DE DEMOKRATISCHE REPUBLIK PAT E N T S C H R I F T
; I (12) Wirtschaftspatent (19) DD (11) 278 478 A3

Erteilt gorndl § 18 Absatz 2 Patentgesetz 5(51) C12N 11/00

PATENTAMT

{21) WPC12N/3170557 (22)  23.06.88 (45)  09.05.90

{n) Martin-Luther-Universitat Halle —Wittenberg, Halle, 4010, DD
(72) Miethe, Peter, Dr. Dipl.-Chem., DD; VoB, Harald, Prof. Dr., DD; Gruber, Ronald, Dipl.-Biochem., DD; Pétzsch,
Nelja, Dipl.-Ing., SU

(54) Verfahren zur biokatalytischen Herstellung schlecht wasserléslicher Substanzen mit integrierter extrak-
tiver Aufarbeitung

(56) Biokatalyse, Extraktion, Tensidphase, Mikroemulsion, hydrophobe Substanzen, organische Lésungsmittel

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur biokatalytischen Herstellung schiecht wasserléslicher Substanzen mit
integrierter extraktiver Aufarbeitung. Die Erfindung beinhaltet ein biokatalytisches Verfahren, mit dem organische
Substanzen umgesetzt und hydrophobe Produkte hergestellt werden kénnen, wobei in einem System gearbeitet wird,
welches organische Losungsmittel enthélt. Typische Beispiele fir Substanzen, die mit dem Verfahren umgesetzt bzw.
hergestellt werden konnen, sind: Triglyceride, Steroide, Kohlenwasserstaffe, langkettige aliphatische und
aromatische Alkohole, Aldehyde, Carbonséuren, Ester, aromatische Aminoséuren, Peptide. Die Erfindung ist dadurch
gekennzeichnet, daR Enzyme, pro- und eukariotische Zellen oder Kombinationen von Enzymen und Zellen in
Tensidphasen (= Mittelphasenmikroemulsionen = surfactant phase) solubilisiert werden, wobei ihre biokatalytischen
Eigenschaften erhalten bleiben und iber eine organische Lésungsmittelphase, die sich im thermodynamischen
Gleichgewicht miit dieser Phase befindet, die Substratzufiihrung und Produktabfiihrung realisiert wird. Da die
Tensidphase ein sehr gutes und komplexes Losungsvermdégen besitzt, kdnnen mit dem Verfahren sowoh! hydrophile
und/oder hydrophobe Substrate umgesetzt werden. Die Herstellung des fliissigen Zweiphasensystems erfolgt auf der
Basis von terndren Gemischen bestehend aus Tensidkomponente, organischem Lésungsmittel und Wasser. Dabei
kann das Substrat auch in fester Form zugefiihrt und direkt in der Tensidphase geldst werden.
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Patentanspriiche: .

1. Verfahren zur biokatalytischen Herstellung schlecht wasserldslicher Substanzen mit integrierter
extraktiver Aufarbeitung, gekennzeichnet dadurch, daf eine den Biokatalysator enthaltende, aus
Wasser, Tensid und organischem Lésungsmittel gebildete Tensid- oder Mittelphase im Kontakt mit
der koexistierenden organischen Lésungsmittelphase, die als Extraktionsmittel fiir ein
entstehendes hydrophobes Produkt dient, eingesetzt wird.

2. Verfahren gemaB Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dafi eine Tensidphase eingesetzt wird, die im
terndren Zustandsdiagramm Tensid/Wasser/organisches Lésungsmittel mit der reversmizellaren
oder mizellaren Phase ein einheitliches Zustandsgebiet ausbilde®.

3. Verfahren gema® Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daR als Biokatalysatoren Enzyme, pro-
und eukariotische Zellen und Enzyme in Kombination mit Zellen eingesetzt werden.

4. Verfahren gemaR Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf die Substrate, die nicht in der
organischen Lésungsmittelphase i6slich sind, in fester Form zugegeben, direkt in der Tensidphase
geldst werden.

