recently
developed in situ-product crystallization approach in the amine-transaminase-catalyzed reaction [16,30].
This reactive crystallization approach removes the product amine 3SMPEA from solution by forming
an ammonium salt with a suitable carboxylate anion that exhibits a very low solubility. Additional
chemical reactants or (bio)catalysts are not required and a simplified downstream-processing approach
via filtration is possible.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

All chemicals were obtained from Acros (Fair Lawn, NJ, USA), TCI Chemicals (Tokyo, Tokyo
Prefecture, Japan), Aldrich (St. Louis, MO, USA), Alfa Aesar (Haverhill, MA, USA) and ABCR
(Karlsruhe, Baden-Wiirttemberg, Germany) and were used as received. Deionized water was used
throughout this study.
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2.2. Biocatalyst

Amine transaminase from Ruegeria pomeroyi (as ECS- ATA08) was obtained as whole cell lyophilizate
(Enzymicals AG (Greifswald, Mecklenburg-Vorpommern, Germany)) and was used as received
during this study. The activity of 364 U/g was determined using the conversion of 2.5 mmol/L
1-phenylethylamine and 2.5 mmol/L pyruvate to acetophenone and alanine in 50 mM phosphate buffer
PpH 8.0 with 0.025 mmol PLP and 0.25 %(v/v) DMSO at 25 °C. One unit of enzyme activity is defined as
the formation of 1 mmol acetophenone per minute, which was observed spectrophotometrically at
245 nm with e(acetophenone) = 11.852 L/(mol-cm).

2.3. Donor Amine Salt Synthesis

39.6g 3,3-diphenylpropionic acid (3DPPA) were dissolved in 500 mL methy] tert-butyl ether (MTBE)
ina1L round flask. Then16.0 mLisopropylamine (IPA) were added to the stirred solution with a syringe
and the resulting suspension was stirred overnight. MTBE and excess IPA were evaporated afterwards
with a rotary evaporator to obtain the donor salt isopropylammonium 3,3-diphenylpropionate
(IPA-3DPPA).

2.4. Solubility Measurements

Solubilities were measured in 10 mL 50 mM phosphate buffer with an excess of the respective
solid salt to obtain a saturated solution. The resulting mixture was adjusted to the desired pH
value and shaken for 7 days at 160 rpm and 30 °C. The pH was re-adjusted daily with NaOH
and HCI, if required. The resulting mixture was then filtered to obtain a clear, saturated solution.
For pH-dependent measurements a sample was diluted (typically 20x) for the absorption measurement
of 3DPPA at 249 nm and compared with a calibration curve of 3DPPA in 50 mM phosphate buffer at
the same pH (3DPPA concentration range: 3-0.5 mM, 1 cm cuvette path length). For temperature
dependent solubility measurements, 25 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid
buffer (HEPES) at pH 7.5 was used. After 7 days a 1 mL sample was taken, evaporated and the amount
of salt determined gravimetrically with the subtraction of the amount of HEPES.

2.5. Reactor Setup

Two Plane flange vessels with a tempering jacket and a bottom drain valve of 250 mL (Pfaudler
GmbH, Germany) were used as crystallizer and saturator. The membrane reactor consists of two
Teflon chambers separated by a polyvinylidene fluoride transfer membrane (PVDF) with a cut-off of
0.2 pm (Bio-Rad Laboratories GmbH, Germany) (Figure 1). The vessels were connected with PharMed
- BPT and Tygon LMT - 55 tubes (Saint - Gobain, France), tempered with the cooling bath thermostat
Huber CC-K6 attached to a Pilot ONE control panel (both by Peter Huber Kaltemaschinenbau AG,
Germany) and stirred with overhead stirrers MICROSTAR 7.5 control. The membrane reactor was
stirred with magnetic stirrers (IKA Werke, Germany). Two peristaltic pumps—Hei-FLOW Precision 01
(Heidolph Instruments, Germany)—were used to transfer the mother liquors from the saturator to
the membrane reactor and from the crystallizer to the saturator. To ensure a constant filling level in
the membrane reactor, an overflow was integrated from which the reaction solution can flow into the
lower positioned crystallizer. In order to keep the solid salts in the saturator and the crystallizer, 11 um
filters have been placed at the inlet of the tubes.
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Figure 1. Design of the membrane reactor with polyvinylidene fluoride membrane (PVDF).
2.6. Membrane Reactor Procedure

