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(57) Die Erfindung betrifft ein biokatalytisches Verfahren zur Umsetzung von organischen, insbesondere schlecht
wasserldslichen Substanzen. Die Erfindung ist daduruh gekennzeichnet, daB Enzyme, pro- und eukariotische Zellen
oder Kombinationen von Enzymen und Zellen in lyotropen Fliissigkristallen (Mesophasen) vorzugsweise mit inverser
Phasenstruktur, immobilisiert werden und iiber eine oder mehrere Losungsmittelphasen, die sich im
thermodynamischen Gleichgewicht mit der Mesophase befinden, die Substratzufiihrung und Produktabfiihrung
realisiert wird. Als Lésungsmittelphasen dienen organische Lésungsmittel. Zusatzlich kann auch eine waRrige Phase
vorhanden sein. Zur Herstellung dieser Zwei- und Dreiphasensysteme werden Dreikompunentensysteme, bestehend
aus Wasser, organischem Lisungsmittel und Tensid, einge.etzt.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Umsetzung von organischen Substanzen in Gegewart einer biokatalysatorhaltigen
lyotropen Mesophase auf der Basis eines Mehrkomponentensystems aus Wasser, organischem
Lsungsmittel bzw. Lsungsmittelgemisch sowie Tensid bzw. Tensidgemisch, gekennzeichnet
dadurch, dal3 das System neben der den Biokatalysator enthaitenden lyotropen Mesophase zur Zu-
und Abfiihrung von Substrat und Produkt mindestens eine organische Lésungsmittelphase oder
eine organische Lésungsmittelphase und eine wiRrige Phase, die sich im thermodynamischen
Gleichgewicht mit der Mesophase befindet, enthélt.

2. Verfahren gemifR Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR im Zweiphasengebiet, bestehend aus
lyotroper Mesophase und organischem Losungsmittel, die Substratzufiihrung und
Produktabfiihrung tiber die organische Lésungsmittelphase erfolgt.

3. Verfahren geméaf Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da3 in einem Dreiphasengebiet, bestehend aus
lyotroper Mesophase, organischem Lésungsmittel und Wasser, die Substratzufiihrung tiber die
Loésungsmittelphase, die Produktabfiihrung tiber die Wasserphase der umgekehrt erfolgt.

4. Verfahren gemaR Punkt 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, daB lyotrope Mesophasen mit inverser
Phasenstruktur zur Solubilisierung des Biokatalysators eingesetzt werden.,

5. Verfahren geméR Punkt 1 bis 4, gekennzeichnet dadurch, daR als Biokatalysatoren Enzyme, pro-
und eukariotische Zellen oder Enzyme in Kombination mit Zellen eingesetzt werden.

6. Verfahren gemaR Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR ein pordses Tragermaterial mit lyotroper
biokatalysatorhaltiger Mesophase beladen und in dieser Form singesetzt wird.

7. Verfahren gemaB Punkt 1, 2, 4 und 5, gekennzeichnet dadurch, dafR das Substratim
Zweiphasengebiet in fester Form zugegeben und direkt in der Mesophase gel&st wird.

8. Verfahren gemaR Punkt 1, 2, 4 und 6, gekennzeichnet dadurch, daR das Substrat als Gas zugefiihrt
und/oder das Produkt als Gas abgefiihrt wird.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur biokatalytischen Umsetzung von organischen Substanzen.

Charskteristik bekannter technischer Lésungen

Biokatalytische Umsetzungen werden gegenwitig iiberwiegend in wiBrigen oder zumindest stark wasserhaltigen Systemen
ausgefihrt. Diese Art der Prozeffilhrung ist dann ungiinstig, wenn schlecht wasserlésliche bzw. wasserunlésliche, hydrophobe
Substrate, wie z. B. Steroide, Lipide, Kehlenwasserstoffe, langkettige aliphatische oder aromatische Alkohole, Aldehyde.
Carbonséuren, durch Biokatalyse umgesetzt werden sollen oder wenn eine enzymkatalysierte Synthese in Umkehrung einer
Hydrolysereaktion durchgefiihrt warden soll.

Dariiber hinaus kdnnen auch Enzyme salbst stark hydrophobes Verhalten 7eigen, was in waBrigen Systemen zu einer
Agglomerierung und damit zu einem Verlust der biokatalytischen Eigenschaften fihrt. .