Anwendungsgebiet des Verfahrens

Die Erfindung betrifft ein biokatalytisches Verfahren mit integrierter extrakt,ver Produktaufbereitung. Das Verfahren ist geeignet
far den Umsatz hydrophober und/oder hydrophiler Substrate und die Herstellung von hydrophoben Produkteu, die in
organischen Losungsmitteln 16slich sind.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Biokatalytische Verfahren, die mit einer Produktextraktion gekoppelt sind, besitzen den prinzipiellen Vortsil, daf eine
Produktinhibierung umgangen werden kann. Dariiber hinaus kann eine hohe Raum-Zeitausbeute durch kontinuierliche und
halbkontinuierliche ProzeRfiihrung erreicht werden. Fiir waéBrige Zweiphasensysteme sind derartige Verfahren gut bekannt./1, 2/.
Diese Verfahren sind jedoch nur dann praktikabel, wenn die eingesetzten Substrate und Produkte ausreichend wasserléslich
sind.

Zur Extraktion hydrophober Produkte sind zweiphasige fliissige Systame, bestehend aus organischem Lésungsmittel und einer
den Biokatalysator enthaltenden waRrigen Phasa vorgeschlagen worden/3/. Diese Verfahrensweise ist problematisch, da es an
der Grenzschicht zwischen organischem Lésungsmittel und Wasser zur Enzymdenaturierung und zur Schadigung der
eingesetzten Mikroorganismen und Zellen kommt. Weisen dariiber hinaus auch die eingesetztei: Substrate nur eine geringe
Wasserldslichkeit auf, lassen sich mit dem Verfahren nur sehr geringe Umsatzraten erzielen.

Far den Umsatz hydrophober Substrate besitzen reversmizellare Phasen sehr glinstige Eigenschaften/4, 5/.

Ein flissiges Zweiphasensystem, das eine Extraktion ermogticht, ist kier jedock nur in der Form bekannt, daf eine revermizellare
Phase mit reinem Wasser koexistiert. Damit ist prinzipiell die Méglichkeit eines Umsatzes hydrophober Substrate und der
Extraktion hydrophiler Produkte gegeben.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht in der Kopplung einer Biokatalyse, bei der hydrophile oder hydrophobe Substrate umgesetzt
werden, mit einer Extraktion, bei der hydrophobe Produkte durch ein organisches Losungsmittel kontinuierlich extrahiert
werden kénnen, wobei durch die Extraktion keine ibermaige Desaktivierung des Biokatalysators verursacht wird.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe bestehtin der Nutzung der biokatalytischen Eigenschaften von isolierten Enzymen sowie von Enzymsystemen pro-
und eukariotischer Zellen in einem fliissigen System, welches fiir die kontinuierliche Produktextraktion eine organische
Losungsmittelphase enthalt.

ErfindungsgemaR werden in Tensidphasen solubilisierte Biokatalysatoren in einem Zweiphasengebiet eines
Dreikomponentengemisches, bestehend aus Wasser, organischem Lésungsmittel und Tensid, eingesetzt. In diesem
Zweiphasengebiet koexistiert die biokatalysatorhaltige Tensidphase mit reinem organischen |.6sungsmittel. Die
Substratzufihrung kann entweder (iber die organische Lésungs.nittelphase erfolgen, oder das Substrat wird in fester Form
zugefihr und direkt in der Tensidphase gelést. Dabei wird das gute und sehr komplexe Losungsvermégen der Tensidphase
sowohli fiir hydrophile als auch fiir hydrophobe Substanzen genutzt. Die entstehenden hydrophoben Produkte werden von der
koexistierenden organischen Losungsmittelphase extrahiert und kénnen in einem Folgeschritt aufgearbeitet werden. Als
organische Losungsmittel kdnnen unpolare Lésungsmittel wie z.B. Hexan, Heptan, Octan, Cyclohexan, Benzen oder polare
Lésungsmittel wie z. B. Dioxan, Aceton, Azetessigester oder Losungsmittelgemische eingesetzt werden.

Als Ter.side kdnnen anionische Amphiphile wie z.B. Alkalialkylsulfate, Alkalialkylsulfonate, Alkalialkylcarboxylate,
Alkalialkylarylsulfonate, Alkalidialkylsulfosuccinate, Erdalkalidialkylsulfosuccinate oder ein kationisches Amphiphil wie
Alkylammoniumsalze, Alkyipyridiniumsalze, Alkyltrimethylammoniumsalze oder ein 2witterionisches Amphiphil wie z.B. ein
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Phospholipid, Sulfobetain, Carbobetain oder ein nichtionisches Amphiphil wie z. B. Polyoxyethylenather, Polyoxyethylenester,
Polyoxyethylensorbitanester, Alkylphenolpolyethylenglykolester oder entsprechende Tensidgemische verwendet werden.

