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1 « Einleitung

1 Einleitung

Die Nachfrage nach enantiomerenreinen Arzneimitteln, Pflanzenschutzmitteln und
Nahrungsmittelzusitzen wichst stetig, da héaufig reine Enantiomere zielgerichteter wirken
und weniger Nebenwirkungen aufweisen als das Racemat' [Stinson, 1998]. Bekannte
Beispiele biologisch aktiver Verbindungen, die Enantiomere mit unterschiedlichen
Eigenschaften aufweisen sind Thalidomid [Eriksson et al., 1995] (sedativ (R); teratogen
(5)), Aspartam (siif (S,S); bitter (R,R)) und Limonen (Zitronen-Geruch (S); Orangen-
Geruch (R)). Dies hat zu einem steigenden Bedarf an effizienten Methoden fiir die
industrielle Synthese von optisch aktiven Produkten im Besonderen und der Entwicklung

neuer asymmetrischer Methoden im Allgemeinen gefiihrt [Sheldon et al., 1993].

Von den verschiedenen Moglichkeiten enantiomerenreine Verbindungen herzustellen, ist
die Racematspaltung iiber die Bildung von diastereomeren Salzen oder Komplexen immer
noch die am héufigsten angewandte Methode in der chemischen Industrie. Nichtsdestotrotz
kann es aus 6konomischer Sicht wichtig sein, die gewiinschte Stereochemie zu einem frithen
Zeitpunkt in der Synthese einzufiihren. Somit kann die bendétigte Menge an Reaktanden,
Losungsmitteln und Reaktionsvolumina verringert werden. Dies wird durch die
Verwendung von chiralen Bausteinen (Syntonen) erreicht, die enantiomerenrein vorliegen
und die notigen Funktionalititen besitzen, um sie in das gewiinschte Endprodukt

umzuwandeln.

Abbildung 1-1 zeigt die verschiedenen Wege um enantiomerenreine Vorldufermolekiile zu
erhalten. Der erste Ansatz verwendet billige und leicht zugingliche Verbindungen aus dem
so genannten chiral pool’. Der zweite Weg beschreibt die Racematspaltung und der dritte
Weg die asymmetrische Synthese ausgehend von einer - im Prinzip beliebigen - achiralen

Verbindung.

" In der Chemie bezeichnet man als ein Racemat ein dquimolares Gemisch von zwei Enantiomeren.

2 Der chiral pool umfasst Verbindungen wie Aminosduren, Zucker, Terpene und deren Derivate. Trotz der
groBlen Vielfalt natiirlicher Verbindungen, besteht grofles Interesse an der Entwicklung neuer chiraler nicht
natiirlicher Synthesebaustene.
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Abbildung 1-1: Wege zu neuen enantiomerenreinen Synthesebausteinen

1.1 Enzyme in der organischen Chemie

Die Verwendung von natiirlichen Katalysatoren fiir die Umwandlung nicht natiirlicher
organischer Verbindungen hat bereits eine iiber hundertjdhrige Geschichte. Wahrend sich
die Forschung anfédnglich auf die Aufkldrung von biochemischen Stoffwechselwegen und
Enzymmetabolismen konzentrierte, stehen heute eine Vielzahl von priparativen
Anwendungen bis hin zum industriellen Produktionsprozess [Liese et al., 2000] im
Vordergrund. Das potentielle Anwendnungsspektrum von Enzymen fiir die organische
Synthese verdeutlichen unter anderem die iiber 3000 bekannten und in sechs Enzymklassen’
katalogisierten Enzyme [IUBMB, 1992] (siehe Tabelle 1-1). So gibt es, bis auf wenige
Ausnahmen wie die der Diels-Alder Reaktion oder der Cope-Umlagerung, zu jeder
organisch-chemischen Reaktion ein enzymatisches Pendant [Sih et al., 1977]. Bezogen auf
praparativ niitzliche Biotransformationen beschiftigte sich die Fachwelt am Ende des
vergangenen Jahrhunderts vor allem mit Hydrolasen, die iiberwiegend fiir die
Esterhydrolyse (25 %) und Veresterungen (28 %) eingesetzt wurden [Roberts, 1999]. 13 %
der Veroffentlichungen bezogen sich auf Reduktions- und 12,5 % auf Oxidationsreaktionen.
Der Anteil der Beitrige zu C-C-Bindungskniipfungen betrug 5 %, die Synthese von
komplexen Kohlenhydraten 10 % und die Verwendung von katalytischen Antikérpern und
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anderen Enzymmimetika machten 6 % aus. Biochemische Methoden erweitern und
bereichern demnach das breite Arsenal der klassischen, organisch-chemischen Methoden.
Bedingt durch den immer wachsenden Bedarf an optisch reinen Verbindungen, gewinnen
Enzyme vor allem auf dem Gebiet der asymmetrischen Synthese seit 1970 immer mehr an
Bedeutung [Corsby, 1992]. Die Verleihung des Chemie-Nobelpreises 2001 [Ahlberg, 2001]
an Knowles, Noyori und Sharpless fiir ihre Arbeiten auf dem Gebiet der asymmetrischen
katalytischen Hydrierung bzw. Oxidation unterstreicht die Bedeutung der asymmetrischen
Katalyse - wozu das Teilgebiet der asymmetrischen Biokatalyse ebenfalls zdhlt - fiir die

organische Chemie.

Tabelle 1-1: Einteilung der Enzyme in Enzymklassen.

Klasse Enzym Katalysierte Reaktion
1 Oxidoreduktasen Oxidations- und Reduktionsreaktion
2 Transferasen Ubertragung von funktionellen Gruppen
3 Hydrolasen Spaltung und Bildung von Estern, Amiden und Glykosiden
4 Lyasen Spaltung von Bindungen, Eliminierung
5 Isomerasen Isomerisierung und Racemisierung
6 Ligasen Kniipfung von Einfachbindungen (auch Synthetasen)

1.1.1 Vorteile der Enzymkatalyse

Enzyme sind Katalysatoren, die fast alle als Proteine vorliegen. Wie alle in der Natur
vorkommenden Proteine sind Enzyme ausschlieBlich aus L-Aminosiduren aufgebaut4. Das
aktive Zentrum eines Enzyms stellt demnach eine chirale Umgebung dar, welches in der
Lage ist die Chiralitit eines Substrates zu "erkennen" bzw. seine Chiralitit auf das Substrat
zu iibertragen. Somit kdnnen einerseits Enantiomere eines racemischen Substrates aufgrund
ihrer unterschiedlichen Reaktionsraten in einer kinetischen Racematspaltung voneinander
getrennt werden, andererseits konnen prochirale Substrate zu optisch aktiven Produkten
umgewandelt werden. In der Praxis zeigt sich, dass Enzyme die Erzeugung fast
ausschlieBlich eines Stereoisomeren ermoglichen. Gerade diese hohe Stereoselektivitit

macht Enzyme so interessant. Da Enzyme mit nur einer funktionellen Gruppe von mehreren

? Enzyme werden nach ihrer natiirlichen Katalyseaktivitit oder nach der zuerst entdeckten Aktivitiit eingeteilt.
* Fiir seltene D-chirale Proteine siehe [Jung et al., 1992]
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derselben (Regioselektivitit) oder Ahnlichen (Chemoselektivitit) in einem Molekiil selektiv
reagieren, kann das Anbringen und spitere Entfernen von Schutzgruppen entfallen, das
normalerweise bei klassischen organischen Synthesen erforderlich ist. Aufgrund der
Chemo- und Regioselektivitit entstehen bei enzymkatalysierten Reaktionen weniger

Nebenprodukte.

Die hohe Katalyseeffizienz von Enzymen unter milden Bedingungen (pH-Bereich 5-8 und
Temperaturbereich 20-40 °C) minimiert ebenfalls das Auftreten von Nebenprodukten, die
aufgrund von Zersetzungs-, Isomerisierungs-, Racemisierungs- oder
Umlagerungserscheinungen hervorgerufen werden. Die vergleichbaren Bedingungen, unter
denen die meisten Enzymreaktionen durchgefiihrt werden, machen sie miteinander
kompatibel. Somit sind sequentielle Reaktionschritte unter Verwendung von
Multienzymsystemen moglich, die vor allem die Aufarbeitung empfndlicher
Zwischenprodukte umgehen konnen. Des Weiteren kann der ungiinstigen Lage eines
Reaktionsgleichgewichts durch nachgeschaltete Enzymreaktionen begegnet werden, um die

Gleichgewichtslage zum gewiinschten Produkt zu verschieben.

Wie alle Katalysatoren beschleunigen Enzyme eine Reaktion ohne einen Einfluss auf das
theromdynamische Gleichgewicht der Reaktion auszuiiben. Folglich konnen manche

enzymkatalysierten Reaktionen in beide Richtungen ablaufen.

AbschlieBend sei noch auf die Umweltvertrdglichkeit von Enymen hingewiesen, die im

Gegensatz zu Schwermetall-enthaltenden Katalysatoren abbaubar sind.

1.1.2 Nachteile der Enzymkatalyse

Nachteilig beim Einsatz von Enzymen ist deren hdufig zu beobachtende geringere Aktivitét
und Stabilitdit in Gegenwart von organischen Ldsungsmitteln und organischen
Reaktionskomponenten. Diese Tatsache schrinkt den Einsatz organischer Losungsmittel
oder Losungsvermittler in enzymkatalysierten Reaktionen erheblich ein, was wiederum die
maximal erreichbare Raum-Zeit-Ausbeute begrenzt. Erfreulicherweise ermdoglichen neue
Untersuchungen zur Losungsmitteltoleranz von Enzymen ihre breitere Anwendbarkeit in

nicht natiirlicher Umgebung [Bortolini et al., 1998, Klibanov, 2001]. Weiterhin lassen sich
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mit Hilfe der gerichteten Evolution stabilere Mutanten fiir die Biokatalyse entwickeln

[Reetz et al., 2000; Arnold, 2001; Bornscheuer et al., 2001].

Enzyme natiirlichen Ursprungs liegen nur in einer Enantiomerenform vor. Da keine
allgemeinen Methoden vorliegen, um Spiegelbild-Enzyme aus D-Amioséduren zu erzeugen,
ist es unmoglich die chirale Induktion einer gegebenen enzymatischen Reaktion
umzukehren. Der Zugang zum Produktspiegelbild gelingt jedoch in einigen Fillen nach

eingehender Suche nach einem Enzym mit der entgegengesetzten Stereoselektivitit.

Manche Reaktionen wie Redoxreaktionen benétigen in der Enzymkatalyse Cofaktoren
(z. B. NAD(P)H), die als Redoxequivalente dienen. Die meisten Cofaktoren sind instabil
und die hohen Cofaktorkosten verbieten deren Einsatz in stoichiometrischen Mengen.
Mangels synthetischer Ersatzstoffe miissen Cofaktoren in Nebenreaktionen regeneriert

werden.

Viele Enzymreaktionen weisen eine Substrat- oder Produktinhibierung auf, die sich vor
allem bei hohen Substrat und/oder Produktkonzentrationen bemerkbar macht. Wihrend eine
Substratinhibierung in  einfacher Weise durch Einstellung einer niedrigen
Substratkonzentration (z. B. kontinuierliche Substratdosierung) verhindert werden kann, ist

die Vermeidung einer Produktinhibierung mit grolerem technischem Aufwand verbunden.

Der genannte Vorteil der milden Reaktionsbedingungen enzymatischer Reaktionen schrinkt
den Umfang der Betriebsparameter erheblich ein. Ahnliches gilt fiir das Substratspektrum

eines Enzymes, welches meist auf wenige Substrate begrenzt ist.

1.1.3 Cofaktorregenerierung

Zur Ubertragung von Redoxiquivalenten bendtigen Oxidoreduktasen sogenannte
Cofaktoren. Die wichtigsten Cofaktoren fiir Oxidoreduktasen sind
Nicotinamidadenindinucleotide (NAD(H)), die 80 % der Redoxenzyme bendtigen oder
NADP(H), das von ca. 10 % der bekannten Redoxenyzme benétigt wird. Andere Cofaktoren
wie Flavine (FAD oder FMN), Methoxatin (PQQ) oder Cytochrome sind vergleichsweise
selten. Da diese Cofaktoren recht teuer (Tabelle 1.2) sind, ist ihre effektive in situ

Regenerierung bei einem Einsatz in priparativen Ansidtzen unumgénglich.
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Tabelle 1-2 : Preise von Cofaktoren.

Cofaktor Molgewicht / g mol™ Preis/Euro g ° Preis/Euro mol ™’

NAD* 663 3,7 2.453
NADH 664 12,5 8.300
NADP* 741 14,5 10.744
NADPH 742 190 140.980

Eine Vielzahl von Regenerierungsmethoden fiir Nicotinamid-Cofaktoren wurden
beschrieben und in Ubersichtsartikeln [Chenault ef al., 1988; Chenault ef al., 1987; Leonida,
2001] zusammengefasst. Fir NAD(P)H sind neben chemischen [Ruppert, 1988],
biologischen [Morita et al., 1994], elektrochemischen [Fry et al., 1994] und
photochemischen [Hilthorst et al., 1982; Laane et al., 1987] Methoden vor allem
enzymatische Methoden von praktischer Bedeutung. Die Regenerierungsstrategien kann

man, wie in (Abbildung 1-2) dargestellt, in zwei Klassen teilen:

Sl /E]\> Pl Sl /E]\> Pl //\’ PZ

NADPH NADP NADPH NADP 1)1\NADPH NADP
% E, PR % E, > P E, >
(a) (b) ()

Abbildung 1-2: Cofaktorregenerierungsmethoden.

Die substratgekoppelte Regenerierung, wie sie in Abbildung 1.2 a) dargestellt ist, nutzt nur
ein Enzym zur Synthese und Regenerierung. Es wird ein Alkohol, z. B. 2-Propanol als
Cosubstrat eingesetzt, der im selben Malle oxidiert wird, wie das eingesetzte Keton
reduziert wird. Vorteilhaft wird dieses Verfahren eingesetzt, wenn der Cofaktor sehr eng an
das Enzym gebunden ist, wie dies z. B. bei der Glucose-Fructose-Oxidoreduktase der Fall
ist. Es wird aber auch, aufgrund der einfachen Handhabung, bei Enzymen mit

dissoziierbarem Cofaktor eingesetzt.

5 Jiilich Fine Chemicals-Katalogpreise fiir die giinstigste Packungsgrofle
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Die enzymgekoppelte oder gekoppelte Regenerierung, wie in Abbildung 1-1: Wege zu
neuen enantiomerenreinen Synthesebausteinen b) dargestellt, nutzt ein zweites Enzym mit
seinem Substrat zur Cofaktorregenerierung. Ein von Tischkov und Mitarbeitern [Tischkov et
al., 1999; Seelbach et al., 1996] entwickeltes System fiir die Regenerierung von NADPH
nutzt eine Formiatdehydrogenase als Regenerierenzym mit Formiat als Substrat. Dieses

System bietet eine Reihe von Vorteilen:

Durch die Entkopplung der Enzymaktivititen kann eine effektive Regenerierung zu jedem
Zeitpunkt gewihrleistet werden.

e Formiat ist nach molekularem Wasserstoff die giinstigste Wasserstoffquelle, zudem
ist es in Losung stabil und unbedenklich fiir Enzyme und Cofaktoren auch in hoher
Konzentration.

e Das Gleichgewicht der Reaktion (Keg >> 15.000) liegt stark auf Seiten der
Reaktionsprodukte (CO2 und NADPH), sodass die Aufarbeitung nicht durch
Produkte der Regenerierungsreaktion kompliziert wird.

e Die FDH ist stabil und einfach in einem kontinuierlichen fermentativen Verfahren

herzustellen und aufzuarbeiten.

Andere Regenerierenzyme wie die Glucosedehydrogenase oder eine zweite
Alkoholdehydrogenase haben nur untergeordnete Bedeutung. Ebenso die Verwendung einer
Hydrogenase und elementarer Wasserstoff [Mertens ef al., 2003]. Ein Sonderfall der
enzymgekoppelten Regenerierung nutzt zwei Enzyme, von denen das Produkt des
Regenerierungsenzyms gleichzeitig das Substrat des Syntheseenzyms ist (Abbildung 1-2 c).
Hierbei dienen das oxidierte Produkt und NAD(P)H, die durch die erste enzymatische
Reaktion gebildet wurden, als Substrate fiir den zweiten Schritt, eine enzymatische
Reduktion. Ein Beispiel fiir diese Strategie ist die Synthese von o-Aminosduren aus O-

Hydroxycarbonsduren in einem Zweistufenprozess.
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1.2 Bedeutung vicinaler Diole

Chirale Diole im Allgemeinen und vic-Diole wie das hier behandelte 1-Phenylpropan-1,2-
diol im Besonderen spielen nicht nur in biologischen Systemen eine wichtige Rolle, sondern
dienen sehr héufig als Synthesebausteine fiir die stereospezifsche Synthese von Pharmaka,
chiralen Auxiliaren, Liganden fiir Metallkomplexe und fiir die Totalsynthese natiirlich
vorkommender Verbindungen [Servi, 1990; Csuk et al., 1991]. Abbildung 1-3 zeigt das
Spektrum chiraler Synthesebausteine, die sich von der Zielverbindung in dieser Arbeit
ableiten lassen. Die Grundstruktur der Zielverbindung ist ferner in pharmakologisch
interessanten Verbindungen wie der Taxolseitenkette [Mukaiyama et al., 1999; Nicolaou et
al., 1994; Denis et al., 1990], dem in der AIDS-Therapie eingesetzten Fungizid Sch 42427
[Gala et al., 1996] und in chiralen Auxilliaren des Evans-Typs [Evans, 1982] enthalten.

chirale Bausteine:

/7 N\
Sl

potentielle Zielverbindungen:

R
L)
(0] NH O = HO
- OR o P ™
: HN~§O i - SO,CH,
Taxol-Seitenkette chirale Auxiliare Fungizid Sch 42427

Abbildung 1-3: Spektrum abgeleiteter chiraler Synthesebausteine und potentieller
Zielverbindungen.




1 « Einleitung

1.2.1 Chemische und Biologische Darstellungsmethoden

Die wichtigsten chemischen Wege zu vic-Diolen in Bezug auf Stereospeziftit und
Enantioselectivitat sind die katalytische cis-Dihydroxylierung von Olefnen mit
Osmiumtetroxid (OsOy) [Kolb et al., 1994; Choudry et al., 2001; Kobayashi et al., 1999]
und die katalytische asymmetrische Hydrierung von Diketonen [Toukoniitty et al., 2001;
Koike et al., 2000] bzw. o-Hydroxyketonen [Koike et al., 2000]. Zufriedenstellende
Selektivitiaten konnen auch mit gingigen Metallhydriden erzielt werden. So lassen sich mit
LiAlH4, NaBH; und NaH (bzw. LiH) + Me,Zn Diastereoselektivititen zwischen 92 und
96 %° erzielen [Bowlus et al., 1974].

Zu den biologischen Methoden zur Synthese von vic-Diolen gehoren die enantioselektive
Hydrolyse von Epoxiden mit Epoxidhydrolasen [Pedragosa et al., 1996; Weijers, 1997], die
kinetische Racematspaltung’ vic-Diole mit oxidierenden Enzymen [Bortolini e al., 1998]
und Lipasen [Kim et al., 1995] sowie die enzymatische und mikrobielle Reduktion von 1,2-
Diketonen und a-Hydroxyketonen [Bortolini et al., 1997; Mochizuki et al., 1995; Takeshita
et al., 1989].

|chemische Methoden | enzymatische Methoden |
0 ¢}
R R
R R
o) o)
Hydrierung Reduktion mit
Oxidoreduktasen

R R
Hydrolyse Hydrolyse

X R’
R/\/

Hydroxylierung

Abbildung 1-4: Chemische und enzymatische Synthesewege zu 1,2-Diolen

® Dies bezieht sich unter anderem auf die hier behandelte Diol-Zielverbindung. Als Ausgangsverbindungen
wurden das entsprechender Dion oder Hydroxyketon eingesetzt.

" Fiir einen Uberblick hoch effizienter biotechnologischer Methoden, die einzelne Produktisomere aus einem
Racemat in nahezu 100 % chemischer und optischer Reinheit entstehen lassen, siehe [Strauss et al., 1999]
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1.3 Membranverfahren

Membranen spielen bei vielen Stoffaustauschprozessen in der Natur - wie beispielsweiseise
beim Stoffwechsel von lebenden Zellen oder bei der Wasseraufnahme von Pflanzen - eine
zentrale Rolle. Sie haben die Eigenschaft, bestimmte Stoffe hervorragend passieren zu
lassen und fiir andere eine nahezu uniiberwindbare Barriere darzustellen, d.h. sie sind in der
Lage, zwischen den Komponenten einer Losung zu unterscheiden. Die Treibende Kraft
beim Stoffaustausch ist i) die Druckdifferenz, ii) Losungs/-Diffusionskrifte oder iii) das
elektrochemische Potential. Meist iiberlagern sich beim Stofftransport mehrere
Mechanismen. Die hauptsidchlichen am Stofftransport beteiligten Krifte erlauben eine
Gliederung in 3 Gruppen:
1. Druckgetriebene Prozesse:

e Mikrofltration

e Ultrafltration

¢ Nanofltration

¢ Umkehrosmose (RO, engl.: reverse osmosis)
2. Losung/- Diffusion:

¢ Diffusionsdialyse DD
3. Elektrochemische Krifte

e Elektrodialyse ED
Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl von einem druckbetriebenen Verfahren fiir die
Enzymimmobilisierung als auch von einem Losung/-Diffusionsverfahren fiir eine selektive

Extraktion Gebrauch gemacht.

Die Immobilisierung von Enzymen ermoglicht es, die Verweilzeiten von Enzymen und
Reaktanden zu entkoppeln. Hiermit lassen sich die Zyklenzahlen® der Enzyme erhohen.
Gleichzeitig wird die Trennung von Reaktanden und Enzymen am Ende einer Reaktion
erleichtert bzw. konnen kontinuierlich betriebene Reaktoren eingesetzt werden [Kragl et al.,
1991; Kragl et al., 1992]. Vor allem bei hohen produktspezifschen Enzymkosten und bei
langfristig absehbar grofen benétigten Produktmengen bieten kontinuierlich betriebene

Prozesse Vorteile. So ermdglicht der kontinuierlich Betrieb in der Regel hohere Raum-Zeit-

¥ Die Zyklenzahl - auch bekannt als total turnover number (ttn) - beschreibt die Stoffmenge in Mol des
Produktes, die pro Mol Stoffmenge des eingesetzten Katalysators entsteht.
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Ausbeuten, besser kontrollierbare = Reaktionsbedingungen, eine

Produktqualitéit und schlieBlich eine bessere Ausnutzung des Enzyms.

gleichbleibende
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2 Themenstellung

Ankniipfend an Arbeiten zur enzymatischen o-Hydroxyketon Synthese mit den C-C-
Bindungskniipfenden Enzymen BFD, PDC und BAL sollte untersucht werden, ob ein
stereoselektiver Zugang zu den Stereoisomeren des 1-Phenylpropan-1,2-diol auf
enzymatischem Wege moglich ist. Fiir die Umsetzung sollten kommerziell erhéltliche und

in house verfiigbare Alkoholdehydrogenasen in Betracht gezogen werden.

o D)
) Ph)k(
P OH OH
Pi™  BFD/PDC/BAL (S)-ADH oder (R)-ADH \
+ > < oder > » Ph™*
Thiamindiphosphat \ OH
( (ThDP) o) NADH NAD*
._Ph
)H/ HCOO" \ /= CO,
OH FDH
~ = OH oder

0
ADH =

Abb. 2-1:  Multikatalysatorsystem.
Einsatz der Benzoylformiatdecarboxylase (BFD), der Benzaldehydlyase
(BAL) oder der  Pyruvatdecarboxylase (PDO) in einem
Multikatalysatorsystem mit Alkoholdehydrogenasen (ADH) verschiedener
Stereospeziftidt - in Kombination mit einer Formiatdehydrogenase (FDH)
oder ADH zur Cofaktorregenerierung.

