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Effiziente Ganzzell-Biotransformation im zwei-
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Der Einsatz von ganzen Zellen als Biokatalysatoren ist eine
effiziente Methode zur Gewinnung von chiralen Feinchemi-
kalien.! Die hohe Produktselektivitit, die einfache Kataly-
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Angewandte

satorherstellung und, im Falle von Redoxreaktionen, das
zelleigene Cofaktor-Regenerationssystem ermoglichen eine
okonomische Prozessfithrung. Ein héufig auftretendes Pro-
blem besteht allerdings darin, dass die Substrate und Pro-
dukte schlecht wasserloslich oder schadlich fiir die Zellen
sind. Abhilfe ldsst sich hier durch eine mehrphasige Prozess-
fiihrung schaffen.””! Die dabei eingesetzten organischen Lo-
sungsmittel sind jedoch oft selbst zelltoxisch und moglicher-
weise explosionsgefdhrlich und umweltschédlich. Als vielver-
sprechende Alternativen bieten sich griine Losungsmittel
(green solvents) wie tiberkritische Fluide und ionische Fliis-
sigkeiten (ILs, ionic liquids) an.['?!

Wir berichten hier iiber die Verwendung von ILs als
Substratreservoir und In-situ-Extraktionsmittel in einem ef-
fizienten mehrphasigen Prozess zur Ganzzell-katalysierten
Herstellung von Feinchemikalien am Beispiel der asymme-
trischen Reduktion von 4-Chloracetophenon (4-CI-AP) zu
(R)-1-(4-Chlorphenyl)ethanol (1-4-CI-PE) mit Lactobacillus
kefir Damit wird erstmalig gezeigt, dass ein zellulires
Cofaktor-Regenerationssystem in Gegenwart von ILs aktiv
ist und ohne Zusatz von Cofaktoren zu hohen Produktkon-
zentrationen fihrt.

Um o6konomisch interessant zu sein, erfordern Ganzzell-
katalysierte Redoxreaktionen ein fiir den Biokatalysator
unschidliches, nicht mit Wasser mischbares Losungsmittel,
das dazu noch schlecht wasserlosliche Substanzen 16st. Unter
dieser Voraussetzung kann im zweiphasigen System die
wissrige Phase optimale Bedingungen fiir die Zellen und
die Cofaktor-Regenerierung bereitstellen und die Losungs-
mittelphase als Substratreservoir und In-situ-Extraktionsmit-
tel fungieren. Wir konzentrierten uns auf nicht mit Wasser
mischbare ILs als zweite fliissige Phase, da diese Stoffe wegen
ihres verschwindend geringen Dampfdrucks leicht und unge-
fahrlich zu handhaben sind und bereits tiber biokatalytische
Zellaktivitit in ihrer Gegenwart berichtet wurde.”*>* Die in
dieser Arbeit verwendeten ILs waren: 1-n-Butyl-3-methyl-
imidazolium-hexafluorophosphat (BMIM[PF;]), BMIM-
bis(trifluormethansulfon)imid (BMIM[Tf,N]) und Methyl-
trioctylammonium-[Tf,N] (OMA[T£,N]).

Zunichst wurde in geriihrten zweiphasigen 2.8-mL-An-
sdtzen der Einfluss unterschiedlicher ILs auf die Zellmem-
bran von L. kefir untersucht; die Zellmembran ist zum einen
wichtig fiir die Cofaktor-Regenerierung und zum anderen das
Hauptangriffsziel der Losungsmitteltoxizitit.”! Die Ergebnis-
se wurden mit den Resultaten aus Tests mit organischen
Losungsmitteln verglichen, darunter Methyl-tert-butylether
(MTBE) und Diisopropylether, von denen bekannt ist, dass
sie eine stabile Umgebung fiir Alkoholdehydrogenase aus
Lactobacillus brevis bilden.”! Die Tests mit organischen
Losungsmitteln zeigen, dass die Schiddigung der Zellmembran
wie erwartet von logP, dem Verteilungskoeffizienten zwi-
schen n-Octanol und Wasser, abhingt (Abbildung 1).5% Mit
n-Decan (log P =5.0) sinkt die Membranintegritit nur auf
52.7%, mit MTBE (0.9), Diisopropylether (1.5), n-Octanol
(3.0) und n-Decanol (4.6) auf 10% oder darunter.

