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KURZFASSUNG 

 
Die vorgelegte Arbeit beschreibt eine nicht-katalytische Methode zur Verschiebung des 
Reaktionsgleichgewichts und der Produktivität von Transaminase-katalysierten Reaktionen. 
Durch die Zugabe einer Carbonsäure wird selektiv das Produktamin als schwerlösliches 
Ammoniumsalz auskristallisiert und somit von der flüssigen Phase der Reaktionslösung 
abgetrennt. Diese als in situ-Produktkristallisation bezeichnete Methode verschiebt dabei das 
Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite. Das Produktamin kann anschließend mittels 
Filtration von der Reaktionslösung abgetrennt werden. 
Um den stöchiometrischen Einsatz des Donoramins möglich zu machen, wird dieses als 
Ammoniumsalz der Carbonsäure zugegeben. Dieser halbkontinuierliche Prozess ermöglicht 
zusätzlich eine automatische Nachdosierung des Donoramins und der Carbonsäure. Das so 
entwickelte Reaktionskonzept lässt sich auf verschiedene aromatische und aliphatische 
Substrate anwenden und ist von der Art der Transaminase unabhängig. 
Zur weiteren Steigerung der Produktivität 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 Gefäßen durchgeführt, um die Reinheit des Produktamins dauerhaft 
zu gewährleisten. Somit können chirale Amine auf biokatalytischem Weg kontinuierlich 
hergestellt werden, ohne dass im Anschluss ein aufwendiges Downstream-Processing 
durchgeführt 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. 
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I. 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 läuft die Reaktion freiwillig ab, da dadurch auch die Entropie steigt. Ist die 
freie Reaktionsenthalpie hingegen positiv, würde nur die Rückreaktion freiwillig ablaufen. 
Wenn eine Mischung aus Substrat und Produkt die geringste Gibbs-Energie und somit die 
höchste Entropie aufweist, befindet sich die Reaktion in einem thermodynamischen 
Gleichgewichtszustand. Daraus folgt, dass die Hin- und Rückreaktion 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 Fällen durchläuft die Reaktion einen Übergangszustand, der energetisch höher liegt 
als der Energiezustand der Substrate (Abbildung 1). Die Energiedifferenz zwischen Substrat 
und Übergangszustand ergibt die sogenannte Aktivierungsenergie ΔEA. Diese Energie muss 
mindestens aufgebracht werden, damit die Reaktion ablaufen kann. Eine hohe 
Aktivierungsenergie bedeutet aber nicht zwangsläufig, dass die Reaktion nicht ablaufen kann. 
Ihre Reaktionsgeschwindigkeit ist durch die hohe Energiebarriere lediglich stark verringert und 
demnach kinetisch gehemmt. 
 

ΔEA

freie Reaktionsenthalpie

fre
ie

 E
nt

ha
lp

ie

Reaktionsverlauf

Substrat

Produkt

mit Katalysator

ohne Katalysator

ΔEA, katalysiert

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

 
In vielen Fällen ist die Erhöhung der Reaktionstemperatur die einfachste Methode, um die 
Aktivierungsenergie zu überwinden. Wenn die Reaktionstemperatur auf Grund von sensiblen 
Substanzen oder zu hohen Kosten jedoch nicht erhöht werden kann, müssen andere 
Techniken genutzt werden. Eine etablierte Möglichkeit ist der Einsatz von Katalysatoren, 
welche zusammen mit dem Substrat einen energetisch niedrig liegenden Übergangszustand 
bilden, wodurch die Aktivierungsenergie gesenkt wird. Nachdem das Substrat zum Produkt 
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reagiert ist, trennt es sich vom Katalysator, welcher dann wieder in seiner Ursprungsform 
vorliegt. Zusätzlich kann die Selektivität erhöht werden, indem durch sterische Hinderungen 
unerwünschte Nebenreaktionen unterdrückt werden. 
Katalysatoren können in verschiedene Kategorien unterteilt werden, wobei am häufigsten 
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 Trägermaterial, in einer anderen Phase als das 
Substrat. 
 
1.2 BIOKATALYSE 

 
Eine gesonderte Kategorie bilden die Biokatalysatoren, welche in allen Lebewesen 
vorkommen und dort die Stoffwechselvorgänge katalysieren. Diese natürlichen 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 
Stereoselektivität auf. Durch ihren komplexen Aufbau bieten diese Katalysatoren viele 
Möglichkeiten, mittels verschiedener biochemischer Methoden noch weiter auf bestimmte 
Anwendungen angepasst zu werden. Da Biokatalysatoren normalerweise recht einfach durch 
fermentative Prozesse hergestellt werden können und zudem auch biologisch abbaubar sind, 
stellen sie allein aus ökologischen Gründen eine gute Substitution für klassische homogene 
und heterogene Katalysatoren dar. Damit Biokatalysatoren eine hohe Produktivität erreichen, 
müssen 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 für verschiedenste chemische 
Reaktionen eingesetzt. Sie bestehen zu großen Teilen bzw. vollständig aus Proteinen. Diese 
Makromoleküle sind aus einzelnen Aminosäuren aufgebaut, welche über Peptidbindungen 
verknüpft sind und dadurch Polypeptide bilden. Durch definierte Faltung im Raum formen sie 
das Protein. Der Aufbau eines Proteins kann in verschiedene Strukturelemente unterteilt 
werden: 
 

• Primärstruktur: Reihenfolge oder Sequenz, in der die Aminosäuren miteinander 
verknüpft sind 

• Sekundärstruktur: Faltung einzelner kleiner Abschnitte des Proteins (α-Helix, β-
Faltblatt) 

• Tertiärstruktur: Räumlicher Aufbau des gesamten Proteins (globulär, fibrillär). 
• Quartärstruktur: Ausrichtung von mehreren Polypeptiden zueinander 

 
Während die Primärstruktur durch Sequenzierung ermittelt werden kann, werden die übrigen 
Strukturelemente durch Röntgenbeugung 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) POMEROYI.[1] 

 
Durch die Faltung entstehen ein bzw. mehrere sogenannte aktive Zentren, an denen dann 
katalytische Reaktionen ablaufen können. In den meisten Fällen ist ein bloßes Polypeptid aber 
nicht ausreichend, um ein aktives Zentrum zu bilden. Viele Enzyme benötigen zusätzlich einen 
sogenannten Cofaktor, welcher im oder nahe dem aktiven Zentrum des Enzyms auf 
verschiedene Weisen gebunden sein kann. Diese kleinen organischen Moleküle (nicht 
Aminosäuren) oder Metallionen sind für die katalytische Reaktion unerlässlich und müssen in 
vielen Fällen nach der Reaktion regeneriert werden. Die Regeneration kann im Enzym selbst 
oder außerhalb des Enzymes passieren. Häufige Cofaktoren sind Adenosintriphosphat (ATP) 
für die Bereitstellung von Energie durch Abspaltung von Phosphatgruppen, 
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP+) für Redoxreaktionen oder Pyridoxalphosphat 
(PLP) für die Übertragung 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 eingeführt. Die EC-Nummer besteht aus 
insgesamt vier Ziffern, die der genaueren Unterteilung in den jeweiligen Hauptklassen dienen: 
 

• EC 1.-.-.-: Oxidoreduktasen katalysieren Redoxreaktionen 
• EC 2.-.-.-: Transferasen transferieren ganze funktionelle Gruppen 
• EC 3.-.-.-: Hydrolasen spalten Bindungen unter der Nutzung von H2O 
• EC 4.-.-.-: Lyasen katalysieren die Bildung oder Spaltung von Bindungen 
• EC 5.-.-.-: Isomerasen ermöglichen Umwandlungen innerhalb eines Moleküls 
• EC 6.-.-.-: Ligasen knüpfen kovalente Bindungen unter Nutzung von Energie (ATP) 
• 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 können. Wenn demnach zwei unterschiedliche 
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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 Glutaminsäure, welche zersetzt wurde, 
ohne dass Ammoniak entstand.[2] Dies führte sie zu der Annahme, dass die Aminogruppe auf 
ein anderes Molekül übertragen wurde. In den folgenden Jahren konnten Braunstein und 
Kritzmann die Annahme bestätigen, indem sie mittels Muskelbrei die Aminogruppe der 
Glutaminsäure auf Pyruvat übertrugen, wodurch Alanin entstand.[3] Das Enzym, das für diese 
Reaktion verantwortlich ist, wurde dann später von Cohen als Transaminase definiert.[4] 
Eine Transaminase (TA) ist demnach ein Enzym, das Aminogruppen von einem Donoramin 
auf einen Aminakzeptor übertragen und dabei im Idealfall sehr selektiv ein chirales Amin 
herstellen kann. Für die Übertragung ist der Cofaktor PLP notwendig, welcher über eine 
Phosphatgruppe im aktiven Zentrum koordinativ gebunden ist. Vor der Aufnahme einer 
Aminogruppe ist das PLP zusätzlich durch eine Iminbindung mit einem Lysin-Rest (Lys) des 
Enzyms im aktiven Zentrum fixiert.[5] 
 

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

KATALYSIERTEN REAKTIONEN. 
 