Vor dem Hintergrund einer optimalen Enzymausnutzung, hoher Raum-Zeit-Ausbeuten und
eines leichten down-stream-processing sollte exemplarisch anhand eines der
Reduktionsprodukte ein Prozess im Labormalstab entwickelt werden. Im Vorfeld und
prozessbegleitend, sollten reaktionstechnische Untersuchungen Hinweise zur Reaktorwahl
und Parameteroptimierung geben. Die Auswertung kinetischer Parameter mit einem
Datenauswertungs- und Simulationsprogramm soll zu einem besseren Verstindnis des

Systems fiithren.
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3 C-C-Bindungsknuipfung

3.1  Einleitung

Die Benzoylformiatdecarboxylase (BFD) gehort zu der Enzymklasse der Lyasen
(EC 4.1.1.7). Eine Reihe dieser Enzyme sind wie die BFD thiamindiphosphatabhéngig. Im
lebenden Organismus ist die BFD das dritte Enzym in dem Mandelsdurestoffwechsel
[Gunsalus et al., 1953; Hegemann, 1966]. Im Mandelsdaurestoffwechsel wird (R)-
Mandelsdure zu Benzoesdure abgebaut. Die Enzyme des Mandelsdureabbauweges
ermoglichen es somit bestimmten Bakterien wie z.B. Pseudomonas putida auf (R)-
Mandelsédure als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Es hat sich gezeigt, dass die
Hauptkatalyseaktivitidt der isolierten BFD erwartungsgemif3 die Decarboxylierung von o-
Ketocarbonsduren zu Benzaldehyden und Kohlendioxid ist. In einer Nebenreaktion ist die
BFD imstande, die C-C-Bindungskniipfung zwischen einem Donor- und Akzeptoraldehyd
zum o-Hydroxyketon zu katalysieren. Der Mechanismus der beiden genannten Reaktionen
ist dhnlich und benétigt in beiden Fillen den Cofaktor ThDP. Der Mechanismus fiir die

C-C-Bindungskniipfung ist in Abbildung 3-1 beschrieben.
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R = meta and para substituents

R - A~ _0—P06*"

1 NH
- R\N® GCHs 2
ol 1™ C) \ R? = N
10 L |
s R N/)\CH
| N 3
R
o) pZ
5
TN H
RT
=
substituted benzaldehyde a) b)
2
R CHg R\z @® SHs
CHs N
HO\@ // \
- C. 1
S R

R®~ CHs N
N —H® @ HO\C_C/ \
// // = 1
HCL ) u®  |eic \ — °s” R
s R °sT Ry \
R/
4 .

ThDP ThDP (ylid-form)
L enamine-carbanion intermediate —
6
d) c)
x
H3C H
o) > acetaldehyde
@.(\ 3
CHjz

& » \) 6,11

substituted (S)-2-hydroxy ketone
1 _'
R P 7

Abbildung 3-1: Reaktionsmechanismus der BFD-katalysierten C-C-Bindungskniipfung

zwischen Acetaldehyd und Benzaldehyd zu (25)-Hydroxy-1-
phenylpropanon ((25)-HPP) in Gegenwart von Thiamindiphosphat.
a) Addition von 4 in Form des nucleophilen Ylids an 2 b) Umlagerung des
Additionsproduktes 5 zu dem Enamin-Carbanion-Intermediat 6 c¢) Addition
von 6 an Acetaldehyd d) Umlagerung des Additionsproduktes 7 und
gleichzeitiges Freisetzen von 1 und 4.
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3.2 Bereitstellung der Benzoylformiatdecarboxylase

Die in dieser Arbeit verwendete Benzoylformiatdecarboxylase ist als rekombinantes Enzym
leicht zuginglich und wurde freundlicherweise vom Institut fiir Enzymtechnologie zur
Verfiigung gestellt. Der C-Terminus der BFD-Gensequenz wurde um die Codons fiir sechs
zusitzliche Histidinreste (His-tag) verlangert. Dadurch vereinfacht sich die Aufreinigung
der BFD. Die Gewinnung der BFD erfolgte in 5 Schritten wie in nachfolgendem Schema
(Abbildung 3-2) gezeigt:

Fermentation und Proteinexpression

|

‘ Zellaufschluss ‘

l

immobilisierte Metallionenaffinitdtschromatographie

|

Gelfiltration

|

Lyophilisation

Abbildung 3-2: Schema der BFD-Aufreinigung.

3.2.1 Fermentation von Escherichia coli SG13009

Um die Gewinnung einer fiir die Arbeit ausreichenden Menge an BFD zu gewihrleisten,
wurde eine Fermentation des BFD-Expressionsplasmid tragenden E. coli-Stamms SG13009
im 200 L MaBstab (im 300 L Fermenter) durchgefiihrt. Dem iiberwiegend aus Hefeextrakt
bestehenden Fermentationsmediums (sieche Material und Methoden) wurde Ampicilin und
Neomycin zugesetzt. Somit wird die Vermehrung von E. coli-Stammen verhindert, die das

Expressionsplasmid und damit auch die entsprechenden Resistenzgene verloren haben. Zum
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Animpfen des 300 L Fermenters wurde eine 20 L Vorkultur (im 30 L Fermenter)
fermentiert, die ihrerseits ausgehend von einer 2 L Impfkultur begonnen wurde. Den
Verlauf der Zelldichte, abgeleitet von der gemessen optischen Dichte (Extinktion) bei 600
nm’ wiihrend der Fermentation im 30 L und anschlieBend im 300 L Fermenter, zeigt
Abbildung 3.3. Nachdem die exponentielle Zellwachstumsphase im 300 L Fermenter bei
36 °C beendet war, wurde auf 25 °C abgekiihlt und anschlieBend die Proteinexpression
durch Zugabe von IPTG eingeleitet. Nach einer ca. 13-stiindigen Expressionsphase wurde
das Fermentationsmedium auf 5 °C abgekiihlt und die Zellen vom Fermentationsmedium
mit einer kontinuierlich betriebenen Zentrifuge abgetrennt. Es lagen insgesamt 700 g
Biofeuchtmasse mit einer Decarboxylaseaktivitidt von 976,5 kU bzw. einer Ligaseaktivitit

von 31,5 kU vor.

25 36°C 25°C m

O
3,0 o{ T
2,5 - . Zellernte
| / Induktion mit IPTG
c 20 9 /O
a 15
1l
1,049 4
0,5 Transfer 30 L -> 300 L Fermenter
[ &~
0,0 T T T - r : .
0 4 8 12 16 20 24

Zeit/h

Abbildung 3-3: Verlauf der Fermentation von E. coli SG13009 fiir die BFD-Produktion.

3.2.2 Aufreinigung der Benzoylformiatdecarboxylase

Die BFD mit ihrem exponierten Hexahistidinrest wurde an eine Ni-NTA-Matrix selektiv
gebunden. Nichtbindende Begleitproteine werden bei dieser
Metallionenaffinititschromatographie im Durchbruch eluiert (1. Bande in Abbildung 3-4).
Die unspezifsche Bindung einiger Proteine des Rohextrakts konnte durch eine

anschliefende Elution mit 20 mM Imidazol im Elutionspuffer aufgehoben werden (2. Bande

° Die optische Dichte (OD) oder Triibung bei 600 nm ist bis zu einem Wert von 0,5 proportional der Biomasse.
Bei Werten iiber 0,5 wurden die Proben verdiinnt, um im linearen Bereich zu bleiben.
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in Abbildung 3-4). Danach wurde die Elution der spezifsch gebundenden Proteine durch
eine Erhohung der Imidazolkonzentration im Elutionspuffer auf 250 mM erreicht (3. Bande
in Abbildung 3-4). In einem Entsalzungsschritt wurde das Imidazol durch eine
Gelpermeationschromatographie entfernt, um eine Lagerung des Proteins als Lyophilisat zu
ermoglichen. Die Gefriertrocknung dient der lidngeren Haltbarkeit der Enzympriparation.
Alternativ zur Gelpermeationschromatographie konnte auch eine Umpufferung mittels
Ultrafltration ~ durchgefithrt ~werden. Die hdufig auftretende Belegung der
Ultrafltrationsmembran und die damit zusammenhangende Druckerhohung bzw.
Flusserniedrigung fiihrten zu unbefriedigenden Aktivititsausbeuten, so dass diese
Alternative in den durchgefiihrten Apparaturdimensionen (63,5 mm YM 10 Ultrafltrations-
Membran, 100 mL Amicon Zelle, 5 bar) der genannten Gelpermeationschromatographie

nicht vorzuziehen war.

Tabelle 3-1: BFD-Aufreinigungsprotokoll.

Fraktion spezifsche Aktivitit'® Aufreinigungsfaktor'’ Gesamtaktivitiit
Rohextrakt 0,27 U/mg 1 900 U
Ni-NTA-Eluat 4,74 U/mg 17 846 U
Gelfltration 6,36 U/mg 23 750U
Lyophilisat 7,00 U/mg 26 945U

Die Reinheit der erhaltenen Proteinfraktionen wurde per Gelelektrophorese iiberpriift. Das
Chromatogramm in Abbildung 3-5 zeigt die Probe des Lyophilisats (links) und die

Proteinmarker (rechts).

Im Rahmen der Arbeit wurde aus wiederholten Aufreinigungen eine Gesamt-Ligaseaktivitit

von 4725 U als Lyophilisat hergestellt.

' Carboligase-Aktivitiit.
"Der Aufreinigungsfaktor ist definiert als das Verhiltnis aus der spezifischen Aktivitit der Fraktion und der
spezifschen Aktivitit des Rohextrakts.



20

3 « C-C-Bindungsknupfung

| 0 mM Imidazol | 20 mh Imidazol H 250 mi Imidazol |
1007 —
, 1 | 2 3
= '1
2 |
£ 60 s—
£ .
— 409 | ;
2 |
.“ |
201 '
% f
0 L T d T T 1
0 100 200 300

Elutionsvolumen / ml

Abbildung 3-4: Chromatogramm einer immobilisierten Metallaffinitdtschromatographie
zur BFD-Aufreinigung.

Abbildung 3-5: Proteingel der BFD (links) mit Kontrollspur (rechts)
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3.3 Eigenschaften der Benzoylformiatdecarboxylase

Die Eigenschaften der BFD wurden bereits eingehend untersucht und veroffentlicht [Iding
et al., 2000; Greiner, 1999]. Nachfolgend sind die wichtigsten Eigenschaften nochmals

zusammenfassend aufgefiihrt:

Tabelle 3-2: Eigenschaften der BFD.

Kinetische Parameter der BFD-Doppelsubstratkinetik

Parameter Wert Standardabweichung
KM;Acetaldehyd 310 mM + 80 mM
I<M;lieznzaldehydl2 77 mM * 19 mM

Vinax 48 U/mg + 10 U/mg

Desaktivierungskonstanten u. Halbwertszeiten
(Bedingungen: 50 mM KPi, pH 7, 0,5 mM MgCl,, 0,5 mM ThDP)

Parameter kdes/d'1 tip/d
4°C 0,005 £+ 0,002 139,0 £ 60
20 °C 0,019 £ 0,005 36,07
25 mM Benzaldehyd 0,13 +0,02 5,3+0,7
100 mM Acetaldehyd 0,38 £ 0,02 1,8 £ 0,1
200 mM Acetaldehyd 0,47 +£0,03 1,5+0,1

weitere Eigenschaften

Aktivierungsenergie 45 kJ mol™ 2 kJ mol™!
pH-Maximum pH 8,5
Temperaturmaximum iber 47 °C

2 Es handelt sich hier um mit Hilfe der Doppelsubstratkinetik extrapolierte Werte; die maximale
Benzaldehydkonzentration in 50 mM KPi-Puffer und pH 7 liegt bei 50 mM.
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3.3.1 Einflisse auf die Enantioselektivitat

Aus der Literatur sind eine Reihe von Parametern bekannt, die die Stereo- oder
Regioselektivitit von Enzymen beeinflussen. Vielfach werden diese gefundenen Parameter
dahingehend gedndert, um eine bessere Selektivitit zu erreichen. Abgesehen von der
Veridnderung des Katlysators selbst [Reetz et al., 2001a; Reetz et al., 2001b; Reetz et al.,
2000] konnten Selektivititsverbesserungen durch eine geeignete Wahl der Temperatur
[Pham, et al., 1990], des Losungsmittels [Carrea et al., 2000], des pH-Wertes [Lam et al.,
1986] oder des Substrates [Carrea et al.,, 2000; Lam et al., 1986] erzielt werden. Die
Enantioselektivitit der BFD-katalysierten asymmetrischen C-C-Bindungskniipfung wird
durch drei verschiedene Parameter beeinflusst: die Temperatur, die
Benzaldehydkonzentration und die elektronischen und sterischen Eigenschaften der
aromatisch Substituenten des Donor-Aldehydes. Im Falle der C-C-Bindungskniipfung
zwischen Benzaldehyd und Acetaldehyd konnte gezeigt werden, dass die Enantioselektivitét
durch eine Temperaturerniedrigung erhoht werden kann. Uberraschenderweise konnte
auBerdem beobachtet werden, dass sich die Enantioselektivitit durch geringere

Benzaldehydkonzentrationen erhthen lésst.

o 4<C
o 20°C

EH\E\D A 30°C

/

86

o 5 10 15 20 25 30
[Benzaldehyd] / mM

Abbildung 3-6: Enantioselektivitit als Funktion der Benzaldehydkonzentration und der
Temperatur.
Reaktionsbedingungen: 50 mM KPi-Puffer; pH 7,0; 500 mM Acetaldehyd;
Thermostatisierung bei 4, 20 und 30 °C.

Um die Giiltigkeit der Temperaturabhingikeit auch im kontinuierlich Betrieb nachzu priifen,

wurde der unter 3.5 beschriebene Reaktorlauf bei 4 °C durchgefiihrt.
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3.3.1.1 Einfluss von Substituenten auf die Enantioselektivitat

Es wird allgemein akzeptiert, dass die Enantioselektivitdt in katalytischen Reaktionen
weitestgehend aufgrund sterischer Effekte beeinflusst wird. Nichtsdestoweniger gibt es
inzwischen eine Reihe von Beispielen, in denen elektronische Effekte ausgehend von dem
Substrat die Selektivitit des Produktes beeinflussen [Mak et al., 1996; Moussou et al., 1998;
Watanabe et al., 2001; Kunieda et al., 1992; Ueji et al., 1999].

Auffallend am  Substratspektrum der BFD ist die Variationsbreite im
Enantiomereniiberschuss der BFD-katalysierten =~ C-C-Kniipfung zwischen einem
aromatischen Donoraldehyd und einem aliphatischen Akzeptoraldehyd. So weisen die BFD-
katalysierten a-Hydroxyketone in Abhédngigkeit vom Substituenten einen ee zwischen 74 %
und 92 % auf (Tabelle 3-3). Hier galt es zu klédren, ob ein Zusammenhang existiert, der den
Einfluss der aromatischen Substituenten auf den ee beschreibt. Es lag nahe zu priifen, ob
eine Hammett-analoge Korrelation zwischen den elektronischen Eigenschaften eines
Substituenten und dem Enantiomeren-Verhiltnis des gebildeten a-Hydroxyketons vorliegt.
Hammett hat 1935 gezeigt, dass eine Beziehung zwischen der Siurestirke
(Dissoziationskonstante) von substituierten Benzoesduren' und den Raten der alkalischen
Hydrolyse von entsprechend substituierten Benzoesdureestern besteht [Hammett, 1935;

Hammett, 1937]:

Log k =p-logk + b Gleichung 3-1

mit p = Reaktionskonstante

Fiir die Benzoesiure selbst erhilt man:

logko=plogKo+b Gleichung 3-2

BHammetr hat die Dissoziationskonstante der substituierten Benzoesduren bei 25 °C als Standartreaktion
definiert.
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Die Subtraktion der beiden Gleichungen ergibt:
k K ) K Gleichung 3-3
log— =p-log—; mit log— =0
k0 KO KO
So erhilt man die Hammett-Gleichung
k Gleichung 3-4
logk— =p-c

0

mit o = Substituentenkonstante.

Tabelle 3-3: Variation des Enantiomereniiberschusses in Abhédngigkeit des Substituenten.

Substituent €€para €Cmeta
Br 87 96
Cl 86 86
CN 74 92
Et 91 -
F 90 87

92 92
Me 91 97
OAc - 99
OCHF; 91 -
OEt - 97
OH 92 92
OiPr - 99
OMe 92 96

OPh - 99
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Abbildung 3-7 zeigt die Korrelation zwischen der Verseifungsgeschwindigkeit substituierter
Benzoesdureethylester und der Dissoziationsgeschwindigkeit entsprechend substituierter
Benzoesiuren'. Seit den Beobachtungen von Hammett wurden weitere Korrelationssysteme
gefunden, in denen z. B. die Substituentenkonstante ¢ mit chemischen Gleichgewichten
[Ashton et al., 1998], spektroskopischen, physikalischen und pharmakologischen [Kubinyi
et al., 1993] Eigenschaften sowie mit der Regio- [Reetz ef al., 1997] und Enantioselektivitit
[Yang et al., 1998; Palucki et al., 1998] entsprechend substituierter Verbindungen korreliert.

p-NO,
2
m-NO,
— m-Cl
X
=3
8 0]
'2 T T T T T T T
-1 30 '0,5 0,0 0,5 1 ,0

& = log(KIK;)

Abbildung 3-7: Hammett-Korrelation zwischen der Verseifungsgeschwindigkeit substi-
tuierter Benzoesdureethylester und der Dissoziazionskonstante entsprechend
substituierter Benzoesduren.

Im vorliegenden Fall der BFD-katalysierten enantioselektiven C-C-Kniipfung unter Ver-
wendung  para-substituierten ~ Benzaldehyden, kann der  Logarithmus  der
Enantiomerenverhiltnisse log(S/R) mit der 6-Konstante der Hammett Gleichung korreliert

werden (Abbildung 3-8 a)).

" Neben der hidufig wie hier verwendeten standartisierten Auftragung nach Gleichung 3-3 sind auch
Auftragung nach Gleichung 3-4 vorzufinden.
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Abbildung 3-8: Auftragung von log(S/R) gegen G von a) para- und b) meta-substituierter

a-Hydroxyketonen.
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Der Ausdruck log (S/R) ist proportional zu -AAG" entsprechend der folgenden Gleichungen:

o R _—AAG'
S 23-RT Gleichung 3-5
mit
— AAG* =—(AG™ —AG*™) Gleichung 3-6
und
_AGY — k. e—R—ET Gleichung 3-7

Gleichung 3-5 bis Gleichung 3-7 verdeutlichen, dass das Verhiltnis der erzeugten
Enantiomere von der Differenz der Reaktionsraten fiir das S- und R-Enantiomer bestimmt
wird. Die Differenz der Reaktionsraten kann wiederum von den elektronischen
Eigenschaften der Substituenten abhingen. Fiir meta-subsitituierte Verbindungen ist
zunidchst keine lineare Korrelation zu erkennen (Abbildung 3-8 b)). Werden jedoch die
hervorgehobenen Datenpunkte der Substituenten in Abbildung 3-8 b) betrachtet
(gestrichelte Kisten), so fillt auf, dass der ee nicht von den elektronischen Eigenschaft des

Substituenten abhiingen, sondern von deren Grofe:

e Kasten 1: 0,000~ 0,36: F < Cl < Br
e Kasten 2: G0 ~ 0,10: OH < OMe < OEt < OiPr

Fiir den meta-Fall bestimmen demnach sterische Faktoren den ee. In einem Versuch den
beobachteten Trend fiir mera-Substituenten mit Substituentenparametern [Hansch et al.,
1979; Kubinyi, 1993; Exner, 1978] zu korrelieren, die den sterischen Anspruch eines
Substituenten widerspiegeln, wurde die molare Refraktivitidt (MR) herangezogen, die durch

Gleichung 3-8 definiert ist:

_MW n’-1

MR 5
p n -2

Gleichung 3-8
mit MR = Molgewicht, n = Brechungsindex und p = Dichte

Der Teilausdruck MW/p stellt das molare Volumen dar, welches mit der Groe des

Substituenten korreliert. Der Brechungsindex beinhaltende Ausdruck (nz—l)/(n2—2) stellt
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einen Korrekturfaktor dar, der den Einfluss der Polarisierbarkeit des Substituenten
beriicksichtigt. Da sich die Brechungsindices (n) der meisten organischen Verbindungen nur
geringfiigig voneinander unterscheiden (zwischen n = 1,3 - 1,7 [Lide, 2003; D’Ans et al.,
1996]), korreliert der Ausdruck MR in den meisten Fillen sehr gut mit dem molaren
Volumen MW/p. In Abbildung 3-9a) sind alle log(S/R),....-Werte gegen MR aufgetragen.
Obwohl die Korrelation aller einbezogenen Datenwerte nur bedingt zufrieden stellend ist
(geringer R* Wert der Geradengleichung), ist dennoch die Tendenz zu erkennen. Fiir
Substituenten mit gleichen elektronischen Eigenschaften (anndhernd gleicher 6-Wert) ist die

Korrelation wesentlich besser (Abbildung 3-9 b) und c)).

Diskussion der Beobachtungen: Beruhend auf der Kristallstruktur der BFD [Hasson et al.,
1998] und unter Verwendung computerunterstiitzender Visualisierungshilfen, wurde ein
Model fiir die zwei moglichen Orientierungen des Enamin-Carbanion-Intermediates 6
(Abbildung 3-1 und Abbildung 3-10) am aktiven Zentrum der BFD entwickelt. Die zwei
moglichen Orientierungen von 6 am aktiven Zentrum korrespondieren mit den zwel
Konformationen A und B in Abbildung 3-10, bei denen man davon ausgeht, dass sie sich in
einem kinetisch kontrollierten Gleichgeweicht miteinander befinden. In A ist der Phenylring
von Benzaldehyd zwischen den beiden Phenylringen Phe464 und Phe397 positioniert, die
senkrecht zueinander stehen, was zu einer so genannten stabilisierenden edge-to-face-
Anordnung fithrt [Burley et al., 1985; Carver et al., 2002; Matsuhima et al., 2000]. Im
Gegensatz dazu fehlt bei B diese edge-to-face- Wechselwirkung aufgrund der nicht
senkrechten Anordnung des Phenylrings von Benzaldehyd, das am C2-Atom des
Thiazolrings gebunden ist. Weiterhin gelangt der Phenylring in B in unmittelbare
Umgebung von His70, das eine hohere AbstoBungskraft zur Folge hat. Aus diesem Grund
wird A vor B bevorzugt. Ausgehend von diesen beiden Konformationen und unter der
Annahme, dass der katalytische Prozess nur in der Enzymtasche stattfindet, die von den
Resten Ala460, Phe464, His70, dem Protein-Riickrad und dem gebundenen ThDP begrenzt
wird, sind nur vier mogliche Ubergangszustinde wihrend der Carboligation vorstellbar: Re-
Angriff oder Si-Angriff auf den Akzeptor 3 in Abbildung 3-10. Die bevorzugte Anordnung
Ag, fiihrt zu (25)-HPP, wohingegen die nicht bevorzugten Anordungen Ag; und Bg; zu dem
im Unterschuss gebildeten Enantiomeren (2R)-HPP fiihrt. Ohne niher ins Detail zu gehen,
konnten mit diesem Model sdmtliche beobachteten Eigenschaften der BFD erklirt werden

[Iding et al., 2000], die nachfolgend zusammengefasst sind:
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tiberwiegende Katalyse von 2-Hydroxyketonen mit S-Konfiguration
nur sehr geringe Katalyse von Benzoin in R-Konfiguration
bevorzugte Katalyse von aromatischen Aldehyden als Donor Aldehyde

Beobachtung einer Konzentrationsabhingigkeit des Enantiomereniiberschusses
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Abbildung 3-9: Korrelation von log(S/R) mit der molaren Refraktivitit (MR).
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Abbildung 3-10: Die zwei moglichen Orientierungen des Donor Substrat-ThDP-
Komplexes 6 im aktiven Zentrum der BFD.
modellierter Komplex beruhend auf der Kristallstruktur (oben) und
schematische Darstellung des Re- und Si-Angriffs auf den Akzeptor 3.