Die bisher bekannten und verwendeten ProzeBvarianten zur biokatalytischen Umsetzung hydrophober Substrate sind

1. Die Verwendung von Enzymen in organischen LésungsmittuIn ader wasserhaltigen Ldsungsmittelgemischen /1, 9/.

2. Die Verwendung von zwei- und mehrphasigen Systemen /4, 10/.

3. Die Verwendung von reversmizellaren Phasen und lyotropen Mesophasen /2, 3/.

Bei Systemen vom Typ 1. besteht die Gefahr einer Enzymdenaturierung/3/. Durch die Wahi von geeigneten Lésungsmitteln und
durch die Enzymimmobilisierung kann diese lediglich verlangsamt werden. Die Standzeiten der Katalysataren sind deshalb nur
niedrig. Der Einsatz von Mikroorganismen und anderen Zellen als Eiokatalysatoren ist nicht méglich.

Auch bei fliissigen Systemen vom Typ 2. besteht die Gefahr einer Denaturierung an der Phasengrenze. suBerdem ist die
Reaktionsgeschwindigkeit in der Wasserphase klein. Eine vorteilhafte Variante vom Typ 2. ist die Verwendung von hydrophilen
Polymergelen zum EnzymeinschluR. Diese Polymergele, z.B. auf der Basis von Gelatine, Agar oder Alginat, kénnen auch in
organischen Lisungsmitteln eingesetzt werden/10/. Aufgrund des hydrophilen Charakters des Polymergels ist die
Kanzentration des hydrophoben Substrates im Gel jedoch nur niedrig. Die Folge ist eine geringe Umsatzrate bei der Biokatalyse.
Gunstigere Eigenschaften besitzen diesbeziiglich Systeme vom Typ 3. Reversmizellen sind globulire Tensidaggregate, die von
amphiphilen Substanzen in organischen Lésungsmitteln wie beispielsweise Hexan, Heptan, Cyclohexan, Benzen, Dodecanol in
Gegenwart geringer Mengen Wasser ausgebildet werden kénnen/5/.

Das Wasser bildetim Inneren der Mizelle einen , waterpool”, in dem Enzyme eingelagert {solubilisiert) werden kénnen, Es ist
vielfach gezeigt worden, da die Enzymaktivitit dabei liber lingere Zeit erhalten bleiben kann.

Dardiiber hinaus ist bekannt, daB Mikroorganismen wie beispielsweise E.coli ader B.subtilis in derartigen Phasen einen Teil ihrer
Enzymaktivitét aufrecht erhalten kénnen/6/. Hydrophobe Substrate kdnnen bei den reversmizellaren Systemen im allgameinen
direkt in das organische Ldsungsmittel gegeben werden. Bei dieser ProzeRfiihrung sind jedoch Aufarbeitungsschritte zur
Riickhaltung der Tensidaggregate und zur Abtrennung der Produkte notwendig. Diese verursachen erhebliche Kosten. Eine
Verbesserung der Effektivitat ist bei kontinuierlicher ProzeRfihrung unter Verwendung immobilisierter Reversmizellen maglich.



-2~ 282822

Dazu wurde ein Hohlfasermembransystem vargeschlagen/7/. Diese Membranen sind ein bedeutendler Kostenfaktor, sie sind oft
nicht 16sungsmittelbesténdig, neige 1 zur Verstopfung und stellen erhebliche Stromungswiderstinde dar, wodurch der Prozef3
unter Druck gefiihrt werden muR,

Lyotrope Mesophasen sind optisch transparente hochviskose Systeme, denen nicht gapackte Tensidaggregate zugrunde liegen.
Sie besitzen hinsichtlich der Enzymsolubilisierung dhnliche Eigenschaften wie Reversmizellen/3/, Aufgrund der hohen Viskositat
unddes hohen Tensidanteils sind reine lyotrope Mesophasen fir eine technische Biokatalyse unbrauchbar, da insbesondere die
Probleme einer einfachen Abtrennung des Produktes, der Entfernung von Tensidverunreinigungen aus dem Syntheseprodukt
und der kontinuierlichen ProzeBfiihrung bisher ungelést sind. AuRerdem war der Einsatz dieser Systeme bisher auf reine
Enzyme beschrénkt. '

Ziel der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Umsetzung organischer Substanzen in Gegrawart einer einen Biokatalysator
enthaltenden lyotropen Mesophase unter Vermeidung einer Schadigung des Biokatalysators bei kontinuierlicher oder
diskontinuieriicher ProzeRfiihrung und einfacher Abtrennung eines tensidfreien bzw. tensidarmen Produktes.

