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Abstract

Abstract

Enzymatic reaction systems performed under mild reaction conditions represent an interes-
ting alternative to multistep chemical routes. In the recent years, the use of enzyme-catalyzed
reactions for the production of chiral building blocks has significantly increased. Oxidoreduc-
tases are often used for such reactions, either as isolated enzymes or in whole cell systems.
These enzymes require cofactors, such as NAD(P)H, which have to be added to the reaction
system in case of isolated enzymes. This increases the production costs, which can be avoi-
ded by using intracellular cofactors of whole cell systems. A recycling system needs to be
implemented in the whole cell system to cope with the stoichiometric consumption of the
cofactor within the reaction. This can be accomplished by a substrate-coupled regeneration
system, in which one enzyme catalyzes the production and the regeneration reaction, or an
enzyme-coupled regeneration system, in which two enzymes are required. In the past, whole
cell biotransformation systems have been intensively characterized and optimized with re-
gard to reaction engineering, but only little information is available on the involved cofactors,
their stability and availability within the reaction.

In this thesis, the cofactor stability and availability has been investigated using two reac-
tion systems: a substrate-coupled whole cell system using an alcohol dehydrogenase from
Lactobacillus brevis (LbADH) and a new established enzyme-coupled whole cell reaction sys-
tem using an ene reductase (ER) from Saccharomyces carlsbergensis together with the LDADH.

For the LbADH system the lower limit of necessary cofactor concentration for this reacti-
on was identified at the timepoint of decreasing conversion. The very short shelf life of the
cofactors is the main limiting factor for long-term processes. In contrast, the availability of
the cofactors for redox reactions could be increased by reducing the reaction time in case of a
batch reaction mode. It was obvious that the substrate-coupled cofactor regeneration is very
effective, even at low cofactor levels and that a certain loss of cofactor, using higher concen-
trations of substrates in batch reactions, is acceptable leading in higher product yields.

The ER/LbADH system was applied for the asymmetric reduction of nitroacrylate, using
isopropanol as substrate for cofactor regeneration in continuous- and batch reaction modes.
While a rapid loss of intracellular cofactors could be observed in the continuous reaction,
their stability and availability could again be increased by applying a batch reaction mode.
The decrease in cofactors in the continuous reaction was even more pronounced compared to
the LDADH system.

The more detailed knowledge of the limiting influences, caused by decreasing intracellu-
lar cofactor concentrations, can now be used to make large scale or industrial applications of
whole cell systems economically more feasible. The presented results show that especially for
enzyme-coupled approaches a fine-tuned adjustment of the reaction con ditions is essential
for effective cofactor regeneration to achieve high conversions. The loss of intracellular cofac-
tors is a complex process, encompassing the influence of organic substrates and products and
the reaction time, thus these parameters should be tested for every whole cell system before
upscale.
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1 Einleitung

1.1 Stereoselektive Synthesen

Fiir die biologische Wirkung von chemischen Produkten in der Medizin, im Pflan-
zenschutz und bei Nahrungsergdnzungsmitteln ist die Chiralitdt ein entscheidendes
Kriterium. Die steigende Bedeutung von chiralen Substanzen wird anhand der Ent-
wicklung des globalen Umsatzes fiir enantiomerenreine Medikamente deutlich. In
den letzten fiinfzehn Jahren hat sich der Umsatz von 40 Mrd. US$ Mitte der 90er
Jahre auf ca. 200 Mrd. US$ im Jahre 2008 verfiinffacht. Somit haben enantioselek-
tive Synthesewege eine entscheidenden Bedeutung fiir die Wirkstoffentwicklung und

-produktion (Breuer et al., 2004; DECHEMA und VCI, 2006).

Aufgrund der grofien Bedeutung von chiralen Verbindungen finden sich fiir die
enantioselektive Synthese in der Chemie eine Vielzahl von Beispielen. So bietet sich
die Einfiihrung einer chiralen Information ausgehend von prochiralen Verbindun-
gen an, da hier die chiralen Verbindungen mit nur einem Syntheseschritt zugéanglich
sind. Exemplarisch fiir die Umsetzung von prochiralen Verbindungen lassen sich die
asymmetrische Reduktion von Carbonylverbindungen oder die asymmetrische Re-
duktion von Olefinen nennen. Hierbei konnen durch die stereoselektive Reduktion
eines Carbonyls oder einer Kohlenstoffdoppelbindung neue Stereozentren aufgebaut

werden, was in Abbildung 1.1 ndher verdeutlicht wird.
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Abbildung 1.1: Aufbau von Stereozentren durch asymmetrische Reduktion, A: Reduktion von Carbonylver-
bindungen B: Reduktion von C=C-Bindungen

Etablierte Syntheserouten fiir die Herstellung von chiralen Verbindungen sind bei-
spielsweise die CBS-Boranreduktion (CBS: Corey, Bakshi und Shibita) von Carbonyl-
verbindungen (Corey et al., 1987; Corey und Helal, 1998) oder die asymmetrische
Reduktion mit 2,2-Bis-(diphenylphosphino)-1,1-binaphthyl (BINAP) in Verbindung
mit Rhodium oder Ruthenium (Noyori, 2002). Die fiir die Reaktion notwendigen
Reduktionsdquivalente konnen dabei durch Boran oder elementaren Wasserstoff ge-
stellt werden. Beide Verfahren lassen sich mit hervorragenden Ausbeuten und hohen
Stereoselektivitaten durchfiihren (Blaser et al., 2003; Corey et al., 1987; Takaya et al.,
1987). Beispiele fiir asymmetrische Reduktionen von prochiralen Ausgangsverbin-
dungen zu chiralen Bausteinen und moglichen Endprodukten sind in Abbildung 1.2

dargestellt.

Bei rein chemisch katalysierten Reduktionen wirkt sich die Verwendung des gif-
tigen Borans bei der CBS-Boranreduktion oder der Einsatz von Wasserstoff unter
hohen Driicken bei der Reduktion von Olefinen negativ auf die Nachhaltigkeit der
Verfahren aus. Zusétzlich miissen die Katalysatoren iiber mehrstufige Prozesse syn-
thetisiert werden. Durch die Verwendung von biokatalytischen Methoden kann die
Nachhaltigkeit der Reaktionen erhoht werden, da sowohl die katalysierten Reaktio-
nen und als auch die Herstellung der Biokatalysatoren unter milderen Reaktionsbe-

dingungen erfolgen kann.
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Abbildung 1.2: Beispiele fiir die asymmetrische Reduktion von prochiralen Verbindungen zu chiralen Ver-
bindungen (Floris et al., 2009; Narasaka und Pai, 1984, 1980; Noyori, 2002)

1.2 Biokatalytische Reaktionen mit isolierten

Oxidoreduktasen

In Tabelle 1.1 sind die einzelnen Enzymklassen aufgefiihrt. Die Klassifizierung der
Enzyme erfolgt anhand der von ihnen katalysierten Reaktionstypen. Durch die Klas-
sifizierung der Enzyme in die 6 Hauptklassen und die jeweiligen Unterklassen erge-
ben sich die sogenannten vierstelligen EC-Nummern, mit denen Enzyme eindeutig
identifiziert werden konnen. Bei den EC-Nummern gibt die erste Zahl die Hauptklas-
se an, die beiden folgenden die Unterklassen und die letzte Zahl dient als laufende
Nummer. Die Oxidoreduktasen werden innerhalb dieser Klassifizierung in der ersten
Hauptgruppe zusammengefasst. Die Enzyme dieser Klasse katalysieren Redoxreak-

tionen.
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Tabelle 1.1: Klassifizierung der Enzyme mit den zugehdrigen katalysierten Reaktionen (Voet et al., 2002)

Enzymklasse Katalysierte Reaktion

1. Oxidoreduktasen Oxidations- und Reduktionsreaktionen

2. Transferasen Ubertragung chemischer Gruppen

3. Hydrolasen Hydrolysereaktionen

4. Lyasen Nicht hydrolytische Spalt- und Kopplungsreationen
5. Isomerase Isomerisierungsreaktionen

6. Ligasen Kopplungsreaktionen unter Energieverbrauch

Aufgrund der milderen Reaktionsbedingungen (pH, Temperatur u.a.), die bei bio-
katalytischen Methoden verwendet werden konnen, und der hohen Chemo-, Regio-
und Stereoselektivitdten von Enzymen hat die Anzahl der Biokatalysatoren in der
organischen Synthese in den letzten Jahrzehnten rapide zugenommen (Honda et al.,
2006). Dadurch konnten zahlreiche Verfahren fiir die Reduktion von Carbonylverbin-
dungen (Fischer und Pietruszka, 2010; Goldberg et al., 2007) und Kohlenstoffdoppel-
bindungen (Stuermer et al., 2007; Toogood et al., 2010) als Alternative zur chemischen
Reduktion etabliert werden. Diese Reaktionen konnen dabei durch Nicotinamid-
Cofaktor-abhdngige Enzyme wie Alkoholdehydrogenasen (ADH) oder Enredukta-
sen (ER) katalysiert werden.

Enzymatische Reduktion von Carbonylverbindungen

ADH's erweisen sich fiir die Reduktion von Carbonylverbindungen zu optisch ak-
tiven Alkoholen als sehr geeignete Katalysatoren, wobei schon eine Vielzahl von An-
wendungen fiir diese Enzyme realisiert wurde. So katalysieren ADH’s die Reduk-
tion von B,é-Diketonen fiir die Herstellung von Intermediaten in der Synthese von
Statinen (Wolberg et al., 2008). Des Weiteren kénnen ADH’s fiir die Herstellung von
5-Hydroxyhept-6-enoaten genutzt werden, welche als Schliisselintermediate in der

Synthese von Prostaglandinen oder Leukotrienen fungieren (Pietruszka und Fischer,
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2007). Diese Reaktionen werden durch eine ADH aus Lactobacillus brevis (LbADH EC
1.1.1.2) (Hummel, 1997) katalysiert.

Dieses Enzym zdhlt zur Klasse der kurzkettigen ADH’s und ist aus vier identischen
Unterheinheiten aufgebaut. Jede Untereinheit des Homotetramers hat eine Grofie von
252 Aminosduren. Das Tetramer ist in Abbildung 1.3 dargestellt. Magnesium in Form

von Mg?" wird von diesem Enzym als ein weiterer Cofaktor benotigt.

Abbildung 1.3: ADH aus Lactobacillus brevis (Schlieben et al., 2005)

Enzymatische Reduktion von C=C-Bindungen

Fiir die biokatalytische Reduktion von C=C-Bindungen ldsst sich ebenfalls ein brei-
tes Methodenspektrum finden. Fiir eine enzymatische Reduktion von C=C-Bin-
dungen miissen diese jedoch mit Elektonen-ziehenden Gruppen aktiviert werden,
wenn die Reduktion zum Beispiel durch eine ER aus Saccharomyces carlsbergensis
(EC. 1.6.99.1) katalysiert werden soll. Als Beispiele lassen sich hier die asymmetri-
schen Reduktionen von Terpenoiden, Carbonyl- oder Nitro-aktivierten C=C-Bin-

dungen auffiihren.

Eine technische Anwendung ist die Reduktion von Ketoisopheron zu (R)-Levodion,
welches als Schliisselintermediat in der Carotinoidsynthese fungiert (Kataoka et al.,

2004; Leuenberger et al., 1976). Ein weiteres Beispiel findet sich im Tahasago-Prozess,
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worin die Reduktion von Citral zu (S)-Citronellal erfolgt, einem wichtigen Baustein
tir die Herstellung von (L)-Menthol (Miiller et al., 2006). Fiir die Herstellung von op-
tisch aktiven B-Aminosduren ist die biokatalytische Reduktion als Zwischenschritt
tiir die Einfithrung einer chiralen Information eine etablierte Methode (Swiderska
und Stewart, 2006). Das bei diesen Reaktionen genutzte Enzym ist bereits 1933 von
Warburg als ,gelbes Ferment” (yellow enzyme) beschrieben worden (Warburg und
Christian, 1933). Bei diesem Enzym handelt es sich um ein Homodimer mit einer
Grofie von 400 Aminosduren pro Untereinheit. Beide Untereinheiten des Enzyms
tragen den farbgebenden nicht kovalent gebundenen Cofaktor Flavinmononucleotid
(FMN). In Abbildung 1.4 ist eine Untereinheit der ER aus Saccharomyces carlsbergen-
sis dargestellt. Das 1933 aus der Bierhefe isolierte Enzym war dabei namensgebend
tiir eine Gruppe von analogen Enzymen, die unter dem Namen Old Yellow Enzymes

(OYE) zusammengefasst werden.

Abbildung 1.4: Monomer der Enreduktase aus Saccharomyces carlsbergensis (Brown et al., 1998)

Vorteilhaft bei der Nutzung von isolierten Enzymen ist der Einsatz von nur ei-
nem oder zwei Enzymen, so dass das Auftreten von Nebenprodukten innerhalb der
Reaktion minimiert werden kann. Dadurch verringert sich ebenfalls der notwendi-
ge Aufwand fiir die Aufarbeitung der Produkte. Isolierte Enzyme kénnen innerhalb
der Reaktion hohen Konzentrationen an organischen Substraten oder Losungsmit-
teln ausgesetzt sein, dies kann sich negativ auf die Stabilitit der Enzyme auswirken

(Liese et al., 1998; Schmid et al., 2001; Villela et al., 2003).
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Durch die Abhéngigkeit der beschriebenen Oxidoreduktasen von teuren Cofak-
toren wie -1,4-Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) oder B-1,4-Nicotinamidade-
nindinukleotidphosphat (NADPH), welche in Abbildung 1.5 abgebildet sind, miissen

diese bei Reaktionen mit isolierten Enzymen stets zugesetzt werden.

Abbildung 1.5: Nicotinamid-Cofaktoren NADH (links) und NADPH (rechts)

1.2.1 Cofaktorabhidngigkeit von Oxidoreduktasen

Neben der Abhingigkeit der LhPADH von Metallionen oder dem in der ER assoziier-
ten FMN als Cofaktor benttigen die enzymatisch katalysierten Reduktionen vor al-
lem Reduktionsdquivalente. Diese werden der Reaktion biokompatibel in Form von
NAD(P)H zur Verfiigung gestellt. Dabei ist die LPADH in der Lage beide Cofaktoren
zu akzeptieren, wobei der Kys-Wert fiir NADH um einen Faktor von ca. 1000 grofier
ist als fiir NADPH (Schroer et al., 2009). Bei der LbADH katalysierten Reaktion wird
wiahrend der Reaktion das Hydridion vom Cofaktor direkt auf den Carbonylkohlen-
stoff libertragen, wie in Abbildung 1.6 dargestellt.
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Abbildung 1.6: Ubertragung des Hydridions vom Cofaktor auf das Substrat bei ADH s

Hingegen erfolgt bei der ER-katalysierten Reaktion die Ubertragung des Hydrid-
ions, ausgehend vom reduzierten Cofaktor auf das FMN. Erst der reduzierte FMN-
Enzymkomplex tibertrdgt, wie in Abbildung 1.7 dargestellt, das Hydridion auf den
entsprechenden Akzeptor. Wobei die ER in der Literatur als NADP(H) abhédngiges
Enzym beschrieben wird (Brown et al., 1998, 2002; Fox und Karplus, 1994; Saito et al.,
1991).
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Enreduktase-FMN, 4

Abbildung 1.7: Ubertragung des Hydridions vom Cofaktor auf das FMN und folgend auf den entsprechenden
Akzeptor

Dabei ist der Verbrauch an reduziertem Cofaktor bei beiden Enzymen stochiome-
trisch, so dass fiir jedes reduzierte Produktmolekiil die Oxidation eines Cofaktormo-

lekiils erfolgen muss.
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1.2.2 Methoden der Cofaktorregenerierung

Wie gezeigt, erfolgt der Verbrauch an reduziertem Cofaktor wahrend der Reduktions-
reaktion in stdchiometrischen Mengen. Dies bedeutet, dass ein dquimolarer Einsatz
dieser kostenintensiven Cofaktoren (NADH: 360 €/mmol, NADPH: 2500 €/mmol;
Katalogpreise Sigma-Aldrich Co. (Deutschland), Stand Mai 2011) in technischen Bio-
transformationen nicht 6konomisch moglich wére. Somit ist es notwendig, die abso-
luten Mengen an benétigtem Cofaktoren innerhalb der Reaktion zu reduzieren. Dies

gelingt durch unterschiedliche Methoden der Cofaktorregenerierung.

Fiir die Regenerierung der Cofaktoren wurden unterschiedliche Methoden eta-
bliert. Fiir isolierte Enzyme kann eine Unterteilung in chemische, elektrochemische,
photochemische oder enzymatische Methoden getroffen werden (Chenault und Whi-
tesides, 1987). Ein weiterer Ansatz fiir die Regenerierung von Cofaktoren besteht in
der Verwendung von Ganzzellbiokatalysatoren und der Ausnutzung der Stoffwechs-
elaktivitdten der Zellen. Hierbei erfolgt die Cofaktorregenerierung durch die Verstoff-

wechselung von energiereichen Substraten wie beispielsweise Glukose.

Die chemische Cofaktorregenerierung kann durch Wasserstoff in Verbindung mit
einem Rutheniumkomplex erfolgen, der die Reduktion des Cofaktors katalysiert. Die
Oxidation von Formiat zu Kohlendioxid, katalysiert durch einen Rhodiumkomplex,
kann ebenfalls fiir eine chemische Regenerierung der Cofaktoren genutzt werden

(Ruppert et al., 1988; Wagenknecht et al., 2003).

Bei der elektrochemischen Cofaktorregenerierung erfolgt die Recyclierung der Co-
faktoren durch die Ubertragung von Elektronen von der Elektrode iiber ein Media-

torsystem auf die oxidierten Cofaktoren (Giinther et al., 2000; Schulz et al., 1995).
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Die Ausnutzung des Sonnenlichtes kann bei photosynthetisch aktiven Mikroorga-
nismen, wie Cyanobakterien, fiir die Cofaktorregenerierung ausgenutzt werden. So
erfolgt die Cofaktorregenerierung durch die photosynthetische Elektronentransferre-

aktion (Nakamura und Yamanaka, 2002).

Die Moglichkeit der enzymatischen Cofaktorregenerierung unterteilt sich wieder-
um in zwei Gruppen. So kann die Regenerierung entweder Substrat-gekoppelt mit
nur einem Enzym erfolgen oder Enzym-gekoppelt mit zwei Enzymen (Hummel und

Kula, 1989; Schenkels et al., 2001).

Bei einer Substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung wird die Produktionsreak-
tion und die Regenerierung des Cofaktors durch das selbe Enzym katalysiert. Ein
Beispiel dafiir ist die Umsetzung von Methylacetoacetat zu Methylhydroxybutyrat
unter Einsatz von Isopropanol fiir die Cofaktorregenerierung. Dabei wird das Iso-
propanol unter Reduktion des Cofaktors zu Aceton oxidiert, wie in Abbildung 1.8

ersichtlich ist (Schroer et al., 2007b).

O O OH O
LbADH
HacMo/CHe' Hsc/k/u\o/c"'e'
Methylacetoacetat (R)-Methyl-3-hydroxybutyrat
NAD(P)H NAD(P)*
H3CJ\CH3 - H3C~ "CHj
Aceton LbADH Isopropanol

Abbildung 1.8: Umsetzung von Methylacetoacetat zu (R)-Methylhydroxybutyrat als Beispiel fiir eine
LbADH-katalysierte Reaktion mit Substrat-gekoppelter Cofaktorregenerierung

Besteht innerhalb der Reaktion nicht die Moglichkeit, die oxidierten Cofaktoren
durch eine entsprechende Reaktion mit dem selben Enzym zu regenerieren, kann dies

durch die Verwendung eines zweiten Enzyms erfolgen. Da bei der Enzym-gekop-

10
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pelten Cofaktorregenerierung ein zweites Enzym eingesetzt wird, miissen bei der
Auswahl des Regenerierenzyms bestimmte Parameter beachtet werden. So ist es bei-
spielsweise notwendig, dass die Cofaktorpréferenz des Arbeitsenzyms auch vom re-
generierenden Enzym geteilt wird. Das bedeutet, dass beide Enzyme den gleichen
Cofaktor, entweder das phosphorylierte NADP(H) oder das nicht phosphorylierte
NAD(H), mit vergleichbarer Affinitit akzeptieren miissen. Des Weiteren muss ge-
waihrleistet sein, dass beide Enzyme unter den gegebenen Reaktionsbedingungen
aktiv sind und es nicht zu Nebenreaktionen kommt, bedingt durch Kreuzreaktionen.
Beispiele fiir mogliche Enzyme, mit denen Produktionsreaktionen gekoppelt werden

konnen, sind in Tabelle 1.2 aufgelistet.

Tabelle 1.2: Beispiele moglicher Enzyme fiir eine Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung mit der entspre-
chenden Cofaktorpraferenz des Enzyms, den Cosubstraten und den entsprechenden Coprodukten
(Weckbecker et al., 2010; Wichmann und Vasic-Racki, 2005)

Regenerierenzym  Cofaktorpriferenz Cosubstrat Coprodukt

Formiatdehydrogenase NAD* Formiat CO;
(EC1.2.1.2) NADP™

Glukosedehydrogenase NADP™ D-Glukose  D-Glukono-
(EC1.1.1.47) 1,5-lakton
Glukose-6-phosphat- NAD* D-Glukose-  D-Glukono-
dehydrogenase NADP™ 6-phosphat 1,5-lakton-
(EC1.1.1.49) 6-phosphat
ADH'’s NAD* Ethanol Acetaldehyd
(EC1.1.1.1u.1.1.1.2) NADP* Isopropanol Aceton

Eine etablierte Methode fiir die Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung ist die
Verwendung einer Formiatdehydrogenase (Allen und Holbrook, 1995; Gul-Karaguler
etal.,2001; Izumi et al., 1989). Bei dieser Reaktion wird Formiat zu Kohlendioxid unter

Reduktion des Cofaktors oxidiert. Formiatdehydrogenasen sind in der Lage sowohl

11
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den nicht phosphorylierten Cofaktor (Allen und Holbrook, 1995; Gul-Karaguler et al.,
2001; Izumi et al., 1989) als auch den phoshorylierten Cofaktor zu akzeptieren (Lutz
et al., 2002; Pasta et al., 1996; Rissom et al., 1997). Das Kohlendioxid, welches wihrend
der Reaktion frei wird, kann dabei leicht aus der Reaktion entfernt und so das Gleich-

gewicht der Reaktion vollstindig auf die Seite des Produktes verschoben werden.

Dies kann bei der Reaktion mit Glukosedehydrogenase und Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase ebenfalls durch die Hydrolyse der Coprodukte zu den entsprechen-
den korrespondierenden Sduren erfolgen. Glukosedehydrogenase und Glukose-6-
phosphat-dehydrogenase eignen sich dabei sowohl fiir die Regenerierung von NADH
als auch NADPH (Bright et al., 1993; Naylor et al., 2001).

Ebenso konnen auch ADH’s fiir die Regenerierung beider Cofaktoren eingesetzt
werden (Adolph et al., 1991; Drewke und Ciriacy, 1988; Hummel, 1997; Keinan et al.,
1986). Die Regenerierung kann mit Hilfe von Alkoholdehydrogenasen durch kosten-
giinstige Cosubstrate wie Ethanol oder Isopropanol erfolgen. Das Gleichgewicht der
Reaktion lisst sich hierbei durch einen Uberschuss an Cosubstrat oder durch das Ent-
ternen der Coprodukte durch Strippen oder Pervaporation ebenfalls auf die Seite des
Produktes verschieben (Goldberg et al., 2006; Lye und Woodley, 1999; Stark, 2003; Ta-
kors, 2004).

Fiir eine Cofaktorregenerierung innerhalb biokatalytischer Redoxreaktionen ste-
hen somit eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung. So konnen bei einer enzy-
matischen Regenerierung Cofaktoren durch die Verwendung von kostengiinstigen
Substraten innerhalb der Reaktion recycliert werden. Der Zusatz von kosteninten-
siven Cofaktoren bei NAD(P)H-abhidngigen Enzymen ist aber bei der Verwendung
von isolierten Enzymen trotzdem unumgénglich, da sonst die notwendigen Redukti-

onsdquivalente fiir die Redoxreaktionen nicht zur Verfiigung gestellt werden konnen.

12
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Im industriellen Mafistab findet beispielsweise die Enzym-gekoppelte Cofaktorre-
generierung eine Anwendung bei der Herstellung von L-tert-Leucin im Tonnenmaf3-
stab. Die Umsetzung von Trimethylbrenztraubensdure erfolgt bei diesem Verfahren
durch eine Leucindehydrogenase unter NADH-Verbrauch, dabei wird der Cofaktor
durch eine Formiatdehydrogenase regeneriert (Bommarius et al., 1995; Drauz et al.,
2002). Ein weiteres Beispiel fiir die industrielle Cofaktorregenerierung ist die Her-
stellung von (S5)-4-Chlor-3-hydroxybutanoatester, einem Intermediat in der Statin-
synthese, durch eine Carbonylreduktase aus Candida magnoliae. Die Regenerierung
des Cofaktors (NADPH) erfolgt Enzym-gekoppelt mit einer Glukosedehydrogenase
(Kita et al., 1996, Ogawa und Shimizu, 2002; Wada et al., 1998).

1.3 Ganzzellbiotransformationen

Die Verwendung von Ganzzellbiokatalysatoren kann auf zwei unterschiedliche Ar-
ten erfolgen. So wird zwischen Prozessen mit wachsenden, metabolisch aktiven Zel-
len und ruhenden Zellen unterschieden (Yamada und Shimizu, 1988). Bei wachsen-
den Zellen kénnen die Zielprodukte beispielsweise ausgehend von billigen Kohlen-
stoffquellen hergestellt werden, wie bei der Ethanolproduktion (Kosaric, 1996) oder
der Herstellung von organischen Sauren, wie Essigsdure, Citronensdure oder Pyruvat
(Roehr, 1996). Neben den genannten priméaren Stoffwechselmetaboliten lassen sich
aber auch anspruchsvollere Strukturen herstellen, wie Penicillin (O’Sullivan, 1986).
Bei der Umsetzung von nicht natiirlichen Substraten lassen sich wachsende Zellen
auch nutzen, um Cofaktoren wie NAD(P)H durch den Redoxmetabolismus der Mi-

kroorganismen zu regenerieren (Blank et al., 2010).
Hingegen ist die Biotransformation mit ruhenden Zellen nicht an das Wachstum

der Mikroorganismen gekoppelt. Dadurch ergibt sich bei der Verwendung von re-

kombinanten Ganzzellbiokatalysatoren der Vorteil, dass die Herstellung des Bioka-

13



Einleitung

talysators unabhédngig von der Biotransformation optimiert werden kann. Fiir diese
sogenannten ,designer bugs” eignen sich vor allem genetisch sehr gut charakterisier-
te und mit molekularbiologischen Methoden leicht zugédngliche Mikroorganismen,
wie Escherichia coli. Beispiele fiir derartige Ganzzellbiokatalysatoren sind in Tabelle

1.3 aufgefiihrt.

Tabelle 1.3: Beispiele fiir , designer bugs” mit rekombinantem Escherichia coli, den entsprechenden Pro-
dukten, den genutzten Enzymen und deren Ursprungsorganismus sowie den fiir die Reaktion
notwendigen Cofaktoren.

Produkt Enzym Cofaktor Ref.
(R)-Methyl-3- Alkoholdehydro- NADPH Schroer et al. 2007a
hydroxybutyrat genase (L. brevis)
Glutathion 7-Glutamylcystein- ATP Fujio 2001
synthetase (E. coli)
L-Glyceraldehyd Glycerol- NADPH Richter et al. 2010
dehydrogenase
(G. oxydans)
(35)-Acetoin Butandiol- NAD* Xiao et al. 2010
dehydrogenase
(B. subtilis)
158-Hydroxy- Cytochrom P450  NAD(P)H Zehentgruber et al. 2010
progesteron Monooxygenasen

(B. megaterium)

Die Nachteile bei der Verwendung von isolierten Enzymen fiir die Biokatalyse las-
sen sich durch den Einsatz von rekombinanten Ganzzellsystemen als Biokatalysator
zum Teil aufheben. So entfdllt zum Beispiel eine aufwendige Aufarbeitung der Bio-
katalysatoren im Vergleich zu isolierten Enzymen. Durch den Einschluss der Enzy-
me innerhalb der Zelle liegen diese weiterhin in ihrer natiirlichen Umgebung vor

und sind so besser geschiitzt vor dufleren Einfliissen, was sich in der Regel positiv
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auf die Stabilitdt der Enzyme auswirkt (Ishige et al., 2005). Besonders geeignet sind
Ganzzellsysteme jedoch bei Cofaktor-abhdangigen Enzymen, wie den Oxidoredukta-
sen. Die notwendige Zugabe von externen Cofaktoren (NAD(P)* / NAD(P)H) kann
bei Ganzzellbiokatalysen entfallen, da die bereits intrazelluldr vorhandenen Cofakto-
ren fiir die Reaktionen genutzt werden konnen. Somit kann die Wirtschaftlichkeit von
biokatalytischen Reaktionen ohne den Zusatz von externen Cofaktoren weiter gestei-
gert werden. Als Nachteil bei der Verwendung von Ganzzellsystemen ist jedoch die
Moglichkeit der Nebenproduktbildung zu sehen, die durch den enzymatischen Hin-
tergrund der Zelle (Enzyme des Stoffwechsels) hervorgerufen werden kann. Ebenso
ist bei der Aufarbeitung der Produkte ein zusétzlicher Schritt notwendig, da die Zel-

len vom Reaktionsmedium abgetrennt werden miissen.