Aus dem bisher beschriebenen Modell ldsst sich auch erginzend eine Erklarung fiir die
Abhidngigkeit des ee von der Art des Substituenten ableiten. Eine Zunahme des
beobachteten ee fiir para-Substituenten mit immer kleiner werdenden 6-Werten ist mit einer
entsprechenden Zunahme des +1-Effektes der Substituenten verbunden, was zu einer immer
mehr zunehmenden Elektronendichte am Carbanion 6 fiihrt. Eine erhohte Elektronendichte
am Phenylring von 6 wiirde zu einer stirkeren edge-to-face-Wechelwirkung im Zustand A
fiihren, die maB3gebend fiir einen Ag.-Angriff ist (Bildung des S-Enantiomeren). Weiterhin
wiirde eine hohere Elektronendichte die Nucleophilie von 6 im Ubergangszustand erh6hen,
wodurch der nucleophile Angriff von Ag, bevorzugt wiirde. Gleichzeitig wire die
abstoBende Energie eines Agi-Angriffs hoher und damit weniger wahrscheinlich. Die
beobachtete Korrelation ist nur fiir para-Substituenten befriedigend im Gegensatz zu einem

scheinbar wahllosen Einfluss der meta-Substituenten auf den Enantiomereniiberschuss
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(Abbildung 3-8 b)). Der Grund fiir diese schlechte Korrelation im Falle der meta-
Substituenten ldsst sich auf die Nidhe der Substituenten zur katalytischen Tasche
zuriickfiihren, d.h der Einfuss der sterischen Abschirmung des katalytisch aktiven Zentrums
durch die Substituenten iiberwiegt gegeniiber den elektronischen Eigenschaften der
Substituenten. Es erscheint plausibel, dass die merta-Substituenten aufgrund ihrer
abschirmenden Wirkung nur einen Angriff von Acetaldehyd in der Anordnung Ag.
erlauben. Je groBer die Substituenten in meta-Position werden, desto grofler wird ihre
abschirmende Wirkung, was einen hoheren ee zur Folge hat. In Analogie zur Korrelation
der o-Konstanten mit log(S/R)-Werten wire eine Korrelation der ¢-Konstanten mit den
Termen v,,,/Ky, der jeweiligen BFD-katalysierten Reaktionen zu erwarten. Beispielhaft
seien die Arbeiten von Moussou zur enzymatischen Epoxidhydrolyse mit substituierten
Epoxiden genannt [Moussou et al., 1998]. Die geringe Loslichkeit samtlicher aromatischer
Benzaldehyde in wissrigem Medium (zwischen 2-60 mM) verhindert jedoch eine
zuverldssige Bestimmung der kinetischen Parameter v, und K;; der BFD-katalysierten
Carboligation. Nichtsdestoweniger kann gezeigt werden, dass man anhand der Hammett
Konstanten fiir den ,,para-Fall*“ und anhand der MR-Konstanten fiir den ,,meta-Fall* eine
Vorhersage dariiber treffen kann, welche Substitu-enten zu einem hoheren oder niedrigeren
ee bei der BFD-katalysierten C-C-Bindungskniipfung fithren wiirden. Diese Vorhersage
konnte noch zuverlidssiger getroffen werden, wenn substituierte Benzaldehyde als Substrate,
die den Bereich der niedrigeren und sehr viel hoheren 6-Werte abgedeckten. Nitro- und
aminosubstituierte Benzaldehyde kdmen hier in Frage, mit denen jedoch keine Umsitze

erzielt worden sind.

3.4 Bereitstellung von (2S)- und (2R)-Hydroxy-1-
phenylpropanon

Im Laufe der Arbeit konnten mehrere Satzreaktoransidtze mit isolierter BFD als auch mit
dem zellfreien Rohextrakt durchgefiihrt werden. Abbildung 3-11 zeigt das Ergebnis eines
5L Satzreaktoransatzes iiber 24 h (Ausbeute: 13 g (25)-HPP, ee > 99 % nach
Umkristallisation). Somit konnten ausreichende Mengen des S-konfigurierten
Zwischenproduktes bereitgestellt werden. Die benotigten Mengen an R-HPP wurden von
Herrn Stillger [Stillger, 2004] und Frau Kolter [Demir et al., 2002; Demir et al., 2001] zur
Verfiigung gestellt.
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Abbildung 3-11: 5 L Batch zur (2S)-HPP-Darstellung.
Bedingungen: 50 mM KPi-Puffer pH 8, RT, 60 mL BFD Rohextrakt (15 g
Zellen / 150 mL Puffer), 150 mM Acetaldehyd, 40 mM Benzaldehyd.

3.5 Kontinuierliche (2S)-Hydroxy-1-phenylpropanon Synthese

Aus kontinuierlichen (25)-HPP-Reaktorldufen [Greiner, 1999] bei 20 °C ist bekannt, dass
ein ee von 92 % erzielt werden kann - in Ubereinstimmmung mit Abbildung 3-6. Um die
Giiltigkeit dieser Feststellung auch fiir niedrigere Temperaturen im kontinuierlichen Betrieb
zu demonstrieren, wurde ein Reaktor iiber einen Zeitraum von 3 Tagen bei 4 °C betrieben.
Der ee konnte somit auf durchschnittlich 96 % erhoht und der Umsatz durch Enzymzugabe
bei 90 % gehalten werden. Unabhiingig davon wie sich der Umsatz (zwischen 70 und 90 %)

im Laufe des Versuchs verhilt, bleibt der ee auf hohem Niveau.
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Abbildung 3-12: BFD-Membranreaktor betrieben bei 4 °C.
Bedingungen: 10 mM Benzaldehyd, 100 mM Acetaldehyde, 2 mM MgCl,,
2 mM ThDP, 50 mM KPi-Puffer, pH 7, 5 °C, T =1 h, Fluss = 10 mL/h.

3.6 Stabilitat des (2S)-Hydroxy-1-phenylpropanon

Um herauszufinden, in welchen pH-Bereichen die Synthese, Aufarbeitung und Lagerung
des (25)-HPP ohne Verlust durch Zerfall oder Racemisierung stattfinden kann, wurden
Losungen der Verbindung unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen ausgesetzt. Die
Inkubationsversuche bei 20 °C und 30 °C {iiber einen Zeitraum von 24 h haben gezeigt, dass
die Zielverbindung ab einem pH-Wert von 11 beginnt zu racemisieren und tautomerisieren.
So stellt sich bei pH 12 nach 12 h ein Rest ee-Wert von 90 % ein und eine vollstindige
Tautomerisierung zum Phenylacetylcarbinol (PAC) ist ab pH 14 zu beobachten. Das
Tautomerisierungsprodukt ~ konnte extrahiert werden und NMR-spektroskopisch
nachgewiesen werden. Eine Reaktionsfithrung im pH-Bereich um 8 hat den Vorteil, dass die
BFD fiir die C-C-Kniipfung ihr Aktivitdtsmaximum erreicht und gleichzeitig mehr Substrat
(Benzaldehyd) bei hoheren pH-Werten in Losung gebracht werden kann. Weitere
Einzelmessungen zur Stabilitdt haben gezeigt, das (25)-HPP bis pH 1 unverindert bleibt.
Somit konnen Reaktionsansidtze zwecks Kinetikbestimmung ohne Bedenken mit einer

16 %igen Perchlorsidurelosung angehalten werden.
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Abbildung 3-13: pH-Stabilitit des (2S)-HPP.

3.7

Kapitelzusammenfassung

Aus einer 200 L-Fermentation des E. coli Stamms SG13009 konnten insgesamt
700 g Biofeuchtmasse gewonnen werden. Bezogen auf den Rohextrakt standen
insgesamt 31,5 kU BFD (Ligaseaktivitit) zur Verfiigung.

Im Rahmen der Arbeit wurde aus wiederholten Enzymaufreinigungen eine Ge-
samtaktivitdat von 4725 U BFD-Ligaseaktivitét als Lyophilisat hergestellt.

Bei der Enzymaufreinigung wurden Aufreinigungsfaktoren von bis zu 26 und
spezifische Enzymaktivititen von 7 U/mg erzielt.

Mehr als 13 g (25)-HPP mit einem ee > 99 % nach Umkristallisation wurden fiir
nachfolgende reaktionstechnische Untersuchungen synthetisiert.

Der ee der BFD-katalysierten (25)-HPP-Synthese ist temperaturabhéngig. So lédsst
sich der ee durch Temperaturerniedrigung von 92 % auf 96 % erhohen. Diese
Beobachtung trifft sowohl fiir die Synthese im Batchbetrieb als auch fiir den
kontinuierlichen Betrieb im EMR zu.

Der Einfluss von Substituenten auf die BFD-katalysierte C-C-Bindungskniipfung
wurde niher untersucht. In Abhéngikeit vom Substitutionsmuster lassen sich
Tendenzen beziiglich der Enantiomereniiberschiisse der gebildeten o—

Hydroxyketone aufzeigen.
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4 Hydroxyketon-Reduktion

4.1 Darstellung der Referenzsubstanzen

Zum Zwecke der Zuordnung sowie der Entwicklung einer Analytik fiir die
Zielverbindungen wurden Referenzsubstanzen synthetisiert. Fiir die Darstellung des
Gemisches aller Stereoisomeren bot sich die Reduktion des kommerziell erhiltlichen 1-
Phenylpropandion mit LiAlH4 an. Hier zeigte sich, dass die 4 Stereoisomere des 1-
Phenylpropandiol im Verhiltnis 1:1:2:2 gebildet werden. Es konnte gezeigt werden, dass es
sich hier um die entsprechenden Isomere (1S, 25), (1R, 2R), (1R, 2S) und (1S, 2R) handelt.
Die bevorzugte Bildung der Stereoisomere (1R, 25) und (1S, 2R) ist dem Anschein nach auf
das Felkin-Ahn-Modell"” zuriickzufiihren: Felkin postulierte, dass die Torsionsspannung
(Pitzer-Spannung), die von teilweise ausgebildeten Bindungen ausgeht, einen grof8en Anteil
der Spannung zwischen den vollstindig ausgebildeten Bindungen darstellt, selbst wenn der
Bindungsgrad im Ubergangszustand recht niedrig ist. Diese Hypothese fiihrte zur Annahme
eines bevorzugten Ubergangszustandes, dessen Konformation sich dadurch auszeichnet,
dass sich der sterisch anspruchvollste der o-Liganden (L) orthogonal zur Ebene der
Carbonylgruppe und anti zum sich anndhernden Nucleophil orientiert. Der sterisch nichst

anspruchsvollere Substituent wird dadurch gauche zur Carbonylgruppe orientiert

(Abbildung 4-1).

'3 Zur Beschreibung der kinetisch kontrollierten Addition eines Nucleophils an die Carbonylgruppe von
chiralen Aldehyden oder Ketonen, die ein der Carbonylgruppe benachbartes stereogenes Zentrum tragen,
wurden mehrer Modelle [Cram et al., 1952; Eliel, 1983] entwickelt. Das Felkin-Modell [Cherest et al.,
1968] verbessert durch Ahn und Einstein [Ahn et al., 1977] scheint die zufriedenstellendste
Ubereinstimmung mit der theoretischen Uberlegung zu ergeben und ist heute iiberwiegend anerkannt
[Mander, 1998].
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Abbildung 4-1: Felkin-Ahn-Modell zur nukleophilen Addition.
Felkin-Ahn-Modell der Addition eines Nucleophils an die Carbonylgruppe
in acyclischen Verbindungen (L>M>S in der Reihenfolge der sterischen
Raumerfiillung).

Ubertragen auf die Reduktion von Phenylpropandion mit LiAlH4, muss zunichst davon
ausgegangen werden, dass die beiden Ketofunktionen nacheinander reduziert werden. Nur
so ist es liberhaupt moglich, dass es zu einer dirigierenden Wirkung kommt, bei der die
Konfiguration des zuerst erzeugten stereogenen Zentrums, die Konfiguration des iibrig
gebliebenen prochiralen Zentrums beeinflussen kann (Fall 1 und 2 in Abbildung 4-2).
Abbildung 4-2 zeigt, wie es zu der bevorzugten Bildung der Isomere (1R,2S) und (1S5,2R)
kommen kann und zwar gleichgiiltig, in welcher Reihenfolge die Ketofunktionen reduziert
werden und welche Konfiguration das erste stereogene Zentrum besitzt. An dieser Stelle sei
auch darauf hingewiesen, dass die dargestellten Konformationen in den
Ubergangszustinden (Angriff des nucleophilen Hydrid-Wasserstoffs) zusitzlich durch die
Ausbildung eines Chelats zwischen Carbonylfunktion, Aluminiumkation und

Hydroxyfunktion stabilisiert werden.

Eine weitere Zugangsmoglichkeit zu den Zielverbindungen kann durch die sdurekatalysierte
Ringo6ffnungsreaktion des entsprechenden Phenylpropenoxids bewerkstelligt werden. Auch
hier bot sich der Einsatz des kommerziell erhiltlichen und isomerenrein vorliegenden

(18,25)- und (1R,2R)-Phenylpropenoxids an (Abbildung 4-3).

Jeweils eines der beiden Epoxide liefert nur zwei Stereoisomere des Phenylpropandiols im
Verhiltnis 3:1, wobei sich die zwei Produktisomere des einen Epoxids von den beiden
Produktisomeren des anderen Epoxids unterscheiden. Durch einen Vergleich mit
Literaturdaten [Zioudrou et al., 1977; Foltz et al., 1957] konnte ermittelt werden, dass das

(1R,2R)-Phenylpropenoxid die Isomere (15,2R)- und (1R,2R)-Diol liefert, und das (1S,25)-
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Phenylpropenoxid die Isomeren (1R,2S5)- und (1S5,25)-Diol entstehen lasst. Bei der
sdurekatalysierten Epoxidhydrolyse lagert sich zunichst ein Proton an den Epoxidsauerstoff
an, was zu einer Erhohung der Polaritit der C-O-Bindungen bis hin zur Bindungsspaltung

fiihrt.

Fall 1: Reduktion von Position 1 gefolgt von Position 2 Fall 2: Reduktion von Position 2 gefolgt von Position 1
HO Q Q OH HQ, i o OH
HG) —>¢7Ph Ph‘é - He He 4>2$70H3 HSC& - HG)
" CH, CH3H H P Ph "
(1R)-Hydroxyketon (15)-Hydroxyketon (2R)-Hydroxyketon (25)-Hydroxyketon

Hojﬁ Ph Ph }ﬁOH HO CH, HaC OH
H CHs HsC H H Ph Ph H
H H H H

(1R, 25)-Diol (15,2R)-Diol (15,2R)-Diol (1R.28)-Diol

Abbildung 4-2: Erklirung fiir das Zustandekommen eines Uberschusses an den Stereo-
isomeren (1R,2S5)- und (15,2R)-Diol anhand des Felkin-Ahn-Modells.

Analog zur Markownikov-Regel [Markovnikov, 1870] bei der zweistufig verlaufenden
elektrophilen Addition an Alkenen sollte sich bei einer C-O-Bindungspaltung nach
Protonanlagerung das stabilere Carbokation ausbilden. Im vorliegenden Fall wére das
Carbokation am benzylischen C-Atom (Position 1) sehr viel stabiler als in Position 2. Nun
folgt ein nucleophiler Angriff von Wasser von der am wenigsten gehinderten Seite. Die
Tatsache, dass nur jeweils zwei Produkte gebildet werden, deutet darauf hin, dass das
Carbokation ausschlieBlich in der Position 2 gebildet wird und nur dort von Wasser
nucleophil angegriffen wird (Abbildung 4-3). Offensichtlich befolgt die vorliegende

Reaktion das Modell fiir den bevorzugten Mechanismus ohne Ausnahme.

4.2 Enzym Screening

Fiir das Screening geeigneter Oxidoreduktasen zur Reduktion der prochiralen Ketofunktion
des (25)- und (2R)-HPP standen eine Reihe Enzyme aus den Arbeitskreisen Hummel und
Kula als auch kommerziell verfiigbare Alkoholdehydrogenasen zur Auswahl. Das
zusammengefasste Testergebnis ist der Tabelle 4-1 zu entnehmen. Die rekombinant

verfiigbare Lactobacillus brevis- ADH (Lb-ADH) [Hummel, 1997] reduziert sowohl das S-
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als auch das R-Enantiomer des 2-HPP mit nahezu gleicher spezifischer Aktivitit.
Verglichen mit dem Standardsubstrat Acetophenon wird 2-HPP lediglich mit 5 bis 10 % der
Standard-Aktivitidt reduziert. Die resultierende Hydroxyfunktion besitzt in beiden Fillen
eine S-Konfiguration. Somit ist der Zugang zu (15,25)- und (1§,2R)-Diol jeweils ausgehend
von (25)- und (2R)-HPP moglich. Die kommerziell erhiltliche thermophile
Thermoanaerobium species ADH (Th.sp.-ADH auch bekannt als ADH-M oder s-ADH-
300'%) reduziert ebenfalls die Ketofunktion beider 2-HPP-Enantiomere. Gleichgiiltig von
welchem 2-HPP-Enantiomeren ausgegangen wird, wird stets die Ketofunktion zur R-
konfigurierten Hydroxyfunktion reduziert. Somit ldsst sich das (1R,2R)-Diol und (1R,2S)-
Diol jeweils ausgehend von 2R und 2S-HPP darstellen. Als Resultat erhilt man ein
Baukastensystem mit komplimentiren Enzymselektivititen, die es erlauben, alle vier
moglichen Stereoisomere des 1-Phenylpropan-1,2-diols zu synthetisieren [Kihumbu et al.,

2002] (Abbildung 4-4).

Die Candida boidinii-ADH (CBADH) erzeugt ebenfalls eine R-Konfigutation in der
Position 1 jedoch mit unzureichender Aktivitit. Von der gepriiften TBADH [Lamed et al.,
1981; Keinan et al., 1986] ist aus der Literatur bereits bekannt, dass Acetophenon, 1-
Phenylpropanon und 1-Phenylbutanon keine Substrate fiir das Enzym darstellen, obwohl das
ibrige bekannte Substratspektrum des Enzyms vielversprechend erscheint [Keinan er al.,
1990]. Die ebenfalls zur Gruppe der sekunddaren ADH gehorenden Enzyme wie z. B. die
READH [Zelinski et al., 1994; Peters et al., 1993a] und CPCR [Peters et al., 1993b] zeigten
keine Aktivitit. Eine Ausnahme bildeten neu entwickelte ADHs von der Firma Biocatalytics
(E1 und E7), die eine akzeptable Aktivitit zeigten. Aufgrund der kostengiinstigen
Verfiigbarkeit der Lb-ADH lag es nahe, dieselbe fiir die Entwicklung eines

Reaktorkonzeptes einzusetzen.

Ein dhnlicher Ansatz zur Dioldarstellung konnte von einer C-C-Bindungskniipfung mit
Hilfe der Pyruvatdecarboxylase (PDC) ausgehen. Das PDC-katalysierte Ligaseprodukt aus
Acetaldehyd und Benzaldehyde ist das (1R)-1-Hydroxy-1-phenylpropanon, auch bekannt als
R-Phenylacetylcarbinol (oder R-PAC), welches im Unterschied zum 2-HPP die zu

'8 Die Kinetik der ADH-M (siehe Anhang) deutet darauf hin, dass sie bereits im Rahmen der Dissertation von
Dr. Uhlenbruck [Uhlenbruck, 1994] eingesetzt wurde. Dort wird sie als s-ADH-300 bezeichnet. Nach
Anfrage bei Jiilich Fine Chemicals stellt sich heraus, dass beide Enzyme von Biocatalytics stammen.
Charakteristisch an der ADH-M- Kinetik sind die sehr niedrigen K,-Werte und der drastische
Aktivititsabfall bei hoheren Ketonkonzentrationen (Substratiiberschussinhibierung).
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reduzierende Ketofunktion in Position 2 trigt. Mochizuki et al. [Mochizuki et al., 1995]
haben ge- zeigt, dass Pyruvatdecarboxylase und Alkoholdehydrogenasen enthaltende
Hefezellen in der Lage sind, das (IR,25)-Diol als Hauptisomer darzustellen. Das
Isomerengemisch weist die Zusammensetzung: (1R,2S5)-Diol (1R,2R)-Diol: (1S,25)-Diol:
(18,2R)-Diol = 89:6:5:0 auf. Die Autoren vermuten, dass das intermedidr gebildet R-PAC
tiberwiegend von einem L-spezifischen Enzym zum (1R,2S5)-Diol (89 %) und teilweise von
einem D-spezifischen Enzym zum (1R,2R)-Diol (6 %) reduziert wird. Das R-PAC wiirde
iberdies in geringem Malle zum S-PAC racemisieren und in analoger Weise von dem L-
und D-Enzym zum (1S,25)-Diol (5 %) und (1S,2R)-Diol (<1 %) reduziert werden.
Problematisch bei einer schrittweisen Synthese mit PDC stellt sich die Neigung des PAC
zur Oxidation und Racemisierung wéhrend der Aufarbeitung dar [Mochizuki et al., 1995].
Ferner ist das S-Enantiomer des PAC auf enzymatischem Wege bisher noch nicht in hohen
Enantiomereniiberschiissen  zuginglich [Pohl et al, 1998]. Die aufgefiihrten
Schwierigkeiten lassen den Einsatz der PDC fiir die Diolsynthese unvorteilhaft erscheinen.
Nichtsdestoweniger konnte von einer technischen Probe des R-PAC'" ausgehend - im

Wesentlichen mit Benzylalkohol verunreinigt - ein vollstandiger Umsatz zum (1R,2R)-Diol

unter Verwednung der Lb-ADH demonstriert werden (siehe auch Anhang D).

Tabelle 4-1: ADH-Screening Ergebnis.

S-spezifisch R-spezifisch

Alkoholdehydrogenase Aktivitit'™®  de Aktivitat de
Lactobacillus brevis" 0,98 U/mg  98-99 %

Thermoanaerobium spec. (ADH-M) 1,35 U/mg 99 %
Ketoreduktase 01 2,62 U/mg 96 %
Ketoreduktase 02 0,04 mU/mg

Ketoreduktase 03 0,09 mU/mg

Ketoreduktase 05 0,02 mU/mg

Ketoreduktase 07 2,05 U/mg 98-99 %

Candida boidinii 0,25 U/mg 99 %

Thermoanaerobium brockii

Candida parapsilosis

keine Aktivitat
keine Aktivitat

7 freundlicherweise von der BASF AG zur Verfiigung gestellt.
'* Aktivititen gemessen bei 30 °C bis auf ADH-M bei 40 °C.

19 Rohextrakt
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Cellulomonas spec.-GDH keine Aktivitit
Saccharomyces cerevisiae keine Aktivitit
Rhodococcuss erythropolis keine Aktivitit
H,O
@] OH
Ph,, \H H* Rotation
. N Phi., aWH Phu.® “‘\CH3
H CHj H@‘\CHQ, H/_O|\HH
(1S,25)-Propenoxid H O>
2 stabilisiertes Carbokation
_H+ _H+
OH OH
Phl/:. .\\\H Phl/,. .|\\CH3
H CH
OH ® T oH
(1R,2S)-Diol (1S,25)-Diol
H,O
@) OH
H/,,/ \ wCHs H* H//,.@ MCH4 Rotation H.®  WH
Ph H 5 Ph ) H P~ “CH,
(1R,2R)-Propenoxid H,0 OH
stabilisiertes Carbokation
-H* -H*
OH OH
Hi., CHj Hu, o H
Ph CH
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(1S,2R)-Diol (1R,2R)-Diol

Abbildung 4-3: Sdurekatalysierte Epoxidhydrolyse.
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4.3 Biotransformationen mit ausgewahlten
Alkoholdehydrogenasen

Die Reduktion der beiden 2-HPP Enantionmere mit Lb-ADH gelingt sowohl mit einem
substratgekoppelten System (Lb-ADH/2-Propanol) als auch mit einem enzymgekoppelten
System bestehend aus einer Formiatdehydrogenase (FDH) und Natriumformiat. Die
Nebenprodukte der Regenerierungssysteme lassen sich aufgrund ihrer Fliichtigkeit
problemlos nach oder wéhrend der Reduktion entfernen und stellen somit keine
Verunreinigung dar. Aufgrund der giinstigeren Kinetik des enzymgekoppelten Systems mit
FDH und der Moglichkeit die Cofaktorregenerierungsrate unabhédnging von der
Reduktionsrate beeinflussen zu konnen, wurde die Cofaktorregenerierung bevorzugt mit

FDH/Natriumformiat durchgefiihrt.

Bei Verwendung der ADH-M fiir die Reduktion der 2-HPP-Enantiomere muss eine
Reaktionstemperatur ab 40 °C gewihlt werden, um eine nennenswerte Reduktionsaktivitit
zu erreichen. Die hohe Temperatur verbietet jedoch den Einsatz der temperatur
empfindlichen FDH. Nichsdestotrotz konnte nach Kinetikmessungen ermittelt werden, dass
die substratgekoppelte NADPH-Regenerierung (ADH-M/2-Propanol) eine um den Faktor 8

hohere spezifische Aktivitit besitzt als die Reduktionsreaktion.

Es wurden préparative Ansidtze der 1-Phenylpropan-1,2-diol- Stereoisomere im Malstab
von 150 mg bis 10 g durchgefiihrt. Die Ausbeuten der Reduktionsreaktionen lagen zwischen
85 und 94 % und die Gesamtausbeuten ausgehend von Acetaldehyd und Benzaldehyd lagen
zwischen 81 und 90%. Vor wund nach der Aufarbeitung betrug der
Diastereomereniiberschufl der gebildeten Diole zwischen 98 und 99 % (siehe Abbildung
4-4).

