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Abstract: In der modernen Prozessentwicklung spielt Bioka-
talyse eine immer gewichtigere Rolle, wobei die Benutzung von
Ganzzellkatalysatoren h-ufig eine bevorzugte Form dieser
Biokatalysatoren darstellt. Die Anwendung von Ganzzellka-
talysatoren in organischen zweiphasigen Batch-Synthesen ist
jedoch oft durch Einschr-nkungen im Hinblick auf Stoff-
transfer, Emulsionsbildung, aufw-ndiger Aufarbeitung und
damit verbundenen geringen Ausbeuten beeintr-chtigt. In
diesem Beitrag zeigen wir, dass unter Zuhilfenahme von seg-
mentierten Flow-Prozessen eine effiziente Ganzzellkatalyse in
zweiphasigen Medien ermçglicht wird. Die Leistungsf-higkeit
solcher segmentierter Flow-Prozesse ist dabei exemplarisch an
drei unterschiedlichen Biotransformationen dargestellt. Zum
Beispiel wurde in einem solchen Flow-Prozess eine 3-fache
Steigerung des Umsatzes von 34 % auf > 99% verbunden mit
einer erheblich vereinfachten Aufarbeitung erzielt, die zu einer
1.5-fachen Steigerung der Ausbeute von 44% auf 65% im
Vergleich zum analogen Batch-Prozess fghrte.

Einleitung

Die Anwendung der Biokatalyse im Bereich der organi-
schen Synthese hat sich im Laufe der letzten Jahrzehnte er-
heblich verbessert und ging einher mit zahlreichen Erfol-
gen.[1, 2] Allerdings blieben zugleich einige Fragestellungen
seit langer Zeit ungelçst. Insbesondere die Inkompatibilit-t
vieler biokatalytischer Systeme mit verschiedenen organi-
schen Lçsungsmitteln stellt noch immer eine erhebliche
Einschr-nkung in der Synthese und Prozessentwicklung
dar.[3,4]

Dieser Herausforderung, einerseits von organischen Lç-
sungsmitteln durch eine verbesserte Substratverfggbarkeit zu
profitieren und zugleich die Deaktivierung des Biokatalysa-
tors zu vermeiden, haben wir uns mithilfe von Flow-Chemie-
Techniken (Flow, engl. Fachbegriff fgr kontinuierliche Fließ-
prozesse) angenommen. In diesem Beitrag beschreiben wir

ein System mit verbesserter Prozessleistung der Ganzzellka-
talyse basierend auf flgssig-flgssig segmentierter Flow-Che-
mie, durch die die bekannten Einschr-nkungen bei der Ver-
wendung von flgssig-flgssig-Systemen im Batch-Modus
(Batch, engl. Fachbegriff fgr Chargenprozess) in erheblichem
Maße gberwunden werden (Abbildung 1). Im Hinblick auf
Flow-Prozesse sei zudem erg-nzend hinzugefggt, dass vor
einigen Jahren sowohl die U. S. Food and Drug Agency
(FDA), als auch die European Medicines Agency (EMA)
Empfehlungen zur kontinuierlichen Produktion in ihre
Richtlinien mit aufgenommen haben.[5]

Insbesondere die Gew-hrleistung von konstanter Pro-
duktqualit-t ohne manuelle Eingriffe wurde als wichtiger
Faktor fgr die zukgnftige Prozessentwicklung hervorgehoben.
Dargber hinaus sind diese Eigenschaften nicht nur in der
pharmazeutischen Industrie von Bedeutung,[6–8] da auch die
Produktion von Bulk-Chemikalien durch die Anwendung von
Flow-Prozessen profitieren kann. Verbesserter W-rme- und
Massetransfer, sowie eine hohe Prozesssicherheit bei der
Nutzung toxischer oder explosiver Substanzen sind hierbei
nennenswerte Vorteile.[9,10]

Trotz des enormen Anwendungspotenzials beschr-nken
sich die meisten kontinuierlichen Prozesse unter Einbezug
von Biokatalyse bisher jedoch auf den Einsatz von Lipasen
oder Alkoholdehydrogenasen (ADHs).[11–13] Aufgrund ihrer
enormen Toleranz gegengber erhçhten Temperaturen und
organischen Lçsungsmitteln sowie ihrer kommerziellen Ver-
fggbarkeit in immobilisierter Form wurden viele Prozesse mit
Lipasen entwickelt.[14, 15] In letzter Zeit wurden Flow-Prozesse

Abbildung 1. Allgemeiner Vergleich von (kontinuierlicher) Flow- versus
Batch-Chemie.
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auch fgr viele andere biokatalytischen Systeme entwi-
ckelt.[16–18] Allerdings wurden bisher nur wenige Beispiele mit
Ganzzellkatalysatoren in kontinuierlichen Flow-Prozessen
berichtet.[19] Nach unserem Kenntnisstand beruhen alle be-
schriebenen Systeme ausschließlich auf der Kombination von
immobilisierten Zellen mit Festbettreaktoren,[20–24] katalyti-
schen Biofilmen,[25,26] sowie wandbeschichteten Reaktoren[27]

oder Hydrogel-immobilisierten Zellen in segmentierten
Flow-Verfahren.[28] Diese Konzepte sind in Abbildung 2 dar-
gestellt.