Aus Kostengründen wird im synthetischen und präparativen Bereich hauptsächlich das 
Donoramin Isopropylamin (IPA) eingesetzt. Dabei wird die Aminogruppe vom IPA auf das PLP 
übertragen, wodurch Pyridoxaminphosphat (PMP) gebildet wird. Als Nebenprodukt entsteht 
Aceton, welches das aktive Zentrum verlässt. Die Aminogruppe wird anschließend auf den 
Aminakzeptor übertragen. Dieser ist idealerweise durch die Form des aktiven Zentrums so 
ausgerichtet, dass selektiv nur ein Enantiomer hergestellt werden kann. Anschließend liegt der 
Cofaktor wieder als PLP im aktiven Zentrum vor, wodurch eine neue Aminogruppe 
aufgenommen werden kann. Je nach Substrat, können TAs in drei Gruppen unterteilt 
werden[1]: 
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• α-Transaminasen: Übertragen von Aminogruppen zwischen α-Ketosäuren und α-
Aminosäuren 

• ω-Transaminasen: Transferieren von Aminogruppen zwischen Ketosäuren und 
Aminosäuren, bei denen die Keto- beziehungsweise Amingruppe weiter von der 
Carboxylgruppe entfernt ist (zum Beispiel in β- oder γ-Position) 

• Amintransaminasen: Untergruppe der ω-Transaminasen, die Amine und Ketone als 
Substrat annehmen, ohne dass Carboxylgruppen vorhanden sein müssen 

 
Bei der in dieser Arbeit hauptsächlich 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 können auf verschiedene Weisen in einer Reaktionslösung vorliegen. Bei der 
Fermentation werden lebendige Mikroorganismen eingesetzt, bei denen die gewünschten 
katalytischen Reaktionen Teil des (modifizierten) Stoffwechselsystems sind. Enzyme in 
ganzen Zellen sind in der Regel stabiler und die Regeneration des Cofaktors läuft in vielen 
Fällen automatisch ab. Da die Mikroorganismen lebendig sind, brauchen sie Nährstoffe und 
definierte Bedingungen, um während der Fermentationszeit zu überleben. Zusätzlich 
produzieren sie im Zuge ihres Metabolismus, unerwünschte Nebenprodukte. Sowohl die 
Nährstoffe als auch die Nebenprodukte können die anschließende Aufreinigung der 
Zielprodukte zusätzlich erschweren. 
In vielen Fällen ist es deswegen einfacher, die Überexpression des Zielenzyms in einer Zelle 
durchzuführen. Dabei wird das Enzym verstärkt hergestellt und dann direkt genutzt, ohne die 
Zelle aktiv am Leben zu halten. Da es bei der Ganzzellbiokatalyse verstärkt zu 
Nebenreaktionen kommen kann, auf Grund anderer zelleigener Enzyme oder durch 
Diffusionsprobleme durch die Zellmembran, werden die Enzyme in vielen Fällen noch 
aufgereinigt. Hierfür wird die Zelle anhand verschiedener Methoden lysiert (Aufbrechen der 
Zellmembran mit Hilfe von Scherkräften, Ultraschall oder Chemikalien) und die großen 
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 Aktivität deutlich gesteigert und Nebenreaktionen unterdrückt werden, was jedoch 
in vielen Fällen die Stabilität des Enzyms senkt. Um dies zu verhindern kann das Enzym in 
vielen Fällen immobilisiert werden, was einerseits eine Rezyklierbarkeit der Enzyme 
gewährleisten 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 
können. 
Bei der Bindung an ein Trägermaterial wird das Enzym an der Oberfläche, zum Beispiel durch 
ionische oder kovalente Bindung, immobilisiert. Ähnlich dazu ist die 
Einschlussimmobilisierung, bei der das Enzym in einer anorganischen oder organischen 
Polymermatrix eingebettet wird. Für 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 zurückgehalten werden können.[6] 
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1.3 FÄLLUNG UND KRISTALLISATION 

 
Als Fällung wird das Ausscheiden einer Substanz aus einer Lösung bezeichnet. Durch die 
Änderung der Umgebungsbedingungen kann die Löslichkeit einer Substanz überschritten 
werden, wodurch sie sich in fester Form niederschlägt. 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 kleinstmögliche 
Baustein, welcher durch Erweiterung in alle Raumrichtungen das Kristallgitter beschreibt. Eine 
Elementarzelle kann aus einem oder mehreren Atomen, Molekülen oder Ionen bestehen und 
wird durch die Gitterkonstanten a, b und c sowie die Winkel α, β und γ beschrieben (Abbildung 
4).[7] 
 

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

 
Die Elementarzellen von Kristallen können, 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 (regulär) a = b = c α = β = γ = 90° 

Tetragonal a = b; c α = β = γ = 90° 

Rhombisch (orthorhombisch) a; b; c α = β = γ = 90° 

Monoklin a; b; c α = γ = 90°; β 

Trigonal (rhomboedrisch) a = b = c α = β = γ 

Hexagonal a = b; c α = β = 90°; γ = 120° 

Triklin a; b: c α; β; γ 

 
Auf Grundlage der Kristallklasse kann aber noch keine eindeutige Aussage über die Form des 
Kristalls getroffen werden. Um die äußere Form zu beschreiben sind die Kristalltracht (Tracht) 
und der Kristallhabitus (Habitus) notwendig. Die Tracht beschreibt die Zahl und Art der 
äußeren Flächen des Kristalls, wohingegen der Habitus die Größenverhältnisse der Flächen 
zueinander darstellt.[9] 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 
nadelförmigen Habitus (Abbildung 5) auf. 
 

 
ABBILDUNG 5: KRISTALLMORPHOLOGIE DER SALZE ISOPROPYLAMMONIUM-3,3-DIPHENYLPROPIONAT (LINKS) 

UND (S)-1-(3-METHOXYPHENYL)ETHYLAMMONIUM-3,3-DIPHENYLPROPIONAT (RECHTS). 
 
Zur Strukturaufklärung von Kristallen werden in der Regel Röntgenbeugungsmessungen (engl. 
X-ray diffraction, XRD) von Einkristallen durchgeführt. Durch die XRD-Messungen können 
dann Aussagen über das Kristallgitter getroffen werden. Tracht und Habitus sowie das 
Wachstumsverhalten werden hingegen über mikroskopische Messungen bestimmt. 
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1.3.2 PHASENDIAGRAMME 

 
Mittels Phasendiagrammen werden die Verhältnisse der einzelnen Phasen eines Systems, 
unter definierten Bedingungen (Temperatur, Druck, Zusammensetzung), im 
Gleichgewichtszustand dargestellt. In Abbildung 6 ist ein schematisches, binäres, eutektisches 
Phasendiagramm gezeigt, an dem im Folgenden der Aufbau erklärt werden soll. Ein solches 
binäres 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 Außenbereichen die reinen Substanzen A und B vorliegen. Die 
beiden markierten Schnittpunkte TA und TB auf der temperaturabhängigen 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.[10] Diese Liquiduskurve kann theoretisch mittels der Schröder-van Laar-
Gleichung beschrieben werden: 
 ln 𝑥 = ∆𝐻𝑚𝑅 ( 1𝑇𝑚 − 1𝑇) 

 
wobei x den Molenbruch der Verbindung in der Mischung, ΔHm und Tm die Schmelzenthalpie 
und Schmelztemperatur der reinen Verbindung, T die Temperatur des Gemisches und R die 
universelle Gaskonstante darstellt.[11] 
Der Schnittpunkt der beiden Liquiduskurven bildet das sogenannte Eutektikum E, welches auf 
der horizontal verlaufenden Soliduslinie (rot) liegt. 
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ABBILDUNG 6:SCHEMATISCHER AUFBAU EINES BINÄREN, EUTEKTISCHEN PHASENDIAGRAMMS. 

