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Zielsetzung und Anlal3 des Vorhabens

Am Beispiel der Reduktion prochiraler Ketone solt@anzzell-Verfahren entwickelt werden, um die Dellshg

enantiomerreiner Alkohole bis in den technischenMab zu erreichen. Dazu sollen die Eigenschafem
Mikroorganismen zur Durchflihrung der Hydrierreaktidurch gentechnische Methoden verbessert werdBn (

durch Coexpression von Reduktase und einem geeigreébenzym-regenerierendem Enzym). Als Cosubstifate

sollen verschiedene gut metabolisierbare Verbindangie Glucose oder Formiat vergleichend geprifitdese.
Rekombinante Produktionsstamme werden im Schittkonalstab charakterisiert und der mikrobie
Produktionsprozess im LabormaRstab optimiert.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Unter Verwendung rekombinant&r coli-Zellen sollen enantioselektive Reduktionen mitzmnZellen realisiert
werden. Dabei soll neben der gewiinschten Reduldase&ystem zur Coenzym-RegenerierungEincoli co-

exprimiert werden. Nach Entwicklung neuartiger $wserouten werden prochirale Ketone fir die enseléktive

Reduktion bereitgestellt und die Ganzzell Umsetzomiigeinem biologischen System charakterisiert kimettisch

quantifiziert. Es sollen neuartige Methoden und &ape entwickelt werden,
Kinetikbestimmung zu erreichen. Die Daten der Kkisstimmung kénnen als Grundlage fir eine anlage-
prozesstechnische Entwicklung des fermentativenfafieens dienen. Unter Verwendung einer dispery
Substratzufuhr soll ein scale-up-fahiger Fermenteprozess im Labormaf3stab entwickelt werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

Im Mittelpunkt der 5 Teilprojekte zuBiohydrierung steht die Reduktion von 3,5-Dioxo-
hexansaureert-butylester (bzw. 4-Cl-Acetophenon als Referenzedukt) zu 5-Hydroxye3-ox
hexansaurederivaten mit Hilfe geeigneter mikrobieller Systédis in den technischen
Maf3stab. Im Rahmen d&tammkonstruktion wurde ein Produktionssystem entwickelt, das
die Gene der Alkoholdehydrogenase (ADH) diwectobacillus sp. zusammen mit einer
heterolog ausB. subtilis stammenden Glucosedehydrogenase (GDH) plasmid-codiert zur
kunstlichen” NADPH-Regenerierung co-exprimiert. Entsprechendegalsysteme wurden
hinsichtlich der Genanordnung auf dem Plasmid optimiert und vergleiaetedtet. Ein
Ganzzellsystem wurde in wassrig-organischen Ldosungsmitielpesetzt und quantitativ
bewertet. Im Teilprojekt Bioorganische Chemié gelang die durch umfangreiche
Publikationen belegte regio- und enantioselektive Reduktion von 3,5-Di-ketohexanséureeste
zu nunmehr allen vier diastereomeren Diolen bis in den 100 g MalR3stakb&h wurden
entsprechende Analysetechniken (GC-MS, HPLC und NMR) entwickelt ded
Projektpartnern zur Verfigung gestellt. Mehrere Methoden zur meddligten Fed-Batch
Versuchsplanung wurden im TeilprojekiMakrokinetik * in die MATLAB/SIMULINK
Umgebung implementiert und experimentell validiert. Die sequeazidberpriifung der
Versuchsplanungstechniken konnte erfolgreich anhand eines L-Valin preashadaarC.



glutamicum Stamms durchgefuhrt werden. Dieser Stamm wurde eingesetzimdaeitpunkt

der expermentellen Ubeprifung noch kein geeignEtemli-Biotransformationssystem mit
Cofaktorregenerierung einsetzbar war. Im Teilproje¥erfahrenstechnik’ konnte mit
dispersiver Bereitstellung des schlecht wasserloslichen 6-€bigYohexansaurdert-
butylester im Ruhrkesselreaktor mit ruhendesctobacills kefir Zellen die Raum-Zeit-
Ausbeute um den Faktor 10 auf bis zu 7.5 mmdlH* (3R 59-Dihydroxyhexanoatei
einem Enantiomerentberschuss von tber 99 % und einer Ausbeute von 55% rgesteige
werden. Fur das Referenzedukt 4-Cl-Acetophenon konnte durch Einsatz von dsaptapd
Glukose als Cosubstrat und intermittierender Edukt-Zudosierung die ispeeif
Produktbildung bei der asymmetrischen Reduktion um den Faktor 2.5 auf 6.3ghrol
kefir gesteigert werden. Uber den Einsatz der 3-dimensionalen optiscimar-Riick-
reflexionsmessung (3-D-ORM) zur Bestimmung von Tropfengrof3en undetregen in
Kombination mit eineroff-line Bildanalyse konnten mittlere Tropfendurchmesser fir beide
Edukte bestimmt werden. Die ermittelten Tropfendurchmesser zeid@ss fir die
untersuchten Biotransformationen eine ausreichende Stoffaustausehftac Verfligung
gestellt werden kann, so dass keine StofftransportlimitierungitaBidingt durch eine
strikte Umortientierung zukunftiger Geschaftsbereiche bei demmaigen Kooperations-
partner Rhein Biotech GmbH, schied die Firma im vergangen Jakdeautaufenden Projekt
aus, weshalb im Anschluf3 diérma Julich Fine Chemicals, JFG deren Rechte und

Pflichten fur die Projektrestlaufzeit tbernahm.

Durch die gemeinsame Bearbeitung des Projekts von Seiten deanisztien Chemie
(Vorstufen-Synthese), der Mikrobiologie/Genetik  (Stammkonstruktion) undr de
Verfahrenstechnik (Verfahrenstechnische und Makrokinetische Bearggit konnte
beispielshaft gezeigt werden, dass es madglich ist, mit einemwelt- und
resourcenschonenden  biologischen Verfahren eine stereo- und regieselekti
Reduktionsreaktion (Synthese von 3,5-Dihydroxyhexanséurederivaten) inecdamsthen
Mal3stab zu Uberfihren und dabei auf Ublicherweise eingesetzteer&wdtall-haltige

Katalysatoren zu verzichten.

