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1 Einleitung

In den letzten Jahren wurden vermehrt biotechnologische Prozesse zur Gewinnung von
Feinchemikalien in der Industrie eingesetzt. Dies spiegelt sich in einer Reihe von Ubersichtsartikeln
Uber diesen Themenbereich wieder, wie zum Beispiel bei Liese et al. (Liese & Filho 1999). Dabei
werden in jlingster Zeit nicht nur solche Substanzen biotechnologisch gewonnen, die mit
herkdmmlichen chemischen Methoden schwer zuganglich sind (Bommarius et al 1998, Ogawa &
Shimizu 1999), sondern auch zunehmend intermedidre Chemikalien wie Acrylamid und Nikotinamid
(Yamada & Kobayashi 1996). Die in diesen Prozessen genutzten biologischen Katalysatoren kénnen
dazu auch unter nichtnatirlichen Bedingungen eingesetzt werden. Diese sind zum Beispiel
organische L&sungsmittel, hohe Temperaturen und extreme pH-Werte, wie sie in der chemischen
Industrie oftmals notwendig sind. Dabei eignen sich Organismen aus extremen Umgebungen wie
heilen Quellen und Bereichen mit hohen Konzentrationen an Giftstoffen in besonderer Weise fur
diese Einsatze (Dordick et al 1998).

1.1 Natirliches Vorkommen von Nitrilen

Nitrile, deren einfachster Vertreter die Blausdure (Hydrogencyanid) darstellt, sind chemisch durch ein
dreifach gebundenes Stickstoffatom am Ende einer Kohlenstoffkette charakterisiert.

Nitrilverbindungen sind in der Natur weit verbreitet. In allen bisher untersuchten Organismenklassen
kommen Vertreter mit der Eigenschaft der Synthese von Nitrilverbindungen vor (Jallageas et al 1980,
Legras et al 1990). Besonders im Pflanzenreich sind Hydrogencyanid und die Derivate mit
Aminosaure- oder Glycosidgerust haufig anzutreffen. Von vielen weiteren Nitrilverbindungen in
Pflanzen und auch bestimmten Schwédmmen sind Aminosduren als Synthesevorstufen bekannt
(Legras et al 1990). Diese Verbindungen dienen unter anderem als Fralschutz oder auch als
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen in den entsprechenden Samen der Pflanzen. In Mikroorganismen
dagegen wird zumeist die Aminosaure Glycin als Precursor in Hydrogencyanid und CO, umgesetzt
(Legras et al 1990).

Die Giftigkeit dieser Verbindungen beruht neben anderen Schadigungen auf einer starken
Komplexbildung der durch Lyse der Ausgangsverbindungen entstehenden Blausdure mit
Schwermetallionen im aktiven Zentrum von Enzymen, wie sie unter anderem auch in der

Atmungskette vorkommen (Gargas et al 1995, Fennell et al 1991, Preuss et al 1996).

1.2 Xenobiotisches Vorkommen von Nitrilen

In der chemischen Synthese werden Nitrile hdufig als hydrophiles und leicht fllichtiges Lésungsmittel
eingesetzt, wie zum Beispiel Acetonitril, Propionitril und Benzylcyanid als Ausgangsmaterial flr

Benzylharze. Acrylonitril und Adiponitril werden in grolRen Mengen zur Herstellung von Polymeren wie



Latex und Nylon verwendet (Battistel et al 1997, Wyatt & Linton 1988). Auch als Schutzgruppe in der
chemischen Synthese wird Blausaure haufig verwendet und fallt daher als hochgiftiger Abfallstoff an.
Auch durch Herbizide mit nitrilhaltigen Gruppen (Hoagland et al 1995) werden grol’e Mengen an
solchen Blausaurederivaten in der Umwelt freigesetzt (Preuss et al 1996).

Das in dieser Arbeit verwendete Nitril der Propionsaure wird unter anderem technisch durch die
Alkylierung von Cyaniden (Kolbesynthese) oder die Dehydratisierung von Propionamid hergestellit.
Dieses wird hauptsachlich aus der Sdure und Ammonium gewonnen (Jallageas et al 1980). Zudem

kann auch Acrylonitril in gréReren Mengen durch Reduktion zu Propionitril umgewandelt werden.

1.3 Nitrilverseifung

1.3.1 Chemische Verseifung

Die Hydrolyse der chemisch hergestellten Nitrile kann auf unterschiedliche Arten erfolgen.

Bei der chemischen Nitrilumwandlung kénnen Nitrile unter sauren oder basischen Bedingungen zur
Saure hydrolysiert werden (Jallageas et al 1980). Mit Wasserstoffperoxid dagegen kann selektiv eine
Reduktion der Nitrilgruppe bis zur Stufe des Amids erfolgen (Becke et al 1971). Bei den meisten
Nitrilnydrolysen sind allerdings neben stark sauren oder basischen Bedingungen auch hohe Dricke
von bis zu 200 bar und Reaktionstemperaturen von ca. 180 °C notwendig (Becke et al 1971).

Da die Amide auf diesem Weg wesentlich schwerer herzustellen sind als die entsprechenden Sauren,
werden auch katalytische Methoden unter relativ milden Bedingungen verwendet:

Die Verseifung von Acrylonitril zu Acrylamid im technischen Mafistab erfolgt unter Verwendung eines
Kupferkatalysators, wobei allerdings dennoch die entsprechende Saure als unerwinschte
Verunreinigung auftritt. Daneben reagiert das Amid aufgrund seiner Doppelbindung in geringen
Mengen zu Nitrilotrispropionamid und Ethylencyanhydrin ab. Desweiteren kann es bei diesem Prozef}
zu einer Polymerisierungsreaktion von Amid und entstehender Saure kommen, was dann zu hohen
Verlusten in der Ausbeute des Prozesses fiihrt. Zudem wird das Produkt durch Kupferionen belastet,

die aufwendig aus dem Produkt entfernt und zuriickgewonnen werden missen (Shimizu 1997).

1.3.2 Enzymatische Verseifung

In der Natur werden Nitrilverbindungen hauptséachlich durch Mikroorganismen abgebaut (Theil 1997).
Diese Umsetzung von Nitrilverbindungen durch Bakterien erfolgt auf zwei unterschiedlichen Wegen
(Kobayashi & Shimizu 1994, Kobayashi et al 1992, Kakeya et al 1991, Firmin & Gray 1976).

Eine Nitrilase ( E. C. 3.5.5.1) kann die Umsetzung von Nitrilen zur Sdure ohne die Freisetzung des
Zwischenproduktes Amid direkt in einem Einschrittverfahren katalysieren (Kobayashi & Shimizu
1994).

Das Nitrilhydratase-Amidase-System ist dagegen eine Zweienzymreaktion, bei der zuerst die
Nitrilhydratase (E.C. 4.2.1.84) das Nitril zum Amid verseift. Dieser Schritt ist eine Addition von Wasser,



weshalb die Nitrilhydratasen nicht unter die Hydrolasen, sondern unter die Lyasen eingegliedert
werden.

Das Carbonsaureamid wird dann in einem zweiten Schritt durch eine Amidase (E.C. 3.5.1.4) in die
korrespondierende Saure und Ammonium umgewandelt. Dies ist ein hydrolytischer Schritt, wie er fur
Amide auch durch Acylasen und Carbamoylasen katalysiert wird (Theil 1997).

Die unterschiedlichen Reaktionswege sind in Abbildung 1.1 dargestellt.

Nitrilhydratase Amidase

Nitrilase

Abbildung 1.1: Darstellung der unterschiedlichen enzymatischen Wege zur Hydrolyse der
nitrilhaltigen Verbindungen durch Mikroorganismen.

Solche Nitrilhydrataseaktivitdten sind besonders in der Familie der Actinomyceten, mycelartig
wachsende Bodenbakterien, weit verbreitet (Thompson et al 1988). Aber auch gewisse niedere Pilze
kénnen derartige Verbindungen verwerten (Kuwahara et al 1980). Unter den Actinomyceten kdnnen
Vertreter der Gattung Rhodococcus tberdies mit Nitrilen als alleiniger Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
wachsen. Daneben besitzen auch Reprasentanten der Gattung Corynebacterium, Brevibacterium und
Agrobacterium Nitrilhydratasen zur Verstoffwechslung von natirlich auftretenden Polymeren mit
Nitrilgruppen. In der Gattung der gram® Pseudomonaden sind ebenfalls Stamme mit

nitrilhydrolysierenden Eigenschaften bekannt (Nawaz et al 1989).

1.4 Anwendung der Propionsaure und ihrer Salze

Die durch den in dieser Arbeit beschriebenen Prozel3 gewonnene Propionsdure und ihre Salze wird
vorwiegend im Lebens- und Futtermittelbereich (Yang et al 1993, Lueck 1980, Draughon et al 1982,
Huitson 1968) angewendet. Die reine Saure findet in Veresterungen zur Geschmacksstoffsynthese
z.B. im Rumaroma Verwendung. Besonders interessant ist auch die fungizide Wirkung der
Propionsaure, wie sie bei der Herstellung von Silagematerial notwendig ist (Draughon et al 1982). In
Lebensmitteln werden Propionsdure und ihre Salze als Zugabe bei der Herstellung von Pumpernickel
und Miurbteigen verwendet (E 280 - 283). Dabei ist fur die Propionsdure und ihre Salze eine
Wirksamkeit gegen Bacillus mesentericus beschrieben, der bei der Teigherstellung fur das
Fadenziehen des Teiges verantwortlich ist (Spicher 1993). In der Polymerproduktion wird
Propionsaure zur Veresterung von Cellulose (Thermoplastik) und als Vorstufe zur Herstellung von

Vinylpropionat als Monomerbaustein von Kunststoffen verwendet (Reppe 1956).



Die Ammonium-, Natrium- und Calciumsalze der Propionsaure werden auch in der Veterinarmedizin
bei der Kalbermast zur Behandlung von Verdauungsstérungen wahrend der Umstellung von Lactat-
auf Glucoseverwertung dem Futter beigegeben, woflir eine hohe Reinheit des Produktes erwiinscht

ist.

1.5 Chemische Herstellung von Propionsaure

Das gewdlnschte Zielprodukt des in dieser Arbeit entwickelten Prozesses, das Ammoniumsalz der
Propionsaure, wird bisher durch chemische Synthese aus Ethylen, CO, und Dampf (Reppe Synthese,
Reppe 1956) oder aus Erdgas (Fischer-Tropsch Prozel3) gewonnen.

Besonders reine Propionsaure wird bislang durch die Fermentation von Abféllen aus der Holzindustrie
mit Bakterien der Gattung Propionibakterium (Wayman 1962) hergestellt, wobei allerdigs neben der
Propionsaure noch andere Carbonsauren gebildet werden, was die Ausbeute erniedrigt und weitere
Reinigungsschritte zur Abtrennung der Propionsaure notwendig machen. Dazu sind auch noch
weitere fermentative Methoden zur Propionsdureherstellung mit unterschiedlichen Substraten und
Organismen bekannt (Playne 1985, Lewis & Yang 1992, Crespo et al 1990).

Auch die chemische Verseifung von Propionitril wird zur Gewinnung von Propionsdure genutzt, wobei
neben dem gewiinschten Produkt aufgrund der sauren Bedingungen und der notwendigen

Neutralisation wahrend der Umsetzung auch grol3e Mengen an Salzen anfallen (Theil 1997).

1.6 Stand der Technik fiir die Verseifung von Nitrilen und Amiden

Die Mehrzahl der bisher bekannten und technisch verwendeten Biotransformationen nutzen die
Eigenschaften von Zellen oder von Zellteilen zur Umwandlung eines Substrates in einem einzigen
Reaktionsschritt zu einer anderen Verbindung, dem Produkt (Ruttloff 1994, Stackebrandt 1998). Diese
Reaktionen sind erwlinschtermalien zumeist stereo- und regiospezifisch, wobei auch nichtnatirliche

Substrate umgewandelt werden kénnen (Liese & Filho 1999).

Um die Biokatalysatoren flr einen wiederholten Einsatz nach Beendigung der Reaktion einfach aus
der Produktésung abtrennen zu kénnen, werden diese haufig als Immobilisate verwendet. Dies sind
groRere Agglomerate von Enzymen oder Zellen, die durch einfache mechanische Methoden aus den
Produktlésungen abtrennbar sind (Katchalski-Katzir 1993, Béttger 1996).

Auch die Herstellung von Acrylamid aus Acrylonitril unter Verwendung von ruhenden Zellen der
Gattung Pseudomonas chlororaphis B23 und Rhodococcus rhodochrous J1 nutzt die Vorteile einer
Immobilisierung, wobei Acrylamid als Polymer fir den Zelleinschluf® verwendet wird (Katchalski-Katzir
1993, Nitto 1983, Kobayashi et al 1992).

Die in anderen Prozessen verwendeten und auf einem DEAE-Tragermaterial immobilisierten Zellen
eines Rhodococcus sp. (SP361, NOVO Nordisc Industri, A/S Copenhagen, Denmark) wurden ebnfalls

bezlglich ihrer nitrilverseifenden Eigenschaften eingehend untersucht (Cohen et al 1990, Beard et al
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1993, Firmin & Gray 1976). Dabei wurden neben einer Nitrilase-, auch Amidase- und
Nitrilhydrataseaktivititen gefunden. Allerdings wurde dabei die Prozefistabilitdt und der Einsatz im
technischen Mafstab nicht naher untersucht. Zudem ist dieser Katalysator derzeit kommerziell nicht

mehr erhaltlich.

Wie bereits oben geschildert, wird die Verseifung von Nitrilen, insbesondere von Acrylonitril und
Nicotinonitril, zu den entsprechenden Amiden im groRen Mal3stab industriell angewandt (Bunch 1998,
Beard & Page 1998,Hughes et al 1998) und ist daher gut untersucht. Hierbei handelt es sich um eine
Einschrittreaktion unter Verwendung der Nitrilhydratase in Form ruhender Zellen der Gattung
Rhodococcus und Pseudomonas (Bunch 1998). Die Amidaseaktivitaten zur weiteren Umwandlung
des Amids zur Saure, welche zumeist ebenfalls in den verwendeten Ganzzellsystemen auftreten,
waren dabei ausdricklich nicht erwiinscht (Kobayashi & Shimizu 1998). Ferner wurde die Anwendung
dieser Biotransformation zur Herstellung von Adipat und [3-Caprolactam aus Adiponitril bereits 1988

von Novo Industri in Erwagung gezogen (Thompson et al 1988).

Enzyme aus der Klasse der Amidasen sind in sehr vielen Organismenklassen gefunden und
untersucht worden (Ettinger & DelLuca 1995, Chebrou et al 1996b). Dennoch sind Umsetzungen mit
der in dieser Arbeit untersuchten Amidase aus Rhodococcus derzeit nicht im technischen Einsatz
(Kobayashi et al 1997), allerdings unter intensiver Begutachtung, da festgestellt wurde, dal cis-9-
Octadecenamide, oder Oleamide, und Anandamide als bioaktive Signalmolekile durch Amidasen zu
den inaktiven Fettsduren umgewandelt werden (Cravatt et al 1996, Patricelli et al 1999). Zudem wird
das Pflanzenhormon Indolessigsdure durch pflanzenpathogene Pseudomonas-Stamme aus dem
entsprechenden Amid gebildet. Diese Untersuchungen fiihrten zu einem Transformationssystem fir
die Wandlung von Kalluskulturen zu echten Pflanzen (Zambryski et al 1989).

In weiteren Untersuchungen konnten aufgrund der Enantioselektivitdt der Amidase auch racemische
a-Aminoamide selektiv zu den (S)-Aminosduren mit einem ee-Wert von >98 % umgesetzt werden,
was unter Anderem zur Herstellung enantiomerenreinen Aminosauren genutzt werden kann (Beard &
Page 1998).

1.6.1 Beschreibung der Nitrilhydratasen

Enzyme aus der Klasse der Nitrilhydratasen kénnen in unterschiedlichen Formen in Mikroorganismen
vorkommen. Dabei sind die Metallabhangigkeit, die Anzahl und GrélRe der Untereinheiten und das
Substratspektrum wesentliche Unterscheidungsmerkmale. Die bisher am genauesten untersuchten

Nitrilhydratasen und ihre Eigenschaften sind in Tabelle 1.1 zusammengefalit.
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Tabelle 1.1: Beschreibung der industriell verwendeten Nitrilhydratasen

Organismus Rhodococcus Rhodococcus Pseudomonas Rhodococcus sp. Brevibacterium
rhodochrous J1 rhodochrous J1 chlororaphis B23 N-771 und N-774 R312 entspricht:
Hohes Niedriges Rhodococcus sp.
Molekulargewicht Molekulargewicht 312

MW [kDa] 130 520 100 70 87

Untereinheiten 26 und 26.6 und 25 und 28.5 und 26 und

[kDal 29 29 25 29 27.5

Zahl der Unter- 4 18-20 4 2 4

einheiten des
Heterodimers

Temperatur- 40 35 20 25
optimum [°C]
Temperatur- 30 50 20 20
stabiliat [°C]
pH-Optimum 8.8 6.5 7.5 7.8
pH-Stabilitat 6.5-8.0 6.0-8.5 6.0-75 6.5-85
Metallion Kobalt Kobalt Eisen Eisen Eisen
Substrate aromatisch aliphatisch aliphatisch aliphatisch aliphatisch
Induktor Cyclohexan- Urea und Kobalt  Aliphatische konstitutiv
carboxamid und Nitrile, Amide
Kobalt und Sauren,
Isovaleriansaure
Methacrylamid
Literatur (Yamada & (Yamada & (Yamada & (Endo & (Yamada &

Kobayashi 1996) Kobayashi 1996) Kobayashi 1996) Watanabe 1989) Kobayashi 1996)

Die in Tabelle 1.1 beschriebenen Nitrilhydratasen wurden intensiv biochemisch charakterisiert. Dabei
wurden die einzelnen Enzyme gereinigt und ihre Aminosdurensequenz bestimmt, wobei auch die
Klonierung und Expression des entsprechenden Genes in Escherichia coli durchgefihrt wurde
(Mayaux et al 1990, Nagasawa et al 1987, Nagasawa et al 1986, Kobayashi et al 1989). Es wurde
dabei festgestellt, dal die Nitrilhydratasen aus Rhodococcus R312, Rhodococcus sp. N-774 und sp.
N-771 in ihren beiden Untereinheiten eine Homologie von jeweils bis zu 95 % in der Abfolge der
Aminosauren zeigte. Die Nitrilhydratasen von Rhodococcus sp. N-774 und Pseudomonas chlororaphis
B23 sind dagegen nur zu etwa 60 % bezlglich ihrer Aminosdurensequenz identisch (Scarrow et al
1996).

Es wurde festgestellt, dall die eisenabhangigen Nitrilhydratasen eine bis zu diesem Zeitpunkt noch
nicht bekannte Nicht-Hadm-Eisen-Konfiguration im aktiven Zentrum zeigten (Kobayashi & Shimizu
1998, Sugiura et al 1987). In intakten Zellen und auch im freien Enzym konnte gezeigt werden, daf}
die Aktivitdt durch Stickstoffmonoxid reversibel gehemmt wird, welches in den Zellen gebildet wird
(Sari et al 1998). Durch Lichteinstrahlung ist eine Ablésung des NO aus dem Fe-Komlex im aktiven
Zentrum induzierbar (Bonnet et al 1997, Endo et al 1999, Noguchi et al 1996, Mayer & Hemmens

1997). Bei einer Zellanzucht im Dunkeln wird die Nitrilhydratase aus Rhodococcus sp. B312 und sp.



12

N-771 in einer inaktiven, NO-assoziierten Form exprimiert, und kann durch Lichteinstrahlung aktiviert
werden (Nagamune et al 1990). Dagegen wird die Nitrilhydratase aus Pseudomonas chlororaphis
auch im Dunkeln aktiv synthetisiert (Nakajima 1987).

Zu der Synthese der Nitrilhydratase sowohl in Pseudomonas wie auch in Rhodococcus, wird ein
Faltungsprotein, P47K, benétigt (Hashimoto et al 1994, Nishiyama et al 1991). Neben der Amidase
und weiteren Proteinen, die auf dem Nitrilhydratase-Amidase-Operon festgestellt wurden, ist speziell
P47K fur eine aktive Expression der Nitrilhydratase in Escherichia coli notwendig.

Zur genaueren Untersuchung des Enzymaufbaus wurde eine Roéntgenstrukturanalyse von den
Kristallen der Nitrilhydratase aus Rhodococcus sp. 312 mit einer Auflésung von 2.65 A (PDB 1AHJ)
und von Rhodococcus sp. N-771 mit einer Auflésung von 1.7 A (PDB 2AHJ) durchgefihrt (Huang et al
1997, Tsujimura et al 1997, Nagashima et al 1998). Dabei wurde die Struktur des Tetramers aus 2 af3-
Untereinheiten genau beschrieben und das aktive Zentrum in einer Spalte zwischen den beiden
zusammengehdrenden Untereinheiten lokalisiert. Es wurde festgestellt, dal3 sich der Eisenkern auf
der a-Untereinheit befindet. Die B-Untereinheit scheint hauptsachlich strukturstabilisierende Funktion
zu besitzen.

Der katalytische Mechanismus geht von einem nucleophilen Angriff des Metallions auf die Nitrilgruppe
des Substrates aus. Dabei kann entweder der Kohlenstoff oder auch der Stickstoff angegriffen
werden, wodurch es zu einem Ligandenaustausch mit einer Base des Enzyms im Bereich des aktiven
Zentrums kommt. Das enzymgebundene Metallion Gbernimmt dabei die Rolle der Lewis-Sdure. Es
wurde bei den Untersuchungen zum aktiven Zentrum auch eine post-translationale Modifikation einer
Cysteingruppe zu einer Cysteinsulfonsaure festgestellt, die eine wichtige Rolle in der Koordination des
Eisenkerns und der Bindung des NO im aktiven Zentrum hat (Claiborne et al 1999, Tsujimura et al

1996). Dies konnte also auch bei der katalytischen Aktivitat des Enzymes eine Rolle spielen.

Da die vorliegende Literatur bisher nur wenige Aussagen uber die Prozel3stabilitdt der Nitrilhydratase
bei der Verseifung von Nitrilen allgemein und der Umsetzung von Propionitril im besonderen zulaft,
ergaben sich interessante Anknupfungspunkte fir die vorliegende Arbeit. Besonders die kinetische

Beschreibung und die Inaktivierung der Nitrilhydratase sollten daher eingehend untersucht werden.