 
Oberhalb der beiden Liquiduskurven sind die beiden Substanzen ineinander mischbar und 
liegen als Flüssigkeit vor (engl. liquid, L). Unterhalb der Soliduslinie existieren die beiden 
Substanzen als vermischte Kristalle und bilden eine vollständige feste Phase (engl. solid, S). 
In den beiden Bereichen zwischen Lösung und fester Phase liegen die entsprechende reine 
Substanz zum Teil fest und eine Mischung flüssig vor. 
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Bei einer gegebenen Temperatur Ti und einer gegebenen Zusammensetzung xi kann über das 
Hebelgesetz der relative Anteil der flüssigen Phase fL und der festen Phase fS bestimmt werden 
(Abbildung 6).[12] 
 𝑓𝐿 = 𝑥𝑆 − 𝑥𝑖𝑥𝑆 − 𝑥𝐿    𝑓𝑆 = 𝑥𝑖 − 𝑥𝐿𝑥𝑆 − 𝑥𝐿 

 
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. 
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ABBILDUNG 7: SCHEMATISCHER AUFBAU DER BINÄREN PHASENDIAGRAMME VON VERBINDUNGSBILDENDEN (A) UND 

MISCHKRISTALLBILDENDEN (B) GEMISCHEN. 
 
Wenn die beiden Substanzen Mischkristalle in jedem Verhältnis bilden, zeigt sich hingegen 
das entsprechende Diagramm in Abbildung 7B. In diesem Fall können die beiden Substanzen 
nur mit deutlich aufwendigeren Kristallisationsverfahren voneinander getrennt werden.[13] Bei 
Zugabe einer dritten Substanz, wie zum Beispiel einem Lösungsmittel, ergeben sich daraus 
die in Abbildung 8 gezeigten isothermen ternären Phasendiagramme. Auch bei diesen 
Diagrammen kann zwischen einfach eutektischen, verbindungsbildenden und 
mischkristallbildenden Gemischen unterschieden werden. 
 

B BA BA

Lösungsmittel Lösungsmittel Lösungsmittel

einfaches Eutektikum verbindungsbildende Substanzen mischkristallbildende Substanzen
A

 
ABBILDUNG 8: SCHEMATISCHER AUFBAU VON TERNÄREN PHASENDIAGRAMMEN EINER EINFACHEN EUTEKTISCHEN MISCHUNG, 

VERBINDUNGSBILDENDE UND MISCHKRISTALLBILDENDE GEMISCHE. 
 
Die Achsen stellen hier die Massenanteile der binären Mischungen dar, wobei jeder Punkt im 
Diagramm ein ternäres Gemisch ist. 
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1.3.3 LÖSLICHKEIT UND NUKLEATION 

 
In einer Lösung liegt eine Substanz homogen verteilt in einem Lösungsmittelvor. Die 
Löslichkeitskurve beschreibt die maximal mögliche Menge an Substanz, die im Gleichgewicht 
gelöst werden kann. Sie ist ein Ausschnitt der Liquiduskurve, aus dem Phasendiagramm mit 
vertauschten Achsen (Abbildung 9). Die exakte Löslichkeit einer Substanz hängt hierbei von 
diversen Faktoren ab, wie zum Beispiel der Temperatur, dem Druck oder den ionischen und 
nichtionischen Zusätzen. 
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ABBILDUNG 9: SCHEMATISCHER AUFBAU EINER LÖSLICHKEITSKURVE ALS AUSSCHNITT EINES BINÄREN EUTEKTISCHEN 

PHASENDIAGRAMMS. 
 
Die Löslichkeitskurve teilt das Löslichkeitsdiagramm in zwei Bereiche, den untersättigten und 
den übersättigten Bereich. Im untersättigten Bereich liegt im Gleichgewicht eine vollständig 
homogene Lösung vor, da die Konzentration der gelösten Substanz die Löslichkeit in dem 
gewählten Lösungsmittel nicht überschreitet. Im übersättigten Bereich überschreitet die 
Konzentration der gelösten Substanz jedoch die Löslichkeit, was dazu führt, dass im 
Gleichgewicht ein Teil der Substanz als Feststoff und nicht gelöst vorliegt. In diesem Fall wird 
von einer gesättigten Lösung gesprochen, da die maximal mögliche Menge an Substanz im 
Lösungsmittel gelöst ist. Wenn die Löslichkeitskurve durch das Verringern der Temperatur 
überschritten wird und sich noch keine feste Phase ausbildet, ist die Lösung übersättigt. 
Hierbei ist mehr Substanz homogen gelöst, als das thermodynamische Gleichgewicht zulässt. 
Diese Übersättigung ist in einem gewissen Bereich kinetisch stabilisiert. In diesem 
metastabilen Bereich kann es zu einem beliebigen Zeitpunkt zur Keimbildung kommen, 
wodurch die Übersättigung abgebaut wird. Es wird hauptsächlich zwischen zwei Arten der 
Keimbildung unterschieden, der primären und der sekundären Keimbildung.[10] 
Bei der primären Keimbildung sind keine arteigenen Kristallisationskeime in der Lösung 
vorhanden. Durch eine hohe Übersättigung kommt es deswegen zum Entstehen vieler kleiner 
Kristallisationskeime, was zum Abbau der hohen Konzentration führt. Zusätzlich wird noch 
zwischen homogener und heterogener Keimbildung unterschieden. Bei der heterogenen 
Keimbildung sind Fremdkörper, wie zum Beispiel Staubpartikel in der Lösung, an deren 
Oberfläche es zum Kristallwachstum kommen kann. Die homogene Keimbildung tritt hingegen 
nur in klaren Lösungen auf. Durch dieses Kristallwachstum wird dann bereits bei geringeren 
Übersättigungen die schlagartige Bildung von vielen Kristallisationskeimen initiiert (Abbildung 
10A). Bei der sekundären Keimbildung handelt es sich hingegen um die durch Abrieb 
hervorgerufene Vermehrung dieser Keime. Wenn demnach bereits arteigene Kristalle in der 
Lösung vorhanden sind und diese durch Kollisionen mit anderen Kristallen oder 
Reaktorkomponenten Teile abspalten, steigt die Zahl der Kristallisationskeime in der Lösung, 
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wodurch die Übersättigung abgebaut werden kann. Die Größe des bereits angesprochenen 
metastabilen Bereichs resultiert aus der Art der Keimbildung (Abbildung 10B). Diese ist 
wiederum von der Höhe der Übersättigung abhängig. 
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ABBILDUNG 10: SCHEMATISCHE KONZENTRATIONSABHÄNGIGKEIT DER KEIMBILDUNGSRATEN (A) UND DER 

KEIMBILDUNGSARTEN (B). 
 
Die gängigste Methode zur Kristallisation ist die Kühlungskristallisation, bei der die Temperatur 
gesenkt wird, um die Löslichkeit der Zielsubstanz zu verringern. Alternativ dazu kann bei der 
Verdampfungskristallisation die Temperatur erhöht oder der Druck vermindert werden, um das 
Lösungsmittel zu evaporieren. Dadurch wird die Zielsubstanz aufkonzentriert und kann 
infolgedessen auskristallisieren. Eine ebenfalls häufig eingesetzte Technik ist die sogenannte 
Antisolvent-Kristallisation, bei der ein weiteres Lösungsmittel zugegeben wird, in dem die 
Zielsubstanz schlechter löslich ist. Wenn diese Methoden auf Grund des 
Löslichkeitsverhaltens der Zielsubstanz nicht zur Kristallisation führen, können Additive 
eingesetzt werden. Durch Interaktionen mit der Zielsubstanz, bildet sich eine neue Verbindung 
mit geringerer Löslichkeit. Die beschriebenen Kategorien einer induzierten Kristallisation 
werden wiederum hauptsächlich in zwei Gruppen unterteilt. Bei der induzierten Kristallisation 
durch Salzbildung wird ein entsprechendes Anion oder Kation zugegeben, wodurch die 
Zielsubstanz als Salz auskristallisiert. Die Änderung des pH-Wertes ist ein besonderer Fall 
dieser Kristallisation. Durch die Zugabe von Säuren oder Basen wird die Zielsubstanz 
protoniert oder deprotoniert, wodurch die Löslichkeit stark gesenkt werden kann. Bei der 
induzierten Kristallisation durch Verbindungsbildner hingegen, werden Substanzen 
zugegeben, die zusammen mit der Zielsubstanz auskristallisieren, ohne ihren Ladungszustand 
zu verändern. Ein Beispiel ist die Hydratbildung von vielen chemischen Substanzen in Wasser. 
 