ANLASS UND ZIELSETZUNG DES PROJEKTES
Am Beispiel der Reduktion prochiraler Ketone sollen mikrobiellerfshren bis in den
technischen Mal3stab entwickelt werden (Biohydrierungen), die diestédung hoch

enantiomerenreiner Alkohole erreichen und dabei auf die bei chekatalysierten



Reduktionen Ublicherweise eingesetzten Schwermetall-haltigenyKattaten, organischen
Losungsmitteln und drastischen Reaktionsbedingungen (Druck, Tempevataizhten
konnen. Die Synthese von 3,5-Dihydroxyhexansaurederivaten steht beispieinaf
Mittelpunkt der Untersuchungen, da sie wichtige Intermediate bei Rteduktion
synthetischer HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Pharmazeutika zur Senkdeg
Blutcholesterins-Spiegels) darstellen und z.B. industriell im rRd@istab in Gegenwart eines
Schwermetallkatalysators bei 100°C und 4 bar hydriert werden.

METHODEN, ERGEBNISSE UND DISKUSSION
TP 1: Biologische Systeme
Im Teilprojekts ,Biologische Systeme zur Biohydrierung“ iste dBereitstellung von
rekombinanterk. coli-Stdmmen zur Durchfihrung enantioselektiver Reduktionen mit ganzen
Zellen bearbeitet worden. Dabei sollte neben der gewlnschten Raslita System zur

Coenzym-Regenerierung in coli coexprimiert werden.

Zielverbindung des Projekts ist 6-Chlor-5-hydroxy-3-oxo-hexans@urdutylester, das
durch regio- und enantioselektive Reduktion von 6-Chlor-3,5-dioxohexarteétiberylester
gebildet werden soll. 5-Hydroxy-3-oxo-hexanséurederivate steldnhtige chirale
Pharmazeutika dar; sie sind Intermediate bei der Produktion syoltetisiMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren. Wegen der Verfligbarkeit, der chemiscladiligt und der besseren
Loslichkeit diente fir die meisten Reaktionen die Reduktion von Acetophabh®on
Modellreaktion. Beide Reaktionen, also die des Zielprodukts und die Umgetzon
Acetophenon, werden durch ein®){spezifische Alkohol-Dehydrogenase (ADH) aus
Lactobacillus kefir katalysiert. In Vorversuchen konnte nachgewiesen werden, dass die
Zielverbindung 6-Chlor-3,5-dioxohexansaueet-butylester nur von diesem Enzym in
geeigneter Weise reduziert wird, andere Enzyme setzen\degbandung gar nicht um oder

produzieren das falsche Enantiomere.

Zur Durchfuhrung von Ganzzellbiotransformationen soll zusatzlich ADMNabhangigen
ADH ein Cofaktor-regenerierendes Enzym coexprimiert werdenNAIDPH-Regenerierung
stehen verschiedene enzymatische Systeme wie Glucose/GRelogdrogenase,
Gluconat/Gluconat-Dehydrogenase, Malat/Malat-Dehydrogenase oderucoget6-
Phosphat/Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase zur Auswahl [1]. Das fir ADH-N
Regnerierung verwendete Formiat/Formiat-Dehydrogenasensyste fur die NADPH-



Regenerierung nicht geeignet, da die Wildtyp-FDH kein NAD®Reptiert; ein NADP-
abhangiges Mutein, das aus der Literatur bekannt ist, steht leider nicht Higey.

Das System Glucose/Glucose-Dehydrogenase (GDH) waigkeeVorteile auf: So liegen die
spezifischen Aktivitaten von ADH und GDH in der gleichen GréRenordnemeifs ca. 400
U/mg fur die homogenen Enzyme), die Gensequenz der GDH istatutdekannt, das
Enzym ist stabil und das Substrat Glucose ist preiswert und flibet)se wie das
Gluconolacton,  nicht storenden  Nebenreaktionen  bei

Oxidationsprodukt zZu

Ganzzellbiotransformationen.

Die Gene der ADH auk. kefir sowie der GDH au8acillus subtilis wurden isoliert und in
unterschiedlicher Reihenfolge in einen Expressionsvektor kloniert §&] Konstrukt mit dem
Plasmid ,pAW-3" enthalt hinter der ribosomalen BindungsstelleAdél als erstes Gen und
im Anschluss an eine weitere ribosomale Bindungsstelle die @RARrend bei ,pAW-4 die
Reihenfolge der beiden Gene umgekehrt wurde. Nach Transformation in edesudf. coli-
Wirtsstamme wurden die rekombinanten Stdmme unter Expressionsbeging(h mM
IPTG, Induktion: 3 h bei 30°C) angezogen, aufgeschlossen und die AkdeitsADH und
GDH im Rohextrakt bestimmt. Im Konstrukt pAW-3, das die ADH atges Gen enthalt,
weist die ADH eine etwa dreimal so hohe Aktivitdt auf wie @®H, wahrend die
Verhéltnisse im System pAW-4 mit der GDH als erstem Gen umgeketr{sab. 1.1).