ILs dagegen schiadigen die Zellmembran von L. kefir
nicht (Abbildung 1b). Die Membranintegritit scheint eher
anzusteigen, ein Effekt, der mit Morphologieinderungen
erklirt werden kann und dhnlich auch bei wachsenden Zellen
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Abbildung 1. Membranintegritit (MI) von Lactobacillus-kefir-Zellen
nach 5 h Inkubation im zweiphasigen Gemisch aus: a) Puffer und or-
ganischem Lésungsmittel, b) Puffer und ionischer Fliissigkeit im Ver-
gleich zum rein wissrigen Ansatz, c) Puffer mit Glucose und ionischer
Flissigkeit mit 4-Chloracetophenon im Vergleich zum rein wissrigen
Ansatz mit (,wissrig“) und ohne (,wissrig-S“) dispergiertem 4-Chlor-
acetophenon.

beobachtet wurde (Ergebnisse nicht gezeigt). Daraufhin
wurde die Fahigkeit von ILs untersucht, den schidigenden
Einfluss von Substraten und Produkten der Biokatalyse auf
die Zellen zu reduzieren. Ohne eine Losungsmittelphase
resultiert die Zugabe von 150 mm Substrat im fast vollstdn-
digen Verlust der Membranintegritdt, wohingegen mit
BMIM[Tf,N] die Membran weitgehend intakt bleibt
(89.8 %) (Abbildung 1c¢). BMIM[PF,] und OMA|T{,N] redu-
zieren die Toxizitdt lediglich auf ca. 30%, obwohl die
Verteilungskoeffizienten fiir Substrat und Produkt bei allen
drei ILs dhnlich sind (Tabelle 1). Folglich ist es nicht moglich,
die Eignung von ILs fiir Ganzzell-katalysierte Prozesse allein

anhand ihrer Verteilungskoeffizienten und Biokompatibilitét
in Abwesenheit von toxischen Substanzen abzuleiten. Es sind
Versuche unter den realen Prozessbedingungen notig, um die
richtige IL fiir ein gegebenes System aus Biokatalysator und
Reaktanten zu identifizieren.

Fiir die Prozesseffizienz sind die Verteilungskoeffizienten
fiir Substrat und Produkt dennoch interessant. Sie bestimmen
neben der Substratverfiigbarkeit auch die Prozessausbeute,
d.h. die Menge des in der Extraktionsphase angereicherten
Produkts bezogen auf die eingesetzte Menge Substrat. Bei
20% Losungsmittelphase wiirde z.B. der Einsatz von Decan
(mit einem niedrigen logD-Wert von 1.54 fiir 1-4-CI-PE) die
Prozessausbeute um 11.5 %, entsprechend dem Anteil des in
der wissrigen Phase zuriickbleibenden Produkts, reduzieren
(Tabelle 1). Mit BMIM|[Tf,N] betridgt dieser Verlust nur
37%.

Zur Untersuchung der erreichbaren chemischen Ausbeu-
te (gebildetes Produkt bezogen auf das eingesetzte Substrat)
und Produktreinheit wurden Biotransformationen in Gegen-
wart verschiedener Losungsmittel (20 %) durchgefiihrt (Ta-
belle 1). Mit 25 gL~ L. kefir (Trockenmasse) in der wissrigen
Phase dauerte die Reaktion 6 Stunden. Dabei wurde eine
etwas geringere Produktausbeute erhalten als mit 50 gL'
Zellen nach 3 Stunden. Eine Regulierung des pH-Werts
erhoht die Ausbeute nicht signifikant (Ergebnisse nicht
gezeigt). Die Vorteile einer Verwendung von ILs gegeniiber
einer Prozessfithrung mit dispergiertem Substrat und Produkt
zeigen sich sowohl in der Ausbeutesteigerung von 46.2 % auf
92.8% als auch in einem ausgezeichneten Enantiomeren-
tiberschuss von 99.7 % mit BMIM[Tf,N] als Losungsmittel-
phase.

Trotz der beeintridchtigten Membranintegritit werden
auch mit BMIM[PF;] und OMA[Tf,N] sehr gute Ergebnisse
erzielt (Tabelle 1). Mit MTBE hingegen ist die Ausbeute sehr
gering. Offenbar wird die Membran in Gegenwart von MTBE
noch schneller zerstort als ohne MTBE durch Substrat und
Produkt allein. Dadurch bricht die Regenerierung des Co-
faktors zusammen, bevor groere Mengen an Produkt gebil-
det wurden.

Der Ansatz mit BMIM[Tf,N] und 50 gL' Zellen wurde
auf einen 200-mL-Batchprozess im Riihrkesselreaktor
(600 rpm, 23 WL™") iibertragen."! Der Reaktionsverlauf
und die Prozessparameter wurden aufgezeichnet (Abbil-
dung 2). Die chemische Ausbeute (93.8+1.0%) und die
Produktreinheit (99.6 +0.1% ee) waren identisch zum 2.8-
mL-MafBstab. Damit sind die Prozessausbeute (88.3+1.4%),
die volumenbezogene Produktivitiit (20.44+0.4 gL "'h™') und
die Produktkonzentration (81.6 1.6 gLL™!) weitaus hoher als