In the membrane reactor, 857 uL IPA (100 mM) and 596 mg HEPES buffer (25 mM) were added to
100 mL water and the pH was adjusted to 7.5. This solution was divided equally into both chambers
of the reactor. After the addition of 2.85 g donor salt (100 mM) and 566 mg product salt (26 mg for
saturation and 540 mg as seed crystals) to the salt chamber, the reactor was stirred until the dissolved
salts were homogeneously distributed in both chambers. To start the reaction, 124 mg pyridoxal
5’-phosphate (PLP) (5 mM) and 1.37 mL substrate 3'-methoxyacetophenone (3MAP) (100 mM) were
added to the salt chamber and 1.56 g amine transaminase (ATA) (6 U/mL) to the biocatalyst chamber.
During the reaction the formed product (S)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine (3MPEA) can diffuse
through the membrane and result in crystal growth with 3DPPA on the product salt seed crystals,
while the cells containing the ATA are retained by the membrane. Every 24 h samples were taken from
both chambers of the reactor and measured by gas chromatography.

2.7. Triple Vessel Proceduire

5.14 mL IPA (100 mM) and 3.57 g HEPES buffer (25 mM) were added to 600 mL water and the
pH was adjusted to 7.5. From this solution, 80 mL were added to each of the two chambers of the
membrane reactor and the remainder divided between the saturator and the crystallizer. 10.3 g donor
salt (= 60 mM, if it would be fully dissolved) was then added to the saturator and 1 g product salt was
added to the crystallizer (159 mg for saturation and 841 mg as seed crystals) (see Figure 2). By switching
on the pumps (2.5 L/h) and stirrers (200 rpm), the partially dissolved salts can be distributed throughout
the system, while crystalline salt is retained by the filters in the respective vessels. To start the reaction,
741 mg PLP (5 mM) and 8.24 mL 3MAP (= 100 mM) were added to the saturator and 1.56 g ATA
(1 U/mL) to the biocatalyst chamber of the membrane reactor. Samples were taken regularly from the
biocatalyst chamber of the membrane reactor and measured by gas chromatography, to re-adjust the
3MAP concentration to the initial concentration of 100 mM, based on the observed conversion. As long
as solid donor salt is still present in the saturator, it is not necessary to add additional material.
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Figure 2. Reaction scheme of the continuous transaminases-catalyzed reaction with in situ donor salt
dissolution (left) and product salt crystallization (right) in separated vessels.

2.8. Sampling

Samples of the suspension (500 pL) were taken periodically and 50 pL conc. NaOH was added to
completely solve the undissolved salts and quench the reaction. Then 500 pL cyclopentylmethyl ether
(CPME) was added to extract substrate and product, mixed by a vortex mixer and then centrifuged
(2 min, 3000 rpm) to improve phase separation. From the organic layer, 200 pL. was taken and was
diluted with 800 pl CPME, combined with 200 pL of a 25 mM n-decane solution in CPME (internal
standard) and subsequently analyzed by gas chromatography.

2.9. Chromatography

Concentration was measured with a Trace 1310 gas chromatograph by Thermo Scientific (Dreieich,
Germany), equipped with a 1300 flame ionization detector and an Agilent Capillary HP-5 19091
J-433 (0.25 mm X 30 m x 0.25 um). n-Decane was used as internal standard in all measurements.
Temperatures of injector and detector were set to 250 °C. Temperature profile started at 90 °C, followed
by a heating rate of 2 K/min to 100 °C, 20 K/min to 130 °C, 2 K/min to 138 °C and 20 K/min to 160 °C.

2.10. X-ray Powder Diffraction (XRPD)

Solid samples were measured via x-ray powder diffraction (XRPD) to discriminate the solid
composition of donor salt and/or product salt. Powder x-ray diffraction data were collected on
a Stoe Stadi-P with germanium-monochromatised Cu-Ke-radiation (A = 1.5418 A) in horizontal
transmission/Debey-Scherrer geometry. The x-rays were detected with a position sensitive detector
in the 2Theta range from 5 to 35°. The 40 kV high voltage and 40 mA current were generated by a
Seifert high voltage generator (ID 3003). The equipment was controlled and the raw data were handled
with the software STOE WinXPOW (version 2.25, 2009). The position of the 2Theta and w-circle were
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adjusted with the (111)-reflex of crystalline silicon (2Theta = 28.44°). All samples were measured as
flat preparation between two layers of poly acetate foil. The sample was spun around its center during
the measurement and the w-circle was also spun with 1/2 2Theta.

2.11. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

'H NMR and '*C NMR spectra were recorded with a Bruker AVANCE 250 II, AVANCE 300 I1I
and AVANCE 500. Chemical shifts are reported in parts per million relative to the solvent peak as
an internal reference. Splitting patterns are indicated as follows: s, singlet; d, doublet; t, triplet; m,
multiplet (see Appendix A).