Tab. 1.1: Vergleich der Konstrukte pAW-3 und pAW-4; Aktivitaten und
Enzymverhaltnis

(Die Enzymaktivitaten (Acetophenon-Reduktion mit NADPH und Glucose-@aidanit
NADP in Standardassays) wurden in Rohextrakten nach Zellaufsadmsessen; sie zeigen
nur das maximal mdgliche intrazellulare Enzympotential auf).

pAW-3 (ADH-GDH) pAW-4 (GDH-ADH)
. Spez. Akt.| Spez. Akt. GDH Spez. Akt.| Spez. Akt.| ADH

Expressions-

ADH GDH ADH ADH GDH GDH
stamm

[U/mg] [U/mg] [%] [U/mg] [U/mg] [%]
Tuner(DE3) 40,6 11,2 27,5 9,1 32,9 27,7
BL21(DE3) 41,6 12,9 31,1 13,8 58,0 23,7
Origami(DE3) 37,7 12,4 32,9 53 17,3 30,6

Beide Konstrukte wurden fir Ganzzell-Umsetzungen eingesetzétgploeenon zu R)-

Phenylethanol), dabei zeigten sich Uberraschenenderweise deatlidhterschiede in der




Produktbildungsrate als auf Grund der o.a. Enzymaktivitaten zu erwaatefdb. 1.1). Nur
das Konstrukt p-AW-3 mit der hohen ADH-Aktivitdt zeigte eine gutellstandige
Umsetzung des Ketons, wahrend das andere Konstrukt nahezu keingwhmssgab. Der
Grund fir diese schlechte Umsetzung ist zur Zeit nicht klar, ofi@@gliveise wird durch eine
sehr leistungsfahige Coenzym-Regenerierung ein hoher Spiegé@RHNerzeugt; bekannt
ist, dass dieser dann die ADH hemmen wirde. Diese Hypothese da$gt,es fur die
Anwendung der Ganzzell-Umsetzungen mit Coenzym-abh&ngigen Enzyfoetesdich ist,

Informationen Uber die intrazellularen Konzentrationen der betailigddenzyme zu

gewinnen.
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Abb 1.1. Ganzzell-Umsetzung von Acetophenon zwRj-Phenylethanol mit rekombinan-
ten E.coli-Zellen (20 nM Acetophenon und 200 Ivh Glucose in TEA 50 i, pH 7.5;
Proben wurden mittels Gaschromatographie analysiert).

Eine relativ einfache Mdoglichkeit, die schlechte Wasserloslithdker Keton-Substrate zu
umgehen, stellt die Anwendung eines wassrig-organischen Zweiphsteensydar. Wir
haben am Beispiel der Acetophenon-Reduktion rekombinante E. coli-Zg@lReN-3) in
verschiedenen Losungsmittelsystemen beziglich ihrer Umsatzrgtielven (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Umsetzungen mit rekombinantenE.coli-Zellen (mit pAW-3) in wassrig-
organischen Zweiphasensystemen.

(Reaktionsbedingungen: 50MnTriethanolamin-Puffer (pH 7,5), 1 vhMgCl,, 500 nM D-
Glucose, 20 il Acetophenon und 0,1 g Zellen (pAW-3; Feuchtmasse) in einem Endvolumen
von 100 mL wurden mit 50 mL verschiedener organischer Lésungbidiisopropy! ether,

ethyl acetate, heptane, hexane, and hexane/MTBE (nteloyyd ether) (1:1)) in einem 500

mL Reaktionsgefal? gemischt; die Proben wurden mittels Gaschroatagranalysiert.
Aufgetragen sind auf 1 Gramm Zellfeuchtmasse bezogene Reakschsgndigkeiten
(Umay, die sich aus Kinetikmessungen (GC-Analysen) der einzelnerrSgstrgeben haben

(1 U = Bildung von 1 pMol Phenylethanol pro min))

Die Abbildung 1.2 zeigt, dass das Ldsungsmittelsystem Hexan/MGBE Umsatzraten

aufweist, man erhalt Phenylethanol-Bildungsraten von nahezu 300 pMol /min xmy Zelle

Die Arbeiten werden mit weiteren Konstrukten, die sich bezlglich @eenzym-

Regenerierung unterscheiden, fortgesetzt. Es liegen dazu bemitSystem mit einer
Transhydrogenase, durch die NADH nutzbar gemacht werden kann und aat- M
Dehydrogenase-System vor, die in der vorab beschriebenen Wseisgeichend

charakterisiert werden.

TP 2: Bioorganische Chemie
Zielsetzung der Arbeiten im Bereich der Bioorganischen Chéshidie Entwicklung von

Synthesen und die Bereitstellung von prochiralen Ketonen als Suligtrateantioselektive



Reduktionen mit Biokatalysatoren, sowie die Ausarbeitung und Betkits} geeigneter
analytischer Methoden. Ausreichende Mengen des Diketohsi{d das enantiomerenreine
Zielprodukt B wurden ebenso wie das analytische know-how den Kooperationsparntmern z

Verfiigung gestellt [3].

Die von uns entwickelte Methode zur regio- und enantioselektiven Redukbin 3,5-Di-
ketohexansaureesterA)(im batch-Verfahren mittelsactobacillus brevis Alkoholdehydro-
genase [4] (LBADH) wurde bis in den 75g-Mal3stab Ubertragen (bis zu/AGbeute an
enantiomerenreinef, R =tBu) [5]. Dabei konnten ttn fur NADP(H) von bis zu 125 erreicht
werden. Es wird erwartet, dass dieser Wert durch die Verwendm@sanzzell-Cofaktor-
regenerierungssystemen deutlich erhéht werden kann und somit diktiiGiatueinen auch
produktionstechnisch interessanten Wert erreicht. In Zusammenanibétrof. Jon Stewart,
University of Florida, wird zur Zeit untersucht, welche Oxidoredukiamus Backerhefe (BY)
fur die enantioselektive Bildung deR){Enantiomers voiB genutzt werden kdnnen [6]. Eine
Ubertragung dieses enzymatischen Schrittes in eine defi@artezellbiotransformation mit
einem heterologen Expressionssystem analog den von der Arbeitsgradgpe Hummel far

die zuvor genannte Reduktion wird einen Zugang zu enantiomerenr€ieemdoglichen.
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Die von uns eingeftihrte dynamische kinetische Racematspaltunly cegio- und stereo-
selektive Reduktion von in 2-Position substituierten 1,3-Diketonen [7, 8] aspiBeeines
alkylierten 3,5-Dioxohexanoates wurde inzwischen von anderen Arbeitskraig die Che-
mokatalyse Ubertragen [9]. Dieses Beispiel belegt eindrucksvads deée Untersuchung
biokatalytischer Verfahren zu neuen Entwicklungen auch in derct@mischen Synthese

Anstol3 geben kann.
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Der Einsatz der von uns generierten Bausteine in der Naturstoff\Wirkgtoffsynthese
wurde durch die in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Proerligiders, RWTH
Aachen (Forderung durch den SFB 380) durchgefuhrten Synthese(tpArgentilactone,
S(-)-Goniothalamin und zweier Callystatin-Stereoisomeren nadghddelegt [10-12].
Insbesondere die erste vollstandig auf enantioselektiven Synthégesclaufbauende
Synthese des Zytotoxikums Callystatin  beleuchtet die Vortekembinierter

chemoenzymatischer Synthesestrategien.