1.6.2 Beschreibung der Amidasen

Bei den in Tabelle 1.1 aufgefuhrten Mikroorganismen sind mit den jeweiligen Nitrilhydratasen zumeist
auch Amidasen (E.C. 3.5.1.4) eng assoziiert (Mayaux et al 1990, Mayaux et al 1991, Kobayashi et al
1993a, Novo et al 1995, Asano et al 1982). Bei den Nitrilhydrataseoperons fiir die beschriebenen
Stdmme ist die Amidase dicht vor oder, wie bei Rhodococcus rhodochrous J1-L (Kobayashi et al
1993b), hinter den Genloci fiir die Untereinheiten der Nitrilhydratase lokalisiert (Chebrou et al 1996b).
Einzig das Operon der kobaltabhangigen schweren Nitrilhydratase aus Rhodococcus rhodochrous J1
besitzt keine Amidase (Kobayashi et al 1993b, Kobayashi & Shimizu 1998). Die Charakterisierung der
Amidasen zeigt als Substrate zumeist aliphatische Amide, wobei auch eine zweite Klasse von

Amidasen mit aromatischen Substraten in den untersuchten Stdmmen gefunden wurden.
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Tabelle 1.2: Beschreibung der Amidase aus industriell verwendeten Mikroorganismen

Organismus Rhodococcus Pseudomonas Pseudomonas Rhodococcus sp. Brevibacterium
rhodochrous J1 chlororaphis B23 aeruginosa N-771 und N-774 R312 entspricht
Rhodococcus sp.
312
MW [kDa] 300 105 38.4 108 87
Untereinheiten 38 54 33 54.671 26
[kDa] 275
Zahl der 8 2 1-6 2 3-4
Untereinheiten
Temperatur- 55 50
optimum [°C]
Temperatur- 50 50
stabiliat [°C]
pH-Optimum 8.0 7.0-8.6 6.5-8.0
7.2
pH-Stabilitat 7.4 59-99
Substrate Acetamid Aliphatisch und aromatisch aliphatisch
Acrylamid aromatisch
Propionamid
Induktor Acetonitril Aliphatische
Amide
Butyronitril
Literatur (Asano et al (Ciskanik et al (Kelly & (Mayaux et al (Azza et al 1994)
1982, Kobayashi 1995) Kornberg 1964, 1991, Azza et al
et al 1993a) Kelly & Kornberg 1994)

1962, Ambler et
al 1987, Lowe et
al 1989)

Die Untersuchung und der Vergleich der Genstrukturen zeigt starke Homologien der Enzyme
untereinander (Kobayashi et al 1997, Azza et al 1993, Moreau et al 1993, Mayaux et al 1991), wobei
die Amidasen der Stamme Rhodococcus sp. 312 und Rhodococcus sp. N-774 und Pseudomonas
aeruginosa (Soubrier et al 1992) zu uber 80 % miteinander identisch vorliegen und die Amidasen von
Rhododococcus  rhodochrous  J-1  und  Pseudomonas B23 ebenfalls nur wenige
Aminosaureaustausche zeigen. Die enantioselektive Amidase aus Rhodococcus sp. zeigt eine hohe
Ahnlichkeit zu der Amidase aus Rhodococcus R312 (Mayaux et al 1991).

Aufgrund der ungewdhnlich hohen Homologien (> 80 %) zwischen den Sequenzen der Amidase von
Gram’- und Gram- Stammen wird vermutet, daR es im Zuge der Entwicklung zu einem Gentransfer
zwischen den Stdmmen gekommen ist (Soubrier et al 1992).

Hochkonserviert sind dabei die Bereiche um Gly189, wobei als charakteristische Gruppe ein
GGSSGG-Motiv bei Aminosaureposition 167 und den folgenden zu erkennen ist (Chebrou et al
1996a). Im Zuge der Charakterisierung der Amidase wurden auch Homologien zu Nitrilhydratasen
gefunden und auch die Eigenschaft, Nitrile zu verseifen, wurde fiir bestimmte Amidasen beschrieben
(Novo et al 1995, Kobayashi et al 1998a, Kobayashi et al 1998b).
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Von der Arbeitsgruppe um Mayaux wurden die Amidasen aus Rhodococcus R312 und Rhodococcus
N-772 als nahezu identisch beschrieben.

Bisher wurde jedoch nur die Amidase von Pseudomonas aeruginosa kristallisiert, weshalb auch der
genaue Aufbau des aktiven Zentrums nur fir dieses Enzym bekannt ist (Fournand et al 1998,
Kobayashi et al 1997).

Dabei wurde festgestellt, da® das an Position 166 lokalisierte Cystein mit hoher Wahrscheinlichkeit die
nukleophile Gruppe fur die Hydrolyse des Substrates darstellt (Farnaud et al 1999). Es wird sogar
vorgeschlagen, die Amidasen, ahnlich wie die Lipasen, in cystein-, asparagin- und eisenabhangige
Enzymklassen zu unterscheiden, da auch fir die Amidase eine dhnliche katalytische Triade im aktiven
Zentrum angenommen werden kann.

Zudem zeigten Inkubationen der Gbrigen Amidasen mit Mercaptoethanol und weiteren Reagenzien zur
Oxidation von Schwefelgruppen stark inhibitorische Wirkung, was ebenfalls die Lokalisierung einer
Cysteingruppe im aktiven Zentrum nahelegt (Kobayashi et al 1998a, Kobayashi et al 1997).

Die in Tabelle 1.2 erwdhnten Amidasen wurden bezlglich ihrer Verwendbarkeit in der technischen
Anwendung bisher nur sehr unzureichend charakterisiert. Besonders der Zusammenhang mit der
Nitrilhydratase wurde zumeist nur auf genetischer Ebene betrachtet (Chebrou et al 1996a, Bigey et al
1995, Hashimoto et al 1994). Uber ProzeRstabilitdten von Amidasen und ihre Nutzung in einem Zwei-
Enzym-System wurden bisher wenige literaturbekannte Untersuchungen durchgefiihrt (Daniel 1994,
Bernet et al 1987).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Fir den angestrebten Prozel3 zur mikrobiellen Verseifung von Propionitrii wurde von dem

Industiepartner ein Mikroorganismus mit nitrilverseifenden Eigenschaften zur Verfiigung gestellt.

Der Stamm sollte zuerst auf seine Gattungszugehoérigkeit hin untersucht werden. Dazu sollte zu
Beginn der Arbeit eine Kultivierung der Mikroorganismen im Bioreaktor durchgefuhrt werden, um fur
die weiteren Untersuchungen eine grélere Menge an homogener Zellmasse bereitzustellen. Zudem
sollten Vorschlage fir ein optimiertes Kultivierungsmedium in Bezug auf die zu erhaltende

Biomassekonzentration und die spezifische Aktivitat der Zellen erarbeitet werden.

Der aus der Kultivierung erhaltene Biokatalysator sollte daraufhin auf seine Optima bezlglich des pH-
Wertes und der Temperatur flr einen technischen Einsatz untersucht werden. Dazu sollte ein
Standardaktivitatstest entwickelt werden, der eine Aussage uUber die spezifische Aktivitadt unter den
entsprechenden Bedingungen zulie3. Dies erforderte auch die Entwicklung einer geeigneten Analytik

fur die Quantifizierung der an der Reaktion beteiligten Komponenten.
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Um eine Abschéatzung fiir die maximale Substratkonzentration bei einer absatzweisen Prozel¥fliihrung
zu erhalten, sollte das Verhalten des Biokatalysator bei Produktkonzentrationen an der

Loslichkeitsgrenze und im Zwei-Phasen-System untersucht werden.

Fir eine Abschatzung geeigneter Reaktorkonzepte flr die Propionitriverseifung sollten verschiedene
ProzefRflhrungsstrategien im absatzweisen und kontinuierlichen Betrieb durchgefiihrt werden. Dies

erforderte zudem eine Immobilisierung der Zellmasse.

Zusatzlich sollte ein reaktionskinetisches Modell fir die Reaktionen der Nitrilhydratase und Amidase
erstellt werden, um fir zukinftige Arbeiten eine modellgestitzte ProzelRauslegung zu ermdglichen.
Dazu muften die Einflisse von Substrat- und Produktkonzentrationen auf das Enzymsystem
gemessen und daraus die Parameter des Modelles abgeschatzt werden. Eine Uberpriifung des
erhaltenen Modelles sollte anhand verschiedener ProzeRfiihrungen in der dynamischen Simulation

durchgefuhrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Arbeitshinweise

Alle Arbeiten wurden, wenn nicht anders vermerkt, auf Eis oder im Kihlraum durchgefihrt. Dabei
wurden aufgrund der Giftigkeit von Propionitrii und zum Schutz vor Kontamination geeignete

Handschuhe getragen.
2.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, mit kommerziell erhaltlichem
p.a.-Reinheitsgrad von den Firmen Fluka (Buchs, CH), Merck (Darmstadt, D), Sigma (St. Louis, USA),

Boehringer (Mannheim, D) und Riedel-de Haén (Seelze, D) bezogen.

2.3 Mikroorganismus

In dieser Arbeit wurde ein von BASF bereitgestellter Mikroorganismus mit den in den folgenden
Abschnitten dargestellten Methoden klassifiziert und beziglich seiner nitrilverseifenden Eigenschaften

charakterisiert.

2.3.1 Stammbestimmung

Fir die taxonomische Einordnung isolierter Stdmme wird unter anderem deren DNA-Abschnitte
isoliert, welche fur die 16S rRNA kodieren, mittels PCR vermehrt und danach sequenziert. Die 16S
rDNA des Stammes von BASF hatte dabei eine Lange von 1476 bp. Danach erfolgte ein Vergleich der
erhaltenen Sequenz mit der anderer Mikroorganismen, welche in Sequenzdatenbanken gespeichert
sind. Je genauer dabei die Basenabfolgen der jeweiligen Stamme Ubereinstimmen, desto enger sind
sie miteinander verwandt (Bottger 1996, Lane 1991).

2.3.2 Durchfiihrung

2.3.2.1 Isolierung chromosomaler DNA

Von einer Agarplatte mit frischen Kolonien von Rhodococcus erythropolis DSM 13002 wurde eine gut
gewachsene Einzelkolonie (Duchmesser ca. 2 - 3 mm) mit einer Impfése in 30 pl sterilem VE-Wasser
resuspendiert. Hierfir wurde ein ebenfalls steriles Eppendorfreaktionsgefald (Eppendorf, Hamburg, D)
verwendet. Um die Zellen aufzuschlie3en, wurde der Ansatz anschliefend 5 min bei 100 °C in einem
MiniCycler (Biozyme, Oldendorf, D) inkubiert und nachfolgend 1 min bei 14000 Upm in einer
Eppendorf Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg, D) zentrifugiert.
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Der Uberstand mit der DNA wurde in ein dilnnwandiges und steriles 0.5 ml PCR-Reaktionsgefafl

Uberfiihrt und das Pellet verworfen.

2.3.2.2 Amplifizierung des 16S rRNA-Gens

Zur Amplifizierung des 16S rRNA-Gens wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefuhrt.

Der Reaktionsansatz fir die PCR enthielt die in Tabelle 2.1 beschriebenen Komponenten:

Tabelle 2.1: Komponenten fiir die PCR

Komponente Menge Konzentration im Ansatz
Primer 27f 50 pmol 1.6 pl 1uM
5"agagtttgatcctggctcag 3°

Primer 1522 rN 50 pmol 1.4 ul 1uM
5’catgcggccgcaaggaggtgatcca(a/g)ccgea 3°

10 x PCR Reaktionspuffer 5ul 1x
MgCl, 25 mM 3yl 1.5mM
dNTP-Mix (2.5 mM) 2yl 0.1 mM
Template-DNA 5l
DNA-Polymerase 5ul 1U
Wasser ad 50 pl

Fir die Kontrollreaktionen wurde der Ansatz einmal nur mit Primer 27f und einmal mit Primer 1522rN

durchgefiihrt. Beide Ansatze sollten keine Amplifikation der Gene ermdglichen. Als weitere Kontrolle

wurde ein Ansatz ohne Template-DNA hergestellt. Die restlichen Komponenten wurden nicht

geandert.

Zur Vermeidung von Verdampfungsverlusten wurde der Ansatz mit 2 Tropfen Mineral®l Gberschichtet.
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Das folgende in Tabelle 2.2 dargestellte PCR-Programm wurde fur die Amplifizierung verwendet:

Tabelle 2.2: PCR-Programm fiir die Amplifizierung der 16S rDNA

Parameter Zeitdauer Anderung

Temperatur 2 min 94 °C
Zugabe der DNA-Polymerase

Temperatur 1 min 94 °C
PCR-Cyclus mit 23 Wiederholungen

Temperatur 30 sec 45 °C
Temperatur 2 min 72 °C
Temperatur 30 sec 94 °C
Letzter PCR-Schritt

Temperatur 30 sec 45 °C
Temperatur 15 min 72 °C
Lagerung 4°C

Nach 2 Minuten wurde die DNA-Polymerase zugegeben. Dafiir wurde das Eppendorfreaktionsgefal
(Eppendorf, Hamburg, D) kurz gedffnet (dazu aber nicht aus dem Block herausgenommen),
anschlieBend mit der Pipette schnell durch die Olschicht gestochen und die DNA-Polymerase

zugegeben.

2.3.2.3 Agarose-DNA-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese hatte das Ziel, die entstandenen PCR-Fragmente aufzutrennen, um im
Anschlull daran das gewlnschte Fragment aus dem Gel eluieren zu kénnen. Fir diesen Zweck wurde
1%iges (w/v Agarose) TAE-Agarosegel mit 1 pl/ml Ethidiumbromid in unverdinntem TAE-Puffer
(Amersham Pharmacia, Upsala, S) hergestellt (60 ml Gelvolumen).

Die Elektrophoresekammer wurde ebenfalls mit unverdiinntem TAE-Puffer als Elektrolytflissigkeit
befillt.

Von der PCR-Probe wurden 40 pl Probe und mit 1 ug DNA GroéRenstandard (Amersham Pharmacia,
Upsala, S) mit 1/10 Volumen Auftragspuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Es wurden 40 pl
der so vorbereiteten Proben in jeweils eine der Taschen des Geles gegeben und bei 75 V 1 Stunde

aufgetrennt.

Die gewiinschte Bande (ca. 1.5 kb) wurde anschlieRend mit einem Skalpell unter UV-Licht
ausgeschnitten und mit dem GeneClean Il (Bio 101 Inc., La Jolla, USA) Kit eluiert. Die aus der
Agarose  ausgeschnittene  DNA-Bande wurde in ein steriles und vorgewogenes

Eppendorfreaktionsgefal® (Eppendorf, Hamburg, D) tberfihrt und gewogen.
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Sodann wurden 300 pl NaCl 0,9 % pro 0.1 g Agarose zugegeben und bei 50 °C fir 5 min in einem
Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, D) inkubiert, um die Agarose vollstandig aufzuschmelzen.
Danach wurden 5 pl Glasmilch (Bio 101 Inc., La Jolla, USA) zugegeben, suspendiert und die
Suspension fir 5 min auf Eis gelagert. Sodann wurde die Glasmilchsuspension fir 5 min bei 14000
Upm in einer Eppendorf Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg, D) abzentrifugiert. Nachdem der
Uberstand sorgfaltig entfernt worden war, wurde das Pellet dreimal mit je 500 pl eiskaltem NEW
WASH (Bio 101 Inc., La Jolla, USA) unter den oben beschriebenen Bedingungen gewaschen. Zum
Schluf® wurde das Pellet noch einmal abzentrifugiert und alles Ethanol griindlich entfernt. Das Pellet
der Glasmilchfallung wurde in 5 pl VE-Wasser resuspeniert und 3 min bei 50 °C inkubiert. Die
Suspension wurde fir 30 sec. abzentrifugiert und der Uberstand in ein frisches, steriles
Eppendorfgefall (Eppendorf, Hamburg, D) tberfihrt. Danach wurde das Pellet noch zwei weitere Male
nach demselben Verfahren resuspendiert, inkubiert und abzentrifugiert. Die Uberstéande wurden
gesammelt und nochmals abzentrifugiert, um die restliche Glasmilch (Bio 101 Inc., La Jolla, USA)
abzutrennen. Der so erhaltene Uberstand wurde in ein frisches, steriles EppendorfgefaR (Eppendorf,
Hamburg, D) uberfiihrt.

2.3.2.4 Bestimmung der Konzentration und GréBe der PCR-Fragmente

Vor der DNA-Sequenzierung mul3te die GréRe und Konzentration der Probe bestimmt werden. Dies
erfolgte Uber eine weitere Elektrophorese in einem Agarosegel wie oben beschrieben, wobei
zusatzlich ein spezieller DNA-Marker (MBI Fermentes, Lituania, Spanien) aufgetragen wurde. Dieser
erlaubte eine Einordnung der Probe nach GréRe und, Uber die Intensitat der Fluoreszenz der

einzelnen Banden unter UV-Licht, auch eine Quantifizierung der DNA-Menge.

2.3.2.5 Sequenzierung und Datenbankvergleich der PCR-Fragmente

Die Sequenzierung erfolgte im Institut fir Technische Biochemie der Universitat Stuttgart mittels eines
automatischen Sequenzierers (Modell ABI 373) nach der Didesoxy-Methode nach Sanger (Sanger et
al 1977).

Die Auswertung der 16S rDNA Abschnitte erfolgte Uber das Sequenzvergleichsprogramm PCGENE
(IntelliGenetics, Genf, CH). Dieses vergleicht entsprechende Regionen aus den Daten beider
Sequenzierungsrichtungen. Sowohl als gesichert geltende Sequenzabschnitte, als auch die
vollstandige Sequenz, wurden dann gespeichert und konnten mit den Eintrdgen in frei zuganglichen
Sequenzdatenbanken verglichen werden.

Dazu wurde die erhaltene 16S rDNA Basensequenz mit der DNA-Datenbanken FASTA und BLAST
(Cook 1999, Altschul et al 1990, Pearson 1990) verglichen und das Ergebnis von dort importiert.

Zur Erstellung des Stammbaumes wurden die Sequenzen der 16S rDNA der Uber den

Datenbankvergleich erhaltenen nahe verwandten Stdmme Uber das Programmpaket ClustalX
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(Thompson et al 1997) verglichen, und die hierbei erhaltenen Verwandschaften der Stadmme
abgebildet.

2.4 Zellanzucht

Fir die Anzucht der Zellen des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 13002 wurden mehrere
Medien verwendet, sowohl in Form von Agarplatten als auch von Flissigmedien. Fir das Wachstum

in Flussigmedien wurden Schuttelkolben mit Schikanen und verschiedene Rihrreaktoren verwendet.

2.4.1 Kulturfiilhrung

2.4.1.2 Medien zur Stammbhaltung

Fir die Kulturflhrung auf Agarplatten wurde ein LB-Komplexmedium mit der in Tabelle 2.3

beschriebenen Zusammensetzung verwendet:

Tabelle 2.3: Medium flr die Stammhaltung auf Agarplatte

Mediumskomponente Konzentration
BactoTrypton, Difco 0123-15-5 10 g/l
Hefeextrakt, Gibco BRL, UK 5 gll
20047-056

NaCl 10 gll
Agar 15 g/l

Die Substanzen wurden in 970 ml VE-Wasser geldst, mit 1 M NaOH auf pH 7.2 eingestellt und dann

bis 11 Endvolumen aufgefullt.

Die Lésungen wurden bei 121 °C und 1 ati Druck fir 21 min sterilisiert und unter der Sterilbank in
kommerziell erhaltliche sterile Plastikpetrischalen gegossen. Nach dem Abklhlen wurden die Platten

steril verpackt und bei 4 °C gelagert.

Die Reinkultur wurde regelmafig alle vier Wochen auf LB-Agarplatten tberimpft, fiir zwei Tage bei 30

°C im Brutraum inkubiert und anschlieRend bei 4 °C im Kuhlraum gelagert.



2.4.1.3 Medien fiir die Zellvermehrung in Flissigkultur

Tabelle 2.4: Mediumskomponenten fir die Zellvermehrung in Flissigkultur

Medium 1

Separat autoklavieren
K;HPO,

KH,PO,

Separat autoklavieren
(NH4),S0O4

MgSO,4 x 7 H,O
CoCl,

Caprolactam
Hefeextrakt

SL5 (s. Tab. 2.5)

Separat autoklavieren

Glucose

0.5 g/l
0.5 g/l

24l
0.54g/
10 mg/l
0.54g/
34/l

2 mi/l

2 g/l

Alle Komponenten aufler der Glucoselésung wurden vor der Sterilisation mit NaOH auf pH 7.2

eingestellt.

Medium 2

Separat autoklavieren
Na,HPO,

KH,PO,

Sterilfiltriert
Citronenséaure
Fe(ll)SO,

Separat autoklavieren
(NH,4),S0O,

MgSO, x 7 H,O
CaCl, x 2 H,O
Hefeextrakt

SL6 (s. Tab. 2.5)
Separat autoklavieren

Glucose

0.5 g/l
0.5 g/l

0.2 g/l
0.2 g/l

2 g/l
1.1 g/l
0.05 g/l
2 g/l

1 mi

2g/l

Tabelle 2.5: Komponenten der Spurenelementlésungen SL5 und SL6

SL5 SL6
EDTA 2.5 gl EDTA 5 g/l
Fe(lll)SO, 19/ ZnSO, x 7 H,0 1.1 g/l
ZnSO, x 7 H,0 0.05 g/l CuSO, x 5 H,0 0.04 g/l
MnCl, x 4 H,0 0.015 g/l MnSO, x 1 H,0 6 g/l
HsBO; 0.15 g/l H3BO; 0.06 g/l
CoCl, x 6 H,0 0.1/l KJ 0.01 g/l
CuCl, x 2 H,0 0.005 g/!

NiCl, x 6 H,0 0.01 g/l

Naz MOO4 X2 Hzo

0.015 g/l
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Die Medien wurden in der oben genannten Reihenfolge angesetzt. Dazu wurden konzentrierte
Lésungen hergestellt: 800 ml Salze (zusammen mit der durch Sterilfiltration zugegebenen
Eisenldsung), 150 ml Puffer und 50 ml Glucose fir insgesamt 1l Lésung, so dall sich nach dem
sterilen Zusammengieflen dieser Lésungen die oben beschriebenen Konzentrationen ergaben.