1.4 Betrachtung der Cofaktoren bei

Biotransformationen mit ruhenden Zellen

Dass die intrazelluldre Cofaktorkonzentration einen direkten Einfluss auf die mogli-
chen Umsétze bei Ganzzellbiotransformation haben, wird beispielsweise bei Zhang
et al. (2006) deutlich. Es erfolgte hier die Umsetzung von Ethyl-3-keto-4,4,4-trifluor-
butanoat zu (R)-Ethyl-3-hydroxy-4,4,4-trifluorbutanoat im Satzverfahren durch eine
Ketoreduktase-katalysierte Reaktion, wobei die Cofaktorregenerierung mit Hilfe ei-
ner Glukose-6-phosphat-dehydrogenase durchgefiihrt wurde. Bei diesem Beispiel er-
folgte die Steigerung der Umsitze parallel zur steigenden Menge an zugesetztem
Cofaktor bis auf > 90 %. Dass eine ndhere Betrachtung der intrazellularen Cofaktoren
notwendig ist, wird auch bei Kataoka et al. (1999) deutlich, hier erfolgte die Umset-
zung von 4-Chlor-3-oxobutanoat durch eine Aldehydreduktase im Satzverfahren mit
Hilfe einer Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung durch eine Glukosedehydro-
genase. Auch bei diesem Beispiel wurde trotz der Verwendung eines rekombinanten

Ganzzellbiokatalysators externer Cofaktor zur Reaktion zugesetzt. Bei Kaup (2005)
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konnte bei der Herstellung von D-Mannitol durch die Zugabe von NAD™ eine Stei-
gerung der Produktausbeute um den Faktor 3 festgestellt werden, im Vergleich zur

Ganzzellbiotransformation ohne die Zugabe des Cofaktors.

Vor allem aber ist bei kontinuierlichen Prozessen eine nidhere Betrachtung der in-
trazelluldren Cofaktoren notwendig. Dies wird bei der kontinuierlichen Umsetzung
von Methylacetoacetat zu (R)-Methylhydroxybutyrat durch eine ADH-katalysierte
Reaktion deutlich. Es konnten hier Prozesszeiten von iiber einem Monat mit Raum-
zeitausbeuten von bis zu 700 g L~ d ! realisiert werden, jedoch nur unter Zugabe
von externem Cofaktor, wobei die Cofaktorregenerierung Substrat-gekoppelt erfolgte
(Schroer et al., 2007a). Dadurch wird deutlich, dass es innerhalb dieser kontinuierli-
chen Biotransformation zu einer Limitierung der Reaktion durch die intrazelluldre

Verfiigbarkeit der Cofaktoren gekommen ist.

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen, dass bei der Verwendung von Ganzzellbiotrans-
formationen sowohl bei Reaktionen im Satzverfahren als auch bei kontinuierlichen
Reaktionen Limitierungen durch die Verftigbarkeit von intrazelluldaren Cofaktoren

auftreten konnen. Untersuchungen zu den Ursachen dieser Limitierungen fehlen je-

doch bisher.

Somit wire an dieser Stelle eine genauere Analyse der intrazelluldren Cofaktorkon-
zentrationen von Noten, um eine Limitation der Reaktion von Seiten des Cofaktors
genauer zu beschreiben zu konnen. Beispiele fiir die Beschreibung der intrazellula-
ren Cofaktoren bei ruhenden Zellen (E. coli) sind durch Heuser et al. (2007); Schro-
er et al. (2009) gegeben. Bei Schroer et al. (2009) erfolgte die Ermittlung der Cofak-
torkonzentrationen innerhalb einer Ganzzellbiotransformation im Satzverfahren und
die Ermittlung der Cofaktorstabilitit unter dem Einfluss der Substrate und Produkte
als auch unter den Zellaufschlussbedingungen fiir die Analytik der Cofaktoren. Bei

Heuser et al. (2007) wurde die Erhohung der intrazelluldaren Cofaktorkonzentrationen
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fur eine hohere Produktivitidt innerhalb der Ganzzellbiotransformation beschrieben,
wobei hier die intrazellulare NAD(H)-Konzentration um den Faktor 7 erhoht werden

konnte.

1.5 Cofaktoranalytik

Bei Reaktionen mit isolierten Enzymen sind die Cofaktoren durch photometrische
Messungen einfach zu detektieren. So besitzen die oxidierten Cofaktoren (NAD(P)™)
ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von A=260 nm. Die reduzierten Co-
faktoren (NAD(P)H) hingegen besitzen zwei Absorptionsmaxima bei A=260 nm und
bei A=340 nm. Aus diesem Grund konnen bei einer Wellenldnge von 340 nm sehr spe-
zifisch die reduzierten Cofaktoren photometrisch erfasst werden. So kann die Quan-
tifizierung der Cofaktoren innerhalb von biokatalytischen Reaktionen mit isolierten
Enzymen aufgrund der geringen Komplexitit der Systeme mit einfachen Methoden
erfolgen. Dadurch lassen sich die Einfliisse der Reaktionsbedingungen auf die Stabili-
tat und somit die Verfiigbarkeit der Cofaktoren fiir die katalysierten Reaktionen leicht
bestimmen. Wie die Verfiigbarkeit der Cofaktoren ist auch die Effizienz der Cofak-
torregenerierung fiir biokatalytische Redoxreaktionen entscheidend. Diese kann mit
isolierten Enzymen sowohl fiir die Substrat- als auch die Enzym-gekoppelte Cofak-
torregenerierung durch photometrische Messungen leicht erfasst werden. So konnen
Limitierungen beztiglich der Verfiigbarkeit von Cofaktoren und der Effizienz der Re-
generierung bei Reaktionen mit isolierten Enzymen unkompliziert identifiziert wer-

den.

Hingegen sind bei Ganzzellbiotransformationen die Cofaktoren im Zellinneren lo-
kalisiert und kénnen durch photometrische Messungen wéahrend der Reaktion nicht
erfasst werden. Bei Ganzzellbiotransformationen miissen die Zellen aufgeschlossen

werden, um die intrazelluldren Cofaktoren analysieren zu konnen. Neben der Quan-
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tifizierung der Cofaktoren und der Ermittlung des Verhiltnisses von oxidierten zu
reduzierten Cofaktoren muss aufgrund der Cofaktorpraferenz der Enzyme, auch das
Verhiltnis von phosphoryliertem zu nicht phosphoryliertem Cofaktor bestimmt wer-
den. Dies kann bei Reaktionen mit isolierten Enzymen entfallen, da durch Zugabe
des geeigneten Cofaktors der Préaferenz des jeweiligen Enzyms entsprochen werden

kann.

Methoden fiir die Quantifizierung von intrazelluldren Cofaktoren wurden bereits
in den 1970er Jahren entwickelt und optimiert. So kann die intrazelluldre Konzentra-
tion der einzelnen Cofaktoren mit zyklischen Assays basierend auf einer farbgeben-
den Reaktion ermittelt werden (Bernofsky und Swan, 1973; Lilius et al., 1979). Durch
den hohen experimentellen Aufwand eignen sich diese jedoch nicht fiir Messungen
bei Ganzzellbiotransformationen mit einem hohen Probenaufkommen. Daher bieten
sich automatisierte Messmethoden, wie die Hochdruckfliissigkeitschromatographie
an (Mailinger et al., 1998), bei denen die Analyten voneinander getrennt detektiert
(UV-Detektor) werden. Vorteilhafter ist jedoch eine Detektion mittels Massenspek-
trometrie, da hier die Cofaktoren ausgehend von einem komplexen Probengemisch
gleichzeitig identifiziert und quantifiziert werden kénnen (Luo et al., 2007; van Dam
et al., 2002; Yamada et al., 2006). So konnen Cofaktoren mit Hilfe einer Fliissigkeit-
schromatographie in Verbindung mit einem Massenspektrometer (LC-MS/MS) als
Detektor bis zu einer Konzentration im fmol-Bereich detektiert und quantifiziert wer-
den (Schroer et al., 2009). Fiir eine Quantifizierung der intrazelluldren Cofaktoren mit
LC-MS/MS-Methoden ist der Einsatz eines Standards, entweder extern oder intern,
unabdingbar. Durch den Einsatz eines externen Standards konnen jedoch auftreten-
de Matrixeffekte bei der Analyse der Proben nicht korrigiert werden. Mit Matrixeffekt
ist dabei der Einfluss des Hintergrunds in den Proben auf die Intensitidt des Analy-
tensignals gemeint. So kann es bei gleichen Analytkonzentration und einer unter-
schiedlichen Hintergrundkonzentration, beispielsweise bedingt durch die Probenau-

farbeitung, zu unterschiedlichen Intensitdten der Signale bei der Detektion kommen.
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Proben mit einem abweichendem Anteil an Hintergrund kénnten so nicht miteinan-
der verglichen werden. Dies gelingt jedoch durch die Quantifizierung der Cofaktoren
tiber einen internen Standard (Oldiges et al., 2007). Mittels Massenspektrometrie kon-
nen fiir die Bestimmung der intrazelluldren Konzentrationen Isotopen-markierte Co-
faktoren als interner Standard eingesetzt (Wu et al., 2005) und so sichere Konzentra-
tionsangaben {iiber intrazelluldre Metaboliten auch in Anwesenheit einer komplexen
Probenmatrix getroffen werden. Die Quantifizierung erfolgt dann tiber die Peakfla-
chenverhiltnisse zwischen den *C-markierten Metaboliten und den in der Probe ent-
haltenen '>C-haltigen Metaboliten. Des Weiteren haben Isotopen-markierte Cofakto-
ren den Vorteil, dass diese bei einer Degradation der Cofaktoren innerhalb der Probe
in gleicher Weise betroffen sind. Das Verhiltnis von Analyt zu internem Standard &n-
dert sich somit nicht. Dabei miissen die markierten Cofaktoren nicht kommerziell er-
worben werden. Durch die Kultivierung von Mikroorganismen mit >C4-markierter
Glukose und anschlieBender Extraktion sind vollstandig '*C-markierte Cofaktoren

leicht zuganglich (Wu et al., 2005).
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2 Zielsetzung

Intrazelluldre Cofaktoren sind ein entscheidender Bestandteil von Oxidoreduktase-
katalysierten Reaktionen. Mit Hilfe von Ganzzellbiotransformationen kann eine Zu-
gabe von externen Cofaktoren, wie dies bei Reaktionen mit isolierten Enzymen not-
wendig ist, umgangen werden. Durch die aufgefiihrten Beispiele wurde jedoch deut-
lich, dass hohe Umsitze und lange Reaktionszeiten mit kontinuierlichen Prozessen
bei Ganzzellbiotransformationen zum Teil nur durch die Zugabe von externen Cofak-
toren, sowohl bei Substrat- als auch bei Enzym-gekoppelter Cofaktorregenerierung,

erreicht werden konnen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die intrazelluliren Nicotinamid-abhédngigen Co-
faktoren hinsichtlich ihrer Stabilitdt und Verfiigbarkeit bei Ganzzellbiotransforma-
tionen anhand von zwei Beispielreaktionen zu charakterisieren. Der Einfluss der in-
trazelluldren Cofaktoren auf die Gesamtsysteme sollte dabei anhand einer Substrat-
gekoppelten und einer Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung ndher beschrie-
ben werden und mogliche Limitierungen durch die intrazelluldren Cofaktoren iden-

tifiziert werden.

Der Einfluss der intrazelluldren Cofaktoren sollte zunédchst an einem bereits reak-
tionstechnisch bekannten System mit einer Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus
brevis (ADH/ADH-System) und einer Substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung
erfolgen. Die Reaktionen sollten mit rekombinanten Escherichia coli-Zellen durchge-

fithrt werden. Als Testreaktion fiir die Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung
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wurde die Synthese von (R)-Methylhydroxybutyrat unter Regenerierung des Cofak-
tors mit Isopropanol gewihlt, weil hier aus Vorarbeiten bereits ein breiter Datensatz
verfligbar war. Die Reaktionen sollte sowohl im kontinuierlichen Modus als auch
im Satzverfahren durchgefiihrt werden, um so eventuelle Unterschiede im Cofaktor-
pool hinsichtlich der Reaktionsfithrung zu erkennen und zusitzlich die geeignetste
Reaktionsfiithrung unter Betrachtung der Cofaktorverfiigbarkeit fiir diese Reaktion

zu identifizieren.

Dartiber hinaus sollte die Charakterisierung der intrazelluldren Cofaktoren fiir ein
System erfolgen, bei dem Cofaktorregenerierung Enzym-gekoppelt durchgefiihrt
wird. Als Beispiel wurde hier eine durch eine Enreduktase aus Saccharomyces carls-
bergensis katalysierte Reaktion gewihlt, welche zundchst als Ganzzellsystem etabliert
werden musste. Auch hier sollte die Cofaktorregenerierung aus Griinden der Ver-
gleichbarkeit mit dem ersten System und aufgrund der guten Charakterisierung die-
ses Systems mit der LPADH als Regenerierungsenzym und Isopropanol als Cosub-
strat durchgefiihrt werden. Ein entsprechendes System musste zundchst aufgebaut
werden. Dazu sollte das fiir die Enreduktase kodierende Gen kloniert und expri-
miert werden, das Enzym gereinigt, hinsichtlich aller wichtigen Parameter (Stabilitat,
Kinetik) charakterisiert werden und basierend auf diesen Parametern die Biotrans-
formation eines Substrates, dass eindeutig nur von der Enreduktase und nicht von
der LDADH umgesetzt wird, untersucht werden. Als geeignetes Substrat wurde hier
(Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat gewihlt, dessen Synthese und Analytik im Rahmen
dieser Arbeit ebenfalls erst etabliert werden musste. Geeignete Reaktionsparameter
fiir beide Enzyme sollten zunéichst in vitro und spater im Ganzzellsystem untersucht
werden. Dazu musste ein entsprechender Ganzzellbiokatalysator hergestellt werden,
bei dem beide Enzyme plastiddr auf einem Vektor kodiert vorliegen. Abschliefsend
sollte dieser Ganzzellbiokatalysator im Satz- und im kontinuierlichen Reaktor einge-
setzt werden und die Reaktion als Funktion der Stabilitdt der intrazelluldren Cofak-

toren untersucht werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Cofaktoranalytik

3.1.1 Quantifizierung intrazellularer Cofaktoren

Die Analytik der Cofaktoren wurde in dieser Arbeit mit einer LC-MS/MS Metho-
de durchgefiihrt, die innerhalb der Arbeitsgruppe Bioprozesse und Bioanalytik des
IBG-1: Biotechnologie der Forschungszentrum Jiilich GmbH fiir die Analyse von Me-
taboliten des Zentralstoffwechsels optimiert wurde. Mit dieser Methode war es mog-
lich, die reduzierten und oxidierten Formen von NAD(H) und NADP(H) aus einem
Zellextrakt selektiv zu identifizieren und zu quantifizieren. Fiir die genaue Identi-
fikation der vier Cofaktoren (NAD(H) und NADP(H)) und fiir die Verifikation der
Retentionszeiten wurden diese, ausgehend von Reinsubstanzen, separat analysiert.
Mit dieser Methode konnten die einzelnen Cofaktoren voneinander getrennt detek-

tiert werden, was in den Retentionszeiten der Cofaktoren (Tabelle 3.1) deutlich wird.
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Tabelle 3.1: Retentionszeiten der einzelnen Cofaktoren bei der Analytik mittels LC-MS/MS;
Die Probenkonzentration betrug 2,5 uM in TE-Puffer/Methanol (1:1 v/v) pH 7,0. Die Trennung
auf der LC erfolgte mit einem TBA-Puffer-Methanol-Gradienten, der in Kapitel 6.12.6.3, Tabelle
6.20 angegeben ist, die Detektion wurde mittels MS/MS durchgefiihrt.

Cofaktor Retentionszeit [min]

NAD* 3,6
NADP* 9,0
NADH 11,3
NADPH 12,6

Die Quantifizierung der Cofaktoren erfolgte tiber , Isotope dilution” (Wu et al., 2005),
wobei vollstindig '*C-markierte Cofaktoren als interner Standard den Proben zuge-
setzt wurden. Nach der Analyse erfolgte die Quantifizierung tiber die Peakflachen-
verhéltnisse zwischen den unmarkierten und den markierten Cofaktoren. Gegeniiber
der Kalibrierung mit >C-Standards kénnen die '>C-Standards innerhalb der Proben
separat detektiert werden. So konnten Matrixeffekte, bedingt durch die in den Pro-
ben verbleibenden Zellreste, aufgehoben werden. Dadurch war es moglich die Ka-
librierung mit reinen Cofaktoren durchzufiihren. Eine ndhere Bestimmung des Ein-
flusses der Probenmatrix innerhalb der zu analysierenden Proben musste daher nicht
durchgefiihrt werden. Der Matrixeffekt dufserte sich innerhalb der Analytik durch
unterschiedliche Peakfldachen bei gleicher Analytkonzentration in Abhdngigkeit vom
Hintergrund der Probe. Die *C-markierten Cofaktoren wurden in gleichbleibender
Konzentration den einzelnen Proben zugesetzt. Die Peakfldchen fiir 3 C-NAD™ im
Quenchingiiberstand und der wéssrigen Phase nach der Zellextraktion hatten dage-
gen ein Verhidltnis von ca. 2:1. Damit wiirde bei einem geringeren Hintergrund die
Analytenkonzentration falschlich zu hoch bestimmt werden. Dieser Effekt wirkt sich
jedoch sowohl auf die nicht markierten Cofaktoren als auch auf die als Standard ver-
wendeten C-markierten Cofaktoren aus, so dass der Einfluss des Probenmatrix auf-

gehoben wurde.
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Die markierten Cofaktoren lassen sich durch die Kultivierung von E. coli mit 13Cs-
Glukose gewinnen. Dabei erfolgte die Kultivierung mit einem definierten Minimal-
Medium, um einen moglichen Eintrag von 12C-Atomen aus anderen Quellen, wie
beispielsweise Hefeextrakt oder Pepton, zu unterbinden. In Vorversuchen wurde je-
doch festgestellt, dass die intrazelluldren Konzentrationen an reduzierten Cofaktoren
(NAD(P)H) vergleichsweise gering waren, was anhand der Chromatogramme in Ab-
bildung 3.1 noch einmal verdeutlicht wird. Da zu diesem Zeitpunkt der Arbeit noch
kein geeigneter Standard fiir die Kalibrierung zur Verfiigung stand, wurden die ge-

nauen Cofaktorkonzentrationen innerhalb dieses Versuches nicht bestimmt.
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(a) Quenchingiiberstand (b) Wissriger Uberstand nach Zellaufschluss

Abbildung 3.1: Cofaktorverteilung ohne artifizielle Verdnderung der Cofaktorpools im Quenchingiiberstand
(a) und in der wissrigen Phase nach Aufschluss des Zellpellets (b);
Kultivierung in Minimal-Medium mit 25 g12C6—Glukase/LMEdium bei 37 °C iiber 10 h, Zel-
lernte durch Zentrifugation, Resuspendieren der Zellen in 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0,
Abstoppen der intrazelluldren Enzymaktivitdten durch Quenching in -50 °C kaltem Metha-
nol (60 % v/v) und Zellaufschluss bei -20 °C, Analyse des Quenchingiiberstandes und der
wissrigen Phase nach Zellaufschluss mittels LC-MS/MS.

Da bei sehr geringen Konzentrationen an internem Standard keine zuverléssige
Quantifizierung erfolgen kann, wurden die Konzentrationen der reduzierten Cofak-
toren artifiziell durch spiken erhoht. Nach der Kultivierung eines rekombinanten
E. coli, der die LDADH {tiberexprimierte, wurden die Zellen nach der Ernte in Phos-
phatpuffer resuspendiert und nach Zugabe von Isopropanol fiir die partielle Reduk-

tion von oxidierten Cofaktoren eingesetzt. Dadurch konnten die Konzentrationen
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an reduzierten Cofaktoren innerhalb der *C-Markierung der Cofaktoren angehoben
werden, was in den Chromatogrammen des Quenchingiiberstandes und der wéss-
rigen Phase nach dem Zellaufschluss (Abbildung 3.2) im Vergleich zu nicht weiter
behandelten Zellen (Abbildung 3.1) noch einmal verdeutlicht wird. Somit konnte
einer zu geringen Konzentration an internem Standard in Bezug auf die reduzier-
ten Cofaktoren und einer daraus folgenden unzuverldssigen Quantifizierung dieser

Cofaktoren vorgebeugt werden.

= NADPH o “I'NADPH
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(a) Quenchingiiberstand (b) Wassriger Uberstand nach Zellaufschluss

Abbildung 3.2: Cofaktorverteilung mit artifizieller Verdnderung der Cofaktorpools nach der Kultivierung mit
13C4-Glukose im Quenchingiiberstand (a) und in der wissrigen Phase nach Aufschluss des
Zellpellets (b);
Kultivierung in Minimal-Medium mit 25 g13C67Glukose/LM8dium bei 37 °C und pH 7,0 iiber
10 h, Induktion der LBADH-Expression mit 0,2 mM IPTG, Zellernte durch Zentrifugation,
Resuspendieren der Zellen in 50 mM Phosphatpuffer pH 7, partielle Reduktion von oxidierten
Cofaktoren mit 150 mM Isopropanol iiber 5 min, Abstoppen der intrazelluldren Enzymak-
tivitdten durch Quenching in -50 °C kaltem Methanol (60 % v/v) und Zellaufschluss bei
-20 °C, Analyse des Quenchingiiberstandes und der wéssrigen Phase nach Zellaufschluss
mittels LC-MS/MS.

In den Abbildungen 3.1 und 3.2 sind jeweils zwei Chromatogramme dargestellt, die
tiir die Analyse einer Probe notwendig sind. Die zusétzliche Analyse des Quenching-
tiberstands ist notwendig, da es beim Abstoppen der intrazelluldren Enzymaktivitat
mit Hilfe von -50 °C kaltem 60 %igem Methanol bereits zu einer Permeabilisierung
der Zellmembranen und zu einem Austreten der Cofaktoren in diesem Schritt der

Probenaufarbeitung kommt. Fiir eine vollstandige Erfassung der intrazelluldren Co-
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faktoren wére somit die Analyse der wéssrigen Phase nach dem Zellaufschluss nicht

ausreichend.

3.2 Cofaktorstabilitat wahrend der

Probenaufarbeitung und der Messung

Ausgehend von ruhenden, katalytisch aktiven Zellen aus zu untersuchenden Biotrans-
formationen muss direkt nach der Probennahme die intrazellulire Enzymaktivitat
unterbunden werden, um Folgereaktionen zu vermeiden und den intrazelluldren
Zustand zum Zeitpunkt der Probennahme zu erfassen. Das Abstoppen der Enzy-
maktivitat erfolgte dabei durch das Einbringen der Probe in -50 °C kaltes Methanol
(Quenching). Im Weiteren wurde der Zellaufschluss in Anwesenheit von Chloroform
durchgefiihrt. Um den Einfluss der Aufschlussbedingungen auf die Stabilitdt der Co-
faktoren zu ermitteln, wurden die vier Cofaktoren den Bedingungen der Probenauf-

arbeitung ausgesetzt.

In Abbildung 3.3 sind die Stabilitdten der einzelnen Cofaktoren innerhalb der Quen-
chingprozedur und unter den Bedingungen des Zellaufschlusses dargestellt. Es konn-
te bei allen Cofaktoren wéahrend der Quenchingprozedur und unter der Bedingungen
des Zellaufschlusses eine > 90 %ige Wiederfindung der Cofaktoren festgestellt wer-
den. Damit konnte gezeigt werden, dass die Cofaktoren wahrend der Probenaufar-
beitung ausreichend stabil blieben und eine Degradation nicht nachweisbar war. Die
von Schroer et al. (2009) gefundenen Degradierungseffekte innerhalb der Probenauf-
arbeitung konnten so nicht bestdtigt werden. Es wurden hier ebenso die Stabilitdten
unter den Bedingungen der Probenaufarbeitung tiber einen Zeitraum von 2 h ermit-
telt, jedoch erfolgten die Messungen bei Schroer et al. (2009) bei einer hoheren Tem-
peratur von 4 °C. Dabei ergaben sich Wiederfindungen von 64 % fiir NAD™, 75 % fiir
NADPT, 44 % fiir NADH und 71 % fiir NADPH. Der einzige Unterschied lag dabei
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in der verwendeten Temperatur wiahrend der Stabilititsmessungen. Die Ergebnisse
zeigen sehr deutlich, dass der Einfluss der Temperatur entscheidend fiir die Cofak-

torstabilitdt wahrend der Probenaufarbeitung ist.
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Abbildung 3.3: Stabilitdten der Cofaktoren unter Quenchingbedingungen (a) und unter Zellaufschlussbe-
dingungen (b);
(a) Inkubation der Cofaktoren 2 uM in 10 mL 60 %igem Methanol bei -20 °C iber 2 h
(Quenchingbedingungen), (b) Inkubation der Cofaktoren 2 uM in 2 mL TE-Puffer/Methanol
(1:1 v/v) und 2 mL Chloroform iiber 2 h bei -20 °C (Zellaufschlussbedingungen), Analyse
der Cofaktoren nach Inkubation mittel LC-MS/MS, die Messungen erfolgten als Doppelbe-
stimmung.

Da es bei der Vermessung der Proben zu ldngeren Standzeiten im Autosampler
kommt, wurde die Stabilitat der Cofaktoren ebenfalls wihrend dieser Zeit tiber einen
Zeitraum von 48 h ermittelt. In Abbildung 3.4 sind die Wiederfindungen der Co-
taktoren dargestellt. Wie dort zu erkennen ist, konnten wiahrend der Standzeiten im
Autosampler Wiederfindungen von > 95 % ermittelt werden. Demnach kommt es
auch wahrend langerer Messzeiten nicht zu einer Degradation der Cofaktoren. Damit
konnten Messungen mit einem grofien Probenumfang ohne zusétzliche Zwischenla-

gerung der Proben bei tieferen Temperaturen erfolgen.
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Abbildung 3.4: Cofaktorstabilitdten wéhrend der Standzeiten im Autosampler bei 4 °C;
Inkubation der Cofaktoren in TE-Puffer/Methanol (1:1 v/v) bei 4 °C im Autosampler der
LC-MS/MS, Vermessung der Proben iiber einen Zeitraum von 48 h, die Messungen erfolgten
als Doppelbestimmung.

3.2.1 Zusammenfassung

Zusammenfassend lidsst sich feststellen, dass mit einer Messzeit von 25 min die ver-
wendete Methode geeignet war, um ein hohes Probenauftkommen vermessen zu kon-
nen. Weiterhin konnte mit der Erh6hung der reduzierten Cofaktoren wahrend der
13C-Markierung ein geeigneter Standard erstellt werden, um eine Quantifizierung
tiber ,Isotop dilution” nach Wu et al. (2005) durchzufiihren. Dabei eventuell auftreten-
de Matrixeffekte innerhalb der Analysen, bedingt durch eine sehr komlexe Proben-
zusammensetzung, konnten mit Hilfe dieser Methode aufgehoben werden. Ebenfalls
konnte gezeigt werden, dass die Cofaktoren unter den verwendeten Bedingungen
der Probenaufarbeitung und der Standzeiten der Proben im Autosampler der LC-
MS/MS stabil blieben. Negative Einfliisse auf die Cofaktoren durch die Bedingun-
gen der Probenaufarbeitung und wihrend der Analytik konnen somit ausgeschlos-

sen werden.
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3.3 Intrazellulare Cofaktorstabilitaten im Escherichia

coli-Wirtsstamm

Um die Stabilitdten der intrazelluliren Cofaktoren ohne den Einfluss von Substraten
und der Uberexpression von intrazelluliren Proteinen zu ermitteln, wurden E. coli
B21* (DE3)-Zellen, im 5 L Maf3sstab im Bioreaktor mit TB-Medium kultiviert und bei
30 °C sowie 4 °C in 50 mM Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6 und 7 inkubiert.
Die Versuche wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, um eine Kontamina-

tion der Zellsuspension und ein Wachstum anderer Mikroorganismen zu verhindern.