Buehler et al. zeigten, dass Massentransfer-limitierte Re-
aktionen mit isolierten und aufgereinigten Enzymen von
segmentierten Flow-Systemen profitieren kçnnen.[29, 30] In
dieser Arbeit stand eine ADH aus Lactobacillus brevis fgr die
Reduktion von Heptanal zum resultierenden Alkohol im
Mittelpunkt.[29] Dargber hinaus wurde nur gber wenige wei-
tere zweiphasige biokatalysierte Flow-Prozesse berichtet.[31]

Erst kgrzlich demonstrierte die Arbeitsgruppe um Wirth den
erfolgreichen Einsatz von Biokatalyse in einer Hochleistungs-
Gegenstromchromatographie-Einheit (HPCCC; engl. high
performance counter current chromatography), wodurch der
Massentransfer immens verbessert werden konnte.[32]

In der hier vorgestellten Arbeit haben wir die Auswir-
kungen von solchen segmentierten Flow-Systemen auf ver-
schiedene Ganzzell-basierte Systeme untersucht, wobei ver-
schiedenste Vorteile aufgezeigt werden konnten. Neben der
Aldoxim-Dehydratase (Oxd)-katalysierten Synthese von n-
Octannitril (4), die als Bulk-Chemikalie verwendet wird,[33–35]

wurde die Herstellung von 12-Oxophytodiens-ure (12-OP-
DA, 8), ein komplexes chirales Pflanzenhormon-Zwischen-
produkt,[36] unter Verwendung eines Ganzzellkatalysators
untersucht, der eine Allenoxid-Synthase und Zyklase enth-lt.
Neben diesen Beispielen wurde eine Cofaktor-abh-ngige
Iminreduktase (IRED) fgr die Synthese von chiralen zykli-
schen Aminen verwendet (siehe Schema 1). Fgr alle Experi-
mente mit den genannten Ganzzellkatalysatoren wurde ein
segmentiertes Flow-System angewendet und mit einem
zweiphasigen Batch-Ansatz verglichen. Es sei erw-hnt, dass
in jedem dieser drei Ganzzellverfahren eine andere aktuelle
Herausforderung auf dem Gebiet der Biokatalyse, z.B. die
Phasentrennung von Emulsionen sowie Limitierungen beim
Massentransfer, erfolgreich bew-ltigt werden konnten. Im

Einzelnen wurden fgr die IRED-katalysierte Reduktion un-
terschiedliche Rghrgeschwindigkeiten im Batch-Modus und
unterschiedliche Flussraten im Flow-Modus untersucht und
miteinander verglichen. Der Einfluss von Lçsungsmittelad-
ditiven im Batch- versus Flow-Modus wurde fgr die Oxim-
Dehydratisierung unter Verwendung von OxdB als hoch lç-
sungsmittellabilem Biokatalysator untersucht.

Dargber hinaus wurde am Beispiel der 12-OPDA-Syn-
these die Effizienz der Produktisolierung im Flow-Modus
untersucht und mit der im Batch-Modus verglichen. Dieses
Beispiel stellte aufgrund der Emulgator-Eigenschaften von
12-OPDA eine besonders anspruchsvolle Herausforderung
dar.

Ergebnisse und Diskussion

Iminreduktion in einem kontinuierlichem segmentiertem Flow-
Modus: Einfluss von organischen Lçsungsmitteln und
Untersuchungen zum Massentransfer

Als erstes Beispiel w-hlten wir die enantioselektive Re-
duktion der C=N-Doppelbindung von 1-Methyl-3,4-dihydro-
isochinolin (1) zum entsprechenden Amin (R)-2 als Modell-
reaktion fgr die biokatalytische Synthese von zyklischen
Aminen. Die Reaktion wurde unter Einsatz einer IRED mit
NADPH als Cofaktor durchgefghrt. Die resultierende oxi-
dierte Spezies des Cofaktors wurde in situ unter Verwendung
von d-Glucose und einer Glucosedehydrogenase (GDH)
unter Bildung von einem iquivalent von Gluconolacton,
welches sich irreversibel zu Glucons-ure çffnet und somit das
Gleichgewicht der Reaktion zur Produktseite verschiebt, re-
generiert. Fgr diesen Prozess wurde ein rekombinanter E.
coli-Ganzzellkatalysator eingesetzt, der eine IRED aus
Streptomyces viridochromogenes und eine GDH aus Bacillus
subtillis in gberexprimierter Form enth-lt und kgrzlich in
unserer Arbeitsgruppe entwickelt wurde.[37] Zun-chst unter-

Abbildung 2. Schema des entwickelten organisch/w-ssrigen segmen-
tierten Flow-Systems unter Verwendung von Ganzzellkatalysatoren im
Vergleich zu klassischen Ans-tzen der kontinuierlichen Biokatalyse un-
ter Verwendung von ganzen Zellen.