TP 3: Makrokinetik

Ein wichtiger Schritt der verfahrenstechnischen Prozessentwickigtnglie quantitative
Beschreibung der mikrobiellen Reaktionskinetik, um darauf aufbauendpméellgestiitzt
eine Prozessoptimierung durchfihren zu kdnnen. Hinsichtlich der Vielzdiglicher

Produktionsstamme, sollte die makrokinetische Analyse mdglich&ieeffi erfolgen, was
durch die Entwicklung und den Einsatz einer modelldiskriminierenden und/oderatgst

Versuchsplanung fur fed-batch Experimente realisiert werden Baliei kbnnen z.B. die
Konzentration der Kohlenstoffquelle im Feed, die zeitlich variablesdifagen, die Vorgabe

von Probennahmezeitpunkten und vieles mehr als Parameter der Versuchsplanung dienen.



Ziel der Versuchsplanung ist die Identifizierung eines

start model development

v geeigneten makrokinetischen Modellierungsansatzes
o L o nesuenns fir ein biologisches System innerhalb weniger,
sequentieller Experimente. Dabei wird insbesondere
| PT”9| | die Ausgangssituation bertcksichtigt, dass vor Beginn
model 1 model n

der makrokinetischen Versuchsreihe oftmals nur

calculation of model probabilities

madel 1 . [modern wenige Informationen — auch Uber grundlegende
v : . . ,
[ ewermentldesign for model dscmaton |4 Reaktionsmechanismen - in dem ,neuen
Produktionsstamm vorhanden sind. Dies hat die
i=i+l
peremeter fegression anfangliche  Berlcksichtigung einer  Vielzahl
| model 1 | | model n |
,konkurrierender Modellansétze’ zur Folge, die durch
calculation of model probabilities
model 1 - | modeln die modelldiskriminierende Versuchsplanung auf das
,wahre’ Modell reduziert werden sollen (siehe
model recognised?
Yes Abbildung 3.1).
| experimental design for parameter estimation |4—
Neben dem zunéchst favorisierten modell-
parameter regression =+l . . ..
‘tue' model diskriminierenden Versuchsplanungsansatz von Box
parameter known Und Hl” [13] Wurden andel’e VerSUChS'

exact enough?
9 No

planungsansatze von Hunter und Reiner [14], Buzzi-
Ferrariset al. [15] und Chen und Asprey [16] in der
Abbildung 3.1: Schematisches FIUSSdiagramE'ntWiCklungsumgebung von MATLAB/SIMULINK

der experimentelien Versuchsplanung implementiert und an die experimentellen
Rahmenbedingungen angepasst. Wahrend z.B. der Box und Hill Ansatbrgiengende
Differenz der Modellsystem-Entropie in aufeinander folgenden Expeténeals Kriterium

fur die modelldiskriminierende Versuchsplanung verwendet, wurde detiddas Hunter und
Reiner —Ansatz durch Hinzunahme der zeitlichen Varianz der ProbemXaditpenkte zur
Versuchsplanung  signifikant  erweitert. Die  meisten der oben gemannte
Versuchsplanungskriterien verwenden zusatzlich die Covarianz atamPBterschatzung in

der Fisher-Informationsmatrix als Basis.

Nachdem erste Simulationsrechnungen erfolgreich verliefen, wurdee  di
Versuchsplanungstechnik experimentell getestet. Da zum Zeitpunkexgparimentellen
Uberprifung das£. coli basierte Produktionssystem mit Co-Faktorregenerierung noch nicht

einsatzbereit war, wurde alternativ ein rekombinanter, L-Valin produler€. glutatmicum



Stamm als Testsystem eingesetzt (aus dem Institut @ile@inologie 1, Forschungszentrum

Julich GmbH). Dieser Stamm war Pantothenséure und L-Isoleucin-auxotroph. .

Ausgehend von dem biologischen Verstandnis tber die L-Valin-Produkti©nglmitamicum
wurden vier konkurrierende Modellansatze formuliert, die die Konzemteii an Biomasse
(cy), Glucose ¢s1), dem Co-Substrat 2 (Isoleucin und Pantothensaagg)und dem Produkt
L-Valin (cp) berlcksichtigten. Im einzelnen unterschieden sich die Modelle wie folgt:

e Modell (1): Wachstumslimitierung durch eines der beiden Substraa@tédmhance-
bedarf basierend auf Glucose, Glucose-abhéngige L-Valin Synfbbse Einfluss
durch Substrat 2)

* Modell (2): analog zu Model (1), jedoch limitiert die Verfligbarke&in Substrat 2 die
Glucoseaufnahme. Hohe Konzentrationen an Substrat 2 kénnen die Produktsynthese
inhibieren.

e Modell (3): Inhibierung des Wachstums durch L-Valin, keine Wachtumstimng
durch Substrat 2, Inhibierung der Produktbildung durch Substrat 2.

* Modell (4): Wachstumsabhéangigkeit von beiden Substraten, L-Valin Smtise
wachstumsgekoppelt, Produktinhibierung durch L-Valin.