Innerhalb des Inkubationszeitraums (8 Tage) war bei einer Temperatur von 30 °C
und einem pH-Wert von 6 als auch 7 eine fast vollstindige Abnahme der intrazellula-
ren Cofaktoren festzustellen. Daraus ergab sich fiir die Cofaktoren eine Halbwertszeit
von ungefdhr einem Tag, was in Abbildung 3.5 noch einmal graphisch verdeutlicht
wird. Dabei konnte zum Zeitpunkt ty ein Cofaktorverhéltnis von NAD(H)/NADP(H)
von 6:1 ermittelt werden, welches durch Angaben in der Literatur bestitigt werden
kann (Andersen und Meyenburg, 1977; Lee et al., 2010; Siedler, 2011). Eine mogliche
Ursache fiir den starken Abfall der intrazelluliren Cofaktorkonzentrationen wahrend
der Inkubation der Zellsuspension bei einer Temperatur von 30 °C ist der intrazellu-
lare Erhaltungsstoffwechsel der Zellen. Dieser ist fiir Prozesse wie die Aufrechterhal-
tung von Konzentrationsgradienten, Reparatur von geschadigter DNA oder falsch

gefalteten Enzymen verantwortlich (Chmiel, 2006).
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Abbildung 3.5: Entwicklung der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen von E. coli BL21* (DE3) Wirtszel-
len ohne den Einfluss von Substraten und Produkten bei pH 6 (a) und pH 7 (b) bei 30 °C;
Kultivierung mit TB-Medium liber 24 h im Bioreaktor (5 L), Zellernte und Resuspendieren
der Zellen unter sterilen Bedingungen, Resuspendieren der Zellen in 50 mM Phosphatpuf-
fer mit pH 6 (a) und 7 (b) und Einstellen einer Biomassekonzentration von 100 ggra/L,
Inkubation der Zellsuspensionen bei 30 °C, Probenahme unter sterilen Bedingungen und
Analyse der Cofaktoren nach Probenaufarbeitung mittels LC-MS/MS, die gestrichelten Li-
nien dienen der Orientierung und geben nicht die Messwerte zu den einzelnen Zeitpunkten
wieder.

Der Erhaltungsstoffwechsel ist auch bei ruhenden Zellen nicht vollstandig unter-
bunden, so dass die Zellen zwar nicht weiter wachsen, jedoch einen gewissen Grund-
umsatz an energiereichen Verbindungen haben. Da keine weiteren energiereichen
Substanzen zum Puffer zugesetzt wurden, miissen die Zellen in diesem Fall auf intra-
zelluldre Verbindungen zuriickgreifen, aus denen sie Energie gewinnen konnen. So
sind auch die Cofaktoren in der Lage durch Hydrolyse Energie zu liefern. Cofaktoren
enthalten fiir die Energiegewinnung energiereiche Bindungen wie N-glykosidische
Bindungen (Zatman et al., 1953) oder eine Diphosphatbindung, deren Bindungsener-
gie ist gleich der analogen Bindung in ATP (Kornberg, 1950). Diese energiereichen
Bindungen sind somit auch die Stellen, an denen die Cofaktormolekiile degradie-
ren konnen (Ferro und Olivera, 1987), wobei eine ndhere Bestimmung der mogli-
chen Degradationsprodukte nicht erfolgte. Die Halbwertszeit von NAD" wird bei
exponentiell wachsenden E. coli mit 1-2 h angegeben (Manlapaz und Olivera, 1973).
Diese Halbwertszeit ist ein Indiz dafiir, dass die Cofaktorkonzentrationen innerhalb

der Zellen durch die Enzymaktivitidten des Zellstoffwechsels stark beeinflusst wer-
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den. Die Redox-Eigenschaften der Cofaktoren werden jedoch bei einigen Enzym-
katalysierten Reaktionen, wie bei der posttranslationalen Modifikation von Protei-
nen durch ADP-Ribosylierung (Hilz, 1997) oder bei der Reparatur von geschéddigter
DNA durch DNA-Ligase (Foster und Moat, 1980; Singleton et al., 1999) nicht ausge-

nutzt. Finden solche Reaktionen statt, werden die Cofaktoren intrazelluldr abgebaut.

Eine zweite Erkldarung fiir die Abnahme der intrazelluldren Cofaktorkonzentratio-
nen wire eine partielle Zelllyse, wobei die Cofaktoren in den Uberstand der Zell-
suspension austreten wiirden. Dies wéare durch eine Erhchung der extrazelluldren
Cofaktoren feststellbar. Im Verlauf dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass im
extrazelluldren Uberstand zwar Cofaktoren detektiert werden konnten, deren Kon-
zentration uiber den Zeitraum der Versuche aber nicht in dem Mafse zunahmen, in
dem die intrazelluldre Konzentration abgenommen hat. Dadurch kann die Zelllyse
tiir die Abnahme der intrazelluldren Cofaktoren als alleinige Ursache ausgeschlossen

werden.

Im Vergleich dazu erfolgte die Inkubation der Zellen unter analogen Bedingungen
auch bei 4 °C. Auch hier konnte eine Abnahme der intrazelluldren Cofaktoren festge-
stellt werden, die im Vergleich zur Inkubation bei 30 °C nicht so stark ausfiel, wie in
Abbildung 3.6 exemplarisch fiir die Inkubation bei pH 6 dargestellt ist. So konnte ei-
ne Abnahme der intrazelluldren Cofaktorkonzentration von 10 % nach einem Tag fiir
die nicht-phophorylierten Cofaktoren NAD(H) und eine Abnahme von 20 % fiir die
phosphorylierten Cofaktoren NADP(H) ermittelt werden. Uber den gesamten Zeit-
raum der Inkubation (8 Tage) kam es dabei zu einer Abnahme der Cofaktoren von
50 % fiir NAD(H) und 60 % fiir NADP(H). Dieser Unterschied lasst sich dabei durch
den positiven Einfluss der niedrigeren Temperatur wahrend der Lagerung der Zellen
bei 4 °C auf die Stabilitdt der Cofaktoren erkldren. Durch die verminderte Temperatur
wird die Enzymaktivitit und somit auch der Erhaltungsstoffwechsel herabgesetzt,

wodurch die Abnahme der Cofaktoren im Vergleich zu den Ergebnissen bei einer In-

31



Ergebnisse und Diskussion

kubation bei 30 °C langsamer erfolgte.
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Abbildung 3.6: Entwicklung der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen von E. coli BL21* (DE3) Wirtszel-
len ohne den Einfluss von Substraten und Produkten bei pH 6 und 4 °C;
Kultivierung mit TB-Medium Uliber 24 h im Bioreaktor (5 L), Zellernte und Resuspendieren
der Zellen unter sterilen Bedingungen, Resuspendieren der Zellen in 50 mM Phosphatpuf-
fer mit pH 6 und Einstellen einer Biomassekonzentration von 100 ggrps/L, Inkubation der
Zellsuspensionen bei 4 °C, Probenahme unter sterilen Bedingungen und Analyse der Co-
faktoren nach Probenaufarbeitung mittels LC-MS/MS, die gestrichelten Linien dienen der
Orientierung und geben nicht die Messwerte zu den einzelnen Zeitpunkten wieder.

3.3.1 Zusammenfassung

Bei E. coli BL21* (DE3) Zellen ohne intrazellulidre Uberexpression eines heterologen
Proteins wurde eine Halbwertszeit von ca. einem Tag bei 30 °C und einem pH-Wert
von 6 oder 7 ermitteln. Die Abnahme der Cofaktorkonzentration konnte durch die
Absenkung der Inkubationstemperatur auf 4 °C nicht verhindert, jedoch verlangsamt
werden. Wobei das Einfrieren der Zellen keine Alternative darstellt, da es ohne den
Zusatz von Frostschutzmitteln wie z. B. Glycerin zu einer Permeabilisierung der Zel-
len durch Eiskristalle kommen wiirde und die Zellen nach dem Auftauen so noch
schneller lysieren wiirden. Aus diesem Grund und da trotz Kiihlung schon nach 2
Tagen mehr als 1/4 der intrazelluldren Cofaktorkonzentration verloren ging, wurden

die weiteren Versuche jeweils mit frisch hergestellter Biomasse durchgefiihrt.
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3.4 Ganzzellbiotransformationen mit

Substrat-gekoppelter Cofaktorregenerierung

3.4.1 Ganzzellbiotransformation mit dem ADH/ADH-System

Mit Hilfe der reaktionstechnischen Optimierung der Umsetzung von Methylaceto-
acetat zu (R)-Methylhydroxybutyrat konnten Reaktionszeiten von > 30 Tagen und
Raumzeitausbeuten von 700 g d~! L™! erzielt werden, bei einem Enantiomereniiber-
schuss von > 99 % ee (Schroer et al., 2007a). Gleichzeitig wird jedoch bei Schroer et al.
(2007a) deutlich, dass es zu einer Limitierung des kontinuierlichen Verfahrens durch
die fiir die Reaktion notwendigen Cofaktoren kam. Dadurch war es notwendig, der
Reaktion zusitzliche Cofaktoren zuzufiihren. Aufgrund der sehr guten reaktions-
technischen Charakterisierung und Optimierung dieser Reaktion war eine gezielte
Betrachtung der intrazelluldren Cofaktoren hinsichtlich ihrer Verfiigbarkeit und Sta-

bilitdt ohne grofse Vorarbeiten moglich.

3.4.2 Kontinuierliche Ganzzellbiotransformation

Hinsichtlich der Charakterisierung der intrazelluldaren Cofaktoren beziiglich ihrer
limitierenden Eigenschaften erfolgten die kontinuierlichen Biotransformationen in
einem Maf3stab von 200 mL. Dabei wurde eine konstante Substratkonzentration von
0,3 M Methylacetoacetat, eine Cosubstratkonzentration von 0,5 M und 0,75 M Isopro-

panol und eine Verweilzeit von 2 h eingestellt.

Um die intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen anzugeben, wurde am Ende der
Kultivierung das Gesamtzellvolumen nach einer 1:250000 Verdiinnung vermessen.
Danach erfolgte die Berechnung des Zellvolumens bezogen auf die Biotrockenmas-
se mit den Formeln 01-03 (Kapitel 6.12.1.3). Mit der Verdiinnung der Zellsuspen-

sion und einer Biotrockenmasse von 9,4 mgpr;/mL ergab sich ein Zellvolumen von
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2,08 uL/mgprpr £ 0,03 uL/mgpTr, welches fiir die weitere Berechnung der intrazel-
luldren Cofaktorkonzentration verwendet wurde. Dieses Zellvolumen entsprach den
in der Literatur angegebenen Grofienordnungen (Bennett et al., 2009; Buchholz et al.,

2001; Pramanik und Keasling, 1997).

Um eine Limitierung der Reaktion bedingt durch die intrazelluldre LhADH-
Konzentration zu vermeiden wurde die intrazelluldre Enzymkonzentration in Anleh-
nung an Schroer et al. (2009) bestimmt. Dabei konnte eine Aktivitdt von 400 U/gprm
ermittelt werden, was einer Enzymkonzentration von 40 mg/ggry entspricht. Die
gefundenen Werte lagen dabei um den Faktor 4 hoher als der vergleichbare Wert bei
Schroer et al. (2009), was sich durch die unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen
erkldren ldsst. So erfolgte die Kultivierung der Biomasse mit TB-Medium im Bioreak-
tor, die Expression der LDADH wurde wie bei Schroer et al. (2009) zu Beginn der sta-
tiondren Wachstumsphase mit 0,2 mM IPTG induziert und die Expression bei 27 °C
durchgefiihrt. Hingegen erfolgte die Kultivierung bei Schroer et al. (2009) mit LB-
Medium im Schiittelkolben. Durch die Verwendung des Bioreaktors konnten Limitie-
rungen, die beispielsweise durch eine zu geringe Gelostsauerstoffkonzentration oder
durch eine Verschiebung des pH-Wertes innerhalb des Mediums, vermieden werden.
Dariiber hinaus ist das TB-Medium im Vergleich zum LB-Medium hoher konzentriert
(Zusammensetzung LB-Medium: Kapitel 6.4.3.1, Tabelle 6.1; Zusammensetzung TB-
Medium: Kapitel 6.5 Tabelle 6.9), so dass Substratlimitierungen wahrend der Kulti-
vierung erst zu einem spéteren Zeitpunkt auftreten und die Expression des Enzyms

tiber einen langeren Zeitraum unter nicht limitierten Bedingungen ablaufen konnte.

Bei der kontinuierlichen Umsetzung von Methylacetoacetat zu (R)-Methylhydroxy-
butyrat konnte wihrend der Reaktion ein konstanter Umsatz von 93 % tiber einen
Zeitraum von 150 h erreicht werden. Danach kam es zu einem Abfall des Umsatzes

auf weniger als 50 %, wie in Abbildung 3.7 zu erkennen ist.
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Abbildung 3.7: Umsitze wahrend der koninuierliche Biotransformation von Methylacetoacetat mit E. coli
BL21* (DE3)-LbADH;
Umsetzung von MAA mit einer Konzentration von 0,3 M im Zulauf (50 mM Phosphatpuffer
pH 6,0) und 0,75 M sowie 0,5 M Isopropanol, 100 ggrpr/L in 50 mM Phosphatpuffer, pH
6,0, Verweilzeit im Reaktor 2 h, Reaktionstemperatur von 30 °C, Reaktionsdauer 14 Tage,
Analyse des zellfreien Uberstandes mittels GC.

Die erreichte Raum-Zeit-Ausbeute lag wéahrend der Phase des konstanten Umsat-
zes bei 77 gyHB L~1d~!, was in etwa 10 % der in der Literatur erreichten maximalen
Raum-Zeit-Ausbeute entspricht (Schroer et al., 2007a). Der Enantiomereniiberschuss
betrug bei dieser Reaktion > 99 % ee , wie auch bei den weiteren Reaktionen mit dem
ADA /ADH-System und bestétigten so das Ergebnis von Schroer et al. (2007a). Dabei
muss jedoch bedacht werden, dass bei dem in der Literatur beschriebenen Prozess va-
rilerende Biomassekonzentrationen (50-270 gpryr/L), Substratkonzentrationen (0,1-
2,5 M) und Isopropanolkonzentrationen (0,2-2,8 M) sowie Verweilzeiten von 0,5-25 h
verwendet wurden. So konnten dort mit hoheren Biomassekonzentrationen und Sub-
stratkonzentrationen auch hohere Ausbeuten erzielt werden. Der erreichte Umsatz

stagnierte jedoch bei einem Wert von 80 %.

Um die Limitierung innerhalb der Reaktion zu ermitteln, wurde nach Beendigung
des kontinuierlichen Prozesses eine Batch-Reaktion mit den selben Zellen durchge-
tithrt. Daftir wurden die Zellen mit Puffer gespiilt, bis die Substrate und Produkte
vollstindig entfernt waren. Anschliefend erfolgte unter Zugabe von 0,2 mM NADP*
eine Batch-Reaktion mit 0,3 M Methylacetoacetat und 0,75 M Isopropanol. Dabei
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konnte bereits nach 10 min eine vollstdindige Umsetzung des Substrats festgestellt
werden, was zeigt, dass der Abfall des Umsatzes auf weniger als 50 % bei der kon-
tinuierlichen Reaktion nicht durch den Aktivitdtsverlust des Ganzzellbiokatalysators

verursacht wurde.

Intrazellulire Cofaktoren innerhalb der kontinuierlichen Reaktion

Parallel zur Ermittlung des Umsatzes innerhalb des Prozesses erfolgte die Bestim-
mung der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen, wobei der Verlauf der NADP(H)-
Konzentrationen tiber die Reaktionszeit in Abbildung 3.8 dargestellt ist. Die aus-
schliefliche Darstellung der phosphorylierten Cofaktoren erfolgte auf Grund der Pra-
tferenz der LhPADH gegentiiber diesem Cofaktor, was sich in einem um den Faktor 1000
niedrigeren Kj;-Wert im Vergleich zum nicht-phosphorylierten Cofaktor widerspie-

gelt.
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Abbildung 3.8: Verlauf der intrazelluldren NADP(H)-Konzentrationen wéhrend der kontinuierlichen Umset-
zung von Methylacetoacetat mit E. coli BL21* (DE3)-LbADH;
Umsetzung von Methylacetoacetat mit einer Konzentration von 0,3 M im Zulauf (50 mM
Phosphatpuffer, pH 6,0) und 0,75 M und 0,5 M lIsopropanol, 100 ggra/L in 50 mM Phos-
phatpuffer, pH 6,0, Verweilzeit im Reaktor 2 h, Reaktionstemperatur von 30 °C, Reakti-
onsdauer 14 Tage, Analyse der intrazelluldren Cofaktoren nach Probenaufarbeitung mittels
LC-MS/MS.

Die Anfangskonzentrationen fiir NADP(H) lagen bei 730 uM (0,5 M Isopropanol)
und 790 uM (0,75 M Isopropanol). Uber den Verlauf der Reaktion konnte eine ste-
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tige Abnahme bis auf 4 % (0,5 M Isopropanol) und 1,5 % (0,75 M Isopropanol) der
urspriinglichen intrazelluliren NADP(H)-Konzentrationen festgestellt werden. Trotz
der kontinuierlichen Abnahme der Cofaktorkonzentration konnte ein konstanter Um-
satz iiber einen Zeitraum von 150 h beobachtet werden. Die zu diesem Zeitpunkt
vorliegende Cofaktorkonzentration kann somit als unteres Limit angesehen werden,
bei der die Reaktion unbeeinflusst weiterlduft. Dabei lag die verbleibende Cofaktor-
konzentration bei einem Wert von 15-20 % der urspriinglichen Konzentration. Die
weitere Abnahme der Cofaktoren fithrte dann zu einer Limitierung der Reaktionen,
die durch die Zugabe von externem Cofaktor in der anschlieffenden Batch-Reaktion
wieder aufgehoben werden konnte. Zwischen den beiden Isopropanolkonzentratio-
nen konnte hinsichtlich der Intensitidt der Konzentrationsabnahme kein Unterschied

festgestellt werden.

Mogliche Ursachen fiir die Abnahme liegen zum einen im bereits diskutierten Er-
haltungsstoffwechsel der Mikroorganismen. So konnten diese auch nach Beendigung
des kontinuierlichen Prozesses reaktiviert werden. Die Anzahl der Kolonien nach
24 h Inkubation auf LB-Agar mit 100 mgc,,penicinnin /L betrug 1800 pro mL, im Ver-

gleich zu 8x1010

zu Beginn der Reaktion. Damit konnte gezeigt werden, dass auch
am Ende der Reaktion noch intakte, teilungsfahige Zellen im Reaktionssystem vorla-
gen, die den Erhaltungsstoffwechsel aufrecht erhalten konnten. Zum andern ist die
Permeabilisierung der Zellmembran durch das Vorhandensein der organischen Sub-
strate und Produkte als ein weiterer Grund fiir die Abnahme der Cofaktorkonzen-
trationen zu sehen. Durch die Permeabilisierung der Membran konnen die Cofakto-
ren aus den Zellen austreten und, bedingt durch die kontinuierliche Betriebsweise,
aus dem Gesamtsystem ausgetragen werden. Die im Uberstand der Reaktion befind-
lichen Cofaktoren konnten allerdings aufgrund ihrer geringen Konzentration und des
Verdiinnungseffekts durch das Reaktionsgemisch nicht detektiert werden. Der Ef-

fekt des Austragens der Cofaktoren aus dem Gesamtsystem wurde bei Schroer et al.

(2007a) zu einem Zeitpunkt, an dem die Limitierung durch den Cofaktor zum Tragen
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kam, durch ldngere Verweilzeiten und durch die Erh6hung der Biomassekonzentra-
tion auf 200 gpryr/L aufgehoben. Danach wurde nach 7 Tagen Reaktionszeit keine

Abnahme des Umsatzes festgestellt.

Die erreichten hohen Umsétze noch bei einer Cofaktorkonzentration von 15-20 %
der urspriinglichen NADP(H)-Konzentration zu Reaktionsbeginn kénnen dabei auf
die Art der Regenerierung zuriickgefiihrt werden. So kann der Cofaktor bei einer
Substrat-gekoppelten Regenerierung direkt am Enzym regeneriert werden und muss
nicht, wie bei einer Enzym-gekoppelten Regenerierung, zwischen zwei Enzymen dif-
fundieren. Somit kann bei Substrat-gekoppelten Ansédtzen auch bei geringen Cofak-
torkonzentrationen eine effektive Regenerierung und somit ein hoher Umsatz erzielt

werden.

3.4.3 Cofaktorstabilitat ohne den Einfluss von Substraten und

Produkten

Um die Stabilitdt der intrazelluldren Cofaktoren nach der Uberexpression eines hete-
rologen Proteins zu ermitteln, erfolgte die Inkubation der Ganzzellbiokatalysatoren
ohne den Einfluss der Substrate und Produkte in Phosphatpuffer (50 mM, pH 6) bei
30 °C.

In Abbildung 3.9 ist der prozentuale Verlauf der intrazelluldren Cofaktorkonzen-
trationen fiir die phosphorylierten und nicht phosphorylierten Cofaktoren darge-
stellt, die dabei zum Zeitpunkt ty ein Cofaktorverhéltnis (NAD(H)/NADP(H)) von
4:1 hatten, was auch durch Angaben in der Literatur bestétigt wird (Andersen und

Meyenburg, 1977; Lee et al., 2010; Siedler, 2011).

Es war auch in diesem Versuch eine kontinuierliche Abnahme der intrazellularen

Cofaktoren feststellbar, wobei eine etwas hohere Halbwertszeit von ca. 1,5 Tagen fiir
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Abbildung 3.9: Verlauf der Cofaktorkonzentrationen bei rekombinanten E. coli BL21* (DE3)-LbADH-Zellen
ohne den Einfluss von Substraten und Produkten bei 30 °C;
Kultivierung mit TB-Medium liber 24 h im Bioreaktor (5 L), Zellernte und Resuspendieren
der Zellen unter sterilen Bedingungen, Resuspendieren der Zellen in 50 mM Phosphatpuf-
fer mit pH 6 und Einstellen einer Biomassekonzentration von 100 ggrp/L, Inkubation der
Zellsuspensionen bei 30 °C, Probenahme unter sterilen Bedingungen und Analyse der Co-
faktoren nach Probenaufarbeitung mittels LC-MS/MS, die gestrichelten Linien dienen der
Orientierung und geben nicht die Messwerte zu den einzelnen Zeitpunkten wieder.

den nicht-phosphorylierten Cofaktor und eine Halbwertszeit von ca. 2 Tagen fiir den
phosphorylierten Cofaktor ermittelt werden konnte. Die Halbwertszeiten lagen da-
mit geringfiigig {iber den Werten beziiglich der E. coli-Zellen ohne Uberexpression
(Kapitel 3.3). Dies kann daran liegen, dass die intrazelluldren Cofaktorkonzentra-
tionen zu Beginn des Versuches fiir NAD(H) um den Faktor 1,5 und fiir NADP(H)
um den Faktor 2 hoher waren als bei den E. coli-Zellen ohne Uberexpression und
sich somit eine langere Halbwertszeit ergab. Diese Abweichungen der intrazelluldren
Cofaktorkonzentrationen konnen sich ergeben, da fiir die einzelnen Versuche unter-
schiedliche Zellchargen aus unterschiedlichen Kultivierungen benutzt wurden. Die
Abweichung konnte aber auch mit der Redoxaktivitdt der rekombinanten Zellen zu

tun haben.

Im Vergleich zur kontinuierlichen Umsetzung von Methylacetoacetat konnte kein
signifikanter Unterschied beziiglich der Halbwertszeiten festgestellt werden. Die Halb-
wertszeit innerhalb der Reaktion lag bei ca. 2,5 Tagen und die intrazelluldren Cofak-

torkonzentrationen lagen mit 728 yM bei 0,5 M Isopropanol und 793 uM bei 0,75 M
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Isopropanol in vergleichbaren Groflenordnungen. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die Substrate und Produkte in der kontinuierlichen Reaktion keinen
nennenswerten Einfluss auf die intrazelluldre Verfiigbarkeit der Cofaktoren hat und
die Abweichungen zwischen den Halbwertszeiten bei rekombinantem
E. coli BL21* (DE3)-LbADH-Zellen nur die Standardabweichung innerhalb des Versu-
ches widerspiegelt. Somit kann der intrazelluldre Erhaltungsstoffwechsel als haupt-
sdchliche Ursache fiir die Abnahme der Cofaktorkonzentration innerhalb der konti-

nuierlichen Umsetzung von Methylacetoacetat angesehen werden.

Dass die Zellen ohne den Einfluss von Substraten und Produkten nicht in ihrer

Zellintegritdt beeinflusst werden, ist in Abbildung 3.10 zu erkennen.

Abbildung 3.10: Beeinflussung der Zellintegritat rekombinanter E. coli BL21* (DE3)-LbADH-Zellen durch
die Lagerung der Zellen in 50 mM Phosphatpuffer bei pH 6,0;
100 gprp/L in 50 mM Phosphatpuffer mit pH 6,0, Inkubation der Zellsuspension iiber
einen Zeitraum von 24 h bei 30 °C, Farben der Zellen mit SYTO 9 und Propidiumiodid,
Visualisierung der Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm im Fluoreszenz-
mikroskop bei einer 1000fachen GesamtvergdRerung.

Es erfolgte hier eine selektive Fluoreszenzfarbung von Zellen, die in Phosphatpuf-
fer tiber 24 h bei 30 °C gelagert wurden. Bei dieser Farbung kommt es nach Anre-
gung bei einer Wellenldnge von 488 nm zu griin fluoreszierenden Zellen, bedingt
durch den Farbstoff SYTO 9 und zu rot fluoreszierenden Zellen, bedingt durch den
Farbstoff Propidiumiodid, wobei beide Farbstoffe die intrazellulire DNA anfarben.

Dabei ist der Farbstoff SYTO 9 in der Lage, intakte Zellmembranen zu passieren, wo-
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hingegen Propidiumiodid nur permeabilisierte Zellmembranen passieren kann. Bei
permeabilisierten Zellen kommt es dabei zu einer Uberlagerung der Fluoreszenz des
SYTO 9 durch das Propidiumiodid. Wie in Abbildung 3.10 zu erkennen ist, waren
weniger als 3 % an Zellen erkennbar, deren Zellintegritdt beeinflusst war, so dass an
dieser Stelle die Abnahme der intrazelluldren Cofaktoren bedingt durch einen hohen

Anteil von permeabilisierten Zellen ausgeschlossen werden konnte.

3.4.4 Ganzzellbiotransformationen im Satzverfahren

Da gezeigt werden konnte, dass die intrazelluldren Cofaktoren in E. coli BL21* (DE3)-
LbADH-Zellen auch ohne den Einfluss der Substrate und Produkte eine Halbwerts-
zeit von ca. 1-2 Tagen haben, wurde die Reaktionszeit durch die Umsetzung von Me-
thylacetoacetat im Satzverfahren verkiirzt. Gleichzeitig konnte damit einem mogli-
chen Austreten der Cofaktoren aus dem Gesamtsystem vorgebeugt werden. Die Re-
aktionen erfolgten dabei mit der selben Methylacetoacetat-Konzentration (0,3 M) wie
auch in der kontinuierliche Reaktion, nur die Isopropanolkonzentrationen fiir die Co-
faktorregenerierung wurden variiert und lagen in einem Konzentrationsbereich von

0,3-3,0 M.

Die Reaktionen waren unabhédngig von der Isopropanolkonzentration jeweils be-
reits nach 40 min beendet und es konnte innerhalb der Versuche ein Umsatz von
> 80 % ermittelt werden. Die Umsitze iiber den zeitlichen Verlauf der Reaktionen

sind in Abbildung 3.11 zusammengefasst.

Die erreichten Umsitze von > 80 % korrelierten mit den bei Schroer et al. (2007a)
angegebenen Werten. Durch das Absenken der Isopropanolkonzentration innerhalb
der Versuche konnte keine signifikante Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit fest-

gestellt werden.
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Abbildung 3.11: Umsétze iiber den zeitlichen Verlauf der einzelnen Batch-Reaktionen;
Methylacetoacetat-Konzentration 0,3 M, Isopropanolkonzentration 3,0-0,3 M, Biomasse-
konzentration 100 ggrps/L in 50 mM Phosphatpuffer mit pH 6,0, 200 mL Reaktionsvolu-
men, Reaktionstemperatur von 30 °C, 1 mL Probe zu den einzelnen Zeitpunkten, Analyse
des zellfreien und Hitze-inaktivierten Uberstandes mittels GC, die Messungen wurden in
Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Beziiglich der intrazelluldren Cofaktoren konnte jedoch festgestellt werden, dass
es bereits direkt nach der Zugabe der Substrate, innerhalb der ersten Minute der Re-
aktion, zu einer Abnahme der intrazellularen Cofaktoren kam, aufSer bei einer Iso-
propanolkonzentration von 0,3 M. Dieses Phdnomen konnte am deutlichsten bei der
Verwendung von 3 M Isopropanol beobachtet werden, was in Abbildung 3.12 darge-
stellt ist.

Durch die Verkiirzung der Reaktionszeiten bei der Umsetzung von Methylace-
toacetat im Satzverfahren kann davon ausgegangen werden, dass der Einfluss des
Erhaltungsstoffwechsels der Zellen auf die intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen
vernachldssigt werden kann. Somit kann nur noch die Permeabilisierung der Zellen
durch die Substrate als hauptsachliche Ursache fiir die Abnahme der intrazelluldren
Cofaktorkonzentrationen angesehen werden. Dabei konnte festgestellt werden, dass
es bei den nicht phosphorylierten Cofaktoren zu einer deutlich starkeren Abnahme
kam als bei den phoshorylierten Cofaktoren, wie auch in Abbildung 3.12 zu erkennen

ist.
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Abbildung 3.12: Entwicklung der intrazelluldren Cofaktorkonzentration in E. coli BL21* (DE3)-LbADH-
Zellen mit 3,0 M Isopropanol und 0,3 M Methylacetoacetat im Satzverfahren;
100 ggrpt/L in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,0, 200 mL Reaktionsvolumen und 30 °C Re-
aktionstemperatur, Analyse der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen zu den einzelnen
Zeitpunkten nach Zellaufschluss mittels LC-MS/MS, die Messungen wurden in Doppelbe-
stimmung durchgefiihrt.