Im Rahmen des SFB 380 - Asymmetrische Synthesen mit biologischen und chemischen
Methoden konnte der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Salzer am Institut fiir Anorganische
Chemie an der RWTH-Aachen 6 g des (1§,25)-Diols und 10 g des (1S,2R)-Diols zur
Verfiigung gestellt werden. Prof. Dr. Salzers Arbeitsgruppe beschiftigt sich unter anderem
mit der Synthese von optisch-aktiven Metallkomplexen. Die zur Verfiigung gestellten Diole
stellen somit chirale Vorldufermolekiile fiir die Synthese optisch aktiver

Metallkomplexliganden dar.
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Abbildung 4-4: Schema zur Synthese der vier moglichen Stereoisomere des 1-
Phenylpropan-1,2-diols.

Abbildung 4-5: Bild der synthetisierten Stereoisomere des Phenylpropandiols.
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4.4 Charakterisierung der Lactobacillus brevis-
Alkoholdehydrogenase

4.41 pH-Abhangikeit der Lactobacillus brevis-Alkoholdehydrogenase-
Aktivitat

In Stufen von 0,5 pH-Werteinheiten wurde zwischen pH 5 und 9 (2. Pufferbereich des
Phosphatpuffers; HgPO4'H{PO42') die Abhingigkeit der Lb-ADH-Aktivitit beziiglich der
Reduktion von (2S)-HPP bestimmt (Abbildung 4.6). Jede Messung wurde zweifach
durchgefiihrt und mit einer Blindprobe (ohne Substrat) bei dem jeweiligen pH-Wert
verglichen, um mogliche Verfilschungen durch NADPH-Abbau auszuschlieBen. Eine
stetige Aktivitdtszunahme von pH 9 (0 U/mL) bis pH 5 (90 U/mL) wird beobachtet. Eine
dhnliche Tendenz ist bei der Lb-ADH-pH-Abhingigkeit fiir die Acetophenonreduktion zu
beobachten, welche ebenfalls ab pH 9 bis pH 6,5 ansteigt, danach jedoch abfillt [Riebel,
1996]. Aufgrund der Verschiedenheit der Substrate ist jedoch ein genauer Vergleich nicht

zuldssig.

100~
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40 Im\
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Abbildung 4-6: Lb-ADH-Aktivitit in Abhingigkeit des pH-Werts.
10 mM (2S)-HPP; 0,1 mM NADPH, 50 mM Phosphatpuffer; 2,5 mM
MgSOQy; 25 °C.
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4.4.2 Temperaturabhangigkeit der Lactobacillus brevis-
Alkoholdehydrogenase-Aktivitat

Abbildung 4-7 gibt die Abhéngigkeit der Enzymaktivitit der Lb-ADH von der Temperatur
wieder. Aus der Auftragung des natiirlichen Logarithmus der spezifischen Aktivitit gegen
I/T ldsst sich aus der Steigung der Geraden die Aktivierungsenergie berechnen. Fiir die
Reduktion von (2S)-HPP zum (1§,25)-Diol mit der Lb-ADH ergibt sich eine
Aktivierungsenergie von 28,5 kJ mol”. Grundlage der Berechnung ist der Ansatz von

Arrhenius, der den Einfluss der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit beschreibt:

“Ex Gleichung 4-1
k=A-ef
mit: & s Geschwindigkeitskostante
A s Frequenzfaktor
E4 J mol’ Aktivierungsendegie
R J K ! mol™ allgemeine Gaskonstante; 8,31441
T K absolute Temperatur
600 - ;
o ~ 08
500+ : 2 osl
- 2 04
E 400 L o |
3 I
- < 2] [ Bemswmar | N
200+ §_ ‘ ; :
=
100 T T T T T 1 -0,6 T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 0,030 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035
Temperatur / °C T/ K

Abbildung 4-7: Lb-ADH-AKktivitit in Abhingikeit der Temperatur.
25 mM (2S)-HPP; 0,1 mM NADPH, 50 mM Phosphatpuffer; pH 7, 2,5 mM
MgSOa.
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4.4.3 Stabilitat der Lactobacillus brevis-Alkoholdehydrogenase

4.4.4 Stabilitat in Gegenwart von Reaktanden

Um den Einfluss der voraussichtlichen Reaktionsbedingungen (Temperatur und Substrate)
auf die Stabilitdt der Lb-ADH zu untersuchen, wurde das Enzym den entsprechenden
Bedingungen in Inkubationsversuchen ausgesetzt. Abbildung 4-8 zeigt eine deutliche
Desaktivierung der Lb-ADH durch das Substrat. Diese Feststellung liefert ein weiteres
Argument fiir den EMR-Einsatz als Produktionsapparatur, in der unter Auslaufbedingungen

eine niedrige Substratkonzentration vorliegt.

100 &N
K
- N\\\V\
o 80 ) fe) S e
3=
::“ \\D
= 60 .
=
=
o 4041 v ohne Zusatz
2 o 5 mM Benzaldehyd A
8 ol | o 100mM Acetaldehyd .
= a 50 mM S-HPP
o j i T T T
0 20 40 60 80 100

Zeit/h

Abbildung 4-8: Lb-ADH-Aktivitit in Gegenwart der Substrate.

Es wurde gepriift, ob der Desaktivierung durch das Substrat mit Stabilisatoren
entgegengewirkt werden konnte. Abbildung 4-9 zeigt das Ausmall der stabilisierenden
Wirkung von Zusatzstoffen. Mit einem 10 %igen Glycerinzusatz kann die Halbwertszeit auf
knapp 3 Tage angehoben werden und damit auf die Hélfte der Halbwertszeit des freien
Enzyms. Eine geringe Stabilisierung geht von BSA aus, welches fiir die Vorbelegung der

EMR-Membranen verwendet wird.
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Abbildung 4-9: Halbwertszeiten der Lb-ADH-Aktivitit in Gegenwart von Stabilisatoren.

4.45 pH-Stabilitat

Abbildung 4-10 zeigt die pH-Stabilitit der Lb-ADH anhand der Halbwertszeit der Aktivitét.
Die Stabilitdt um pH 6 und 7 ist deutlich hoher (Faktor 2,8 bis 4,4) als bei pH 8.
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Abbildung 4-10: pH-Stabilitdt der Lb-ADH: 50 mM KPi-Puffer; 30 °C.
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4.4.6 Temperaturstabilitat

In Abbildung 4-11 sind die Halbwertszeiten der Lb-ADH bei unterschiedlichen
Inkubationstemperaturen dargestellt. Bei der Aufbewahrung im Kiihlschrank bei 4 °C kann

die Halbwertszeit bis zu 40 Tage betragen.

G0
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40
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Halbwertszeit d. Alktivitat f h

S 20°C 30°C 40°C

Abbildung 4-11: Temperaturstabilitit der Lb-ADH.
Bedingungen: 1:50-Verdiinnung eines Lb-ADH-Rohextrakts in KPi-Puffer;
pH 7; ohne Zusiitze.

4.4.7 Bestimmung der Kinetik

Auf der Grundlage der Kinetik, der fiir die Reduktion in Frage kommenden
Einzelreaktionen, konnen Aussagen iiber eine geeignete Reaktionsfithrung und Reaktorwahl
getroffen werden. Die Bestimmung der kinetischen Parameter v, und K, beruhen im
Folgenden auf dem Modell von Michaelis und Menten [Michaelis et al., 1913] mit den darin
enthaltenen Vereinfachungen:

1) Es wird angenommen, dass am Anfang der Reaktion (Bedingungen unter denen
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten gemessen werden) die Gesamtenzymmenge
aus der Summe freier Enzymmolekiile (E) und der Enzym-Substrat-Komplex-
Molekiile (ES) besteht. Die Gesamtenzymkonzentration [Eg,] ist dann gegeben

durch:

[EGes] = [E] + [ES] Gleichung 4-2
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1) Aufgrund der katalytischen Eigenschaft der Enzyme, sind die eingesetzten
Enzymmengen klein im Vergleich zum Substrat (Die eingesetzten
Substratkonzen trationen liegen im Micro- bis Millimolarbereich wéhrend die
Enzymkonzentrationen im nanomolaren Bereich oder tiefer liegen). Es wird
daher angenommen, dass die Substratkonzentration die Enzymkonzentration bei

weitem uibertrifft:

[ST>> [Eges) Gleichung 4-3

i) Unter steady-state-Bedingungen und zu Reaktionsbeginn ist die Konzentration
des freien Enzyms und die Konzentration des Enzym-Substrat-Komplex konstant

und stehen im Gleichgewicht miteinander:

d[E] _d[ES] _ 0 Gleichung 4-4
[dt] dt
iv) Es wird angenommen, dass die Menge des Produkts [P], das im Verhiltnis zu

den Konzentrationen an Enzym, Enzym-Substrat-Komplex und Substrat gebildet

wird, so gering ist, dass die Annédherung gilt:

[P]= 0 Gleichung 4-5

Ausgehend von diesen Annahmen werden die Ausdriicke fiir die verwendeten Michaelis-

Menten-Doppelsubstratkinetik hergeleitet.

Die kinetischen Parameter der Michaelis-Menten Doppelsubstratkinetik wurden durch
Anpassung der kinetischen Gleichungen an die Messwerte mittels nicht linearer Regression
berechnet. Als Hilfsmittel fiir die Anpassung des Modells an die Messwerte diente das
Datenauswertung- und Simmulationsprogramm Scientist™(MS-Windows™ Version 2.0,
Micromath, U.S.A). Eine Gewichtung der Messwerte fand nicht statt. Die errechneten
Standardabweichungen und der Vergleich der gemessenen Werte mit den angepassten

Kurvenverldufen gestattet die Bestimmung der Anpassungsgiite. Die zu grundeliegenden
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Messwerte wurden iiber Anfangsreaktionsgeschwindigkeits-Messungen ermittelt. Die
Messungen erfolgten photometrisch unter Verfolgung der Anderung der Extinktion des

Cofaktors NAD(P)H bei 340 nm iiber die Dauer der Messung.

Neben der Untersuchung der Kinetik der Lb-ADH-katalysierten (25)-HPP Reduktion ist die
Untersuchung der Lb-ADH-Kinetik beziiglich vorkommender Verunreinigungen im Auslauf
des (25)-HPP-Produktionsreaktors von Vorteil. Es kommen nicht umgesetzte bzw. nach
einem zwischengeschalteten Extraktionschritt noch vorhandene Mengen an Benzaldehyd
und Acetaldehyd in Betracht. Benzaldehyd und Acetaldehyd sind Substrate der Lb-ADH.
Die Gegenwart dieser Verunreinigungen erhoht zum einen die Gesamtketonkonzentration
und erniedrigt zum anderen die verfiigbare Cofaktormenge fiir die Hauptreduktionsreaktion.
In welchem Ausmal die (25)-HPP-Reduktion durch Verunreinigungen beeinflusst wird soll

die Kinetik derselben beantworten helfen.

4.4.7.1 Kinetik der Lactobacillus brevis-Alkoholdehydrogenase katalysierten
(2S)-Hydroxy-1-phenylpropanon Reduktion

Fir die Lb-ADH-katalysierte Reduktion von (2S)-HPP lautet die Gleichung der
Doppelsubstratkinetik wie folgt:

N [HPP] . [NADPH]
Ky e - (1 + [Dlouj +[HPP] K, xaops - (1 , [vapp ]J +[NADPH] Gleichung 4-6
Ki, i,NADP
mit: HPP = (2S)-Hydroxphenylpropanon
Diol = (18,28 )-Phenylpropan-1,2-diol

Die im Nenner eingebrachten Terme dienen der Bestimmung der Produktinhibierung. Die
berechneten kinetischen Parameter sind in Tabelle 4-2 zusammengefasst. Aus den Daten
und der Abbildung 4-12 geht hervor, dass der Einfluss des Diol-Produktes als Inhibitor nicht
signifikant ist, im Gegensatz zum Einfluss des oxidierten Cofaktors NADP. Eine schnelle -
im Vergleich zur Hauptreaktion - und kontinuierliche Regenerierung des reduzierten
Cofaktors kann unter Produktionsbedingungen einen Anstieg der NADP-Konzentration iiber
ein signifikantes Maf3 verhindern. Somit kann seine inhibierende Eigenschaft auf ein

Minimum reduziert werden.
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Abbildung 4-12: Kinetik der Lb-ADH-katalysierten (2S)-HPP Reduktion bei 30 °C.

a) 0,83 mM NADPH b) 30,50 mM (2S)-HPP ¢) 0,98 mM NADPH, 18,07
mM (2S)-HPP d) 30,50 mM (2S)-HPP, 0,98 mM NADPH.

Tabelle 4-2: Parameter der Lb-ADH-katalysierten Reduktion von (25)-HPP.
Parameter Einheit Grolle Standardabweichung
Vinax U/mg 0,98 0,02
KM(2S)-HPP mM 2,09 0,16
Kwu nappu mM 0,37 0,03
Kinapp mM 0,06 0,01
K. piot mM 31,4 6,67
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4.4.7.2 Kinetik der Lactobacillus brevis-Alkoholdehydrogenase katalysierten
Acetaldehyd Reduktion

Fir die Lb-ADH-katalysierte Reduktion von Acetaldehyd lautet die Gleichung der
Doppelsubstratkinetik wie folgt:

[AA] ‘ [NADPH]

Ky an - [1 + [EtOH]J +IAA] K,y waom - (1 L INaDP] ]j +[NADPH] Gleichung 4-7

i, EtOH i,NADP

vV=v

max

mit: AA = Acetaldehyd
EtOH Ethanol

Wie im vorangegangenen Abschnitt dient der im Nenner eingebrachte Term der

Bestimmung der Produktinhibierung. Hier ist sowohl eine Inhibierung durch den oxidierten

Cofaktor NADP als auch durch das Reduktionsprodukt Ethanol zu verzeichnen.

Tabelle 4-3: Parameter der Lb-ADH-katalysierten Reduktion von Acetaldehyd.

Parameter Einheit GroBe Standardabweichung
Vinax U/mg 18,03 1,22
K, Acetatdenya mM 4,64 0,60
Ku:nappH mM 0,34 0,06
Ki napp mM 0,10 0,01

Ki,Ethanol mM 2,01 0,3 1
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Abbildung 4-13: Kinetik der Lb-ADH-katalysierten Acetaldehyd-Reduktion bei 30 °C.
a) 0,70 mM NADPH b) 200 mM Acetaldehyd ¢) und d) 200 mM

Acetaldehyd, 0,70 mM NADPH.
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4.4.7.3 Kinetik der Lactobacillus brevis-Alkoholdehydrogenase katalysierten
Benzaldehyd Reduktion

Fir die Lb-ADH-katalysierte Reduktion von Benzaldehyd lautet die Gleichung der
Doppelsubstratkinetik wie folgt:

[BA] ‘ [NADPH]

Ky s ¥ [1 + [EtOH]J +[BA] Ky xaven - [1 + [NADP]j +[NADPH] Gleichung 4-8

i, EtOH i,NADP

mit: BA = Benzaldehyd
EtOH Ethanol

Aufgrund der nicht signifikanten Inhibierung durch Benzylalkohol wird der entsprechende

Term in der Gleichung fiir die Benzaldehydkinetik nicht einbezogen. Nur ein geringer

inhibierender Einfluss geht von NADP aus.

Tabelle 4-4: Parameter der Lb-ADH-katalysierten Reduktion von Benzaldehyd.

Parameter Einheit Grolle Standardabweichung
Vinax U/mg 4,51 0,54
K, Benzatdenya mM 7,64 0,87
K, NapPH mM 0,83 0,16
K napp mM 1,44 0,25

K, Benzylatkonol mM vernachlissigbar
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Abbildung 4-14: Kinetik der

Lb-ADH-katalysierten Benzaldehyd-Reduktion bei 30 °C.

0,77 mM NADPH b) 25 mM Benzaldehyd c¢) und d) 23 mM Benzaldehyd,
0,71 mM NADPH.
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4.5 Cofaktorregenerierung

4.5.1 Kinetik der substratgekoppelten Cofaktorregenerierung /
Lactobacillus brevis-Alkoholdehydrogenase katalysierte 2-
Propanoloxidation

Fir die Lb-ADH-katalysierte Oxidation von 2-Propanol lautet die Gleichung der
Doppelsubstratkinetik wie folgt:

N [2 - PrOH] ‘ [NADP]
- K +[NADP .
Kyt amon (1 N [AcetOn]j +[2- PrOH] M, NADP [ ] Gleichung 4-9
i, Aceton
mit: 2-PrOH = 2-Propanol

Der Term fiir die Inhibierung durch NADPH wurde aufgrund des vernachlidssigbaren
Einflusses von NADPH nicht einbezogen.

Abbildung 4-15 c) zeigt eine signifikante Inhibierung durch Aceton. Der Wert fiir v,,,, liegt
in der GroBenordnung des v,.-Wertes der Lb-ADH-katalysierten (25)-HPP-Reduktion.
Diese Feststellungen lassen den FEinsatz dieses Regenerierungssystems unvorteilhaft

erscheinen.

Tabelle 4-5: Parameter der Lb-ADH-katalysierten 2-Propanol-Oxidation.

Parameter Einheit GroBe Standardabweichung
Vinax U/mg 1,20 0,04
K, 2-Propanot mM 6,08 1,08
K, NnapPH mM 0,15 0,02
Ki napp mM 0,12 0,02

K Benzylatkonol mM vernachlissigbar
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Abbildung 4-15: Kinetik der Lb-ADH-katalysierten 2-Propanol-Oxidation bei 30 °C.
a) 1,28 mM NAD" b) 421 mM 2-Propanol ¢) 388 mM 2-Propanol 1,19 mM

NADP".

4.5.2 Kinetik der enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung /
Formiatdehydrogenase katalysierte NADP-Reduktion

Die durch die Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii katalysierte Reaktion kann
vereinfacht aufgrund der hohen Gleichgewichtskonstante als quasi irreversibel betrachtet
werden. Aufgrund dieser Annahme im Zusammenhang mit dem Umstand, dass sich das
gebildete CO, unter Normalbedingungen dem System entzieht und ferner CO; kein Substrat
der Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii ist, wird die folgende

Geschwindigkeitsgleichung fiir die Reaktion gewihlt:
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[Formiat] ‘ [NADP]
Kyt Formiae T [Formiat] . )
Ky .(H[NADPH]}[NADP] Gleichung 4-10

i, NADPH

Wie in Abbildung 4-16 c) dargestellt, ist die inhibierende Wirkung von NADPH nicht stark

ausgepragt.

Tabelle 4-6: Parameter der FDH-katalysierten Reduktion von NADP.

Parameter Einheit GroBe Standardabweichung
Vinax U/mg 1,21 0,02
K, napp+ mM 0,30 0,03
Ku, Hcoona mM 21,8 2,70

K napPH mM 0,06 0,01
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Abbildung 4-16: Kinetik der FDH-katalysierten NADP-Reduktion bei 30 °C.

a) 2,2 mM NADP" b) 300 mM HCOONa c) 2,2 mM NADP" und 300 mM
HCOONa.
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4.5.3 Cofaktorstabilitat

Von dem eingesetzten Cofaktor NADPH ist bekannt, dass es in wissriger Losung bei
Raumtemperatur zerfillt. Aus diesem Grund werden gerade bei empfindlichen
photometrischen Messungen Blindproben angefertigt, um Verfilschungen der Ergebnisse
durch den Cofaktorzerfall auszuschlieBen. Neben der Temperaturabhingigkeit beeinflusst
der pH-Wert und die Ionen-Spezies die Stabilitit des Cofaktors. Die pH-Wertabhingigkeit
der Stabilitit wurden fiir die in Frage kommenden Reaktionsbedingungen untersucht. Da
sich keine nennenswerten Vorteile durch einen Pufferwechsel abzeichneten, wurden die
Cofaktorstabilititsmessungen - wie auch die iibrigen Stabilititsmessungen - in
Phosphatpuffer durchgefiihrt. Abbildung 4-17 gibt die pH-Stabilitit von NADPH wieder. Je
niedriger der pH-Wert des Phosphatpuffers desto geringer die Halbwertszeit des NADPH.
Die gemessenen Halbwertszeiten stimmen weitgehend mit den Literaturdaten {iiberein

[Chenault et al., 1987; Wong et al., 1981].
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Abbildung 4-17: NADPH-pH-Stabilitit: 0,77 mM NADPH, 50 mM KPi-Puffer; 25 °C.

4.6 Batch-Versuche

In Abbildung 4-18 sind 3 Batch-Verldufe bei verschiedenen FDH-Konzentrationen mit den
entsprechenden Simulationskurven abgebildet. Die Simulationskurven beruhen auf den
gemessenen kinetischen Parametern. Die Desaktivierung der beteiligten Enzyme und der

Zerfall des Cofaktors wurden bei der Simulation nicht beriicksichtigt. Es féllt auf, dass die
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Messpunkte mit der jeweiligen Modellkurve lediglich bis zu einem Umsatz von ca. 80 %
tibereinstimmen. Ab 80% Umsatz ldasst bei allen Batch-Versuchen die
Produktbildungsgeschwindigkeit gegeniiber dem Modell etwas nach, so dass in allen drei
Fdllen nach 150 min lediglich ein 95 %iger Umsatz erreicht wird, obwohl das Modell
vollstindige Umsitze bereits bei 90 min (6,12 U/mL FDH), 105 min (3,06 U/mL FDH)
bzw. 128 min (1,52 U/mL FDH) vorhersagt. Eine Kombination aus Enzymdesaktivierung
und Cofaktorzerfall konnte die nachlassende Produktbildungsgeschwindigkeit im Bereich
hoher Umsitze erkldren. Aufgrund der nur geringfiigigen Abweichungen im oberen
Umsatzbereich kann der Vergleich von Experiment und Modell als zufriedenstellend

angesehen werden.
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Abbildung 4-18: (2S)-HPP-Reduktion im Batch und als Simulation.
10 mM HPP; 300 mM Natrium Formiat; 0,1 mM NADP; 50 mM KPi-
Puffer; 4 g/LL Lb-ADH (0,98 U/mg); pH 7,0; 25 °C.

Mit dem Modell lassen sich Batch-Simulationen durchfithren, um u.a. fiir die Produktivitit
das giinstigste Enzymverhiltnis bei gegebener Cofaktorkonzentration und konstanter
Enzymmenge zu ermitteln. Abbildung 4-19 a) und b) zeigen simulierte Umsitze bei jeweils
0,1 und 0,4 mM NADP. Das FDH-/ADH-Enzymverhéltnis wurde dabei in Stufen zwischen
0,003 und 339 variiert. Die Variation des Enzymverhiltnisses hat zur Folge, dass die
jeweiligen Umsatzkurven unterschiedliche Werte nach 30 min bzw. 60 min erreichen.
Werden nun die nach 30 bzw. 60 min erreichten Umsitze den Enzymverhiltnissen wie in

Abbildung 4-19 c) gegeniibergestellt, Idsst sich das optimale Enzymverhéltnis bei gegebener
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Cofaktorkonzentration abschitzen. Im Falle des vorliegenden FDH/ADH-Systems liegt das
Optimum bei ca. 1:1. Abbildung 4-19 c¢) vermittelt auch einen Hinweise in wieweit eine

Cofaktor-Erhohung eine Produktivitétssteigerung erwarten lésst.
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Abbildung 4-19: Batch-Simulation zur Ermittlung des optimalen Enzymverhiltnisses.
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Aufgrund der Tatsche, dass die Lb-ADH im Stande ist, in einem Ein-Enzymsystem (substrat
gekoppelt) unter Verwendung von 2-Propanol den Cofaktor NADPH zu regenerieren, wurde
diese Moglichkeit in Betracht gezogen und in Hinblick auf ihre Produktivitit untersucht.
Nach der Bestimmung der kinetischen Parameter des Lb-ADH/2-Propanol-
Regenerierungssystems (siehe 4.5.1) wurden Produktions-Versuche im Batch durchgefiihrt.
Unter Verwendung vergleichbarer Konzentrationen an Lb-ADH erreichte das zwei-
Enzymsystem (FDH/Lb-ADH) nahezu vollstindigen Umsatz in nur 1/25 der Zeit, welche
das Substrat-gekoppelte System (2-Propanol-gekoppelte Regenerierung) bendtigt hat
(Vergleiche Abbildung 4-18 und Abbildung 4-20). Das entsprechende Modell fiir die 2-
Propanol-gekoppelte Regenerierung sagt jedoch eine wesentlich kiirzere Reaktionszeit
voraus, die im Bereich von 1-2 Stunden liegt. Diese betrdchtliche Diskrepanz kann mit den

bisher gemessenen Daten nicht erklart werden.
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& —o—(@SHHPP _
Bihloi —o (MSABO0 Sbomgeaalociopod
| % = —v—(1R2S}Dio /:,./D;‘:”D\m L 60

Konzentration / mM

12M _ 0000000 100

Abbildung 4-20: 2-Propanol gekoppelte 2S-HPP-Reduktion.
10 mM (2S)-HPP; 1 mM NADP; 300 mM 2-Propanol; 100 mM KPi-Puffer;
2,4 U/mL Lb-ADH; 25 °C.