Schema 1. Untersuchte Modellprozesse mit ganzen Zellen: A) IRED-
katalysierte Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydroisochinolin (1) zum
entsprechenden Amin (R)-2, B) OxdB-katalysierte Dehydratisierung von
n-Octanaloxim (3) zu n-Octannitril (4) und C) Oxidative Zyklisierung
zu 12-OPDA (8) ausgehend von 13-(S)-Hydroperoxylinolens-ure (6).
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suchten wir das Reaktionssystem im Batch-Modus, um einen
Benchmark zu setzen und um Einblicke in einige wichtige
Reaktionsparameter zu erhalten, wie z. B. die Wahl des or-
ganischen Lçsungsmittels und die Rghrgeschwindigkeit. Das
Lçsungsmittel kann einen enormen Einfluss auf das Reakti-
onssystem haben, da es sowohl die Lçslichkeit und die Ver-
teilung des Substrats als auch die Zell- bzw. Enzymdeakti-
vierung beeinflusst. Da die Lçslichkeit des Substrats und die
Zelldeaktivierung nicht miteinander korrelieren, stellte die
Vorhersage des am besten geeigneten Lçsungsmittels eine
anspruchsvolle Aufgabe dar. Daher w-hlten wir fgr die Eva-
luierung des Einflusses des Lçsungsmittels und der Rghrge-
schwindigkeit auf die Ganzzell-katalysierte Iminreduktion
verschiedene mit Wasser nicht mischbare Lçsungsmittel, die
von Cyclohexan bis zu weniger unpolaren Lçsungsmitteln wie
Methyl-tert-butylether (MTBE) und 2-Methyltetrahydro-
furan (MeTHF) reichten. Dabei haben wir bevorzugt weniger
gef-hrliche Lçsungsmittel-Optionen gew-hlt, z. B. Cyclo-
hexan anstelle von Hexan oder Pentan. Auch haben wir den
Einsatz von chlorierten Lçsungsmitteln aufgrund ihrer ne-
gativen Umweltauswirkungen und der bekannten Inkompa-
tibilit-t mit Ganzzellkatalysatoren vermieden. Die Experi-
mente wurden mit einer typischen Ganzzellkatalysator-Be-
ladung (2 mgTZM mL@1 Trockenzellmasse pro Gesamtvolu-
men) und bei einer Rghrgeschwindigkeit von 850 rpm (engl.
revolutions per minute ; Umdrehungen pro Minute) durchge-
fghrt. Zun-chst wurde das Substrat (40 mM) im organischen
Lçsungsmittel gelçst und dann zu einer d-Glucose, NADP+,
Methanol (2 Vol.-%) und E. coli BL21(DE3)-Zellen mit
IRED und GDH enthaltenden KPi-Pufferlçsung gegeben.

Die weniger polaren Lçsungsmittel erwiesen sich als am
besten geeignet mit akzeptablen Ums-tzen bei der Verwen-
dung von Cyclohexan, Isooctan und Methylcyclohexan (siehe
Hintergrundinformationen). Im Gegensatz dazu fghrten
MTBE, MeTHF und Ethylacetat zur vollst-ndigen Deakti-
vierung des Biokatalysators, so dass kein Umsatz beobachtet
wurde. Fgr die weiteren Experimente entschieden wir uns,
Methylcylohexan als organisches Lçsungsmittel zu verwen-
den, da es bei diesen einleitenden Experimenten den hçchs-
ten Umsatz ergab. Bei der Durchfghrung von Batch-Experi-
menten mit einem Magnetrghrer bei einer hohen Rghrge-
schwindigkeit von 1100 rpm zur starken Durchmischung der
beiden Phasen wurde ein Umsatz von 36% innerhalb von 6 h
beobachtet (Abbildung 3). Nach einer Optimierung der Ka-
talysatorbeladung auf 10 mgTZM mL@1 stieg die Reaktionsge-
schwindigkeit der Bildung des Amins (R)-2 stark an und es
wurde ein quantitativer Umsatz innerhalb von nur 2 h Re-
aktionszeit erreicht.

Da der Massentransfer oft ein limitierender Faktor bei
katalytischen Reaktionen ist, interessierte uns, wie empfind-
lich diese biokatalytische Reaktion in Bezug auf die Rghr-
geschwindigkeit ist. Daher untersuchten wir die Reaktion
unter Verwendung von 10 mgTZM mL@1 von ganzen Zellen im
Batch-Modus bei einer niedrigeren Rghrgeschwindigkeit von
500 rpm (bei der die Phasen getrennt blieben). Diese Expe-
rimente zeigten eine starke Massentransfer-Limitierung der
Reaktion auf, da bei hçherer Rghrgeschwindigkeit ein 6-fach
hçherer Umsatz innerhalb von 1 h Reaktionszeit erreicht
wurde (Abbildung 3).