Dieses Phanomen konnte bereits wahrend der Probenaufarbeitung fiir die Analy-
sen der Cofaktoren mittels LC-MS/MS beobachtet werden. Hier kommt es bedingt
durch den Einfluss des 50 %igen Methanols zu einem Ubergang der Cofaktoren in
den Quenchingiiberstand, wobei hauptsdchlich die nicht phosphorylierten Cofakto-
ren im Quenchingiiberstand detektiert wurden. Dieser Effekt ist in Abbildung 3.1 a
(Quenchingtiberstand) vergleichend mit Abbildung 3.1 b (wéssriger Uberstand nach
Zellaufschluss) zu erkennen. Folglich wird NADP(H) im Vergleich zu NAD(H) trotz

Permeabilisierung der Zellmembran deutlich starker in den Zellen zuriickgehalten.

Nach dem initialen Abfall der intrazelluldaren Cofaktorkonzentration konnte
eine relativ konstante Konzentration der Cofaktoren iiber den restlichen Verlauf der
Biotransformation ermittelt werden. Die relativen Wiederfindungen an intrazellula-
ren Cofaktoren bei der Variation der Isopropanolkonzentration innerhalb der Reak-

tionen im Satzverfahren sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.
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Tabelle 3.2: Zusammenfassung der prozentualen Wiederfindung der intrazelluldren Cofaktoren nach der
ersten Minute der Reaktion;
100 ggram/L in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,0, Isopropanolkonzentrationen von 0,3-3,0 M,
0,3 M Methylacetoacetat, 30 °C Reaktionstemperatur, Analyse der intrazelluldren Cofaktoren
nach einer Minute Reaktionszeit mittels LC-MS/MS.

Isopropanol- NAD(H)- NADP((H)-
konzentration konzentration konzentration
[M] [%] [%]

3,0 33 63
0,75 66 78
0,5 81 93
0,3 100 98

Entsprechend konnte ein Anstieg der Cofaktoren nach der ersten Minute der Reak-
tion im Reaktionsiiberstand festgestellt werden. Dieser Effekt kann auf die Permeabi-
lisierung der Zellen zuriickgefiihrt werden. Bei einer Isopropanolkonzentration von
3,0 M konnte im Reaktionsiiberstand nach dem initialen Anstieg der Cofaktorkonzen-
tration eine kontinuierliche Abnahme der nicht-phosphorylierten Cofaktoren festge-
stellt werden, so dass die Bilanz zwischen den ausgetretenen und in der Zelle zurtick-
gebliebenen Cofaktoren iiber die Zeit der Reaktion fiir den nicht-phosphorylierten
Cofaktor nicht geschlossen werden konnte. Dieser Effekt ist auch bei Schroer et al.
(2009) zu erkennen, wobei hier nicht zwischen den extrazelluldren und intrazellula-
ren Cofaktoren unterschieden wurde, sondern die Gesamtkonzentration angegeben
ist. Hingegen konnte die Bilanz bei den phosphorylierten Cofaktoren zwischen den
ausgetretenen und in der Zelle zuriickgebliebenen Cofaktoren geschlossen werden,
so dass die intrazelluldren Verluste mit dem Anstieg im Reaktionsiiberstand kompen-

siert werden konnten.
Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich fiir die Versuche mit Isopropanolkonzentratio-

nen von 0,75 M und 0,5 M. Wobei es auch hier nach initialer Zunahme der NAD*-

Konzentration im Uberstand zu einer kontinuierlichen Abnahme tiber den Zeitraum
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des Versuches kam. Die NADH-Konzentration blieb im Vergleich dazu relativ kon-
stant. Somit konnte auch bei diesen Versuchen die Bilanz zwischen den ausgetrete-
nen Cofaktoren und den in der Zelle verbliebenen Cofaktoren fiir den NAD(H)-Pool
nicht geschlossen werden. Die Konzentrationen an extrazellulirem NADP(H) tiber
den Zeitraum der Reaktion blieben wie zuvor konstant. Es konnte jedoch fiir den Ver-
such mit 0,75 M Isopropanol eine Abweichung von ca. 20 % bei der Bilanz zwischen
den Cofaktoren im Uberstand und den intrazelluldren Cofaktoren festgestellt wer-
den, was eine eindeutige Bilanzierung fiir den phosphorylierten Cofaktor in diesem
Fall nicht moglich machte. Diesen initialen Effekt konnte man bei der kontinuierli-
chen Reaktion nicht erkennen, da dies durch die Probennahme im Abstand von ca.

einem Tag nicht aufgeldst wurde.

Bei der Biotransformation mit einem dquimolaren Substratverhdltnis (0,3 M Me-
thylacetoacetat und 0,3 M Isopropanol) konnte kein Ausbluten der Cofaktoren be-
obachtet werden. Wobei auch hier die zu Beginn des Versuches vorhandene NAD"-
Konzentration tiber den Zeitraum der Reaktion abnahm und die restlichen Cofakto-

ren in ihren Konzentrationen stabil blieben.

Da wahrend der Versuche nur die Isopropanolkonzentration variiert wurde, wah-
rend die Methylacetoacetat-Konzentration konstant blieb, scheint der beobachtete
Leakage-Effekt einzig auf die unterschiedlichen Isopropanolkonzentrationen zurtick-
zugehen. Dieser Effekt auf die Zellen wurde mit dem bereits beschriebenen Fluores-

zenztest tiberpriift. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.13 und 3.14 dargestellt.
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Abbildung 3.13:

Abbildung 3.14:

30 min 45 min

Beeinflussung der Zellintegritdt durch 3 M Isopropanol nach 1 min, 30 min und 45 min;
100 gprp/L in 50 mM Phosphatpuffer mit pH 6,0 und einer Isopropanolkonzentration
von 3 M, Inkubation der Zellsuspension iiber einen Zeitraum von 1, 30 und 45 min, Far-
ben der Zellen mit SYTO 9 und Propidiumiodid, Visualisierung der Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm im Fluoreszenzmikroskop bei einer 1000fachen Gesamt-
vergroBerung, rote Zellen sind mit weiBer Umrandung hervorgehoben.

1 min 30 min 45 min

Beeinflussung der Zellintegritdt durch 0,3 M Isopropanol nach 1 min, 30 min und 45 min;
100 gprp/L in 50 mM Phosphatpuffer mit pH 6,0 und einer Isopropanolkonzentration
von 3 M, Inkubation der Zellsuspension iiber einen Zeitraum von 1, 30 und 45 min, Far-
ben der Zellen mit SYTO 9 und Propidiumiodid, Visualisierung der Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm im Fluoreszenzmikroskop bei einer 1000fachen Gesamt-
vergolRerung, rote Zellen sind mit weier Umrandung hervorgehoben.

Mit Hilfe der Fluoreszenzfarbung der Zellen konnte dabei noch einmal gezeigt

werden, dass

die Beeinflussung der Zellen durch das Isopropanol ein initialer Ef-

fekt direkt nach der Zugabe zum Reaktionsansatz ist. Wie in Abbildung 3.13 und 3.14

zu erkennen ist, kam es im weiteren Verlauf der Inkubation mit den entsprechenden

Isopropanolkonzentrationen zu keiner weiteren Beeinflussung der Zellintegritit. Es

konnte jedoch festgestellt werden, dass bei einer Isopropanolkonzentration von 3,0 M

ca. 30 % der Zellen in ihrer Integritdt beeinflusst wurden, bei einer Isopropanolkon-

zentration von 0,3 % dagegen nur ca. 3 %. Es muss hier aber verdeutlicht werden,

dass nur die Zellen erfasst wurden, die nur zu einem gewissen Grad permeabilisiert
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wurden, vollstandig lysierte Zellen konnten dabei nicht berticksichtigt werden.

3.4.5 Zusammenfassung

Innerhalb der Ganzzellbiotransformationen mit dem ADH/ADH-System konnte ge-
zeigt werden, dass es bei der kontinuierlichen Reaktion zu einer Limitierung bedingt
durch die Abnahme der intrazelluldren Cofaktorkonzentration kam. Die Reaktion mit
einem Umsatz von > 90 % blieb bis zu einer Cofaktorkonzentration von 15-20 % der
urspriinglichen Konzentration {iber einen Zeitraum von 7 Tagen stabil. Dies ist be-
dingt durch die Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung, bei der die Cofaktoren
direkt am Enzym regeneriert werden. Dass die Abnahme der Cofaktoren dabei nicht
nur durch den Einfluss der Substrate und Produkte bedingt ist, konnte durch die Be-
stimmung der Halbwertszeit von 1-2 Tagen in Abwesenheit der Substrate und Pro-
dukte gezeigt werden. Durch die vergleichbare Halbwertszeit des phosphorylierten
Cofaktorpools in An- und Abwesenheit von Substraten und Produkten kann eine
nennenswerte Beeinflussung der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen durch die

organischen Bestandteile in der Reaktion sogar ausgeschlossen werden.

Die Abnahme der Cofaktoren durch den Einfluss des Erhaltungsstoffwechsels konn-
te durch die Verkiirzung der Reaktionszeit mit der Umsetzung von Methylacetoace-
tat im Satzverfahren vermindert werden. In dieser Arbeit konnte erstmals festgestellt
werden, dass es bei Batchreaktion zu einer starken initialen Beeinflussung der intra-
zelluldren Cofaktorkonzentration bedingt durch Isopropanol kommt. Dies duflerte
sich vor allem bei einer Isopropanolkonzentration von 3,0 M. Bei einer Substratkon-
zentration von 0,3 M fiir beide Substrate konnte ein vollstdndiger Erhalt der intrazel-
luldren Cofaktorkonzentration ermittelt werden. Da die Methylacetoacetatkonzentra-
tion tiber alle Versuche konstant war, kann fiir die initiale Beeinflussung der intrazel-
luldren Cofaktorkonzentration nur das Isopropanol verantwortlich gemacht werden.

Eine hohe Isopropanolkonzentration in einem 10-molaren Uberschuss war bei dieser
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Reaktion jedoch nicht nétig und fiir die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts
auch nicht erforderlich, da bei 0,3 M Isopropanol noch ein Umsatz von > 80 % erreicht
werden konnte. Bei dieser Reaktion beeinflusst vor allem das Isopropanol die Verfiig-
barkeit der intrazelluldren Cofaktoren. Der Einfluss der Substrate und Produkte auf
die intrazellulédre Verfiigbarkeit muss jedoch fiir jedes System im Einzelnen tiberpriift

werden.

Somit konnte fiir dieses System festgestellt werden, dass es fiir eine Erhohung der
Verfiigbarkeit und Stabilitidt der Cofaktoren unter den getesteten Bedingungen not-
wendig war, die Reaktionszeit und die verwendete Isopropanolkonzentration her-
abzusetzen. Die Reaktion im Satzverfahren bei einer Konzentration an Substrat und
Cosubstrat von 0,3 M erwies sich beziiglich der Stabilitat und Verfiigbarkeit der intra-
zelluldren Cofaktoren am geeignetsten und ist dem kontinuierlichen Verfahren vor-

zuziehen.
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3.5 Ganzzellbiotransformationen mit

Enzym-gekoppelter Cofaktorregenerierung

Die Charakterisierung der Verfiigbarkeit und Stabilitdt von intrazelluldaren Cofakto-
ren bei einer Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung wurden mit einer ER-kata-
lysierten Reaktion in Verbindung mit der bereits beschriebenen LbADH im Ganz-
zellsystem durchgefiihrt. Dafiir musste die Reaktion mit dem Ganzzellbiokatalysator

jedoch erst etabliert werden.

Fiir die Etablierung des Ganzzellsystems erfolgte die Optimierung der Produkti-
on und Aufreinigung der ER sowie die Charakterisierung der Aktivitat und Stabilitat
bei unterschiedlichen Temperaturen und pH-Werten im Rahmen einer Bachelorarbeit
von Scheeren (2010). Weiterhin wurden in dieser Arbeit die kinetischen Parameter fiir
den Cofaktor NADPH im Zusammenhang mit der Reduktion von Cyclohexenon be-

stimmt.

Um die Ganzzellbiotransformation in Verbindung mit der LPADH durchzufiihren,
erfolgte die Synthese eines geeigneten Substrates und die Uberpriifung der Mach-
barkeit der Reaktion mit isolierten Enzymen sowie die Bestimmung der kinetischen
Parameter fiir das Testsubstrat. Nach der Herstellung des Ganzzellbiokatalysators
und der Expressionsoptimierung fiir die intrazelluldren Proteine erfolgten Ganzzell-

biotransformationen im Satzverfahren und kontinuierliche Biotransformationen.

3.5.1 Produktion und Aufreinigung der ER

Die Produktion der ER erfolgte innerhalb der Bachelorarbeit von Scheeren (2010) mit

einem rekombinantem E. coli in Verbindung mit dem pET3b-OYE-Vektor.

Vor der Produktion der ER erfolgte eine Expressionsoptimierung hinsichtlich des
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Expressionsmediums, der Induktorkonzentration, der Temperatur wiahrend der Ex-
pression und dem Zeitpunkt der Induktion. Dabei zeigte sich, dass TB-Medium fiir
die Expression der ER am geeignetsten ist. Nach der Expressionsoptimierung im
200 mL Mafistab und einer Steigerung der Enzymausbeute um den Faktor 27 konnten
die in Tabelle 3.3 zusammengefassten Parameter als die geeignetsten fiir die Expres-

sion der ER identifiziert werden.

Tabelle 3.3: Optimale Parameter fiir die Expression der ER im 200 mL MalRstab.

Parameter Einstellung

Temperatur 32°C
IPTG-Konzentration 0,6 mM
ODgg bei Induktion 3

Nach der Ubertragung dieser Parameter in den 5 L. Maf3stab wurde die hochste
spezifische ER-Aktivitat jedoch bei einer Expressionstemperatur von 27 °C ermittelt
und die Enzymausbeute im Vergleich zur Kultivierung im 200 mL Maf3stab noch ein-
mal um 30 % gesteigert. Am Ende der Optimierung ergab sich bei der Produktion
der ER eine Steigerung der Enzymausbeute um den Faktor 35, im Vergleich zur nicht
optimierten Expression bei 37 °C mit 0,2 mM IPTG und einer Induktion zu Beginn
der stationdren Wachstumsphase. Mit der Optimierung der Expression wurde die

Grundlage fiir eine effektive Aufarbeitung der ER gelegt.

Die Isolierung und Aufreinigung der ER erfolgte iiber eine Ionenaustauschchroma-
tographie mit QFF-Sepharose und konnte in einem Schritt durchgefiihrt werden. Die
isolierte ER hatte nach der Aufreinigung eine Reinheit von > 95 %. Fiir die Lagerung
der ER wurde diese lyophilisiert, so dass aus der Aufreinigung von 15 ggry 0,4 g Ly-
ophilisat mit einer Gesamtaktivitdt von 530 U erzielt werden konnten. So konnte die

Produktion und Aufreinigung der ER im Vergleich zu Saito et al. (1991) und Brown
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et al. (1998) deutlich vereinfacht und der Gesamtprozess verkiirzt werden.

3.5.2 Charakterisierung der ER

Bei der Charakterisierung der Abhingigkeit der Aktivitdt der ER von der Tempe-
ratur konnte bei Scheeren (2010) ein Temperaturoptimum beziiglich der Umsetzung
von Cyclohexenon zu Cyclohexanon bei 45-50 °C mit einer spezifischen Aktivitdt von
5 U/mggr ermittelt werden. Die Halbwertszeit der ER lag bei diesen Temperaturen
jedoch nur noch bei 2,3 min (50 °C) bzw. 30 min (45 °C). Hohere Halbwertszeiten von
> 1 Monat konnten bei einer Temperatur von 25 °C mit einer spezifischen Aktivitat

von 2,4 U/mggr ermittelt werden.

Die Charakterisierung der Abhédngigkeit der ER-Aktivitdt und -Stabilitdt vom pH-
Wert ergab die hochste spezifische Aktivitit bei einem pH-Wert von 7,5 mit
2,8 U/mggr. Die hochste Stabilitdt der ER wurde jedoch bei einem pH-Wert von 7,0
ermittelt, wobei die Aktivitdt bei diesem pH-Wert iiber einen Zeitraum von 2 Wo-
chen ausgehend von 2,4 U/mggr nur um 4 % abgenommen hat. Die Ermittlung der
Lagerstabilitat bei -20 °C fiir das Lyophilisat ergab innerhalb von 2 Monaten keinen
Aktivitdtsverlust der ER.

Die ER erwies sich somit, unter den fiir die spateren Reaktionen vorgesehenen Pa-
rametern beziiglich der Temperatur und des pH-Werts, als ein sehr stabiles Enzym,
welches sich bei einer Temperatur von -20 °C {iber einen langen Zeitraum ohne Akti-

vitdtsverluste lagern lasst.

Durch die Arbeit von Scheeren (2010) konnte die Praferenz der ER gegeniiber dem
phosphorylierten Cofaktor noch einmal deutlich gezeigt werden. Die weiteren Cha-
rakterisierungen der ER erfolgten daher nur mit NADP(H). Durch die Arbeit von

Scheeren (2010) wurden die bei Brown et al. (1998) angegebenen kinetischen Parame-
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ter fiir die Standardreaktion der ER mit Cyclohexenon und NADPH bestdtigt und
spezifiziert. Fiir Cyclohexenon ergab sich ein K;,-Wert von 0,004 mM =+ 0,002 mM
und ein V,;,-Wert von 3,8 U/mgrr + 0,1 U/mggr sowie ein K;-Wert von 40 mM
+ 6 mM. Die Ermittlung der kinetischen Parameter fiir den Cofaktor NADPH er-
gaben einen K;; von 0,05 mM =+ 0,007 mM und einen V;;-Wert von 4,1 U/mgrr
+ 0,1 U/mggg. Fiir die Produkte der Reaktion (Cyclohexanon und NADP™) konnte

keine Beeinflussung der Reaktion festgestellt werden.

3.5.3 Synthese von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat

Da die Cofaktorregenerierung innerhalb der Ganzzellbiotransformation durch die
LbADH erfolgen sollte, kann es bei der Verwendung von Carbonyl-aktivierten C=C-
Bindungen fiir die ER-katalysierte Reaktion zu Nebenreaktionen kommen, bedingt
durch die Lh)ADH (Hall et al., 2006). Daher erfolgte die notwendige elektronische Ak-
tivierung der C=C-Bindung innerhalb dieser Arbeit mit einer Nitrogruppe, so dass
Nebenreaktionen mit der LbADH ausgeschlossen werden konnten. Da das entspre-
chende Substrat ((Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat, Abbildung 3.15) nicht kommer-
ziell erhdltlich war, wurde die Synthese des Substrats nach Martin et al. (2008) und
Swiderska und Stewart (2006) durchgefiihrt.

NO, O

o

Abbildung 3.15: (2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat

Die Synthese erfolgte ausgehend von Ethylpyruvat. Im ersten Schritt wurde mit
einer Nitroaldolreaktion (Henry-Reaktion, Abbildung 3.16) die Nitrogruppe einge-
fuhrt. Fur diese Reaktion konnte eine Ausbeute von 80 % bezogen auf das eingesetz-
te Ethylpyruvat ermittelt werden. Die Identifikation des Produktes erfolgte tiber tiber
'H-NMR sowie '*C-NMR und entsprach den Referenzwerten bei Martin ef al. (2008)
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und Swiderska und Stewart (2006).

o NO, O
o Et;N
Ao o
o Nitromethan HO
16 h 2-Hydroxy-2-methyl-
Ethylpyruvat 3-nitropropanoat

Abbildung 3.16: Erste Stufe der Substratsynthese von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat, Henry-Reaktion.

Im zweiten Schritt erfolgte die Dehydratation des erhaltenen Nitroalkohols unter
Bildung der C=C-Bindung (Abbildung 3.17). Die Ausbeute fiir diese Reaktion lag be-
zogen auf den eingesetzten Nitroalkohol bei 75 %, so dass sich eine Gesamtausbeute
von 60 % bezogen auf das in der ersten Stufe eingesetzte Etylpyruvat ergab. Die Aus-
beute war im Vergleich zu Martin et al. (2008) und Swiderska und Stewart (2006) um
5 % geringer. Die Identifikation des Produktes erfolgte iiber iiber 'H-NMR sowie 13C-
NMR und entsprach den Referenzwerten bei Martin et al. (2008) und Swiderska und
Stewart (2006).

NO, O NO, O
ACzo
NS UPN o
HO MS
2-Hydroxy-2-methyl- 16 h (Z)-Ethyl 2-methyl-
3-nitropropanoat 3-nitroacrylat

Abbildung 3.17: Zweite Stufe: Dehydratation des Nitroalkohols.

Im Gegensatz zu Martin et al. (2008); Swiderska und Stewart (2006) konnte das
Produkt jedoch Diastereomeren-rein ohne das Auftreten von (E)-Ethyl-2-methyl-3-
nitroacrylat als Nebenprodukt gewonnen werden. Das Auftreten von (E)-Ethyl-2-
methyl-3-nitroacrylat im aufgereinigten Produkt konnte ausgeschlossen werden, da
das fiir dieses Diastereomer auftretende Signal im 'H-NMR bei einer chemischen Ver-
schiebung von 6=7,72 ppm (Martin et al., 2008) nicht beobachtet wurde. So konnte pro
Ansatz aus 0,5 mol Ethylpyruvat 0,3 mol (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat syntheti-
siert werden. Dadurch wurde eine ausreichende Menge an Substrat fiir die biokata-

lytischen Reaktionen mit der ER bereitgestellt.
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3.5.4 Reduktion von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat mit
Natriumborhydrid

Fiir die Kalibirierung der achiralen Gaschromatographie, die Etablierung der Enan-
tiomerenanalytik und die Identifikation des Produktes aus der Biotransformation er-
folgte eine chemische Reduktion von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat mit Natrium-
borhydrid.

Die Reduktion wurde mit einer Ausbeute von 70 % durchgefiihrt, so dass 22 mmol
(3,5 g) rac-Ethyl-2-methyl-3-nitropropanoat isoliert werden konnten. Die Identifika-
tion erfolgte iiber "H-NMR sowie 3C-NMR und entsprach den Referenzdaten von
Martin et al. (2008) und Wakabayashi et al. (2008).

Mit der erhaltenen Menge an rac-Ethyl-2-methyl-3-nitropropanoat konnte die Ka-
librierung der achiralen Gaschromatographie fiir die Ermittlung der Umsatze wih-
rend der Biotransformationen und die Etablierung der Enantiomerenanalytik durch-

gefiihrt werden.

3.5.5 Ermittlung der kinetischen Parameter fiir

(2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat

Bei der Ermittlung der kinetischen Parameter der ER-katalysierten Reduktion von
(Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat, welche die Zielreaktion fiir Ganzzellbiotransfor-
mation darstellte, wurde nur der Einfluss von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat auf
die Reaktion charakterisiert. Dies erfolgte deshalb, da bei Scheeren (2010) gezeigt
werden konnte, dass die Produkte der Reduktion von Cyclohexenon (NADP* und

Cyclohexanon) keinen Einfluss auf die Reaktion hatten. Des Weiteren konnte mit den
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eingesetzten Konzentrationen von bis zu 25 mM (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat
kein inhibitorischer Effekt des Produktes innerhalb der Umsetzungen mit isoliertem

Enzym und ganzen Zellen beobachtet werden.

Die Ermittlung der kinetischen Parameter erfolgte fiir dieses Substrat bis zu ei-
ner Konzentration von 25 mM, die die Loslichkeitsgrenze darstellte. Die Ermittlung
der kinetischen Parameter fiir (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat (Abbildung 3.18) er-
gaben einen K,;-Wert von 3,9 mM =+ 3,4 mM und ein V,;,y von 17,2 U/mgrr +
5,4 U/mggr. Eine inhibitorische Wirkung durch das Substrat konnte im gemessenen
Konzentrationsbereich nicht ermittelt werden. Damit liegt der K,,,-Wert beziiglich des
Nitrosubstrates um den Faktor 1000 hoher als der K;;,-Wert fiir Cyclohexenon, hinge-

gen ist der V,,x-Wert im Vergleich zum Cyclohexenon ca. 4fach hoher.
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Abbildung 3.18: Einfluss der (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat-Konzentration auf die Aktivitit der ER;
Umsetzung von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat im Konzentrationsbereich von 0-25 mM
unter Verwendung von 10 mM NADPH, Reaktionen in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,9, 2
mL Reaktionsvolumen, 25 °C Reaktionstemperatur, Bestimmung des Umsatzes nach 1 min
Reaktionszeit durch Extraktion mit Ethylacetat und Analyse mittels GC, die Versuche
wurden in 3fach Bestimmung durchgefiihrt.

3.5.6 Biokatalytische Reduktion von (Z)-Ethyl-2-methyl-

3-nitroacrylat mit isolierter ER im Satzreaktor

Bei der Etablierung der Ganzzellbiotransformation fiir die Reduktion von (Z)-Ethyl-

2-methyl-3-nitroacrylat wurde damit begonnen, die Machbarkeit der Reaktion in vitro
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zu ermitteln. Bisher wurde fiir die Cofaktorregenerierung bei ER-katalysierten Re-
aktionen in der Literatur Glukosedehydrogenase (Miiller et al., 2010; Stueckler et al.,
2010) oder Glukose-6-phosphat-dehydrogenase (Hall et al., 2008; Stueckler et al., 2007;
Swiderska und Stewart, 2006) eingesetzt. In dieser Arbeit sollte die Cofaktorregnerie-
rung durch die bereits beschriebene LhADH in Verbindung mit Isopropanol als Co-
substrat durchgefiihrt werden. Die Fahigkeit der LbADH, den Cofaktor im
ADH/ADH-System Substrat-gekoppelt zu regenerieren, sollte bei diesem System (Ab-
bildung 3.19) auf einen Enzym-gekoppelten Ansatz der Cofaktorregenerierung iiber-

tragen werden.

(Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat (R)-Ethyl-2-methyl-3-nitropropanoat

NO, O NO, O

Yo /35” > o

NADPH NADP*

Aceton - \ / Isopropanol
LbADH

Abbildung 3.19: Reaktionsschema fiir die Reduktion von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat mit der ER in
Verbindung mit der LbADH fiir die Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung.

Die Verwendung der LbDADH erfolgte unter anderem auch deshalb, weil fiir das
ER/ADH-System im Vergleich zum ADH/ADH-System nur ein Enzym gedndert
wurde und so ein direkte Vergleich zur Ganzzellbiotransformation mit dem
ADH/ADH-System moglich ist. Weiterhin handelt es sich bei der Oxidation von
Isopropanol unter Reduktion der Cofaktoren durch die LPADH um eine bereits eta-
blierte Reaktion, bei der der Effekt des Isopropanols auf die Ganzzellbiokatalysatoren
(E. coli BL21* (DE3)-Zellen) gut charakterisiert ist, auch sind die kinetischen Parame-

ter fiir diese Reaktion bereits bekannt.
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Die Reaktion erfolgte in Anlehnung an die von Swiderska und Stewart (2006) be-
schriebene Reduktion von Nitroacrylaten mit lyophilisierter ER. Fiir die Cofaktorre-
generierung mit Isopropanol als Cosubstrat wurde lyophilisierte LbADH eingesetzt.
Der Verlauf der Produktkonzentrationen iiber die Reaktionszeit ist in Abbildung 3.20
dargestellt.
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Abbildung 3.20: Produktkonzentrationen der ER-katalysierten Umsetzung von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-
nitroacrylat iiber den zeitlichen Verlauf der Reaktion und einer Cofaktorregenerierung durch
LBADH im Satzreaktor;
0,2 mger/mL und 0,1 mgryapg/mL in 50 mM Phosphatpuffer, pH 6,9, 0,025 M (2)-
Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat und 0,4 M Isopropanol, 0,2 mM NADP™, Reaktionsvolumen
50 mL, Reaktionstemperatur 25 °C, Bestimmung des Umsatzes zu den entsprechenden
Zeiten nach Extraktion von 1 mL Reaktionsansatz mit 300 uL Ethylacetat und Analyse
mittels GC.

Nach 6,5 h Reaktionszeit konnte ein Umsatz von > 95 % festgestellt werden. Ei-
ne Erhohung der Substratkonzentration {iiber eine Konzentration von 0,025 M hin-
aus erfolgte nicht, da bei dieser Konzentration die maximale Reaktionsgeschwin-
digkeit bereits erreicht ist, wie in Kapitel 3.5.5 gezeigt werden konnte. Gleichzeitig
stellt die Konzentration von 0,025 M die Loslichkeitsgrenze des (Z)-Ethyl-2-methyl-

3-nitroacrylat in wassrigem Puffer dar.