3. Results and Discussion

Initial studies of the integrated use of crystallization in amine transaminase-catalyzed reactions
included a direct application of a carboxylic acid, which yields the crystallization of the product
amine salt but specifically avoids the crystallization of the donor amine isopropylamine as its salt
(donor salt) [16]. This application of this concept results in a moderate apparent shift of the reaction
equilibrium towards the product side but is unfortunately often limited to batch reactions and relatively
low substrate concentrations due to a continuously increasing amount of solid product salt stopping
the entire reaction.

In this study we present an alternative continuous approach towards this reactive
crystallization, which intentionally includes the presence of the originally undesired donor amine
salt isopropylammonium 3,3-diphenylpropionate. The donor amine salt dissolves continuously
and thus release stoichiometric amounts of isopropylammonium and 3,3-diphenylpropionate into
solution. Any excess beyond the solubility limit remains as a dispersed solid phase in the reaction
mixture. This basically limits the amount of amine in solution to an absolute minimum, in contrast
to conventional approaches using high excesses of isopropylamine in solution, which may cause
limited enzyme stability [30,31]. Similarly, the substrate 3MAP is continuously dissolved in the
solution up to its solubility limit, ensuring a constant SMAP concentration in the aqueous solution
throughout the process. Consequently, the reaction equilibrium in solution is based on the aqueous
phase concentration since it is only accessible by the biocatalyst. The conversion towards the products
leads to a continuous removal of the educts from the aqueous solution, which is adjusted to the original
concentration due to the above mentioned solubility equilibrium. The reaction cycle is closed by the
final continuous crystallization of the product amine salt, which removes in stoichiometric amounts
the dissolved 3,3-diphenylpropionate anion. The only byproduct is acetone, which evaporates quite
easily from solution due to its high vapor pressure at 30 °C [30]. Applications at large scale will
require additional solutions to remove acetone effectively from solution to avoid a full stop of the
in situ-product crystallization and the inhibition of the biocatalyst, for example, via stripping with an
inert gas.

The presence of two solid salt phases requires a separation into two vessels to avoid an undesired
mixing. In this work we present a triple vessel system, which separates both solid phases and the
catalyst from each other, which enables the above mentioned continuous reaction mode (Figure 2).
A membrane reactor is applied to retain the biocatalyst (amine transaminase from Ruegeria pomeroyi)
behind a polyvinylidene fluoride membrane (PVDF), while the filtered mother liquor is pumped via
peristaltic pumps through a crystallizer for product salt crystallization, a saturator for donor salt
saturation and eventually back into the membrane reactor to close the loop. An exception is the
connection between the membrane reactor and the crystallizer, which is directly fed by an overflow
from the higher positioned membrane reactor.

3.1. Salt Solubilities

The solubility difference between both salts, donor salt and product salt, is the main parameter
within the shown reaction mode. The donor salt must have a significantly higher solubility than the
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product salt, which will only then crystallize selectively from solution. Using the 3,3-diphenylpropionate
(3DPPA) as the anion results in a solubility difference of approx. 50 mM between the donor salt
(IPA-3DPPA) and the product salt SMPEA-3DPPA) (Figure 3). For the investigated biocatalytic reaction
system the concentration of the donor salt remains for above pH 7 and 30 °C, at >50 mM, while the
product salt is considerably less soluble at approx. 5 mM, depending on the chosen pH in solution
(Figure 3A). These results are comparable with the model product amine salt 1-phenylethylammonium
3,3-diphenylpropionate in an earlier study [30]. Please note that the shown concentrations may be
altered by the presence of other salts such as other buffer components, impurities and especially the
additionally used isopropylamine. Changes in temperature will also affect the solubilities of these
two main salts, however the observed effect is relatively small. As shown in Figure 3B at pH 7.5 no
significant effect is visible and the donor salt remains strongly more soluble than the product amine
salt. The choice of temperature is fortunately mostly controlled by the temperature optimum of the
biocatalyst itself, which limits the choice of reaction temperature to a narrow range at 30 °C.
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Figure 3. pH- and temperature-dependent solubility profile of the donor salt IPA-3DPPA and product
salt SMPEA-3DPPA; (A) pH dependency in 50 mM phosphate buffer at 30 °C; (B) temperature
dependency in 25 mM HEPES buffer pH 7.5.

3.2. Single Membrane Reactor

The central membrane reactor is the key component within the triple vessel concept. The applied
membrane primarily retains the biocatalyst (whole E. coli cells) in the biocatalyst chamber from the
remaining solution and both solid salts, IPA-3DPPA and 3MPEA-3DPPA, in the salt chamber (Figure 4).
During the reaction, IPA-3DPPA is continuously consumed as the amount of product salt increases
and eventually accumulates as the only solid phase.