Im Hinblick auf die Durchfiihrung der (2S)-HPP Reduktion in einem kontinuierlichen
Gesamtprozess in dem vor allem Restmengen an Acetaldehyd zu erwarten sind, wurde der
mogliche Einfluss dieser Verunreinigung Untersucht. Abbildung 4.6 zeigt drei
Batchverldufe in denen eine Acetaldehydanfangskonzentration von 0, 50 und 100 mM

eingestellt wurde.
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Abbildung 4-21: Einfluss von Acetaldehyd auf die (2S)-HPP-Reduktion.
Bedingungen: 300 mM Natriumformiat; 0,1 mM NADP; 50 mM; KPi-
Puffer; pH 7.0; 2,5 mM MgSO4; T = 21 °C; 10,1 U/mL ADH; 6,12 U/mL
FDH.

Wihrend eine Restkonzentration von 50 mM Acetaldehyd die Reduktion des HPP um ca.
2 h verzogert fiihrt die hohere 100 mM Acetaldehydkonzentration zu einem Erliegen der
Reaktion bei ca. 35 % Umsatz. Hier wird erneut die Notwendigkeit fiir eine vorherige
Acetaldehyd-Entfernung deutlich. Die Vermutung lag nahe, dass eine vollstindige
Enzymdesaktivierung Ursache fiir den geringen Umsatz nach 100 min ist. Bei an
schlieBenden Reduktionsversuchen in Gegenwart von Acetaldehyd wurden deshalb die
Enzymaktivititen wihrend des Batches verfolgt. Zu beobachten war eine moderat
verlaufende Enzymdesaktivierung, bei der mindestens 50 % der jeweils urspriinglich
eingesetzten Enzymaktivitdat nach 90 min noch vorhanden war. Die Menge der verfiigbaren
Aktivitit in diesem Zeitraum hitte fiir einen vollstindigen Umsatz des (25)-HPP ausreichen
miissen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine nichtkompetitive oder allosterischen
Hemmung der Lb-ADH und/oder FDH durch den Acetaldehyd oder das in der Reduktion
entstandene Ethanol als Ursache in Frage kommt (siehe Abbildung 4-22).
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Abbildung 4-22: Umsatz- und Enymaktivitdtsverlauf bei der (2S)-HPP-Reduktion in
Gegenwart von Acetaldehyd.
10 mM HPP; 50 mM Acetaldehyde; 0,1 mM NADP".
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4.7

Kapitelzusammenfassung

Die Diol-Isomerenverteilung bei der chemischen Reduktion von Phenylpropandion
mit LiAlH4 lédsst sich mit dem Felkin-Ahn Modell erkliren - ein Indiz fiir die richtige
Isomerenzuordung.

Die Diol-Isomerenverteilung bei der sauren Epoxidydrolyse ldsst sich ebenfalls
mechanistisch erkldren - eine weitere Hilfe fiir die richtige Zuordnung der Isomeren
der Zielverbindung.

Ausgehend von Benzaldehyd und Acetaldehyd lassen sich alle Stereoisomere des 1-
Phenylpropan-1,2-diols in hoher Ausbeute und optischer Reinheit mit Hilfe der
Lyasen BFD und BAL sowie den Alkoholdehydrogenasen Lb-ADH und ADH-M
darstellen.

Die Enzymkinetik aller Komponenten, die an der Reduktionsreaktion zum Diol
beteiligt sind, wurde bestimmt.

Die Stabilitit des reduzierten Cofaktors NADPH hingt im Wesentlichen vom pH-
Wert ab. Die Pufferspezies spielt fiir die NADPH-Stabilitdt eine untergeordnete
Rolle.

Als NADPH-Regenerierungssystem ist das enzymgekoppelte System (mit
FDH/Natriumformiat) dem substratgekoppelten System (Lb-ADH/2-Propanol)
vorzuziehen.

Bei der (2S)-HPP-Reduktion liegt eine gute Ubereinstimmung zwischen dem
Experiment und dem kinetischen Modell vor.

Bei der Acetaldehyd-Reduktion liegt keine gute Ubereinstimmung zwischen dem
Experiment und dem kinetischen Modell vor.

Anhand der Kinetik der FDH und Lb-ADH wurde ein Produktivititmaximum bei
einem Enzymverhiltnis von [FDH]/[Lb-ADH] = 1 ermittelt.
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5 Kontinuierliche Reduktionsversuche

5.1  Einleitung

Um die Multikatalysatorsysteme effektiv einsetzen zu konnen, wurde der in Abbildung 5-1
und Abbildung 5-2 gezeigte Reaktoraufbau gewihlt. Im ersten Enzym-Membran-Reaktor
wird die BFD retentiert. Das gebildete (2S)-HPP und ein Uberschuss an Acetaldehyd (100-
300 mM) verlassen den Reaktor. Der Einsatz eines Uberschusses an Acetaldehyd wird
durch den hohen K aceridenya-Wert von 175 mM fiir die BFD-katalysierten C-C-
Bindungskniipfung bedingt. Da Acetaldehyd auch ein Substrat der Lb-ADH ist, welches
eine um den Faktor 19 hohere spezifische Aktivitdt (1138 U/mL) als (25)-HPP (60 U/mL)
bei vergleichbarem Ky-Wert aufweist, muss dieses zuvor abgetrennt werden. Zu diesem
Zweck wurde eine kontinuierliche Extraktionsmethode mit Stickstoff in einem
Phasenkontaktor gewdhlt. Die Verwendung einer giinstigeren Druckluftquelle anstelle von
Stickstoff kam aufgrund der Oxidationsneigung des 2-HPP zum Phenylpropandion nicht in
Frage™. Zu der wesentlich an Acetaldehyd und Benzaldehyd abgereicherten
Reaktionslosung wird vor Eintritt in den zweiten Enzym-Membranreaktor NADP* und
Natriumformiat dosiert. Durch den spiten Zusatz von NADP" wird die Verweilzeit des
Cofaktors im Reaktorsystem auf ein Minimum gehalten, und somit fallen Zerfallsprozesse
des Cofaktors nicht ins Gewicht. Im zweiten Enzym-Membran-Reaktor wird die
enantioselektive Reduktion der freien Oxo-Funktion durch die Lb-ADH katalysiert. Der
Cofaktor wird mit der NADP-abhidngigen Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii

regeneriert.

Vorteilhaft am vorliegenden gekoppelten kontinuierlichen Betrieb ist die integrierte
Aufarbeitung des Zwischenproduktes sowie die integrierte Abtrennung der Reaktorausldufe
vom Katalysator. Weiterhin sind im Vergleich zu einem Batchverfahren hohere Raum-Zeit-
Ausbeuten moglich. Sowohl bei der BFD- als auch bei der Lb-ADH- katalysierten Reaktion

liegt ein desaktivierender Einfluss des Substrates vor. Bei hohen Umsidtzen im EMR

20 Farblose wissrige 2-HPP-Losungen entwickeln binnen weniger Tage einen Gelbstich beim Stehen an der
Luft. In geschlossenen Gefden wird dieser Prozess verzdgert.



5 « Kontinuierliche Reduktionsversuche

(Auslaufbedingungen) bleibt die Konzentration des Substrates niedrig, wodurch der

desaktivierende Einfluf} des jeweiligen Substrates minimiert wird.
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Abbildung 5-1: Schema des Reaktoraufbaus.
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Abbildung 5-2: Bild des Reaktoraufbaus.
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5.2 Kontinuierliche (2S)-Hydroxy-1-Phenylpropanon Reduktion

In einem Vorversuch zur kontinuierlichen Produktion von (15,25)-Diol wurde zunichst nur
die kontinuierliche Synthese von (1S,25)-Diol ausgehend von (25)-HPP untersucht. Es galt
einzuschitzen, inwieweit sich die Bedingungen aus Batch-Versuchen auf eine
kontinuierliche Produktion iibertragen lassen (Abschitzung der einzustellenden Enzym- und
Cofaktormenge bei ausgewdhltem Substratdurchsatz). So sollte ermittelt werden, welche
Raum- Zeit-Ausbeuten bei der Diolproduktion zu erwarten sind. Die Diolproduktion sollte
bei moglichst niedrigem Cofaktorverbrauch (hohe Werte fiir die ttn bezogen auf NADP)
unter Verwendung einer Substrat- und Cofaktor-durchldssigen YM 10 Membran erfolgen.
Im ersten Reaktorlauf wurde zur Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit der aufgebauten
Apparatur eine hohe Enzymmenge verwendet (1,6 U/mL FDH und 4,0 U/mL Lb-ADH). Im
Reaktor wurde ein Verhiltnis von 1:10 fiir die Cofaktor- / Substratkonzentration eingestellt
(Abbildung 5-3). Die Verweilzeit der Substratldsung wurde anfénglich auf T = 2 h
eingestellt und nach 19 h auf T = 1 h und schlieB3lich nach 45 h Betriebszeit auf T = 0,5 h
reduziert. Der Umsatz blieb ohne nachtrdgliche Enzymzugabe bis 59 h Betriebszeit (64
Verweilzeiten) auf einem hohen Niveau zwischen 94 und 100 %. Unter den gewihlten
Bedingungen betrug die zugehorige ttn 4,75; 9,50 bzw. 19,0. Der bis 37 h ermittelte de des
gebildeten (15,25)-Diols betrug durchschnittlich 98,4 %. Die Raum-Zeit-Ausbeute fiir die
drei eingestellten Verweilzeiten 2, 1 und 0,5 h betrug 19,2; 38,5 bzw. 76,9 g L''d™".



5 « Kontinuierliche Reduktionsversuche 73

100+ -
S | !  [—*— Umsatz
> N T N .
S 60 .
> B :
N ; I !
I 40-[ """"" e SR B !
> 20-{ ikl
O_ | :I I | : I I !
0 10 20 30 40 50 60 70

Abbildung 5-3: Kontinuierliche (2S)-HPP-Reduktion im 10 mL EMR mit YM 10
Membran.
Konzentration und Fluss der Stamml6sungen: (2S)-HPP = 11 mM bei 5
bzw. 10 u. 20 mL/h; NADP = 11 mM bei 0,5 bzw. 1,0 u. 2,0 mL/h;
HCOONa=3Mbei 0,5, 1 u.2mL/h; T=20 °C.

Eine Verbesserung der ttn wurde nachfolgend angestrebt. Zu diesem Zweck wurde das
Verhiltnis Cofaktor-/Substratkonzentration auf 1:100 im Reaktor eingestellt. Bis auf das
geringere Verhiltnis der Cofactor-/Substratmenge lagen vergleichbare Bedingungen im
Hinblick auf den ersten Reaktorlauf vor. Nach der Anlaufphase stellte sich ein Umsatz von
75 % ein. Der zugehorige ttn-Wert von 75 muss als Maximalwert fiir die eingesetzte
Enzymmenge (3 U/mL FDH und 3 U/mL ADH) und der verwendeten YM 10 Membran
betrachtet werden. Nur eine teilweise oder vollstindige Aufhebung des vorliegenden
cofaktorlimitierten Zustandes, z. B. durch Membranriickhaltung des Cofaktors [Ikemi, 1990;
Ndietzky et al., 1994; Ndietzky et al., 1994], verspricht eine Aussicht auf Verbesserung der
ttn.
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Abbildung 5-4: Kontinuierliche (2S)-HPP-Reduktion unter Cofaktorlimitierten Bedin-
gungen.
Bedingungen: 10 mL EMR; Substratfluss = 10 mL/h; NADPH Feed = 0,1
mM; (25)-HPP Feed = 8,91 mM; T = 25 °C; 50 mM KPi-Puffer; 3 U/mL
Lb-ADH und 3 U/mL FDH im EMR.

Der Einsatz einer YC 05 Membran mit einer nominellen
Molekulargewichtsausschlussgrenze (cut-off) von 500 Da sollte als
Verbesserungsmoglichkeit untersucht werden. In Abbildung 5-5 sind theoretische
Ausspiilkurven in Abhingikeit der Retention einer Membran vergleichend dargestellt. Im
Idealfall sollte ein Retentionswert um 0,99 und hoher vorliegen, um eine nennenswerte
Riickhaltung der betrachteten Verbindung iiber mehrere Verweilzeiten zu gewihrleisten.
Nichtdestoweniger, kann bereits ein geringer Retentionswert (z. B. ab 0,80) das Ausspiilen
einer Substanz verzdgern. Im vorliegenden Fall stiinde der Cofaktor dem System ldnger zur

Verfiigung.
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Abbildung 5-5: Vergleich der Ausspiilkurven bei verschiedenen Retentionen.

Bei der YC 05 Membran handelt es sich um eine hydrophile Cellusose Acetat Membran mit
der niedrigsten Ausschlussgrenze im Sortiment der Ultrafiltrationsmembranen der Firma
Millipore GmbH*'. Den Herstellerangaben zufolge, ist die Membran unter anderem fiir das
Aufkonzentrieren niedermolekularer Peptide, Kohlenhydrate und Nukleotide in wissriger
Losung geeignet. Um das tatsdchliche Retentionsverhalten der Membran bezogen auf
NADP(H) zu untersuchen, wurde die in Abbildung 5-6 schematisch dargestellten Apparatur
zur Retentionsmessung bei stationdrem Gleichgewicht aufgebaut. Die YC 05 Membran
wurde in einen 10 mL Membranreaktor eingebaut. Ein Kreislauf bestehend aus Pumpe,
Blasenfalle mit Septum, Membranreaktor und Schlauchverbindungen wurde aufgebaut, in
dem 30 mL Pufferlosung zirkulierten. Uber die Blasenfalle wurde eine einmalige NADPH
Dosierung vorgenommen. Uber einen Zeitraum von 27 h (27 Zyklen) wurde die NADPH-

Konzentration auf der Retentat- und Permeatseite der Membran verfolgt.

21 (Millipore Katalog 2003, Am Kronberger Hang 5, 65824 Schwalbach, Deutschland)
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Abbildung 5-6: Schematisch Darstellung der Retentionsmessung.

Im Laufe mehrerer Zyklen stellt sich allméhlich ein Gleichgewicht ein, bei dem die
NADPH-Konzentration in der Retentat- bzw. Permeatseite konstant bleibt. In diesem Fall ist
der NADPH-Stoffmengenfluss durch die Membran gleich dem Stoffmengenfluss in die
Retentatseite. Die Retention ldsst sich dann mit der folgenden Formel bestimmen:

R — 1_ cPr emeat
CRetentat GleiChung 5-1

mit R = Retention
Crermear = Konzentration des Permeats in mol/L

Crerentar = Konzentration des Retentats in mol/L

Aufgrund der geringen Halbwertszeit des Cofaktors von ca. 13 Stunden musste auf eine
langere Betriebszeit und damit eine zuverldssigere Bestimmung der Retention verzichtet
werden. Ferner wurde eine hohere Flussrate gewihlt, als spiter fiir einen Produktionslauf
geplant wire, um eine ausreichende Zyklenzahl fiir eine Gleichgewichtseinstellung zu
gewihrleisten. Abbildung 5-7 zeigt drei Messzeiten, bei denen die Retention nach
Gleichung Gleichung 5-1 bestimmt wurde. Die nach 7, 13 und 26 Verweilzeiten bestimmte
Retentionen von jeweils 0,99; 0,99 und 0,94 deuteten auf einen akzeptablen Wert fiir die
Reduktion in einem kontinuierlich betriecbenen EMR hin. Die Erfolg versprechenden
Retentionswerte der YC05-Membran gaben Anlass zur Durchfiihrung eines kontinuierlichen
Reduktionsversuches mit derselben. Abbildung 5-8 zeigt den Umsatz-Zeit-Verlauf bei
Dosierungen des Cofaktors in periodischen Pulsen in Zusammenhang mit einer konstanten
Grunddosierung. Die konstante Grunddosierung von 0,01 mM NADP wurde ab 50 h auf
0,02 erhoht und ab 76 h auf 0,06 mM erhoht. Die iiberlagerten 0,2 mM NADP Pulse sorgten
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fiir einen Umsatzanstieg, der - bis auf den letzten Puls - binnen 24 h auf den Ausgangswert

zuriickging.
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Abbildung 5-7: Retentionsmessung einer Y CO5-Membran.
Bedingungen: 10 mL Edelstahl EMR; Fluss = 40 mL/h; Temp. = 25 °C;
YCO05 Membran vorbelegt mit 60 mg BSA; Druck = 7,0-9,7 bar.

Verglichen mit den theoretischen Ausspiilkurven in Abbildung 5.5 miisste im vorliegenden
Experiment von einer Retention um R = 0,8 ausgegangen werden. Aus dem Umsatz und der
eingesetzten Cofaktormenge berechnet sich die ttn iiber alle Verweilzeiten zu 118. Im
Bereich des anndhernd konstanten Umsatzes (nach dem letzten NADP Puls) berechnet sich
die ttn zu 91. Unter der Annahme weiterer Umsatzkonstanz ab 120 h wiirde sich die ttn

einem Wert von 100 ndhern.

Der beschriebene Einsatz der YC05 Membran stellt einen Ansatz zur Verbesserung der ttn
mit cofaktorriickhaltender Membranen in Aussicht. Aus zeitlichen Griinden wurden jedoch

die nachfolgend beschriebenen gekoppelten Reaktoransitze mit einer YM10-Membran

durchgefiihrt.
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Abbildung 5-8: Kontinuierliche Reduktion im EMR mit cofaktorriickhaltender YCOS5-
Membran.
Bedingungen: 10 mL YCO05-Membran-Reaktor; Fluss = 10 mL/h; 10 mM
(2S)-HPP; 300 mM Na-Formiat; 50 mM KPi-Puffer; pH 7,0; T = 25 °C; 0,5
mM ThDP; 2,5 mM MgS04; 10,1 U/mL ADH; 3,8 U/mL FDH.
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5.3  Extraktionsmoglichkeiten flir Acetaldehyd

5.3.1 Physikalische Methoden

Die Liqui-Cell-Membran-Kontaktoren ermoglichen es, fliichtige Stoffe von einem
wissrigen Strom zu entfernen oder darin dispersionsfrei aufzulosen. Die Hohlfasermembran
in dem Hohlfasermodul ist wasserabstolend (hydrophob). Somit kann die wissrige Phase
unter moderaten Uberdruckbedingungen nicht durch die Poren dringen. Durch Anlegen
eines etwas hoheren Drucks an den wéssrigen Strom relativ zum Gasstrom, kann die Gas-
Fliissigkeits-Grenzfliche in den Poren fixiert werden. An dieser Grenzfliche findet der
Stoffaustausch geloster Substanzen zwischen Fliissig- und Gasphase statt. Vorteilhaft bei
diesem Verfahren, im Gegensatz zu anderen konventionellen dispersiven Methoden wie
z. B. gepackten Kolonnen, ist die konstante Grenzfldche iiber einen sehr breiten Bereich der
Durchflussraten. Ferner lieBe sich eine Systemvergroferung anhand angegebener
Porenflidchen unterschiedlicher ModulgroBen besser berechnen. Schlieflich ermdglicht die
Beschaffenheit sowie die Anordnung der Holfasern in dem Modul ein gro3es Verhéltnis von
Oberflache zu Volumen, wodurch die Abmessung eines Membran-Kontaktor-Systems fiir
eine vorgegebene Leistung gering gehalten werden kann. Prinzipiell sollte kein konvektiver
Fluss durch die Poren vorliegen, wie es bei anderen Membranverfahren der Fall ist.
Vielmehr muss die Membran als Grenzfldchenstabilisator betrachtet werden, die die fliissige
Phase und die Gasphase in direkten dispersionslosen Kontakt miteinander bringt. Der
Stofftransport zwischen den beiden Phasen wird vom Partialdruck der Gasphase und der
wissrigen Phase bestimmt. Fiir die Extraktion von Stoffen wird ein Vakuum oder ein Strip-
Gasstrom oder beides (siehe Anhang) in der Lumenseite (fiir mini-Modul in der Aulenseite)
der Hohlfaser angelegt. Der wissrige Strom liegt an der Auflenseite (fiir mini-Modul in der
Lumenseite) der Hohlfaser. Der Partialdruck des Gases wird herabgesetzt, um das in der
wissrigen Phase geloste Gas zu entfernen (Abbildung 5-9). In Extraktionsversuchen mit
dem Liqui-Cel-Modul, wie in Abbildung 5.10 dargestellt, konnte eine selektive Extraktion
von Acetaldehyd und Benzaldehyd in Gegenwart von (25)-HPP erreicht werden. Bei einer
Verweilzeit von 3 h in der Extraktionseinheit wurde ein Restanteil von 100 % 2-
Hydroxypropiophenon, 24 % Benzaldehyd und 4 % Acetaldehyd gefunden. Um eine nahezu

vollstindige Entfernung des Acetaldehyds innerhalb von 2 h zu erreichen, wurde aus
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Einzelmessungen mit Hilfe einer Musterlosung aus den zuletzt genannten Komponenten

eine Mindestflussrate von 30 L/h fiir den

Abbildung 5-9: Funktionsprinzip des Liqui-Cel-Extraktionsmoduls

Stickstoffstrom und ein Mindestumlaufstrom der wissrigen Phase von 150 mL/min
ermittelt. Wie sich im spiteren Prozessbetrieb herausstellte, wurden die in den
Vorversuchen bestimmten Extraktionsleistungen nicht erreicht. Fiir Acetaldehyd stellten
sich Extraktionswerte von durchschnittlich 25 % (Restanteil) ein anstelle der in den
Vorversuchen erreichten 4 %. Dies gab Anlass, nach Alternativen zur Membranmodul
gestiitzten Extraktion zu suchen. Es folgte der Versuch einer destillativen Extraktion mit
einer herkommlichen Rotationsverdampfer-Apparatur. Wie in Abbildung 5-11 dargestellt,
konnte unter Verwendung einer groflen Fliche (1L-Kolben bei maximaler Umdrehungszahl)
und einer geringen Menge an Produktgemischlosung (10 mL) eine der Modulextraktion
vergleichbaren Extraktionsleistung und Selektivitdt erreicht werden. Es kann davon

ausgegangen werden, dass die destillative Extraktion die robustere Methode wire.
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Abbildung 5-10: Extraktionsleistung des Liqui-Cel-Moduls; Anfangskonzentrationen.

& w

Komponente

Bedingungen: 8 mM (2S)-HPP; 2 mM Benzaldehyd und 162 mM
Acetaldehyd; 37 °C; 50 mM KPi-Puffer pH 7; N,-Fluss = 0,5 L/min;

Umlauf = 350 mL/min.
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Abbildung 5-11: Destillative Extraktion.
Bedingungen: 11,7 mM (2S)-HPP; 4 mM Benzaldehyd und 250 mM
Acetaldehyd; 50 mM KPi-Puffer pH 7; T = 40 °C; Druck = 130 mbar.