Wie in Abb. 3.2 dargestellt, erlauben alle Modelle eine akzeptabledétgjabe der
experimentellen Daten, was durch vergleichsweise gesad¥erte von 1,1 (Modell 3) bis

2,1 (Modell 1) belegt ist. Da eine eindeutige Modellidentifizierjgapch noch nicht méglich

Model 1 Model 2
! ] ; o 80 ]

by (WUl g LU, o LTIV
Cy [0Dg gl Cgq [0/, Cp [mIV]

0 10 20 30 40

o [0/, C,y [mM]

1.C

e Dsljl_'l

Loy 19Ul g LU o L1V

K T 20 30 40
Time [h] Time [h]

Abbildung 3.2: Das Ergebnis der Modellierung von Fermentationen Liatbormaf3stab mit dem Valin

produzierenden Stamr@. glutamicum ist dargestellt Die gemessenen Konzentrationen an Bioma&se (

[ODgodl, +), Glucose Cg, [g/l], 0) und Valin Cp, [MM], *) sind angegeben. Die Modellaussagesrden durc
entsprechende Linien (durchgezogen, gestricheligepdinktet) gezeigt.



Ein entsprechendes Experiment wurde durchgefiihrt. Dabei konnten die lbarechneten
Feedraten weitgehend eingehalten werden. Allerdings zeidtieasich, dass ein manuelles
Eingreifen im Versuchsablauf durch den Experimentator teilweideendig war, um z.B.
eine zu starke Limitierung des Zellwachstums zu vermeiderseDieall tritt typischerweise
dann auf, wenn aufgrund einer noch ungenauen Modellidentifizierung didlMmdage fir
die Substrataufnahme zu geringe Werte prognostizierte. Aussevdee festgestellt, dass
die diskriminierend geplanten fed-batch Experimente oftmals nesgerBeigenschaften
offenbaren, die in den urspringlichen Modellansatzen nicht oder nicht chesi
beriicksichtigt werden konnten. In Folge dessen kam es zu ModellEwmgien und damit

verbunden zu weiteren fed-batch Experimenten.

Im folgenden ist das — aufgrund der Gute der Modellaussagegkeru+ ,beste’, nicht-

strukturierte Modell fir die Valin-Produktion mt glutamicum angegeben.

0 i — i —
0 10 20 30 40 50 ]
Time [h] Time [h]

Abbildung 3.3: Ergebnis der Versuchsplanung. Die geplanten (sarteli) Konzentrationen an Glucose und dem zw
Substrat waren 27 g/L bzwd mM. Das linke Diagramm zeigt die geplanten Feedfile von Glucose (500 gi
durchgezogene Linie) und dem zweiten Substrat gA.9L-Isoleucin and 4.7 mg/L Panthotensaure, gestrichgiti).
Auf der rechten Seite sind die ModellvorhersagenBiomasse €x, durchgezogene Linie), Glucos€s(, gestrichelt
Linie) und L-Valin Cr, gepunktete Linipdargestellt. Zur Verbesserung der Ubersichtlidhsiad nur die Modelle 3 u

4 daraestellt
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GrolRRe Wert | Beschreibung Einheit
Iy Wachstumsrate OD/h
Ix s1 S1 limitierte Wachstumsrate OD/h
Ix sz S2 limitierte Wachstumsrate OD/h
Ix s3 S3 limitierte Wachstumsrate OD/h
rs1 S1 Aufnahmerate g/L.h
rso S2 Aufnahmerate mM/h
I's2int S2..Anderungsrate, mM/h
rsa S3 Aufnahmerate uM/h
I's3int S3..Anderungsrate uM/h
Ip P Produktionsrate mM/h
Ips1 S1 limitierte Produktionsrate mM/h
Ips3 S3 limitierte Produktionsrate mM/h
X Biomassekonzentration ODgqo
S1 Glukosekonzentration g/L
S2 Isoleucinkonzentration mM
S3 Pantothenatkonzentration UM
S2n Intrazellulare Isoleucine Konzentration bezogarf das ganze mM
Reaktorvolumen
S3nt Intrazellulare Pantothenatkonzentration bezogeh das ganzg uM
Reaktorvolumen
P Valinkonzentration mM
Mmaxs1 0,40 Biomasse-spezifische maximale Wachstumstdtg8a OD.L/g.h
Kms1 0,0001 Michaelis-Menten Konstante flir Wachstum&wuf o/L
Mmaxs2 0,10 Biomasse-spezifische maximale Wachstumstdt82 OD/mM.h
Kmgs 1,7 Michaelis-Menten Konstante fiir Wachstum auf S2 mM
Kis2,p 67 Inhibierungskonstante fir Inhibierung von Waghsauf S2 durch mM
P
Kixs2int 76 Wachstumskonstante fir Wachstum auf; S2 OD/mM.h
Mmaxs3 2,8 Biomasse-spezifische maximale Wachstumsrdt8au OD/uM.h
Kmgs 12 Michaelis-Menten Konstante fiir Wachstum auf S3 pM
Mmaxssint 6,0 Biomasse-spezifische maximale Wachstumsrdts OD/uM.h
S3nimin 0,010 minimale intrazellulare S3 Konzentration\Wiachstum pM/OD
KMszint 0,50 Michaelis-Menten Konstante fir Wachstum atrizellulares S3 uM
Y xs1 2,4 Ausbeute von X aus S1 OD.L/g
Ms; 0,016 Konstante fiir den S1 Verbrauch fir den Euhgkstoffwechsel g/L.h.OD
Yps1 3,8 Ausbeute von P aus S1 mmol/g
Y xs2 5,0 Ausbeute von X aus extrazellulares S2 OD/mm
Ms2int 2,9 Konstante fiir den §2Verbrauch L/umol.h
frsa 0,057 Fraktion der nicht direkt fur Wachstum bégten S3 Aufnahme -




die trotzdem aufgenommen wird

Y xs3 6,7 Ausbeute von X aus extrazellulares S3 OD/uM
Ms3int 0,003 Konstante fir den §3verbrauch 1/h
Tmaxs1 0,41 Biomasse spezifische maximale P Produktiomsuaf S1 mM/h
Kips1 14 S1 Bindungskonstante fur P Produktion o/l
Ki ipsint 0,0011 Inhibierungskonstante fur Inhibierung vonPRduktion auf S1 mM

durch S2;
fips1 0,086 Fraktion der nicht direkt fir Wachstum bégtét S1 Aufnahme dig¢ -

statt dessen fur P Produktion verwendet wird
TmaxS3int 0,13 Biomasse spezifische maximale P Produktiomsnaf S3; mM/h
Krps3int 0,050 S3: Bindungskonstante fiir P Produktion UM