Als Biokatalysatoren kénnen neben isolierten Enzymen wie z. B. Alkoholdehydrogenase, Chymotrypsin, Lipase, auch pro- und
eukariotische Zellen beispielsweise von E. coli oder Saccaromyces cereviae auch Enzyme und Zeilen gleichzeitig eingesetzt
werden.

Die Tensidphase, die in der ko'loidchemischen Literatur/6/ auch als Mittelphase bezeichnet wird, ist fliissig und niedrigviskos. In
einigen Fallen bilden Tensidphase und reversmizellare bzw. mizellare Phase makroskopisch ein einheitliches Zustandsgebiet
aus/6, 7/. Auch in dieser Phase kann der Biokatalysator solubilisiert werden. Biokatalysatoren, d. h. isolierte Enzyme oder ganze
Zellen, zeigen in diesen Phasen eine bemerkenswert hohe biokatalytische Aktivitat, die auch nach langerer Lagerzeit erhalten
bleibt. Eine Zelivermehrung findet unter diesen Umstiinden in der Regel nicht oder nur in sehr eingeschrianktem MaRe statt.
Bei Verwendung des zweiphasigen Reaktionssytems, bestehend aus biokatalysatorhaltigen Tensidphase und organischer
Lésungsmittelphase, werden die praktischen Maglichkeiten fiir die biokatalytische Synthese von schlecht wasserldsiichen
Substanzen wie Steroiden, Lipiden, langkettigen aliphatischen und aromatischen Alkoholen, Aldehyden, Carbonsauren und
Estern wesentlich erweitert. Dariiber hinaus ergibt sich auch die Méglichkeit einer Phasentransferkatalyse bei der
Peptidsyn’ness.

Die Biokatalyse istin jedem Falle vom Verteilungsgleichgewicht der Substrate und Produkte zwischen den koexistierenden
Phasen bzw. vom Ldsungsverhalten der Substrate in der Tensidphase beginfluft.

Technische Synthesen auf Basis des vorgeschlagenen Verfahrens kénnenin sinfachen Reaktions- und Extraktionsapparaten wie
z.B. Rihrkesseln, Extraktionskolornen, Mixer-Settler-Einheiten ausgefiihrt werden. Dabei ist auch die kontinuierliche
ProzeRfiihrung méglich.

Ausfiihrungsbeispiale

Beispiel 1

Ein zweiphasiges flissiges System kann auf folgende ‘Weise hergestellt werden:

Eine 8gew.-%ige Lsung von Polyoxyethylen (9,7) nonylphenylether in Cyctohexan wird hergestellt. 114ml dieser Losung
werden mit 20ml Wasser versetzt. Nach dem Schiitteln und Zentrifugieren bilden sich zwei klare flissige Phasen — die obere
besteht aus nahezu reinem Hexan, die untere ist die Tensidphase.

Beispiele 2

Es wird eine 10gew.-%ige Lsung von Polyoxyethylen (9) heptylphenylether in Hexan hergestellt. Zu 11 dieser Losung werden

10ml einer 21mM waBrigen NAD*-Lésung gegeben. Dann werden weitere 5ml einer waéBrigen Losung von Hefe-
Alkoholdehydrogenase eingespritzt. Die Enzymkonzentration betrégt dabei 10g/1.

Nach kurzem Schiitteln entsteht daraus ein zweiphasiges fliissiges System, wobei der Abset:vorgang durch Zentrifugation "
beschleunigt werden kann. !
Werden in die Hexanrhase etwa 10ml Decanol eingespritzt, so ist nach etwa 2min die Bildung von NADH geméR der
Reaktionsgleichung

Decanol + NAD* =2 Decanal + NADH + H*

spektralphotemetrisch bei einer Wellenlange von 333nm in der Tensidphase nachweisbar. Nach etwa 1h ist auch das gebildete
Decanal in der Hexanphase gut gaschromatographisch nachiwoisbar.

Beispiel 3

Es wird in gleicher Weise verfahren, wie in Beispiel 2. An Stelle der 5mi walriger Enzymldsung wird dem System eine
Suspension von Saccharomyces cerevisiae der Konzentration 10g/I (bezogen auf Trockenmasse) zugesetzt. Bei Zugabe von
15ml Propanol in die Hexanphase ist, entsprechend Beispiel 1, die Bildung von NADH in der Tensidphase und von Propanol in
der Hexanphase nachweisbar.