Die Eisensalzlésungen des Mediums 2 (siehe Tabelle 2.4b) wurden mit gleichen Gewichtsanteilen
(w/w) an Citronenséure hergestellt, wobei die maximale Ldslichkeit bei 2 g/l Eisensalz lag. Nach dem
Einstellen des pH-Wertes auf pH 7.2 wurden die Lésungen Uber eine Sterilfiltration mit sterilen 0.2 ym
Filtern (Gelman Science, Michigan, USA) zu den restlichen autoklavierten Mediumskomponenten

zugegeben.

Die Zellanzucht im Flussigmedium erfolgte mit den oben beschriebenen Medien, wobei bei den
Versuchen zur Aktivitadtssteigerung der Mikroorganismen durch Medienoptimierung noch verschiedene
Salze zugegeben bzw. besondere Mediumsbedingungen eingestellt wurden. Diese werden jeweils

gesondert im Ergebnisteil beschrieben.

2.4.2 Biomasseproduktion im Schiittelkolben

Standardmafig wurde fir die Biomasseproduktion im Erlenmeyerkolben mit Schikanen (Schott,
Mainz, D) Kolben mit 250, 500, 1000 oder 5000 ml Fillvolumen verwendet. Die Verwendung von
Schittelkolben wurde insbesondere bei der Optimierung der Kultivierungsbedingungen und zur
Herstellung von Vorkulturen fir das Animpfen von Rihrreaktoren eingesetzt.

Diese wurden mit 20 % des maximalen Fullvolumens des Kolbens des jeweilig verwendeten Mediums
ohne Glucose und, bei Medium 1, auch ohne Phosphatpuffer beflillt, bei 121 °C und 1 ati Druck fir 21
min sterilisiert und dann unter einer sterilen Werkbank Variolab (Waldner, Wangen, D) mit den tbrigen
separat sterilisierten Mediumskomponenten befiillt (s. Abschnitt 2.4.1). Die Kolben wurden nach dem
Beimpfen bei 30 °C auf einer Rotationsschiittelmaschine (New Brunswick Scientific, Edison, USA) bei
120 Upm fir 48 h inkubiert.

Fir die Versuche zur Mediumsoptimierung, die Aktivitdtstests und die Biofeuchtmassebestimmung
wurden die Zellen nach Ende der Kultivierung Uber Zentrifugation fur 20 min bei 5000 Upm und 4 °C in

einem Rotor JA-10 mit einer Ultrazentrifuge (Beckmann J2-21 M/E) abgeerntet.

Fir die Verwendung der Kultur als Animpfkultur (Inoculum) wurden die Zellsuspensionen steril zu den

jeweiligen Medien in den Bioreaktoren zugegeben.
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2.4.3 Biomasseproduktion im 100 | Bioreaktor

2.4.3.1 Beschreibung des Bioreaktors

Zur Produktion einer groRBeren Menge einheitlicher Zellmasse fir anschlieRende Versuche zur
Propionitrilhydrolyse, wurde eine Kultivierung im 60 | MaRstab durchgefiihrt. Der verwendete
Stahlbioreaktor (Typ 9230 FLAW IL, Bioengineering, Wald, CH) ist in Abbildung 2.1 skizziert. Die

zusatzlich verwendeten Komponenten sind in Tabelle 2.6 dargestellt.
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Abbildung 2.1: Skizze des Aufbaus des 100-I-Bioreaktors Typ 9230 FLAW IL
S Saurevorratsgefaly, L Laugevorratsgefal, | Inokulum, P Probennahme, M Motor,
Z Zuluft, pH pH-Regelung, pO, pO,-Uberwachung, T Temperaturregelung,
V Uberwachung des Volumenstroms der Zuluft

Ausstattung des 100-I-Bioreaktors:

- PID-Temperaturregler

- Sterilisierbare, druckiberlagerte pH-Calumelelekirode, Steuerung der Saure- und
Laugezudosage uber einen pH-Regler

- Luftzufuhr

- Druckregelung

- Sterilisierbares Handprobenentnahmeventil

- Doppelter Sechs-Blatt-Scheibenrihrer

- Abgasanalyse

- Gewichtsiiberwachung durch Wiegen der gesamten Apparatur
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Zur Vorbereitung der Kultivierung wurden die pO,- und die pH-MeReinheit kalibriert. Die Waage, auf
welcher der Bioreaktor stand, wurde tariert. Dann wurde der gesamte Bioreaktor zusammen mit 57 |
vorgelegtem Phosphatpuffer (s. Abschnitt 2.4.1.3 Medium 1) fir 21 min bei 121 °C und 2 bar
sterilisiert. Zur pH-Regelung wurden je 3 1 10 % (w/v) NaOH- und 10 % (w/v) Phosphorsaurelésungen
hergestellt und in den Vorratsgefafien sterilisiert. Nach dem Abklhlen wurde die 500 ml konzentrierte
Glucoseldsung, 2.5 | konzentrierte Salz- und Hefeextraktlésung, Antischaum (Ucolub N115, Fragol
Schmiermittelindustrie GmbH, Mduhlheim/Ruhr, D) und zuletzt das Inoculum sterii dem Reaktor
zugegeben. Die Probenentnahme erfolgte Uber ein dampfsterilisierbares Druckventil. Der Inhalt des
Bioreaktors wurde nach der Anzucht durch einen Hahn am Boden des Bioreaktors abgelassen und in

die Zellabtrennung Uberfihrt.

Fir die Zellanzucht wurden die in Tabelle 2.6 dargestellten Bedingungen und Parameter eingestellt:

Tabelle 2.6: Anzuchtbedingungen fiir die Kultivierung im 100-I-Bioreaktor Typ 9230 FLAW IL

Parameter

Bellftungsrate 10 NI/min

Drehzahl 150 Upm
Temperatur 30°C
PHsoll 7.2

pH 0.5

Einstellung des pH mit 10 % (w/v) NaOH (steril in druckuiberlagertem VorratsgefaR)
10 % (v/v) H3POQO, (steril in drucklberlagertem Vorratsgefald)

2.4.3.2 Durchfiihrung der Kultivierung

Es wurde eine Anzucht in drei Stufen durchgefihrt. Die Vorkultur 1 wurde in funf separaten 500 mi
Erlenmeyerkolben mit Schikanen (s. Abschnitt 2.4.2, Medium 1) von einer Agarplatte (s. Abschnitt
2.4.1.2) mit einer Impfése in ein Volumen von 50 ml angeimpft und 48 h bei 30 °C auf einem Schdttler
inkubiert (s. Abschnitt 2.4.2). Mit diesen Vorkulturen wurden dann jeweils funf sterile 5000 ml
Erlenmeyerkolben mit einem Inhalt von je 1 | (s. Abschnitt 2.4.2, Medium 1) beimpft. Vor der Zugabe
des Inokulums zur Kulturbrihe im Bioreaktor wurde eine Nullprobe aus dem Reaktor genommen und
dann die 5l Inoculum in den Reaktor eingefiillt, so dal insgesamt 64.6 | Kulturfliissigkeit im Reaktor

vorlagen.

Nach 27.5 h Prozefizeit wurden 1 | mit einer Konzentration von 173 g/l Hefeextrakt und 115 g/l
Ammoniumsulfat zugegeben. Zu diesem Zeitpunkt waren durch Probennahmen 7.9 | aus dem
Bioreaktor entnommen worden. Nach 38.5 h Prozel3zeit wurden 5 | Konzentrat zugegeben, bestehend

aus 90.3 g/l Hefeextrakt und 60.2 g/l Ammoniumsulfat.
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Uber die Kultivierungszeit wurden in regelméRigen Abstianden sterile Proben entnommen und davon
die optische Dichte (s. Abschnitt 2.5.1) und die Biotrockenmassekonzentration (s. Abschnitt 2.5.2), der
pH-Wert und zusatzlich der Glucose- und Ammoniumkonzentration bestimmt (s. Abschnitt 2.5.5 und
2.5.6).

Des weiteren wurde Uber eine MelRRsonde der Sauerstoffpartialdruck pO, des Mediums im Bioreaktor
gemessen. Die Abgasanalyse lieferte kontinuierlich die MeRwerte fur den prozentualen
Volumengehalt an Sauerstoff YO, und Kohlendioxid YCO, in der Fermanterabluft. Diese wurden bei

jeder Probennahme abgelesen und protokolliert.

Nach 54 h wurde die Kultivierung nach dem Erreichen der stationdren Wachstumsphase der Zellen
beendet. Der Inhalt des Bioreaktors wurde abgelassen und die Biofeuchtmasse daraus mit einer
kontinuierlichen Cepa-Schnellzentrifuge (Typ GLE, Firma Carl Padberg, Lahr, D) unter den in Tabelle

2.8 beschriebenen Bedingungen gewonnen.

Tabelle 2.7:  Zentrifugationsbedingungen

Parameter

Trommeldurchmesser 44 mm
Drehzahl 33750 Upm
Durchfluf3rate 250 ml/min

Die so erhaltene Biofeuchtmasse wurde zu je 100 g portioniert und bei 4 °C zur sofortigen

Verwendung gelagert bzw. bei -20 °C eingefroren.

2.4.4 Lagerung der erhaltenen Zellen

GrolRere Mengen an abzentrifugierter Biofeuchtmasse, die Uber ldngere Zeit gelagert werden sollten,
wurden bei —20 °C eingefroren. Dazu wurden diese in Portionen zu je etwa 100 g in handelsibliche
Gefrierbeutel abgeflllt, welche dann unter leichtem Vakuum mit einem Folienschweil3gerat

verschlossen wurden. Die Biofeuchtmasse hatte dabei eine pastése Konsistenz ahnlich wie Pre3hefe.



26

2.5 Analytik

2.5.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) von Zellsuspensionen wurde in 1 ml Plastikkivetten mit einem
Spektralphotometer (Typ Ultrospec Ill, Firma Amersham Pharmacia, Uppsala, S) bei 595 nm gegen
Luft gemessen. Um eine lineare Korrelation der OD mit der Zelldichte der Losung zu gewahrleisten,
wurde die Suspension so mit NaCl 0.9 % verdinnt, dal die OD bei einem Wert < 0.6 lag. Als
Referenzprobe wurde die Absorption der 0.9 % NaCl-Lodsung ohne Zellen gemessen. Die OD
berechnete sich dann aus der Differenz der Absorption der Probe und der Referenzprobe mal dem

Verdinnungsfaktor.

2.5.2 Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration

Zur Bestimmung der Biotrockenmassenkonzentration wurde ein definiertes Volumen, jedoch
mindestens 10 ml der untersuchten Zellsuspension Uber einen zuvor getrockneten und auf einer
Feinwaage (Mettler-Toledo, Greifensee, CH) gewogenen Membranfilter (Gelman Sciences, Michigan,
USA) mit einer Porenweite von 0.2 ym und einem Durchmesser von 45 mm durch Anlegen eines
Vakuums abgefiltert und der Filter anschlieRend 4 h bei 100 °C im Trockenschrank getrocknet. Dann
wurde der Membranfilter erneut gewogen und die Gewichtsdifferenz bestimmt. Es wurden immer
Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Aus der Gewichtsdifferenz und dem Volumen der filtrierten

Menge Zellsuspension wurde dann die Biotrockenmassekonzentration pro ml Medium berechnet.

2.5.3 Bestimmung der Biofeuchtmassekonzentration und der Zellkonzentration

Die Biofeuchtmassekonzentration der Zellen in einer Suspension wurde durch die Zentrifugation der
Zellsuspension und das Auswiegen des erhaltenen Pellets bestimmt. Dazu wurde der trockene
Zentrifugenbecher gewogen, die Zellsuspension zugegeben und wiederum gewogen. Nach
Zentrifugation fir 20 min bei 5000 Upm in einer Beckmann Ultrazentrifuge (Beckmann, Marca, UK) mit
einem Rotor JA-10 bei 4 °C wurde der Uberstand sorgfaltig entfernt und der Becher mit Pellet
ausgewogen. Die Biofeuchtmassekonzentration ergab sich aus der Differenz des Gewichtes des

leeren Bechers und des Bechers mit Pellet bezogen auf die Menge eingesetzter Zellsuspension.

Um die Anzahl der Zellen pro Volumeneinheit Flussigkeit zu bestimmen, wurden die Zellen einer
Zellsuspension mit bekannter Biofeuchtmasse unter Verwendung eines speziellen Objekttragers unter
einem Mikroskop ausgezahlt. Dazu wurde eine 0.2%ige Zellsuspension mit einer 1%igen
Formaldehydldsung 1:10 verdiinnt, um die Zellen abzutéten und zum Absinken auf die Oberflache des
Objekttragers zu bringen. Dieser Objekttrager, eine sogenannte Helber-Kammer, besitzt eine

Graduierung auf der Oberflache in vier grofle Quadrate, bestehend aus 16 kleineren Quadraten, in
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denen die Zellen zum Liegen kommen. Durch das Auszahlen der Zellen in dem gro3en Quadrat und
dem bekannten Abstand zwischen dem Quadrat auf dem Objekttrager und dem Deckglas ( = Volumen
der Flissigkeit) kann dann die Zellkonzentration bestimmt werden. Diese berechnet sich nach der

Gleichung 2.1.

Gleichung 2.1: Berechnung der Zellkonzentration

Zellen
_ | GroRquadrat

} x5x10° xVF

N = Zellkonzentration [Zellen/ml]
VF = Verdunnungsfaktor fir die untersuchte Zellsuspension

2.5.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Fir die Proteinbestimmung nach der Farbemethode von Bradford (Bradford 1976) wurde eine
konzentrierte Farblésung (Firma Laboratories GmbH, Minchen, D) verwendet. Fur den Assay wurde
die Stammldsung 1:5 (v/v) entsprechend der Vorschrift des Herstellers verdinnt. Davon wurden 2.5 ml
zu 50 pl Probe gegeben und der Ansatz nach kurzem Homogenisieren fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Extinktionsmessung der Losung erfolgte bei einer Wellenldange von 595 nm in einem
Spektralphotometer (s. Abschnitt 2.5.1). Es wurde eine Kalibrierung mit Rinderserumalbumin im
Bereich von 0.05 - 0.3 g/l erstellt. Als Referenz wurde anstatt der Proteinprobe reiner Probenpuffer
zum Reaktionsansatz gegeben. Wenn die Konzentration der Probe héher als 0.3 g/l lag, wurde sie mit
dem Probenpuffer zuvor entsprechend verdinnt. Bei jeder neuen Mefreihe wurden drei
Referenzpunkte aus Rinderserumalbuminliésungen von 0.1, 0.2 und 0.3 mg/ml mitgemessen, da die
angesetzten Verdiinnungen der Bio-Rad Stammldsungen (Bio-Rad Laboratories, Minchen, D) mit der
Zeit alterten. Dies war vermutlich auf die Ausfallung des Farbstoffs Coomassie blue in der
Farbeldésung zuritickzufiihren. Die Lagerzeit derselben sollte bei 4 °C nicht langer als eine Woche

betragen.

2.5.5 Bestimmung der Glucosekonzentration

Die Konzentration der Glucose im Medium wurde mit dem Testkit Granutest 250 (Firma Merck-
Diagnostiks, Darmstadt, D) bestimmt. Dieser beruht auf den Arbeiten von Stouthamer (Stouthamer
1979), bei dem die D-Glucose durch eine Glucosedehydrogenase zu Glucolakton oxidiert wird. Dabei
wird NAD® zu NADH, reduziert. Die Reaktionslésung fiir die Messung der Glucosekonzentration
wurde entsprechend den Handlerinformationen hergestellt. Die Extinktionsdnderung wurde mit dem
unter 2.5.1 angegebenen Spektralphotometer in einer 1 ml Plastikkiivette gemessen. Dazu wurde in
der Kuvette 1 ml mit 100 pl Probe gemischt, die Extinktion gemessen und die Lésung fur 8 - 30 min
bei 37 °C inkubiert. Dann wurde die Extinktion wiederum gemessen und die Differenz der Werte

bestimmt. Als Referenz wurde anstatt der Probe 100 pl VE-Wasser eingesetzt.
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Eine lineare Extinktionszunahme bei 340 nm war in einem MeRbereich zwischen 20 und 200 mg/I
Glucose zu beobachten.

Der Glucosegehalt berechnet sich entsprechend der Gleichung 2.2.

Gleichung 2.2: Berechnung der Glucosekonzentration in einer verdiinnten Lésung

V xFxMG

Glucose[g/l] =E -E
[g ] Probe Sxde

Referenz

Extinktion bei 340 nm

Gesamtvolumen (1.1 ml)
Verdlnnungsfaktor

Molekulargewicht von Glucose (180 g/mol)
Schichtdicke der Kivette (1 cm)
Probevolumen (100 pl)

molarer Extinktionskoeffizient (6320 M'1cm'1)
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2.5.6 Bestimmung des Ammoniumgehalts in Lésung
Zur Bestimmung des Ammoniumgehaltes im Medium wurde der Ammoniumtest nach Fawcett
(Fawcett & Scott 1960) durchgefiihrt. Dazu wurden die in Tabelle 2.8 beschriebenen Lésungen

angesetzt.

Tabelle 2.8: Loésungen zur Bestimmung der Ammoniumkonzentration

Lésung 1 Lésung 2

Phenol 499¢ NaOH 54
Nay[Fe(CN3)NO] x 2 H,O 0.0253 g Hypochlorid 04g9
H,O 500 ml H.O 1000 mi

Fir den Test wurden in einem mit einem Stopfen verschlieBbaren Reagenzglas 0.1 ml Probe mit 2.5
ml Lésung 1 gemischt. Die Probe war dabei so verdiinnt, dal} die enthaltene Ammoniumkonzentration
im Bereich zwischen 0 mg/l und 300 mg/l lag. Nach Zugabe von 2.5 ml Lésung 2 wurden die
Testanséatze bei 37 °C fur 15 min im Schittelwasserbad inkubiert und anschlieRend 15 min bei
Raumtemperatur abgekuhlt. Die Extiktionsmessung erfolgte bei 546 nm in einem Spektralphotometer
(s. Abschnitt 2.5.1). Als Referenz wurde statt der Probe 0.1 ml VE-Wasser eingesetzt.

Fir eine Kalibrierung wurden funf Proben mit bekanntem Ammoniumsulfatgehalt auf die oben
beschriebene Weise behandelt. Die Konzentration berechnete sich dann aus der Extinktionsdifferenz

der Probe in Korrelation mit der Ammoniumkonzentration aus der erstellten Eichkurve.
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2.5.7 Analytik der Substrate und Produkte der Nitrilverseifung

Mit der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) wurde quantitativ die Konzentration an
Propionitril, Propionsaureamid und Propionsaure in Proben aus den Aktivitatstests bestimmt (Gabriel
et al 1996), (Moreau et al 1994). In Tabelle 2.9 werden die technischen Parameter und

Analysebedingungen dargestellt.

Tabelle 2.9: Komponenten der HPLC-Anlage zur quantitativen Bestimmung der Substrat- und

Produktkonzentrationen

Komponenten

Isokratische Pumpe Hewlett Packard Series 1050

Saule Aminex HPX-87 H (BioRad, Mlnchen, D)
Brechungsindex-Detektor Rl Detector ERC-7512 (Erma, Tokyo, J)

Integrator Chrom Jet integrator (Spectra Physics, Darmstadt, D)
Flierate 0.72 ml/min

Laufmittel 5 mM Schwefelsaure

Probevolumen 50 pl

Saulentemperatur 50 °C

Druck 29 bar

Die Kalibrierung des Gerates erfolgte durch Doppelbestimmung mit Propionitril, Propionsdureamid
und Propionsdure mit Konzentrationen von 1, 5, 10, 50 und 100 mM in VE-Wasser. Die
Nachweisgrenze lag jeweils bei 1 mM, der Gerétefehler betrug 3.8 %. Die Analysebedingungen waren
so optimiert, daf® auf einem Chromatogramm zwei Proben ausgewertet werden konnten. Dazu wurden
zwei Proben im Abstand von 2 min eingespritzt. Es ergaben sich dann die in Tabelle 2.10
beschriebenen Retentionszeiten. In Abbildung 2.3 ist ein typisches HPLC-Chromatogramm fir die

Trennung der an der Propionitrilverseifung beteiligten Substanzen dargestellit.

Tabelle 2.10: Retentionszeiten der analysierten Substanzen

Substanz Retentionszeit [min]

Propionitril 12.06 und 14.12
Propionsaureamid 26.8 und 29.90
Propionsaure 8.20 und 10.26
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Abbildung 2.2: HPLC-Chromatogramm zur Bestimmung der Konzentration an Propionitril,
Propionsaureamid und Propionsaure unter den in Tabelle 2.9 beschriebenen Bedingungen bei einer
jeweiligen Stoffkonzentration von 100 mM der Substanzen.

2.5.8 Aktivitatstest mit ganzen Zellen (quantitativ)

2.5.8.1 Puffersysteme

Es wurden fir die Umsetzung mit ruhenden Zellen die in Tabelle 2.11 beschriebenen Puffersysteme
verwendet. Reaktionspuffer 1 wurde durch Mischen der beiden 50 mM Stammldsungen bis zum
Erreichen des gewlnschten pH-Wertes hergestellt.

Reaktionspuffer 2 und 3 wurde durch Titration mit NaOH auf den gewlinschten pH-Wert eingestellt.