Die kiirzere Reaktionszeit im Vergleich zur Literatur (8 h) (Swiderska und Stewart,

2006) lasst sich durch die 100fach hohere Konzentration an eingesetzter ER erklaren.
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Die Proteinkonzentration wurde so hoch gewihlt, da die Zugabe des Substrats und
des Cosubstrats nicht wie bei Swiderska und Stewart (2006) sukzessiv erfolgte, son-
dern in einer Portion zu Beginn der Reaktion. Die sukzessive Zugabe der Substrate
sollte dabei langere Prozesszeiten gewahrleisten. Dafiir konnte im Vergleich zur Lite-

ratur die eingesetzte Menge an Cofaktor halbiert werden.

Bei dieser Reaktion erfolgte nur die Zugabe von nicht reduziertem Cofaktor. Mit
dem erzielten Umsatz konnte daher gleichzeitig gezeigt werden, dass die Cofaktor-
regenerierung mit der LbDADH effektiv durchgefiihrt werden kann. Im Gegensatz zu
den bei Hall et al. (2008, 2007); Miiller et al. (2010); Stueckler et al. (2007, 2010); Swi-
derska und Stewart (2006) beschriebenen Cofaktorregenerierungen kann die Enzym-
gekoppelte Cofaktorregenerierung somit auch durch die L)ADH durchgefiihrt wer-
den. Jedoch nur mit Substraten, die nicht gleichzeitig auch mittels LPADH umgesetzt

werden.

3.5.7 Zusammenfassung

Bei der Umsetzung von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat mit isolierten Enzymen kon-
nte gezeigt werden, dass die Kopplung der ER mit der LhADH fiir die Cofaktorrege-
nerierung prinzipiell moglich ist und dabei ein Umsatz von > 95 % erreicht werden
kann. Zudem konnte die notwendige Menge an Cofaktor innerhalb der Reaktion im

Vergleich zur Literatur um die Hélfte reduziert werden.
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3.6 Ganzzellbiotransformationen mit dem

ER/ADH-System

3.6.1 Klonierung und Transformation des pCDF-Duet-LbADH-
OYE-Vektors

Nach der Selektion der positiven Klone, im Anschluss an die Transformation, wurde
ein Klon in TB-Medium kultiviert und die intrazellulare Enzymproduktion mit IPTG
induziert. Fiir die Kontrolle der intrazelluldren Enzymexpression erfolgte ein Zellauf-

schluss und die Analyse des gekldarten Rohextraktes mittels SDS-PAGE.

In Abbildung 3.21 ist das Ergebnis der Auftrennung des Rohextraktes iiber SDS-
PAGE nach der Silberfarbung zu erkennen. Es ist ersichtlich, dass die Expression so-
wohl der Enreduktase als auch der Alkoholdehydrogenase erfolgte, da nach der Vi-
sualisierung der Proteine deutliche Banden fiir die ER bei 49 kDa und fiir die LhbADH

bei 26 kDa zu erkennen waren.

12
| | kDa
—250
= —130
= e
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ER —h®—ss
LBADH— 3
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Abbildung 3.21: SDS-PAGE des Rohextraktes von rekombinanten E. coli BL21* (DE3)-ER-LbADH-Zellen
nach Silberfarbung, Spur 1: gekldrter Rohextrakt, Spur 2: Marker;
Kultivierung in 200 mL TB-Medium (1000 mL Schiittelkolben), Kultivierung bei 150 rpm
und 37 °C, Induktion der Expression mit 0,2 mM IPTG, Zellaufschluss in 50 mM Phos-
phatpuffer pH 7 mit einer Biomassekonzentration von 100 ggrps/L, 1:200 Verdiinnung des
geklarten Rohextraktes fiir den Auftrag auf das SDS-Gel, fiir die Elektrophorese wurde
ein 4-12 %iges Bis-Tris Gel verwendet und der SeeBlue Plus2 Prestained Proteinstandard,
Visualisierung der Proteinbanden durch Silberfarbung.
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Somit verlief die Klonierung des Ibadh- und oye-Gens in den pCDF-Duetl Vektor
und die Transformation des Vektors in E. coli BL21* (DE3) erfolgreich. Beide Prote-
ine wurden in einen Vektor kloniert, wobei jedes Protein unter der Kontrolle eines
einzelnen Promotors stand. Dadurch konnte davon ausgegangen werden, dass bei-
de Enzyme in gleichem Masse exprimiert wurden. Wie in Abbildung 3.21 jedoch zu
erkennen ist, war die Bande fiir die ER intensiver als die Bande fiir die LbLADH, so
dass die ER vergleichsweise stdrker exprimiert wurde als die LDADH. Daher kon-
nte die Charakterisierung der intrazelluldren Enzymaktivitat tiber die LhbADH erfol-
gen. Die Charakterisierung der ER mit Cyclohexenon und dem Nitrosubstrat erfolgte
auch deshalb nicht, da es aufgrund der vorhandenen LbADH zu Nebenraktionen bei
der Verwendung des Cyclohexenons gekommen wire und das Nitrosubstrat nur im
begrenzten Mafe zur Verfiigung stand. Die Ausnutzung der intrazelluldren LbADH-
Aktivitdt hatte weiterhin den Vorteil, dass die gut wasserloslichen Substrate inner-
halb eines Zeitraums von 3 min umgesetzt wurden, der eine schnelle Quantifizie-
rung der Enzymaktivitdt ermoglichte. So hatten die Zellen, die auch fiir die Analyse
mittels SDS-PAGE genutzt wurden, eine Lh)ADH-Aktivitdt von 50 U/gprp. Damit

konnte das Ganzzellsystem fiir die Biotransformationen benutzt werden.

3.6.2 Expressionsoptimierung ER/ADH-System

Die in dieser Arbeit bereits beschriebenen Expressionsparameter konnten nicht auf
dieses System {iibertragen werden, da es sich hier um einen anderen Vektor, im Ver-
gleich zum ADH/ADH-System und der Produktion der ER, handelte. Da die in-
trazelluldre LbADH-AKktivitdt ohne eine weitere Optimierung der Enzymexpression
nach der Klonierung nur 50 U/ gy im Vergleich zu 8000 U/gprn beim ADH/ADH-
System betrug, wurde eine Optimierung der Expression durchgefiihrt. Die Optimie-
rung der intrazelluldren Enzymaktivitdt innerhalb des ER/ ADH-Systems erfolgte im
200 mL Mafistab mit einer Parallelfermentationsanlage der Firma DASGIP beziiglich

der Expressionstemperatur, der Induktorkonzentration (IPTG) und dem Zeitpunkt
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der Induktion innerhalb der Kultivierung. Wie bereits bei der Expressionsoptimie-
rung der Enreduktase gezeigt werden konnte, hat die Absenkung der Kultivierung-
stemperatur einen positiven Einfluss auf die Expression von aktiven Enzymen. Des-
halb wurde die Expression nur bei Temperaturen von 27 °C und 32 °C betrachtet. Die

Quantifizierung der Expression erfolgte iiber die intrazelluldre LDADH-Aktivitat.

Die Ergebnisse der Expressionsoptimierung sind in Tabelle 3.4 mit den entspre-

chenden Parametern beziiglich der Expression zusammengefasst.

Tabelle 3.4: Ergebnisse fiir die Expressionsoptimierung des ER/ADH-Ganzzellsystems mit den entsprechen-
den Parametern wihrend der Expression;
Kultivierung im 200 mL MalRstab im Bioreaktor mit TB-Medium, Induktion der Expression bei
ODgpo=3 und 20 mit IPTG in den Konzentrationen von 0,2-0,5 mM, Gesamtdauer der Kulti-
vierung 24 h, Zellernte durch Zentrifugation und Resuspendieren der Zellen in 50 mM Phos-
phatpuffer pH 7,0, Aktivitatsassay mit 300 mM Methylacetoacetat und 600 mM Isopropanol
bei Raumtemperatur iiber 3 min, Analyse des zellfreien Uberstandes mittels GC.

Temperatur Induktor- Optische Dichte LbADH-Aktivitat
nach Induktion konzentration bei Induktion [U/gprml
[°C] [mM] [-]
32 0,2 20 61
32 0,5 20 56
32 0,2 3 169
32 04 3 90
27 0,2 3 62
27 04 20 62

Bei den Optimierungsversuchen konnte die hochste intrazellulare LbADH-Aktivitat
(169 U/gprm) bei einer Expressionstemperatur von 32 °C und einer Induktion mit
0,2 mM IPTG zu Beginn der exponentiellen Phase ermittelt werden. Im Vergleich da-
zu erfolgte die Herstellung des Ganzzellbiokatalysators fiir das ADH/ADH-System
bei 27 °C und unter sonst gleichen Bedingungen (Kapitel 3.4.2). Eine weitere Er-
hohung der IPTG-Konzentration fithrte zu keiner weiteren Steigerung der LbADH-
Aktivitat. Die Aktivitdt bei hoherer IPTG-Konzentration (0,4 mM) war dabei um ca.
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50 % geringer. Wie auch bei der Expressionsoptimierung wahrend der ER-Produktion
war hier wahrend der Expression eine geringere Enzymexpression bei 27 °C und bei
einem Induktionszeitpunkt zu Beginn der stationdren Wachstumsphase festzustel-
len (Scheeren, 2010). So ergab die Expression bei 27 °C eine LbADH-Aktivitdt von
62 U/gprm, was einer 63 % geringeren Aktivitit zum maximalen Wert entspricht.
Die Expressionsparameter von 32 °C und eine Induktion mit 0,2 mM IPTG zu einem
frithen Zeitpunkt der exponentiellen Wachstumsphase zeigten sich somit als die ge-
eignetsten fiir die intrazelluldre Enzymexpression hinsichtlich der LbADH. Da bereits
gezeigt wurde, dass die ER, unter nicht optimierten Bedingungen (37 °C, 0,2 mM
IPTG und Kultivierung im Schiittelkolben) starker exprimiert wird als die LbADH,
konnte davon ausgegangen werden, dass dies auch nach der Expressionsoptimierung
der Fall war. In Abbildung 3.22 ist das Ergebnis der Auftrennung des Rohextraktes
nach der Expressionsoptimierung tiber SDS-PAGE nach Silberfarbung zu erkennen.
Es kann hier gezeigt werden, dass auch nach der Expressionsoptimierung die ER in

bezug auf die LbDADH geringfiigig starker exprimiert wurde.
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Abbildung 3.22: SDS-PAGE des Rohextraktes nach Silberfarbung von rekombinanten E. coli BL21* (DE3)-

ER-LbADH-Zellen nach Expressionsoptimierung, Spur 1: geklarter Rohextrakt nach Ex-
pressionsoptimierung, Spur 2: Marker;
Kultivierung im 200 mL MaRstab mit TB-Medium im Bioreaktor bei 37 °C bis zur Indukti-
on, Induktion der Expression mit 0,2 mM IPTG bei ODggg von 3 und 32 °C Expressionstem-
peratur, Zellaufschluss in 50 mM Phosphatpuffer pH 7 mit einer Biomassekonzentration
von 100 ggFM/L, 1:400 Verdiinnung des geklarten Rohextraktes fiir den Auftrag auf das
SDS-Gel, fiir die Elektrophorese wurde ein 4-12 %iges Bis-Tris Gel verwendet und der
SeeBlue Plus2 Prestained Proteinstandard, Visualisierung der Proteinbanden durch Silber-
farbung.
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Nach der Ubertragung der ermittelten Expressionsparameter in den 5 L Maf3stab
tir die Produktion der Ganzzellkatalysatoren konnte eine weitere Erhohung der in-
trazellularen LbADH-Aktivitit beobachtet werden. Durch den Scale-up stieg die Ak-
tivitdt um den Faktor 1,6 auf 306 U/gprym. Die weiteren Kultivierungen fiir die Her-

stellung der Ganzzellkatalysatoren erfolgten mit den genannten Parametern.

3.6.3 Ganzzellbiotransformation im Satzverfahren

Damit die Quantifizierung der intrazelluldren Cofaktoren innerhalb der Biotransfor-
mation erfolgen konnte, wurde das spezifische Volumen (Volumen /Biotrockenmasse)
der Zellen direkt nach der Kultivierung ermittelt. Anschliefend erfolgte die Ubertra-
gung der Reaktionsparameter aus der Reaktion mit den isolierten Enzymen auf den

Einsatz von ganzen Zellen als Biokatalysator.

Nachdem am Ende der Kultivierung das Gesamtzellvolumen nach einer 1:200000
Verdiinnung vermessen wurde, erfolgte die Berechnung des Zellvolumens bezogen
auf die Biotrockenmasse mit den Formeln 01-03 (Kapitel 6.12.1.3). Mit einer 1:200000
Verdiinnung der Zellsuspension und einer Biotrockenmasse von 5,6 mggry/mL er-
gab sich ein Zellvolumen von 2,6 uL/mgprp £ 0,02 uL/mgprr, welches fiir die wei-
teren Berechnungen der intrazelluldaren Cofaktorkonzentrationen verwendet wurde.
Dieses Zellvolumen entsprach wiederum den in der Literatur angegebenen Grossen-
ordnungen (Bennett et al., 2009; Buchholz et al., 2001; Pramanik und Keasling, 1997)
und war im Vergleich zum ADH/ADH-System um 20 % grofser.

Um den Einfluss des enzymatischen Zellhintergrunds auf das Substrat zu bestim-
men, wurde dieses in einem gekldrten Zellaufschluss von nicht rekombinanten E. coli
BL21* (DE3)-Zellen bei Raumtemperatur iiber 24 h inkubiert. Dabei konnte festge-
stellt werden, dass es nicht zu einer Umsetzung des Substrates (Z)-Ethyl-2-methyl-3-
nitroacrylat durch die Stoffwechselenzyme von E. coli BL21* (DE3) kommt.
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Innerhalb der Ganzzellbiotransformationen mit dem ADH/ADH-System konnte
gezeigt werden, dass Isopropanolkonzentrationen unterhalb von 0,5 M einen ver-
gleichsweise geringen Effekt auf die Verfiigbarkeit von intrazellulairem Cofaktor fiir
die Biotransformation haben. Die Abnahme des NADP(H) war bei 0,5 und 0,3 M Iso-
propanol < 7 % (Kapitel 3.4.4). Um eine moglichst hohe Effektivitdt der Cofaktorre-
generierung bei gleichzeitig geringer Beeinflussung der Zellintegritédt zu erhalten, er-
folgte die Umsetzung von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat unter Verwendung von
0,4 M Isopropanol. Der vergleichsweise hohe Uberschuss an Cosubstrat wurde ein-
gesetzt, da in Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass dieser Uberschuss fiir einen
vollstindigen Umsatz notwendig ist. Die Produktkonzentration iiber den zeitlichen
Verlauf der Umsetzung mit E. coli BL21* (DE3)-ER-LbADH-Zellen ist in Abbildung
3.23 dargestellt.
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Abbildung 3.23: Produktkonzentrationen iiber den Reaktionszeitraum bei der Ganzzellbiotransformation
mit E. coli BL21* (DE3)-ER-LbADH von (Z2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat im Satzver-
fahren;

100 gprpt/L in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,9, 0,025 M (2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat
und 0,4 M Isopropanol, 25 °C Reaktionstemperatur, 1 mL Probe fiir die Bestimmung des
Umsatzes nach Extraktion mit 300 uL Ethylacetat und Analyse der Probe mittels GC.

Wie aus Abbildung 3.23 hervorgeht war diese Reaktion, wie auch die Umsetzung
mit isoliertem Enzym, nach ca. 6,5 h abgeschlossen. Eine Limitierung der Biotrans-

formation durch eine Diffusionsbehinderung der Substrate iiber die Zellmembran
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konnte somit ausgeschlossen werden. Innerhalb der Ganzzellbiotransformation war
der Umsatz im Vergleich zur Reaktion mit isoliertem Enzym (Umsatz > 95 %) etwas
geringer. Da bei einer Konzentration von 0,025 M (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat
bereits V. sowie die Loslichkeitsgrenze erreicht wurde erfolgte keine weitere Stei-

gerung der Substratkonzentration.

Beziiglich der intrazelluldren Verftigbarkeit von NADP(H) konnte eine Abnahme
des oxidierten Cofaktors um 25 % und des reduzierten Cofaktors um 35 % tiber den
Verlauf der gesamten Batchreaktion ermittelt werden. Dabei kam es nicht, wie bei der
Biotransformation im ADH/ADH-System, zu einer initialen Absenkung der Cofak-
torkonzentration (Kapitel 3.4.4, Abbildung 3.12), da nur 0,4 M Isopropanol eingesetzt
wurden. Die Abnahme der intrazelluldren Cofaktoren erfolgte in diesem Fall konti-
nuierlich tiber den gesamten Zeitraum der Reaktion, wie in Abbildung 3.24 zu erken-

nen ist.
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Abbildung 3.24: Intrazelluldre NADP(H)-Konzentrationen wihrend der Ganzzellreduktion mit E. coli BL21*
(DE3)-ER-LbADH von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat im Satzverfahren;
100 ggrpm/L in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,9, 0,025 M (2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat
und 0,4 M Isopropanol, 25 °C Reaktionstemperatur, 5 mL Probe fiir die Bestimmung
der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen nach Probenaufarbeitung und Messung mittels
LC-MS/MS.

Wie aus Abbildung 3.24 hervorgeht, konnte innerhalb der Reaktion keine Limi-

tierung an reduziertem Cofaktor festgestellt werden. Das weist darauf hin, dass die
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Regenerierung der Cofaktoren, wie auch bei der Reaktion mit den isolierten Enzy-
men, im Ganzzellsystem effektiv durch die LPADH iiber den gesamten Zeitraum der

Reaktion erfolgte.

3.6.4 Kontinuierliche Ganzzellbiotransformation

Um die mogliche Raum-Zeit-Ausbeute der Reaktion zu erhdhen, erfolgte die Umset-
zung von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat in einer kontinuierlichen Reaktion. Fiir
eine Vergleichbarkeit mit dem ADH/ADH-System wurde ebenfalls eine Verweilzeit
von 2 h eingestellt. Damit innerhalb dieser Verweilzeit eine vollstandige Umsetzung
des Substrates erfolgen konnte, wurde eine (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat-Kon-
zentration von 0,01 M im Zulauf eingestellt. Diese Konzentration ergab sich aus der
Umsetzung innerhalb des Reaktion im Satzverfahren, die nach 1,5 h bei 0,013 M lag.
Die Isopropanolkonzentration im Zulauf betrug bei diesem Versuch wie auch bei der
Batch-Reaktion 0,4 M, da bei der Verwendung von 0,05 M Isopropanol keine vollstan-

diger Umsatz festgestellt werden konnte.

Die Umsétze innerhalb der kontinuierlichen Reaktion sind in Abbildung 3.25 er-
sichtlich. Wahrend der Biotransformation war eine drastische Abnahme des Umsat-
zes festzustellen. Ausgehend von 100 % Umsatz nach 5 Verweilzeiten betrug dieser

nach 2 Tagen Reaktionszeit nur noch 1,5 %.

Gleichzeitig konnte, wie in Abbildung 3.26 zu erkennen ist, eine rapide Abnah-
me der intrazelluldren Cofaktorkonzentration beobachtet werden. Die intrazelluldre
Konzentration der Cofaktoren (NADP(H)) nahm dabei innerhalb von zwei Tagen um
> 90 % ab. Die Abnahme des oxidierten Cofaktors erfolgte dabei etwas schneller als

die Abnahme des reduzierten Cofaktors.
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Abbildung 3.25: Umséatze innerhalb der kontinuierlichen Ganzzellbiotransformation von (Z)-Ethyl-2-methyl-
3-nitroacrylat;
100 ggrpr/L in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,9, 0,01 M (2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat
und 0,4 M lIsopropanol im Zulauf, Verweilzeit von 2 h, Reaktionsvolumen 200 mL, Reak-
tionstemperatur 25 °C, Bestimmung des Umsatzes aus 1 mL Probe nach Extraktion mit
Ethylacetat und Analyse mittels GC.

3504
= NADP’
&+ 3001 e NADPH
&2 250
< c é L]
Z 2 2009
s
32 150+
3 N -
g8 1004 ®
= L |
50 °
0 [ |
T T T T — 1
0 10 20 30 40 50
Zeit [h]

Abbildung 3.26: Intrazelluldre Cofaktorkonzentrationen bei der kontinuierlichen Umsetzung von (Z)-Ethyl-
2-methyl-3-nitroacrylat;
100 gprpr/L in 50 mM Phosphatpuffer pH 6,9, 0,01 M (2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat
und 0,4 M lIsopropanol im Zulauf, Verweilzeit von 2 h, Reaktionsvolumen 200 mL, Reak-
tionstemperatur 25 °C, Bestimmung der intrazelluldren Cofaktorkonzentration aus 5 mL
Probe nach Probenaufarbeitung mittels LC-MS/MS.
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Auf Grund der kontinuierlichen Reduktion von oxidiertem Cofaktor durch die
LbADH-katalysierte Umsetzung von Isopropanol kann es wahrend der Reaktion zu
einer Kompensation des Verlustes an reduziertem Cofaktor zu Lasten des oxidierten
Cofaktorpools kommen. So erklart sich auch die schnellere Abnahme des oxidierten
Cofaktorpools. Die Ergebnisse zeigen, dass das Ganzzellsystem nicht stabil ist und
die Cofaktoren aus dem System ausgewaschen werden. Hierfiir kann nach den in
Kapitel 3.4.2 beschriebenen Vorarbeiten mit dem ADH/ADH-System nicht allein das
Isopropanol verantwortlich sein. Dies ldsst vermuten, dass entweder das Substrat (Z)-

Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat oder das Produkt desintegrierend auf die Zellen wirkt.

Um die Zellintegritédt iiber den Verlauf der Reaktion ndher ermitteln zu konnen,
erfolgte eine Fluoreszenzfirbung der Zellen mit SYTO 9 und Propidiumiodid. Das
Ergebnis ist in Abbildung 3.27 dargestellt.

Oh 10 h 23 h

Abbildung 3.27: Beeinflussung der Zellintegritdt innerhalb der kontinuierlichen Umsetzung von (Z)-Ethyl-
2-methyl-3-nitroacrylat;
100 ggrpm/L in 50 mM Phosphatpuffer mit pH 6,9, 0,01 M (Z2)-Ethyl-2-methyl-3-
nitroacrylat und 0,4 M lIsopropanol im Zulauf, Verweilzeit von 2 h, Reaktionsvolumen 200
mL, Reaktionstemperatur 25 °C, Farben der Zellen mit SYTO 9 und Propidiumiodid zu
den einzelnen Zeitpunkten, Visualisierung der Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge
von 488 nm im Fluoreszenzmikroskop bei einer 1000fachen Gesamtvergdsserung.

In Abbildung 3.27 ist eine deutliche Beeinflussung der Zellintegritét {iber einen
Zeitraum von 23 h zu erkennen. Ausgehend von nahezu 100 % intakten Zellen zu
Beginn des Versuchs, waren nach 10 h Reaktionszeit bereits ca. 50 % der Zellen per-
meabilisiert. Nach 23 h Reaktionszeit betrug der Anteil an intakten Zellen nur noch

ca. 10 %. Es wird deutlich, dass die Beeinflussung der Zellen dabei nicht nur von der
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Quantitédt der organischen Komponenten im System abhédngt, sondern auch von de-
ren Qualitdt. So waren die Konzentrationen an organischen Substanzen bei der kon-
tinuierlichen Umsetzung mit dem ADH/ADH-System um einen Faktor von 1,9-2,4
hoher und die Abnahme der intrazelluldren Cofaktoren erfolgte mit einer Halbwerts-
zeit von ca. 2,5 Tagen deutlich langsamer. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass das

Substrat oder das Produkt im ER/LbADH-System stark zellschddigend wirkt.

Wie aus den Vesuchen hervorgeht, werden die Zellen in diesem System sehr stark
permeabilisiert. Es kann davon ausgegangen werden, dass der Einfluss auf die Ver-
fiigbarkeit der Cofaktoren durch Permeabilisierung bei diesem System tiberwiegt
und die Aktivitdt des enzymatischen Hintergrundes der Zellen nur zu einem gerin-

gen Anteil an der Abnahme der Cofaktoren beteiligt ist.

Da die Cofaktorregenerierung Enzym-gekoppelt erfolgte, hat der Verlust an intra-
zelluldrem Cofaktor einen direkten Einfluss auf die Effektivitdt der Cofaktorregene-
rierung. So kann der Cofaktor nicht, wie bei der Substrat-gekoppelten Regenerierung,
direkt am Arbeitsenzym regeneriert werden. Fiir eine Enzym-gekoppelte Regenerie-
rung muss der Cofaktor vom Enzym weg diffundieren, um am Regenerierungsen-
zym reduziert werden zu konnen. Bei einer Abnahme der Konzentration verringert
sich somit auch die Transferrate zwischen dem Arbeitsenzym und dem Regenerieren-
zym. Das hat gleichzeitig zur Folge, dass sich die Effizienz der Cofaktorregenerierung

verringert und somit der erhaltene Umsatz sinkt.

Bei Schroer et al. (2007a) konnte eine analoge Entwicklung innerhalb einer kon-
tinuierlichen Ganzzellbiotransformation mit Enzym-gekoppelter Cofaktorregenerie-
rung festgestellt werden. Es erfolgte hier die Regenerierung des Cofaktors bei ei-
ner LbADH-katalysierten Reaktion mit einer Glukosedehydrogenase. Innerhalb die-
ser Reaktion konnte eine Abnahme des Umsatzes bereits nach einem Tag festgestellt

werden, wobei die verwendete Menge an organischem Substrat mit 0,04 M Methyla-
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cetoacetat vergleichsweise gering war. Wie gezeigt werden konnte, besitzen die intra-
zelluldren Cofaktoren bei der Verwendung von ruhenden Zellen je nach Reaktions-
bedingungen eine Halbwertszeit von 1-3 Tagen. Somit kann bei der beschriebenen
Reaktion davon ausgegangen werden, dass es zu einer gewissen Abnahme der in-
trazelluldren Cofaktoren kam. Im Vergleich dazu konnte die kontinuierliche Reakti-
on mit einer Substrat-gekoppelten Regenerierung ohne Umsatzeinbufen iiber einen
deutlich langeren Zeitraum betrieben werden. Demzufolge ist der Verlust an intra-
zelluldren Cofaktoren bei einer Enzym-gekoppelten Regenerierung wesentlich fol-
genreicher fiir das Gesamtsystem als dies bei einer Substrat-gekoppelten Cofaktorre-

generierung der Fall ist.

3.6.5 Zusammenfassung

Durch die erzielten Umsatze innerhalb der Ganzzellbiotransformation von (Z)-Ethyl-
2-methyl-3-nitroacrylat im Satzverfahren konnte die Etablierung der ER-katalysierten
Reaktion in Verbindung mit der LPADH fiir die Cofaktorregenerierung als erfolgreich
angesehen werden. Wobei es durch die Zellmembranen nicht zu einer Diffusionsbe-
hinderung der Substrate kam, da die Reaktionszeit und die erreichten Umsitze ver-

gleichbar waren zur Reaktion mit den isolierten Enzymen.

Innerhalb der Reaktion im Satzverfahren konnte iiber 8 h ein Verlust an intrazel-
lularem NADP(H) von ca. 30 % beobachtet werden. Dabei nahm die intrazellulédre
Cofaktorkonzentration nicht wie bei den deutlich hoheren Substratkonzentrationen
im ADH/ADH-System als initialer Effekt nach Zugabe der Substrate (insbesondere
des Isopropanols) ab, sondern kontinuierlich tiber den gesamten Verlauf der Reakti-
on. Eine Limitierung auf Grund des Cofaktors konnte innerhalb der Reaktion nicht
festgestellt werden. Da es auch nicht zu einer vergleichsweise hoheren Abnahme des
reduzierten Cofaktors kam, konnte davon ausgegangen werden, dass die Cofaktor-

regenerierung durch LbADH effektiv erfolgte.
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Bei der kontinuierlichen Ganzzellbiotransformation wurde nach 5 Verweilzeiten
ein Umsatz von 100 % ermittelt. Uber die Reaktionszeit (2 Tage) fiel der Umsatz je-
doch soweit ab, dass die Reaktion fast vollstindig zum Erliegen kam. Gleichzeitig
konnte wihrend der Reaktion eine fast vollstindige Abnahme der intrazelluldren
NADP(H)-Konzentration ermittelt werden. Fiir die Enzym-gekoppelte Cofaktorre-
generierung in Ganzzellbiotransformationen hat die Verfiigbarkeit der intrazellula-
ren Cofaktoren einen deutlich hoheren Einfluss auf die Reaktion, als bei Substrat-
gekoppelten Biotransformationen. Dies kann durch die Ergebnisse bei Schroer et al.
(2007a) bestatigt werden. Die Ursache fiir den vergleichsweise schnellen Verlust der
Cofaktoren kann dabei hauptsdchlich in der Permeabilisierung der Zellen gesehen
werden, die trotz vergleichsweise geringer Konzentrationen an organischen Substra-

ten nach 23 h Reaktionszeit fast vollstandig permeabilisiert waren.