Darlegung des Wesens der Erfindung

ErfindungsgeméR werde 1in lyotropen Mesophasen immobilisierte Biokatalysatoren zur Umsetzung von organischen
Substanzen entweder in einem thermodynamisch stabilen Zweiphasangebiet oder in einem thermodynamisch stabilen
Dreiphasengebist eines Dreikomponentengemisches aus Wasser, organischem Lésungsmittel bzw. -gemisch und Tensid bzw.
-gamisch eingesetzt. Im Zweiphasengebiet, bestehend aus lyotroper Mesophase und organischem Lésungsmittel, erfolgt die
Substratzufihrung und Produktabfithrung iiber die organische Losungsmittelphase, im Dreiphasengebiet, bestehend aus
lyotroper Mesophase, organischem Losungsmittel und Wasser, die Substratzufiihrung iiber die Lésungsmitielphase, die
Produktabfiihrung {iber die Wasserphase oder umgekehrt, wobei dann entsprechend Produkt bzw. Substrat wasserlgslich sein
miissen,

Darliber hinaus kénnenim Zweiphasengebiet Substrate infester Form zugegeben und direkt von der Mesophase gelost werden.
Substrate kdnnen auch als Gas z.gefiihrt und/oder als Gas abgefiihrt werden.

Ein prozeBtechnisch besonders vorteilhaftes Verfahren besteht darin, die lyotrope Mesop!.ase durch Temperaturerhéhung zu
schmelzen und pordse Tragermaterialien, wie Glas- und Keramiksinterkdrper damit zu beladen. Nach Abkithlung bildet sich die
biokatalytisch aktive Mesophase in den Poren zurtick.

Als organische Losungemittel kdnnen hydrophobe Lésungsmittel wie z.B. Hexan, Heptan, Octan, Cyclohexan, Deranol,
Butylacetat, Diethylether oder Losungsmittelgemische wie Hexan/Aceton, Hexan/Butanol verwendet werden.

Als Tenside kdnnen anionische Tenside wie z.B. Alkalialkylsulphate, Alkalidialkylsulfosuccinatr , Erdalkalidialkylsulfosuccinate
uder kationische Amphiphile wie Alkylammoniumsalze, Alkylpyridiniumsalze, Alkyltrimethyle nmoniumsalze oder
zwitterionische Amphiphile,wie z.B. Phospholipide, Sulfobetaine, Carbobetaine oder richtiomsche Amphiphile wie
Polyoxyethylenether, Polyoxyethylenester, Polyoxyethylensorbitanester, Alkylphenot solyethylenglykolether, Copolymerisate
von Pclyethylen und Polypropylen oder entsprechende Tensidgemische verwendet v erden.

Als Biokatalysatoren kénnen neben isolierten Enzymen,wie z.B. Alkoholdehydrogenass, Chymotrypsin, Lipase auch pro- und
eukariontische Zellenz. B. von E.coli, Saccharomyces ceravisias odsr koimmobilisierte Enzyme und Zellen eingesetzt werden. Es
wurde gefunden, daR sowohl kubische, kubisch bikontinuierliche, hexagonale als auch lamallare lyotrope Mesophasen zur
Solubilisierung von Biokatalysatoren geeignet sind. Dabei wird die griBte biokatalytische Aktivitat bei Verwendung inverser
Phasen erzielt. Sowohl Zellen als auch isolierte Enzyme zeigen in sinem Mehrphasansystem bestehend aus Mesophase und
einer oder mehrerer Lésungsmittelghasen sine hohe Aktivitét, Im erfindungsgemaB verwendeten Mehrphasensystem wurde
Uberraschend gefunden, daB die biokatalytische Aktivititim Gegensatz zu einem normalen zweiphasigen fliissigen System auch
nach ldngeren Lagerzeiten und Reaktorstandzeiten nur wenig absinkt, da® nur sehr geringe Diffussionswiderstande in
Erscheinung treten und daBl die Losungsmittelphase nur extrem wenig Tensid enthilt, wodurch die Abtrennung eines nahezu
tensidfreien Syntheseproduktes méglich ist.