Tabelle 2.11: Puffersysteme fir Ruhezellumsatze

System

Reaktionspuffer 1
Na,HPO, 50 mM
NaH,PO, 50 mM
pH 7.2
Reaktionspuffer 2
TRIS/HCI 50 mM
pH 7.2

Reaktionspuffer 3  Reaktionspuffer 2 mit 0.5 g/l CaCl,
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2.5.8.2 Standardaktivitiatstest mit freien, ruhenden Zellen

Der Standardaktivitatstest mit freien, ruhenden Zellen wurde wie folgt durchgefuhrt:

In einem 50 ml Glasreaktor (EHS, Bovenden, D) wurden zu 25 ml Reaktionspuffer 1 eine Spatelspitze
Zellmasse gegeben und diese durch Rihren mit einem RuUhrkern auf einem Magnetrihrer
suspendiert. Der Reaktor wurde Uber einen beheizbaren Mantel temperiert, wobei die Temperatur mit
einem Wasserbad konstant auf 26 °C eingestellt war. Die Reaktion wurde nach Entnahme einer Probe
ohne Substrat mit einem Voumen von 1 ml durch Zugabe von 169 ul reinem Propionitril gestartet. Die
Anfangskonzentration von Propionitril im Aktivitdtstest betrug somit 100 mM. Nach definierten
Zeitpunkten von 0, 1, 3, 5, 15, 30 und 60 Minuten wurde mit einer Spritze Uber einen 0.2 uym Filter
(Gelman Science, Michigan, USA), Durchmesser 25 mm, jeweils 1 ml Probe gezogen und durch die
dabei erfolgte Abtrennung der Zellen die Reaktion abgestoppt. Die Proben wurde anschlieflend in
HPLC-Glaschen Uberfihrt und die Konzentrationen von Substrat und Produkt mittels HPLC bestimmt
(s. Abschnitt 2.5.7). Von der restlichen verbliebenen Zellsuspension im Reaktor nach Beendigung des

Versuches, wurde die Biotrockenmasse, wie unter 2.5.2 beschrieben, bestimmt.

Fir die Einzelbestimmung der Aktivitat der Nitrilhydratase wurden Proben nach 0, 1, 3, 5 und 10 min

genommen.

Experimente zur Einzelbestimmung der Aktivitat der Amidase wurden ebenfalls wie oben beschrieben
durchgefiihrt, jedoch mit der Anderung, daR als Substrat 312 pl einer 8 M Stammldsung von
Propionamid in VE-Wasser eingesetzt wurden. Es wurde wieder entsprechend weniger Volumen an
Zellsuspension eingesetzt, um nach der Zugabe von Substrat ein Gesamtvolumen von 25 ml im

Reaktor zu erhalten. Die Probennahme erfolgte nach 0, 1, 15, 30, 45 und 60 min.

2.5.8.3 Standardaktivitatstest mit immobilisierten Zellen

Fir die Bestimmung der Aktivititen von immobilisierten Zellen wurden in einem mit 5 ml
Reaktionspuffer 3 gefillten 25 ml Standzylinder volumetrisch 2 ml des abgetropften Immobilisats
eingemessen und mit Reaktionspuffer 3 auf 25 ml aufgefillt. Die Reaktion erfolgte wie im Standardtest
mit freien Zellen, allerdings erfolgte die Probennahme durch Abpipettieren von 1 ml der Suspension
inclusive den Immobilisatperlen und anschlieRendem filtrieren. Dadurch wurde ein Anreichern des

Immobilisates in der Reaktionslésung verhindert.
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2.5.9 Auswertung des Standardaktivitatstests

Die Aktivitdten der Zellen wurden immer auf die eingesetzte Biotrockenmasse im Reaktor bezogen.
Dazu wurde bei immobilisierten Zellen die Biotrockenmasse Uber die verwendete Biofeuchtmasse zur
Herstellung des Immobilisates und das eingesetzte Volumen an Immobilisat abgeschatzt. Der
Umrechnungsfaktor (UF) von Biofeuchtmasse zu Biotrockenmasse wurde zu UF = 4.5 bestimmt.

Um die Aktivitdten der Enzyme zu bestimmen, wurden aus den MeRpunkten durch Anlegen von
Tangenten und Berechnung der jeweiligen Steigung Uber eine lineare Regression die

Anfangsreaktionsraten der jeweiligen Produktbildung bestimmt. Dies erfolgte wie in Abbildung 2.3
dargestellt:
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Abbildung 2.3: Bestimmung der spezifischen Anfangsreaktionsrate der Enzymreaktionen durch das
Anlegen einer Tangente durch den Urspung an die gemessenen Konzentrations-Zeit-Verldufe. Die
beobachtbare Aktivitat berechnete sich aus der Steigung der Tangenten Uber eine lineare Regression
und der Biotrockenmasse in dem untersuchten Ansatz.

Die Aktivitdt wurde als spezifische Aktivitdt bezogen auf die im Ansatz verwendete
Biotrockenmassekonzentration in U/g BTM angegeben. Die Berechnung erfolgte durch Messung der

Entstehung an Produkt zum Zeitpunkt des Reaktionsstarts. Die spezifische Aktivitdt berechnet sich

dann entsprechend der Gleichung 2.3:
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Gleichung 2.3: Berechnung der spezifischen Aktivitat

o= Konz;nt.:a[ltlt.)n] [mM] %1000 x 1 :[ BL_JFM}
eit |min BTM [ﬂ g

*

r
Konzentration/Zeit
BTM

spezifische Anfangsreaktionsrate [U/g BTM]
Steigung der Tangenten an die MeRpunkte [mM/min]
Biotrockenmassekonzentration im Ansatz [g/l]

2.5.10 SDS-Gelelektrophorese

2.5.10.1 ZellaufschluB

e Prinzip

Beim Aufschlu mit einer Retschmiihle werden die Zellen aufgrund der hohen Anpref3krafte zwischen
Mikroorganismen und Mahlkérpern (Glasperlen) aufgeschlossen. Dabei sind die Scherkrafte von
untergeordneter Bedeutung. Der Aufschlu® wird beeinflult durch die Korngréle des Mahlgutes, die
Schuttelfrequenz und die Zellkonzentration (Schitte & Kula 1986, Muschelknauz 1991).

e Durchfiihrung

Um die Zellen des gram® Mikroorganismus Rhodococcus erythropolis DSM 13002 aufzuschlieRen
wurde eine Retschmuhle (F. Kurt Retsch GmbH & Co KG, Haan, D) eingesetzt (Schitte 1986). Diese
Schwingarm-Kugelmuhle hat zwei Metallbehélter, die je ein Volumen von 10 ml fassen. Der Aufschluf
wurde, wenn nicht anders angegeben, bei 4 °C im Kihlraum unter den in Tabelle 2.12 beschriebenen

Bedingungen durchgefihrt.

Tabelle 2.12: Parameter bei der Durchfihrung der Zellaufschlisse mit der Retschmihle unter

Variation des Aufschlupuffers

Parameter
Mahlkorper 8 ml bleifreie Glasperlen (Firma Dragon, Bayreuth, D)0 0,3 mm
Volumen der Zellsuspension 5ml

Konzentration der Zellsuspension 30 % (w/v)
Schittelfrequenz 100 Hz
Aufschlupuffer Reaktionspuffer 1
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Vor dem Aufschlul wurde eine Nullprobe aus der Kammer enthommen (ca. 0.2 ml) und deren
Proteingehalt bestimmt (s. Abschnitt 2.5.4). Nach einer AufschluRzeit von 10 min wurde der
Kammerinhalt entnommen. Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation fir 5 min bei 14000 Upm mit
einer gekihlten Eppendorf-Tischzentrifuge abgetrennt. Der Uberstand von ca. 400 pl wurde zur

weiteren Proteinbestimmung verwendet .

2.5.10.2 SDS-Gelelektrophorese

Zur Trennung von Proteinen im Polyacrylamidgel wird einerseits der Siebeffekt des Gels, zum
anderen die Ladung der Proteine ausgenutzt (Laemmli 1970). Damit die elektrophoretische Trennung
allein von der GréRe des Molekils abhangt, mul® die individuelle Ladung der Proteine ausgeschaltet
werden. Dies wurde durch die Verwendung des Detergens SDS erreicht, welches die Nativstruktur
von Proteinen zerbricht und diese zu einer frei beweglichen Kette entfaltet, sowie durch Anlagerung
an hydrophobe Bereiche des Proteins dieses mit negativen Ladungen beladt. Um stérende
Disulfidbriicken zu reduzieren, wurde das Protein zusatzlich noch mit im Probenpuffer vorliegendem
Mercaptoethanol inkubiert. Fur die Molekulargewichtsbestimmung wurde die relative Beweglichkeit

von Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht in Bezug auf einen internen Standard verglichen.

2.5.10.3 Durchfiihrung

Das Gel bestand aus einem ca 4.5 cm Trenngel und einem ca 1.5 cm langen Sammelgelabschnitt.
Die Zusammensetzung wurde in Tabelle 2.13 genauer beschrieben.

Zunachst wurden die Komponenten des jeweiligen Gels ohne APS und TEMED zusammengegeben,
vorsichtig gemischt und 5 min im Ultraschallbad entgast. Die Polymerisation wurde dann fiir das
Trenngel mit Zugabe von TEMED und APS gestartet und die L6sung dann zlgig zwischen die zuvor
mit Ethanol gereinigten und abgedichteten Platten gefiillt. Um eine gerade Abschlullfront zu erhalten,

wurde das Trenngel mit Isopropanol Uberschichtet. Nach ungefahr 30 min wurde der

Tabelle 2.13: Pipettierschema zum Erstellen von zwei 12 % SDS-Gelen

REAGENZ TRENNGEL (12.5 %) SAMMELGEL (3 %)
Acrylamid/Bisacrylamid Stammlésung (30 %:0.8 %) 8 ml 660 pl

Tris-HCI, 1.88 M, pH 8.8 5ml

Tris-HCI, 0.625 M, pH6.8 - 800 pl

H20 pig 6.7 ml 2.5 ml

SDS (10 %) 200 pl 40 pl

APS (10 %), frisch 100 pl 20 ul

TEMED 10 pl 8 ul
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Isopropanoliberstand verworfen und das Sammelgel Gber das Trenngel gegossen. Gleich nach dem
Einflllen wurde der Probenkamm eingedrickt und mindestens 30 min gewartet bis das Gel

auspolymerisiert war.

2.5.10.4 Proteinauftrennung

Nachdem das Dichtgummi entfernt wurde, wurde das auspolymerisierte Gel in die Fertigapparatur
(Firma Biometra, Géttingen, D) eingesetzt und mit Klammern befestigt. Das zuvor 1:10 mit H;Opjy
verdunnte Fertiglaufmittelkonzentrat (Tris/Glycin/SDS, Firma BioRad, Munchen, D) wurde in die obere
und untere Laufmittelkammer eingefillt und der Kamm aus dem Sammelgel genommen.

Um einen ungestérten und gleichmaRigen Lauf zu erhalten, wurden mit einer Spritze die Luftblasen

unter dem Gel zwischen den beiden Glasplatten entfernt.

2.5.10.5 Probenvorbereitung

Bei der Silberfarbung der Proteine im Gel wurde die Probe auf eine Proteinkonzentration von 0.1 g/l
gebracht. Die Probe wurde dann im Verhaltnis 10 pl:20 pl (v/v) mit Probenpuffer verdinnt und 5 min
bei 95 °C im Thermomixer inkubiert. Die Zusammensetzung des Probenpuffers ist aus Tabelle 2.14 zu

entnehmen.

Tabelle 2.14: Zusammensetzung des Probenpuffers fiir die SDS-Gelelektrophorese

Komponente Konzentration
Tris-HCI, pH 6.8  0.125 M
Glycerin 20 % (viv)
SDS 4 % (viv)

Mercaptoethanol 10 % (w/v)
Bromphenolblau  0.05 % (w/v)

Pro Tasche wurden nun ca. 15 ul Probe aufgetragen, vom GréRenstandard wurden 5 ul aufgetragen.
Die Apparatur wurde dann an die Spannungsversorgung Standard Power Pack (Biometra, Géttingen,
D) angeschlossen. Die Elektrophorese wurde bei Raumtemperatur und einer Spannung von 40 V
durchgefiihrt, bis die Bromphenolblaubande die Grenze zwischen Sammelgel und Trenngel erreicht
hatte. Dann wurde die Spannung auf 150 V erhoht. Sobald die Bromphenolblaubande das untere
Ende des Gels erreicht hatte, wurde der Lauf abgebrochen.

Als GroéRenstandard wurde der Proteinmarker ProSieve (FMC BioProdukts, Rockland, USA)
verwendet. Der Marker enthielt Proteine der Grofken 5, 10, 15, 25, 35, 50, 75, 100, 150 und 225 kDa.

Das Protein der Gréfe 50 kDa lag mit 100 ug in der doppelten Proteinmenge der Gbrigen Proteine vor.



36

2.5.10.6 Silberfarbung (BioRad Silver Stain Fertigtest):

Fur die Silberfarbung wurden die Fertigldsungen (BioRad, Minchen, D) nach Vorschrift verdinnt,
wobei der Test sehr sensitiv auf Verunreinigungen des Wassers mit lonen reagierte, so dal} alle
Lésungen mit Nanoporwasser angesetzt und dann bei 4 °C gelagert wurden.

Das Gel wurde 30 min in einem 40 % Methanol- und 10 % Essigsaure-Gemisch fixiert und dann fir 5
min in Oxidationslésung inkubiert. Um die restliche Oxidationslésung zu entfernen, wurde nun das Gel
Uber einen Zeitraum von maximal 15 min immer wieder mit 200 ml bidestilliertem Wasser gewaschen
und anschlieBend fur 20 min in Silberreagenzldésung inkubiert. Das Gel wurde nun kurz mit
bidestilliertem Wasser gespilt und dann solange in Entwickler inkubiert, bis die Proteinbanden
deutlich sichtbar wurden. Die Reaktion wurde mit 7%iger Essigsdure gestoppt. Zur Lagerung wurde
das Gel blasenfrei zwischen zwei Lagen Cellophan (Model 583 Gel dryer, BioRad, Minchen, D)
gelegt, Uber einen Rahmen gespannt und bei Raumtemperatur getrocknet.

Nach Trocknung des Gels Uber Nacht wurde dieses eingescannt und mit dem Programm

imagemaster (Amersham Pharmacia, Uppsala, S) ausgewertet.

2.5.10.7 Auswertung des Proteingeles

Fir die Auswertung des Proteingeles wurde dieses Uber einen Scanner im tif-Format digitalisiert und
die Datei Uber das Programm imagemaster (Amersham Pharmacia, Uppsala, S) ausgewertet. Dabei
wurde die Helligkeitsverteilung jeder Bande integriert und Uber die bekannte Konzentration der
Markerproteine in die entsprechenden Konzentrationen umgerechnet. Somit konnten die
Konzentrationen der untersuchten Enzyme in der Probe bestimmt werden. Zudem konnte auch das
Molekulargewicht der Banden durch die Kalibrierung mit dem verwendeten Marker genau berechnet

werden.

2.6 Biochemische Charakterisierung

2.6.1 Bestimmung des Temperaturoptimums

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der beiden Enzymreaktionen wurde der
Standardaktivitatstest folgender MafRen abgewandelt:

Das Wasserbad wurde auf die entsprechende Temperatur eingestellt und der Reaktionspuffer 2 bis
zur Einstellung einer konstanten Temperatur im Glasreaktor geriihrt. Dabei wurde in Abstéanden von 5
°C zwischen 10 °C und 40 °C die Aktivitdt des jeweilig untersuchten Enzymes gemessen. Nach
Zugabe der Zellen wurden diese 5 min im vortemperierten Puffer unter Rihren inkubiert, und dann die
Reaktion durch Substratzugabe gestartet. Es wurden fiir beide Enzyme einzeln die Temperaturoptima

bestimmt.
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2.6.2 Bestimmung des pH-Optimums

Fir die Bestimmung des pH-Optimums wurde der Standardaktivitatstest (s. Abschnitt 2.5.8) wie folgt
abgeandert:

Reaktionspuffer 2 wurde jeweils im Abstand von 0.5 pH-Einheiten auf pH-Werte zwischen 6 und 10.5
eingestellt. Nach Zellzugabe wurden diese fir 5 min in dem entsprechenden Puffer vorinkubiert und
dann die Reaktion durch Zugabe von Substrat gestartet. Es wurden fiir beide Enzyme einzeln die pH-

Optima bestimmt.

2.6.3 Untersuchung der Lagerstabilitat

Zur Untersuchung der Lagerstabilitat wurden zwei unterschiedliche Ansatze gewahlt.

Fir den ersten Ansatz wurde 0.5 | homogene Zellsuspension in Reaktionspuffer 1 hergestellt und im
Standardtest (s. Abschnitt 2.5.8) die spezifische Aktivitdt der Suspension bestimmt. Dann wurden 4
Fraktionen mit je 150 ml hergestellt, die dann bei 6 °C, 11 °C, 16 °C und bei Raumtemperatur (23 °C)
in einem geschlossenen Gefald gelagert wurden.

Nach 0, 1, 2, 5, 8, 11 und 14 Tagen wurden Proben enthommen und mittels des
Standardaktivitatstests die spezifische Aktivitat der Nitrilhydratase und der Amidase gemessen.

Fir den zweiten Ansatz wurden Zellen in 100 ml Reaktionspuffer 2 bei pH 7.2 und parallel in 100 ml
Reaktionspuffer 2 bei pH 9 suspendiert und in einem geschlossenen Gefall bei Raumtemperatur (23
°C) gelagert. Es wurden nach 0, 1, 2 und 5 Tagen Proben entnommen und die spezifische Aktivitat
mittels des Standardaktivitatstests (s. Abschnitt 2.5.8) bestimmt. Aus der Auftragung der spezifischen
Aktivitdt gegen die Lagerungszeit wurde Uber einen empirischen Ansatz (Dellweg 1987) unter
Annahme einer exponentiellen Inaktivierung die Geschindigkeitskonstante k [3'1] der Inaktivierung fir

die jeweilige Temperatur bestimmt.

2.6.4 Umsetzung von Propionitril im Zweiphasensystem

2.6.4.1 Theorie

Das Substrat Propionitril bildet ab einer Konzentration von 1.5 M im wassrigen Ansatz eine zweite
organische Phase. Da die Produkte der Reaktion wesentlich besser I8slich sind, wurden Versuche im
2-Phasensystem durchgefiihrt, wobei das nicht geldste Nitril sich nachlésen und verseift werden
sollte. Die Ansatze wurden im diskontinuierlich betriebenen Ruhrreaktor (s. Abschnitt 2.5.8)

durchgefiihrt, wobei das Nitril als Reinstoff in der gewlinschten Menge zugegeben wurde.
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2.6.4.2 Umsetzung mit freien Zellen

Der Standardansatz (s. Abschnitt 2.5.8) wurde so abgewandelt, daf 10 g/l BTM im Reaktor vorlagen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ml reinem Propionitril gestartet und wie beschrieben (s.
Abschnitt 2.5.8) die Proben entnommen. Zudem wurden nach 120 min und 24 h jeweils eine Probe

enthommen.

2.6.4.3 Umsetzung mit lyophilisierten Zellen

Die Versuche zum Einsatz von lyophilisierten Zellen im Zweiphasensystem erfolgten in 1 ml
Eppendorfreaktionsgefalten (Eppendorf, Hamburg, D). Es wurden die entsprechenden
Propionitril/\WWasser-Gemische hergestellt und 1 ml jeder Mischung im Eppendorfreaktionsgefafl
(Eppendorf, Hamburg, D) vorgelegt. Die Reaktion wurde in einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg,
D) mit der maximalen Schuttelfrequenz und bei 26 °C inkubiert. Nach 10 min, 60 min und 24 h wurden
jeweils 100 pl Proben entnommen und analysiert (s. Abschnitt 2.5.7), unter Verwendung eines 100 pl-
Adapters im HPLC-Glaschen.

2.6.4.4 Umsetzung mit alginatimmobiliserten Zellen

Es wurden fir den Versuch 67 ml Immobilisatvolumen mit 8.45 g BFM, wie unter 2.7.1 beschrieben,
hergestellt. Es wurde im Standardansatz (s. Abschnitt 2.5.8) mit 10 ml Immobilisatvolumen gearbeitet,
was einer Biotrockenmassekonzentration von 11 g/l entspricht. Als Substrat wurden 3 ml reines
Propionitril zugegeben, wodurch sich eine ca. 0.5 cm hohe Nitrilphase Uber der Flissigphase bildete.
Durch das Rihren des Ansatzes mit einem Magnetkern (s. Abschnitt 2.5.8) konnte keine homogene
Suspension erhalten werden, dennoch léste sich das Nitril wahrend der Hydrolyse innerhalb von 10
min soweit in die Flissigphase nach, dal’ keine zweite Phase mehr sichtbar war.

Zusatzlich wurden nach 90 min und 24 h jeweils eine weitere Probe enthommen und analysiert (s.
Abschnitt 2.5.7).

2.6.5 EinfluR von Licht auf die Anfangsreaktionsrate von freien Zellen

Es wurden parallel zwei Standardaktivitatstests (s. Abschnitt 2.5.8) mit Reaktionspuffer 1 im
Glasreaktor angesetzt. Dabei wurde einer der beiden Glasreaktoren zuvor mit handelsiblicher Alufolie
umwickelt, so dal} dieser lichtdicht verschlossen war. Sowohl bei dem abgedunkelten, als auch bei
dem belichtete Ansatz wurde nach 1 h Inkubation unter Standardreaktionsbedingungen (s. Abschnitt
2.5.8) Substrat zugegeben und der Konzentrationsverlauf Uber die Zeit durch HPLC-Mesungen

verfolgt.
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2.6.6 Umsetzung von 1 M Substrat mit freien Zellen

Es wurde der Standardaktivitatstest (s. Abschnitt 2.5.8) so abgeandert, dall zuerst eine Stammlésung
mit einem Volumen von 50 ml Reaktionspuffer 1 und 20 g BFM angesetzt wurde (entsprechend 400
g/l). Es wurden von dieser Stammlésung Verdinnungen auf eine BFM-Konzentration von 2, 5, 10, 20,
50 und 100 g/l mit Reaktionspuffer 1 hergestellt, und die Reaktion im Glasreaktor unter
Standardbedingungen mit 1.76 ml reinem Propionitril gestartet, was eine Nitrilkonzentration von 1 M
im Ansatz ergab. Die Probennahme erfolgte nach 0, 3, 30, 60, 90, 120, 180, 240 und 300 min.

Die Proben wurden fur die HPLC-Analyse 1:10 mit Reaktionspuffer 1 verdinnt.

2.6.7 Gefriertrocknung der Mikroorganismen

Es wurden 6 g Biofeuchtmasse mit 2 ml Reaktionspuffer 1 resuspendiert und die erhaltene
Zellsuspension auf einer handelstblichen Petrischale mit einem Spatel zu einem dinnen Film
ausgestrichen. Die Petrischale wurde fir 2 h bei —70 °C eingefroren. Danach wurde die noch kalte
Petrischale in eine Anlage zur Gefriertrocknung uberfiihrt. Unter Vakuum wurde die Zellsuspension fir
12 h getrocknet. Die so erhaltenen lyophilisierten Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C

gelagert.