Beispiel 4

Es wird eine 10gew.-%ige ' 6sung von Tetraethylenglykoldoderylether in einem organischen Losungsmittelgemisch, bestehend
aus 90Vol.-% Hexan und 10Vol.-% Aceton, hergestelit. Zu 143 | dieser Stammldsung werden 6ml einer 21 mM wiRrigen
NAD*-Losung gegeben. AnschlieBend werden 3mi einer waBrigen Losung von Hefe-Alkoholdehydrogenase der Konzentration
10g/1 zugespritzt.

Nach kurzem Schitteln und anschlieBender Zentrifugation entsteht ein zweiphasiges fliissiges System. Werden in die
Hexanphase 200l Benzylalkahol eingespritzt, so ist nach etwa 3min die Bilduny von NADH gemaR der Reaktionsgleichung

Benzylalkoho! + NAD' & Benz~idehyd + NADH + H*

spektralphotometrisch bei einer Wellenlinge von 365nm in der unteren Phasen, der Tensidphase, nachweisbar. Die Zunahme
der Benzaldehydkonzentration in der Hexanphase kann ebenfalls spektralnhotometrisch bei einer Wellenldnge von 325nm
verfolgt werden,

Beispiel

Es wird eine 10gew.-%ige Losung von Heptaoxyethylentetradecylether in Benzin (K, = 42 bis 80°C) hergastelit. In 11 dieser
Lésung werden zuerst 10ml einer 21 mM wiiRrigen NAD*-Lésung und danazh 10mi einer wilrigen Hefe-
Alkoholdehydrogenass-Losung der Konzentration 10g/l gegeben. Nach kurzem Schiitteln und Stehenlassen entsteht ein
zweiphasiges flissiges System. Werden in die Benzinphase 10 m! n-Dodecanol gegeben, ist nach etwa 5min die Bildung von
NADH gema® der Reaktionsgleichung

n-Dodecanol + NAD* 2 n-Dodecanal + NADH + H*
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in der Tensidphase spektralphotometrisch bei einer Wallenlange von 339nm nachweisbar. Nach etwa 10 min 138t sich ebenfalls
das entstehende n-Dodecanal in der Hexanphase gaschromatographisch gut nachweisen,

Beispiel 6

Es wird eine 10gew.-%ige Losung von Polyoxyethylen (7) nonylphenylether in Hexan hergestellt. Zu 11 dieser Losung werden
zundchst 9ml einer 21 mM wiRrigen NAD'-Lésung und anschlieBend 4mi einer wiélrigen Hefe-Alkoholdehydrogenasel('isung
miteiner Enzymkonzentration vor, *0g/I gegeben. Nach kurzem Schiitteln und Zentrifugation entsteht gin zweiphasiges fliissiges
System. Gibt man 10mi Zimtalkoho, zu diesem System, so 1aBt sich die Bildung von NADH in der Tensidphase innerhalb von
etwa 10min gut nachweisen. Der gebildete Zimtaldehyd kann ebenfalls nach etwa 10min in der Hexanphase
spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von 325nm nachgewiesen werden.

Beispiel 7

Es wird eine 10gew.-%ige Losung von Tetraethylenglykoldodecylether in Hexan hergestelit. In einer Losung von 20Vol.-%
Methylglykol in Wasser werden 10g/I NAD* und 10g/ Hefe-Alkoholdehydrogenase gelost.

Zu 1,361 Tensidldsung werden 100ml der NAD*- und 50m| der Hefe-AIkohoIdehydrogenaseli')sung gegeben. Nach leichtem
Schiitteln entsteht ein zweiphasiges flissiges System, das sich nach kurzem Stehen gut absetzt. Gibt man in die Hexanphase
etwa 10ml Butanol, 1aBt sich das entstehende NADH in dr Tensidphase nach etwa 5min gut nachweisen. Das entstehende
Butanol 4Bt sich in der Hexanphase nach etwa 10min gaschromatographisch nachweisen.