1.3.4 KRISTALLISATION IN DER VERFAHRENSTECHNIK 

 
Bei Reaktionsansätzen im Labormaßstab ist es apparativ meist recht einfach, eine 
Kristallisation durchzuführen, da eine Vielzahl von Reaktionsgefäßen zur Verfügung stehen 
und sowohl die Zugabe als auch das Entziehen von Substanzen im kleinen Maßstab leichter 
realisierbar sind. Wenn eine Reaktion in einen größeren Maßstab überführt werden soll, 
müssen durch verfahrenstechnische Methoden Reaktoren konzipiert werden, die auf die 
Bedingungen der Reaktion abgestimmt sind. Diese lassen sich im Wesentlichen auf die 
nachstehenden Reaktorarten zurückführen. 
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Der einfachste Reaktortyp ist der diskontinuierliche Satzreaktor oder Rührkesselreaktor (engl. 
stirred tank reactor, STR). Das Reaktionsgefäß wird hierbei zu Beginn mit der gesamten 
Reaktionslösung befüllt und am Ende wieder vollständig entleert. Wie am Namen zu erkennen, 
wird das Durchmischen der Reaktionslösung in der Regel durch einen Rührer erzielt. Der 
Vorteil eines STR´s liegt in einer hohen Flexibilität, da gerade verschiedene Reaktionszeiten 
leicht zu realisieren sind. Der STR ist normalerweise nicht auf eine bestimmte Reaktion 
abgestimmt, weswegen er für 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 während die Substratkonzentration abnimmt. 
Daraus lassen sich die Nachteile eines STR´s ableiten. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist 
abhängig von der Substratkonzentration und sinkt mit der Zeit. Im Gegensatz dazu steigt die 
Wahrscheinlichkeit für Folgereaktionen durch die zunehmende Produktkonzentration. 
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ABBILDUNG 11: ZEIT- UND ORTSABHÄNGIGE KONZENTRATIONSVERLÄUFE FÜR DIE VERSCHIEDENEN IDEALEN REAKTORARTEN, 

T = ZEITPUNKTE, L = LÄNGE DES PFR, K = KESSEL. 
 
Beim kontinuierlichen Rührkesselreaktor (engl. continuously stirred tank reactor, CSTR) 
handelt es sich um einen STR zu dem kontinuierlich frisches Reaktionsmedium (ohne Produkt) 
zugeführt und zeitgleich ein Teil des Reaktorinhalts, proportional zur zugeführten Menge, 
wieder abgeführt wird. Somit liegt im Idealfall zu jeder Zeit und an jedem Ort im Reaktor die 
gleiche Konzentration an Substrat und Produkt vor. Dadurch können Probleme wie 
Nebenreaktionen oder Inhibierungen des Enzyms umgangen werden. 
Kontinuierliche Reaktoren wie der CSTR eignen sich sehr gut für große Produktionsmengen, 
da sie in ihrer Laufzeit theoretisch unbegrenzt sind. Durch den zusätzlichen apparativen 
Aufwand entstehen jedoch höhere Kosten. Außerdem 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 Strömungsrohrreaktor (engl. plug flow reactor, PFR). Beim 
PFR handelt es sich um ein Rohr, durch welches das Reaktionsmedium strömt. Im Idealfall 
weist das Strömungsprofil dieses kontinuierlichen Reaktors eine pfropfenförmige Strömung 
(engl. plug flow) auf, woraus sich der Name ableitet. Die Konzentration verändert sich über die 
Länge des Reaktors und ist in jedem Querschnitt des idealen PFR identisch. 
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Diese drei Reaktorgrundarten können 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 Rührkesselkaskade 
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 Rührkesselkaskade aus aneinandergereihten CSTRs. Die Kesselzahl beschreibt dabei die 
Anzahl an CSTRs in der Kaskade. Die ortsabhängige Konzentration der Rührkesselkaskade 
(Abbildung 11) verdeutlicht, dass diese Reaktorform den Übergang vom CSTR zum PFR 
darstellt. Mit steigender Kesselzahl nähert sich ihr Konzentrationsprofil dem des idealen PFR 
an. Ein Kreuzstromreaktor hingegen ist ein kontinuierlicher Reaktor, bei dem an 
unterschiedlichen Punkten zusätzliche Zu- oder Abläufe angebracht sind.[14] 
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ABBILDUNG 12: DARSTELLUNG VON DIREKTER UND INDIREKTER KRISTALLISATION IN INTERNEN UND EXTERNEN VERFAHREN. 
 

Um die Kristallisation eines Reaktionsproduktes in größeren Reaktionsgefäßen oder sogar 
kontinuierlich zu realisieren, können 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 durchgeführt 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 können. Um dieses Problem zu umgehen, kann ein komplexerer Aufbau mit zwei 
Reaktoren gewählt werden. Bei solch einer externen Kristallisation steht der Reaktor im 
direkten oder indirekten Kontakt zu einem zusätzlichen Gefäß, dem sogenannten Kristallisator. 
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Durch diesen Aufbau sind optimierte Bedingungen für die Kristallisation realisierbar. Zusätzlich 
kann beim indirekten Kontakt der Biokatalysator durch eine Membran von den Kristallen 
räumlich getrennt werden. Ähnlich 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.[15] 
 
1.4 GLEICHGEWICHTSVERSCHIEBUNG 

 
Wie schon in der Einleitung erwähnt, können sich Reaktionen in einem thermodynamischen 
Gleichgewichtszustand befinden, sobald die Hin- und Rückreaktion die gleiche 
Reaktionsgeschwindigkeit aufweisen. Diese Gleichgewichtslage liegt bei Transaminase-
katalysierten Reaktionen in der Regel auf der Seite des Substrates, was für eine geringe 
Produktivität sorgt. Um die Gleichgewichtslage positiv zu beeinflussen, können unter anderem 
die Substratmoleküle strukturell so verändert werden, dass sie eine höhere Enthalpie 
aufweisen als das resultierende Produkt. Solche Veränderungen können aber in vielen Fällen 
dafür sorgen, dass die Reaktion nicht mehr durchführbar, zu aufwendig, zu teuer oder nicht 
mehr zielführend ist. Aus diesen Gründen wird vorwiegend auf das Prinzip von Le Chatelier 
zurückgegriffen. In seiner Publikation zum Thema „Allgemeine Aussage über die Gesetze des 
chemischen Gleichgewichts“ schreibt Le Chatelier wörtlich übersetzt: „Dies besagt, wenn ein 
System, das sich im chemischen Gleichgewicht befindet, einer äußeren Änderung der 
Temperatur, des Drucks, der Konzentration oder der Anzahl der Moleküle pro Volumeneinheit 
ausgesetzt wird, geht das System in ein neues Gleichgewicht über. Diese Änderung des 
Gleichgewichtes besitzt ein Vorzeichen, welches dem der äußeren Änderung entgegengesetzt 
ist.“[16] Vereinfacht gesagt: Wird ein äußerer Zwang auf das Gleichgewicht ausgeübt, verändert 
sich das Gleichgewicht, um diesen Zwang zu minimieren (Prinzip des kleinsten Zwanges). Die 
effektivste Methode, um einen solchen Zwang auf ein bestehendes Reaktionssystem 
auszuüben, ist der Einsatz höherer Substratkonzentrationen oder das Entziehen von 
Produkten aus der Reaktionslösung. Durch einen Substratüberschuss gerät die Reaktion aus 
dem Gleichgewichtszustand, wodurch mehr Produkt entsteht. Infolgedessen sinkt die 
Substratkonzentration und der Gleichgewichtszustand stellt sich wieder ein. Ein 
Substratüberschuss ist jedoch nur dann eine Option, wenn das Substrat nicht zu teuer ist und 
es die Reaktion nicht hemmt. Substratinhibierung kann dabei durch bestimmte 
Reaktionsführungen, wie eine kontinuierliche Substratzufuhr in einem halbkontinuierlichen 
Reaktor, vermindert werden. Um Produkte aus der Reaktionslösung zu entziehen, gibt es 
verschiedene Methoden. Damit das Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite verschoben 
wird, müssen die Maßnahmen 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 gängigsten ISPR-Techniken werden im Folgenden vorgestellt.[17] 
 
1.4.1 AUSTRAGEN LEICHT FLÜCHTIGER PRODUKTE 

 
Wenn ein Produkt einen hohen Dampfdruck aufweist, kann es durch den Übergang in die 
Gasphase aus der Reaktionslösung ausgetragen werden. Dadurch steht es für die 
Rückreaktion in der flüssigen Phase nicht mehr direkt zur Verfügung. 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 dafür ist das Abtrennen des 
Co-Produktes Aceton, welches aus dem Donoramin IPA entsteht. Im kleinen Maßstab, kann 
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dadurch eine Produktionssteigerung erzielt werden. Andere Substanzen mit hohem 
Dampfdruck, wie zum Beispiel das Substrat oder das Lösungsmittel, können hierbei jedoch 
ebenfalls ausgetragen werden. Besonders in größeren Maßstäben können dadurch 
signifikante Mengen einiger relevanter Reaktanten verloren gehen. Zusätzlich ist das 
Erzeugen eines Unterdrucks in großen Reaktionsgefäßen 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 für weitere Reaktionen dienen. 
Eine Möglichkeit ist die Bildung eines Imins aus einem Diamin durch eine nachgeschaltete 
Zyklisierungsreaktion. Damit dieses Nebenprodukt irreversibel der Reaktionslösung entzogen 
wird, können die Imine spontan oligomerisieren (Abbildung 13). 
 