The dissolved reactants diffuse freely between both chambers and a relevant diffusion limitation
was not observed (full equilibrium conditions can be achieved within ca. 10 min). This approach
provides an alternative to classical encapsulation and immobilization approaches and thus prevents
undesired deactivation or diffusion problems of the biocatalytic reaction system [32-36]. The applied
PVDF transfer membrane is fully biocompatible and was described by Wachtmeister et al. in 2014 for a
lyase-catalyzed reaction [37]. In addition, the use of a membrane reactor offers a simple adjustment
of the biocatalytic synthesis system without interfering with the solid salt phases, including the
addition or a full exchange of the biocatalyst during the reaction. In addition, the accumulation of
inactivated biocatalyst in combination with an undesired mixing with the product salt is prevented,
which simplifies downstream processing enormously to a simple filtration step.
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Figure 4. Reaction flow in the membrane reactor.
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As shown in Figure 5, a batch experiment of the membrane reactor, without any connection to a
saturator and crystallizer, allows the conversion of 55 mM 3MAP to the corresponding product amine
salt SMPEA-3DPPA. The product salt accumulates exclusively in the salt chamber, while the donor salt
IPA-3DPPA is consumed in parallel in the salt chamber. A small amount of the product amine is always
present in the biocatalyst chamber, which relates to the solubility limit of the product salt in solution.
Eventually the reaction stops at approx. 55 mM product concentration due to an accumulation of
acetone in the aqueous phase due to the absence of an active acetone removal step, which equals the
equilibrium position of this biochemical reaction. Due to absence of an any observable substrate and
product inhibition at the chosen reaction conditions, the only rate determining step is the available
catalytic activity of the biocatalyst, which leaves a lot of room for optimization. Transport through the
membrane and crystal growth are always significantly faster and did not limit the overall process.
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Figure 5. 3MPEA concentration curve in the chambers of the membrane reactor, 30 °C, 25 mM HEPES
buffer pH 7.5, 100 mM 3MAP, 100 mM IPA-3DPPA, 100 mM additional isopropylamine and 5 mM PLP
(within entire solution).
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3.3. Combined Triple Vessel Concept

To permanently separate the salts from each other, the salt chamber of the membrane reactor is
replaced by a flow-through chamber connected to two other vessels (see Figure 2). The donor salt is
placed in the so-called saturator, which is placed directly before the membrane reactor. Here it can
dissolve the donor salt continuously up to the solubility limit to keep the isopropylammonium and
3,3-diphenylpropionate concentrations in solution constant, which is later lowered by the biocatalytic
reaction and the product crystallization step. The product salt is formed in the crystallizer, which
is positioned after the membrane reactor and facilitates a constant crystal growth due to a slightly
oversaturated product salt solution coming from the membrane reactor. Throughout the reaction
donor salt is constantly consumed by dissolution in the saturator and equally product salt collected by
crystal growth in the crystallizer. In the solution all concentrations are at an almost steady state except
the above mentioned small oversaturation of the product salt and small undersaturation of the donor
salt directly after the membrane reactor. In contrast to the single membrane reactor, an accumulation
of acetone and thus limited equilibrium conversion seems not to be present here due the high surface
area of the vessels and probably the applied tubing, which are permeable to acetone. In total, 1 g of
biocatalytically produced product amine salt was obtained throughout the reaction. By dissolving
the product salt in a basic solution, the product amine can be extracted into cyclopentylmethyl ether
(CPME). By adding HC], the hydrochloride of the product amine can be precipitated and filtered off,
which was described in an earlier study [30]. The system remained fully stable over 33 h with a constant
process productivity of 1.2 g/(L-d) (Figure 6). After 33 h an undesired product salt crystallization
occurred in the biocatalyst chamber, which decreased overall productivity significantly. The crystal
morphology between donor salt (platelets) and product salt (needles) is clearly different (Figure 7).
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Figure 6. Product formation in the combined triple vessel concept; 30 °C, 25 mM HEPES buffer
pH 7.5, 100 mM 3MAP, 60 mM IPA-3DPPA, 100 mM additional isopropylamine and 5 mM PLP
(within entire solution).