5.3.2 Chemische Methoden

Mogliche chemische Methoden der Acetaldehyd-Entfernung konnten auf der
Derivatisierung des Acetaldehyds beruhen, wie sie auch fiir die qualitative und quantitative
Analyse von Aldehyden durchgefiihrt wird [Shriner et al., 1964]. Als Beispiel sei hier die
Umsetzung des Acetaldehyds zum 2.4-Dinitrophenylhydrazon, Semicarbazon, Oxim oder
Kondensation mit Dimedon oder SO, [Lea et al., 2000] zu nennen. Problematisch sind
jedoch die fiir Enzyme unvertrdglichen Derivatisierungsbedingungen sowie der Eintrag von
Verunreinigungen in das Reaktionssystem. Vielversprechend erschien die Verwendung von
SO,, das mehr als 99 % Acetaldehyd (z. B. in Wein) bindet [Lea ef al., 2000; Wiirdig,
1989]. Schwefeldioxid kann in Form der kiuflich erhiltlichen schwefligen Siure eingesetzt
werden. Voruntersuchungen haben gezeigt, dass tatsdchlich sdmtliche Spuren von
Acetaldehyd durch Komplexierung an SO, gebunden werden. Zudem ist die Lb-ADH unter
den Bedinungen der Komplexbildung stabil. Stabilitdtsuntersuchungen mit der FDH fiihrten

jedoch zu deren sofortiger Desaktivierung.
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5.4 Gekoppelte kontinuierliche Produktionsversuche

Im ersten gekoppelten Reaktorversuch wurde eine NADPH- Konzentration im ADH/FDH-
Reaktor von 1 mM eingestellt, um zunichst eine Cofaktorlimitierung zu vermeiden. Bei
einer Verweilzeit von 1 h konnte das (15,25)-Diol bei einem durchschnittlichen Umsatz im
ADH/FDH-Reaktor von 80 % und mit einem de von 90 % und einer Raum- Zeit-Ausbeute
von 30 g L'd" produziert werden (Abbildung 5.12). Der de-Wert von 90 % resultiert aus
einer Enantioselektivitit von 92 % fiir die Bildung des intermediiren (25)-HPP und 98 %
fiir die Diastereoselektivitiat der Reduktion. Die Acetaldehydkonzentration wurde mit Hilfe
eines Extraktionsmoduls auf durchschnittlich 25 % des eingesetzten Wertes (von 200 auf 50
mM Acetaldehyd) herabgesetzt. Der Umsatz aus dem 1. Reaktor wurde durch regelméBige
Enzymdosierung zwischen 70 und 95 % gehaltenzz.Der Fluss durch den 10 mL EMR betrug
10 mL/h (10 mM Benzaldehyd, 200 mM Acetaldehydstammldsung). Der Fluss durch den 2.
Reaktor betrug 10 mL/h und der Zufluss des Cofaktors 1 mL/h (10 mM NADP
Stammlosung). Im Durchschnitt ist demnach 1 mL Fliissigkeit pro Stunde im Umlaufmodul
verloren gegangen, was jedoch nicht nachteilig ist - hohere Substratkonzentrationen kénnen
z. B. durch hohere Enzymmengen im Reduktionsreaktor begegnet werden. Im zweiten
gekoppelten-Reaktorversuch wurde eine NADP- Konzentration im ADH/FDH- Reaktor von
0,1 mM eingestellt. Somit wire eine maximale theoretische ttn (bezogen auf NADP fiir das
Produkt) von 100 bei vollstindigem Umsatz zu erwarten. Tatséchlich erreichte der Umsatz
im ADH/FDH-Reaktor lediglich einen Maximalwert von 42 %. Bezogen auf das Produkt,
welches eine durchschnittliche Konzentration von 3,32 mM zwischen 25 und 52 h aufweist
resultiert eine ttn (NADP) von 33,2. Der Wert von 33,2 entspricht 44 % dessen, was mit
einer YM10-Membran maximal zu erwarten wire. Die Ursache des niedrigen ttn fiir NADP
ist primér in der unzureichenden Extraktion von Acetaldehyd zu suchen. Im Gegensatz zu
den Voruntersuchnungen mit dem Extraktionsmodul wird der Acetaldehydgehalt von 250
mM auf nur 37-50 mM (ca. 20 %) und nicht bis auf 4 % reduziert. Somit steht der Cofaktor
nicht ausschlieBlich der Hauptreaktion zur Verfiigung, sondern auch der Reduktion des
unerwiinschten Acetaldehyds. Folglich enthédlt der Auslauf des ADH/FDH-Reaktors
durchschnittlich 31 mM nicht umgesetzten Acetaldehyds und 9,6 mM Ethanol. Weiterhin

wurden noch durchschnittlich 1,5 mM Benzaldehyd im Auslauf gefunden.

2 Da es sich um einen Vorversuch gehandelt hat, um das Zusammenspiel aller Reaktorkomponenten unter
Produktionsbedingugen zu testen, wurde auf eine regelméfige Probennahme des BFD- und Umlaufreaktors
verzichtet.
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Abbildung 5-12: Erster gekoppelter Reaktorlauf.
BFD-Reaktoreinlauf: 11 mM Benzaldehyd, 150 mM Acetaldehyd, T =
20 °C, Fluss = 10 mL/min; Umlaufeinheit: N>-Fluss = 1 L/min; 350;
T=37 °C; ADH/FDH-Raktor: T =20 °C; YM-10 Membran.
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Abbildung 5-13: Zweiter gekoppelter Reaktorlauf.
BFD-Reaktoreinlauf: 12 mM Benzaldehyd, 250 mM Acetaldehyd, T =
20 °C, Fluss = 10 mL/h, YM-10 Membran; Umlaufeinheit: N>-Fluss = 60
L/h; wiassrig = 350 mL/min; T = 25 °C; ADH/FDH-Reaktor: 2 U/mL FDH;
1 U/mL Lb-ADH; T = 20 °C; Fluss = 10 mL/h; YM-10 Membran.
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In Bezug auf den ADH/FDH-Reaktor zeigt der Vergleich des Experiments mit dem Modell
eine gute Ubereinstimmung (Abbildung 5-14). Im Anhang ist das in Scientist eingegebene
Modell abgebildet. Wird von einer vollstindigen Acetaldehyd-Extraktion ausgegangen
(Acetaldehydkonzentration im ADH/FDH-Reaktor = 0), so liegt der Umsatz von 82 % in
einem Bereich, der dem im Einzelexperiment in Abbildung 5.4 ermittelten Wert von 75 %
sehr nahe kommt. Unter der MaB3gabe eine ttn von mindestens 1000 zu erreichen, um einen
wirtschaftlichen, kontinuierlichen, technischen Betrieb zu gewihrleisten, miisste die
Emzymmenge um den Faktor 10 erhoht werden (30 U/mL anstatt 3 U/mL). Die hohe
Proteinkonzentration bei dieser Aktivitdt - wie im gelartigen Rohextrakt der Lb-ADH -
wiirde jedoch zu einer Membranverstopfung fithren und konnte auch Loslichkeitsprobleme
hervorrufen. Praktikabler erscheint deshalb eine Verweilzeiterhohung um den Faktor 10
(Erhohung von 1 auf 10 h), um einen ttn Anstieg auf 1000 zu erzielen. An dieser Stelle wird
deutlich, dass der kontinuierliche Betrieb im Vergleich zum Batch nur dann zu einer
sinnvollen Erhohung der Raum-Zeit-Ausbeute fiihrt, falls MaBnahmen ergriffen werden
konnen, die akzeptable Durchflufraten (ca. 1 Stunde und weniger) und gleichzeitig hohe
Cyclenzahlen beziiglich des Cofaktors erlauben. Eine hohere Reduktionsaktivitit verbunden

mit niedrigeren Kjy-Werten fiir Cofaktor und Substrat hitten den gleichen Effekt.

~-o-- (15, 25)-Diol ohne Acetaldehyd
-0 (25)-HPP ohne Acetaldehyd
104 4 (29-HPP mit Acetaldehyd
. v (15, 25-Diol mit Acetaldehyd
A
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Abbildung 5-14: EMR-Simulation mit und ohne Acetaldehyd-Restkonzentration.
Simulationsbedingungen: 2 U/mL FDH; 1 U/mL Lb-ADH; 10 mM (2S)-
HPP; 300 mM NaCOOH; 50 mM Acetaldehyd (gefiillte Datenpunkte);
NADPH =0,1 mM; t = 60 min.
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5.5

Kapitelzusammenfassung

Ein Prozessaufbau fiir die kontinuierlich Produktion von (1S5,25)-Diol ausgehend
von Benzaldehyd und Acetaldehyd konnte realisiert werden.

Exemplarisch ~ wurde  demonstriert, wie  unter  Verwendung  einer
Cofaktorretentierenden Membran (z.B. YCO05-Membran) die ttn beziiglich des
Cofaktors erhoht werden kann.

Ansatzweise wurde gezeigt, dass neben der Verwendung eines Extraktionsmoduls
fir die intermedidre Aldehydextraktion eine destillative Extraktion ebenfalls in
Frage kime.

Vorteilhaft am vorliegenden gekoppelten kontinuierlichen Betrieb sind das Fehlen
einer zwischengeschalteten Aufarbeitung sowie der proteinfreie Auslauf.

Anhand der im Kapitel 4 ermittelten Kinetik ist eine Beschreibung des
Umsatzverlaufs fiir beide Teilreaktionen im EMR in Gegenwart und ohne

Acetaldehyd moglich.
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6 Diskussion und Ausblick

Eine Diskussion der Ergebnisse wurde bereits in den einzelnen Kapiteln vorgenommen.
Hier soll eine iibergreifende Diskussion der Ergebnisse stattfinden und Perspektiven sollen

aufzeigen werden.

6.1  Substratspektrum der Enzyme

Der Versuch das Substratspektrum der Lb-ADH auf substituierte o-Hydroxyketone (F-,
Cl-, Br-, Methoxy-) auszudehnen war bis auf geringe Umsitze mit 4-Fluor-1-phenyl-2-
hydroxy-propanon wenig erfolgreich - vermutlich eine Folge des erhohten sterischen
Anspruchs der Substituenten. Dennoch kann Angesichts der Vielfalt der noch nicht
gescreenten ADHs nicht ausgeschlossen werden, dass ein Substrat-Katalysator-Paar fiir
substituierte o-Hydroxyketone existiert. Somit wire eine Folgechemie durch

Kettenverldngerung am substituierten Phenylring gegeben.

Positiv ist der Reduktionsversuch des in technischer Qualitit (im Wesentlichen mit
Benzylalkohol verunreinigt) vorliegenden (R)—PAC23 zum (1R,2R)-Diol verlaufen. Somit
konnte - zumindest fiir das (1R,2R)-Diol-Isomer - die (noch) teuere ADH-M im Schema der
Syntheseroute ersetzt werden. Vermutlich ist die Lb-ADH auch in der Lage das (S)-PAC
umzusetzen™!, was eine Erginzung der Werkzeuge fiir die vorliegende Syntheseroute

darstellen wiirde.

Nachteilig am vorliegenden Baukastensystem ist das eingeschrinkte Spektrum der in Frage
kommenden Akzeptoraldehyde fiir die C-C-Bindungskniipfung. Im Gegensatz zur BFD, die
bis auf wenige Ausnahmen nur Acetaldehyd als Akzeptor akzeptiert, konnte das Spektrum
der Akzeptoren bei der BAL auf eine Reihe von substituierten Benzaldehyde ausgedehnt
werden [Demir et al., 1999]. Es ist jedoch fraglich, ob sich ADHs fiir die Reduktion der
BAL-katalysierten Benzoine zu den entsprechenden Diolen finden lassen. Die sperrigen

Phenylringe wiirden aller Wahrscheinlichkeit nach eine Biokatalyse verhindern.

23 freundlicherweise von der BASF-AG zur Verfiigung gestellt
* Bisher ist lediglich ein ee von 50 % bei der enzymkatalysierten (S)-PAC-Synthese erzielt worden;
personliche Mittelung Dr. B. Lingen
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Aussichtsreicher und fiir die Folgechemie interessanter wire die Reduktion von «-
Hydroxyketonen vom Typ des 2-HPP, die aus Benzaldehyd und einem funktionalisierten
Acetaldehyd gebildet wiéren. Dies ist mit vorhandenen BFD-Mutanten jedoch noch nicht

gelungen.

6.2 Vergleichende Kostenbetrachtung

Anhand von Katalogpreisen soll an dieser Stelle eine Abschitzung der anfallenden
Synthesekosten fiir die Zielverbindung, (1S,25)-Diol, erfolgen. Somit kann einerseits
deutlich gemacht werden, wie sich die Gesamtkosten der Enzymkatalyse auf die einzelnen
Substrate/Cofaktoren verteilt und andererseits kann das vorliegende biokatalystische
Verfahren mit chemischen Methoden verglichen werden. Vereinfachend werden die Kosten
fiir die (Bio-)Katalysatoren nicht beriicksichtigt25. Geht man von einem Batchverfahren aus,
in dem fiir die Reduktionsreaktion eine ttn fiir den Cofaktor von 1000 angenommen werden
kann, so wiirden sich die Kosten fiir die biokatalytische Produktion von 1 kg Produkt auf
106 Euro belaufen®® (s. Tabelle 6.1). Mit einem Anteil von 67 % tragen die Kosten des
Cofaktors NADP zu den Gesamtkosten der Biokatalyse bei. Somit miissen Bestrebungen,
um eine deutliche Kostenminimierung zu erreichen, zwangsldufig an der Optimierung der

Cofaktorregenerierung ankniipfen.

Ausgehend von Phenylpropandion wiirden - unter der Annahme einer 100 %igen
Selektivitdt und Ausbeute - bei der asymmetrischen Hydrierung [Toukoniitty er al., 2001]
mindestens 850 Euro?’ fiir 1 kg der Zielverbindung anfallen. Es sei bemerkt, dass der fiir die
Umsetzung erforderliche Katalysator nicht kommerziell erhiltlich ist. Geht die Darstellung
von 1-Phenylpropen oder (15,25)-Phenylpropenoxid aus, so sind noch hohere
Mindestkosten erforderlich. Da sich der Preis der letztgenannten Ausgangsverbindungen

von kleinen Mengen um 25 g ableitet, ist ein genauer Vergleich nicht moglich. In der Regel

» Die verwendeten Biokatalysatoren liegen rekombinat vor und kénnen, im Gegensatz zu synthetischen
Katalysatroen, preiswert in einem fermentativen Prozess hergestellt werden. Wiirden die Katalysatorkosten
ebenfalls in die Kostenrechnung einbezogen, so wiirde sich der Kostenvorteil des enzymatischen
Verfahrens weiter verbessern.

Fiir Acetaldehyd, Benzaldehyd, ThDP und Natriumformiat wurden Fluka Preise fiir die grofite
Packungsgrofle gewihlt. Fir NADP wurde der Jiilich Fine Chemicals-Katalogpreis fiir die grofite
Packungsgrofle gewdhlt.

*7 Aldrich Katalogpreis fiir 5 kg Packung = 4250 Euro.

26



6 * Diskussion und Ausblick

betrigt der Preis fiir Lieferungen in kg-Mafstab nur noch 10 % des angegebenen
Katalogpreises. Selbst in diesem Fall wiére das chemische Verfahren um das 8,5 bis 100-
fache teurer. Vor allem der Preis fiir die enantiomerenreine Ausgangsverbindung (15,25)-
Phenylpropenoxid, vermittelt einen FEindruck von den zu erwartenden hohen
Katalysatorkosten der iibrigen chemischen Synthesealternativen. Eine Zusammenfassung

der Synthesewege- und Kosten zeigt Abbildung 6-1.

Tabelle 6-1: Kostenvergleich.

Biokatalyse:

Verbindung stochiometr.-Faktor Preis pro mol Kosten fiir 1 kg
Acetaldehyd 3 1,07 Euro 21,10 Euro
Benzaldehyd 1 1,11 Euro 7,30 Euro
NADP* 0,001 10.837,30 Euro 71,23 Euro
ThDP 0,0025 1.428,48 Euro 2,34 Euro
Natriumformiat 0,3 2,07 Euro 4,08 Euro

Gesamtkosten: 106,05 Euro
chem. Synthese:
Rohstoff stochiometr.-Faktor Preis pro mol Kosten fiir 1 kg®
Phenylpropandion 1 130 Euro 850 Euro
Phenylpropen 1 1.378 Euro® 9054 Euro®
im kg-Mal3stab ca.: 138 Euro ca. 905 Euro
(18,25)-Phenyl- 2 8.097 Euro™ 106.393 Euro™
propenoxid
im kg-Mal3stab ca.: ca. 810 Euro ca. 10.639 Euro

* entspricht 6,57 mol.
¥ Aldrich-Katalogrreise abgeleitet von kleinen PackungsgroBen um 25 g.
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Abbildung 6-1: Schema zur Kostenbetrachtung.

6.3 Moglichkeiten der tth Erh6hung

Die Versuche zur kontinuierlichen Reduktion haben gezeigt, dass die Cofaktorriickhaltung
mittels einer geeigneten Membran mit geringem nominellen cut-off wesentlich zur
Erhohung der ttn bei gegebener Raum-Zeit-Ausbeute beitragen kann. Das gleiche Prinzip
der Cofaktorriickhaltung konnte durch verbesserte Immobilisierungstechniken verfolgt

werden:

1) Fiir EMRs eignet sich die Methode der kiinstlichen
Molekulargewichtsvergroerung des Cofaktors durch groBe Einheiten wie
Polyethylenglykol (PEG; Molekulare Masse = 20.000 g/mol) [Biickmann et al.,
1989; Biickmann et al., 1981; Vasic-Racki et al., 1989; Steckhan et al., 1990],
Polyethylenimin [Wykes et al., 1972] oder Dextran [Malinauskas et al., 1978].
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Der molekulargewichtsvergroBerte Cofaktor bleibt gelost und wird vollstindig
zuriickgehalten. Unter Umsténden lassen sich hiermit Membranen mit hoheren
Ausschlussgrenzen einsetzen, um hohere Substratdurchflussraten zu erzielen
unter Vermeidung hoher Transmembrandriicke. Zum Zeitpunkt der
Untersuchungen zur Cofaktorregenerierung- bzw. Riickhaltung stand kein
polymervergroertes NADP zur Verfiigung. Die Moglichkeit der Erzeugung von
PEG-NADP aus PEG-NAD mit Hilfe einer Kinase und ATP wurde in Betracht

gezogen, scheiterte jedoch aufgrund des Fehlens einer geeigneten Kinase.

i) Der Cofaktor konnte iiber ein Platzhaltermolekiil an die Oberfldche der covalent
vernetzten Enzyme (Reduktions- und Regenerationsenzym) oder eines
makroskopischen Tridgers mit immobilisierten Enzymen gebunden werden. In
beiden Fillen wire es wichtig, dass das Platzhaltermolekiil lang genug ist, damit
sich der Cofactor frei zwischen den beiden Enzymen (Reduktions- und
Regenerationsenzym) bewegen kann. In der Praxis scheinen diese
Anforderungen jedoch schwer erfiillbar zu sein [Faber, 2000]. Nicht minder
wichtig erscheint die zuverlidssige Extraktion des Acetaldehyds. Die eingesetzten
Liqui-Cel-Extraktionsmodule  haben  hinsichtlich  Zuverldssigkeit  bzw.
Reproduzierbarkeit im kontinuierlichen Experiment nicht standgehalten, sodass
eine destillative Entfernung eine bessere Wahl gewesen wire. Dennoch stellt der
Einsatz der Module eine einfachere Handhabung der Extraktion sowie eine

berechenbarere Moglichkeit der MaBstabsvergéBerung dar.

6.4 Folgechemie

Abbildung 6-2 zeigt einen moglichen Zugang zu interessanten o-Aminoalkoholen auf,
ausgehend von den synthetisierten Diolstereoisomeren [Chang et al., 1996; Cho et al.,
1999]. Die gezielte Synthese aller Stereoisomere des 1-Amino-1-phenyl-propan-2-ol wire
somit denkbar. Diese Moglichkeit wiirde bereits vorhandene Methoden zur Synthese des
Norephedrins und Analoga (Ephedrin) ergiinzen [Klavehn et al., 1934; Nagai et al., 1929;
Hoover et al., 1947]. SchlieBlich ist die dargestellte nucleophile Substitution der
Hydroxygruppen nicht allein auf die Azido- bzw. Aminofunktion begrenzt sondern sollte

mit anderen géngigen Nucleophilen ausgedehnt werden konnen.
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Abbildung 6-2: Schema zur Synthese von 1,2-Aminoalkoholen aus 1,2 Diolen.
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7 Zusammenfassung

Optisch aktive vicinale Diole stellen wichtige Vorldaufermolekiile fiir die Synthese
pharmazeutisch interessanter Wirkstoffe dar. Im Rahmen der Dissertation konnte eine
stereoselektive enzymatische Synthese aller vier moglichen Stereoisomere des vicinalen 1-
Phenylpropan-1,2-diols etabliert werden. Ferner wurde am Beispiel eines der Diol-
Stereoisomere ein Reaktoraufbau im Labormalistab entwickelt, der die kontinuierliche

Produktion des Diols ermoglicht.

Die Synthese der Diol-Stereoisomere erfolgt in zwei Schritten ausgehend von den
preisgiinstigen und im TonnenmalBstab verfiigbaren Ausgangssubstanzen Benzaldehyd und
Acetaldehyd. Die Reaktionssequenz beginnt mit einer ligasekatalysierten enantioselektiven
C-C-Bindungskniipfung zwischen Benzaldehyd und Acetaldehyd zum 2-Hydroxy-1-
phenylpropanon. Die fiir die Katalyse verantwortlichen thiamindiphosphatabhédngigen
Enzyme Benzoylformiatdecarboxylase (BFD, EC 4.1.1.7) und Benzaldehydlyase (BAL, EC
4.1.2.38) katalysieren jeweils das S- (92 % ee) bzw. das R-Enantiomer (99 % ee) des
intermedidren o-Hydroxyketons. Die anschlieBende Reduktion der aufgereinigten und
enantiomerenreinen o-Hydroxyketone  mit  einer  R- bzw. S-selektiven
Alkoholdehydrogenase liefert das entsprechende Diol-Stereoisomer in hoher optischer
Reinheit (groBer 98 % de). Bei den eingesetzten Enzymen handelt es sich um die NADP(H)-
abhingigen und kommerziell erhéltlichen Alkoholdehydrogenasen aus Lactobacillus brevis
(Lb-ADH, EC 1.1.1.2) bzw. Thermoanaerobium species (Th.-sp.-ADH auch ADH-M,
EC 1.1.1.2). Um eine 6konomische Ausnutzung des fiir die Reduktion bendtigten Cofaktors
NADP(H) zu gewihrleisten, wurden sowohl ein Substrat- als auch ein enzymgekoppeltes

Regenerationssystems untersucht und angewandt.

Als Reaktorkonzept wurde ein kontinuierlicher Reaktionsprozess gewihlt, um eine optimale
Enzymausnutzung und einfachere Aufarbeitung zu gewéhrleisten. Weiterhin bietet ein
kontinuierlicher Prozess die Moglichkeit hoher Raum-Zeit-Ausbeuten. Der Reaktoraufbau
besteht aus zwei Enzym-Membran-Reaktoren fiir die rdumliche Trennung der Ligase- und

Reduktionsreaktion. Systembedingt ist es erforderlich, dass ein zwischengeschaltetes
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Extraktionsmodul fiir die selektive Entfernung iiberschiissigen Acetaldehyds aus dem ersten

Reaktor sorgt.

Der Inbetriebnahme des Prozesses gingen eingehende reaktionstechnische Untersuchungen
voraus, um mdoglichst giinstige Betriebsparameter fiir den Prozess zu ermitteln. Stabile
Prozessldufe konnten {iber einen Zeitraum von bis zu 90 h (bzw. 90 Verweilzeiten)
aufrechtgehalten werden, bei nahezu konstanten Umsitzen zwischen 85-98 % in beiden
Reaktoren. Bezogen auf das Endprodukt konnte eine Raum-Zeit-Ausbeute von 30 g L™ d”!

erzielt werden.
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8 Material und Methoden

8.1 Material

8.1.1 Gerite

Gerit

Hersteller

Blasenfalle mit Septum
Enzym-Membran Reaktor

FPLC

Fraktionssammler

GC-Siule CP-Chiral-DEX CB
Gaschromatograph HP Series 6890

Glasgerite

HPLC-Séule Chiralpak AD
HPLC-Séule Chiralpak OB
HPLC-Sé4ule RP-18 Speedrod
Kolbenhubpumpe P500

Kontifuge

Kryostat

Laborwage Analytic AC 210 P
Lyophile Lyo Vac GT3
Massenspektrometer HP Series 5973

NMR-Gerit Bruker AMX 300
Reaktormembran YM 10/ YC 05

Rotationsverdampfer

Spectrophotometer LS-50 B
Teflonschlduche

Tischzentrifuge

Werkstitten der FZ-Jilich GmbH, Jiilich
Werkstitten der FZ Jilich GmbH, Jiilich
Pharmacia GmbH, Freiburg

Pharmacia GmbH, Freiburg
CS-Chromatographie, Diiren

Hewlett ~ Packard  Deutschland
Waldbronn

Werkstitten der FZ Julich GmbH, Jiilich

Merk, Darmstadt

GmbH,

Merk, Darmstadt

Merk, Darmstadt
Pharmacia GmbH, Freiburg
Heraeus, Hanau

Haake GmbH, Karlsruhe
Sartorius AG, Gottingen
Leybold Heraeus

Hewlett ~ Packard  Deutschland
Waldbronn

Bruker Analytische MeBtechnik, Karlsruhe

GmbH,

Amicon, Frankfurt

Biichi GmbH, G6ppingen

Perkin Elmer, Uberlingen
Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
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Gerit

Hersteller

UV-VIS-Spektralphotometer
Ultraschallgerit Branson Sonifier
Vakuumpumpe

pH-Elektrode

pH-Meter 691

Schimadzu Europa GmbH, Duisburg
G.Heinemann, Schwibisch Gmiind
Biichi GmbH, Goppingen

Metrohm, Herisau, Schweiz

Metrohm, Herisau, Schweiz

8.1.2 Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

(1R,2R)-Phenylpropenoxid
(1S,25)-Phenylpropenoxid
2-Propanol
4-Hydroxy-benzaldehyd
3-Ethyl-benzaldehyd
4-Propyl-benzaldehyd
4-Ethoxy-benzaldehyd
4-Cyanobenzaldehyde
3-Cyanobenzaldehyde
4-Acetoxy-benzaldehyd
3-Methyl-benzaldehyd
4-Methyl-benzaldehyd
3-Methoxy-benzaldehyd
4-Methoxy-benzaldehyd
3-Fluor-benzaldehyd
3-Brom-benzaldehyd
4-Fluor-benzaldehyd
3-Chlor-benzaldehyd
4-Brom-benzaldehyd
4-Chlor-benzaldehyd
4-Methoxybenzaldehyd

Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Sigma, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Aldrich, Steinheim
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Chemikalie Hersteller
Acetaldehyd Fluka Buchs, Schweiz
Acetonitril Riedel de Hien, Seelze
Benzaldehyd Fluka Buchs, Schweiz
Bradford-Reagenz Biorad, Miinchen
Deuterochloroform Aldrich, Steinheim
Dichlormethan Merck, Darmstadt
Diethylether Merck, Darmstadt
Ethylacetat Merck, Darmstadt
Imiodazol Fluka, Buchs, Schweiz

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Kiselgel 60, 40-63 um
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

NAD*

NADP*
Natriumbenzoylformiat
Natriumhydroxid

Ni-NTA auf Agarose-Matrix

Phosphorsidure

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Biomol, Hamburg
Jiilich Fine Chemicals, Jiilich
Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Qiagen, Hilden
Fluka,Buchs,Schweiz
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8.1.3 Enzym-Membran-Reaktor

Die eingesetzten Enzym-Membran-Reaktoren entsprechen dem Aufbau in Abbildung 8-1
[Kragel et al., 1991]. Es wurde ein Reaktor aus Polyetheretherketon (PEEK) fiir die C-C-
Bindungskniipfung und einen aus VA-Stahl fiir die Reduktionsreaktionen eingesetzt. Die
Verwendung von PEEK als Reaktormaterial dient der ldngeren Stabilitidt der BFD [Greiner,
1999]. Die Substratlosungen fiir die C-C-Bindungskniipfung waren aufgrund der hohen
Aldehydkonzentrationen autosteril, sodass auf einen vorgeschalteten Sterilfilter verzichten
werden konnte. Fiir den nachgeschalteten Reduktionsreaktor wurde ein Sterilfilter

eingesetzt.