 
ABBILDUNG 13: SPEZIELLE DONORAMINE FÜR TRANSAMINASE-KATALYSIERTE REAKTIONEN (A) 

O-XYLYLENEDIAMINDIHYDROCHLORID, (B) LANGKETTIGEN DIAMINEN UND ANSCHLIEßENDE SPONTANE OLIGOMERISIERUNG.[18] 
 
Der Nachteil dieser häufig kostenintensiven Donoramine liegt in ihrer verringerten 
Anwendbarkeit, da sie nicht von jeder TA als Substrat akzeptiert werden. Zudem kann das 
anschließende 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 Selektivität 
können unterschiedliche Enzyme oft zeitgleich in einem Reaktor oder einer Zelle eingesetzt 
werden, ohne dass es zu unerwünschten Nebenreaktionen kommt. Werden mehrstufige 
Synthesen auf diese Art durchgeführt, wird dies in der Regel als Enzymkaskade bezeichnet. 
Diese können in vier grundlegende Konzepte unterteilt werden, welche in Abbildung 14 gezeigt 
sind.[19] Bei der linearen Kaskade (A), wird das Produkt durch zwei oder mehr aneinander 
gereihte Reaktionen hergestellt. Dabei bilden sich Intermediate, die vom jeweils nächsten 
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 häufigsten eingesetzt. Hierbei produzieren zwei Reaktionen Nebenprodukte, die 
als Co-Substrat für 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 für die erste Reaktion darstellt, wird dies als zyklische Kaskade (D) bezeichnet. 
 

 
ABBILDUNG 14: DARSTELLUNG DER VIER GRUNDSÄTZLICHEN KASKADEN ARTEN[19] 

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

 
ABBILDUNG 15: ENZYMKASKADEN FÜR 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.[20] Bei Pyruvat, welches aus dem Donoramin Alanin entsteht, können verschiedene 
Enzyme zum Einsatz kommen. Eine Lactatdehydrogenase (LDH) reduziert Pyruvat zur 
Milchsäure, wohingegen eine Pyruvatdecarboxylase (PDC) Pyruvat in Acetaldehyd und 
Kohlenstoffdioxid aufspaltet.[21] Im Vergleich zu den bisher genannten orthogonalen Kaskaden 
stellt die Aminosäuredehydrogenase (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 für die 
Transaminierung vor und der Ammoniak wird zum eigentlichen Donoramin der Reaktion.[22] 
Eine solche Kaskade kann alternativ auch für das eigentliche Zielprodukt eingesetzt werden. 
Damit das Zielprodukt anschließend durch möglichst einfache Aufarbeitungsschritte erhalten 
werden kann, muss der zweite Reaktionsschritt reversibel sein. Diese Voraussetzung entfällt, 
wenn es sich um eine mehrstufige Synthese handelt und das Zielprodukt erst durch den 
zweiten Reaktionsschritt gebildet wird. Ein sehr elegantes Beispiel hierfür ist die 
Zweistufensynthese von 1,2-Aminoalkoholen. Dabei wird aus einem Diketon selektiv ein 
Aminoalkohol mit zwei vicinalen chiralen Zentren gebildet.[23] Wie in Abbildung 16 gezeigt, wird 
das Diketon mittels TA zu einem Aminoketon und in situ durch eine ADH zum gewünschten 
Aminoalkohol umgewandelt. Auf diesem Weg können durch den Einsatz von TAs und ADHs 
mit unterschiedlichen Selektivitäten alle vier Diastereomere des Aminoalkohols synthetisiert 
werden. 
 

 
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 für zwei oder mehrere Teilreaktionen. Diese aufeinander 
abzustimmen, geht in der Regel mit Aktivitätseinbußen 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, ISPC) 
bezeichnet.[15] Durch die ISPC können zusätzlich Reaktionsgleichgewichte positiv beeinflusst 
und Produktinhibierungen vermindert werden. Um ein ISPC-Konzept in eine Reaktion zu 
integrieren, muss die Löslichkeit des Produkts unterhalb der Gleichgewichtskonzentration der 
Reaktion liegen. In den meisten Fällen ist die Löslichkeit aber zu groß 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 Prozessmöglichkeit und findet bei der Synthese 
einiger Aminosäuren Anwendung. Diese weisen meistens eine geringe Löslichkeit auf und 
können somit direkt nach ihrer Synthese aus der Reaktionslösung auskristallisiert werden.[24] 
Im Gegensatz dazu kann bei Carbonsäuren durch Zugabe von Metallionen eine ISPC durch 
Salzbildung induziert werden.[25] In einigen besonderen Fällen muss die Reaktionslösung 
hierbei in einem zweiten Reaktor zeitweise heruntergekühlt werden, um die Kristallisation zu 
initialisieren.[26] 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-abhängigen Löslichkeiten 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 
für über 200 h aktiv genutzt und die Hydrolyse vom Substrat sowie des Produkts, erfolgreich 
unterdrückt werden.[27] 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 Zimtsäure, welche anschließend zusammen mit 3-Nitrobenzamid als Co-Kristall 
ausgefällt.[28] Im Vergleich dazu fallen bei der herkömmlichen fermentativen Herstellung von 
Fumarsäure 1,3 Tonnen Nebenprodukte je Tonne Produkt an. Dies sind hauptsächlich Salze, 
die sich aus dem Einstellen des pH-Wertes ergeben. Die so generierten Salzabfälle können 
durch die elektrochemische Variante vollständig vermieden werden.[29] 
Vergleichbare ISPC-Konzepte werden zudem in der Literatur oftmals anders betitelt. Häufig 
auftauchende Begriffe in diesem Zusammenhang, sind die Reaktivfällungen 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 interdisziplinäre 
Kombination von biokatalytischen Prozessen und Kristallisation mehrere Vorteile auf. Neben 
der positiven Beeinflussung des Reaktionsgleichgewichts und der Unterdrückung 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 
Änderung der Konzentration c über die Zeit t. 
 𝑟 =  ∆𝑐∆𝑡 

 
Wie die meisten anderen Kennzahlen ist die Reaktionsgeschwindigkeit von den 
Zustandsgrößen wie dem Druck und der Temperatur abhängig. 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 Selektivität S. 
 𝐴 =  𝑛𝑃𝑛𝑃,𝑚𝑎𝑥 ∙ 100 % 
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𝑈 =  𝑛𝑆,0 − 𝑛𝑆𝑛𝑆,0 ∙ 100 % 

 
Die Ausbeute beschreibt wie viel Produkt nP sich prozentual von der theoretisch maximal 
möglichen Produktmenge nP,max 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 nS,0. 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 Selektivität berechnet 
werden. 
 𝑆 =  𝐴𝑈 

 
Die Selektivität ist somit ein Maß dafür, wie viel des verbrauchten Substrats in das Zielprodukt 
umgewandelt wurde. 
Um einen Katalysator zu quantifizieren, wird die Aktivität a bestimmt. Diese sagt aus welche 
Stoffmenge Produkt nP ein Katalysator in einer bestimmten Zeit t herstellen kann. 
 𝑎 =  ∆𝑛𝑃∆𝑡  

 
Die SI-Einheit der Aktivität ist das Katal (kat = mol/s). Im Bereich der Biokatalyse ist die Unit 
(U = µmol/min) dagegen eine gängige Einheit zur Angabe von Enzymaktivitäten. Mit Hilfe der 
spezifischen Aktivität as wird die Aktivität a pro Masse des Katalysators mKat. beschrieben. 
 𝑎𝑠 = 𝑎𝑚𝐾𝑎𝑡. =  ∆𝑛𝑃∆𝑡 ∙ 𝑚𝐾𝑎𝑡. 
 