Mit Hilfe dieses Modells gelang die sehr genaue Anpassungrachvedene batch- bzw. fed-
batch Experimente wie in der nachfolgenden Abbildung 3.4 dargestelltit (kemnte
erfolgreich die Technik der modelldiskriminierenden Versuchsplanung nichtheoretisch

erarbeitet, sondern auch software-technisch umgesetzt und experimeastétgeerden.
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Abbildung3.4: Modellaussagen des oben skizzierten kinetischeneMoaur L-Valin Produktion mirC.
glutamicum. x (blau): Biomassekonzentration (@F); * (grin): Glucose-Konzentrationen; + (rot): L-Nfa

Konzentration.

TP 4: Verfahrenstechnik

Zielsetzung war die Entwicklung einer allgemein nutzbaren Wesfestechnik zur
Biohydrierung mit ganzen Zellen. Dabei wurde eine mikrodispeeseif8tellung der schlecht
wasserloslichen Edukte im Biotransformationsreaktor angestrebtie Verwendung einer



zweiten organischen Losungsmittelphase zu vermeiden. Zur Erzeugoeg leohen
Stoffaustauschflache zwischen Eduktphase und wassrigem Reaktionsnvedlidendas in
einem gut wasserloslichem Cosolvenz geléste Edukt in den Bioreajktaert. Aufgrund der
sofortigen Vermischung des Cosolvenz (Isopropanol) in der wassrigea Rfranen dadurch

sehr feine Edukt-Tropfem-situ erzeugt werden.

Zur Analyse von Edukten und chiralen Produkten wurde eine geeignete @GGede
etabliert. Zur Erfassung der Aktivitat der Bioakatalysatoseirden die Enzymaktivitaten der
Alkoholdehydrogenase und der Cofaktor-Regenerierungsenzyme gemegssitere
Informationen Uber den Prozess konnten Uber die Bestimmung von Metabolit-
Konzentrationen (Cosubstrat und Nebenprodukte) gewonnen werden. Fur die
verfahrenstechnische Untersuchungen zur mikrodispersiven Eduktbdteitstelirde zurn-

line Bestimmung der Edukt-Tropfendurchmesser im Bioreaktor (KLF20Q&ergjineering,
Schweiz) erstmals die 3indensionale_ptische Laser-Rckreflexionsmnessung (3-D-ORM)
etabliert. Damit stehen die aktuelle TropfengroRe der digpergthase und

TropfengdlRenverteilungn-line zur Verfigung (siehe Abb. 4.1).

{1 Mikrodispersive

Eduktzugabe
(Edukt in Cosolvenz)
Abluft
Cosubstrat =
=> 3-D-ORM
Zellen und )
mikrodisperses
Edukt Il
Q \V\%\IV
N2

Abbildung 4.1: Prinzipskizze der mikrodispersiven Biohydrierung (Cosubstrat: Glucosej\eoz:

Isopropanol; 3-D-ORM: 3-dimensionale optische Laser-Reflexionsmessung).

Mit Hilfe reaktionstechnischer Untersuchungen imrafealansatz konnten geeignete
Reaktionsbedingungen zur asymmetrischen Redukion6+Cl-3,5-Dioxo-Hexansaurtert-
Butylester zum 6-CI-R,59-3,5-dihydroxyhexanoateund des Referenzedukts 4-ClI-
Acetophenon zu R)-1-(4-Chlorophenyl)-Ethanol mit ruhenddractobacillus kefir-Zellen
ermittelt werden. Als erster Schritt zur Mal3stabgr@&3erung in einen 2 L-Rihrkesselreaktor



wurden die Biotransformationen in gertihrten Systemat definiertem Leistungseintrag
durchgeflhrt.

In gerihrten Systemen (20-200 mL Reaktionsvolumeniyden fir 6-Cl-3,5-Dioxo-
Hexansaurgert-Butylester folgende optimale Umsetzungsbedinguregemttelt: Temperatur
22°C, Kalium-Phosphat-Puffer pH 6.5 (0.2 M), 0.2°§ MgCl,, Ausschluss von Sauerstoff,
Glukose als Cosubstrat. Durch Einhalten der obemam@en Reaktionsbedingungen und
einer geeigneten Edukt-Zudosierungsstrategie ka@mrNeébenproduktbildung durch Zerfall
des Edukts minimiert werden. Mit 50 ¢ IL. kefir konnte somit die Raum-Zeit-Ausbeute um
den Faktor 10 auf bis zu 7.5 mmof* Ih* (3R,59-Dihydroxyhexanoaigesteigert werden,
dieses bei einer Ausbeute von 55% und einem de>. A% Zeit erfolgt die weitere
Optimierung der Edukt-Zudosierung, um noch hohewsb®uten bei gleichbleibend hohem
Enantiomerentberschuss und mdglichst vollstandiggnsatz zum gewinschtenR3S)-

Dihydroxyhexanoatu erreichen.