Abbildung 8-1: Explosionszeichnung des Enzymmembranreaktors.

Die Membranen wurden vor der Verwendung 30 min lang in Wasser eingelegt und im
Reaktor mit 5 mg/mL BSA vorbelegt. Das System wurde mit der Substratlosung gespiilt bis
Ein- und Auslaufkonzentrationen identisch waren, um Fehlerquellen aufgrund von
Spiilfliissigkeitsriickstinde und eventuellen Absorptionseffekten der eingesetzten
Materialien auszuschlieBen. Die Reaktion wurde durch Injektion der Enzymlosungen in das
Septum der vorgeschalteten Blasenfalle gestartet. Alle Reaktoren waren temperierbar. Als

Schlauchverbindungsmaterial wurde Teflon eingesetzt.
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8.2 Methoden
8.2.1 Bereitstellung der Benzoylformiatdecarboxylase

8.2.2 Fermentation

Die Fermentation von E. coli SG13009 zur Produktion der BFD-Hisg erfolgte in einem
300 L Chemap-Bioreaktor in LB-(Luria Bertani)-Medium®°. Die Zellkultivierung bis zu 2 L
erfolgte in Schiittelkolben. AnschlieBend wurde eine 20 L Vorkultur in einem Bioreaktor

durchgefiihrt.

1. Vorkultur
Bedingungen:
- 200 mL LB-Medium
- pH7)5
- Temperatur 37 °C
- angeimpft mit Stammkultur aus —80 °C Stammbhaltung
- 50 ug/mL Neomycin
- 100 pg/mL Ampicillin

- Fermentationsdauer 24 h
2. Vorkultur

Bedingungen:
2 L LB-Medium
- pH7)5
- Temperatur 37 °C
- angeimpft mit 200 mL Vorkultur 1
- 50 ug/mL Neomycin
- 100 pg/mL Ampicillin

- Fermentationsdauer 24 h

% LB-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 1 L Millipore-Wasser, mit NaOH auf pH 7,5 titriert.
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3. Vorkultur

Bedingungen:

20 L LB-Medium

pH 7,5

Temperatur 37 °C

angeimpft mit 2 L Vorkultur 2

50 pg/mL Neomycin

100 pg/mL Ampicillin
Riihrgeschwindigkeit 500 rpm
Zuluft 11,6 L/min
Sauerstoffkonzentration 67,5-99,3 %

Fermentationsdauer 4 h

3. Produktionsfermentation:

Bedingungen:

- 200 L LB-Medium

-pH 7,5

- Temperatur 37 °C

angeimpft mit 20 L Vorkultur 3

50 pg/mL Neomycin

100 pg/mL Ampicillin

Induktion mit IPTG nach 4 h 30 min
Riihrgeschwindigkeit 500 rpm
Sauerstoffkonzentration 67,5-99,3 %
Zuluft 100 L/min

Induktionsbedingungen:

OD600 > 2,3
Temperatur 25 °C
IPTG +1 mM
ThDP +0,1 mM
MgSO4 +2,5 mM
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- Induktionsdauer 12 h

Fir die Aufrechterhaltung des pH-Wertes wurde mit 4 N Natronlauge und 20 %
Phosphorséure titriert (Laugenverbrauch ca. 0,5 L, Sdureverbrauch ca. 0,3 L). Nach 14 h
Expressionsdauer bei 25 °C wurde die Fermentationsbrithe auf 5 °C abgekiihlt und einer

kontinuierlichen Zentrifugaton unterworfen. Die Ausbeute betrug 1 kg Feuchtbiomasse.

8.2.2.1 Zellaufschluss

Fiir einen Standard-Zellaufschluss wurde eine 20 %ige Zellsuspension mit Puffer hergestellt
(20g Zellen und 180g Pufferlosung). Der Zellaufschluss erfolgte mit einem
Ultraschallgerit (Ultraschall-Desintegrator Sonifier II, Fa. Branson). Uber einen Zeitraum
von 50 min wurde in Intervallen von 5 min beschallt (5 min an und 5 min aus, output Stufe

7). Die Rosette wurde wihrend des Aufschlusses von auflen mit einem Eisbad gekiihlt.

8.2.2.2 Immobilisierte Metallaffinitatschromatographie

Die Reinigung des BFD-Hise-Fusionsproteins aus dem Rohextrakt erfolgte in einem Schritt
mittels immobilisierter Metallaffinitits-Chromatographie (IMAC) [Débeli et al., 1992]. Bei
dem verwendeten Siulenmaterial handelte es sich um einen Ni**-haltigen Chelatbildner (Ni-
Nitrilotriessigsdure), an dem das Proteine mit Hisg-tag bindet. Nichtbindende
Begleitproteine wurden im Durchbruch eluiert, unspezifisch gebundene Proteine mit einem
20 mM Imidazol haltigen Puffer entfernt. Die Elution der BFD-Hise erfolgte mit 250 mM

Imidazol enthaltenden Puffer.

Gelmatrix Ni-NTA-Agarose

Flussrate 2 mL/min

Aufgegebenes Protein bis 5 mg des Zielproteins/mL Sidulenmaterial
Aquilibrierpuffer 50 mM KPi-Puffer, pH 7,5 ohne Cofaktoren
Waschpuffer 20 mM Imidazol in 50 mM KPi-Puffer, pH 7,5

Elutionspuffer 250 mM Imidazol in 50 mM KPi-Puffer, pH 7,5
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8.2.2.3 Gelpermeationschromatographie

Im Anschluf3 an die Reinigung mittels IMAC erfolgte eine Entsalzung mittels Gelfiltration,

um das Imidazol zu entfernen. Anschliefend wurde das Protein lyophilisiert und bei -20 °C

gelagert.

Saulenmatrix Sephadex G25, ein mit Agarose vernetztes Dextran
Puffer 10 mM KPi, 2 mM MgSQOyq, 0,1 mM ThDP, pH 6,0.
Saulenvolumen 950 mL, 5 cm

Probenvolumen max. 100 mL

Flussrate max. 20 mL/min

8.2.2.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Uberpriifung der Reinheit der Enzympriparate wurde eine denaturierende SDS-PAGE
nach der Methode von Ldmmli [Limmli, 1970] durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration
betrug 5 ug pro Gelspur. Zur Probenvorbereitung wurde die Proteinlésung 1:1 mit
reduzierendem Puffer (5 % Dithioreitol, 1 % SDS) versetzt und exakt 2 min bei 94 °C
denaturiert. Als Protein-Standard diente der Premixed Standard der Firma Boehringer. Die

Farbung der Gele erfolgte mittels Coomassie-Firbung.

Féarbelosung: 250 mM Methanol
100 mL Essigsédure
650 mL Wasser
1 g Coomassie Brilliant Blue R-250

Entfiarbelosung: Farbelosung ohne Coomassie

8.2.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford [Bradford, 1976] mit einer
Eichkurve aus BSA (10-100 pg/mL).
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8.2.2.6 Bestimmung der Decarboxylaseaktivitat

Die Bestimmung der Decarboxylaseaktivitit der BFD-Hisg erfolgte in einem gekoppelten
enzymatischen Test [Ulrich, 1970; Weiss et al., 1988]. Hierbei wurde in der enzymatischen
Folgereaktion die NADH-abhingige HLADH eingesetzt, welche den entstehenden
Benzaldehyd aus der Decarboxylierungsreaktion zum Benzylalkohol reduziert. Die
Abnahme des verbrauchten NADH wird photometrisch bei 340 nm verfolgt. Durch einen
Uberschuss an HLADH wird die Reaktion der Decarboxylase limitierend und somit ist die

Abnahme der NADH-Konzentration proportional der Decarboxylaseaktivitét.

Testzusammensetzung:
700 pL Puffer (50 mM KPi, pH 6,0; 2,5 mM MgSOs4; 0,5 mM ThDP)
100 uL Benzoylformiat-Losung (50 mM, pH 6,0)
100 uL NADH-Lo6sung (3,5 mM)
50 uL HLADH (5 U/mL)
50 uL BFD-Hise-Enzymlosung

Die Messung erfolgte im Photometer bei 340 nm und 30 °C (5 min vorinkubieren!). Der
Enzymtest wurde durch Zugabe von entsprechend verdiinnter BFD-Losung (ca. 1 U/mL)
gestartet und die Anderung der Extinktion iiber 90 s verfolgt. Die Enzymaktivitit berechnet

sich nach der Gleichung:

U AE Vees
I 8 .f

mL  min Viocove " @ * Exapsr Gleichung 8-1

= Unit (Umol/min)
A/min = Extinktionsidnderung pro Minute (min'l)
d = Schichtdicke der Kiivette (cm)
Viorobe = Probenvolumen (L)

Vges= Gesamtvolumen (L)

enapH = molarer Extinktionskoeffizient fiir NADH;
6,22 L mmol! cm™ bei A = 340 nm
f = Verdiinnungsfaktor
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8.2.2.7 Bestimmung der Ligaseaktivitat

Die Ligaseaktivitit der BFD wurde durch Verfolgung des Umsatzes von Benzaldehyd bzw.
(2S)-HPP Mittels HPLC bestimmt. Um im Bereich der Bedingungen fiir die Messung der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit [Bisswanger, 2000] zu bleiben, wurden die Proteinproben
hinreichend verdiinnt, um zu gewihrleisten, dass die Umsitze innerhalb der Messzeit von
15 min unter 10 % blieben. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 10 und 15 min wurden Proben
entnommen und 1:1 mit einer 15 %igen Perchlorsidurelosung versetzt, um die Reaktion zu
stoppen und das Protein zu féllen. Nach dem Abzentrifugieren des Proteins wurden die

Proben vermessen (siehe 8.2.3.3).

Testzusammensetzung:
30 uL 33 mM Benzaldehydldsung in 100 mM KPi-Puffer, pH 7
460 uL. 300 mM Acetaldehydlosung in 100 mM KPi-Puffer, pH 7
10 uL Enzyml6sung

8.2.3 Analytik

8.2.3.1 Enantiomerenanalytik fiir (2S)- und (2R)-2-Hydroxy-1-phenylpropanon

Der ee wurde mit chiraler Normalphasen HPLC bestimmt:

Stationédre Phase Chiracel OB [Okamoto et al., 1998] mit Vorsidule (1 = 25 cm
bzw. 5 cm, & = 0,4 cm)
Mobile Phase i-Hexan : 2-Propanol = 80 : 20
Flussrate 0,75 mL/min
Temperatur 25 °C
Detektion UV-/ Diodenarray-Detektor bei 203 nm oder 254 nm
Retentionszeiten Benzaldehyd: 12 min
(25)-HPP: 15 min
(2R)-HPP: 30 min



106

8  Material und Methoden

8.2.3.2 Enantiomerenanalytik fir Phenylpropan-1,2-diol

Bestimmung des Verhiltnisses der Stereoisomere mit chiraler Normalphasen-HPLC:

Stationire Phase

Mobile Phase
Flussrate
Temperatur
Detektion

Retentionszeiten

Chiracel AD [Okamoto et al., 1998] mit Vorsdule (1 = 25 bzw. 5
cm, D =0,4 cm)

i-Hexan : 2-Propanol =98 : 2

I mL/min

40 °C

UV-/ Diodenarray-Detektor bei 203 nm

(18,28)-Diol: 42,7 min

(18,2R)-Diol: 48,7 min

(1R,25)-Diol: 52,5 min

(1R,2R)-Diol: 57,9 min

Abbildung 8-2: HPLC-Chromatogramm zur 1,2-Dioltrennung.
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Alternative Bestimmung des Verhiltnisses der Stereoisomere mittels chiraler GC:

Stationédre Phase
Mobile Phase
Flussrate
Temperaturprogramm
Druck

Detektion

Retentionszeiten

CP-Chirasil-DEX CB (25 m x 0,25 mm)

H,

4,0 mL/min

26 min bei 130 °C/min, 50 °C/min, 180 °C fiir 6 min
0,5 bar

FID

(18,25)-Diol: 20,0 min

(1R,2R)-Diol: 21,9 min

(1S,2R)-Diol: 22,9 min

(1R,2S)-Diol: 23,9 min

Abbildung 8-3: GC-Chromatogramm zur 1,2-Dioltrennung.
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8.2.3.3 Quantitative Analytik flr (2S)-2-Hydroxy-1- phenylpropanon und

Benzaldehyd

Methode 1:

Die Produktbildung von 2-HPP aus Benzaldehyd wurde mit Umkehrphasen HPLC

bestimmt:
Stationdre Phase
Mobile Phase
Flussrate
Temperatur
Detektion

Retentionszeiten

Methode 2
Stationédre Phase
Mobile Phase
Flussrate
Temperatur
Detektion

Retentionszeiten

RP-18-Speedrod (1=2 cm, & = 0,4 cm)

Wasser : Acetonitril = 80 : 20, + 0,2 % TEA-Puffer (pH 3)
2 mL/min

20 °C

UV-/ Diodenarray-Detektor bei 203 nm oder 254 nm
HPP: 3,8 min

Benzaldehyd: 4,3 min

RP-18- (1=25 cm, & =0,4 cm)

Wasser : Acetonitril = 80 : 20, + 0,2 % TEA-Puffer (pH 3)
0,75 mL/min

20 °C

UV-/ Diodenarray-Detektor bei 203 nm oder 254 nm
HPP: 9,5 min

Benzaldehyd: 15,0 min
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8.2.3.4 Quantitative Analytik flir (2S)-2-Hydroxy-1- phenylpropanon und
Phenylpropan-1,2-diol

Die Produktbildung von Diol aus HPP wurde mit Umkehrphasen-HPLC bestimmt:

Stationdre Phase
Mobile Phase
Flussrate
Temperatur
Detektion

Retensionszeiten

RP-18-Speedrod (1 =2, & = 0,4 cm)

Wasser : Acetonitril =90 : 10, + 0,2 % TEA-Puffer (pH 3)
2 mL/min

20 °C

UV-/ Diodenarray-Detektor bei 203 nm
(18,28)/(1R,2R)-Diol: 4,4 min

(1R,25)/(1S,2R)-Diol: 3,8 min

2-HPP: 5,7 min

8.2.3.5 Quantitative Analytik flir Acetaldehyd

Der Umsatz bzw. Restgehalt an Acetaldehyd wurde mittels GC bestimmt:

Stationdre Phase
Mobile Phase

Druck
Temperaturprogramm
Detektion

Retensionszeiten

Permabond

H,

1,1 bar

40 °C fiir 5 min, 25 °C/min bis 180 °C, 180 °C fiir 5 min
FID

Acetaldehyd: 4 min
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8.2.4 Synthesen

8.2.4.1 rac-1-Phenyl-1,2-propandiol aus 1-Phenylpropanon

O OH

LiAlH,, THF
>

O OH

Abbildung 8-4: Reduktion von 1-Phenylpropanon mit LiAlH4.

In einen 100-mL-Zweihals-Erlenmeyer-Kolben mit Septum, Riickflusskiihler und
Calciumchloridrohr wurden 271 mg Lithiumaluminiumhydrid (7,15 mmol) in 15 mL abs.
THF vorgelegt. Unter stindigem Rithren wurde langsam eine Losung von 2¢g
Phenylpropandion (13 mmol) in 6 mL THF mit Hilfe einer Spritze hinzugetropft und mit
einem Eisbad gekiihlt, um die Reaktion unter Kontrolle zu halten. Nach Beendigung des
Zutropfens wurde gerithrt und der Umsatzverlauf per DC (Proben vorher mit verd.
Schwefelsdure versetzt) bis zum vollstindigen Umsatz nach 12 h verfolgt. Danach wurde
mit einem Eisbad abgekiihlt und unter Rithren vorsichtig zunédchst mit Eiswasser versetzt,
bis keine Wasserstoffentwicklung mehr zu beobachten war und anschlieBend mit so viel
10 %iger Schwefelsdure versetzt, dass sich der gebildete Aluminiumhydroxidniederschlag
gerade aufgelost hatte. Mit einem Scheidetrichter wurde die organische Phase von der
wissrigen Phase getrennt und die organische Phase mehrmals mit Diethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter Kochsalzlosung gewaschen,
iiber Natriumsulfat getrocknet und unter verminderten Druck destilliert. Der gelbe 6lige
Riickstand wurde iiber Silicagel mit einem Elutionsgradient von 10-80 % EtOAc in i-Hexan
sidulenchromatographisch gereinigt, so dass ein nahezu farbloses, zihes Ol vorlag, das nach
langerem Stehen bei 4 °C auskristallisierte. Ausbeute = 1,62 g rac-1-Phenylpropan-1,2-diol
(10 mmol, 82 %).
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8.2.4.2 (1R,2S)- und (1S,2S)-1-Phenyl-1,2-Propandiol aus (1S,2S)-
Phenylpropenoxid

Ph//,' o ‘\\\H + HZO H+

H CHs

(18,28)-Propenoxid (1R,2S)-Diol (1S,25)-Diol

Abbildung 8-5: Hydrolyse von (1S,2S)-Phenylpropenoxid.

In einem Rundkolben wurden 500 mg Phenylpropenoxid (3,7 mmol) in 25 mL THF gelost
und mit 25 mL 10 %iger Schwefelsdaure versetzt. Bei Raumtemperatur wurde 6 h kriftig
geriihrt, bis vollstandiger Umsatz anhand von DC Proben festgestellt wurde [Flotz et al.,
1957]. Nach beendeter Hydrolyse wurde mehrmals mit Diethylether extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und bei
vermindertem Druck destilliert. Es lag ein farbloses Ol vor. Rohausbeute: 546 mg (3,6

mmol, 97 %).

8.2.4.3 (1S,2R)- und (1R,2R)-1-Phenyl-1,2-Propandiol aus (1R,2R)-

Phenylpropenoxid
@) o
H/, /\ ~CHs H,O H* :
L\ + 2 » +
Ph H
OH
(1R,2R)-Propenoxid (1S5,2R)-Diol (1R,2R)-Diol

Abbildung 8-6: Hydrolyse von (1R,2R)-Phenylpropenoxid

Es wurde analog zur Hydrolyse des zuvor beschriebenen Propenoxids verfahren.

Rohausbeute: 546 mg (3,6 mmol, 97 %).
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8.2.4.4 Darstellung von (2S)-2-Hydroxy-1- phenylpropanon

O

@)
| |
+ ‘\ BFD, ThDP

Abbildung 8-7: Darstellung von (2S)-2-Hydroxy-1-phenylpropanon

18,67 g Benzaldehyd (175 mmol) und 66,0 g Acetaldehyd (1500 mmol) wurden in 5L
Kaliumphosphat-Puffer (50 mM, pH 8) gelost, der ThDP (5,0 g, 11 mmol) und
MgSO47H,0 (0,6 g, 2,4 mmol) enthielt. Die Reaktion wurde durch Zugabe der BFD
(114 U) gestartet und 48 h bei RT stehen gelassen. Nach vollendeter Reaktion wurde die
BFD mit einer YM 10 Membran in einer Amicon-Zelle abfiltriert, um Schaumbildung bei
der Produktextraktion zu vermeiden. Das im Eluat befindliche (25)-HPP wurde mehrmals
mit EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck zu einem gelb-braunen Ol eingeengt. Das Rohprodukt wurde
anschlieBend durch Umkristallisation aus i-Hexan gereinigt. Ausbeute = 25,2 g (96 %), ee
>99 %.

'H-NMR (300 Hz, CDCl3) & (ppm): 1,46 (3H, d, J = 7,1 Hz, CH3); 3,81 (1H, d, J = 6,3 Hz, -
OH); 5,18 (1H, qd, H-2); 7,52 (2H, dd, H-1"und H-5"); 7,63 (1H, dd, H-3"); 7,94 (2H, d, J =
7,6 Hz, H-2’ und H-4").

BC-NMR (75 Hz, CDCl3) § (ppm): 22,7 (C-3); 69,7 (C-2); 129,1 (C-3' und C-5); 129,3 (C-
2'und C-6'); 133,6 (C-1'); 134,4 (C-4"); 202,8 (C-1).

[a] 3 = -86 (¢ = 2; CHCly), {Lit. [Iding et al., 2000]: [a] 3 =-79,2 (¢ = 0,016; CHCl5) fiir
ee =95 %}.

Massenspektrometrie: m/z = 51 (10 %, C4H3"); 77 (34 %, CsHs"); 105 (100 %, [M-C,HsO]"
= C7H50%); 135 (1 %, [M-CH3]" = CgH;0,%); 151 (1 %, [M+1]").
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Elementaranalyse: berechnet: C 71,98 %; H 6,71 %.
gefunden: C 71,42 %; H 6,59 %.

8.2.4.5 Darstellung von (15,2S)-1-Phenylpropan-1,2-diol

0 OH
_ L-ADH A 2
et

NADPH NADP*  °

HCOO =or » CO,

Abbildung 8-8: Lb-ADH-katalysierte (2S)-HPP Reduktion.

983 mg (25)-HPP (6,5 mmol) wurden in 250 mL Phosphat Puffer (100 mM, pH 7) gelost,
der 4,08 g (60,1 mmol) Natriumformiat und 0,5 g (0,6 mmol) NADP" enthielt. 6,2 U FDH
(0,025 U/mL) wurden zur geriihrten Substratlosung gegeben, die bei 20 °C temperiert
wurde. Nach 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 U (0,04 U/mL) Lb-ADH
gestartet. Ein Umsatz von tiber 94 % wurde nach 24 h erreicht. Das geloste Enzym wurde
mit einer YM10-Membran in einer Amicon-Zelle abfiltriert. Das Filtrat wurde mit NaCl
gesittigt und viermal mit 50 mL Diethylether gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber wasserfreiem MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
abdestilliert. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt, unter Verwendung
eines Elutionsgradienten von 10-80 % EtOAc in i-Hexan. Ausbeute = 936 mg (94 %), de =
98 %.

'"H-NMR (300 Hz, CDCl3) § (ppm): 0,85 (3H, d, J = 6,3 Hz, -CHz); 3,67 (1H, dq, J = 6,4
Hz, H-2); 3,50-4,10 (2H, br, -OH); 4,15 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1); 7,10-7,25 (5H, m, arom.-
H).
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BC-NMR (75 Hz, CDCl;) & (ppm): 18,9 (C-3); 72,4 (C-2); 79,7(C-1); 127,2 (C-2' u. C-6');
128,2 (C-4'); 128,6 (C-3' u. C-5"); 141,3 (C-1")*".

[a] ) = +54,3 (¢ = 1,9; CHCI3), {Lit. [Bortolini et al., 1997]: [a]} = +55,9 (¢ = 1,9;

CHCIs), [Takeshita et al., 1992]: [«a] f; =+45,0 (¢ = 2,4; CHCI;) fiir ee = 89 %}.