Die bisher genannten Kennzahlen beschreiben nur die zugrundeliegende Reaktion und 
beziehen nicht das Reaktionsgefäß beziehungsweise die entsprechende Reaktionsführung 
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) eingeführt. 
 𝑆𝑇𝑌 = 𝑚𝑃𝑉𝑅 ∙ 𝑡 

 
Sie beschreibt die Masse an Produkt mP die pro Zeit t und Reaktorvolumen VR gebildet wird. 
Sie findet häufig bei kontinuierlichen Reaktoren Anwendung. 
Bereits 1998 haben Paul Anastas und John C. Warner die zwölf Prinzipien der Grünen Chemie 
aufgestellt. Diese sollen als Grundsätze für eine nachhaltige, umweltschonende und 
energiesparende Chemie fungieren.[30] 
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1. Abfall vermeiden 
2. Atomökonomie / Atomeffizienz 
3. Ungefährliche Synthesen 
4. Entwicklung sicherer Chemikalien 
5. Sichere Lösungsmittel und Hilfsmittel 
6. Energieeffizienz 

7. Nachwachsende Rohstoffe 
8. Derivatisierung vermeiden 
9. Katalyse 
10. Abbaubarkeit 
11. Echtzeitanalysen 
12. Unfallverhütung 

 
Die Biokatalyse erfüllt bereits die meisten der zwölf 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, eingeführt. 
 𝐸 − 𝐹𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 =  𝑚𝐴𝑏𝑓𝑎𝑙𝑙𝑚𝑃  

 
Er setzt die Masse an Abfall mAbfall mit der Masse an Produkt mP ins Verhältnis und sollte 
optimalerweise möglichst gering sein. In Tabelle 2 sind typische E-Faktoren aus den 
verschiedenen Bereichen der chemischen Industrie aufgeführt.[31] 
 

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

Industriebereich Masse Produkt E-Faktor 

Erdölraffinerie 106 - 108 < 0,1 

Bulk-Chemikalien 104 - 106 < 1 - 5 

Feinchemikalien 102 - 104 5 - 50 

Pharmazeutika 10 - 103 25 - 100 

 
Die Atomökonomie oder Atomeffizienz AE hingegen, bezieht sich nicht auf die Abfallmenge, 
sondern die effektiv genutzte Substratmenge. Sie beschreibt das prozentuale Verhältnis der 
eingesetzten Ausgangsstoffe im erhaltenen Produkt.[32] AE wird aus der Masse des 
hergestellten Produktes mP und der Masse des eingesetzten Substrates mS berechnet und 
liegt im Idealfall bei 100%. 
 𝐴𝐸 =  𝑚𝑃𝑚𝑆  ∙ 100 % 

 
Zusätzlich 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 häufig einen Großteil der Gesamtkosten ausmacht. 
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II. ZIEL DIESER ARBEIT 

 
Das Kernziel dieser Arbeit ist die Überwindung der ungünstigen Gleichgewichtslage innerhalb 
der Transaminase-katalysierten Reaktionen durch den Einsatz einer in situ-
Produktkristallisation. Hierbei soll durch die Zugabe einer Carbonsäure das Produktamin als 
schwerlösliches Ammoniumsalz auskristallisiert werden. Infolgedessen verschiebt sich das 
Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite. 
 

 
ABBILDUNG 17: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES ZIELS DIESER ARBEIT. 

 
Um die Produktivität des gesamten Reaktionssystems noch weiter zu steigern, soll es zu 
einem kontinuierlichen Prozess erweitert werden. Hierfür soll die kontinuierliche 
Nachdosierung der Substrate und der Carbonsäure untersucht werden. Dabei soll das 
Produktamin mittels Filtration und ohne Kontamination durch das Donoramin von der 
Reaktionslösung separierbar sein. Abschließend soll ein Reaktor entwickelt werden, der den 
kontinuierlichen Prozess in den Gramm-Maßstab skaliert und somit die Eignung für eine 
präparative Nutzung demonstriert. 
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III. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
3.1 KOMBINATION VON TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN UND ISPC 

 
In einem Screening bei einem pH-Wert von 7,5 wurde das Löslichkeitsverhalten von zwölf 
Ammoniumsalzen mit 79 Carbonsäuren untersucht.[33] Die Carbonsäuren, die dabei 
schwerlösliche Salze ausbildeten, wurden für die weiteren Untersuchungen eingesetzt. 
Zusätzlich wurden die verwendeten Amine in die Kategorien Donoramin und Produktamin 
eingeteilt. Kleine, kostengünstige Amine wie zum Beispiel IPA werden in Transaminase-
katalysierten Reaktionen häufig als Donoramin eingesetzt. Substituierte, aromatische Amine 
wurden beim Screening als Produktamine angesehen, da sie aus synthetischer Sicht 
interessanter sind und als Vorstufen für komplexere Synthesen eingesetzt werden können. 
Eine Carbonsäure, die Produktamine auskristallisiert, Donoramine aber nicht, kann als 
selektives Fällungsmittel für das ISPC-Konzept eingesetzt werden. Aus diesem Grund wurde 
diese Unterteilung bereits beim Löslichkeitsscreening berücksichtigt. Die drei in Abbildung 18 
gezeigten Carbonsäuren erwiesen sich schließlich als vielversprechend. 
4-Chlor-3-nitrobenzoesäure (engl. 4-chloro-3-nitrobenzoic acid, 43CNA) und 
Diphenylessigsäure (engl. diphenylacetic acid, DPAA) bildeten dabei mit allen Produktaminen 
sowie mit wenigen Donoraminen einen sichtbaren Niederschlag. 3,3-Diphenylpropionsäure 
(engl. 3,3-diphenylpropionic acid, 3DPPA) hingegen wies keine außerordentliche Selektivität 
auf, da es sowohl Produktamine als auch Donoramine auskristallisierte. Die Carbonsäure 
wurde dennoch für weitere Untersuchungen eingesetzt, da sie mit zehn der getesteten Amine 
schwerlösliche Salze bildete. 
 

 
ABBILDUNG 18: CARBONSÄUREN FÜR DIE AMMONIUMKRISTALLISATION IN TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN. 

 
Um die Verträglichkeit der Carbonsäuren gegenüber TAs zu überprüfen, wurde die in 
Abbildung 19 gezeigte Modellreaktion aufgestellt. Acetophenon (AP) wird dabei als 
Aminakzeptor eingesetzt und IPA als Donoramin, da beide sehr kostengünstig sind und von 
den meisten TAs als Substrat angenommen werden. Zusätzlich bildet das durch die Reaktion 
entstehende (S)-1-Phenylethylamin (PEA) schwerlösliche Salze mit den drei ausgewählten 
Carbonsäuren. 
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ABBILDUNG 19: KONZEPT ZUR KOMBINATION VON TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN UND IN 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 
Selektivitäten (ee >99 %) eingesetzt. Die Selektivität wurde nicht weiter betrachtet oder 
untersucht, da sie durch die Kristallisation nicht beeinflusst werden kann. Unter Verwendung 
dieser sieben ATAs zeigte sich schließlich, dass sowohl 43CNA, als auch DPAA den Großteil 
der ATAs nahezu vollständig inhibieren (Abbildung 20). 
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ABBILDUNG 20: EINFLUSS VON 43CNA, DPAA UND 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 Löslichkeit von ≤ 25 mM unter den gewählten 
Bedingungen nur eine geringe bis nicht messbare Inhibierung der untersuchten ATAs. Um zu 
belegen, dass 3DPPA keinen negativen Einfluss auf die ATAs hat, und zusätzlich auch das 
Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite schiebt, wurden anschließend 
Vergleichsexperimente durchgeführt. Hierfür und für alle folgenden Experimente wurde die 
ATA aus Ruegeria (Silicibacter) pomeroyi genutzt. 
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Die in Abbildung 21 aufgeführten Daten zeigen, dass durch die Zugabe der Carbonsäure eine 
deutliche Steigerung der Ausbeute möglich ist. 
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ABBILDUNG 21: ZEITVERLAUFSKURVEN FÜR 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 
Überschuss von IPA entspricht. Durch die Zugabe von 125 mM 3DPPA steigt neben der 
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit, auch die Produktkonzentration im Gleichgewichtszustand 
auf 75 mM. Zusätzlich wurde in der nachfolgenden Aufreinigung eine hohe Produktsalz-
Reinheit bestimmt, was auf eine selektive Kristallisation hinweist. Die Selektivität der 
Kristallisation lässt sich mit der geringen Löslichkeit von 3DPPA begründen. Diese liegt 
deutlich unterhalb der Löslichkeit des Ammoniumsalzes von IPA (ca. 55 mM). Demzufolge ist 
die 3DPPA-Konzentration in Lösung unter den gegebenen Bedingungen nicht hoch genug, um 
die Löslichkeitsgrenze des IPA-Salzes zu überschreiten. Abschließend konnte gezeigt werden, 
dass sich dieses Prinzip auf substituierte und aliphatische Substrate übertragen lässt. Hierfür 
wurden, wie in Tabelle 3 zu sehen, verschiedene aromatische und aliphatische Substrate 
ausgewählt und unter den gleichen Reaktionsbedingungen umgesetzt. 
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TABELLE 3: ERWEITERTES SUBSTRATSPEKTRUM FÜR ISPC-UNTERSTÜTZTE 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 FÜR ISPC. 