Bei der Reduktion von 4-Cl-Acetophenon mitkefir konnte eine irreversible Inhibierung bei
hohen R)-1-(4-Chlorophenyl)-Ethanol-Konzentrationen festg#t werden, wenn Glukose
als alleiniges Cosubstrat eingesetzt wird. So kom#ispielsweise bei der Umsetzung von
125 mM 4-Cl-Acetophenon mit 50 g'LL. kefir zwar eine Raum-Zeit-Ausbeute von 62.5
mmol L h?, jedoch nur ein Umsatz von 50 % nach 1 h erreigrden (Temperatur 30°C,
Kalium-Phosphat-Puffer pH 6.5 (0.2 M), 0.2 § MgCl,, Ausschluss von Sauerstoff). Durch
den Einsatz von 30% v/v Isopropanol als zweitesuBsisat in Kombination mit Glukose
konnte der Umsatz fiir die gleiche Zellkonzentratima 150 mM 4-Cl-Acetophenon auf 88
% (nach 4 h) gesteigert werden (spezifische Pradldking 3 mmol ¢, ee 96.6%). Durch
eine intermittierende Zugabe von 4-Cl-Acetopheniod Isopropanol kann die zellspezifische
Produktbildung nochmals auf 6.3 mmot gesteigert werden, jedoch bei Verringerung der
Ausbeute auf 70% und des Enantiomerentberschust84.8% (Abb. 4.2) [17].
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Abbildung 4.2: Reaktionstechnische Untersuchungen zur Biohydrierung von 4-Gb#uenon mit
Lactobacillus kefir

Mit Hilfe der 3 dmensionalen_ptischen Laser-Bckreflexionsnessung (3-D-ORM) in
Kombination mit eineroff-line Bildanalyse der Proben konnte bei 5 ¢ L. kefir
Biotrockenmasse ein mittlerer Tropfendurchmesskp=11 um fir 6-CI-3,5-Dioxo-
Hexansaurdert-Butylester und g=14 pm fur 4-Cl-Acetophenon bestimmt werden
(Leistungseintrag von 4 kW ). Damit ist eine ausreichende Stoffaustauschfldmieden
untersuchten Biotransformationen mlt. kefir gewdhrleistet. In 2-Phasen-Systemen
Edukt/Puffer ohne Zellen sind die Tropfen dagegendbeichem Leistungseintrag um den
Faktor 3.5 groRer ¢d 4-Cl-Acetophenon = 49 um). Dieser Wert entspriohétwa den mit
bekannten  Korrelationsbeziehungen der  Gleichgestidpgfendurchmesser  beim
Dispergieren im Rihrkesselreaktor kalkulierten Dbunessern von d ~ 39 um (4-Cl-
Acetophenon) undsd~ 36 pm (6-ClI-3,5-Dioxo-Hexansauret-Butylester).

Einen Prozessverlauf fur einen Ansatz mit inteiigréinder 6-Cl-3,5-Dioxo-Hexanséue-
Butylester-Zudosierung im Ruhrkesselreaktor istAiob. 4.3 gezeigt; man erreicht unter
diesen Bedingungen ca. 60% Dihydroxy-Produkt béduBig von ca. 40% Nebenprodukt
(Abb. 43).
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Abbildung 4.3: Prozessverlauf eines Ansatzes mit intermittierender $f8:Dioxo-Hexansaurtert-
Butylester-Zudosierung im Riihrkesselreaktor (50'd.Lkefir, 0.2 M KPi-Puffer, pH 6.5, 22°C)

TP 5: Julich Fine Chemicals

Mit Wirkung zum 01.07.2002 hat die Firma JFC —clillFine Chemicals GmbH die Rechte
und Pflichten der Fa. Rhein Biotech GmbH in demnolgenannten Projekt Glbernommen.
Zunéchst stand zur Einarbeitung in die Themenstglie Sichtung der Antragsunterlagen,
der Aufgabenverteilung zwischen den Partnern und Odisherigen Ergebnisse im
Vordergrund. Dariiber hinaus wurde die Realisierbiarider im Projekt erarbeiteten
Techniken mit den technischen Mdglichkeiten demiilgegentbergestellt. Prinzipiell ist JFC
in der Lage, Biomasse zur GanzzellbiotransformatrangroReren Mal3stab (Kg-Mengen)
bereit zu stellen. Speziell beim Down Stream Preicgsder hergestellten 5-Hydroxy-3-oxo-
hexansaurederivate kann JFC aufgrund des vorhamdénew-hows und entsprechender
Geratetechnologie einen Beitrag leisten. In denoksloler Firma werden derzeit eine Reihe
von chiralen Alkoholen aus Biokatalyse-Verfahrenrativ und destillativ im kg-Mal3stab
aufgearbeitet. Dabei kommt ein kontinuierlich betener Mischabsetzer mit hoher
Extraktionseffizienz zum Einsatz.

Die Firma konnte in erster Linie dem Projektpartaerder TU Minchen bei den Arbeiten zu
TP 4 beratend zur Seite stehen. Es wurden hieriedp&fahrungen bei den isolierten
Dehydrogenase-Systemen mit dén kefir-Ansatzen verglichen, sowie die bestehenden
Techniken zur Ganzzellbiotransformation mitkefir flr die Herstellung chiraler (R,R)-Diole
eingebracht und diskuiert.