8.2.4.6 Darstellung von (1R,2S)-1-Phenylpropan-1,2-diol

Th.sp.-ADH

N

NADPH NADP+

&/

Th.sp.-ADH

Abbildung 8-9: Th.sp.-ADH -katalysierte (2S)-HPP Reduktion.

150 mg (2S5)-HPP (1 mmol) wurden in 100 mL Phosphatpuffer gelost (100 mM, pH 8), der
766 UL 2-Propanol (10 mmol), 0,08 mg NADP" (0,1 mmol) und 15 mg DTT (0,08 mmol)
enthielt. Durch Zugabe von 7,5 U Th.sp.-ADH>? (0,075 U/mL) erfolgte der Start der
Reaktion. Ein Umsatz von 92 % wurde nach 24 h erreicht. Nach beendeter Reaktion wurde
das geloste Enzym mit einer YM10-Membran in einer Amicon-Zelle abfiltriert. Das Filtrat
wurde mit NaCl gesittigt und 4 mal mit 50 mL Diethylether gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber wasserfreiem MgSO4 getrocknet und unter vermindertem
Druck abdestilliert. Der Riickstand wurde s#dulenchromatographisch gereinigt, unter
Verwendung eines Elutionsgradienten von 10-80 % EtOAc in i-Hexan. Ausbeute = 135 mg
(89 %), de =98 %.

' Bei der Zuordnung der C-NMR-Signale handelt es sich um einen Vorschlag, bei dem sowohl die
Inkrementenmethode fiir NMR-Verschiebungen zu Hilfe genommen wurde, als auch die beobachtete
Intensitdt der Signale beriicksichtigt wurde. Die angegebene Zuordnung beruht nicht auf einem CH-
Kopplungsexperiment.

32 1 U Th.-sp.-ADH reduziert 1 umol (25)-HPP zum (15,25)-Diol in der Minute bei 40°C und pH 8.
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"H-NMR (300 Hz, CDCl3) 6 (ppm): 1,08 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3); 2,0-2,9 (2H, br); 3,95
(1H, m); 4,65 (1H, d, J = 4,3 Hz); 7,30 (5H, m, arom.-H).

3C-NMR (75 Hz, CDCl;) & (ppm): 17,7 (C-3); 71,7 (C-2); 77,9 (C-1); 127,0 (C-2"'u. C- 6');
128,3 (C-4"); 128,8 (C-3" u. C-5"); 140,7 (C-1").

[a]7 =-29,9 (¢ = 2,4; CHCl3) {Lit. [Kreutz et al., 1997]: [a] 3 = -35 (¢ = 1; CHCly), Lit.

[Takeshita et al., 1992]: [o/] f =-38,5 (c=2,2; CHCl3) fiir ee =95 %}.

8.2.4.7 Darstellung von (1S,2R)-1-Phenylpropan-1,2-diol

nQ

0 H
W LbADH A2
NADPH NADP*

HCOO ———> CO;

Abbildung 8-10: Lb-ADH-katalysierte (2R)-HPP Reduktion.

200 mg (2R)-HPP (1,3 mmol) wurden in 50 mL Phosphat Puffer (100 mM, pH 7) gel6st, der
0,82 g (12,0 mmol) Natriumformiat und 0,1 g (0,12 mmol) NADP enthielt. 1,24 U FDH
(0,025 U/mL) wurden zur geriihrten Substratlosung gegeben, deren Temperierung bei 20 °C
erfolgte. Nach 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 U (0,04 U/mL) Lb-ADH
gestartet. Ein Umsatz von iiber 94 % wurde nach 24 h erreicht. Das geloste Enzym wurde
mit einer YM 10 Membran in einer Amicon-Zelle abfiltriert. Das Filtrat wurde mit NaCl
gesittigt und 4 mal mit 50 mL Diethylether gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber wasserfreiem MgSQO, getrocknet und unter vermindertem Druck abdestilliert.
Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt, unter Verwendung eines

Elutionsgradienten von 10-80 % EtOAc in i-Hexan. Ausbeute = 184 mg (91 %), de =99 %.

"H-NMR (300 Hz, CDCl3) 6 (ppm): 1,0 (3H, d, J = 6,4 Hz, CH3); 3,10 (2H, br); 3,9 (1H,
m); 4,6 (1H, d, J=4,0 Hz); 7,3 (5H, m, arom.-H).
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BC-NMR (75 Hz, CDCl3) & (ppm): 17,7 (C-3); 71,7 (C-2); 77,9 (C-1); 127,0 (C-2' u. C- 6');
128,3 (C-4'); 128,8 (C-3" u. C-5"); 140,7 (C-1").

Massen-Spektrometrie m/z = 51 (10 %, C4Hs™); 77 (25 %, CeHs"); 107 (70 %, [M-C2Hs50]*
bzw. C;H;0%); 152 (<1 %, M™).

Elementaranalyse: berechnet: C 71,03 % H 7,95 %
gefunden: C 69,73 %; H 7,80 %

[a] ) = +36,1 (c = 2,52; CHCl3), {Lit. [Takeshita et al., 1992]: [a]} = +37,2 (¢ = 3,4;

CHCI5) fiir ee = 93 %, Lit. [Zioudrou et al., 1977]: [0] %2 =+33,0 (¢ = 3,2; CHCl3)}.

8.2.4.8 Darstellung von (1R,2R)-1-Phenylpropan-1,2-diol

O
Th.sp.-ADH
OH / \

NADPH NADP+

\/

Th.sp.-ADH

Abbildung 8-11: Th.sp-ADH-katalysierte (2R)-HPP Reduktion

150 mg (2R)-HPP (1 mmol) wurden in 100 mL Phosphatpuffer gelost (100 mM, pH 8), der
766 uL 2-Propanol (10 mmol), 0,08 mg NADP* (0,1 mmol) und 15 mg DTT (0,08 mmol)
enthielt. Durch Zugabe von 7,5 U Th.sp-ADH (0,075 U/mL) wurde die Reaktion gestartet.
Ein Umsatz von 92 % wurde nach 24 h erreicht. Nach beendeter Reaktion wurde das geloste
Enzym mit einer YM10-Membran in einer Amicon-Zelle abfiltriert. Das Filtrat wurde mit
NaCl gesittigt und viermal mit 50 mL Diethylether gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber wasserfreiem MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck

abdestilliert. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt, unter Verwendung
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eines Elutionsgradienten von 10-80 % EtOAc in i-Hexan. Ausbeute = 129 mg (85 %), de =
98 %.

'H-NMR (300 Hz, CDCl3) 6 (ppm): 1,0 (3H, d, J = 6.4 Hz, CH3) 3,13 (2H, br); 3,82 (1H,
dt,); 4,32 (1H, d, J = 7,5 Hz); 7,30 (5H, m, arom.-H).

BC-NMR (75 Hz, CDCl3, & (ppm): 18,8 (C-3); 72,3 (C-2); 79,5 (C-1); 126,9 (C-2' u. C-6');
128,2 (C-4'); 128,5 (C-3"u. C-5"); 141,1 (C-1").

Massenspektrometrie: m/z = 51 (6 %, (C4Hs"); 77 (22 %, C¢Hs"); 107 (83 %, [M-C,HsO]"
bzw. C;H;,0%); 152 (<1 %, M™).

[a] 5 = -51,3 (¢ = 3,5; CHCl); {Lit. [Bortolini et al., 1998]: [a] 3 -55,9 (¢ = 1,9; CHCl5),

Lit. [Takeshita et al., 1992]: [a]les =-45,5 (¢ = 3,3; CHCl;) fiir ee = 90 %}.

8.2.4.9 Analytik para-substitutierter a-Hydroxyketone

(S)-1-(4-Bromphenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 42 %; ee 87 %; HPLC (Chiralcel
OB): tg (S) = 11,5 min; tg (R) = 14,4 min; GC-MS: tg = 9,6 min; m/z ( %): 232 (0,4) [M]*,
185 (100) [M-C,H50]", 157 (38) [CeH,Br]+, 75 (22) [CeH3]", 50 (15) [C4H,]+.

(S)-1-(4-Chlorphenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 85 %; ee = 86 %; HPLC
(Chiralcel OB): tg (S) = 10,9 min; tg (R) = 14,7 min; GC-MS: tz = 8,9 min; m/z ( %): 184
(1,0) [M]*, 139 (100) [M — C,Hs0]", 111 (27) [CsH4CI]*, 75 (14) [Ce¢H3]", 51 (3,5) [C4H3]".

(S)-1-(4-Cyanophenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 89 %; ee = 74 %; HPLC
(Chiralcel OB): tz (S) = 37,9 min; tg (R) = 52,4 min; GC-MS: tz = 9,7 min; m/z ( %): 175
(0,2) [M]", 130 (100) [M-C,Hs0]*, 103 (74) [C;HsN], 76 (22) [C¢H4l™, 51 (14) [C4H3]".

(25)-(4-Ethylphenyl)-2-hydroxy-1-propanon: Umsatz = 96 %; ee = 91 %; HPLC
(Chiralcel OB; i-Hexan/2-Propanol = 9:1, Fluss: 0,75 mL/min; 25 °C): tz(S) = 10,2 min;
tR(R) = 19,7 min; GC-MS: m/z ( %): 178 (1) [M]+, 163 (1,4), 133 (100), 105 (59), 89 (17),
79 (57), 63 (10), 51 (14).
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(S)-1-(4-Fluorophenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 69 %; ee 90 %; HPLC (Chiralcel
OB): tg (S) = 11,6 min; tg (R) = 18,1 min; GC-MS: tz = 7,6 min; m/z ( %): 168 (0,4) [M]*,
123 (100) [M-C,Hs0]", 95 (31) [CsH4F]", 75 (9,7) [CeH3]*, 51

(1,6) [C4H5]".

(S)-2-Hydroxy-1-(4-methylphenyl)-propanon: Umsatz = 65 %; ee 91 %; HPLC (Chiralcel
OB): tz (S) = 10,8 min; tz (R) = 19,6 min; GC-MS: tz = 8,6 min; m/z ( %): 164 (0,4) [M],
119 (100) [M-C,H50]", 91 (77) [C-H]", 65 (32) [CsHs]", 51 (4,8) [C4H3]".

(25)-(4-Difluoromethoxyphenyl)-2-hydroxy-1-propanon: Umsatz = 98 %; ee = 91,1 %;
HPLC (Chiralcel OB) tg(S) = 21,9 min; tg(R) = 38,1 min; GC-MS: m/z ( %): 201 (4) [M]",
171 (100), 143 (38), 121 (13), 104 (11), 95 (46), 77 (21), 65 (27), 51 (14).

(5)-2-Hydroxy-1-(4-hydroxyphenyl)-propanon: Umsatz = 11 %; ee 92 %; HPLC
(Chiralcel OB): tg (S) = 15,6 min; tg (R) = 21,2 min; GC-MS: tg = 10,3 min; m/z ( %): 166
(3,1) [M]", 121 (100) [M-C,Hs0]", 93 (16) [C¢H50]", 77 (5,0) [CeHs], 65 (13) [CsHs]™, 51
(1,5) [C4H5]".

(S)-2-Hydroxy-1-(4-methoxyphenyl)-propanon: Umsatz = 23 %; ee = 92 %; HPLC
(Chiralcel OB): tg (S) = 20,2 min, tg (R) = 30,2 min; GC-MS: tg = 9,7 min; m/z ( %): 180
(7,3) [M], 135 (100) [M-C,Hs0]", 107 (19) [C;H,0]", 92 (21) [CsH,O]1", 77 (30) [CeHs]",
64 (10) [CsHy]", 51 (4,8) [C4H3]™.

8.2.4.10 Analytik meta-substitutierter a-Hydroxyketone

(8)-1-(3-Bromophenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 68 %; ee 96 %; HPLC (Chiralcel
OB): t (S) = 12,5 min, tg (R) = 19,0 min; GC-MS: tg = 9,5 min; m/z ( %): 232 (1,6) [M]",
185 (100) [M-C2H50]+, 157 (40) [CsH4Br]", 75 (23) [CsH3]", 51 (8,1) [C4H3]".

(5)-1-(3-Chlorophenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 94 %; ee 94 %; HPLC (Chiralcel
OB): tg (S) = 10,9 min, tg (R) = 17,2 min; GC-MS: tgz = 8,9 min; m/z ( %): 184 (1,5) [M]",
139 (100) [M-C,HsO]", 111 (44) [CeH4CI]", 75 (26) [CeH3]", 50 (9,8) [C4H,]".
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(S)-1-(3-Cyanophenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 95 %; ee 92 %; HPLC (Chiralcel
OB): tg (S) = 39,8 min, tg (R) = 56,59 min; GC-MS: tg = 9,8 min; m/z ( %): 175 (1,9) [M],
47 (39) [M-CO], 130 (87) [M-C,H50], 103 (100) [C7H5N], 76 (22) [CcHal, 51 (11) [C4H3].

(S)-1-(3-Fluorophenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 100 %; ee 87 %; HPLC
(Chiralcel OB): tg (S) = 10,7 min; tgz (R) = 14,6 min; GC-MS: tz = 7,5 min; m/z ( %): 168
(0,4) [M], 123 (100) [M-C,Hs01", 95 (55) [CeH4F]", 75 (22) [CeH3]™, 51 (4,1) [C4Ha]"

(S)-2-Hydroxy-1-(3-methylphenyl)-propanon: Umsatz = 99 %; ee 97 %; HPLC
(Chiralcel OB): tR (S) = 9,9 min; tg (R) = 19,3 min; GC-MS: tz = 8,1 min; m/z ( %): 164
(0,5) [M]", 119 (100) [M-C,H501", 91 (77) [C;H7]", 65 (29) [CsHs]", 51 (4,8) [C4H3]".

(5)-1-(3-Acetoxyphenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 80 %; ee >99 %; HPLC
(Chiralcel OB): tg (S) = 38,1 min; tg (R) = n.b.; GC-MS: tg = 10,1 min; m/z ( %): 208 (1,2)
M, 165 (34) [M-C,H;0]", 163 (44) [M-C,HsO]", 121 (100) [CsHoO]", 95 (23) [CsH;30,]",
93 (21) [CsHs0]",77 (8,1) [CeHs]", 65 (13) [CsHs™, 50 (1,6) [C4Ha "

(S)-1-(3-Ethoxyphenyl)-2-hydroxy-propanon: Umsatz = 91 %; ee 97 %; HPLC (Chiralcel
OB): tg (S) = 14,6 min; tg (R) = 35,0 min; GC-MS: tz = 9,7 min; m/z ( %): 194 (25) [M],
149 (100) [M-C,Hs0], 121 (60) [CsHoO], 95 (19) [CsH30,], 92 (12) [CcH4O], 77 (23)
[CeHs], 65 (27) [CsHs], 50 (3,2) [C4Ho].

(S)-2-Hydroxy-1-(3-hydroxyphenyl)-propanon: Umsatz = 62 %; ee 92 %; HPLC
(Chiralcel OB): tg (S) = 12,9 min; tg (R) = 14,4 min; GC-MS: tz = 10,0 min; m/z ( %): 166
(9,7) [M]*, 121 (100) [M-C,HsO]", 95 (42) [CsH30,]*, 93 (35) [C¢H50]", 77 (25) [CeHs]",
65 (26) [CsHs]", 51 (4,0) [C4H5]".

(S)-2-Hydroxy-1-(3-methoxyphenyl)-propanon: Umsatz = 94 %; ee 96 %; HPLC
(Chiralcel OB): tg (S) = 17,8 min; tg (R) = 32,7 min; GC-MS: tz = 9,3 min; m/z ( %): 180
(26) [M]", 135 (100) [M-C,Hs0]", 107 (59) [C;H,0]", 92 (31) [CcH40]", 77 (45) [CeHs]",
64 (17) [CsHa], 51 (4,8) [C4H3]™.

unsubstitutiert (siche auch 8.2.4.4) (S)-2-Hydroxy-1-phenyl-propanon: Umsatz = 95 %, ee
92 %; HPLC (RP-C18): tg = 12,2 min (2-HPP); tz = 18,3 min (benzaldehy- de); HPLC
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(Chiralcel OB):tg (S) 13,4 min; tg (R) 21,4 min, GC-MS: tg = 7,7 min; m/z ( %): 150 (0,2)
[M], 135 (1,3) [M-CHs]", 105 (100) [C;sHsO]", 77 (57) [CsH5]", 51 (17) [CsH3]".
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Anhang A
Substratspekirum der BFD

Substratspektrum der BFD (siehe Tabelle 3-3) erweitert um die Substituenten-Konstanten 6

und MR sowie den Werten fiir log([S]/[R]).

Tabelle A.1: Variation des Produkt-Enantiomereniiberschusses in Abhéngigkeit des
Substituenten am Benzaldehyd.

Subst. eCpara  10GSV[RDpara  Opara  €Cmera  10GUSVIRDmeta  Oimera MR
Br 87 1,17 0,23 96 1,69 0,39 8,88
Cl 86 1,12 0,23 94 1,15 0,37 6,03
CN 74 0,83 0,66 92 1,38 0,56 6,33
Et 91 1,33 -0,13 - - - -

F 90 1,27 0,06 87 1,16 0,34 0,92

92 1,38 0,00 92 1,38 0,00 1,03

Me 91 1,20 - 97 1,81 -0,07 5,65
OAc - - - 99 2,30 0,39 12,47
OCHF, 91 1,33 0,12 - - - -
OEt - - - 97 1,18 0,10 12,47
OH 92 1,38 -0,37 92 1,38 0,12 2,85
OiPr - - - 99 2,30 0,10 17,06
OMe 92 1,38 -0,27 96 1,69 0,10 7,87
OPh - - - 99 2,30 0,25 27,68

€€paral meta = €€ des para- bzw. meta- substituieren Produktes, log([S]/[R])metapara = Wert
abgeleitet aus eepara/meta, Omeraipara = Hammett Substituentenkonstanten, MR = Molare
Refraktivitit
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Anhang B

Schemata far unterschiedliche Stripp-Modi

LIQUI-CEL ®
CONTACTORS

CONDENSATE
TRAP

FEED WATER < !
DFWN$

Abbildung B.1: Schema fiir die Extraktion mit Stripgas [Schema aus dem
Produkthandbuch].
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LIQUI-CEL®
CONTACTORS

Q
EXlDes , "~ 3

CONDEMNSATE
TRAP

VENT/DRAIN

VAC EHAUST

Abbildung B.2: Schema fiir die Extraktion mit Vakuum allein [Schema aus dem

Produkthandbuch].
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COMPOUND
GAUGE BACK
PRESSURE
PRESSURE
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CONDENSATE
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Abbildung B.3: Schema fiir die Extraktion mit Stripgas-unterstiitztem Vakuum [Schema
aus dem Produkthandbuch].
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Anhang C
ADH-M Kinetik
Reduktion von (2S5)-HPP mit der ADH-M
o © | | | |
fe) o] (o238 :
1240 S
(o]
(@)
£ |
3 0.8 Bedingungen:
o] 50 mM Kpi-Puffer, pH 8, 40C,
s 0,83 MM NADPH
< 04
0,04+— : . : :
0 10 20 30 40 50

[(2S)-HPP]/ mM

Abbildung C.1: a) Kinetik der (2R)-HPP-Reduktion mit ADH-M; v, = 0,90 £ 0,05
U/mg, Ky, = 0,21 £ 0,04 U/mg b) Kinetik der (25)-HPP-Reduktion mit
ADH-M; v, = 1,35 £ 0,02 U/mg, Ky, = 0,1 £ 0,02 mM.
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Abbildung C.2: Kinetik der 2-Propanoloxidation mit ADH-M; v,,,, = 8,10 £ 0,18 U/mg,
Ky =3,4%04 mM.
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Anhang D
(R)-PAC-Reduktion zum (1R, 2R)-Diol

b)
de (1R,2R)-Diol
601 mh‘l‘éé - P 100
P .
o -80
% 40 —o— (1R, 25)-Diol -
= >~ | o (1R 2R-Diol 60
S - —o— Benzylalkohol *
(U ~
— P
= (O SIS S -40 8
E) 20 &‘({g % |
|
v -20
Ougmﬁﬁ# S — —— A — =210

0 4 8 12 16 20 24 28 32

Zeit/ h
b)
3,0+
o5 o (1S2R)-Diol
= ] s (1R2R)-Diol
= v 2-HPP
= 20 % Benzaldehyd B
o
® 151
“E J
S 1,0-
S . «
S L
0,5
0,0‘4 T T T T T T T T g T T vV
0 5 10 15 20 25 30

Zeit/h

Abbildung D.1: (R)—PAC33—Reduktion mit der Lb-ADH zum (1R,2R)-Diol. Bedingungen:
50 mM KPi-Puffer; pH 7; 25 °C; 0,4 mM NADPH; 56 mM (R)-PAC; 300
mM HCOONa; 0,265 U/mL FDH; 0,3 U/mL Lb-ADH (bezogen auf HPP-
Aktivitit).

3 Die Verbindung liegt in technischer Qualitit vor und ist das erst Zwischenprodukt bei der Herstellung von
Ephedrin. Der als Hauptverunreinigung vorliegende Benzylakohol entsteht in einer Nebenreaktion im
ersten biokatalytischen Prozessschritt aus Benzaldehyd.
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Anhang E
Scientist sheet fur EMR-Modellierung

/I EMR Simulationsmodell LbADH/FDH In Gegenwart von Acetaldehyd
/I'inkl Inhibierung der ADH durch NADP

/Ivfdh= Reaktionsgeschwindigkeit der FDH

/Ivadh_hpp= Reaktionsgeschwindigkeit der Lb-ADH bez. hpp Reduktion
/Ivadh_aa= Reaktionsgeschwindigkeit der Lb-ADH bez. aa Reduktion
/Inadp= Ox. Cofaktor (NADP)

//Inadph= Red.Cofaktor (NADPH)

/[form= Natriumformiat

/laa= Acetaldehyd

/lhpp= S-HPP

/[diol= (1S,2S)-Diol

/ladhc= Lb-ADH Konzentration

/[fdhc= FDH Konznetration

//kma= Km Formiat von FDH

//kmb= Km NADP von FDH

//kmc= Km HPP von Lb-ADH Reaktion

//kmd= Km NADPH von HPP Reaktion mit Lb-ADH
//kme= Km Acetaldehyd von Lb-ADH Reaktion

//kmf= Km NADPH von Acetaldehyd Reaktion mit Lb-ADH
//kia= Ki_NADPH von FDH

//kib= Ki_NADP von HPP Reaktion mit Lb-ADH

//kic= Ki_SSDIOL von HPP Reaktion mit Lb-ADH

//kid= Ki_NADP von Acetaldehydreaktion mit Lb-ADH
//kie= Ki_EtOH von Acetaldehydreaktion mit Lb-ADH

DepVars: vidh, vadh_hpp, vadh_aa, aa, hpp, diol, EtOH, nadp, nadph, form
IndVars: t

Params: kma, kmb, kmc, kmd, kme, kmf, kia, kib, kic, kid, kie

Params: fdhc, adhc, vmfdh, vmaa, vmhpp,

Params: nadp0, nadphO, form0, aa0, hppO, diol0, EtOHO

vidh=fdhc*vmfdh*(nadp/(kmb*(1+(nadph/kia))+nadp))*(form/(kma+form))

vadh_hpp =
adhc*vmhpp*(hpp/(kmc*(1+(diol/kic))+hpp))*(nadph/(kmd*(1+(nadp/kib))+nadph))
vadh_aa = adhc*vmaa*(aa/(kme*(1+(EtOH/kie))+aa))*(nadph/(kmf*(1+(nadp/kid))+nadph))

nadp'=((nadp0-nadp)/tau)-vfdh+vadh_hpp+vadh_aa
form'=((form0-form)/tau)-vfdh
nadph'=((nadph0-nadph)/tau)+vfdh-vadh_hpp-vadh_aa
aa'=((aa0-aa)/tau)-vadh_aa
hpp'=((hpp0-hpp)/tau)-vadh_hpp
diol'=((diolO-diol)/tau)+vadh_hpp
EtOH'=((EtOHO0-EtOH)/tau)+vadh_aa
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//Kinetische Parameter der Enzym-Reaktionen U/mg oder [(in U/mL bzw mM)]:
vmfdh = 1.21
vmhpp = 0.98
vmaa = 18.03
kma =21.8
kmb = 0.3
kmc = 2.09
kmd = 0.37
kme = 4.64
kmf = 0.34
kia = 0.06

kib = 0.06

kic = 31.39
kid = 0.1

kie = 2.02

// Konzentrationen / mM
nadp=0.1
nadph=0
form=300
aa=50
hpp=10
diol=0
EtOH=0
nadp0=0.1
nadph0=0
form0=300
aa0=50
hpp0=10
diol0=0
EtOHO0=0

tau = 60
//Enzymmenge in mL/mL
fdhc = 2
adhc= 1

t=0