Wie auch fiir das ADH/ADH-System konnte die Ganzzellbiotransformation im
Satzverfahren als die geeignetere Methode fiir die Umsetzung von (Z)-Ethyl-2-methyl-
3-nitroacrylat hinsichtlich der Verfiigbarkeit der intrazelluldren Cofaktoren identifi-

ziert werden.
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Ziel dieser Arbeit war es, die intrazelluldren Nicotinamid-Cofaktoren hinsichtlich ih-
rer Verfligbarkeit und Stabilitdt bei Ganzzellbiotransformationen ndher zu charakteri-
sieren und die eventuell dadurch begriindeten Limitationen von Biotransformationen
mit ruhenden Zellen zu identifizieren. Dafiir wurden zwei Reaktionssysteme mit ei-
ner Substrat-gekoppelten und mit einer Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung
ndher betrachtet. Bei der Ganzzellbiotransformation mit der Substrat-gekoppelten
Cofaktorregenerierung handelte es sich um ein bereits reaktionstechnisch bekanntes
System mit einer Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis. Das zweite Reakti-
onssystem mit einer Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung musste hingegen als
Ganzzellbiotransformation erst etabliert werden. Innerhalb dieses Systems sollte ei-
ne Enreduktase-katalysierte Reaktion in Verbindung mit der Alkoholdehydrogenase
aus Lactobacillus brevis zur Cofaktorregenerierung eingesetzt werden. Die wesentli-

chen Ergebnisse dieser Arbeit sind im Folgenden zusammengefasst:

Cofaktoranalytik

e Mit der LC-MS/MS-Methode aus der Arbeitsgruppe Bioprozesse und Bioanaly-
tik des IBG-1: Biotechnologie der Forschungszentrum Jiilich GmbH konnten die
Cofaktoren in Verbindung mit *C-markierten Cofaktoren innerhalb der Ganz-
zellbiotransformation routineméfliig erfasst werden, ohne dass die Cofaktoren
innerhalb der Probenaufarbeitung beeintrachtigt wurden und Matrixeffekte na-

her betrachtet werden mussten. So konnen alle entscheidenden Parameter bei
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Ganzzellbiotransformationen analytisch erfasst werden.

Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung

e Innerhalb der kontinuierlichen Ganzzellbiotransformation konnte gezeigt wer-
den, dass trotz einer stetigen Abnahme der intrazelluliren Cofaktoren hohe
Umsitze von > 80 % bis zu einem Level von 15-20 % der urspriinglichen Co-

faktorkonzentration moglich sind.

e Im Satzverfahren konnte die Beeinflussung der intrazelluldren Cofaktorkon-
zentrationen durch die Anpassung der verwendeten Cosubstratkonzentratio-
nen aufgehoben werden. Es konnte durch die Visualisierung der Zellintegri-
tat mittels Fluoreszenzfarbung auch deutlich gemacht werden, in wie weit die
Zellintegritat durch das fiir die Cofaktorregenerierung verwendete Isopropanol

beeinflusst wurde.

o Kiirzere Reaktionszeiten erwiesen sich als vorteilhaft, um die Degradation der
intrazelluldren Cofaktoren, bedingt durch den enzymatischen Hintergrund der

Zellen, zu umgehen.

o Auf Grund der effektiven Cofaktorregenerierung, die auch bei einem geringen
Cofaktorlevel ablduft, konnen gewisse Verluste an intrazelluldrem Cofaktor bei
diesem System akzeptiert werden, um mit hoheren Substratkonzentrationen

hohere Umsétze erzielen zu konnen.

Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung

e Die Etablierung der Enreduktase-katalysierten Ganzzellbiotransformation konn-

te erfolgreich durchgefiihrt werden, mit einem vergleichbaren Umsatz und
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einer vergleichbaren Reaktionsgeschwindigkeit in Bezug auf die Reaktion mit

isolierten Enzymen.

Bei der Ganzzellbiotransformation im Satzverfahren konnte keine Limitierung

der Reaktion durch die intrazelluldren Cofaktoren festgestellt werden.

Durch die vergleichsweise schnelle Abnahme der intrazelluldren Cofaktorkon-
zentrationen bei der kontinuierlichen Umsetzung und die damit verbundenen
Umsatzeinbuflen konnte gezeigt werden, dass diese Reaktionsfiihrung fiir die

Enreduktase-katalysierte Ganzzellbiotransformation nur bedingt geeignet war.

Mit Hilfe der Visualisierung der Zellintegritdt durch Fluoreszenzfarbung konn-
te innerhalb der kontinuierlichen Reaktion gezeigt werden, dass die Zellinte-
gritdt nicht nur von der Quantitit sondern auch ganz entscheidend von der

Qualitdt der verwendeten organischen Substrate bzw. Produkte abhédngt.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung deut-
lich stiarker beziiglich ihrer Effektivitat auf den Verlust von intrazelluldren Co-
faktoren reagiert, als dies bei der Substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung
der Fall ist. Darum sollte die Cofaktorregnerierung wenn moglich Substrat-
gekoppelt erfolgen bzw. statt kontinuierlicher Reaktionen die Umsetzungen im

Satzverfahren durchgefiihrt werden.
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5 Ausblick

Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, in wie weit die intrazelluldren Cofak-
torkonzentrationen durch den enzymatischen Hintergrund der Ganzzellbiokatalysa-
toren und die organischen Komponenten in der Reaktion beeinflusst werden. Dabei
wiére es im Weiteren notwendig, die Verfiigbarkeit der Cofaktoren vor allem bei lan-

gere Prozesszeiten zu erhohen.

Bei Biotransformationen mit ruhenden Zellen konnen die regenerativen Eigenschaf-
ten von Mikroorganismen nicht ausgenutzt werden. Eine Erh6hung der Verfiigbar-
keit der Cofaktoren fiir die Biokatalyse wére somit nur durch die Erhéhung der in-
trazelluldren Cofaktorkonzentrationen oder durch hohere Biokatalysatorkonzentra-
tionen moglich. Beides wiirde eine Abnahme der Cofaktorkonzentrationen iiber lan-
gere Zeitrdume jedoch nicht verhindern. Alternativ dazu kdnnen bei Biotransforma-
tionen mit wachsenden Zellen die regenerativen Eigenschaften der Zellen ausgenutzt
werden, so dass langere Prozesszeiten ermoglicht werden konnten. Die Verluste an
intrazelluldren Cofaktoren konnten so durch die Stoffwechselaktivitdten der Zellen

ausgeglichen werden.

Im Gegensatz zur Substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung kommt es bei der
Enzym-gekoppelten Regenerierung zu einer Beeinflussung der Transferraten der Co-
taktoren zwischen den Enzymen bei abnehmenden Cofaktorkonzentrationen. Um
diesem Einfluss vorzubeugen, wiirde sich eine rdaumliche Fixierung beider Enzyme

durch einen Linker anbieten, so dass bei geringeren Cofaktorkonzentrationen die Ef-
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fektivitat der Regenerierung und somit der mogliche Umsatz erhoht werde kann.

Wie gezeigt werden konnte, ist die Effektivitdt bei der Substrat-gekoppelten Co-
faktorregenerierung deutlich hoher als bei der Enzym-gekoppelten Regenerierung,
da der Cofaktor direkt am Enzym regeneriert werden kann. Durch eine Erh6hung
der Affinitdt des Enzyms beziiglich der Cofaktoren mit Hilfe eines gezielten Protei-
nen Engineering konnte das Abdiffundieren des Cofaktors vom Enzym bei Substrat-
gekoppelten Systemen herabgesetzt werden. So konnte die Effektivitdt der Cofaktor-
regenerierung auch noch bei sehr geringen Cofaktorkonzentrationen aufrecht erhal-

ten werden.

Wie in dieser Arbeit festgestellt werden konnte, haben organische Substanzen einen
sehr unterschiedlichen Einfluss auf die Zellintegritat. Mit der verwendeten Fluores-
zenzfarbung konnte ohne einen grofien Einsatz von Substraten bzw. Zellen bereits
in einem sehr frithen Stadium der Prozessentwicklung entschieden werden, ob sich
der Einsatz von ruhenden Zellen als Katalysator fiir eine mogliche Biotransformation
lohnt. So konnen unnotige Kosten bei geplanten grofitechnischen Anwendungen von

Anfang an vermieden werden.
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6 Materialien und Methoden

6.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, von der

Firma Sigma-Aldrich Co. (Deutschland) oder Carl Roth GmbH & Co. KG (Deutsch-

land) erworben.

6.2 Verwendete Gerate

Hersteller

Agilent Technologies
Deutschland GmbH,
Deutschland

Amicon GmbH, Deutschland
Applied Biosystems, USA

Beckmann Coulter, USA

Bioengeneering AG, Schweiz
Biometra GmbH, Deutschland
Branson Ultrasonics Corporati-
on, USA

Broadley James Corporation,
USA

Bruker BioSpin GmbH,
Deutschland

Geriat

Gaschromatograph, 6890 Series

Ultrafiltrationszelle, Amicon 8200

API 4000 Tripel-Quadrupol-Massenspek-
trometer

Zentrifugen: Allegra 64R, Avnati J20 XP
Rotoren: C0650, JA10, JA14
Laborfermentersystem Typ L 1523
PCR-Cycler TProfessional Thermocycler
Ultraschallauschluss Digital Sonifier

pH-Elektrode

NMR-Spectroktrometer ARX 300
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Hersteller
Biichi, Schweiz

Consort nv, Belgien
CTC Analytics AG, Schweiz
DASGIP AG, Deutschland

Dionex Corporation, USA

Eppendorf AG, Deutschland

Fedegari Autoclavi SPA, Italien
GE-Healthcare BioSciences,

AB Europe GmbH, Deutschland
Heraeus, Deutschland

Heidolph GmbH & Co. KG,
Deutschland

Infors HT , Schweiz

Jasco GmbH, Deutschland

Lauda Dr. R. Wobser GmbH &
Co. KG, Deutschland

Martin Christ GmbH, Deutsch-
land

Metrohm GmbH, Deutschland
Mettler Toledo, Deutschland
New Brunswick Scientific, USA
PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Deutschland

Nikon Instruments Europe B.V.,
Deutschland

Peter Huber Kiltemaschinen-
bau GmbH, Deutschland
Pharmacia, Schweden

Sartorius AG, Deutschland
Schleicher & Schuell GmbH,
Deutschland

Gerat

Rotationsverdampfer Rotavapour R-114
Vakuumpumpe Vac V-513
Spannungsquelle E831

Autosampler CombiPal

Parallel Bioreactor System (4 x 0,3 L)
Agatations- und Temperierungsmodul
FB04TCSC

Monitoringsystem FB04PH4PO4L
Gasmischsystem FBOSMX44
Dosierpumpensystem FBOSMP8
Autosampler Gina50

Pumpe P680

Detektor UVD170U

Zentrifuge 5415 D

Thermomixer comfort

Autoklav 4507 E
Chromatographiesystem Aktapurifier 10

Trockenschrank T6030
Sterilwerkbank HERASafe 1540V10
Uberkopfschiittler REAX 2

Schiittler Multitron Standard
Autosampler AS X-LC
Sadulenofen CO-2067

Pumpe X-LC 3185 PU
Thermostat RC6CS

Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4

pH Meter 632

pH Elektroden

Tiefkiihltruhe C660
Geldokumentationssystem E-Box

Nikon inverted microscope Eclipse Ti
Thermostat CC 505
Wechselkolbenpumpe P500
Fraktionssammler SuperFrac

Waagen CPA225D, BP2100S
Filtrationsmodul ULTRAN-Lab (10 kD)
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Hersteller

Schérfe System GmbH,
Deutschland

Scientific Industries Inc., USA
Shimadzu, Deutschland

Systech GmbH, Deutschland
Vacuubrand, Deutschland
Varian Inc., USA

Watson-Marlow Inc., USA

Gerit
Zellzdhlgerat Casyl

Vortex Genie 2

Photometer PharmaSpec UV 1700
Thermostat CPS 240 A

Autoklav

Membranpumpe MZ 2C
Gaschromatograph CPS 3860
Massenspetrometer Saturn 2000
Peristaltikpumpen 501U, 504U, 505U
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6.3 Verwendete Materialien

Hersteller

Beckmann Coulter, USA

Brand GmbH & Co. K@,
Deutschland

Diacel Chemical Industries LTD,
Frankreich

GE-Healthcare BioSciences,

AB Europe GmbH, Deutschland
Glaswerkstatt FZ-Jtilich,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Deutschland

Invitrogen, USA
Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG,

Deutschland

Millipore, USA

Pall GmbH, Deutschland

Phenomenex Inc.,
Deutschland

Schleicher & Schuell GmbH,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Danemark

Varian Inc., USA

VWR International GmbH,
Deutschland

Material

Zentrifugenbecher: 250 mL, 500 mL
Kiivetten, PMMA Semi Mikrokiivetten

Chromatographiesdule ChiralPak IC

Chromatographiesdulen XK 50
HiPrep 16/10 QFF
Chromatographiesdulen
Doppelmantelkolben 25 - 1000 mL
Zentrifugenrohrchen 15 - 50 mL

Elektrophoresekammer Novex Mini-Cell
Chromatographiesdulen Carbowax

6 Permabond 20M-Saule
Ultrafiltrationsmembran (30 kDa cut-off)
500 mL Amicon®-Zelle

Sterilfilter (0,2 ym)

Crossflow Ultrafiltrationsmodul
Synergie Fusion RP 150 mm x 2 mm,

4 A 80 um

Polar Embedded C18 4 x 2.0 mm
Filtrationsmodul ULTRAN-Lab (10 kD)

Cryogefifie 2 mL

GC-S4ule SIL 8 MP5 30 m, 0,32 mm ID
Gelkammer
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6.4 Biologische Materialien

6.4.1 Verwendete Plasmide

In dieser Arbeit wurden folgende Plasmide verwendet:

pBTac-Lbadh, (pBtac Derivat, Ibadh, AmpR, Ptac, lacl), Dr. S. Liitz, Arbeits-
gruppe Biokatalyse, Institut fiir Biotechnologie 2, Forschungszentrum Jii-

lich GmbH
pCDEF-Duetl, (lacl, SmR, 2xPr7 ), erworben bei Merck Chemicals Ltd., UK
pCDFE-Duet-OYE-Lbadh, (pCDF-Duetl Derivat, oye, [badh ), eigene Arbeit

pET3b-OYE, (pET3b Derivat, oye , AmpR, Pry, lacl), Prof. Dr. J. D. Stewart,
Departments of Chemistry and Biomedical Engineering, University of Flo-

rida, USA

Die vollstandigen Sequenzen des [badh- und oye-Gens sind im Anhang unter 7.1 auf-

gefiihrt.

6.4.2 Verwendete Stamme

Fiir die Ganzzellbiotransformationen und die Produktion der ER wurde folgender

Escherichia coli - Stamm genutzt:

E. coli BL21 Star™ (F~ ompT hsdSg (rg ~— mp ~) gal dem rne131 (DE3) (In-
vitrogen, USA)
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Fiur die Ganzzelltransformationen wurde E. coli BI21* (DE3) mit unterschiedlichen
Plasmiden transformiert, fiir das ADH/ADH-System mit pBTac-LbADH (E. coli
LbADH) und fiir das ER/ADH-System mit pCDF-Duet-OYE-LPADH(E. coli ER-
LbADH). Fiir die Charakterisierung der ER wurde diese mit durch pET3b-OYE trans-
formierte E. coli B121* (DE3) (E. coli ER) produziert.

6.4.3 Klonierung des pCDF-Duet- OYE-LbADH-Plasmids

Die Klonierung des pCDF-Duet-OYE-LbADH-Plasmids wurde ausgehend vom pBTac-
LbADH-Plasmid und dem pET3b-OYE-Plasmid in zwei Arbeitschritten durchgefiihrt.
Dabei erfolgte erst die Klonierung des Ibadh-Gens in den Vektor gefolgt vom oye-Gen
im zweiten Arbeitsschritt. Die schematische Ubersicht iiber die Klonierungsstrategie

ist in Abbildung 6.1 dargestellt.

Isolierung des Restriktion und
Ibadh-Gens Ligation
Arbeits- " ‘d 9 —— CDF-Duet1 ::; pCDF-Duet-
schritt 1 pBTac-LEADH P ue LbADH e
Ibadh-Gen Restriktion und
Ligation
pCDF-Duet-
OYE-LbADH
Isolierung des
oye-Gens
Arbeits-
ochritt 2 )
oye-Gen

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Klonierungstrategie des pCDF-Duet-OYE-LbADH-Plasmids.

6.4.3.1 Klonierung des /Ibadh-Gens und des oye-Gens

Fiir die Isolierung des pBTac-LbADH-Plasmides und des pET3b-OYE-Plasmids wur-
den jeweils zweimal 50 mL LB-Medium (Tabelle 6.1, pH 7) mit 50 yL Kryokultur des
entsprechenden rekombinanten E. coli angeimpft. Die Kultivierung erfolgte in einem

250 mL Erlenmeyerkolben bei 37 °C iiber 16 h.
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Tabelle 6.1: Zusammensetzung des LB-Mediums (Luria Bertani) bzw. LB-Agars bei Zusatz von Agar-Agar
zum Medium.

Komponente Konzentration [g/L]
Pepton 10,0
Hefeextrakt 5,0
Natriumchlorid 10,0
Agar-Agar 5

Die Isolierung der Plasmide erfolgte nach Herstellerangaben mit einem QIAprep

Spin Miniprep Kit (QIAGEN GmbH, Deutschland).

Fiir die Isolierung des [badh-Gens aus dem pBTac-LbADH-Plasmid und des oye-

Gens aus dem pET3b-OYE-Plasmid mittels PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) wur-

den folgende Primer (Eurofins MWG Operon, Deutschland) verwendet:

Ncol LbADH 5-ATA CCA TGG ATG TCT AAC GCT TTG GAT GGT-3’

EcoRI_LbADH 3’-CCG ATG TGA CGA GTT ATC ATT CTT AAG ATA-%

Ndel OYE 5-ATA CAT ATG ATG TCA TTT GTA AAA GAT TTT-3

Belll_ OYE 3’-AAT CCG ACC CTG TTT TTC ATT TCT AGA ATA-5’

Die Schmelztemperaturen und der GC-Gehalt der Primer sind in Tabelle 6.2 zu-

sammengefasst.
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Tabelle 6.2: Schmelztemperatur und GC-Gehalt der verwendeten Primer.

Primer Schmelztemperatur [°C] GC-Gehalt [%]
Ncol _LbADH 65,4 43,3
EcoRI_LbADH 62,7 36,7
Ndel OYE 55,8 20,0
Bglll_ OYE 61,3 33,3

Die anschlieffenden PCR’s wurden mit der in Tabelle 6.3 angegeben Zusammenset-

zung durchgefiihrt.

Tabelle 6.3: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir die Isolierung des /badh- und oye-Gens.

Komponente Volumen [;L]

Ibadh-Gen  oye-Gen

Steriles bidest. Wasser 29,5 29,5
dANTP-Mix 10 mM 1,0 1,0
Ncol Primer / Ndel Primer 2,5 2,5
EcoRI Primer / BgllII primer 2,5 2,5
DNA 2,5 2,5

(206 ng/ uL pbTAC-LbADH)
(124,5 ng/ uL pET3b-OYE)

DMSO 1,5 1,5
Phusion™ DNA Polymerase 0,5 0,5
(Phusion™-Polymerase, Finn-

zymes OY, Finnland)

Die PCR’s wurden mit den in Tabelle 6.4 zusammengefassten Temperaturen und

Zeiten durchgefiihrt, wobei die Schritte 2-4 dreiffigmal wiederholt wurden.
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Tabelle 6.4: Schritte und Bedingungen der PCR fiir die Amplifikation des /badh- und oye-Gens.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec]
Ibadh-Gen oye-Gen

1 Initiale Denaturierung 98 98 30,0
2 Denaturierung 98 98 10,0
3 Anlagerung 60 52 30,0
4 Kettenverldngerung 72 72 15,0
5 Finale Kettenverldngerung 72 72 300,0

Die Produkte der PCR’s wurden iiber ein praperatives Agarosegel (1 % Agarose)
aufgereinigt (Abschnitt 6.4.3.2), aus dem Gel isoliert und nach der Restriktion (Enzy-
me und Puffer von Fermentas GmbH, Deutschland) fiir die Ligation mit dem pCDF-
Duet-Vektor verwendet. Die Zusammensetzungen fiir den Verdau der PCR-Produkte
und des pCDF-Duet-Vektors innerhalb des ersten Arbeitsschrittes sind in Tabelle 6.5
ersichtlich, der Verdau erfolgte bei 37 °C fiir 20 min. Die Zusammensetzungen fiir
den Verdau der PCR-Produkte und des pCDF-Duet-LbADH-Vektors innerhalb des
zweiten Arbeitsschrittes sind in Tabelle 6.6 ersichtlich, der Verdau erfolgte bei 37 °C

fiir 20 min.
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Tabelle 6.5: Zusammensetzung der Restriktionsverdaue des PCR-Produkts aus der Amplifikation des /badh-
Gens und des Vektors.

Komponente Volumen Ibadh Volumen pCDF-Duet
[uL] [uL]

Steriles bidest. Wasser 22,0 10,5

10 x FD Puffer 2 2

DNA 4 5,5

(45 ng/uL Ibadh)

(177 ng/uL pCDE-

Duet-1)

FD Ncol 1 1

FD EcoRI 1 1

(Fermentas GmbH,

Deutschland)

Tabelle 6.6: Zusammensetzung des Restriktionsverdaus des PCR-Produkts aus der Amplifikation des oye-
Gens und des pCDF-Duet-LbADH Plasmids.

Komponente Volumen oye Volumen Plasmid
[L] [L]

Steriles bidest. Wasser 19,5 12,55

10 x FD Puffer 2 2

DNA 6,5 3,45

(6,2 ng/uL oye)

(288 ng/uL pCDEFE-

Duet-LbAH)

FD Ncol 1 1

FD EcoRI 1 1

(Fermentas GmbH,

Deutschland)

Nach dem Restriktionsverdau erfolgte die Aufreinigung der Produkte nach Her-
stellerangaben mit einem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Deutsch-
land).
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Die Ligationen mit dem pCDF-Duet-Vektor erfolgten mit einem Rapid DNA Liga-
tion Kit (Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Deutschland) und wurden bei 25 °C
fiir 30 min durchgefiihrt.

Fiir die Transformationen wurden 2 uL des jeweiligen Ligaseansatzes zu 40 uL
chemisch kompetenten E. coli BL21* (DE3) (Invitrogen, Carlsberg, USA) gegeben, die

Zellen wurden anschliefSend nach dem Schema in Tabelle 6.7 behandelt.

Tabelle 6.7: Transformation von E. coli BL21* (DE3) mit dem pCDF-Duet-LbADH-Plasmid bzw. mit dem
pCDF-Duet-LbADH-OYE-Plasmid.

Arbeitsschritt Reaktionsbedingungen

Plasmidaufnahme 50 min bei 4 °C

Nuklease Inaktivierung 90 sec bei 42 °C

Plasmidaufnahme 5 min bei 4 °C

Revitalisierung der Zellen = Zusatz von 500 uL LB-Medium
(Antibiotika frei)

Inkubation fiir 1 h bei 37 °C
unter Schiitteln bei 300 rpm

Fiir die Isolierung der positiven Klone wurden 100 pL der Zellsuspension auf LB-
Agar (Tabelle 6.1) mit 50 mg/L Streptomycin ausplattiert und fiir 16 h bei 37 °C in-
kubiert.

Die positiven Klone aus den Transformationen wurden mit einer sterilen 200 uL
Pipettenspitze von der Agarplatte aufgenommen und in 50 mL LB-Medium (Tabelle
6.1, pH 7) im 250 mL Erlenmeyerkolben fiir 18 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Inku-
bieren wurden die 50 mL Kulturen mit 50 mL sterilem Glycerin versetzt und als 1,6

mL Aliquots in Kryovials bei -80 °C gelagert.
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6.4.3.2 Praperative Agarosegele

Die Isolierung der PCR-Produkte aus den Reaktionsansétzen erfolgte iiber praperati-
ve Agarosegele, mit einer Agarosekonzentration von 1 % (w/w). Dabei erfolgten das
Ansetzten der Agarose und die Elektrophorese mit TAE-Puffer (Tabelle 6.8, pH 8,0).
Die Elektrophorese wurde bei 90 mA durchgefiihrt, wobei die vollstindige Auftra-
gung des jeweiligen PCR-Ansatzes erfolgte. Nach der Trennung wurde die DNA aus
dem Gel ausgeschnitten und mit einem Fertigkit isoliert (QIAquick Gel Extraction

Kit, Qiagen GmbH, Deutschland)

Tabelle 6.8: Zusammensetzung des TAE-Puffers pH 8,0.

Komponente Konzentration
Tris-Base 484 ¢/L
Essigsdure 1,14 mL/L

0,5 M EDTA-Losung 2mL/L

6.5 Expressionsoptimierung fiir das ER/ADH-System

Die Expression fiir das ER/ ADH-Ganzzellsystem erfolgte in TB-Medium (Tabelle 6.9,
pH 7) und wurde hinsichtlich des Induktionszeitpunktes, der Kultivierungstempera-

tur und der Induktorkonzentration (IPTG) optimiert.

Tabelle 6.9: Zusammensetzung des TB-Mediums (Terrific Broth).

Komponente Konzentration [g/L]
Pepton 12,0
Hefeextrakt 240
Kaliumdihydrogenphosphat 2,1
Dikaliumhydrogenphosphat 12,5
Glycerin 4,0
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Die Kultivierungen erfolgten in einem Mafsstab von 200 mL mit einer Parallelfer-
mentationsanlage der Firma DASGIP AG, Deutschland, welche in Abbildung 6.2 dar-
gestellt ist.

*

i
o

Abbildung 6.2: Parallelfermentationsanlage der Firma DASGIP AG.

Vor der Inokulierung der Vorkultur erfolgte die sterile Zugabe von Glycerin und
Streptomycin (50 mg/Lsegiym) zum Medium. Fiir die Vorkulturen wurden 50 mL des
Mediums mit 100 uL Kryokultur inokuliert und die Kulturen in 250 mL Erlenmeyer-
kolben bei 37 °C und 150 rpm tiiber 16 h kultiviert.

Fiir die Hauptkulturen erfolgte vor der Sterilisation der Reaktoren die Kalibration
der pH-Sonden bei pH 7 und pH 4. Im Anschluss wurden die Reaktoren im leeren
Zustand sterilisiert. Nach dem Abkiihlen der Reaktoren erfolgte das Befiillen dieser
mit 190 mL Medium, welches zuvor mit Glycerin und Streptomycin (50 mg/Latedinm)
und 100 L Antischaum versetzt wurde. Nach dem Befiillen wurden die Reaktoren
mit der Peripherie der Anlage verbunden und die pO;-Sonde fiir mindestens 6 h
polarisiert. Danach erfolgte die Kalibrierung der pO,-Sonde bei 0 % und 100 % Ge-
16stsauerstoff. Nach der Kalibration wurden die Reaktoren mit 10 mL Vorkultur in-
okuliert. Bis zur Induktion der Enzymexpression wurden die Kultivierungen mit den

in Tabelle 6.10 zusammengefassten Prozessparametern durchgefiihrt.

89



Materialien und Methoden

Tabelle 6.10: Zusammenfassung der Prozessparameter bei der Kultivierung im Reaktor vor der Induktion.

Parameter Einstellung
Temperatur 37 °C
pH-Wert 7
pO2-Wert > 40 %
Riithrerdrehzahl 400 - 1200 rpm
Begasungsrate 6-18 NL/h
Sauerstoffanteil in der Zu- 21-50 %
luft

Der pH-Wert wurde bei der Kultivierung durch 25 % Phosphorsdure und 6 M Na-
tronlauge auf pH 7 reguliert. Die Gelostsauerstoffkonzentration wurde wahrend der
Fermentation auf einen Wert > 40 % durch eine automatische Regelkaskade geregelt,

bestehend aus Riithrerdrehzahl, Begasungsrate und Sauerstoffanteil in der Zuluft.

Fiir die Optimierung wurden die in Tabelle 6.11 angegebenen Parameter eingestellt

und die Kultivierung {iber eine Gesamtdauer von 24 h fortgefiihrt.

Tabelle 6.11: Parameter fiir die Expressionsoptimierung des ER/ADH-Systems wéhrend der Expression.

Temperatur Induktor-  Optische Dichte
nach Induktion konzentration beiInduktion
[°C] [mM] [-]
32 0,2 20
32 0,5 20
32 0,2 3
32 04 3
27 0,2 3
27 0,4 20

Die Quantifizierung der intrazelluldren Enzymaktivitit erfolgte wie unter 6.12.2.6

beschrieben.
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6.6 Herstellung der Ganzzellbiokatalysatoren

Die Herstellung der Ganzzellbiokatalysatoren erfolgte mit TB-Medium (Tabelle 6.9,
pH 7,0). Das Medium wurde vor dem Inokulieren steril mit Antibiotika versetzt
(ADH/ADH-System: Carbenicillin, ER/ ADH-System: Streptomycin), so dass die An-
tibiotikakonzentration im Medium 50 mg/L betrug. Des Weiteren wurde das Glyce-

rin vor dem Animpfen separat zum Medium ergénzt.

Die Vorkultur von 2 x 250 mL wurde mit jeweils 100 uL der entsprechenden Kryo-
kultur angeimpft. Die Kultivierung erfolgte in zwei 1000 mL Erlenmeyerkolben bei

150 rpm und 37 °C tiber 18 h.