Ausgehend von diesen Ergebnissen der Biotransforma-
tionen im Batch-Modus, untersuchten wir die Reaktion im
segmentierten Flow-Modus (Abbildung 4). Wir w-hlten
identische Bedingungen wie bei den Batch-Experimenten,

Abbildung 3. Zeit-Umsatz-Messungen ffr die Umsetzung zum Amin
(R)-2 bei einer Ganzzellkatalysator-Beladung von 2 mgTZM mL@1 und
10 mgTZM mL@1 (links) und Untersuchung von verschiedenen Rfhrge-
schwindigkeiten (rechts). Reaktionsbedingungen: Zweiphasiges Sys-
tem mit 40 mM des Substrats 1 in Methylcyclohexan und Ganzzellka-
talysator in unterschiedlichen Konzentrationen, 0.2 mM NADP+,
240 mM Glucose, 2% MeOH in KPi-Puffer (50 mM, pH 7); gerfhrt bei
30 88C und 500 rpm oder 1100 Urpm.

Abbildung 4. Segmentierte Flow-Reaktion von Imin 1 zu Amin (R)-2 in
Methylcyclohexan und KPi-Pufferlçsung, mit einer Flussrate von 2 bzw.
4 mLh@1, entsprechend 0.5 h Verweilzeit. Reaktionsbedingungen: Zwei-
phasiges System mit 40 mM des Substrats 1 in Methylcyclohexan und
10 mgmL@1 Ganzzellkatalysator (GZK), 0.2 mM NADP+, 240 mM Glu-
cose, 2% MeOH in KPi-Puffer (50 mM, pH 7) bei 30 88C und verschie-
dene Flussraten.
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um die Vergleichbarkeit zwischen den Batch- und Flow-
Prozessen zu gew-hrleisten. So wurde eine organische Lçsung
mit Substrat 1 (40 mM) in Methylcyclohexan sowie eine
w-ssrige Lçsung mit d-Glucose, NADP+, E. coli BL21(DE3)-
Zellen mit IRED und GDH (10 mgTZM mL@1) und Methanol
(2 Vol.-%) in Spritzen gefgllt und gber ein Y-Stgck zusam-
mengefghrt. Daraus resultierte ein segmentiertes Flow-Sys-
tem, welches durch einen Schlauchreaktor (PFE, 0.8 mm in-
nerer Durchmesser) geleitet wurde. Es sei erg-nzend ange-
merkt, dass durch die verwendete (Zweikanal-)Spritzen-
pumpe ein Aufschluss der Zellen durch die resultierenden
Kr-fte ausgehend von der Pumpe (hoher Druck oder Scher-
kr-fte) sehr unwahrscheinlich ist. Die Verweilzeit wurde auf
0.5 h eingestellt und eine zweifache Verweilzeit wurde als
iquilibrierungszeitraum zum Einstellen eines station-ren
Zustands gew-hlt. Die Fraktionen der Reaktionsmischung
wurden dann in Glasgef-ßen gesammelt, die eine Quenchlç-
sung (0.4 mL, 2 M w-ssrige NaOH-Lçsung) enthielten. Die
Quench-Methode wurde im Vorfeld validiert. Die Grçße der
Segmente hing stark von der Flussrate, dem Innendurch-
messer des Reaktors und dem verwendeten Mischstgck (Y-
oder T-Stgck mit 0.5 bis 1 mm Bohrung) ab. In den hier vor-
gestellten Experimenten lag die Segmentl-nge im Bereich
von 0.2 bis 0.8 mm.

Bei der Durchfghrung der enzymatischen Reduktion von
1 unter diesen (einleitenden) Flow-Bedingungen, konnten wir
erfreulicherweise bereits eine signifikante Erhçhung des
Umsatzes im Vergleich zum Batch-Prozess feststellen (Ab-
bildung 4). Im Detail stieg der Umsatz von 25 % (nach 0.5
Reaktionszeit im Batch, siehe Abbildung 3) auf 41% unter
diesen nicht-optimierten Flow-Bedingungen (mit einer Ver-
weilzeit von 0.5 h, siehe Abbildung 4).

Als n-chstes konzentrierten wir uns auf die Optimierung
des Flow-Prozesses. Zur Verbesserung des Massentransfers,
welcher sich bereits in den Batch-Experimenten als ein ent-
scheidender Faktor fgr die Prozesseffizienz herausstellte
(Abbildung 3), haben wir die Flussrate erhçht und einen
l-ngeren Reaktor verwendet, um die Phasendurchmischung
zu intensivieren ohne andere Prozessparameter zu ver-ndern.
Entsprechend unseren Erwartungen konnte bei einer erhçh-
ten Flussrate von 4 mL h@1 der Umsatz weiter deutlich ge-
steigert werden, was zur Bildung des Amins (R)-2 mit 58%
Umsatz fghrte (Abbildung 4). Diese Ergebnisse best-tigen
unsere Hypothese, dass Biotransformationen in zweiphasigen
Medien, die durch Massentransfer limitiert sind, von der
Durchfghrung im segmentierten Flow-Modus enorm profi-
tieren kçnnen: Selbst im Vergleich zur analogen Reaktion im
Batch-Modus bei einer hohen Rghrgeschwindigkeit von
1100 rpm konnte im analogen Flow-Prozess der Umsatz mehr
als verdoppelt werden (Abbildung 4).