The product salt was easily obtained from the reaction solution by a simple filtration and a single
rinse with distilled water. The solid phase does not contain any cell or protein residue. The purity was
determined by NMR with >99.5% and the enantiomeric excess was determined by high-performance
liquid chromatography with >99.5%. XRPD analysis also showed that no donor salt formation occurred
in the crystallizer and similarly no product salt was found in the saturator (Figure 8).
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Figure 7. Crystal morphology of donor salt (left) and product salt (right).
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Figure 8. X-ray powder diffraction (XRPD) -analysis of donor and product salt; reference substances
and samples from combined triple vessel concept.

4. Summary and Conclusions

In this study we reported the development of a continuously operated amine transaminase-catalyzed
reaction, which is based on the integration of a reactive crystallization step for the in situ-removal of the
product amine as a product salt. The presented concept involves the use of a membrane reactor, which
retains the whole cell biocatalyst and two separate vessels for the application and collection of the donor
salt (saturator) and product salt (crystallizer). The saturator provides a constant concentration of the
required donor amine salt isopropylammonium 3,3-diphenylpropionate simultaneous to the crystallizer
that collects the product amine salt (S)-1-(3-methoxyphenyl)ethylammonium 3,3-diphenylpropionate.

In conclusion, the shown triple vessel concept with its central membrane reactor and final
crystallizer allows to overcome the very unfavorable chemical reaction equilibrium of the amine
transaminase-catalyzed reaction in a continuously operated vessel concept. A fully stoichiometric
reaction was achieved, which is not obtained in classical reaction concepts using isopropylamine as
donor amine. The spatial separation of biocatalyst, saturator and crystallizer allows a full control of these
components, including its separate removal and recycling after usage. The shown concept achieves very
high product purity by the integrated crystallization step with only very few downstream-processing
steps. The application of the membrane reactor provides a localization of the biocatalyst and prevents
the use of potentially harmful immobilization techniques. The herein achieved space-time-yield of
1.2 g/(L-d) is directly correlated with the applied biocatalyst activity, which will increase in parallel
with higher biocatalyst loadings. Future studies will also target the optimization of the shown concept
in order to improve process productivity in such a continuous reaction mode. This primarily includes
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techniques to prevent the undesired nucleation by an optimized reactor design and the use of purified
enzyme within the biocatalyst chamber.
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Abbreviation

3DPPA 3,3-Diphenylpropionic acid

3MAP 3’-Methoxyacetophenone

3MPEA (5)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamine

3MPEA-3DPPA (5)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylammonium 3,3-diphenylpropionate (product salt)
ATA Amine transaminase

CPME Cyclopentylmethyl ether

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl) piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid
IPA Isopropylamine

IPA-3DPPA Isopropylammonium 3,3-diphenylpropionate (donor salt)
NMR Nuclear magnetic resonance

PLP Pyridoxal 5"-phosphate

PVDF Polyvinylidene fluoride transfer membrane

XRPD X-ray powder diffraction

Appendix A

Appendix A.1. NMR-Data

Appendix A.1.1. Donor Salt IPA-3DPPA

1H-NMR (373.2 K, DMSO-d6, 500.13 MHz, § in ppm): 7.29-7.09 (m, 10H, Ar H), 4.47 (t, ] = 7.7 Hz,1H, CH),
3.07 (m, ] = 6.4 Hz, 1H, CH), 2.86 (d, ] = 7.7 Hz, 2H, CHy), 1.05 (d, ] = 6.4 Hz, 6H, CH3), NHs™ not given

BC-NMR (373.1 K, DMSO-d6, 125.76 MHz, & in ppm): 172.8 (CO,), 144.7 (Ar), 127.7 (Ar), 127.2 (Ar), 1254
(Ar), 46.9 (CH), 41.9 (CH,), 41.6 (CH), 23.2 (CHz)

Appendix A.1.2. Product Salt SMPEA-3DPPA

1H-NMR (373.1 K, DMSO-d6, 500.13 MHz, § in ppm): 7.32-6.74 (m, 14H, Ar H), 5.16 (s, 3H, NH5*), 4.46 (t,
J = 7.8 Hz, 1H, CH), 401 (q, ] = 6.7 Hz, 1H, CH), 3.76 (s, 3H, O-CHs), 2.97 (d, ] = 7.8 Hz, 2H, CHy), 1.29 (d, ] = 6.7
Hz, 3H, CHs)

BC-NMR (373.2 K, DMSO-d6, 125.76 MHz, & in ppm): 172.0 (CO,), 159.0 (Ar), 149.2 (Ar), 143.9 (Ar), 128.5
(Ar), 127.8 (Ar), 127.1 (A1), 125.5 (Ar), 117.7 (Ar), 111.5 (Ar), 111.3 (Ar), 54.6 (O-CHg), 50.0 (CH), 46.5 (CH), 40.1
(CH2), 24.9 (CH3)
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