Die Hauptkultur erfolgte in einem Bioreaktor mit einem maximalen Arbeitsvo-
lumen von 7,5 L (Laborbioreaktorsystem Typ L1523, Bioengeneering AG, Schweiz),
welcher in Abbildung 6.3 dargestellt ist. Vor der Sterilisation des Bioreaktors erfolgte
die Kalibration der pH-Sonde bei pH 7 und pH 4. Im Anschluss wurde der Reaktor
mit 5 L Leitungswasser gefiillt und bei 122 °C und 1,2 bar Uberdruck fiir 30 min ste-

rilisiert.

Abbildung 6.3: Laborfermenter L1523 der Firma Bioengeneering AG.
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Das Medium wurde so konzentriert, dass das fehlende Volumen zu 5 L Kulti-
vierungsvolumen durch die Zugabe von Antibiotika, Glycerin und die Vorkultur
ergdanzt wurde. Die Sterilisation des Mediums und des Glycerins (500 mL) erfolg-
te separat. Direkt vor der Kultivierung wurde der Reaktor mit dem Medium, der
Glycerinlosung, der Antibiotikumslosung und 300 L Antischaum (Antifoam 204,
Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland) gefiillt. Danach erfolgte die Kalibrierung der
pO2-Sonde bei 0 % und 100 % Geldstsauerstofftkonzentration. Die Inokulation der
Hauptkultur wurde mit 500 mL Vorkultur durchgefiihrt. Der erste Teil der Kultivie-

rung wurde mit den in Tabelle 6.12 aufgefiihrten Prozessparametern durchgefiihrt.

Tabelle 6.12: Prozessparameter fiir die Kultivierung der Ganzzellbiokatalysatoren vor der Induktion.

Parameter Einstellung
Temperatur 37 °C
pH-Wert 7
pO2-Wert > 40 %
Riithrerdrehzahl 350 - 1600 rpm
Begasungsrate 2,5-10 NL/min

Die pH-Regelung auf pH 7 wurde mit 25 % Ammoniak und 25 % Phosphorsdu-
re durchgefiihrt. Nachdem die Kultur eine optische Dichte (OD) von 3 (A=600 nm)
erreicht hatten, wurde die Temperatur auf 32 °C reduziert und die intrazelluldre Pro-
teinexpression durch Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) indu-
ziert. Hiefiir wurde eine IPTG-Konzentration von 0,2 mM im Kulturmedium einge-
stellt. Die Gesamtdauer der Kultivierung betrug 24 h. Die Prozessanalytik wurde wie

unter 6.12.1 beschrieben durchgefiihrt.
Anschlieffend wurden die Zellen vom Medium durch Zentrifugation (Avanti J20

XP, Beckmann Coulter, USA) getrennt und im entsprechenden Puffer resuspendiert.

Die Biomassekonzentration wurde dabei auf 100 gpry/L eingestellt. Der gesamte
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Ablauf der Kultivierung bis hin zur in Puffer resuspendierten Biomasse ist in Abbil-

dung 6.4 noch einmal schematisch dargestellt.

Animpfen der Animpfen der Kultivierung bei Zellernte nach
Vorkultur mit Hauptkultur mit 37 °C bis ODgqg 24 h Gesamtdauer
ﬁ ﬁ 100 pL Kryokultur 500 mL Vorkultur von 3 der KuItuwerung ﬁ
ﬁ Induktlon mit IPTG
(0,2 mM) und
Kultlwerung bei

Erster Teil Zweiter Teil Resuspendierte

Kryokulturen Vorkultur Hauptkultur Hauptkultur Biomasse

Abbildung 6.4: Schematische Darstellung der Herstellung der Zellen fiir die Biokatalyse.

6.7 Ganzzellbiotransformationen

Alle Ganzzellbiotransformationen wurden mit einer Biomassekonzentration von

100ggrMm /L in 50 mM Phosphatpuffer durchgefiihrt.

6.7.1 Ermittlung der Cofaktorstabilitat ohne den Einfluss von

Substraten

Fiir die Ermittlung der Cofaktorstabilitdt wurden Zellen nach der Kultivierung un-
ter sterilen Bedingungen in 50 mL Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6 und 7
resuspendiert und bei 30 °C sowie 4 °C tiber 10 Tage inkubiert. In regelméssigen Ab-
stinden erfolgte eine Probennahme fiir die Bestimmung der intrazelluldren Cofak-
torkonzentrationen. Die Proben wurden wie unter 6.12.6.2 aufgeschlossen und wie

unter 6.12.6.3 vermessen.

93



Materialien und Methoden

6.7.2 Ganzzellbiotransformationen mit dem ADH/ADH-System

Die Ganzellbiotransformationen mit dem ADH/ADH-System erfolgte mit E. coli-
LbADH. Der pH-Wert wéhrend der Reaktion betrug 6,0. Als Substrat wurde Methyl-
acetoacetat eingesetzt, die Cofaktorregenerierung erfolgt Substrat-gekoppelt mit Iso-

propanol.

6.7.2.1 Kontinuierliche Reaktionsfiihrung

Die kontinuierliche Reaktion wurde mit einer Methylacetoacetat-Konzentration von
0,3 M und einer Isopropanolkonzentration von 0,75 M und 0,5 M durchgefiihrt. Die
Reaktionstemperatur betrug 30 °C und die Verweilzeit 2 h, wobei die Reaktion tiber
eine Gesamtzeit von 14 Tagen durchgefiihrt wurde. Der Reaktionsaufbau ist in Ab-

bildung 6.5 schematisch dargestellt.

Substrat- ‘® R . @ = ‘ @ Produkt-
vorlage I6sung

50 mM Phosphat- Biotransformation
puffer, pH6 Startvolumen: 200 mL Ultrafiltrations-
0,75/ 0,5 M Isopropanol Verweilzeit: 2 h modul, 10 kDa
0,3 M MAA Dauer: 14 d

Abbildung 6.5: Schematische Darstellung des Aufbaus der kontinuierlichen Ganzzellbiotransformation,
MAA=Methylacetoacetat.

Der Zellriickhalt wurde mit einem Filtrationsmodul (Ultran-Lab, Schleicher &
Schuell) durchgetiihrt, welches einen molekularen Cut-off von 10 kDa hatte. Die Re-
aktionslosung  wurde mit einer Schlauchpumpe (505 U, Watson-

Marlow Inc., USA) iiber das Filtrationsmodul gepumpt.

Fiir die Bestimmung des Umsatzes wurde zu verschiedenen Zeiten jeweils 1 mL

Reaktionsansatz entnommen und bei 13000 rpm fiir 3 min zentrifugiert, um die Bio-
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masse abzugetrennen. Um eine weitere Reaktion durch freies Enzym zu verhindern,
wurde der Uberstand in einem weiteren Eppendorfreaktionsgefaf bei 98 °C fiir 1 min
inkubiert. Die Proben wurden anschliefiend auf Eis gekiihlt und per Gaschromatogra-

phie analysiert.

Fiir die Ermittlung der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen wurde jeweils 5 mL
Proben genommen, welche umgehend mit 15 mL -50 °C kaltem Methanol (60 % v/v)
vermischt wurden, um die katalytische Aktivitdt der Zellen abzustoppen. Anschlie-
lend wurden die Proben in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Aufarbeitung
bei -80 °C gelagert. Fiir die Bestimmung der extrazelluldren Cofaktorkonzentratio-
nen im Reaktionstiberstand wurde 1 mL Probe abzentrifugiert und bei -20 °C gela-
gert. Durch den Volumenverlust in der Reaktion, der durch die Probennahme bedingt
ist, wurde der Volumenstrom der Substratzugabe und der Produktabfiihrung jeweils

nach Probennahme angepasst, um eine konstante Verweilzeit zu gewéhrleisten.

6.7.2.2 Ganzzellbiotransformationen im Satzverfahren

Die Reaktionen im Satzreaktor erfolgten mit einer Methylacetoacetat-Konzentration
von 0,3 M und einer Isopropanolkonzentration im Bereich von 3-0,3 M. Die Reak-
tionen wurden in einem Mafstab von 200 mL in einem temperierten Doppelmantel-
kolben bei 30 °C iiber 2 h durchgefiihrt. Die Probennahme fiir die Bestimmung des
Umsatzes zu unterschiedlichen Zeitpunkten und die intrazelluldren Cofaktorkonzen-

tration erfolgten wie unter 6.7.2.1 beschrieben.

6.7.3 Ganzzellbiotransformation mit dem ER/ADH-System

Die Ganzellbiotransformationen mit dem ER/ADH-System erfolgten mit dem re-
kombinantem E. coli ER-LbADH. Die Reaktionen wurden bei einem pH-Wert von 6,9
durchgefiihrt. Als Substrat fiir die Reaktionen wurde (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat
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eingesetzt, die Cofaktorregenerierung erfolgte Enzym-gekoppelt mit Isopropanol.

6.7.3.1 Kontinuierliche Reaktionsfiihrung

Die Ganzzellbiotransformationen wurden analog zur kontinuierlichen Biotransfor-
mation mit dem ADH/ADH-System durchgefiihrt. Die Substratkonzentration lag
dabei bei 10-25 mM. Fiir die Cofaktorregenerierung wurde eine Isopropanolkonzen-
trationen von 50-400 mM eingesetzt. Die Bestimmung des Umsatzes erfolgte ausge-
hend von 1 mL Probe, welcher mit 300 yL Ethylacetat extrahiert wurde. Das Extrakt
wurde anschlieffend mittels Gaschromatographie analysiert. Die Reaktionen erfolg-
ten {iber einen Zeitraum von bis zu zwei Tagen und wurden spétestens nach voll-
staindigem Umsatzverlust abgebrochen. Die Probennahme fiir die Bestimmung der

intrazelluldren Cofaktoren erfolgte wie unter 6.7.2.1 beschrieben.

6.7.3.2 Ganzzellbiotransformationen im Satzverfahren

Die Reaktionen im Satzreaktor erfolgten mit einer Substratkonzentration von 25-
100 mM und einer Isopropanolkonzentration von 400 mM. Die Reaktionen wurden
in einem Maf3stab von 200 mL bei 25 °C durchgefiihrt. Die Bestimmung des Umsat-
zes erfolgte ausgehend von einem Milliliter Probe, welcher mit 300 uL Ethylacetat
extrahiert wurde. Das Extrakt wurde anschliefsend mittels Gaschromatographie ana-
lysiert, wobei die Reaktionen bis zum Stillstand der Reaktion durchgefiihrt wurden.
Die Ermittlung der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen erfolgte wie unter 6.7.2.1

beschrieben.
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Die folgenden Arbeiten:

Optimierung der ER-Produktion,

Isolierung und Aufreinigung der ER,

Charakterisierung des Einflusses der Temperatur und des pH-Werts auf die Ak-

tivitat und die Stabilitat der ER und

die Bestimmung der kinetischen Parameter der ER beziiglich Cyclohexenon,

Cyclohexanon, NADP(H) und NADP*

wurden im Rahmen einer Bachelorarbeit durchgefiihrt (Scheeren, 2010).

6.8 Produktion und Aufreinigung der ER

Die Expressionsoptimierung und die Produktion der ER wurde mit dem rekombi-

nantem E. coli ER durchgefiihrt.

6.8.1 Expressionsoptimierung der ER

Die Optimierung der Enzymproduktion wurde hinsichtlich des Mediums mit LB-
Medium (Tabelle 6.1, pH 7) mit einem Zusatz von 4 gc,kese/ Liedium, TB-Medium
(Tabelle 6.9, pH 7) und FB-Medium (Tabelle 6.13, pH 7), der Expressionstemperatur
(27, 32, 37 °C), der Induktorkonzentration (0,1-1 mM IPTG) und des Induktionszeit-
punkts innerhalb der Kultivierung durchgefiihrt. Die Versuche wurden in einer Pa-

rallelfermentationsanlage der Firma DASGIP AG, Deutschland durchgefiihrt.
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Tabelle 6.13: Zusammensetzung des FB-Mediums

Komponente Konzentration [g/L]
Peptone 10
Hefeextrakt 5
Natriumchlorid 5
Dikaliumhydrogenphosphat 8,28
Kaliumdihydrogenphosphat 1,8
Natriumcitrat 0,45
Magnesiumsulfat 0,9

Glycerin 55,44

6.8.2 Produktion der ER im 5 L Malstab

Die Produktion der ER erfolgte im 5 L Mafistab in einem Laborfermenter (Laborfer-
menter Typ L1523, Bioengeneering AG, Schweiz) mit TB-Medium (Tabelle 6.9, pH 7).
Die Expression der ER erfolgte bei einer ODggp von 3 mit 0,6 mM IPTG und einer

Expressionstemperatur von 27 °C.

6.8.3 Isolierung und Aufreinigung der ER

Fiir die Isolierung der ER wurde die Biomasse mit Ultraschall (Digital Sonifier, Bran-
son Ultrasonics Corporation, USA) aufgeschlossen und der gekldrte Rohextrakt nach
einer Filtration iiber einen Filter mit einer Porengrofie von 0,2 ym fiir die Ionenaus-
tauschchromatographie verwendet. Die Chromatographie wurde mit einem Bettvo-
lumen von 300 mL und Q-Sepharose Fast Flow (GE-Healthcare Bio-Sciences AB Eu-
rope GmbH, Deutschland) in Verbindung mit einem Aktapurifier 10 (GE-Healthcare
Bio-Sciences AB Europe GmbH, Deutschland) durchgefiihrt. Die isolierte ER wurde
nach der Aufreinigung lyophilisiert.
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6.8.4 Charakterisierung der ER

Die Charakterisierung der ER beziiglich des Einflusses der Temperatur auf die Ak-
tivitat und Stabilitét erfolgte in einem Temperaturbereich von 20-60 °C. Der Einfluss
des pH-Werts auf die Aktivitdt und Stabilitdt wurde in einem pH-Bereich von 6-8 mit
Phosphatpuffer bestimmt. Die Aktivitdtsbestimmung der ER innerhalb der Messun-
gen erfolgte mit dem unter 6.12.2.3 beschriebenen Enzymtest. Die Bestimmung der
Lagerstabilitdt der ER wurde bei -20 °C als entsalzte Losung mit und ohne den Zu-

satz von Glycerin (50 % (v/v)) und als Lyophilisat durchgefiihrt.

Die kinetischen Parameter der ER beziiglich Cyclohexenon und Cyclohexanon wur-
den in einem Konzentrationsbereich von 0-100 mM und fiir NADPH und NADP™ in
einem Konzentrationsbereich von 0-10 mM ermittelt. Die Messungen wurden pho-
tometrisch (Photometer PharmaSpec UV 1700, Shimadzu GmbH, Deutschland) bei
einer Wellenldnge von A=340 nm und einer Enzymkonzentration von 0,1 mgggr/mL
durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten und die Bestimmung der kinetischen Para-
meter durch nicht-lineare Regression erfolgte mit der Software Origin® 7G SR1 der

Firma OriginLab Corporation.

6.8.5 Bestimmung der kinetischen Parameter der ER beziiglich
(Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat

Die Bestimmung der kinetischen Parameter fiir (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat er-

folgte in 2 mL Ansédtzen mit einer NADPH-Konzentration von 10 mM. Nach dem Er-

reichen eines Umsatzes von ca. 10 % wurde die Reaktion durch Extraktion mit 600 uL

Ethylacetat abgestoppt. Die Analytik erfolgte wie unter 6.12.3 angegeben.

Die Auswertung der Daten und die Bestimmung der kinetischen Parameter durch

nicht-lineare Regression erfolgte mit der Software Origin® 7G SR1 der Firma Origin-
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Lab Corporation.

6.9 Synthese von (Z2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat

Da das Substrat, (2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat, fiir die asymmetrische Reduktion
mit der ER nicht kommerziell erhiltlich war, wurde dieses in einem Maf$stab von

< 0,5 M synthetisiert.

Die Synthese erfolgte in zwei Stufen, die erste Stufe ist Abbildung 6.6, die zweite
in Abbildung 6.7 dargestellt.

o NO, O

o Et;N
~ - o™
o Nitromethan HO
16 h 2-Hydroxy-2-methyl-
Ethylpyruvat 3-nitropropanoat

Abbildung 6.6: Erste Stufe der Substratsynthese von (Z2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat, Henry-Reaktion

Die erste Reaktion (Henry-Reaktion) erfolgte mit Ethylpyruvat als Edukt und mit
Nitromethan als Losungsmittel, welches gleichzeitig als Reagenz fungierte. Beide
Stoffe wurden in einem molaren Verhéltnis von 1:8 (Ethylpyruvat : Nitromethan) ein-
gesetzt. Triethylamin als Base wurde bezogen auf Ethylpyruvat in einem molaren
Verhiltnis von 2,5:1 (Ethylpyruvat : Triethylamin) eingesetzt. Die Reaktion erfolgte
tiber 18 h beginnend bei 4 °C, wobei im Laufe der Reaktion auf Raumtemperatur
erwdarmt wurde. Nach der Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt
und das Rohprodukt direkt fiir die zweite Stufe eingesetzt. Die Identifikation des
Produkts erfolgte {iber 'TH-NMR und *C-NMR (Kapitel 6.12.5), die Spektren sind im
Anhang unter 7.2 gezeigt.

Die Ergebnisse des 'H-NMR und 3C-NMR fiir das Produkt der ersten Stufe ent-

sprechen den Referenzdaten in der Literatur (Martin et al., 2008; Swiderska und Ste-
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wart, 2006) und sind im Folgenden zusammengefafst:

2-Hydroxy-2-methyl-3-nitropropanoat:

TH-NMR: § 4,84(d, J]=13,7 Hz, 1H, CH,NO,, H'), 4,55 (d, J=13,8 Hz, 1H,
CH,NO,, H?), 4,39-4,28 (m, 2H, CH,CH3), 3,75(s, 1H, OH), 1,45 (s, 3H,
CCH3), 1,32 (t,]=7,1 Hz, 3H, CH,CH3)ppm

I3C-NMR: ¢ 173 4; 81,0; 72,4; 63,0; 23,8; 14,0 ppm

Die Dehydratation erfolgte mit dem Rohprodukt der ersten Stufe in Dimethylsul-
foxid. Fiir die Dehydratation wurden drei Aquivalente Essigsdureanhydrid bezogen

auf den Nitroalkohol eingesetzt. Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur tiber 18 h.

NO, O NO, O
Ac,0
o . X O/\
HO
2-Hydroxy-2-methyl- 16 h (Z)-Ethyl 2-methyl-
3-nitropropanoat 3-nitroacrylat

Abbildung 6.7: Zweite Stufe der Substratsynthese von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat, Dehydratation des
Nitroalkohols

Nachdem die Reaktion beendet war, wurde mit Wasser extrahiert und die beiden
Phasen voneinander getrennt. Die wissrige Phase wurde 3x mit Dichlormethan ex-
trahiert und die vereinten organischen Phasen mit geséttigter Natriumhydrogencar-
bonatlosung gewaschen. Die anschliefiende Trocknung der organischen Phase erfolg-
te tiber Natriumsulfat. Nach dem Trocknen wurde das Losungsmittel unter Vakuum

entfernt.

Die Reinigung des Produktes erfolgte mittels einer Chromatographie tiber Kie-
selgel (50gkieseigel/ §produkt) und einem Losungsmittelgemisch von Petrolether und
Ethylacetat (5:1 v/v) als Laufmittel. Die Produkt-haltigen Fraktionen wurden vereint
und im Vakuum eingeengt. Das verbliebene Losungsmittel wurden im Hochvakuum

vollstandig entfernt. Die Identifikation des Produkts erfolgte mittels "H-NMR und
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I3C-NMR (Kapitel 6.12.5), die Spektren sind im Anhang unter 7.2 gezeigt.

Die Ergebnisse des TH-NMR und ¥C-NMR fiir das Produkt (Z)-Ethyl-2-methyl-3-
nitroacrylat sind im Folgenden zusammengefasst und entsprechen den Referenzda-

ten in der Literatur (Martin et al., 2008; Swiderska und Stewart, 2006):

(Z2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat:

TH-NMR: 6 6,87 (m, 1H, CHNO,), 4,35 (q, J=7,1 Hz 2H, CH,CHj3), 2,10 (d,
J=1,7 Hz, 3H, CCCH3), 1,34 (t, J=7,1 Hz, 3H CH,CHj3)ppm

I3C-NMR: 6 166,1; 140,9; 135,7; 62,4; 17,6; 13,8 ppm

6.10 Reduktion von (Z)-Ethyl-2-methyl-3-

nitroacrylat mit Natriumborhydrid

Fiir die Reduktion wurden 25 mM (Z)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat und 37,5 mM
Natriumborhydrid eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in Ethanol (abs.) bei 0 °C. Die
Zugabe von Natriumborhydrid zur Reaktion erfolgte portionsweise iiber einen Zeit-
raum von 60 min. Die Reaktion wurde nach 90 min mit Ammoniumchlorid gequencht
und mit Diethylether 3 x extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint und
tiber Natriumsulfat getrockenet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
das Produkt mittels Chromatographie iiber Kieselgel gereinigt. Fiir die Chromato-
graphie wurde das Kieselgel in einem Verhaltnis von 50:1 (Kieselgel:Substanz, w/w)
eingesetzt. Die Chromatographie erfolgte mit einem Losungsmittelgemisch von Pe-
trolether und Ethylacetat in einem Verhiltnis von 9:1 (v/v). Die Identifikation des
Produktes erfolgte mittels 'H-NMR und '*C-NMR (Kapitel 6.12.5), die Spektren sind
im Anhang unter 7.2 gezeigt.
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Die Ergebnisse des 'H-NMR und des '*C-NMR sind im Folgenden zusammenge-
fasst und entsprechen den in der Literatur gegebenen Referenzdaten (Martin et al.,

2008; Wakabayashi et al., 2008).

TH-NMR: ¢ 4,72 (dd, J=14,0 Hz, 8 Hz, CH,NO,, H'), 4,4 (dd, J= 14,0 Hz,
5,6 Hz, CH,NO,, H?), 4,2 (q J=7,1 Hz 2H OCH,CHj3), 3,28-3,21 (m, 1H,
CHCO), 1,3-1,25 (m, 3H, OCH,CH3) ppm

I3C-NMR: 172/4; 76,4; 61,5; 37,6; 14,3; 14,0 ppm

6.11 Biokatalyse mit isolierter ER

Die Reaktionen mit isolierter ER wurden in Mafistdben von 25 bis 500 mL in 50 mM
Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,9 durchgefiihrt. Die Konzentration der ER
betrug bei allen Reaktionen 0,2 mgg;;zy,, /mL, die LbADH wurde mit einer Konzentra-
tion von 0,1 mggy,.,, / mL eingesetzt. Die Substratkonzentration ((Z)-Ethyl-2-methyl-
3-nitroacrylat) variierte von 15 bis 100 mM. Fiir die Ermittlung des Umsatzes wurden
Proben mit einem Volumen von 1 mL genommen und mit 300 uL Ethylacetat extra-

hiert. Die Analyse der Proben erfolgte mittels Gaschromatographie (Kapitel 6.12.3).

6.12 Analytik

6.12.1 Biomassespezifische Analytik
6.12.1.1 Bestimmung der optischen Dichte

Um den Wachstumsverlauf wihrend der Kultivierung zu verfolgen, wurde die OD
bei einer Wellenldnge von A=600 nm (PharmaSpec UV 1700, Shimadzu, Deutschland)

mit einem Probenvolumen von 1 mL bestimmt. Als Nullwert und zur Verdiinnung
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(Messbereich OD = 0,2 bis 0,6) der Proben wurde zellfreies Medium vom Zeitpunkt

der Probennahme verwendet.

6.12.1.2 Bestimmung der Biotrockenmasse

Die Bestimmung der Biotrockenmasse erfolgte ausgehend von 1 mL Kultivierungsan-
satz oder Ganzzellbiotransformationsansatz. Die Proben wurden in tarierten Eppen-
dorfreaktionsgefdfien (1,5 mL) bei 13000 rpm fiir 10 min abzentrifugiert (Zentrifuge
5415, Eppendorf AG, Deutschland) und der Uberstand verworfen. Anschlieflend er-
folgte das Trocknen des Zellpellets bei 70 °C im Trockenschrank bis zur Gewichtskon-
stanz. Nach dem Auswiegen der Reaktionsgefédfie konnte aus der Differenz zwischen
dem Leergewicht und dem Gewicht mit Pellet die Biotrockenmasse bestimmt wer-

den.

6.12.1.3 Bestimmung des Zellvolumens

Damit die intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen der Zellen angegeben werden
konnten, war es notwendig deren Volumen zu bestimmen. Hierfiir erfolgte die Be-
stimmung der Zellzahl am Ende der Kultivierung mit einem Zellzdhlgerdt (Casyl,
Schirfe System GmbH, Deutschland), welches gleichzeitig das Volumen der Zellen
aufnimmt. Die Zellsuspension wurde vor der Messung mit isotonischer Salzlosung
verdiinnt. Die Verdiinnung wurde in Abhingigkeit von der optischen Dichte durch-
gefiihrt und betrug 1:200000 bis 1:250000. Mit Hilfe der Formeln 1-3 konnten wurden

aus den Messwerten die Volumina der Zellen berechnet.
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Formel 01:
Vi: Zellvolumen in der Probe [fL]
% =V V,: Volumen Probe [mL]
V: Zellvolumen /mL Probe [fl/mL]
Formel 02: F,4: Verdiinnungsfaktor
Zellsuspension aus Kultivierung [-]
Vx Fpg = Vi V: Zellvolumen/mLz,isuspension
aus Kultivierung [fl/mL]
Formel 03: BTM: Biotrockenmasse [mg/mL]

Vprm: Volumen/Biotrockenmasse [pL/mgpTMm]
Vv
57/ 10° = Varm

6.12.1.4 Visualisierung der Zellintegritat

Fiir die Visualisierung der Zellintegritat wurde eine Fluoreszenzfirbung mit einem
Farbekit (LIVE/DEAD® BacLight' " Bacterial Viability and Counting Kit (L34856), Mo-
lecular PROBES Inc., USA) durchgefiihrt. Fiir die Farbung wurden Zellen aus den
entsprechenden Proben entnommen und nach Herstellerangaben gefarbt. Dafiir wur-
den den Zellsuspensionen mit 100 ggrp1/L 10 uL Probe entnommen. Die Fluoreszenz-
tarbstoffe wurden vor der Farbung 1:10 mit DMSO verdiinnt, um eine zu intensive
Farbung zu vermeiden und die Zellen mit 1,5 L 0,33 mM SYTO 9 und 1,5 L 3 mM
Propidiumiodid gefarbt. Die Auswertung wurde an einem Fluoreszenzmikroskop
(Nikon inverted mikroskope Eclipse Ti, Nikon Instruments Europe B.V., Deutsch-

land) bei einer 1000fachen Gesamtvergrofierung durchgefiihrt.

6.12.2 Proteinanalytik
6.12.2.1 SDS-PAGE

Die Bestimmung der Reinheit der isolierten ER und die Kontrolle der intrazelluldren
Proteinexpression wurden mit SDS-PAGE durchgefiihrt. Die Verdiinnung der Proben
erfolgte so, dass in etwa gleiche Proteinkonzentrationen auf das Gel (NuPAGE Bis-

Tris Gele 4-12 %, Invitrogen, USA) aufgetragen wurden. Ein definiertes Probenvolu-
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men (13 uL) wurde zundchst mit Probenpuffer (5 uL, NuPAGE LDS Sample Buffer,
Invitrogen, USA) versetzt. Als Laufpuffer wurde NuPAGE MES Running Buffer (In-
vitrogen, USA) verwendet. Bei Gelen mit 12 Taschen wurden 17 uL des Probengemi-
sches aufgetragen und bei Gelen mit 17 Taschen erfolgte der Auftrag von 10 pL. Die
Trennung der Proteine erfolgte bei einer konstanten Spannung von 150 V tiber 90 min.
Die Grofie der einzelnen Proteinbanden konnten durch das zusitzliche Auftragen
eines Grofienstandards (SeeBlue Plus2 Prestained Proteinstandard, Invitrogen, USA
oder PageRulerTM Plus Protein Ladder, Fermentas GmbH, Deutschland) zugeord-
net werden. Nach der Auftrennung wurden die einzelnen Proteinbanden durch Sil-
berfarbung visualisiert. Die Silberfarbung wurde mit einem Fertigkit (SilverQuest™,

SilverStainingKit, Invitrogen, USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

6.12.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinmenge innerhalb einer Probe erfolgte durch die Bestim-
mung nach Bradford (1976). Dafiir wurden 900 yL Bradford-Reagenz mit 100 uL En-
zymlosung versetzt. Nach 20 min wurde die Absorption bei einer Wellenldbge von
A=595 nm photometrisch (PharmaSpec UV 1700, Shimadzu, Deutschland) ermittelt.

Als Standard wurde Albumin in den entsprechenden Konzentrationen verwendet.