Zur Vervollst-ndigung der Untersuchungen zur Iminre-
duktion wurden abschließend pr-parative Experimente mit
Produktisolierung sowohl im Batch- als auch im Flow-Modus
durchgefghrt (fgr Details, siehe Hintergrundinformationen).
In beiden F-llen wurde das gebildete Produkt (R)-2 aus Re-
aktionsmischungen, die einen vollst-ndigen Umsatz zeigten,
isoliert. Im Fall der Batch-Reaktion erwies sich die Isolierung
aufgrund der schlechten Phasentrennung als mghsam. Zur
besseren Phasentrennung waren deshalb eine Zentrifugation

und eine zus-tzliche zweifache Extraktion notwendig. Trotz
dieser zeitaufw-ndigen Aufarbeitung konnten jedoch nur
75% (> 99 % Reinheit) des Produktes (R)-2 isoliert werden.
Im Gegensatz dazu stellte die Phasentrennung beim seg-
mentierten Flow-Ansatz kein Problem dar, sodass 95%
Ausbeute des isolierten Produkts (R)-2 (95 % Reinheit) nach
einer einfachen Phasentrennung erhalten wurde.

Aldoxim-Dehydratisierung im kontinuierlichen segmentierten
Flow-Modus: Der Einfluss eines Tensids auf die Prozesseffizienz

Ermutigt durch diesen positiven Effekt der segmentierten
Flow-Technologie auf Ganzzell-katalysierte Prozesse in
zweiphasigen Medien waren wir weiter daran interessiert, die
generelle Anwendbarkeit dieser Flow-Methode durch deren
Ausdehnung auf weitere biokatalytische Anwendungen auf-
zuzeigen. Dargber hinaus wollten wir untersuchen, ob die
Ganzzellkatalyse im Flow-Modus dem Batch-Modus auch
dann gberlegen ist (und einen verbesserten Massentransfer
ermçglicht), wenn Tenside als Additive eingesetzt werden.
Als Modellreaktion fgr diese Untersuchung w-hlten wir den
enzymatische Schlgsselschritt in einer kgrzlich entwickelten
Cyanid-freien Route fgr Nitrile, der aus einer Oxd-kataly-
sierten Dehydratisierung von Oximen zu Nitrilen be-
steht.[38–40] Beim Fokus auf aliphatische Nitrile geht diese
biokatalytische Methode zudem gber den typischen, auf den
Gebieten der Feinchemie und Pharma-Wirkstoffe liegenden
Anwendungsbereich von Enzymen hinaus, da das entstehen-
de n-Octannitril (4) als Bulk-Chemikalie genutzt wird.[41] Die
in E. coli BL21(DE3) gberexprimierte Aldoxim-Dehydratase
aus Bacillus sp. OxB-1 (OxdB)[42] erwies sich fgr diese An-
wendung als geeigneter Ganzzellkatalysator.[41]

Als Tensid verwendeten wir fgr unsere Untersuchungen
das nichtionische Polysorbat Tween 20, da diese Verbindung
von Buehler et al. in einer anderen frgheren Biotransforma-
tion bereits erfolgreich eingesetzt wurde.[30] Auch hier be-
gannen wir mit einleitenden Batch-Experimenten, um einen
Benchmark fgr die nachfolgenden Flow-Experimente zu
setzen. Bei der Durchfghrung der Oxd-katalysierten Dehy-
dratisierung von n-Octanaloxim (3) im Batch-Modus mit
ganzen Zellen bei einer Reaktionszeit von 30 min wurde ohne
den Zusatz von Tween 20 als Additiv ein Umsatz von 13%
zum Nitril 4 beobachtet. Unter Zusatz von Tween 20 verl-uft
die Dehydratisierung in Gegenwart der Oxd-haltigen Zellen
dagegen mit einem verbesserten Umsatz von 32%, was auf
den vorteilhaften Einfluss des Tensids im Hinblick auf den
Zugang des wasserunlçslichen Substrats zum Enzym hin-
deutet. Dargber hinaus zeigt das Experiment, dass auch fgr
diesen Reaktionstyp eine Massentransfer-Limitierung vor-
liegt.