Beispiel 8

Es wird eine Lésung von 10Vol.-% Aceton in Hexan hergestelit. Damit wird eine 10gew.-%ige Losung von
Tetraethylenglykoldodecylether hergestellt. Zu 11 dieser Losung werden zuerst 20ml einer 21 mM wiBrigen NAD*-Lésung und
dann 20ml einer wéiRrigen Hefe-Alkoholdehydrogenaseldsung mit einer Enzymkonzentration von 10g/I gegeben, Nach leichtem
Schiifteln entsteht ein zweiphasiges fliissiges System.

Werden in die Hexan-Aceton-Phase 10m| Butanol gegeben, ist nach etwa 5min die Bildung von NADH in der Tensidphase
nachweisbar. Das entstehende Butanal 138t sich nach etwa 10min in der Hexan-Aceton-Phase gaschromatographisch
nachweisen.

In gleicher Weise reagieren Ethanol, Hexanol, Heptanol und Decanol.

Gibt man nach dieser Reaktion 10m| Zimtaldehyd zu, wivd in der Tensidphase das entstehende NADH wieder zu NAD"*
zuriickgebildet. Die Abnahme des Zimtaldehyds IaBt sich in beiden Phasen spektralphotometrisch bei einer Wellenldange von
325nm nachweisen.

Das Schema veranschaulicht das Gesamtsystem.

Butanol - nant Zintalkohol

Butanal HADH Zintaldehyd

Der entstehende Zimtalkohol kann in einfacher Weise z.B. mit Wasser, aus der abgetrennten Hexanphase extrahiert werden.

Beispial 9

Es wird eine Tensidlésung entsprechend Beispiel 6 hergestelit. Zu 11 dieser Loésung werden 20mi einer
Natriumphosphatpufferlésung (5mM: pH 7.5), die 1,0Gew.-% Meerrettich-Peroxidase und 3 - 103 mol/| Wasserstoffperoxid
enthélt, gegeben. Nach Schiitteln entsteht ein zweiphasiges flissiges System.

Werden dem System 10g p-Phenylendiamin zugegeben, so 1Rt sich das nach der Reaktionsgleichung

p-Phenylendiamin + H,0, — p-Phenylendiimin + 2H,0

entstehende Diimin spektralphotometrisch bei einer Wellenlénge von 485nm nach etwa 5minin der Tensidphase und nach etwa
10min auch in der Hexanphase nachweisen.

Beispiel 10

In 2ml einer 10gew.-%igen Lésung von Tetraethylenglykoldodecylether werden 150 Hl Methylglykol eingespritzt. AnschlieBend
werden 100yl einer wiBrigen Losung von Dipeptidyl Peptidase IV (E.C. 3.4.14.5.) in Natriumphosphatpufferldsung (5mM; pH
7,5) zugegeben. Die Enzymkonzentration betrigt dabei 0.4g/1. Nach Schiittein und Stehenlassen (3min) entsteht ein
zweiphasiges flissiges System. Werden zu diesem System etwa 3mg Glycyl-Prolin-4-Nitroanilid in fester Form als Substrat
zugegeben, so ist nach 2min die Bildung von gelb geférbtem p-Nitroanilin in der Tensidphase zu erkennen. Nach etwa 7min
erscheint das Reaktionsprodukt auch in der iiberstehenden Hexanphase. Ein quantitativer Nachweis kann spektralphotometrisch
bei einer Wellenldnge von 390 nm erfolgen.



-4~ 278478

Literaturanhang

1 H.Hustedt, U.Menge, K.H.Kroner, N. Papamichael:
Bin Engineering 1(1987) 12-29.
2 H.Hustedt, K.H.Kroner, H. Schitte, U.Menge, N.Papamichael:
Bio Engineering 1(1986) 12-27.
3 USA Patent Nr.3926726. .
4 P.L.Luisi:
Angew. Chem. 97 {1986) 449-460.
5 K.Martinek, A.V.Levashov, N.K',. chko, Y.L. Khmelnitzki, I.V. Berezin: .
Eur. J. Biochem. 155 (1986) 453-468.
6 K.Shinoda, S.Friberg:
~Emulsion and Solubilization*, Willy Intersci. Publication, New York, Chinchester, Brisbane, Toronto, Singapore (1986).
7 M.H.Boyle, M.P.McDonald, P.Rossi, R.M.Wood: in ,Microemulsions® ed. by 1.D.Robb, S.103-114, Plenum Press, Now York (1922).



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