2.7 Immobilisierung der Mikroorganismen

Fir die Immobilisierung ganzer Zellen standen verschiedene Methoden zur Verfiigung (Fukui &
Tanaka 1984), (Jack & Zajic 1977).

Zuerst erfolgte der Einschlull in ein Alginatpolymer das uUber ionische Wechselwirkungen
zusammengehalten wird. Dabei kommt es zu einem Austausch von einwertigen Na'-lonen durch
zweiwertige Ca®*-lonen aus der Vernetzerlésung, die dann die einzelnen Alginatstrange miteinander
verbinden (Gilson et al 1990).

Als weitere Methode wurde der Einschluf3 in ein kovalentes Netzwerk eingesetzt (Katchalski-Katzir
1993). Dazu wurden die beiden Komponenten Acrylamid und Bisacrylamid Uber eine radikalische

Reaktion miteinander vernetzt und so die Zellen eingeschlossen.

2.7.1 Alginatimmobilisierung

Fir die Immobilisierung der Zellen in Alginat wurden die in Tabelle 2.15 beschriebenen Ldésungen

verwendet:



40

Tabelle 2.15: Herstellung der Losungen fur die Alginatimmobilisierung

Komponente Zusammensetzung
Alginatlésung 3 % (w/v) in H,O bid.
Zellsuspension 30 % (w/v) in Reaktionspuffer 2

Vernetzerlésung Reaktionspuffer 2 mit 1 g/l CaCl,

Reaktionspuffer 3  Reaktionspuffer 2 mit 0.5 g/l CaCl,

Die Alginatliésung wurde 1:1 mit der Zellsuspension gemischt und auf Eis gelagert. Dann wurde die
Suspension Uber eine Schlauchpumpe in einen Apparat zur Sprihvertropfung gepumpt und in die
Vernetzerlésung eingetropft. Diese Apparatur war vergleichbar zu der von Pommersheim et al.
(Pommersheim et al 1994) verwendeten. Die dabei angewandte Versprihtechnik ergab einen
Durchsatz von 120 ml pro Stunde an Zellsuspension pro Diise, wobei insgesamt 12 Disen zur

Verfligung standen.

Die Vernetzerlésung war, wie auch die Zellsuspension, auf Eis gelagert und wurde mittels eines
Magnetrihrers durchmischt.

Die entstandenen Alginatperlen mit einem Durchmesser von etwa 0.9 mm wurden 30 min in der
Vernetzerldsung ausgehartet, mit Reaktionspuffer 3 gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei

4 °C gelagert.

Fir den Aktivitatstest mit immobilisierten Zellen wurde der Standardaktivitatstest wie folgt abgeandert:
Es wurde als Pufferldsung Reaktionspuffer 3 eingesetzt. Anstatt der freien Zellen wurden 2 mi
(volumetrisch bestimmt) des Immobilisates eingesetzt. Dabei erfolgte das Abstoppen der Reaktion
Uber die unter 2.5.8 beschriebene Filtration, wobei die Entnahme der Probe so erfolgte, daR® auch eine
entsprechende Menge an Immobilisat enthommen wurde, um die Anreicherung des Katalysators in
der Reaktionsldsung zu verhindern.

Die eingesetzte Biotrockenmasse wurde dann Uber das Verhéltniss von eingesetzter Biofeuchtmasse

zu Biotrockenmasse (Faktor 4.5) berechnet.

2.7.2 Acrylamidimmobilisierung

Fir die Immobilisierung in Acrylamid wurden verschiedene Mischungen der Grundkomponenten (s.

Tabelle 2.16) auf ihre Immobilisierungseigenschaften hin getestet.
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Tabelle 2.16: Herstellung der Lésungen fir die Acrylamidimmobilisierung

Komponente Zusammensetzung

Acrylamidstammlésung 1 Rotiphorese Gel30 (Roth GmbH+Co., Karlsruhe, D), 30 % Acrylamid, 0.8
% Bisacrylamid

Acrylamidstammlésung 2 Rotiphorese Gel19 (Roth GmbH+Co., Karlsruhe, D), 19 % Acrylamid, 1 %
Bisacrylamid

Acrylamidstammlésung 3  0.0277 g Bisacrylamid in 3.52 ml H,O bid gel6st

TEMED N,N,N",N’-Tetra-methyl-ethylendiaminlésung (Bio-RAD Lab. Miinchen, D)

APS-Ldsung 10%ige (w/v) Ammoniumpersulfatldsung in H,O bid. (immer frisch
angesetzt)

Zellsuspension 3 g Biofeuchtmasse mit 2 ml Reaktionspuffer 2 suspendiert

Es wurden die in Tabelle 2.17 dargestellten Mischungen fir die Immobilisierung getestet:

Tabelle 2.17: Mischung der Stammldsungen aus Tabelle 2.16 fur Ansatz 1

Komponente Volumen

Acrylamidstammlésung 2 5 ml

TEMED 75 ul
APS-Ldsung 150 pl
Zellsuspension 5mi

Die Losungen 1 - 3 wurden in einer Glaspetrischale gemischt und 2 min bei Raumtemperatur
vorpolymerisiert. Dann wurde die Zellsuspension zugegeben und mit einem Spatel untergemischt,
wobei sorgféltig eine Blasenbildung vermieden wurde. Zur Auspolymerisierung wurde die Petrischale
auf einer vorgekuhlten Metallplatte fir ca. 15 min gelagert. Nach Aushéartung des Geles wurde dieses

mit Reaktionspuffer 2 gewaschen und bis zur Weiterverwendung bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.

Tabelle 2.18: Mischung der Stammldsungen aus Tabelle 2.16 fur Ansatz 2

Komponente Volumen

Acrylamidstammlésung 1 5 ml
APS-Lésung 5ml
TEMED 100 pl
Zellsuspension 250 pl
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Die Loésungen 1 und 2 wurden ebenfalls in einer Glaspetrischale gemischt und 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Losungen 3 und 4 zugegeben und mit einem Spatel
untergemischt, wobei sorgfaltig eine Blasenbildung vermieden wurde. Zur Auspolymerisierung wurde
wie im Ansatz 1 verfahren. Nach Aushartung des Geles wurde dieses mit Reaktionspuffer 2

gewaschen und bis zur Weiterverwendung bei 4 °C im Kihlschrank gelagert

Tabelle 2.19: Mischung der Stammldsungen aus Tabelle 2.16 fir Ansatz 3

Komponente Volumen

Acrylamidstammlésung 2 1.48 ml

Acrylamidstammlésung 3 3.52 ml

TEMED 250 pl
APS-L6sung 100 pl
Zellsuspension 5mi

Die Herstellung des Immobilisats erfolgte wie bei Ansatz 1 beschrieben.

2.8 Untersuchungen zur Reaktionsfilihrung

Fir die absatzweise Reaktionsfuhrung (batch) wurde der im Standardaktivitatstest (s. Abschnitt 2.5.8)
beschriebene Glasreaktor verwendet. Dabei kamen sowohl freie als auch immobilisierte Zellen zum
Einsatz, die nach der unter Abschnitt 2.7 beschriebenen Methode hergestellt wurden.

Far kontinuierliche und absatzweise Prozeffiihrungen mit kontinuierlicher Substratzugabe wurde ein
500 ml Membranreaktor verwendet, der mit einem Sechsblattscheibenriihrer ausgestattet war (s.
Beschreibung bei Indlekofer (Indlekofer 1996)).

Fir die Umsetzungen im Festbettreaktor wurde das entspechende Immobilisat in eine Saule mit
Temperiermantel (XK 16, Amersham Pharmacia, Uppsala, S) gegeben.

Als Pumpen fir den Zu- bzw. Ablauf wurden in allen Fallen Schlauchpumpen (Typ 101, Whatson-
Marlow Lim., Falmouth, GB) und Kolbenpumpen (Typ KP 2000, Desaga GmbH, Heidelberg, D)

verwendet.

2.8.1 Absatzweise Reaktionsfiihrung mit freien und immobilisierten Zellen

Die absatzweise Reaktionsfiihrung mit freien Zellen wurde unter 2.5.8 beschrieben. Aufgrund der
schwierigen Wiederverwendbarkeit der freien Zellen wurde der mehrfache Einsatz des Katalysators

mit immobilisierten Zellen untersucht.
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2.8.2 Einsatz von Immobilisat im Standardansatz

2.8.2.1 Alginatimmobilisat

Fir die Untersuchungen zum Einflud der Perlengrof3e auf die Reaktionsrate wurden Uber die unter
2.7.1 beschriebene Versprihanlage aus 8.45 g BFM in 67 ml Prepolymerldsung Perlen mit
unterschiedlichen GréRen durch Variation des PreRluftstromes hergestellt. Durch Aussieben wurden

Perlen der Grof3en 0.9 mm, 1.8 mm und 2.5 mm erhalten und im Standardansatz verwendet.

Fir den mehrfachen Einsatz von Immobilisat im Standardtest (s. Abschnitt 2.5.8) wurde
Alginatimmobilisat wie unter 2.7.1 beschrieben hergestellt. Dabei wurden 1.25 g BFM und 0.15 g
Alginat in 50 ml Reaktionspuffer gelést und in Vernetzerlésung verspriht. Es wurden 4 ml der
erhaltenen Immobilisatperlen im Standardtest (s. Abschnitt 2.5.8) mit doppeltem Volumen (50 ml)
eingesetzt. Die Anreicherung der Katalysatorkonzentration im Ansatz wurde Uber das enthommene
Volumen berechnet und wurde entsprechend bei der Berechnung der Aktivitat berticksichtigt. Nach
Ende des Standardaktivitatstests nach 60 min wurden die Perlen mit Reaktionspuffer 3 gewaschen
und wieder im Standardtest eingesetzt.

Die Immobilisatperlen wurden zwischen dem 1. und 2. Ansatz und zwischen dem 4. und 5. Ansatz

jeweils 24 h in Reaktionspuffer 3 bei 4 °C gelagert.

2.8.2.2 Acrylamidimmobilisat

Es wurde ein Acrylamidimmobilisat wie unter 2.7.2 beschrieben hergestellt und der etwa 1 mm dicke
Polymerfilm mit einem Skalpell in Sticke von etwa 5 mm Kantenldnge zerschnitten. Der
Standardaktivitatstest wurde wie unter 2.5.8 durchgefiihrt, wobei 0.547 g eines 4 Tage bei 4 °C
gelagerten Immobilisats im Standardtest mit Reaktionspuffer 2 eingesetzt wurden. Zwischen der 3.
und 4. Umsetzung und der 5. und 6. Umsetzung wurde das Immobilisat fir 20 h bei 4 °C in

Reaktionspuffer 2 gelagert.

2.8.3 Absatzweise Reaktionsfiihrung mit kontinuierlicher Substratzugabe (fed-
batch)

2.8.3.1 Umsatz mit freien Zellen

Fir den Einsatz freier Zellen in einer absatzweisen Reaktionsfiihrung mit kontinuierlicher Zudosage
von Substrat wurde ein 2| Glasreaktor (HWS, Mainz, D) verwendet. Dieser wurde Uber den
Temperiermantel mit einem Wasserbad auf 17 °C temperiert. Fir die Umsetzung wurde 25 g BFM in
500 ml Reaktionspuffer 1 suspendiert und in den Reaktor eingefllt. Als konstanter Zulauf ber eine

Schlauchpumpe (s. Abschnitt 2.8) wurde reines Propionitril zugegeben. Die Zulaufrate wurde auf 0.04
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ml/min eingestellt, wobei sich nach Start des Versuches ein Vollumsatz des Nitrils bis zur
Propionsaure einstellte. Zur Kontrolle wurden in regelmaRigen Absténden auf die gleiche Weise wie
im Standardansatz (s. Abschnitt 2.5.8) Proben gezogen. Der Zulauf wurde nach 140 h gestoppt.
Danach wurde der Ansatz weitere 40 h ohne Nitrilzugabe gerlhrt, bis kein Nitril im Ansatz mehr
nachweisbar war. Nach Zentrifugation und Waschen der Zellen mit Reaktionspuffer 1, wurden die

Zellen erneut, wie zuvor beschrieben, eingesetzt.

2.8.3.2 Umsatz mit Alginatimmobilisat

Es wurden 100 ml Alginatimmobilisat wie unter 2.7.1 beschrieben hergestellt. Dazu wurden 25 g BFM
in 25 ml Reaktionspuffer 2 suspendiert und mit 50 ml Alginatlésung gemischt. Nach dem
Immobilisieren wurden die Zellen in Reaktionspuffer 2 mit 0.05 % (w/v) CaCl, fur 48 h gelagert.

Der unter Abschnitt 2.8 beschriebene Membranreaktor wurde mit 200 ml Reaktionspuffer 3 und 50 ml
Immobilisat gefillt. Der Reaktor wurde mit 300 Upm gerthrt und auf 17 °C temperiert. Der Zulauf mit
reinem Propionitril wurde zu Beginn des Versuches auf 0.1 ml/min eingestellt. Nach 300 min wurde
der Zulauf auf 0.02 ml/min eingestellt. Der Zulauf wurde nach 145 h gestoppt, als Propionitril in der
Reaktionsldsung nachgewiesen werden konnte. Nach 180 h wurde der Versuch beendet und der
Reaktor Uber die untere Ablaléffnung entleert, wobei das Immobilisat durch eine Gazemembran
zurlckgehalten wurde. Dann wurde das Immobilisat 2 Mal mit je 200 ml Reaktionspuffer 3
gewaschen. Der Reaktor wurde dann wieder mit 200 ml Reaktionspuffer 3 aufgeflllt, und der Ansatz
wie oben beschrieben wiederholt, wobei der Zulauf zu Beginn auf 0.015 ml/min eingestellt wurde.
Nach 190 h wurde der Zulauf unterbrochen und das Immobilisat wie oben beschrieben gewaschen
und wiederverwendet.

Bei der dritten Wiederverwendung wurde der Zulauf mit 0.015 ml/min gestartet und nach 16 h auf 0.01
ml/min eingestellt. Nach 60 h wurde der Zulauf gestoppt. Der Verlauf der Konzentrationen der

Reaktanden wurde bis 100 h ProzefRzeit ohne Nitrilzugabe weitergemessen.

2.8.4 Absatzweise Reaktionsfiihrung mit Alginatimmobilisat mit
diskontinuierlicher Substratzugabe

Um die Art der Inaktivierung der Nitrilhydratase zu untersuchen, wurden Zellen mit reduzierter
Nitrilhydrataseaktivitat durch eine Nitrilumsetzung hergestellt, und das Proteinmuster im Rohaufschluf
mit dem von freien Zellen verglichen.

Die Herstellung des fir den Versuch verwendeten Alginatimmobilisats erfolgte wie unter 2.7.1
beschrieben. Es wurden 2.94 g BFM eingesetzt und insgesamt 23 ml Immobilisatperlen hergestellt.

Es wurde der Standardaktivitatstest mit Immobilisat so abgeéndert, dall in 50 ml Reaktionsvolumen im
Glasreaktor 4 ml dieses Immobilisates in Reaktionspuffer 3 vorlagen. Zum Start der Reaktion und
nach 5, 10, 15 und 20 min wurden jeweils 338 pl reines Propionitril zugegeben. Die Probenahme
erfolgte so, dal entsprechend dem Probenvolumen auch das Immobilisat aus dem Reaktionsansatz
entfernt wurde, um Volumenfehler zu vermeiden. Die Proben wurden nach 0, 1, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 13,
15, 16, 18, 20, 21, 23, 25, 30, 45, 60 und 120 min entnommen und analysiert. Die Reaktion wurde
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nach 125 min beendet und das Immobilisat mit Reaktionspuffer 3 gewaschen. Danach wurden 2 mi
des verbliebenen Immobilisats im Standardansatz (s. Abschnitt 2.5.8) ohne Immobilisatentnahme 2
weitere Male eingesetzt.

Um zu untersuchen, ob die Nitrilhydratase durch die durchgefiihrte Reaktion oder durch einen
proteolytischen Abbau inaktivierte, wurden nach dem mehrfachen Einsatz die Zellen mit
Reaktionspuffer 1 aus dem Alginat herausgel6st und mit einer Eppendorf Tischzentrifuge (Eppendorf,
Hamburg, D) abzentrifugiert. Nach Resuspendieren des Pellets und einem weiteren Reinigungsschritt
mit Reaktionspuffer 1 und anschlieRendem Abzentrifugieren wurden die Zellen aufgeschlossen (s.
Abschnitt 2.5.10.1), und der Rohaufschlu mittels Gelelektrophorese (s. Abschnitt 2.5.10) und einer

quantitativen Auswertung des Proteingehalts der Zellen bezlglich der Nitrilhydratase analysiert.

2.8.5 Kontinuierlicher Festbettreaktor mit Alginatimmobilisat

Fir den Einsatz von Immobilisat im Festbettreaktor wurde eine Pharmaciasaule (s. Abschnitt 2.8)
verwendet. Es wurde die Nitrilhydratase- und der Amidasereaktion jeweils gesondert betrachtet die

nachfolgend beschriebenen Bedingungen fir die Umsetzung eingestellt.

2.8.5.1 Nitrilhydrataseansatz

Es wurde wie unter 2.7.1 beschrieben Immobilisat hergestellt (6 g BFM in 40 g Immobilisat). Dieses
zeigte im Standardaktivitatstest eine spezifische Aktivitdt von 14222 U/g BTM fur die Nitrilhydratase
und 301 U/g BTM fur die Amidase. Die Saule wurde mit 17 g Immobilisat befiillt und auf 6 °C
temperiert. In den ersten 24 h wurde die Substratldsung mit einer Schlauchpumpe zudosiert. Dann
wurde diese Pumpe aufgrund starker Schwankungen in der Flierate durch die unter 2.8
beschriebene Kolbenpumpe ersetzt und im weiteren die zugegebene 100 mM Propionitrilldsung in
Reaktionspuffer 3 mit einer FlieRrate von 20 ml/h Gber die Saule gepumpt. Aus dem Ablauf des
Festbettreaktors wurde in regelmaflligen Abstdnden Proben gezogen und analysiert. Nach 276 h
wurde 500 mM Propionitrilldsung zugepumpt. Nachdem kein Produkt mehr im Ablauf nachweisbar
war, wurde nach 74 h der Zulauf wieder auf 100 mM Propionitril umgestellt. Nach weiteren 90 h wurde
der Versuch beendet.

3 ml des verwendeten Immobilisats wurde mit Reaktionspuffer 3 gewaschen und anschlielRend im

Standardansatz auf Aktivitat getestet.

2.8.5.2 Amidaseansatz

Es wurde wie unter 2.7.1 beschrieben Immobilisat (3 g BFM in 20 g Immobilisat) hergestellt und nach
einer Lagerzeit von 7 Tagen bei 4 °C in Reaktionspuffer 3 verwendet. Im Standardtest ergab sich eine
Aktivitat von 31 U/g BTM fir die Amidase. Eine Pharmaciasaule (s. Abschnitt 2.8) wurde mit 25 ml
Immobilisat befillt und auf 30 °C temperiert. Mit der unter 2.8 beschriebenen Kolbenpumpe wurde 100

mM Propionamidlésung in Reaktionspuffer 3 mit einer FlieBrate von 1 ml/h Uber die Saule gepumpt.
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Aus dem Ablauf des Festbettreaktors wurden in regelmafigen Abstdnden Proben gezogen und
analysiert. Nach 129 h wurde die Flierate auf 3 ml/h erhéht. Nach 474 h wurde eine 500 mM
Propionamidlésung zugepumpt. Nachdem kein Produkt mehr im Ablauf der Saule zu finden war,
wurde nach 125 h der Zulauf wieder auf 100 mM Propionitril zuriickgestellt. Nach weiteren 579 h

wurde der Versuch beendet.

2.8.6 Kontinuierliche Reaktionsfiihrung mit Alginatimmobilisat

Fir die Umsetzungen unter kontinuierichem Mediumszu- und -ablauf wurde der unter 2.8
beschriebene Membranreaktor verwendet. Als Zulaufpumpe wurde die unter 2.8 beschriebene
Kolbenpumpe eingesetzt, als Ablaufpumpe wurde die unter 2.8 beschriebene Schlauchpumpe
verwendet. Es wurde sowohl Propionitril als auch Propionamid als Zulauf verwendet. Fir die beiden

Versuche wurden die nachfolgend beschriebenen Bedingungen fiir die Umsetzung eingestellt.

2.8.6.1 Propionitrilumsetzung

Fir den Versuch wurde Immobilisat wie unter 2.7.1 beschrieben hergestellt. Es wurden hierbei 20.1 g
BFM zur Herstellung von 100 ml Immobilisat verwendet. Das frisch hergestellte Immobilisat hatte ein
spezifische Aktivitat von 7014 U/g BTM fir die Nitrilhydratase und 136 U/g BTM fiur die Amidase, was
einer Aktivitat von 7512 U im Reaktor unter den Bedingungen des Standardaktivitdtstests entsprach.
Da die Reaktionstemperatur auf 6 °C eingestellt wurde, war die beobachtbare Aktivitat, bei einer Gber
die Temperaturabhangigkeit der Nitrilhydratasereaktion abgeschéatzten Aktivitat, etwa 3756 U. 24 ml
dieses Immobilisats wurden im Membranreaktor in 100 ml Gesamtvolumen bei 6 °C in Reaktionspuffer
3 eingesetzt, was einer BTM von 10.7 g/l entsprach. Der Rihrer wurde auf 300 Upm, der Zulauf von
120 mM Propionitril in Reaktionspuffer 3 wurde auf 250 ml/h eingestellt. Nach 21 h wurde der Zulauf
auf 400 ml/h erhdht. Nach einer Laufzeit von 45 h wurde der Ansatz bei konstantem Zulauf fir 3 h
abgedunkelt, um den EinfluR von Licht auf die Nitrilhydratasereaktion zu beobachten. Nach einer
Reaktionszeit von 113 h wurde der Zulauf auf 200 ml/h und nach 150 h auf 100 ml/h herabgesetzt.

Der Versuch wurde nach 214 h beendet.