6.12.2.3 Aktivitatstest fiir die ER

Die Ermittlung der ER-Aktivitét erfolgte iiber den Verbrauch an NADPH wihrend
der Reduktion von Cyclohexenon zu Cyclohexanon photometrisch (PharmaSpec UV
1700, Shimadzu, Deutschland) bei A=340 nm. Die Ansitze hatten ein Volumen von

1 mL mit den in Tabelle 6.14 aufgefiihrten Komponenten und Konzentrationen.
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Tabelle 6.14: Zusammensetzung des Aktivitdtstests der ER

Komponente Eingesetzte Menge/
Konzentration

Enzym-haltige Losung 10 uL

Cyclohexenon 1 ymol

NADPH 0,15 ymol

50 mM Phosphatpufter pH 7,0 894 uL

6.12.2.4 Ermittlung der Cofaktorabhingigkeit der ER

Die Ermittlung der Cofaktorabhdngigkeit der ER erfolgte unter Reduktion von Cyclo-
hexenon (1 mM) in 50 mM Phosphatputffer bei einem pH-Wert von 6,9. Dabei wurden
0,15 mM NADH bzw. 0,15 mM NADPH fiir die Reaktion eingesetzt. Die Reaktion er-
folgte in 1 mL Reaktionsvolumen bei 25 °C tiber 2 min. Dabei wurde die Absorption
bei einer Wellenldnge von A=340 nm photometrisch (Photometer PharmaSpec UV
1700, Shimadzu, Deutschland) erfasst.

6.12.2.5 Aktivitatstest fiir den Ganzzellbiokatalysator
des ADH/ADH-System

Die Bestimmung der biokatalytischen Aktivitdt der Biomasse erfolgte jeweils vor der
Biotransformation mit 2 x 1 mL der in Puffer resuspendierten Zellen. Hierfiir wurde
die Zellsuspension mit 600 mM Isopropanol und 300 mM Methylacetoacetat versetzt.
Die Reaktionszeit betrug 1 min bei 30 °C. Die Zellen wurden danach durch Zentri-
fugation (Zentrifuge 5415, Eppendorf AG, Deutschland) entfernt und der Uberstand
bei 98 °C fiir 1 min inkubiert. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurde der Reaktionsiiber-
stand mit internem Standard (50 mM n-Butanol) versetzt (1:1) und mittels Gaschro-

matographie (Kapitel 6.12.3) analysiert.
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6.12.2.6 Aktivitatstest fiir den Ganzzellbiokatalysator
des ER/ADH-System

Der Aktivitétstest beziiglich der biokatalytischen Aktivitit der Biomasse erfolgte tiber
die Bestimmung der LbADH-Aktivitdt. 2 x 1 mL der resuspendierten Zellen wurden
mit 300 mM Methylacetoacetat und 600 mM Isopropanol versetzt. Die Reaktion er-
folgte tiber 3 min bei Raumtemperatur, die Abweichung von der Reaktionszeit, im
Vergleich zum ADH/ADH-System, ergab sich durch die geringen Enzymaktivitdten
vor der Expressionsoptimierung. Die Zellen wurden anschlieffend durch Zentrifuga-
tion (Zentrifuge 5415, Eppendorf AG, Deutschland) entfernt und der Uberstand bei
98 °C fiir 1 min inkubiert. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurde der Uberstand mit in-
ternem Standard (50 mM n-Butanol) versetzt (1:1) und mittels Gaschromatographie

(Kapitel 6.12.3) analysiert.

6.12.3 Gaschromatographie

Die Quantifizierung der Substrate und Produkte der Biotransformationen erfolgte
mit einem Agilent Gaschromatographen 6890-Series (Agilent Technologies Deutsch-
land GmbH, Deutschland) mit einer Carbowax Permabond 20M-S&ule (Lange von 50
m, Innendurchmesser 0,32 mm, Macherey und Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland).
In Tabelle 6.15 sind die Betriebsparameter des Gaschromatographen aufgelistet. Die
Temperaturprofile wurden den entsprechenden Substraten und Produkten angepasst
und sind in Tabelle 6.17 mit den einzelnen Retentionszeiten der entsprechenden Ana-
lyten zusammengefasst. Um Injektionsfehler, bedingt durch den Autosampler, zu eli-
minieren, wurde fiir alle Messungen n-Butanol als interner Standard verwendet. Die
Proben wurden in einem Verhdltnis von 1:1 (v/v) mit einer 50 mM n-Butanol-Losung
versetzt. Fiir die Analytik des ADH/ADH-Systems wurde das n-Butanol in Wasser
gelost und fiir das ER/ ADH-System erfolgte das Losen des n-Butanols in Ethylacetat,
da die Proben innerhalb der ER/ ADH-Systems mit Ethylacetat extrahiert wurden.
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Tabelle 6.15: Betriebsparameter des Gaschromatographen

Parameter Einstellung
Tragergas Wasserstoff
Detektor Flammenionisationsdetektor
Saulenvordruck 1 bar
Injektionsvolumen 1uL

Tabelle 6.16: Temperaturprofile fiir die verwendeten achiralen GC-Methoden und die einzelnen Retentions-
zeiten der Analyten

Reaktions- Temperatur- Analyt Retentions-
system profil zeiten [min]
ADHADH-System 70 °C, 6 min, Aceton 1,7
A, — i 25 °C/min — 160 °C  Isopropanol 2,2
160 °C, 3 min n -Butanol 5,4
Methylacetoacetat 9,9

Methylhydroxybutyrat 10,5

ERIADH-Systom 70 °C, 3 min, Aceton 1,7
t}io« - K*o« 10 °C/min — 120 °C  Isopropanol 2,2
5°C/min — 180 °C  n-Butanol 5
180 °C 15 min (R)-Ethyl-2-methyl-
3-nitropropanoat 7
(2) -Ethyl-2-methyl-
3-nitroacrylat 19,2

6.12.4 Enantiomerenanalytik

Die Enantiomerenanalytik wurde fiir beide Ganzzellsysteme (ADH/ADH und
ER/ADH) mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (Dionex Corporation,
USA) durchgefiihrt. Die Trennung der Analyten erfolgte mit einer Chiralpak-IC-Saule

(Daicel Chemical Industries LTD, Frankreich). Die Trennung der Enantiomere des
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ADH/ADH-Systems erfolgte mit einem konstanten Laufmittelgemisch von 15 % Iso-
propanol und 85 % Heptan (v/v) und einer Flussrate von 0,5 mL/min. Die Enantio-
merenanalytik beziiglich des ER/ ADH-Systems wurde mit einem konstanten Lauf-

mittelgemisch von 20 % Isopropanol und 80 % Heptan (v/v) durchgefiihrt.

Tabelle 6.17: Retentionszeiten der einzelnen Enantiomere fiir das ADH/ADH-System und das ER/ADH-

System
Reaktionssystem Analyt Retentionszeit
[min]
. oADH/ADH-SySterHOH . (R)-Methylhydroxybutyrat 16,3
A — L (S)-Methylhydroxybutyrat 16,8
o omomen (R)-Ethyl-2-methyl-3-nitropropanoat 144
o —= Lhon (S)-Ethyl-2-methyl-3-nitropropanoat 16,7

Die Chromatogramme der racemischen Gemische ist im Anhang unter 7.3 aufge-

fithrt.

Die Zuordnung der Enantiomere erfolgte beim ADH/ADH-System durch kom-
merziell erworbenen Enantiomeren reine Standards. Die Zuordnung der Enantiome-
re beim ER/ADH-System erfolgte tiber die optische Aktivitit bei 25 °C bei einer op-
tischen Wegldange von 10 cm, einer Wellenldnge von A=589,3 nm und einer Konzen-
tration von 0,175 mg/ml (Produkt der enzymatischen Umsetzung des (Z)-Ethyl-2-
methyl-3-nitroacrylat) in Trichlormethan. Der ermittelte spezifische Drehwinkel hatte
einen Wert von [a]%? =+ 4,75. Der bei Wakabayashi et al. (2008) angegebene Drehwert
fiir das (S)-Ethyl-2-methyl-3-nitropropanoat betrigt [«]5 = - 8,96 (c=0,35 in CHCls).
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6.12.5 Kernresonanzspektroskopie

Die Aufnahme der Kernresonanzspektren (‘H und '3C) erfolgte an einem Bruker
ARX 300 (Bruker BioSpin GmbH, Deutschland) bei Raumtemperatur. Die Messung
der 'H-Spektren erfolgte bei 300 MHz und der 3C-Spektren bei 76 MHz. Die ver-
wendeten deuterierten Losungsmittel wurden direkt mit Tetramethylsilan als inter-
nem Standard kduflich erworben. Die Bestimmung der chemischen Verschiebung

(0 [ppm)]) erfolgte relativ zum Tetramethylsilan (6=0,00 ppm).

6.12.6 Cofaktoranalytik
6.12.6.1 Herstellung der '3C-markierten Cofaktorstandards

Um eine vollstindige Markierung der intrazelluldren Cofaktoren zu erreichen, wur-
de die Kultivierung mit Minimalmedium durchgefiihrt und *C-markierte Glukose

als einzige Kohlenstoffquelle zugefiihrt.

Die Inkubation der Vorkulturen fiir die Fermentation fand in 250 mL Erlenmeyer-
kolben mit einem Volumen von 50 mL Medium (Tabelle 6.18, pH 7) statt. Das Medium
wurde vor dem Sterilisieren mit 15 mL /L4y, Eisencitrat-Losung (Tabelle 6.18) und
1 mL/Lateginm Spurenelementeldsung (Tabelle 6.18) versetzt. Nach dem Sterilisieren
des Mediums erfolgte eine sterile Zugabe von Glukose (5 g/Lpteginm) und Carbeni-
cillin (0,05 g/Ltedium)- Das Animpfen der Vorkulturen geschah durch die Zugabe
von 100 uL Kryokultur des E. coli-LbADH. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und
150 rpm {iiber 18 h.

Die Kultivierung der Hauptkultur wurde im Mafistab von 200 mL in einer Parallel-
fermentationsanlage (DASGIP AG, Deutschland) durchgefiihrt. Die Kalibration der
pH-Sonde bei pH 7 und pH 4 fand vor der Sterilisation der Reaktoren statt. Diese

wurden nach der Sterilisation mit Medium (Tabelle 6.18) gefiillt, welches vor der Ste-
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rilisation mit 15 ml/Legi, Eisencitrat-Losung (Tabelle 6.18) versetzt wurde. Die Zu-
gabe der Glukose erfolgte steril, so dass eine Konzentration von 30 g/Ljsegi,m vorlag.
Des Weiteren wurde dem Medium 1 mL/Lpggim  Spurenelemente-
16sung (Tabelle 6.18), 0,05 g/Ljtedinm Carbenecillin und 0,0075 g/Lategiy, Thiamin
tiber einen Sterilfilter zugefiihrt. Um Schaumbildung wihrend der Kultivierung zu
vermeiden wurden dem Medium weiterhin 100 #L Antischaum (Antifoam 204, Sigma-
Aldrich GmbH, Deutschland) zugesetzt. Anschliessend wurde die Kultivierung bis

zur Induktion wie unter 6.2 durchgefiihrt.
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Tabelle 6.18: Zusammensetzung des Minimalmediums der Vorkultur und Hauptkultur, der Eisencitratlésung
(150fach) und der Spurenelementelésung (1000fach).

Komponente Konzentration [g/L]

Minimalmedium VK:

Kaliumdihydrogenphosphat 3,0
DiKaliumhydrogenphosphat 12,0
Ammoniumsulfat 5,0
Magnesiumsulfat 0,6
Natriumchlorid 1,0
Calciumchlorid 0,015
Thiamin 0,0075
Minimalmedium HK:
Kaliumdihydrogenphosphat 3,0
Ammoniumsulfat 5,0
Magnesiumsulfat 2,0
Natriumchlorid 1,0
Calciumchlorid 0,015
Eisencitratlosung

(150fach):

Eisensulfat-heptahydrat 7,5
Natriumcitrat-dihydrat 100,0
Spurenelementeldsung

(1000fach):

Aluminiumchlorid-hexahydrat 0,75
Cobaltchlorid-hexahydrat 0,6
Kupfersulfat-pentahydrat 2,5
Borsaure 0,5
Mangansulfat-monohydrat 17,1
Natriummolybdat-dihydrat 3,0
Nickelchlorid-hexahydrat 1,7
Zinksulfat-heptahydrat 15,0

Nachdem die Kulturen eine ODgyy von 3 erreicht hatten, wurde die intrazellula-
re LbADH-Expression mit 0,2 mM IPTG im Medium induziert. Nach der Induktion

erfolgte eine Absenkung der Kultivierungstemperatur auf 32 °C. Die Kultivierung-

113



Materialien und Methoden

dauer betrug insgesamt 24 h.

Nach der eigentlichen Kultivierung wurden die Kulturen mit 300 mM Isopropanol
versetzt, um die Konzentration an reduzierten Cofoktoren zu erhohen. Die Zellern-
te erfolgte nach 10 min Reaktionszeit durch Zentrifugation bei 10000 rpm und 4 °C.
Anschliefsend wurden die Zellen in Phosphatpuffer resuspendiert, so dass eine Zell-
konzentration von 100 ggrps/L vorlag. Die Aufarbeitung der Biomasse fand wie unter
6.12.6.2 beschrieben statt. Die Quenchingiiberstinde und die wéssrigen Phasen nach
dem Zellaufschluss wurden vereinigt und die '*C-Cofaktor-haltige Losung bei -20 °C

gelagert, um die Stabilitdt der Cofaktoren fiir spatere Messungen zu gewédhrleisten.

6.12.6.2 Pobenaufarbeitung

Die Probenaufarbeitung fiir die Bestimmung der intrazelluldren Cofaktorkonzentra-

tionen ist schematisch in Abbildung 6.8 dargestellt.

Biotrans-

. Quenchin Zellaufschluss
formation 9
. Abstoppen der
Katalytisch intrazelluldren

aktive Zellen  Enzymaktivitat

Resuspendieren
des Pellets in Zellautschiug Zentnfugatlon Wassrige

(so/ vlv) TE-Puffer/MeOH ’“"zct:"‘;’tffg"" Phase

_’u_’UMU_’u_’U_’

Probe
Zellfreier i
Reaktions- Dberstang
Uberstand
=
=

Probe & Probe

Abbildung 6.8: Schematische Darstellung der Probenaufarbeitung fiir die Quantifizierung der intrazelluldren
Cofaktoren.

Ausgehend von katalytisch aktiven Zellen wurde die intrazelluldre Zellaktivitat
durch Vermischen der Probe (5 mL Zellsuspension) mit -50 °C kaltem Methanol (60 %
v/v) abgestoppt.
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Fiir die weitere Aufarbeitung der Proben wurden diese zwischen den einzelnen
Arbeitsschritten im Kiihlbad bei -20 °C gekiihlt und alle verwendeten Losungen auf
diese Temperatur vortemperiert. Die Separierung der Zellen erfolgte durch Zentrifu-
gation (Allegra 64R, Beckmann Coulter Inc., USA) bei -20 °C und 10000 rpm tiber 10
min. Fiir die spétere Quantifizierung der intrazelluldren Cofaktoren wurden von je-
dem Quenchingiiberstand nach der Zentrifugation 1 mL Probe genommen. Fiir den
Zellaufschluss fand eine Resuspendierung der Zellen in 2 mL TE-Puffer-Methanol
(Tabelle 6.19, pH 7) statt. Nach Zugabe von 2 mL Chloroform erfolgte der Zellauf-
schluss im Uberkopfschiittler (REAX 2, Heidoplh, Deutschland) fiir 2 h bei -20 °C.
Die organische Phase wurde nach dem Zellaufschluss durch Zentrifugation (Allegra
64R, Beckmann Coulter) von der wiassrigen Phase getrennt. Die wéssrige Phase wur-
de fiir den Riickhalt von verbliebenen unloslichen Partikeln tiber einen Filter mit 0,2

pum Porengrofle filtriert, um anschlieSend wie unter 6.12.6.3 vermessen zu werden.

Tabelle 6.19: Zusammensetzung der TE-Puffer-Methanol-Lésung.

Komponente Konzentration [g/L]
TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) 1,21
EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) 0,29
Methanol 395

6.12.6.3 Messung der intrazelluldren Cofaktorkonzentrationen

Fiir die Quantifizierung der intrazelluldren Cofaktoren (NAD(H) und NADP(H)) wur-
den die Proben (75 uL) mit 13C-Standard (75 uL) versetzt. Die chromatographische
Trennung wurde mittels HPLC (Jasco GmbH, Deutschland) durchgefiihrt. Als Vor-
sdule fiir die Chromatographie wurde eine Security Guard Cardrige, Polar Embedded
C18 4 x 2.0 mm Sdule (Phenomenex Inc., USA), als Hauptsdule eine Synergie Fusion

RP 150 mm x 2 mm, 4 A 80 pum (Phenomenex Inc., USA) verwendet. Als Laufmittel
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wurde TBA-Puffer (Tributylamin 10 mM, Essigsdure 15 mM, pH 6,9) in Verbindung
mit Methanol verwendet. Die Zusammensetzung des Laufmittels tiber den Zeitraum

der Chromatographie ist in Tabelle 6.20 ersichtlich.

Tabelle 6.20: Zusammensetzung des Laufmittels fiir die Auftrennung der Cofaktoren iiber die HPLC

Zeit TBA-Puffer Methanol
[min] [%] [%]
3 70 30
5 65 35
7 65 35
10 40 60
13 10 90
14 0 100
16 0 100
18 70 30
20 70 30

Die Detektion der Cofaktoren erfolgte tiber ein Massenspektrometer (API 4000,
Applied Biosystems, USA). Die Ionisation wurde mit Elektrospray Ionisation durch-
gefiihrt, wobei die in Tabelle 6.21 aufgefiihrten Ionenpaare fiir die Detektion der
einzelnen Cofaktoren genutzt wurden. Die Auswertung erfolgte mit der Software

Analyst® 1.5 (Applied Biosystems, USA).
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Tabelle 6.21: lonenpaare die nach der Elektrospray-lonisation der einzelnen Cofaktoren fiir deren Detektion
im Massenspektrometer genutzt wurden.

Analyt Mutterion (Q;) Tochterion (Q3)
NAD* 662,274 540.100
NADP+ 742,246 620,100
NADH 664,300 79,100
NADPH 744,272 79,100
13C.NAD* 683,274 555,10
BC.NADT 763,246 635,100
13C.NADH 685,300 79,000
13C_.NADPH 765,272 79,000

Mit den erhaltenen Messwerten aus dem zellfreien Reaktionstiberstand, dem zell-

freien Quenchingiiberstand und der wissrigen Phase nach dem Zellaufschluss wur-

den mit Hilfe der Formeln 4-7 die Konzentrationen der intrazelluldaren Cofaktoren

errechnet.

Formel 04:

Vp,-l—VQ _F
Vs Vgrm*BTM — 1Q

Formel 05:

Vz+(Vpr*VBTM*BTM) _ F
VPr*VBTM*BTM — 1Ex

Formel 06:
CQ - (0,25*CR) *FQ = CL
Formel 07:

CaxFpx+CL =G

VerMm: Zellvolumen/Biotrockenmasse [uL/mgprm]
Vp,: Volumen Probe [pL]

BTM: Biotrockenmasse Konzentration [mg/puL]
V: Volumen Quenchinglésung [pL]

Vz: Puffervolumen bei Zellaufschluss [pL]

Fo: Verdiinnungsfaktor bei Quenching [-]

Fgx: Verdiinnungsfaktor beim Extrahieren [-]
Cg: Cofaktorkonzentration

im Reaktionstiberstand [pM]

Cgq: Cofaktorkonzentration im
Quenchingiiberstand [uM]

Cr: nach Quenching ausgetretene
Cofaktorkonzentration [uM]

Ca: Cofaktorkonzentration im Zellextrakt [uM]
C;: intrazelluldre Cofaktorkonzentration [yM]

117



Materialien und Methoden

6.12.6.4 Bestimmung der Stabilitat der Cofaktoren wihrend

der Probenaufarbeitung

Um die Stabilitat der Cofaktoren (NAD(H) und NADP(H)) tiber den Prozess des Zel-
laufschlusses, wie in 6.12.6.2 beschrieben, zu ermitteln, wurden reine Cofaktoren den
Bedingungen des Zellaufschlusses ausgesetzt. Die Cofaktoren wurden innerhalb der
Messungen in einer Konzentration von 2 uM und 4 uM eingesetzt und die Proben,

wie unter 6.12.6.3 angegeben, vermessen.

Die Bestimmung der Stabilitdt beim Quenching erfolgte iiber eine Zeitspanne von
2 h. Hierbei wurde -20 °C kaltes Methanol (60 %, v/v) mit den Cofaktoren versetzt
und 2 h inkubiert. Die Bestimmung der Stabilitédt erfolgte durch den Vergleich mit

unbehandelten Proben gleicher Konzentration.

Um die Stabilitat der Cofaktoren wihrend des Zellaufschlusses zu ermitteln, wur-
den die Cofaktoren zundchst in 2 mL einer TE-Puffer-Methanol-Losung (Tabelle 6.19
pH 7) gelost und anschlieffend wurden weitere 2 mL Chloroform zugegeben. Es folgte
eine Inkubation bei -20 °C tiiber 2 h unter Schiitteln. Nach der Separation der wéss-
rigen Phase wurde diese Vermessen und mit einer nicht prozessierten Probe gleicher

Konzentration in TE-Puffer-Methanol-Losung (Tabelle 6.19 pH 7) verglichen.

Die Lagerstabilitat der Cofaktoren im Autosampler der LC-MS/MS wurde iiber
einen Zeitraum von 48 h bestimmt. Hierfiir erfolgte die Messung der Cofaktoren in
TE-Puffer-Methanol (Tabelle 6.19 pH 7), wobei fiir die Bestimmung der Stabilitat mit

der Probe zum Zeitpunkt tg verglichen wurde.
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7 Anhang

7.1 Sequenzen der verwendeten Gene

7.1.1 Sequenz des adh-Gens

ATGTCTAACC
GGGTATCGGT
TCATGATTAC
GTCGGCACTC
AGACGGCTGG
TTTCTACATT
GAAACCACGA
TGTCTTCTTC
TAGGGGCTTC
CCTAGCTTAG
CAAGTCAGCT
ACACTGTTCA
GGGGCCGAAG
CGGTGAACCT
AATCTAAATT
GCTCAAT

GTTTGGATGG
TTAGCTATCG
CGGCCGGCAC
CTGATCAGAT
ACGAAATTAT
AGTTAATAAC
CTGCTGAATG
GGTACCCGAT
CATCATCAAC
GGGCTTACAA
GCCTTAGATT
CCCTGGCTAC
AAGCGATGTC
AACGATATTG
TGCAACGGGT

TAAGGTAGCA
CCACGAAGTT
AGCGATGTTG
TCAATTTTTC
TCGATGCAAC
GCTGGGATCG
GCGTAAATTA
TAGGGATTCA
ATGTCTTCGA
CGCATCTAAA
GTGCCCTAAA
ATCAAGACAC
ACAACGGACC
CCTACATCTG
TCTGAATTTG

133

ATCATTACAG
CGTTGAAGAA
GTGAAAAAGC
CAACATGATT
GGAAAAAGCC
CGGTTAACAA
TTAGCCGTCA
ACGGATGAAG
TCGAAGGCTT
GGGGCCGTAC
GGACTACGAT
CATTGGTTGA
AAGACGCCAA
TGTTTACTTG
TAGTTGACGG

GTGGTACGTT
GGGGCTAAGG
AGCTAAGAGT
CTTCCGATGA
TTTGGCCCAG
GAGTGTCGAA
ACCTTGATGG
AACAAAGGCT
TGTGGGTGAT
GGATTATGTC
GTTCGGGTAA
TGACCTACCA
TGGGCCATAT
GCTTCTAACG
TGGCTACACT



Anhang

ATGATGTCAT
CCTATTCAAA
TCATTCCTCC
AACAGGGACT
TACCATGATT
ACGATAACGC
AAAATCTTCA
ATGGGTTTTG
TGCGTTACGA
GCTAAGGCCA
AATCAAGCAA
CTGCTGGTGC
AACCAGTTCT
ATCTATTGAA
TCGAAGCCAT
GTTTTCAACA
TGCTTACGTT
TAGCTTTTGT
GAAGGGGAGG
CTGGAAGGGC
TCGTTAGAGA
TTCTTCATTT
TCTGAACAAA
ATATTGACTA
AAGTAA

TTGTAAAAGA
CCAATCAAGA
ATTGACCAGA
GGGCAGTCGA
ATCACTGAAG
TCCAGGTGTT
ACGCTATTCA
GGTTGGGCTG
TTCAGCTTCT
AGAAGGCCAA
TACATTAAGG
CGATGGTGTT
TGGACCCTCA
AACAGAGCTC
TGGTCATGAA
GTATGTCTGG
GCTGGTGAAT
TCATTTGGTT
GTGAATACGA
CCAGTCATTA
AGAAGTTAAG
CTAACCCGGA
TATGACAGAG
CCCCACCTAT

7.1.2 Sequenz des oye-Gens

TTTTAAGCCA
TCGGGAACAA
ATGAGAGCTC
ATACTACACC
GTGCCTTCAT
TGGTCGGAAG
TGAAAAGAAA
CTTTCCCAGA
GACAACGTTT
CAACCCACAA
AATACGTCCA
GAAATTCACA
TTCCAATACT
GTTTCACCTT
AAAGTTGGTT
TGGTGCCGAG
TAGAAAAGAG
GAACCTCGTG
AGGAGGTAGC
GAGCTGGTAA
GACAAGAGAA
TTTGGTTGAT
ATACTTTCTA
GAAGAAGCTC

134

CAAGCTTTAG
TGAACTTTTG
TTCACCCTGG
CAACGTGCTC
ATCCCCACAA
AACAAATGGT
TCGTTCGTTT
CAATCTTGCC
TCATGGATGC
CACAGCCTAA
GGCTGCCAAG
GTGCTAACGG
AGAACCGATG
GGAAGTTGTT
TGAGATTGTC
ACCGGCATTG
AGCTAAAGCC
TAACTAACCC
AACGATTTTG
TTTTGCTCTC
CCTTGATCGG
CGTTTGGAAA
CCAGATGTCT
TCAAATTAGG

GTGACACCAA
CACCGTGCTG
TAATATCCCA
AAAGACCTGG
GCCGGCGGTT
GGAATGGACC
GGGTTCAGTT
AGAGATGGTT
CGAGCAAGAA
CCAAGGACGA
AACTCTATTG
TTACTTGTTA
AATATGGTGG
GATGCTCTTG
CCCATACGGT
TTGCCCAATA
GGAAAACGTT
ATTCTTGACT
TTTACTCCAT
CACCCAGAAG
TTACGGTAGA
AAGGTCTACC
GCTCATGGTT
CTGGGACAAA
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7.2 NMR-Spektren der Nitro-Verbindungen

Abbildung 7.1: 'H-NMR des 2-Hydroxy-2-methyl-3-nitropropanoat

18

Abbildung 7.2: I3C_NMR des 2-Hydroxy-2-methyl-3-nitropropanoat
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Abbildung 7.3: 'H-NMR des (Z2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat

Abbildung 7.4: 3C-NMR des (2)-Ethyl-2-methyl-3-nitroacrylat
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Abbildung 7.5: 'H-NMR des Produktes der ER katalysierten Reaktion

Inl
RHE]

Abbildung 7.6: 3°C-NMR des Produktes der ER katalysierten Reaktion
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7.3 Chromatogramme Enantiomerenanalytik

Abbildung 7.7: (R)-Methylhydroxybutyrat (16,2 min) und (S)-Methylhydroxybutyrat (16,8 min)
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Abbildung 7.8: (R)-Ethyl-2-methyl-3-nitropropanoat (14,2 min) und (S)-Ethyl-2-methyl-3-nitropropanoat

(16,5 min)
1,230 Robert1_SMP #34 [modified by enzymm] produkt rac UV_VIS_2
mAU WVL:215 nm

1.000-]
875
750
625-]
500
375
250-]

125+

1-14,245

2-16.544
[

min

138

; S
170 18,0 19,0 208









Lebenslauf

Personliche Daten:

Geburtstag:
Geburtsort:

28.10.1978
Perleberg

Ausbildung und Berufstatigkeit

08/2011 -

02/2008 - 07/2011

09/2003 - 10/2007

07/2002 - 09/2003

02/2002 - 06/2002

09/1999 - 01/2002

08/1998 - 08/1999

06/1998

Post-Doc-Tétigkeit am Institut fiir Bio- und Geowissen-
schaften IBG1: Biotechnologie in der Arbeitsgruppe Bioka-
talyse & Biosensoren der Forschungszentrum Jiilich GmbH

Doktorarbeit tiber den , Einfluss intrazellularer Nukleotid-
Cofaktoren auf Redoxreaktionen in rekombinanten Ganz-
zellsystemen” am Institut fiir Bio- und Geowissenschaften
IBG-1: Biotechnologie in der Arbeitsgruppe Biokatalyse &
Biosensoren der Forschungszentrum Jiilich GmbH

Studium der Biotechnologie mit dem Abschluss Diplom-
Ingenieur Biotechnologie (FH), Diplomarbeit iiber die , Fer-
mentative Herstellung von Enterokinase mit rekombinan-
tem Escherichia coli” am Institut fiir Biotechnologie 2 in der
Arbeitsgruppe Biokatalyse der Forschungszentrum Jiilich
GmbH
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