Das erfindungsgeméRe Verfahren l4Bt sich vorteilhaft z. B. bei der Umsetzung von organischen Substanzen wie Steroiden,
Lipiden, Kohlenwasserstoffen, langkettigen aliphatischen und aromatischen Alkoholen, Aldehyden, Carbonsiuren, Estern,
Aminoséuren und Peptiden anwenden. Der Einsatz von Biokatalysatoren fiir derartige Synthesen wird insbesondere bei
Vorliegen von hydrophoben Substraten und Produkten wesentlich vereiniasht und verbilligt maoglich. Biokatalyse ist dabei
beeinflut von den jewsiligen Verteilungskosffizienten der Komponenten in dan Phasen und kann iiber den HLB-Wert des
Tensides gesteuart werden.

Bei Verwendung geeigneter, einfacher Reaktionsapparate ist a5 okne weiteres maglich, das biokatalysatorhaltige
flussigkristalline System mit Hilfe mechanischer Riickhaltevorrichtungen {Absetzer, Separatorlamellen, Umlenkbleche, Fiter)
zuriickzuhalten,

Die Erfindung soll nachstehend an Ausfilhrungsbeispielen niher erliutert werden:

Beispiei 1

136ml einer 10 Gew.-%igen Losung von Tetraethylenglykoldodecylether in Hexan werden mit 10ml einer 21 mM wiflrigen
NAD-L&sung versetzt und geschiittelt. In dieses zunéchst triib erscheinende dreiphasige System werden 5ml einer wiBrigen
Losung von Hefe-Alkoholdehydrogenase und Natriumchlorid eingespritzt. Die Salzkonzentration betrigt dabei 0,1 Mol/l und die
Enzymkonzentration 0,5g/1. Nach kurzem Schiitteln entsteht daraus ein zweiphasiges System, bestehend aus einer klaren
viskocen lyotropen Mesophase und reinem Hexan. Dem System kénnen beliebige Mengen an Hexan zugesetzt werden. Ein gut
handhabbares System entsteht bei Zugabe von 600ml Hexan. Bei einem Batch-Verfairen werden in dieses System etwa 15m!
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Ethanol als Substrat zugespritat. Es erfolgt die enzymatische Oxidation zum Azetaldehyd unter Bildung von NADH. Dieses ist
spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von 365nm in der Mesophase nachweisbar. Das System zeigt auch nach einer
Lagerzeit von zwei Monaten bei Zimmertemperatur noch 80% der Ausgangsaktivitét,

Gibt man als zweites Substrat 2ml Zimtaldehyd zu, so wird dieser unter Verbrauch des gebildeten NADH zu Zimtalkohaol
reduziert.

Auf diese Weise ist die Herstellung von Zimtalkohol méglich, der ohne Schwierigkeiten aus der Hexanphase, beispielsweise
durch Ausschiitteln mit Wasser oder anschlieBender Wasserdampfdestillation abgetrennt werden kann.

Beisplel 2

Es wird in gleicher Waise verfahren, wie in Beispisl 1. An Stelle der 5m! wiitrigen Enzyml6sung wird dem System eine
Suspension von Saccharomycaes cerevisiae der Konzentration 10g/I{bezogen suf Trockenmasse) zugesetzt, Der
spektroskopische Nachweis des gebildeten NADH und die Produktaufarbeit kénnen in analoger Weise, wie in Beispiel 1
beschriehen, vorgenommen werden.

Beispiel 3

130ml einer 10 Gew.-%igen Lésung von Tetraethylenglykoldodecylether in Hexan werden mit 10mi einer 21 mM wilrigen
NAD-L6sung versetzt, anschlieBend werden 5ml einer wiBrigen Lésung von Hefe-Alkoholdehydrogenase analog Beispiel 1
2ugegeben. Es werden weitere 80 mi Wasser zugegeben, anschlieBend wird zentrifugiert. Es scheiden sich 3 Phasen, die Hexan-,
die lyotrope Mesophase und eine Wasserphase ab. Die lyotrope Mesophase enthilt das zugegebene und Enzym. Jetztkénnen in
analoger Weise wis in Beispiel 1 etwa 10m! Ethanol und 2ml| Zimtaldehyd in die Hexanphase gesgritzt werden. Nach etwa

20 Minuten ist in der Wasserphase spektroskapisch bei = 245nm Zimtalkohol nachweisbar.

Beispiel 4

Es werdan 136 ml einer 10Gew.-%igen Lésung von Tetrasthylenglykoldodacylether in Hexan mit 15ml einer wildrigen
Suspension von Aspergillus glaucus versetzt, Die Konzentration der © Jspension liegt dabei im Bereich von 5-8g/I {bezogen auf
Trockenmasse). Nach Schiitteln und Zentrifugieren entsteht ein Zweiphasensystem, bestehend aus einer klaren lyotropen
Mesophase und Hexan. AnschlieBend werden 5m Zimtaldehyd zugegeben. Nach 3 Stunden Standzeit ist im Hexanuberstand
Tyrosin nachweisbar, Der Nachweis kann dinnschichtchromatographisch auf einer Silicagelplatte, Butanol/Essigsdure/
Wasser = 4/1/1 als L ufmittel erfolgen.