SOLL-/ISTVERGLEICH

Soll Ist

-GDH GenausB.subtilis isoliert und kloniert

TP 1 - Entwicklung eines Ganzzell-
Systems mit  kunstlicher o .
NADPH-Regenerierung durch ADH Gen aud.. kefir isoliert und kloniert
?éBle)c; |UCOSSn dDehyd;?]%Z?:r‘:‘—e Rekombinantes Ganzzell-Systel ¢oli) mit exprimierbaren
) ADH- und GDH-Genen konstruiert
Dehydrogenasen;
- Coexpression von ADH unc&z verschl_edene Coexpressmns-Systeme entwickelirund
. . sanzzellbiotransformationen getestet
einem Regenerierungs-Enzym;
. Bewertuna neuer Ganzzeli Ganzzell-Biotransformation in wassrig-organiscleveiphasen-
9 Systemen durchgefihrt und vergleichend quantitaivertet
System
- Weitere Gene fir die Regenerierung von NADPHiésblind
kloniert
TP 2 - Substratsynthese - > 75 g Substrat hergestellt
- Produktcharakterisierung - Syntheserouten zu allen vier diastereomeren Diolait
entsprechender Analytik entwickelt
- Ubertragung der Ansatze der regio- und enantdsgen
Reduktion auf andere Arbeitskreise der Chemokagadyfolgt
TP 3 - Versuchsplanungstechnik fiir Versuchsplanungstechnik in MATLAB/SIMULINK reaist
fed-batch - Modellidentifizierung und —diskriminierung anhand/on
Fermentationsdaten m. glutamicum erfolgt (daE. coli System
noch nicht einsetzbar)
- experimentelle Uberpriifung der Versuchplanungdwiktuell
durchgefihrt
TP 4 - Verfahrenstechnische - Biohydrierung von 6-Cl-3,5-Dioxohexansaueet-butylester:
Untersuchungen zur Raum-Zeit-Ausbeute im Rihrkessel-Reaktor um Faktbd
Biohydrierung mit gesteigert auf 7.5 mmolth™ fiir (3R, 59-Dihydroxyhexanoat (50
intermittierender Eduktzugabe g L™ L. kefir, Ausbeute 55%, de > 99%).
(6-CI-3,5-Dioxohexansaure- Biohydrierung von 4-Cl-Acetophenon: spezifische
tert-butylester und 4-Cl- 4 i dil
Acetophenon) Produktbildung um Faktor _ 2.5 auf 6.3 mmotl dur (R)—l—(4_—
Chlorphenyl)-Ethanol gesteigert (Ausbeute 70%, de&5%), mit
- MaRstabsvergréRerung  Glukose und Isopropanol als Cosubstrat
- Vollstéandige verfahrenstechnische Charakterisierimg2 L
Ruhrkesselreaktor unter Zuhilfenahme einer in-situ
Stoffaustauschflachenbestimmung (3 dimensionalésape Laser-
Ruckreflexionsmessung 3-D-ORM zur Messung der TeogfolRen
(-verteilung) in Kombination mit einer Bildanalyse)
TP 5 - halbtechnische Realisierung - Fa. JFC ist kwstifrinach Ausscheiden von Rhein Biotech

GmbH in das Projekt aufgenommen worden

- technische Mdglichkeiten bei JFC werden zur Zedluiert
und diskutiert

- Produktherstellung durch Ganzzellbiotransformationd
Isolierung im kg-Mafstab ist bereits mit alternativ
Produkten erfolgreich durchgefuhrt worden (sieh8. z.
(2R,5R)-2,5-Hexandiol)




Die Ergebnisse dieses Projekts sind in mehrerareli&h Prasentationen (Posterprasentation
BIOCAT 2002 [18], Vortrag [17] und Poster auf deechema Jahrestagung 2003 [19],
Vortrag ,Int. Symp. Math. Modelling® [20] und TRANSRIPT-Beitrag [21])
zusammenfassend dargestellt.
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Wirtschaftliche Verwertung der Projektergebnisse

Die Firma JFC — Jilich Fine Chemicals GmbH hat @n Awischenzeit die im Institut fur
Biotechnologie bei Herrn Dr. M. Miiller entwickel&ubstratsynthese in den >100 g-Mal3stab
Ubertragen und insgesamt zweimal erfolgreich dwefiligt, um einen ersten Auftrag tiber 25
g destert-Butyl (S)-6-chlor-5-hydroxy-3-oxohexanoat zu eléil. Weitere Produktauftrage in
diesem Umfeld werden erwartet.

Weitere potenzielle Nutzer oder Kapitalgeber

Zur Indikation moglicher Produkt-Nutzer ist die hémgende Publikationsliste zum Thema
.verwendung degert-Butyl (S)-6-chlor-5-hydroxy-3-oxohexanoat (und des entdpeaden
(R)-Enantiomers) in der Wirkstoff- und Naturstoffsyase* angegeben:



A. Job, M. Wolberg, M. Miiller, D. Enders, Asymmeti$ynthesis o-(+)-Argentilactone
andS-(-)-GoniothalaminSynlett 2001, 1796-1798.

J. L. Vicario, A. Job, M. Wolberg, M. Mdller, D. Bers, Asymmetric Total Synthesis of (-)-
Callystatin A Employing the SAMP/RAMP Hydrazone #ation MethodologyOrg. Lett.
2002 4, 1023-1026.

D. Enders, J.L. Vicario, A. Job, M. Wolberg, M. N&i, Asymmetric Total Synthesis of (-)-
Callystatin A and (-)-2@pi-Callystatin A Employing the SAMP/RAMP Hydrazone
Alkylation Methodology,Chem. Eur. J. 2002 8, 4272-4284.

D. Enders, A. Lenzen, M. Miller, Efficient AsymmietrSyntheses of (+)-Strictifolione,
Synthesis 2004 1486-1488

Weiterfihrende Entwicklungsmaglichkeiten
Neben den im obigen Abschlussbericht bereits gdeannThemen sind folgende

Entwicklungsmaoglichkeiten zu nennen:

. Die Ubertragung der Optimierung der LBADH-katalysé® Reduktion detert-Butyl
6-chlor-3,5-dioxohexanoats kann auch zur t&$-Butyl (R)-6-chlor-5-hydroxy-3-
oxohexanoat mit isolierter ADH aus Backehefe (siBlblikation mit Jon Stewart)
genutzt werden und erlaubt den Zugang zu den viggliohen stereocisomeren 3,5-
dihydroxyestern in enantiomerenreiner Form und rapgrativen Mengen. Diese
konnen wiederum in vielfaltiger Form in der Syn#esn Polyketid-abgeleiteten
Natur- und Wirkstoffen genutzt werden.

. Die modelldiskriminierende Versuchsplanungstechnit in einer Software
Matlab/Simulink verfigbar und steht fur entsprealeeAnwendungen bereit.

Zusétzliche Projektantrage bei der DBU
Von den einzelnen Projektpartnern wurden innerhddy ICBio Ausschreibung neue
Projektantrage gestellt bzw. sind bereits in Betuhg.