Tabelle 1: Verteilungskoeffizienten logD von 4-Chloracetophenon und 1-(4-Chlorphenyl)ethanol im System Losungsmittel/wéssrige Phase und
chemische Ausbeuten Y bei unterschiedlichen Zelldichten und Produktreinheiten (angegeben als Enantiomereniiberschuss).

wassrig BMIM[PF¢] BMIM[TF,N] OMA[TE,N] MTBE n-Decan!?

log D (4-CI-AP) Léslichkeit~7 mm 2.65(£0.17) 2.71(£0.10) 2.77(£0,.7) 2.73(£0.38) 2.38(£0.16)
log D (1-4-CI-PE) Léslichkeit~25 mm 1.93(£0.08) 2.03(£0.09) 1.98(+0.12) 2.54(£0.37) 1.54(£0.10)
Y [%] (25 gL' Zellen) 42.1(£6.5) 82.7(£2.1) 89.0(£6.2) 80.1(£17.1) 2.4(£0.0) n.b.

Y [%] (50 gL' Zellen) 46.2(£3.7) 88.2(£4.7) 92.8(£3.4) 88.4(£6.0) 4.2(£0.7) n.b.

ee [%] (50 gL™" Zellen) 98.1(£0.2) 99.8(£0.0) 99.7(£0.1) 99.4(£n.b.) 96.3(£0.2) n.b.

[a] n.b. = nicht bestimmt.
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Abbildung 2. Verlauf der Konzentrationen von 4-CI-AP (¥) und 1-4-Cl-
PE (A) in BMIM[Tf,N] bei der Biotransformation mit Lactobacillus kefir
in einem zweiphasigen System.

bei bisher beschriebenen Ganzzell-katalysierten Ketonreduk-
tionen in ILs, bei denen keine Cofaktor-Regeneration genutzt
wurde.®Y Dariiber hinaus schneiden die Kennzahlen dieses
Prozesses bei einem Vergleich mit industriellen biokatalyti-
schen Prozessen sehr gut ab.'"¢ Da keine Emulsifizierung des
Zweiphasengemischs beobachtet wurde, konnten die Phasen
leicht durch Sedimentation oder Zentrifugation getrennt
werden. Das Produkt wurde mit Hexan aus der ionischen
Flissigkeit extrahiert und gaschromatographisch untersucht.
Eine quantitative und umweltschonendere Produktisolierung
sollte durch Destillation, Pervaporation, Nanofiltration oder
Extraktion mit iiberkritischen Fluiden moglich sein,™ und
die ionische Flissigkeit konnte dann wiederverwendet
werden. Die Membranintegritdt der Zellen nach Ende der
Reaktion betrug 101.7 % (+5.8), weshalb auch diese vermut-
lich erneut eingesetzt werden konnen. Die Wechselzahl des
Cofaktors geht gegen unendlich, da kein Zusatz von NADPH
oder anderen Redoxiquivalenten nétig war. Deshalb ist von
sehr niedrigen Prozesskosten auszugehen.

Zusammengefasst zeigt die nicht mit Wasser mischbare
ionische Flissigkeit BMIM[Tf,N] sehr gute Losungsmittelei-
genschaften fiir 4-Chloracetophenon und den durch Reduk-
tion gebildeten Benzylalkohol, ohne schéddigend auf die
Zellmembran von L. kefir zu wirken. BMIM|[T£,N] konnte
somit erfolgreich als Substratreservoir und In-situ-Extrakti-
onsmittel fiir einen Ganzzell-katalytischen Prozess mit zellu-
larer Regenierung des Cofaktors eingesetzt werden. Die
Ubertragbarkeit dieser Prozessfithrung auf andere Reaktio-
nen wird derzeit von uns untersucht. Moglicherweise fiihrt
dieser neuartige Ansatz zu einer verstirkten Nutzung der
Ganzzell-Biokatalyse zur Herstellung von Feinchemikalien.

Experimentelles

Fiir die Biotransformationen wurden das Ldsungsmittel (IL oder
organisches Losungsmittel, 600 mm 4-Chloracetophenon, 20 Vol.-%)
und der Puffer (0.2m KP;, pH6.5, 0.2m Glucose, suspendierte
Lactobacillus-kefir-Zellen DSM20587) in mit Riihrern ausgestatteten
GefidBen oder in einem Riihrkesselreaktor gemischt, sodass disper-
gierte IL-Tropfchen mit Durchmessern unter 1 mm vorlagen.'” In
Referenzansidtzen ohne Losungsmittel wurde die gleiche Menge
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Substrat in der wissrigen Phase dispergiert. Die Proben wurden bei
Bedarf mit Salzsdure versetzt, die Phasen getrennt und mit Ethyl-
acetat (wissrige Phase) und Hexan (IL) extrahiert und anschlieBend
auf einer chiralen BGB-174-Sdule (BGB Analytik AG) mit einem
CP-3800-GC-System (Varian) analysiert.
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