2.8.6.2 Propionamidumsetzung

Fir den Versuch wurde Immobilisat wie unter 2.7.1 beschrieben hergestellt. Es wurden hierbei 8.03 g
BFM zur Herstellung von 50 ml Immobilisat verwendet. Im Standardaktivitatstest wurde eine
spezifische Aktivitdt von 323 U/g BTM fur die Amidase gemessen. 48 ml dieses Immobilisats wurden
im Membranreaktor in 158 ml Gesamtvolumen bei 30 °C in Reaktionspuffer 3 eingesetzt. Die Riihrung
wurde auf 300 Upm, der Zulauf von 100 mM Propionamid in Reaktionspuffer 3 wurde auf 0.73 ml/min
eingestellt. Nach 380 h wurde der Zulauf auf 0.43 ml/min verringert. Der Versuch wurde nach 1330 h

beendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Klassifizierung des verwendeten Stammes

Zur genauen Klassifizierung des Stammes LU8207 wurde eine Stammbestimmung mittels 16S rDNA-
Sequenzvergleich durchgefiihrt (s. Abschnitt 2.3.2). Dazu wurde eine Komplettsequenzierung der 16S
rDNA, wie unter 2.3 beschrieben, vorgenommen.

Uber die beschriebenen (s. Abschnitt 2.3.2.5) Programme zum Vergleich der Sequenzen wurde eine
99%ige ldenditat mit Rhodococcus erythreus bestimmt. Eine 98%ige Ubereinstimmung ergab sich zu
Norcardia calcerea. Es wurde ein Stammbaum fir die Beschreibung der Verwandschaftsverhaltnisse

der vergleichbaren Stamme erstellt. Dieser wird in Abbildung 3.1 dargestellt.

Rhodococcus koreensis DNP 505

Nocardioides simplex ATCC 1956

Rhodococcus erythropolis DSM 13002
Rhodococcus sp. J 32

Nocardia calcarea DSM 43188

Rhodococcus erythropolis DCL 14

Rhodococcus erythreus DSM 43066

Rhodococcus globerulus DSM 4954

Rhodococcus globerulus PWD 1
Rhodococcus coprophilus DSM 43347

Rhodococcus rhodochrous 1829

Rhodococcus pyridinovorans PDB 9

Nocardia corynebacteroides DSM 201

Nocardia vaccinii DSM 43285

—‘: Nocardia beijingensis AS 4.1521

Nocardia farcinica ATCC 3318

[ Rhodococcus fascians D 188

L

Rhodococcus luteus DSM 43673

Rhodococcus marinonascens DSM 43752

oo Rhodococcus opacus GM 29

Abbildung 3.1: Stammbaumeinordnung des verwendeten Mikroorganismus in die Gattung
Rhodococcus
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Eine parallel durchgefiihrte taxonomische Bestimmung des Stammes durch die DSMZ ergab eine
Klassifizierung als Rhodococcus erythropolis. Dabei wurden zusatzlich die Morphologie,

Chemotaxonomie und die molekularbiologische Klassifizierung untersucht.

Die Morphologie von Rhodococcus erythropolis DSM 13002 zeigt kurze verzweigte Hyphen, die im
Alter in Stdbchen und Kokken zerfallen. Die Kolonien auf Agarplatte wurden als glédnzend, hell
beigerot beschriecben mit RAL 3012. Des weiteren wurden die Aminosduren des
Peptidoglucangeriistes analysiert. Dabei wurde als Hauptbestandteil die meso-Diaminopimelinsaure
identifiziert, die flir Angehorige der Gattung Rhodococcus typisch ist. Eine Extraktion der Mycolsauren
des Stammes ergab im Bezug auf die Kettenlange (Cs;; — Cg) und im Vergleich der
Chromatogrammmuster hohe Ahnlichkeit zu Rhodococcus erythropolis. Das Fettsduremuster der
Membran zeigte unverzweigte gesattigte und ungesattigte Fettsduren und zudem
Tuberculostearinsaure, welche fir die Vertreter Rhodococcus und ihre nahen Verwandten wie
Mycobacterium, Nocardia und Gordonia charakteristisch ist. Das Fettsauremuster wurde mit Eintragen
in Datenbanken verglichen und die Ubereinstimmung mit den Daten von Rhodococcus erythropolis
festgestellt. Zudem wurde auch hier eine Teilsequenzierung der 16S rDNA (ca. 500 bp) durchgefiihrt
und eine Homologie (>99.5 %) mit Rhodococcus erythropolis festgestellt.

Der Stamm wurde von der DSMZ als apathogener Rhodococcus erythropolis mit Risikogruppe 1
eingestuft und erhielt die Nummer DSM 13002.

3.2 Kultivierung von Rhodococcus erythropolis DSM 13002

Um den Stamm Rhodococcus erythropolis DSM 13002 auf seine nitrilverseifenden Eigenschaften hin
zu untersuchen, wurde eine geeignete Menge an Biomasse hergestellt. Dazu wurden in
Schittelkolbenexperimenten erste Daten Uber den Verlauf der Kultivierung gewonnen. Mittels einer
Kultivierung im Bioreaktor sollte daraufhin eine gréfiere Menge an Biomasse fiur die Charakterisierung
und die Untersuchungen zum Einsatz als Ganzzellkatalysator bei verschiedenen Prozel}fiihrungen

hergestellt werden.

3.2.1 Kultivierung im Schiittelkolben

Mit dem unter 2.4.1.3 beschriebenen Medium 1 und unter den in 2.4.2 beschriebenen Bedingungen
wurden erste Versuche zur Kultivierung der Zellen des Stammes DSM 13002 mit 1 | Mediumvolumen
in einem 5 | Erlenmeyerkolben mit Schikanen durchgefiihrt. Dabei wurde das Wachstum anhand des
Verlaufes der optischen Dichte (OD), der Biotrockenmassekonzentration (BTM) und die Ammonium-
und Glucosekonzentration im Medium Uber die Prozelizeit verfolgt. Als Vorkultur fur das Animpfen
wurden 50 ml einer 12 h in diesem Medium (s. Abschnitt 2.4.1.3 Medium 1) und unter den unter 2.4.2
beschriebenen Bedingungen inkubierten Kultur verwendet. Es ergaben sich die in Abbildung 3.2

dargestellten Verlaufe der Zustandsvariablen tber die Prozelzeit:
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Abbildung 3.2: Verldufe der optischen Dichte, Biotrockenmassekonzentration, Glucosekonzentration
und Ammoniumkonzentration Uber die ProzefRzeit bei einer Kultivierung des Stammes Rhodococcus
erythropolis DSM 13002 im 5 | Schiittelkolben bei einem Mediumsvolumen von 1 I. Es wurde das
Medium 1 mit 3 g/l Hefeextrakt (s. Abschnitt 2.4.1.3) verwendet und bei 30 °C auf einer
Schittelmaschine bei 120 Upm inkubiert. Als Animpfkultur wurden 50 ml einer unter denselben
Bedingungen 12 h gewachsene Kultur eingesetzt.

Die Messung des pH- Wertes vor und nach der Inkubation ergab einen Anstieg von pH 7.2 auf pH 7.8.
Die Zellen zeigten zunadchst eine stabchen- bzw. kokkenférmige Morphologie wahrend der
exponentiellen Phase, in der stationaren Phase verklumpten sie jedoch zu gréReren, mycelartigen
Agglomeraten. Die Kultur wuchs Uber die ProzelRzeit submers mit einer orangenen Farbung.

Fur die Werte der Biotrockenmassekonzentration war ein exponentieller Zuwachs ab dem Zeitpunkt
des Animpfens zu erkennen. Die optische Dichte zeigte hingegen eine Beschleunigungsphase, also
ein nicht konstant exponentielles Anwachsen der Zellen von etwa drei Stunden.

Die Biotrockenmassekonzentration und die optische Dichte zeigten in der exponentiellen
Wachstumsphase einen synchronen Verlauf und es wurde eine spezifische Wachstumsrate beziiglich
der Biotrockenmassekonzentration von y = 0.16 h” bestimmt.

Aus dem in Abbildung 3.2 dargestellten Verlauf der Glucosekonzentration war zu erkennen, daR die
Konzentration an Glucose bis zum Ende der exponentiellen Phase kaum abnahm. Zu Beginn der
Anzucht lag die Konzentration an Glucose bei 2 g/l, wobei dann zu Beginn der stationaren Phase nach

24 h immer noch 1.5 g/l im Medium vorlagen. Anscheinend wurde dann in der stationdren Phase die
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Glucose von den Zellen verstarkt als C-Quelle genutzt. Zum Ende der Anzucht nach 27 h waren noch

1.2 g/l Glucose im Medium.

Es wurden 2 g/l Ammoniumsulfat eingesetzt, was einem Ammoniumgehalt von 0.54 g/l entspricht. Es
zeigte sich, dall die eingesetzte Menge an Ammonium im Medium zu Beginn der Kultivierung trotz
geeigneter Kalibrierung der Analytik nicht nachweisbar war. Wie aus Abbildung 3.2 zu ersehen ist,
konnten zu Beginn der Kultivierung nur etwa 0.2 g/l nachgewiesen werden. Zudem kam es Uber den
Prozellverlauf zu einem Anstieg der Ammoniumkonzentration auf einen Wert von 0.5 g/l nach 27 h
Prozel3zeit.

Als Erklarung fir den Anstieg der Ammoniumkonzentration wurde angenommen, da® Hefeextrakt als
Kohlenstoffquelle verwertet wurde. Dieses besteht zu einem groRen Teil aus Aminosauren, von denen
das Kohlenstoffgeriist abgebaut und das dabei anfallende Ammonium in das Medium abgegeben

werden kann.

Der Versuch wurde nach 27 h abgebrochen, nachdem zuvor 5 h kein Anstieg der
Biotrockenmassekonzentration gemessen wurde. Die Biotrockenmassekonzentration lag nach 27 h

bei 1.1 g/l. Die optische Dichte lag zu diesem Zeitpunkt bei OD = 9.

Zu diesem Zeitpunkt war Glucose nicht limitierend fir das Wachstum. Es wurde daher angenommen,
dall eine fir das Wachstum der Mikroorganismen notwendige Komponente des Hefeextrakts

aufgebraucht war.

3.2.2 Kultivierung im Riihrreaktor

Um fur die Untersuchung des Biokatalysators eine gré3ere Mengen an homogener Zellmasse zu
erhalten, wurde der Stamm Rhodococcus erythropolis DSM 13002 in einem Rihrkesselbioreaktor mit
einem Fullvolumen von 70 | Medium 1 kultiviert.

Dabei konnten durch die Mdglichkeit der Regelung von Begasung, Temperatur, Rihrung und pH-Wert
definierte Bedingungen fiir die Kultivierung eingestellt werden, was in den Versuchen mit einer
Kultivierung im Schittelkolben so nicht méglich war. Durch die angeschlossene Abgasanalyse der
Reaktorabluft konnten zudem weitere Aussagen Uber das Wachstum der Biomasse bei der

Kultivierung erhalten werden.

Im ersten ProzeRabschnitt sollten die Experimente aus den Schittelkolbenversuchen nachvollzogen
werden. In einem zweiten Prozefabschnitt sollte untersucht werden, ob durch die Zugabe von
Hefeextrakt und Ammoniumsulfat das Wachstum wieder gestartet und somit hdhere
Zellkonzentrationen erreicht werden kénnen.

Der Versuch wurde wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben durchgefuhrt. Es ergaben sich die in Abbildung

3.3 dargestellten Anderungen der gemessenen Parameter (iber die ProzeRzeit.
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Abbildung 3.3: Verlaufe uber die ProzeRzeit fir die Optische Dichte, Biotrockenmassekonzentration,
Glucosekonzentration und Ammoniumkonzentration (a), die Sauerstoffsattigung in der Kulturflissigkeit
und Abluftanalyse (b) und die Aktivitdt der Enzyme bei einer Kultivierung des Stammes Rhodococcus
erythropolis DSM 13002 im 100 | Bioreaktor bei einem Mediumsvolumen von 60 |. Es wurde das
Medium 1 (s. Abschnitt 2.4.1.3) verwendet und bei 30 °C und einem pH-Wert von 7.2 kultiviert. Die
Kultur wurde mit 10 NI/min bellftet, bei einer Rihrerdrehzahl von 150 Upm. Als Animpfkultur wurden 5
| einer unter denselben Bedingungen 12 h im Erlenmeyerkolben gewachsenen Kultur eingesetzt. Zu
den mit Pfeilen markierten Zeitpunkten erfolgte die Zugabe von Hefeextrakt und Ammonium.
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Im Bioreaktor erfolgte kein vollstdndiges submerses Wachstum Uber die ProzeRzeit. Durch die
Begasung kam es zu heftigem Schaumen der Zellsuspension besonders zum Ende der
exponentiellen Wachstumsphase, was zu einem Austragen von Biomasse in die Spritzzone an die
Wand des Bioreaktors oberhalb der Flissigkeit fuhrte.

Als Antischaummittel wurde Ucolub mehrfach zu der Kulturbrihe zugegeben, was das starke

Schaumen allerdings jeweils nur fur wenige Minuten unterdriicken konnte.

Der Verlauf des Wachstums im Bioreaktor tber 27.5 h entsprach sehr gut dem Wachstum der Zellen
im Schuttelkolben (s. Abbildung 3.2). Die optische Dichte lag nach 28 h etwa bei einem Wert von
OD=6, die Biotrockenmassekonzentration bei etwa 1 g/l. Es ergab sich eine spezifische
Wachstumsrate von p = 0.2 bezogen auf die Biotrockenmassekonzentration in der exponentiellen

Wachstumsphase in der Prozef3zeit von 5-15 h.

Wie schon im Schittelkolbenversuch, war innerhalb der ersten 27.5 h ProzefRzeit auch hier keine
vollstdndige Verstoffwechslung der Glucose zu beobachten. Nach dem Ende der exponentiellen

Phase nach lagen nach 28 h ProzeRRzeit noch 1.2 g/l Glucose im Medium vor.

Die gemessene Ammoniumkonzentration (Abbildung 3.3a) zeigte in den ersten 27.5 h einen zum
Schittelkolbenexperiment vergleichbaren Verlauf, wobei auch hier zu Beginn der Kultivierung nur eine

Ammoniumkonzentration von etwa 0.25 g/l vorlag, die dann bis auf 0.6 g/l nach 27.5 h anstieg.

Bereits im Schittelkolbenversuch wurde eine Limitierung durch einen Bestandteil des Hefeextraktes
oder auch eine eventuelle Stickstofflimitierung als Grund fur die Stagnation des Wachstums vermutet,
wie dies auch bei der Kultivierung im Bioreaktor nach etwa 24 h eintrat. Durch Zugabe von
Hefeextrakt und Ammonium nach 27.5 h und 38.5 h konnte das Wachstumsverhalten weitergehend
untersucht werden. Dabei sollte das zugegebene Ammoniumsulfat einer eventuellen
Stickstofflimitierung durch das Verdinnen der Kulturldsung entgegenwirken. Dennoch sank nach
Zugabe der Losungen jeweils die Ammoniumkonzentration stark ab auf einen Wert von 0.42 g/l und
0.23 g/l. Innerhalb der folgenden 8-10 h nach der jeweiligen Zugabe stieg dann die
Ammoniumkonzentration wieder bis auf einen Wert von etwa 0.62 g/l an, weshalb angenommen

wurde, dald wahrend der gesamten Kultivierung keine Sticktofflimitierung vorlag.

Sofort nach der ersten Zugabe von Hefeextrakt/Ammoniumsulfat-Lésung stieg die optische Dichte und
die Biotrockenmassekonzentration wieder an. Dieser Wachstumsschub hielt etwa 8-10 h an, dann
wurde erneut ein Verlangsamung des Wachstum festgestellt. Die Biotrockenmassekonzentration stieg
zu diesem Zeitpunkt noch leicht an. Nach der zweiten Zugabe nach 38.5 h konnte das Wachstum
erneut beschleunigt werden. Zum Ende der Kultivierung nach einer Prozel3zeit von 55 h lag dann die
Biotrockenmassekonzentration bei 5 g/l, die OD bei einem Wert von OD = 40. In der exponentiellen
Wachstumsphase nach 7 h Prozel3zeit war das Verhaltnis von OD zu BTM bei 2.5 - 2.7. In der
Ubergangsphase zur stationdren Phase nach 12 h lag dieser Wert bei 4.5, in der stationdren Phase
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dann bei einem Wert von mehr als 5. Diese Schwankung im Verhaltnis von OD/BTM Iaft sich durch
den Dimorphismus der Zellen vom einzelligen Wachstum zum mycelartigen Agglomerieren erklaren,
da die optische Dichte durch Streuung durch groRe Agglomerate stark beeinflu3t wird.

Zudem wurde besonders zum Ende der Kultivierung nach 45 h durch Schaumbildung Biomasse aus
der Zellsuspension ausgetragen und setzte sich an der Wand des Bioreaktors ab, was sowohl bei der
Messung der OD als auch der TS in den letzten Stunden der Kultivierung zu geringe Werte ergab.
Dabei war die Schaumbildung so heftig, dal der Versuch auch aufgrund der Gefahr eines

Uberschdumens nach 52.5 h abgebrochen wurde.

Nach der ersten Zugabe der Hefeextrakt/Ammoniumsulfat-Lésung nach 27.5 h ging der
Glucoseverbrauch auf einen geringeren Wert als in der vorhergehenden stationaren Phase zuriick,
wobei diese jedoch in der stationaren Phase des Wachstums verstoffwechselt wurde. Dieser Effekt
war nach der zweiten Zugabe nur sehr schwach ausgepragt, wobei hier die Glucosekonzentration bei

0.5 g/l lag. Die Endkonzentration bei Ernte lag bei 0.06 g/l Glucose im Medium.

Die Sauerstoffsattigung der Kulturlésung sollte wahrend der Kultivierung so hoch sein, da} eine
Sauerstofflimitierung der strikt aeroben Mikroorganismen des Stammes Rhodococcus vermieden wird.
Die Sauerstoffsattigung (Abbildung 3.3b) im Medium ging in der ersten exponentiellen Phase nach 10
h ProzeRzeit zuriick auf einen Wert von pO, = 90 %, um in der ersten stationdren Phase nach etwa 20
h wieder auf 95 % Sattigung anzusteigen. Jeweils nach Zugabe des Hefeextraktes nach 27.5 h und
38.5 h ging aufgrund des starken Wachstums und der Atmung der Zellen der Sauerstoffgehalt im
Medium zurtick auf einen Wert von pO, = 75 % bzw. pO, = 60 %. In der jeweils anschlielenden
Wachstumsphase stieg die Sauerstoffsattigung des Mediums auf einen Wert von pO; = 95 % an.
Somit war unter den eingestellten Bedingungen fir die RiUhrerdrehzahl und die Zuluftrate Uber die

gesamte ProzefRzeit praktisch keine Sauerstofflimitierung festzustellen.

Auch die Zusammensetzung der Bioreaktorabluft anderte sich aufgrund der hohen Zellatmung nach
der Zugabe des Hefeextraktes. Der Sauerstoffgehalt ging auf 18 % bzw. 17.7 % des Volumenstromes
zurick, der CO,-Gehalt der Abluft stieg auf Gber 1.6 % (s. Abbildung 3.2 b) an. Da sterile Raumluft mit
einem Gehalt von 21 % Sauerstoff und einem Kohlendioxidgehalt von 0.04 % in den Reaktor
eingegeben wurde, wurde also der Sauerstoff wahrend des Wachstums verbraucht und CO, gebildet.
Diese Werte gingen in der anschlieBenden Phase mit einem geringeren Zellwachstum wieder auf die
urspringlichen Werte zurlck, wobei auch diese Parameter zur zeitlichen Abgrenzung der
Wachstumsphasen herangezogen werden konnten. Dabei deuteten des Absinken der
Zustandsvariablen auf die urspriinglichen Werte (s. Abbildung 3.3 b) auf das Erreichen einer

stationaren Phase des Wachstums hin.

Es war somit klar nachzuweisen, dal}, wie bereits im Schuttelkolben festzustellen war (s. Abschnitt
3.2.1), in der ersten Kultivierungsphase mit Medium 1 vorrangig Hefeextrakt als C- und N-Quelle

genutzt wurde. Erst wenn eine der darin enthaltenen Komponenten verbraucht war, wurde verstarkt
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die Glucose verstoffwechselt, wobei jedoch das Zellwachstum und damit auch der
Sauerstoffverbrauch der Zellen stagnierte. Auch die Stickstoff- und Sauerstoffkonzentration war
wahrend der Kultivierung nicht limitierend. Durch die Zugabe von Hefeextrakt konnte das Wachstum
wieder angeregt werden. Es lieRen sich durch die Zufitterung von Hefeextrakt Zellkonzentrationen

von 4-5 g/l BTM erreichen, gegeniiber etwa 1 g/l im Schiittelkolbenexperiment (s. Abschnitt 3.2.1).

Die Kultur wurde Uber eine Durchlaufzentrifuge von der Biomasse abgetrennt (s. Abschnitt 2.4.4). Die

so erhaltene Zellmasse von 1.1 kg wurde flur weitere Versuche eingefroren.

3.3 Charakterisierung der Biomasse beziiglich der Umsetzung von
Propionitril

Die aus der Bioreaktorkultivierung (s. Abschnitt 3.2.2) erhaltene Biomasse wurde fir alle weiteren
Untersuchungen zur Charakterisierung der Schllisselparameter fir die Hydrolyse wie Temperatur und
pH-Wert, sowie der kinetischen Konstanten der Enzyme verwendet. Dabei wurden die fur die Reaktion
optimalen Parameter ermittelt und der Ganzzellkatalysator sowohl als freie Zellen als auch als

Immobilisat auf seine Verwendbarkeit unter verschiedenen ProzeRbedingungen hin untersucht.