Belspiel 5

Ein weiterss zweiphasiges System in dem lyotrope Mesophase und organisches Losungsmittel koexistieren und in den
Bioxatalysen entsprechend Baeispiel 1, 2 ausgefithrt werden kénnen, kann auffolgende Weise hergestslit werden: Man stellt eine
5Gew.-%ige Losung von Polyoxyethylensorbitantrioleat (Tween 85) in Heptan her. 1,4mi dieser Lésung werden mit 800l
Wasser oder biokatalysatorhaltiger wiBriger Losung versetzt und geschiittelt, Es entsteht eine klare hochviskose lyotrope
Mesuphase, die sich im Gleichgewicht mit reinem Heptan befindet.

Beispiel 6

Es werden 500m| einer 10 Gew.-%igen Losung von Priawozell (Gemisch verschiedener Alkylphenolethoxylate, Chemische Werke
Buna}in Hexan mit 40ml einer 75uM wiltrigen NADH-L6sung versetzt und geschiittelt. In dieses zunichst triibe dreiphasige
System werden 10ml einer 10"M wiRrigen Lésung von Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase (SERVA) und 0,5 - 10°"M
Formiatdehydrogenase (SERVA} eingespritzt. Nach kurzem Schiitteln entsteht ein zweiphasiges System, bestehend aus
lyotroper Mesophase und Hexan. Werden als Substrat 100y einer prochiralen Verbindung des Typs:

CH3—(CH2)a~CO-CHz-COOCH;; n = 1-7

in der Hexanphase geldst, so lassen sich nach etwa 10 bis 20 Minuten dis entsprechenden B-Hydroxyverbindungen
gaschromatographisch nachweisen. Die Reduktion erfolgt steriospezifisch und es wird ein Enatiomerenexzef der R-Formvon90
bis 97 % erreicht. Eine Regenerierung des verbrauchten NADH kann durch Zugabe von 200 pl Ameisenséure erreicht werden. Mit
dem System sind bis zu 200 Reaktionszyklen maglich. Dariibe hinaus ist auch eine kontinuierliche ProzeRfihrung in einem
Mixer-Settlersystem oder einem Membranreaktor méglich,

Belspiel 7

Zu5mleiner 10%igen Lésung von Prawozell (Gemisch verschiedener Alkylpheno'ethaxylate, Chemische Werke Buna)in Hexan
werden 50 ml einer Suspension von Arthrobacter simplex in Phosphatpuffer (1/15M, pH 7,0} gegeben. Nach Schiitteln entsteht
eine Mesophase und liberstehendes Hexan. Dieses wird abgegossen und 250 ml eines Lésungsmittelgemisches aus

1 Volumenteil Toluol und 4 Volumenteilen Hexan, welches 1mg/m| Progesteron enthélt, wird zugegeben. Das System wird bei
20°C mit 500rpm geriihrt. Nach 10 Stunden kann im Uberstand 1-Dehydroprogesteron nachgewiesen werden. Der Nachweis
kann diinnschicht- bzw. gaschromatographisch erfolgen.

Belsplel 8

Es wird analog zu Beispiel 7 ein zweiphasiges System hergestellt. An Stelle der wiBrigen Enzym- und Cofaktorlésung werden
50ml einer Suspension von Pseudomonas E 3 der Konzentration 20mg/ml (bezogen auf Masse feuchte Zellen) zugesetzt. Das
Sysiem wird bei 40°C kontinuierlich mit einem Propen/Luft-Gamisch begast. Das entweichende Gas wird durch eine
Tetrachlorkohlenstoff enthaltende Kiihifalle geleitet Nach etwa 2 Stunden ist gaschromatagraphisch im Tetrachlorkohlenstoff
Propylenoxid nachweisbar.,
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