 

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-Cl-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 führte der Einsatz des ISPC-Konzeptes zu einer Erhöhung des 
Gleichgewichtsumsatzes. Die einzige Ausnahme bildete 2-Pentanon (R = Me, n = 2), da das 
Reaktionsprodukt (S)-2-Aminopentan strukturell dem Donoramin IPA sehr ähnlich ist, wodurch 
die Löslichkeiten der Salze ebenfalls sehr ähnlich sind. Aus diesem Grund kann das 
Reaktionsprodukt in diesem Fall nicht selektiv auskristallisiert werden. 
Das hier gezeigte ISPC-Konzept kann unabhängig von der Art der ATA eingesetzt werden, 
sofern die eingesetzte Carbonsäure nicht inhibierend wirkt. Somit ist es für eine Vielzahl von 
Aminsynthesen anwendbar und kann durch den Einsatz verschiedener Carbonsäuren noch 
weiter optimiert werden. Des Weiteren wurde das vorgestellte Konzept zum Patent 
angemeldet, welches am 10.06.2020 erteilt wurde.[34] 
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3.2 GRUNDLAGEN FÜR EINE KONTINUIERLICHE REAKTIONSFÜHRUNG 

 
Obwohl das vorgestellte ISPC-Konzept grundlegend die Ausbeute von ATA-katalysierten 
Reaktionen erhöht, ist es für großtechnische Anwendungen noch nicht geeignet, da infolge 
einer geringen Reaktionsgeschwindigkeit eine unzureichende Produktivität erzielt wird. Dies 
äußert sich primär durch Reaktionszeiten von bis zu sieben Tagen. Eine Option zur 
Überwindung dieser geringen Produktivität ist die Überführung des Konzepts in einen 
kontinuierlichen Prozess. Die Substratzufuhr ist dabei das Hauptproblem, da das Produktamin 
durch die ISPC aus der Reaktionslösung gefällt 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 für alle 
folgenden Experimente eingesetzt. 
Ein Problem stellt der Einsatz und das Nachdosieren größerer Mengen IPA und 3DPPA dar. 
Beide Substanzen beeinflussen den pH-Wert, welcher infolgedessen überwacht und 
nachjustiert oder über konzentrierte Pufferlösungen stabilisiert werden muss. Zusätzlich liegt 
3DPPA auf Grund seiner geringen Löslichkeit als Suspension vor, die sich kontinuierlich 
nachlöst. 
Eine alternative Option, die das Dosierproblem von IPA und 3DPPA umgeht, ist die 
Verwendung eines Donorsalzes.[35] Hierbei handelt es sich um ein Salz aus IPA und 3DPPA, 
welches als Feststoff in die Reaktionslösung gegeben werden kann. Das Salz wird im 
Reaktionsfortschritt kontinuierlich nachgelöst und hält hierdurch die Konzentrationen von IPA 
und 3DPPA auf einem nahezu konstanten Wert. Da es beim Nachlösen des Donorsalzes zu 
keiner Veränderung des pH-Wertes kommt, muss dieser auch nicht nachjustiert werden. 
Zusätzlich hat die feste Donorsalzphase keinen Einfluss auf die Reaktion, weswegen das Salz 
auch in größeren 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. 
 

 
ABBILDUNG 22: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES KONTINUIERLICHEN LÖSENS VON DONORSALZ UND KRISTALLISATION VON 

PRODUKTSALZ BEI TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN REAKTIONEN. R1=ALIPHATISCH/AROMATISCH, R2=CH2-CH(PH)2. 
 
Anschließend wurden Untersuchungen zur Optimierung der verschiedenen Parameter 
durchgeführt, woraus sich die in Tabelle 4 gezeigten Reaktionsbedingungen ergaben. 
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TABELLE 4: OPTIMIERTE KONZENTRATIONEN FÜR DIE DONORSALZ-GESTÜTZTE ISPC VON TRANSAMINASE-KATALYSIERTEN 

REAKTIONEN BEI PH 7,5 UND 30 °C. 

Substanz Konzentration 

HEPES 25 mM 

3MAP 100 mM 

IPA-3DPPA 125 mM 

IPA 100 mM 

PLP 5 mM 

Enzym 12 U/ml 

 
Für die folgenden Versuche wurde 3-Metoxyacetophenon (3MAP) als Substrat eingesetzt, da 
es bereits in früheren Experimenten gute Umsätze erzielte (Tabelle 3, R = m-MeO-Ph). 
Zusätzlich hat das Reaktionsprodukt (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin (3MPEA) als 
Grundbaustein für 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 Frühstadium. Studien zeigten, dass das (S)-
Enantiomer potenter ist als das (R)-Enantiomer. Um Komplikationen zu vermeiden sollte 
demnach die enantiomerenreine (S)-Form eingesetzt werden.[36] 
 

 
ABBILDUNG 23: ATA-KATALYSIERTE REAKTION ZUR SYNTHESE VON 3MPEA ALS GRUNDBAUSTEIN FÜR RIVASTIGMIN 

 
Die oben genannten Bedingungen mit 3MAP als Substrat ermöglichen die Durchführung einer 
halbkontinuierlichen Reaktion, deren Ergebnisse in Abbildung 24 gezeigt sind. Das 
entstandene Aceton wurde ausgetragen, indem alle 24 h für eine Stunde ein leichtes Vakuum 
angelegt wurde. Anschließend wurde die Reaktionslösung 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: PRÄPARATIVER ISPC-PROZESS FÜR DIE SYNTHESE VON (S)-1-(3-METHOXYPHENYL)ETHYLAMMONIUM-3,3-

DIPHENYLPROPIONAT. REAKTIONSBEDINGUNGEN: 30°C, 25 MM HEPES-PUFFER 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 
Enzymaktivität zu erklären, welche durch Zugabe von zusätzlicher ATA aufgefangen werden 
konnte. Um die Reaktion zu beenden, wurde nach 192 h ausschließlich 3MAP zugegeben. 
Infolgedessen wird das restliche, fest vorliegende IPA-3DPPA aufgebraucht und die 
Reaktionsgeschwindigkeit sinkt. Durch diesen hauptsächlich verfahrenstechnischen Ansatz 
konnte die Ausbeute nochmal deutlich gesteigert werden. Eine detaillierte Ausführung des 
Reaktionskonzeptes findet sich darüber hinaus auch in „Applied Biocatalysis: The Chemist´s 
Enzyme Toolbox“, welches 2020 erschien.[37] 
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3.3 DESIGN EINES REAKTORMODELLS 

 
Obwohl der in Abschnitt 3.2 entwickelte halbkontinuierliche Prozess bereits vergleichsweise 
überdurchschnittlich hohe Produktkonzentrationen erreichen konnte, bietet er Ansätze für 
Verbesserungen. Die mit zunehmender Feststoffmenge steigende Viskosität der 
Reaktionsmischung erschwert zum Beispiel eine homogene Durchmischung. Zusätzlich 
besteht die Salzphase während der Reaktion nicht mehr nur aus Produktamin und 
Carbonsäure, sondern auch zu großen Teilen aus Donoraminsalz. Dies kann zwar durch das 
Auslassen der Nachdosierung des Donorsalzes verringert werden, gänzlich ausgeschlossen 
ist die IPA-Kontamination dadurch aber nicht. Das kontinuierliche Abtrennen des 
Produktsalzes ist infolgedessen praktisch unmöglich. Damit das Produktsalz permanent und 
rein aus der Reaktionslösung gewonnen werden kann, sollte es räumlich vom Donorsalz 
getrennt werden. Dies bedingt den Einsatz eines alternativen Reaktormodells. Zusätzlich 
müssen die Zellen in einem Teil des Reaktors zurückgehalten werden, um die Kontamination 
des Produktsalzes mit Zellen zu vermeiden. Zeitgleich soll dadurch das Verstopfen von Filtern, 
die im späteren Reaktorsystem oder bei der Aufarbeitung eingesetzt werden, verhindert 
werden. Für das Zurückhalten der Zellen wurde der in Abbildung 25 gezeigte Membranreaktor 
mit einer Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) konstruiert.[38] 
 

 
ABBILDUNG 25: REAKTORGEOMETRIE DES MEMBRANREAKTORS MIT POLYVINYLIDENFLUORID-MEMBRAN (PVDF). 

 
Die Membran mit einem cut-off von 0,2 µm unterteilt den Reaktor in zwei Kammern, der 
Enzymkammer und der Salzkammer. In der Enzymkammer werden die Zellen durch die 
Membran zurückgehalten, sodass sie nicht in die Salzkammer und somit auch nicht ins 
restliche Reaktorsystem gelangen. Zusätzlich basiert der Durchfluss durch die Membran 
ausschließlich auf Diffusion der Reaktanten und wird nicht durch einen Druckunterschied 
erzwungen. Dadurch wird das Risiko für Fouling, also das Verschmutzen und dadurch 
Blockieren der Membran, gesenkt. Für die Durchführung der Transaminase-katalysierten 
Reaktion im Membranreaktor, wurde die ATA in die Enzymkammer gegeben. Die Salzkammer 
ist sowohl mit festem Donorsalz zur Sättigung als auch mit festem Produktsalz ausgestattet, 
welches als Impfkristall dient. 
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ABBILDUNG 26: 3MPEA-KONZENTRATIONSVERLAUF DER BEIDEN KAMMERN DES MEMBRANREAKTORS. 