Bei der Durchfghrung der gleichen Reaktion im seg-
mentierten Flow-Modus stellten wir erneut eine erhebliche
Verbesserung des Umsatzes fest (Abbildung 5). Bereits ohne
das Additiv konnte ein hçherer durchschnittlicher Umsatz
zum Nitril 4 von 68% beobachtet werden, wohingegen mit
dem Zusatz von Tween 20 als Additiv dann sogar ein nahezu
vollst-ndiger Umsatz (durchschnittlich 96%) innerhalb einer
kurzen Verweilzeit von 30 min erreicht wurde.
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Beim 3bergang vom Batch- zum Flow-Modus wurden
alle anderen Parameter konstant gehalten, um die Ver-
gleichbarkeit zwischen den Systemen zu erhalten (mit Aus-
nahme eines durchgefghrten Quenching-Schrittes mit 2 M
w-ssriger HCl-Lçsung im Falle des Flow-Prozesses).

Es ist beachtenswert, dass im Vergleich zu den entspre-
chenden Batch-Experimenten die Reaktion im Flow-System
deutlich besser verlief (wie in Abbildung 6 gezeigt). So
konnte mit dem Flow-Ansatz eine Raum-Zeit-Ausbeute
(STY; engl. space-time yield) von 12.5 gL@1 h@1 erzielt werden.
Außerdem konnte im Vergleich zu einem vorherigen Ergeb-

nis aus der Literatur[28] die Effizienz des Biokatalysators mehr
als verdoppelt werden (0.16 vs. 0.38 mgProdukt mgFZM

@1

Feuchtzellmasse pro Produkt).
Nach der Untersuchung des Umsatzes der Reaktion be-

sch-ftigten wir uns dann mit der Produkt-Isolierung in pr--
parativen Experimenten. Zu diesem Zweck haben wir die
Produktisolierung und die resultierenden Ausbeuten aus
vollst-ndig umgesetzten Reaktionsgemischen einer im Batch-
sowie einer im segmentierten Flow-Modus durchgefghrten
Reaktion verglichen (fgr Details, siehe Hintergrundinforma-
tionen). Fgr die Reaktion im Flow-Modus wurde das Nitril 4
nach einfacher Phasentrennung und Entfernung des Lç-
sungsmittels in einer Ausbeute von 82 % (> 94% Reinheit)
erhalten. Bei der Batch-Reaktion hingegen wurde das Pro-
dukt 4 trotz einer aufw-ndigeren Aufarbeitung, bestehend
aus Zentrifugation, Phasentrennung sowie zweimaliger Ex-
traktion mit Cyclohexan (und anschließender Zentrifugation)
nur in einer verminderten Ausbeute von 64 % (> 95%
Reinheit) erhalten.

Enzymatische Kaskaden im kontinuierlichen segmentierten
Flow-Modus: Einfluss auf die Umsetzung und Produktisolierung
des emulgierenden Pflanzenhormon-Zwischenprodukts 12-
OPDA

Abschließend haben wir das segmentierte Flow-System
fgr die Synthese von 12-OPDA (8) untersucht, welches in
Bezug auf die synthetische Komplexit-t als auch Produkt-
isolierung ein herausforderndes Produkt darstellt. 12-OPDA
(8) ist ein Prostaglandin--hnlicher Metabolit in Pflanzen[43]

und eine Vorstufe von Jasmons-ure.[44] Zugleich besitzt diese
Verbindung emulgierende Eigenschaften, was die Produkt-
isolierung bei Batch-Synthesen schwierig machte und zu einer
langwierigen Aufarbeitung und nicht-zufriedenstellenden
Ausbeuten fghrte. Dargber hinaus stellen die biosyntheti-
schen Schritte zu diesem Pflanzenhormon-Zwischenprodukt
eine Herausforderung dar, da die Reaktionskaskade auf ei-
nem sehr instabilen Intermediat basiert.[45] Andererseits ist
die Biosynthese von 12-OPDA (8) viel kgrzer als alle bisher
berichteten chemischen Totalsynthesen,[43] was diesen Ansatz
fgr synthetische Zwecke wiederum attraktiv macht. Wir ha-
ben kgrzlich gber einen Bioprozess im Batch-Modus berich-
tet, der auf dieser Biosynthese basiert (Abbildung 7)[45] und
mit der Bildung des Hydroperoxids 6 (HPOT) ausgehend von
a-Linolens-ure (5) mithilfe einer 13-Lipoxygenase beginnt.
Anschließend wird durch eine Allenoxid-Synthase die Bil-
dung eines hochlabilen Epoxid-Intermediats (7) katalysiert,
welches dann in Gegenwart einer Allenoxid-Zyklase zum
gewgnschten 12-OPDA (8) umgesetzt wird.

Zur synthetischen Evaluierung dieses Bioprozesses in ei-
nem segmentierten Flow-Modus konzentrierten wir uns auf
die abschließende zweistufige Kaskade, bestehend aus der
Bildung des hochlabilen Allenoxids 7 und der anschließenden
Zyklisierung zu 12-OPDA (8). Das erste Zwischenprodukt
13-HPOT (6) wurde vorab gem-ß unserem berichteten Pro-
tokoll synthetisiert.[45] Ausgehend von 13-HPOT (6) fghrten
wir verschiedene Batch-Experimente durch, die als Bench-
mark fgr die nachfolgenden segmentierten Flow-Reaktionen

Abbildung 5. Oberer Teil: Schematischer Reaktionsaufbau. Unterer
Teil : Umsatz zum Nitril 4 gegen die Laufzeit (beginnend vom Einschal-
ten des Systems) eines segmentierten Flow-Ansatzes in Cyclohexan/
Puffer ffr die OxdB-katalysierte Dehydratisierung von n-Octanaloxim
(3) mit und ohne Zusatz von Tween 20.