3.3.1 Standardaktivitatstest

Zur Charakterisierung der Zellmasse beziiglich ihrer propionitrilverseifenden Eigenschaften wurde
zuerst der unter 2.5.8 beschriebene Standardaktivitatstest entwickelt. Dabei wurde darauf geachtet,
dall sowohl die Reaktion der Nitrilhydratase als auch die vergleichsweise wesentlich langsamere
Reaktion der Amidase in einem Test abgebildet werden konnte. Dies war bei einer
Biotrockenmassekonzentration von 0.2 - 0.7 g/l und einer Substratkonzentration von 100 mM
Propionitril bei 26 °C mdglich. Auch nichtlineare Einflisse auf die Kinetik der Reaktion durch
Agglomeration der eher hydrophoben Zellen und Mischungsprobleme bei der Substratzugabe
aufgrund hoher Biomassekonzentrationen konnten dabei vernachlassigt werden. Es wurde eine
Substratkonzentration von 100 mM fiir den Standardansatz gewahlt, so daf® die Startkonzentration an
Substat im Maximum der spezifischen Anfangsreaktionsraten der jeweiligen Enzymreaktionen (also
mindestens die 5-fache Konzentration des jeweiligen Ky-Wertes) lag, aber nur eine geringe
Limitierung durch die Substratiiberschullhemmung mit einem jeweiligen Ki-Wert von etwa 200 mM (s.
Abschnitt 3.6.1) auftrat.

Die Bestimmung der Anfangsreaktionsraten erfolgte unter Vernachlassigung der Inaktivierung und der
Produktentstehung in dem Zeitraum der jeweiligen Reaktion, was aufgrund der Untersuchungen zur
Inaktivierung der Enzyme (s. Abschnitt 3.3.5) und den gemessenen Konzentrations-Zeit-Verlaufen (s.
Abbildung 3.26) begriindete Annahmen waren.

Da fir alle diesbeziglichen Versuche eine schnelle Probennahme mit einem sofortigen Abstoppen
beider Reaktionen notwendig war, wurden die Zellen durch Filtration von der Reaktionslésung

abgetrennt. Eine Probe konnte so innerhalb von 5 sec. enthommen und abgestoppt werden, was
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bezlglich der beobachteten Gesamtreaktion von mehreren Minuten einen geringen Fehler durch die
Weiterreaktion wahrend der Probennahme fihrte. Zudem waren durch den MeRbereich der Analytik
bis in einen Konzentrationsbereich von 300 mM keine Verdinnungsschritte fir die weitere
Aufarbeitung der Proben notwendig, welche zu einem Fehler in den MelRwerten fir die
Konzentrationen der an der Reaktion beteiligten Komponenten hatten fihren kénnen.

Die MeRwerte von parallel angesetzten Nitrilumsetzungen zeigten untereinander eine Abweichung
von maximal 5 % bezlglich der aus den gemessenen Konzentrations-Zeit-Verldufen bestimmten
spezifischen Aktivitdt, wobei der Fehler hauptsachlich auf der Seite der Bestimmung der
Biotrockenmassekonzentration (s. Abschnitt 2.5.2) lag. Die Konzentrationsbestimmung durch die

HPLC-Messung zeigte eine Abweichung von 1 % bei Mehrfacheinspritzung.

3.3.2 Korrelation der Biomassekonzentration mit der Zellzahl und der
Biotrockenmassekonzentration

Zur Abschatzung der Biotrockenmassekonzentration (BTM) aus Reaktionsansatzen, von denen nur
die eingesetzte Biofeuchtmassekonzentration (BFM) bekannt war, wurde der Korrelationsfaktor
zwischen BFM, BTM und der Zellzahl bestimmt.

Es wurden in Reaktionspuffer 1 eine Zellsuspension mit 2 g/l BFM hergestellt.

Die Doppelbestimmung der BTM (s. Abschnitt 2.5.2) ergab einen Mittelwert von 0.442 g/l im Ansatz
bei einer Abweichung von 2 %. Die optische Dichte lag bei einer Dreifachbestimmung (s. Abschnitt
2.5.1) bei OD = 1.956 bei einer Abweichung von 2 %. Mittels einer Helberkammer (s. Abschnitt 2.5.2)
wurden die Zellen in der Zellsuspension ausgezahlt. Danach waren 8*10° Zellen/ml im Ansatz. Eine
Dreifachbestimmung dieses Wertes ergab eine Abweichung von 3 %.

Es ergab sich somit fir Ruhezellen in Reaktionspuffer 1 ein Verhaltnis von 1:1 fir BFM:OD und von
444 fir das Verhaltnis OD:BTM. Dieser Wert wurde spater fir die Berechnung der
Biotrockenmassekonzentration in den Versuchen mit immobilisierten Zellen bei bekannter

Biofeuchtmassekonzentration verwendet.

3.3.3 Bestimmung des pH-Optimums der Enzymreaktionen

Zur Bestimmung des pH-Optimums der jeweiligen Enzymreaktion wurde, wie unter 2.6.2 beschrieben,
sowohl das pH-Optimum fir die spezifische Aktivitat der Nitrilhydratase als auch der Amidase bei
einer jeweiligen Substratkonzentration von 100 mM bestimmt. Es ergaben sich die in Abbildung 3.4

dargestellten Aktivitatsverlaufe fir die Anfangsreaktionsraten der Enzyme.
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Abbildung 3.4: Darstellung der Abhangigkeit der Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase und der
Amidase in freien, ruhenden Zellen von dem pH-Wert. Die Bedingungen fiir die Reaktion waren die
des Standardaktivitatstests (s. Abschnitt 2.5.8) bei 26 °C. Die eingesetzte Substratkonzentration fir
die Reaktionen lag bei 100 mM Propionitril fur die Nitrilhydratasereaktion bzw 100 mM Propionamid
fur die Amidasereaktion unter Verwendung eines 50 ml Glasreaktors mit 25 ml Mediumsvolumen. Die
Zellen wurden vor Beginn des Versuches fiir 5 min bei dem jeweiligen pH-Wert vorinkubiert und dann
die Reaktion gestartet.

Die spezifische Aktivitdt der Nitrilhydratase zeigte ein ausgepragtes Optimum bei pH 9.5, war aber
noch bei pH 10.5 aktiv. Bei pH 6 war sie inaktiv.

Die spezifische Aktivitat der Amidase zeigte ein eher breites Optimum zwischen pH 7.2 und pH 8.5.
Die Amidase war, anders als die Nitrilhydratase, auch noch bei pH 6 aktiv.

Ein parallel angesetzter Versuch ohne Zellzugabe zeigte keine Zersetzung des Substrates bei den
jeweiligen pH-Werten und Reaktionszeiten.

Fir die Gesamtreaktion wurde ein pH-Wert angestrebt, der fir die Amidase, dem weniger aktiven
Enzym also, geeignet war. Aufgrund der vorliegenden Daten (s. Abbildung 3.4) konnte dieser somit
kein pH-Wert oberhalb von pH 8 sein. Zur Verwendung im Standardaktivitatstest wurde daher ein pH-
Wert von 7.2 gewahlt, da auch das Endprodukt der Gesamtreaktion, Ammoniumpropionat, in diesem
Bereich pufferte. Ein anderer pH-Wert wirde bei hohen Produktkonzentrationen zu einer pH-
Verschiebung wahrend der Reaktion flihren oder zumindest einen héheren Regelungsaufwand fiir den
angestrebten Prozeld bedeuten. Zudem wiirde fir die spatere Aufarbeitung des Produkts eine Titration
notwendig werden, was eine zusatzliche Salzmenge anfallen lassen wirde. Auferdem wurden
Versuche zur Stabilitdt der Nitrilhydratasereaktion bei Lagerung bei verschiedenen pH-Werten
durchgefuhrt (s. Abschnitt 3.3.5) und es konnte eine wesentlich schlechtere Stabilitdt bei pH 9
gegenuber pH 7.2 festgestellt werden.
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3.3.4 Bestimmung des Temperaturoptimums der Enzymreaktionen

Die optimale Temperatur fir die Reaktionen der beiden Enzyme im Ganzzellsystem wurde wie unter
2.6.1 beschrieben bestimmt. Dazu wurden die Anfangsreaktionsraten der jeweiligen Enzymreaktionen
bei der untersuchten Temperatur im Standardaktivitatstest ermittelt. Die erhaltenen spezifischen
Reaktionsraten wurden in Abbildung 3.5 gegen die Zeit aufgetragen.
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Abbildung 3.5: Darstellung der Abhangigkeit der Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase und der
Amidase in freien, ruhenden Zellen von der Temperatur. Die Bedingungen fur die Reaktion waren die
des Standardaktivitatstests (s. Abschnitt 2.5.8) bei pH 7.2. Die eingesetzte Substratkonzentration fur
die Reaktionen lag bei 100 mM Propionitril fir die Nitrilhydratasereaktion bzw 100 mM Propioniamid
fir die Amidasereaktion unter Verwendung eines 50 ml Glasreaktors mit 25 ml Mediumvolumens. Die
Zellen wurden vor Beginn des Versuches fiir 5 min bei der jeweiligen Temperatur vorinkubiert und
dann die Reaktion gestartet.

Es war flr die Nitrilhydratasereaktion ein deutliches Maximum in der Anfangsreaktionsrate bei 26 °C
festzustellen. Bei Temperaturen dartber ging die Anfangsreaktionsrate zurlick. Dabei war in den auf
30 °C temperierten Anséatzen zu beobachten, dal® die Reaktion nicht bis zum Vollumsatz ablief,
sondern nur zu 50 % oder weniger. Die Reaktion blieb dann stehen, was darauf zurtickgefuhrt wurde,
daR die Nitrilhydratase innerhalb weniger Minuten bei dieser Temperatur vollstandig inaktivierte.

Das Optimum der Amidasereaktion lag bei 35 °C, wobei hier die Reaktion noch vollstindig ablief. Bei
Temperaturen oberhalb 40 °C nahm die Anfangsreaktionsrate der Amidase deutlich ab.
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3.3.5 EinfluB der Temperatur auf die Enzymaktivitat ruhender Zellen bei
Lagerung

Um den EinfluR der Temperatur bei der Lagerung des Biokatalysators auf dessen
Anfangsreaktionsrate zu bestimmen, wurde dieser Uber einen Zeitraum von maximal 14 Tagen bei
verschiedenen Temperaturen in Reaktionspuffer 1 gelagert und die Aktivitdt mittels des
Standardaktivitatstests nach definierten Zeitpunkten bestimmt. Es ergaben sich die in Abbildung 3.6

dargestellten Inaktivierungskonstanten bei verschiedenen Temperaturen tber die Zeit (s. 2.6.3):
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Abbildung 3.6: Auftragung des Betrages der Inaktivierungskonstanten k der Nitrilhydratase und der
Amidase Uber der jeweiligen Lagertemperatur. Die ruhenden Zellen wurden in Reaktionspuffer 1 bei
der jeweiligen Temperatur gelagert und die Anfangsreaktionsrate der Enzyme nach 0, 24, 50, 100,
170 und 270 h Lagerung mit dem Standardaktivitatstest bestimmt. Die Inaktivierungskonstanten
wurden durch eine lineare Regression im Programmpaket SigmaPlot (Jandel Scientific) erhalten.

Aus der Abbildung 3.6 ist zu erkennen, dal} bei einer Temperatur von etwa 17 °C beide Enzyme
wahrend der Lagerung in etwa gleich schnell inaktivierten, mit einer Halbwertszeit von 216 h. Die
Nitrilhydratase war, im Gegensatz zur Amidase, bei héheren Temperaturen instabiler, wie bereits die
Messungen zum Temperaturoptimum gezeigt hatten mit einer Halbwertszeit bei 23 °C von 86 h. Bei
Temperaturen unter 10 °C war die Nitrilhydratase deutlich stabiler als die Amidase. Beide Enzyme
zeigten keine Aktivitdtsabnahme bei Lagerung der Biomasse bei —20 °C Uber einen Zeitraum von

mehreren Monaten.
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Aufgrund der Versuche zum pH-Optimum (s. Abschnitt 3.3) und den dabei erhaltenen hohen
Aktivitdten der Nitrilhydratase bei pH-Werten um pH 9, wurde der EinfluR der Lagerung bei diesem
pH-Wert untersucht. Es ergab sich der in Abbildung 3.7 dargestellte Aktivitdtsverlauf fir die
Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase Uber die Lagerzeit.
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Abbildung 3.7: Auftragung der Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase bei Lagerung des
Biokatalysators bei Raumtemperatur tGber den angegebenen Zeitraum in Reaktionspuffer 1 bei dem
angegebenen  pH-Wert. Die  Anfangsreaktionsrate  wurde unter Verwendung des
Standardaktivitatstests bei dem jeweiligen pH-Wert ermittelt.

Es ist zu erkennen, dal} bei einer Lagertemperatur von 21 °C (Raumtemperatur) die Abnahme der
Aktivitdt der Nitrilhydratase bei den verglichenen pH-Werten von pH 7.2 und pH 9 wesentliche
Unterschiede zeigt. Bei dem verwendeten pH-Wert von pH 9 nahm die Aktivitat der Nitrilhydratase
wesentlich schneller ab mit einer Halbwertszeit von 90 h, als bei dem parallelen Ansatz mit pH 7.2 mit
einer Halbwertszeit von 150 h. Die Anfangsreaktionsraten der Nitrilhydratase lagen bei pH 7.2 bei
6700 U/g BTM und bei pH 9 bei 100000 U/g BTM. Am Ende des Versuches zeigte die Nitrilhydratase
des Ansatzes mit pH 7.2 etwa 75 % Verlust bezuglich der Anfangsreaktionsrate, der Ansatz mit pH 9
einen Verlust von 90 %. Somit hatte der hohe pH-Wert bei der Lagerung der Biomasse ebenfalls
einen erniedrigenden EinfluR auf die Lagerstabilitit der Nitrilhydratase, ebenso wie die

Lagertemperatur.

3.3.6 Gefriertrocknung der Zellen

Um die Lagerstabilitdt bei Temperaturen oberhalb des Gefrierpunktes zu verbessern, wurde

untersucht, ob die Zellen gefriergetrocknet werden kénnen und dabei aktiv bleiben.
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Zur Gefriertrocknung der Zellen wurde wie unter 2.6.7 beschrieben vorgegangen. Nach einer
Lagerzeit des Lyophilisats von 14 Tagen bei 4 °C wurde ein Standardaktivitatstest in Reaktionspuffer
1 mit den Zellen durchgefiihrt. Die Anfangsaktivitat der Falle fir die Nitrilhydratase lag bei 7980 U/g
BTM und die der Amidase bei 388 U/g BTM, was fiir die Nitrilhydratase eine Restaktivitat von etwa 80
% bedeutete. Die Amidase zeigte hingegen keine Verluste an Aktivitdt durch die Lyophilisierung. Es
war zu beobachten, dall die gefriergetrocknete Biomasse bei Einsatz in Reaktionspuffer 1 wieder
rehydrierte und kein Protein in der Zellsuspension nachweisbar war, welches mdglicherweise
aufgrund entstandener Schadigungen der Zellmembranen bei der Gefriertrocknung aus den Zellen

ausgetreten ware.

3.3.7 Untersuchung zur Lichtabhangigkeit der Nitrilhydratasereaktion

Wie in der Literatur beschrieben (Endo et al 1999), zeigte auch die in dieser Arbeit untersuchte
Nitrilhydratase eine Abhangigkeit in der Reaktionsrate davon, ob die Biomasse vor und wahrend des
Aktivitatstests im Dunkeln aufbewahrt wurde oder nicht. Dazu wurden, wie unter 2.6.5 beschrieben,
zwei parallele Standardanséatze (s. Abschnitt 2.5.8) mit entsprechender Belichtung im Glasreaktor
bzw. mit einem vollstdndig abgedunkelten Reaktor fir 60 min geriihrt und dann die Reaktion durch
Nitrilzugabe gestartet. Es war zu beobachten, dal’ der Ansatz ohne Belichtung nur 60 % der
Anfangsreaktionsrate des belichteten Ansatzes beziiglich der Nitrilhydratasereaktion zeigte. Die
Amidase zeigte hingegen eine praktisch unveranderte Anfangsreaktionsrate. Die Nitrilhydratase wurde
somit zwar gehemmt, allerdings nicht vollstdndig inhibiert, wie von Endo et al. beschrieben. Daher
wurde besonders darauf geachtet, alle Reaktionen bei geeigneter Beleuchtung durchzufiihren. Dazu

genigte offensichtlich die Exposition der Zellsuspensionen gegeniiber normalem Raumlicht.

3.3.8 Umsetzung von Propionitril bei hohen Substratkonzentrationen und im
Zweiphasensystem

Aus wirtschaftlichen Grinden wére eine Umsetzung von sehr hohen Propionitrilkonzentrationen von
Interesse. Das Substrat Propionitril ist jedoch nur bis zu einer Konzentration von 1.5 M in Wasser
I6slich. Bei hdheren Konzentrationen bildet sich eine zweite organische Phase, wahrend die
Reaktionsprodukte Propionamid und Ammoniumpropionat wesentlich besser 16slich sind. Daher
wurde die Umsetzung von Propionitril bei hohen Konzentrationen und im Zweiphasensystem
untersucht. Dafir wurden Umsetzungen mit freien, lyophilisierten und in Kalziumalginat

immobilisierten Zellen durchgefihrt.
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3.3.8.1 Umsetzung mit freien Zellen

In einem unter Abschnitt 2.6.4.2 beschriebenen Versuch wurden Nitrilkonzentrationen im
Standardansatz gewahlt, die nicht mehr 16slich waren, sondern zur Bildung einer zweiten, organischen
Phase Uber der wassrigen Reaktionslésung filhrten. Dies war ab einer Konzentration von 1.5 M
Propionitril in Losung der Fall.

Bei einem Standardansatz mit freien Zellen in einem solchen 2-Phasen-System war zu bemerken,
daf nur etwa 50 mM Propionitril umgesetzt wurden und dann die Nitrilhydratasereaktion stoppte.
Zudem kam es zu einer Pigmentextraktion der Zellen durch die organische Phase, was zu einem

Ausbleichen der sonst leicht orangen Suspension und einer Gelbfarbung der Nitrilphase flhrte.

3.3.8.2 Umsetzung mit lyophilisierten freien Zellen

Es wurden auch lyophilisierte Zellen (s. Abschnitt 2.6.7) zur Umsetzung von hohen
Propionitrilkonzentrationen im Zweiphasensystem eingesetzt. Dazu wurde in
Eppendorfreaktionsgefallen (Eppendorf, Hamburg, D) reines Propionitrii und mehrere
Wasser/Propionitril Mischungen (1:100, und 1:10 v/v und im stdchiometrischen Reaktionsverhaltnis
4:1 mol/mol) vorgelegt. Es wurden jeweils 0.3 g Lyophilisat zugegeben und dann die Reaktion, wie in
Abschnitt 2.6.4.3 beschreiben, durchgefihrt. Es wurde in den Ansatzen mit 1:10 (v/v) und 4:1
(mol/mol) ein Umsatz von 5-10 mM Propionitril zu Propionamid gemessen. Die Ubrigen Anséatze
zeigten keinen Umsatz. In allen Ansatzen konnten die Zellen nicht frei suspendiert werden, sondern
verklumpte zu kugeligen Agglomeraten mit einem Durchmesser von etwa 5 mm. Dabei kam es zu
einer Extraktion der Zellwandigmente der Mikroorganismen in die Nitrilphase.

Es war also weder bei freien noch bei lyophilisierten Zellen moglich, Propionitril im Zweiphasensystem

vollstdndig umzusetzen.

3.3.8.3 Umsetzung mit alginatimmobilisierten Zellen

Eine Immobilisierung von Zellen fihrt haufig zu einer Stabilisierung gegentber Lésungsmitteln. Daher
wurde nach der Immobilisierung der Zellen in Kalziumalginat (s. Abschnitt 2.7.1) das Immobilisat in
einem Zweiphasensystem mit Propionitril als organische Phase eingesetzt.

Die Umsetzung mit alginatimmobilisierten Zellen ergab folgenden Verlauf der Konzentrationen Uber
die Zeit:
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Abbildung 3.8: Umsetzung von 2.4 M Propionitril in einem wassrigen Zweiphasensystem mit
kalziumalginatimmobilisierter Biomasse. Es wurden unter Standardbedingungen (26 °C, pH 7.2) 2.4 M
Propionitril mit 10 g Immobilisat und einer Biotrockenmassekonzentration von 11 g/l in einem
Reaktiosvolumen von 28 ml umgesetzt, wobei die organische Phase umgesetzt wurde. Die
gemessenen Konzentrationen in der wassrigen Phase wurden Uber der Reaktionszeit aufgetragen.

Es war festzustellen, dal® die gesamte Stoffmenge innerhalb von 15 min langsam in die wassrige
Phase nachgeldst wurde. Der auffallige Anstieg der Nitrilkonzentration in der wassrigen Phase auf 800
mM wurde dabei sowohl durch die Nachlésegeschwindigkeit des Substrates als auch die gleichzeitige
Umsetzung zu Propionamid beeinflult. Allerdings konnte auch mit immobilisierten Zellen das
Propionitril nicht vollstdndig umgesetzt werden. Die Nitrilkonzentration in der Loésung lag am Ende bei
800 mM, die Propionamidkonzentration bei 1.6 M. Die Reaktion der Nitrilhydratase kam bereits nach
etwa 15 min zum Erliegen. Um die Reaktion der Amidase zu untersuchen, wurde der Ansatz weitere
20 h gerihrt und die letzte Probe nach 20 h Reaktionszeit gezogen. Es war dabei festzustellen, dal}
es keine Veranderung mehr in der Nitrilkonzentration gab, die Amidase jedoch konstant
weiterreagierte und das bereits gebildete Propionamid zur Saure hydrolysierte. Das Stoppen der
Nitrilhydratasereaktion kdnnte dabei auch auf eine vollstdndige Inhibition durch das Substrat und
besonders die gebildeten Produkte zurtickgefiihrt werden. Die beobachtbare Reaktionsrate zu Beginn
des Versuches lag fur die Nitrilhydratasereaktion bei 13400 U/g BTM und fir die Amidase bei 80 U/g
BTM.
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3.3.8.4 Umsetzung von 1 M Propionitril mit freien Zellen

Aufgrund der in Abschnitt 3.3.8.1 festgestellten Probleme bei einem Einsatz der freien Zellen im
Zweiphasensystem  wurde  versucht,  Propionitrilkkonzentrationen  knapp unterhalb  der
Loslichkeitsgrenze umzusetzen. Dazu wurden, wie in Abschnitt 2.6.6 beschrieben, verschiedene
Biomassekonzentrationen bis zu 100 g/l im Standardaktivitatstest verwendet. Es ergab sich der in

Abbildung 3.9 dargestellte Verlauf der Propionamidkonzentration mit der Reaktionszeit:
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Abbildung 3.9: Umsetzung von 1 M Propionitril unter den Bedingungen des Standardaktivitatstests
bei verschiedenen Biomassekonzentrationen. Dargestellt wurde der zeitliche Verlauf des

Zwischenproduktes Propionamid Uber die Reaktionszeit fir die Umsetzung mit der entsprechenden
Biotrockenmassekonzentration.