REAKTIONSBEDINGUNGEN: 30°C, 25 MM HEPES-PUFFER PH 7,5, 100 MM 3MAP, 125 MM IPA-3DPPA, 100 MM IPA, 12 

U/ML LYOPHILISIERTE GANZE ZELLEN UND 566 MG 3MPEA-3DPPA ALS IMPFKRISTALLE IN DER SALZKAMMER. 
 
Abbildung 26 zeigt, dass sich das Produkt hauptsächlich in der Salzkammer akkumuliert. Die 
Produktkonzentration bleibt in der Enzymkammer konstant und entspricht der 
Löslichkeitsgrenze des Produktsalzes. In der Salzkammer steigt sie dagegen bis zur 
Gleichgewichtslage der gesamten Reaktion an. Darüber 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 höher sind als die 
Reaktionsgeschwindigkeit der ATA. Bei gleicher Geschwindigkeit wäre eine Nukleation in der 
Enzymkammer möglich. Der Membranreaktor wurde anschließend zu dem in Abbildung 27 
dargestellten Reaktorsystem erweitert. Aus dem Blickwinkel der Reaktionsführung ändern sich 
die Reaktionsbedingungen durch diesen Versuchsaufbau nur geringfügig. Die biokatalytische 
Reaktion findet weiterhin in der Enzymkammer statt, wohingegen die Salzkammer nur noch 
einen simplen Durchflussbereich für die klare Mutterlauge darstellt. Der Kontakt der 
Mutterlauge mit der Enzymkammer besteht wie zuvor über die Membran. Über sie kann 
frisches Substrat in die Enzymkammer diffundieren und entstandenes Produktamin aus dieser 
heraus. Anschließend fließt die Reaktionslösung in den ersten CSTR, den Kristallisator, in dem 
Impfkristalle des Produktsalzes vorliegen. Der automatische Fluss wurde an dieser Stelle des 
Versuchsaufbaus durch einen Höhenunterschied zwischen Membranreaktor und Kristallisator 
sichergestellt. Das Durchströmen des Membranreaktors führt zu einer Übersättigung der 
Mutterlauge mit dem Produktsalz. Die Übersättigung wird anschließend im Kristallisator an den 
Impfkristallen abgebaut und somit auf die Löslichkeitskonzentration reduziert. Durch einen 
Filter, mit einer Porengrößen von 11 µm, werden die festen Salze zurückgehalten und die 
Mutterlauge in den zweiten CSTR, den sogenannten Sättiger, überführt. In diesem 
Reaktionsgefäß werden das im Membranreaktor verbrauchte Donoramin und die im 
Kristallisator ausgefällte Carbonsäure automatisch bis zur Löslichkeitsgrenze 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 

LÖSEN DES DONOSALZES (LINKS) UND PRODUKTSALZKRISTALLISATION (RECHTS) IN GETRENNTEN GEFÄßEN. 
 
Um die Produktivität dieses Reaktorsystems zu überprüfen, wurde die in Abbildung 27 
gezeigte Reaktion durchgeführt. 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 Produktivität 
von 1,2 g/(L·d) entspricht. 
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ABBILDUNG 28: 3MPEA-KONZENTRATIONSVERLAUF IN DER ENZYMKAMMER UND DEM GESAMTEN REAKTORSYSTEM. 

REAKTIONSBEDINGUNGEN: 30°C, 25 MM HEPES-PUFFER PH 7,5, 100 MM 3MAP, 125 MM IPA-3DPPA 100 MM IPA, 12 

U/ML LYOPHILISIERTE GANZE ZELLEN UND 1 G 3MPEA-3DPPA ALS IMPFKRISTALLE IM KRISTALLISATOR. 
 
Nach 33 h wurde schließlich eine unerwünschte Kristallisation des Produktamins in der 
Enzymkammer beobachtet. Diese führte 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. Für eine vollständig kontinuierliche Fahrweise müsste zusätzlich 
noch das Nebenprodukt Aceton aktiv entfernt werden, da es sonst in der Reaktionslösung 
akkumuliert wird und so die Rückreaktion begünstigt. Grundsätzlich kann dies, wie in Abschnitt 
1.4.1 beschrieben, durch Inertgas Austragen werden. Dies ist aber im großen Maßstab nicht 
ohne Weiteres möglich, da andere Substanzen wie Wasser oder das Substrat mit ausgetragen 
werden können. Die zunehmende Feststoffmenge im Kristallisator hat auf das 
Reaktionsgleichgewicht grundsätzlich keinen Einfluss. Durch eine zu große Feststoffmenge 
kann es hier aber zu einer unzureichenden Durchmischung oder sogar Verklumpung kommen. 
Demzufolge steht weniger Oberfläche für die Kristallisation zur Verfügung. Eine regelmäßige 
Entnahme eines Teils der Produktsalzkristalle ist demnach für 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 für ein 
erleichtertes Downstream-Processing, was durch ein intelligentes Reaktorkonzept genutzt 
werden kann. 
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Untersucht wurde die Entwicklung einer in situ-Produktkristallisation zur 
Gleichgewichtsverschiebung von thermodynamisch-limitierten Transaminase-katalysierten 
Reaktionen. Dadurch sollte auf nicht-katalytischem Weg die Produktivität gesteigert sowie die 
Gewinnung des biokatalytisch erzeugten Produktamins erleichtert werden. 
Zu diesem Zweck wurde mittels Löslichkeitsscreening eine Carbonsäure gesucht, die mit 
ausgewählten Produktaminen ein schwerlösliches Ammoniumsalz bilden. Die Carbonsäure 
3,3-Diphenylpropionsäure ist in der Lage ausgewählte Amine selektiv aus der Reaktionslösung 
auszukristallisieren, wobei das eingesetzte Donoramin Isopropylamin in Lösung verbleibt. 
Dadurch konnte in verschiedenen Batch-Reaktionen das Reaktionsgleichgewicht signifikant 
auf die Produktseite verschoben werden. Die Zugabe einer Carbonsäure stellte dabei den 
entscheidenden Vorteil gegenüber herkömmlichen Amintransaminase-katalysierten 
Reaktionen dar. 
Da die Produktivität auch unter Zuhilfenahme der in situ-Produktkristallisation zu gering ist, 
wurde darauf aufbauend der Einsatz eines Donorsalzes aus Isopropylamin und 3,3-
Diphenylpropionsäure untersucht. Durch die Zugabe dieses Ammoniumsalzes konnte eine 
automatische kontinuierliche Nachdosierung der beiden Komponenten eingeführt werden, 
wodurch eine halbkontinuierliche Prozessführung ermöglicht wurde. Auf diesem Weg können 
durch eine Eintopfsynthese verschiedene chirale Amine biokatalytisch hergestellt werden. Die 
Grenzen dieses Verfahrens in Bezug auf das Substratspektrum und die Produktivität sind von 
den eingesetzten Transaminasen und Carbonsäuren abhängig 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 
Aktivitätsverlust wird darüber hinaus parallel gewährleistet. Dabei können eine optimierte 
Reaktorgeometrie oder eine alternative Immobilisierungsmethode die enzymatische Aktivität 
an dieser Stelle zusätzlich steigern. Um Produkt- und Donorsalz dauerhaft voneinander zu 
trennen wurde der Membranreaktor um zwei kontinuierlich betriebene Reaktionsgefäße 
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 Reaktionslösung. 
Abschließend konnte gezeigt werden, dass die in situ-Produktkristallisation eine sinnvolle 
Erweiterung von Transaminase-katalysierten Reaktionen darstellt. Sie steigert nicht nur die 
Produktivität, sondern erleichtert auch deutlich das Downstream-Processing. Zusätzlich ist 
sowohl das Konzept als auch das Reaktorsystem unabhängig von der eingesetzten 
Transaminase und der eingesetzten Carbonsäure, was eine hohe Flexibilität ermöglicht. 
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(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 
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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 
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challenge for the efficient biocatalytic synthesis of chiral amines. In this study the synthetic 
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Abstract: An integrated biocatalysis-crystallization concept was developed for the continuous 
amine transaminase-catalyzed synthesis of (S)-1-(3-methoxyphenyl)ethylamine, which is a 
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