Abbildung 6. Batch- versus Flow-Ansatz ffr die OxdB-katalysierte De-
hydratisierung von n-Octanaloxim (3) mit und ohne Zusatz von Tween
20 nach 30 min Reaktions-/Verweilzeit.
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dienten. In den einleitenden Batch-Experimenten evaluierten
wir den Einfluss von verschiedenen Puffer-Lçsungsmittel-
Kombinationen sowie der Menge an Biokatalysator und
Additiven. Details zur Optimierung des Batch-Verfahrens
sind in den Hintergrundinformationen enthalten. Die Reak-
tionszeit wurde auf 30 min festgelegt, da wir fgr den an-
schließenden Flow-Prozess ebenfalls 30 min Verweilzeit
w-hlten. Bei dieser Reaktionszeit wurde als hçchster Umsatz
zu 12-OPDA (8) im Batch-Modus 34% festgestellt. Im opti-
mierten Batch-Experiment wurden dabei 20 mgFZM mLaq

@1

des Ganzzellkatalysators, 1 Vol.-% Tween 20 und Isooctan als
organisches Lçsungsmittel verwendet.

Fgr die Synthese von 12-OPDA (8) im segmentierten
Flow-Modus wurden die gleichen Reaktionsbedingungen wie
bei den Batch-Reaktionen verwendet (Schema 2). Dement-
sprechend wurde das Hydroperoxid-Substrat 6 in Isooctan

gelçst und der maßgeschneiderte, Allenoxid-Synthase und
Allenoxid-Zyklase enthaltende Ganzzellkatalysator wurde in
Puffer mit 1 Vol.-% Zusatz von Tween 20 als Tensid suspen-
diert. Bei der Durchfghrung dieser Synthese im segmentier-
ten Flow-Modus stellten wir erfreut erneut eine erhebliche
Steigerung des Umsatzes fest, welcher im Durchschnitt
> 99% verbunden mit einer hohen Bioprozessstabilit-t gber
eine Laufzeit von mindestens 5 h erreichte (Abbildung 7). Im
Vergleich zum Batch-Experiment (34%) konnte der Umsatz
bei Durchfghrung dieses Prozesses im segmentierten Flow-
Modus somit nahezu verdreifacht werden, wobei alle anderen
Parameter unver-ndert gehalten wurden. Dies unterstreicht
die hohe Effizienz von Flow-Prozessen auch bei Ganzzell-
katalysierten Transformationen.

Es sei angemerkt, dass die Verwendung von ganzen Zel-
len, die nur bei 4 88C und nicht bei@20 88C gelagert wurden, fgr
diesen Prozess entscheidend ist, da mit gefrorenen Zellen
keine Umsetzung beobachtet wurde. Dies kann mit einer
Permeabilisierung der Zellmembranen begrgndet werden,
die zu einem geringeren Schutz der Enzyme vor den in der
Umgebung sich befindenden organischen Lçsungsmitteln
fghrt.

Auch nachdem die katalytische Effizienz dieser Kaskade
mit ganzen Zellen durch den segmentierten Flow-Prozess
deutlich verbessert werden konnte, blieb die Produktisolie-
rung als weitere Herausforderung bestehen. Das Zielmolekgl
12-OPDA sowie viele verwandte, von Fetts-uren abgeleitete
Verbindungen sind aus der Literatur bekannt dafgr, aufgrund
ihrer emulgierenden Eigenschaften schwierig aus w-ssrigen
Lçsungen isoliert werden zu kçnnen.[45, 46, 47] Daher waren wir
daran interessiert festzustellen, ob die segmentierte Flow-
Technologie nicht nur zur erheblichen Steigerung der kata-
lytischen Effizienz fghrt, sondern auch die Aufarbeitung
durch das Ermçglichen einer verbesserten Phasentrennung
vereinfacht. Zum besseren Vergleich der Effizienz der Iso-
lierung des Batch-Prozesses gegengber dem des Flow-Pro-
zesses verglichen wir die Ausbeute an isoliertem 12-OPDA
(8) aus dem Batch-Modus mit der aus dem segmentierten
Flow-Modus, wobei in beiden F-llen Reaktionsmischungen
mit vollst-ndigem Umsatz verwendet wurden (Abbildung 8).
Bemerkenswert ist, dass es einen deutlichen optischen Un-
terschied zwischen den beiden Reaktionsmischungen gibt, die
aus den Biotransformationen im Batch-Modus (Abbil-
dung 8A) und im segmentierten Flow-Modus (Abbil-
dung 8B) resultierten.

Im Batch-Prozess findet keine klare Phasentrennung statt
und es bildet sich eine Zwischenphase, die auf eine Zellen und
Fetts-ure enthaltende Emulsion zurgckgefghrt werden kann
(Abbildung 8, A1). Außerdem ist nach dem Quenchen die
organische Phase fast vollst-ndig mit der Zwischenphase
vermischt (A2), wodurch die weitere Aufarbeitung deutlich
erschwert wird (Abbildung 8, A2). Es erwies sich daher fgr
diesen Bioprozess im Batch-Modus eine langwierige weitere
Aufarbeitung, die z.B. eine Zentrifugation fgr die Phasen-
trennung enth-lt, als zwingend erforderlich.

Im Gegensatz dazu konnten wir im Flow-Experiment eine
klare Phasentrennung des Reaktionsgemisches bereits am
Ende der Reaktion ohne weitere Behandlung und sogar ohne
Zentrifugation beobachten (Abbildung 8, B1). Zudem sedi-

Abbildung 7. Synthese von 12-OPDA (8) in einem segmentierten Flow-
System mit 20 mgFZM mLaq

@1 ganze Zellen in Natriumphosphat-Puffer
(pH 8, 100 mM), 1% Tween 20 und Isooctan mit 13-HPOT (6) bei
Raumtemperatur und 30 min Laufzeit.

Schema 2. Synthese von 12-OPDA (8) ausgehend von 13-HPOT (6).
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mentierten die Zellen nach einer kurzen Zeit (Abbildung 8,
B2) und die organische Phase konnte ohne weitere Prozess-
schritte leicht abgetrennt werden. Hierfgr wurde die organi-
sche Phase abdekantiert und das Lçsungsmittel entfernt.
W-hrend fgr den Batch-Prozess eine Ausbeute von nur 44%
erreicht werden konnte, fghrte der Flow-Prozess mit seiner
vereinfachten Aufarbeitung zu einer erhçhten, zugleich noch
nicht optimierten Ausbeute von 65%. Diese Verbesserung
der Ausbeute unterstreicht den Nutzen der Anwendung der
Ganzzellkatalyse in einem segmentierten Flow-System nicht
nur zur Steigerung der katalytischen Effizienz selbst, sondern
auch zur Vereinfachung und Verbesserung der Produktiso-
lierung.

Zusammenfassung

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Verwen-
dung von Ganzzellkatalysatoren im segmentierten Flow-
Modus eine effektive und gleichzeitig einfach zu handha-
bende Methode fgr die Durchfghrung hocheffizienter Bio-
transformationen darstellt und damit bestehende Einschr-n-
kungen gberwindet, die bisher bei den h-ufig genutzten
Batch-Prozessen auftraten. Neben den bis zu dreifach ge-
steigerten Ums-tzen zu den gewgnschten Produkten konnte
auch die Aufarbeitung erheblich verbessert werden. Fgr eine
ausgew-hlte Biotransformation mit bekanntermaßen extrem
schwieriger Aufarbeitung aufgrund von Emulsionsbildung
und problematischer Phasentrennung wurde mit diesem
Flow-Prozess eine 1.5-fach hçhere Ausbeute fgr das isolierte
Produkt im Vergleich zum Standard-Batch-Prozess erhalten.
Dargber hinaus haben wir gezeigt, dass die Ganzzellkatalyse
einfach und ohne spezielle Vorkenntnisse oder bençtigte
Ausrgstung in einen Flow-Prozess implementiert werden
kann. Außerdem kann mit solchen Ganzzell-Prozessen die
Produktion im großen Maßstab potenziell einfacher im Flow-
Modus sein (durch „Numbering-up“, d.h. parallele Verwen-
dung einer Vielzahl von Reaktoren fgr den optimierten
Prozess), da sich diese Biotransformationen im Batch-Modus

als sehr empfindlich gegengber Stofftransport und Rghrge-
schwindigkeit erwiesen haben und das Hochskalieren somit
eine Herausforderung darstellt. Ein weiterer Vorteil von
Flow-Prozessen ist, dass die Scherkr-fte minimiert werden
kçnnen, was fçrderlich im Hinblick auf eine hçhere Stabilit-t
des Biokatalysators ist. Dargber hinaus kann eine konstante
Produktqualit-t von Batch zu Batch aufgrund der Empfind-
lichkeit des Systems im Gegensatz zu einem segmentierten
Flow-Prozesse nicht zwingend gew-hrleistet werden. Wir sind
gberzeugt, dass die beschriebene Ganzzell-Flow-Prozess-
technologie ein breites Reaktionsspektrum hat sowie auf
zahlreiche biokatalytische Systeme angewendet werden kann
und somit zu einer weiteren Erhçhung der Anzahl an kata-
lytischen Anwendungen mit Ganzzellkatalysatoren in der
organischen Synthese beitragen wird.
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