Es war zu erkennen, dal} bei geringen Katalysatorkonzentrationen die Reaktion stehenblieb und erst
ab einer Konzentration von 3.84 g/l BTM ein Umsatz bis zur Propionséure erfolgte. Bei einer

Konzentration von 24 g/l BTM erfolgte innerhalb von 250 min ein Vollumsatz.

Es war also mdglich, mit freien Zellen bei einer entsprechenden Menge an Katalysator
Konzentrationen von 1 M Propionitril im Ansatz zu verseifen, ohne dall die Zellen dabei lysierten.
Vermutlich war der direkte Kontakt der Zellen mit der organischen Phase ein Grund fiir die nicht
vollstdndige Reaktion, und flhrte zu deren Inaktivierung. Wodurch die Reaktion bei geringen
Katalysatorkonzentrationen und offensichtlich noch verseifbaren Mengen an Nitril in Lésung zum
Erliegen kam, konnte allerdings nicht geklart werden.

Eine eingehende Berechnung der genauen Parameter fur die Umsetzung erfolgt in Abschnitt 3.6.
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3.4 Immobilisierung der Biomasse

Eine Immobilisierung der Biomasse hat gegeniuber der Verwendung von freien, ruhenden Zellen
mehrere Vorteile in der Anwendung. Zum Einen eine einfache Abtrennung aus der Reaktionslésung
und Wiederverwendbarkeit des Biokatalysators, zum Anderen zeigte sich eine stabilisierende Wirkung
auf die Enzymaktivitat, wie sie unter Abschnitt 3.3.8.3 gezeigt werden konnte.

Fir die Immobilisierung sollte eine kostenglinstige und effiziente Methode entwickelt werden, die, bei
Erhalt einer hohen Restaktivitat der Zellen, diese einfacher einsetzbar machen sollte. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche EinschluRmethoden verwendet und miteinander

verglichen.

3.4.1 Immobilisierung der Biomasse in Kalziumalginat

Die Immobilisierung der Biomasse in Kalziumalginat wurde wie unter Abschnitt 2.7.1 beschrieben
durchgefiihrt. Das Immobilisat bestand nach dem Aushéarten aus nahezu sphéarischen Partikeln, die
eine sehr gute Stabilitit gegeniber den durch die Rihrung mit einem Magnetkern im
Standaraktivitatstest (s. Abschnitt 2.5.8) auftretenden Abriebs- und Scherkraften zeigten. Die Partikel
wurden nach der Immobilisierung ausgesiebt, wobei bei 90 % der erhaltenen Partikel KorngréfRen
zwischen 0.8 und 1 mm bestimmt wurden. Weitere 5 % waren zwischen 1 und 1.4 mm grof, alle
ubrigen gréRRer oder kleiner als die angegebenen Durchmesser.

Durch die schonende und schnelle Methode eignete sich diese Art der Immobilisierung zur

Herstellung von Immobilisat fir weitere Versuche zur Reaktionsfiihrung.

Um zu untersuchen, welchen Einfluf® die Immobilisierung auf die beobachtbare Anfangsaktivitat hatte,
wurden Immobilisate mit verschiedenen Durchmessern aus einer Zellsuspension mit Alginat (8.45 g
BFM in einem Gesamtvolumen von 67 ml) wie unter 2.7.1 beschrieben hergestellt. Durch Aussieben
wurden Immobilisatperlen mit einem Durchmesser von 0.9, 1.8 und 2.5 mm gewonnen. Es wurden
immer 2 ml des jeweiligen Immobilisates im Standardaktivitatstest (s. Abschnitt 2.5.8) eingesetzt. Da
durch die Verwendung derselben Zellsuspension und die mengenmaBige Aquivalenz beziglich des
Immobilisats die jeweiligen Standardaktivitadtsansatze gleiche Zellmengen enthielten, waren die
erhaltenen Anfangsaktivititen der untersuchten Nitrilhydratasereaktion nur vom Durchmesser der
Immobilisatperlen beeinflult. In Abbildung 3.8 wurden die gemessenen Anfangsaktivitaten der

Nitrilhydratase bei verschiedenen Durchmessern der Immobilisatperlen dargestellt.



65

7000

= Nitrilhydrataseaktivitat
6000 -

5000 -

4000 -

3000 -

2000 -

1000 -

spezifische Nitrilhydrataseaktivitat [U/g BTM]

O T T T
0 1 2 3

Immobilisatdurchmesser [mm]

Abbildung 3.10: Auftragung der Anfangsaktivitit der Nitrilhydratase bei freien Zellen
(Immobilisatdurchmesser = 0) und bei Kalziumalginatimmobilisaten mit verschiedenen Durchmessern
im Standardaktivitatstest. Die Biomassekonzentration in den jeweiligen Umsetzungen waren
vergleichbar unter Verwendung einer Immobilisatmenge von 2 g im Standardaktivitatstest mit einer
Biotrockenmassekonzentration von 28 mg/g Immobilisat.

Es war ein deutlicher Riickgang der Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase in Abhangigkeit von dem
Durchmesser des Immobilisates zu verzeichnen. Da alle drei Immobilisate gleich hergestellt wurden,
war der Unterschied in deren Aktivitdten nicht durch eine einfache Inaktiviterung wahrend des
Polymerisierungsprozesses zu erklaren. Eine Abschéatzung, ob die gegenliber den frei suspendierten
Zellen wesentlich niedrigere Reaktionsrate auf eine Stofftransportlimitierung zuriickzufiihren war,

wurde in Abschnitt 3.6.2.4 vorgenommen.

Aufgrund der dabei erhaltenen Daten konnte gezeigt werden, dall im Falle eines Einschlusses der
Zellen in Kalziumalginat eine Stofftransportlimitierung vorlag. Somit war auch der Rickgang der
Aktivitat des kleinsten Immobilisates bezlglich der freien Zellen vermutlich nicht auf eine Inaktivierung

der Zellen wahrend der Immobilisierung sondern auf die beschriebe Limitierung zuriickzufiihren.

In einem weiteren Versuch wurde das Alginatimmobilisat bezuglich seiner Wiederverwendbarkeit
untersucht.
Dazu wurde wie unter 2.7.1 beschrieben ein Alginatimmobilisat mit 1.25 g BFM in 50 ml

Immobilisatvolumen hergestellt. Dann wurde der volumenmaRig verdoppelte Standardaktivitatstest (s.



66

7000
mmmm Nitrilhydratase

6000 - C—/3 Amidase
=3
-
@ 5000
K
=)
=
IS 4000 -
2
e
Xx
< 3000 -
o
<
o
2
= i
N 2000
o
o
»

1000 A I

0 \’_‘ \’_‘ \’_‘ \’_‘ \’_‘ \’_‘
0 1 2 3 4 5 6 7

Anzahl der Zyklen

Abbildung 3.11: Anderung der Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase und der Amidase bei
wiederholtem Einsatz von kalziumalginatimmobilisierter Biomasse im Standardaktivitatstest. Es wurde
eine Biotrockenmassekonzentration von 0.6 g/l fur die jeweiligen Propionitrilumsetzungen verwendet.
Der Durchmesser des verwendeten Immobilisates lag bei 0.9 mm.

Abschnitt 2.5.8) mit 4 ml Immobilisatvolumen ohne Entnahme des Katalysators durchgefiihrt, was
einer BTM von 0.4 g/l im Ansatz entsprach. Nach 60 min Reaktionszeit wurden die Immobilisatperlen
gewaschen und erneut fir den Standardtest verwendet. Es ergaben sich bei einer mehrfachen
Wiederverwendung der Zellen die in Abbildung 3.11 dargestellten Anfangsreaktionsraten.

Es ist zu erkennen, dal sich die Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase fiur die Umsetzung von
Propionitril mit der Zahl der Umséatze verringerte. Dabei war die Nitrilhydratase mit einer
beobachtbaren Reaktionsrate von 5814 U/g BTM wesentlich aktiver als die Amidase, aber auch
instabiler, da nach sechs Umsetzungen nur noch 30 % Restaktivitdt nachweisbar waren. Die Amidase
blieb Uber die Reaktionszeit konstant aktiv mit einer Aktivitdt von 348 U/g BTM. Es konnte gezeigt
werden, dal die mehrfache Wiederverwendung des Immobilisates im Standardansatz méglich war.
Die Aktivitdtsverluste der Nitrilhydratase wurden dabei nicht durch eine Ausschwemmung der
Zellmasse aus dem Reaktor wahrend der Reaktion oder durch die der Reaktion nachgeschalteten
Waschschritte verursacht, da die Anfangsreaktionsrate der Amidase Uber die gesamte Zeit nahezu
konstant blieb. Allerdings kénnte durch das Waschen des Immobilisates und die damit verbundene
schnelle Anderung der Osmolaritit eine Schadigung der Zellen aufgetreten sein. Der EinfluR der

Inaktivierung bei der Temperatur des Standardaktivitatstestes von 26 °C hatte dabei vermutlich einen
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eher geringen Einflu, da das Immobilisat nur fir insgesamt 6 h bei dieser Temperatur eingesetzt
wurde und die Halbwertszeit bei 23 °C bei ruhenden Zellen bei mehr als 100 h lag (s. Abschnitt 3.3.5).
Das Immobilisat zeigte eine sehr gute ProzeRstabilitdt im Bezug auf Abrieb oder auch Auflésung der
Polymermatrix.

3.4.2 Repeated Batch mit alginatimmobilisierten Zellen

Um festzustellen, ob die in den Versuchen zur Wiederverwendung der immobilisierten Biomasse
festgestellte Inaktivierung der Nitrilhydratase (s. Abschnitt 3.5.2) auf einen schnellen proteolytischen
Abbau des Enzymes oder eine Inaktivierung durch die Propionitrilverseifung zurtickzufiihren war,
wurde untersucht, ob sich die Konzentration der Nitrilhydratase in mehrfach wiederverwendeten Zellen
im Vergleich zu der von frischen Zellen veranderte.

Dazu wurde mit kalziumalginatimmobilisierten Zellen ein absatzweiser Ansatz mit einer pulsweisen
Zugabe von Propionitril durchgefiihrt. Durch diese Art der Prozelflhrung konnte innerhalb von 40 min
eine Konzentration von 600 mM Propionamid erhalten werden, was der umgesetzten Substratmenge
bei einem sechsfachen Einsatz der immobilisierten Zellen entsprach. Danach wurde das Immobilisat
gewaschen und nacheinander 2 weitere Male in einem Standardansatz zur Bestimmung der

Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase verwendet.
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Abbildung 3.12: Verlauf der Konzentrationen bei einer wiederholten Zugabe von Propionitril zu einem
Standardansatz zur Propionitrilverseifung mit kalziumalginatimmobilisierter Biomasse. Das Immobilisat
wurde nach der ersten Zugabe von Propionitril auf die Nitrilhydrolyseaktivitat hin untersucht.
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Die Immobilisierung der Biomasse erfolgte wie unter 2.7.1 beschrieben. Dazu wurde 2.94 g BFM in
insgesamt 23 g Immobilisat eingesetzt. Es wurde ein dem Volumen nach doppelter Standardansatz
unter den beschriebenen Bedingungen (s. Abschnitt 2.5.8) mit insgesamt 4 ml Immobilisat angesetzt,
was einer Biotrockenmasse von 2.2 g/l im Ansatz entsprach. Der Verlauf der Konzentrationen der
Substrate und Produkte bei der Umsetzung von Propionitril mit den immobilsierten Zellen wurde in
Abbildung 3.12 dargestellt.

Es war zu erkennen, daf innerhalb von 5 min die zum Start zugegebene Propionitrilkonzentration von
100 mM Propionitril in LOdsung umgesetzt wurde, was einer spezifischen Aktivitdt der Nitrilhydratase
von 9500 U/g BTM entsprach. Das weiter pulsweise zugegebene Nitrii wurde dann ebenfalls
vollstandig zu Amid umgesetzt. Die Amidase arbeitete wesentlich langsamer, aber ebenfalls mit
konstanter Aktivitat von 136 U/g BTM uber die gesamte Reaktionszeit.

Die Immobilisatperlen wurden nach der Reaktionszeit von 120 min gewaschen. An 2 ml der so
behandelten Zellen wurden zwei aufeinanderfolgende Standardaktivitdtstests durchgefiihrt. Das
Immobilisat zeigte nach dem Ende des Versuchs bei zweimaliger Wiederverwendung der Zellen im
Standardansatz eine Restaktivitat von ca. 70 % im Vergleich mit der Anfangsreaktionsrate der

Nitrilhydratase bei den frischen Zellen.

Um zu Uberprifen, ob die Nitrilhydratase wahrend den Umsetzungen proteolytisch abgebaut wurde,
wurden die zur Propionitrilverseifung (s. Abb. 3.12) eingesetzten Immobilisatperlen, wie im Abschnitt

2.8.4 beschrieben, aufgeldst und die so erhaltenen Zellen aufgeschlossen.
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Abbildung 3.13: SDS-Gel verschiedener Rohaufschliisse von Rhodococcus erythropolis DSM 13002.
Es wurden folgende Proben aufgetragen: Spur 1 und 6 Markerprotein; Spur 2 und 3 Rohaufschluf3 der
wiederverwendeten Zellen; Spur 4 und 5 Rohaufschluf’ von frischen Zellen. Die beiden Untereinheiten
der Nitrilhydratase (a- Untereinheit 24 kDa, 3-Untereinheit 28 kDa) sind mit Pfeilen markiert.
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Uber eine SDS-Gelelektrophorese konnte das Bandenmuster der Proteine eines Rohaufschlusses von
frischen Zellen mit dem eines Rohaufschlu der mehrfach wiederverwendeten Zellen des Immobilisats
verglichen werden. Es ergab sich die Abbildung 3.12 des SDS-Geles mit den jeweiligen Aufschlissen.
Aus den Banden des Geles war zu ersehen, dal die Nitrilhydratase aufgrund ihrer Menge eines der
Hauptproteine im Rohaufschlul® darstellte. Zudem ergaben sich durch die Auswertung und
Quantifizierung der Banden mit dem Programmpaket Imagemaster keine signifikante Abnahme der
prozentualen Menge an Nitrilhydratase in den Zellen durch Einsatz zur Verseifung des Substrates

Propionitril im Vergleich mit dem Aufschlufd der freien Zellen.

Es war in diesem Versuch festzustellen, dall die Inaktivierung der Nitrilhydratase hauptsachlich von
der umgesetzten Menge an Propionitril abhing und dabei ein proteolytischer Abbau der Nitrilhydratase
in den Zellen eine untergeordnete Rolle spielte. Auch bei dieser Prozef¥fliihrung war die Inaktivierung
der Nitrilhydratase wesentlich schneller als die der Amidase, was mit der Abnahme der

Nitrilhydrataseaktivitat des Immobilisates bei Mehrfachverwendung vergleichbar war.

3.4.3 Immobilisierung der Biomasse mit Polyacrylamid

Eine weitere Immobilisierungsmethode fiir ruhende Zellen als Biokatalysator beruht im Gegensatz zu
den ionischen Bindungen bei Kalziumalginat auf dem Einschlul der Zellen in einem kovalent
vernetzten Gel. Diese Methode des Zelleinschlusses bendétigte daher keine zusatzlichen Salze zur

Stabilisierung der Polymermatrix.

Der Einschlufd der Biomasse erfolgte dazu wie unter 2.7.2 beschrieben. Dabei wurde festgestellt, dal
das Verhaltniss von Acrylamid zu Bisacylamid einen starken Einfluld auf die Aktivitdt der Zellen hatte
(s. Abbildung 3.14).

Zudem war eine Temperaturerhohung wahrend der Immobilisierung festzustellen. Bei einem
ungekuhlten Ansatz zur Immobilisierung stieg die Temperatur des Ansatzes durch die
Polymerisationsreaktion bis auf 30 °C und mehr, was eine Beeintrachtigung der
Anfangsreaktionsraten der Enzyme, besonders der temperaturempfindlichen (s. Abschnitt 3.3.5)
Nitrilhydratase, zur Folge hatte. Eine Kihlung des Ansatzes auf Eis lie} die Polymerisationsreaktion
jedoch auch nach 1 h Reaktionszeit nicht vollstdndig ablaufen und es war somit kein festes Gel zu
erhalten. Dabei war auch durch eine Erhéhung der TEMED- und APS-Konzentrationen (s. Abschnitt
2.7.2) keine bessere oder vollstdndige Polymerisation moglich. Daher wurden die Ansatze 1 - 3 zuerst
fir 2 min (s. Abschnitt 2.7.2) vorpolymerisiert, um die radikalische Reaktion zu starten und schon
einen gewissen Polymerisierungsgrad fur das Gel zu erreichen. Dann wurde die Zellsuspension
untergemischt und die Reaktionswarme mittels einer eiskalten Metallplatte abgefiihrt (s. Abschnitt
2.7.2).

Dabei entstand ein festes, etwa 1 mm dickes Gel, das aber gegentber Scherbelastungen, wie sie z.B.
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durch Ruhrung oder einfaches Biegen entstehen, sehr empfindlich war. Es zerfiel unter diesen
Bedingungen in sehr kleine Trimmer, die keine einheitiche Form mehr aufwiesen. Die
Anfangsreaktionsraten fur die Nitrilhydratase und die Amidase bei den verschiedenen Ansatzen zur
Immobilisierung der Biomasse wurde in Abbildung 3.14 dargestellt.
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Abbildung 3.14: Anfangsreaktionsraten der Nitrilhydratase und der Amidase bei verschiedenen
Acrylamid/Bisacrylamid- Konzentrationen in den Ansatzen zu Acrylamidimmobilisierung der ruhenden
Zellen. Das Immobilisat wurde im Standardaktivitatstest eingesetzt und die Anfangsreaktionsraten
bestimmt.

In den Ansatzen 1 - 3 wurde das Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid variiert. Dabei lag im
Ansatz 1 das Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid bei 30:1, im Ansatz 2 bei 19:0.8 und im Ansatz
3 bei 9:1. Es war also eine Verbesserung der Ausbeute beziiglich der Nitrilhydrataseaktivitat durch die

Erniedrigung des Acrylamidanteils in der Polymerldsung festzustellen.

Das im Ansatz 3 erhalten Immobilisat wurde bei 4 °C gelagert. Dabei wurden im Abstand von 24 h und
72 h die Anfangsreaktionsraten der Enzymreaktionen gemessen, um eine mdgliche Erhéhung der
Zellaktivitat festzustellen. Nach 24 h waren 2638 U/g BTM und nach 72 h 4775 U/g BTM fur die
Nitrilhydratase nachweisbar. Auch die Amidase zeigte nach 72 h 100 % der Ausgangsaktivitat. Dabei
ist eventuell ein Wachstum auf dem nicht vollstandig polymerisierten Acrylamid als Aktivator denkbar,
da der Lagerpuffer fiir das Immobilisat trotz Waschen des Polymers nach 72 h eine leichte Tribung
durch nicht immobilisierte Zellen aufwies. Mit dem 72 h gelagerten Immobilisat wurden
Untersuchungen zur Wiederverwendbarkeit des Immobilisates durchgefuhrt, wobei die Zellen

mehrmals im Standardaktivitatstest wiederverwendet wurden.
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Es ergaben sich die in Abbildung 3.15 dargestellten Anfangsreaktionsraten der Nitrilhydratase und der

Amidase bei den acrylamidimmobilisierten Zellen.
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Abbildung 3.15: Anderung der Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase und der Amidase bei
wiederholtem Einsatz von acrylamidimmobilisierter Biomasse im Standardaktivitatstest. Es wurde eine
Biotrockenmassekonzentration von 1.5 g/l als Immobilisat fiir die jeweiligen Propionitrilumsetzungen
verwendet. Die Dicke der verwendeten Immobilisatstiicke lag bei 0.9 mm, die Breite und die Lange bei
jeweils 5 mm.

Wie zuvor bei den alginatimmobilisierten Zellen, war auch hier eine Abnahme der Aktivitadt der
Nitrilhydratase Uber die Zahl der Einsatzzyklen festzustellen. Es war erkennbar, dal die
Anfangsreaktionsrate der Nitrilhydratase sich mit der Zahl der Umsatze verringerte, die Aktivitat der
Amidase aber nahezu konstant blieb. Das Immobilisat zeigte auch nach insgesamt 9 h unter Rihren
noch eine gute Stabilitdt und zeigte keinen Verlust an Zellen. Dennoch wurde, aufgrund der geringen
Nitrilhydrataseaktivitdt nach Immobilisierung und der erschwerten Handhabung des Immobilisates in
Form eines Geles, diese EinschluBmethode nicht weiter eingesetzt, zumal es auch zu keiner

Verbesserung der Prozefstabilitdt im Vergleich mit den kalziumalginatimmobilisierten Zellen kam.

3.5 Untersuchung zur ProzeRfiihrung

Fir die Umsetzung von Propionitrii mit freien und immobilisierten Zellen sollten verschiedene
Reaktortypen und Substratzugabestrategien auf ihre Eignung fir einen Prozel} hin untersucht werden.

Dabei kamen neben einem kontinuierlich betriebenen Rihrreaktor und einem Festbettreaktor auch
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eine absatzweise ProzefRflhrung mit kontinuierlicher Substratzugabe zum Einsatz. Besonders die
Halbwertszeit der Reaktionsraten unter den entsprechenden ProzeRbedingungen sollten aus diesen

Versuchen ermittelt werden. Desweiteren sollte die Stabilitat der Immobilisatperlen untersucht werden.

3.5.1 Absatzweise Propionitrilverseifung mit freien Zellen

Wie im Abschnitt 3.3.8 beschrieben, war es nicht méglich, Substratkonzentrationen von mehr als 1.5
M Propionitril mit freien Zellen unter Verwendung einer absatzweisen Prozel3fihrung umzusetzen. Fir
einen kostengunstigen Prozel} ist dagegen eine mdglichst hohe Produktkonzentration im Bioreaktor
wilnschenswert. Daher wurde untersucht, ob hohe Produktkonzentrationen bei einem absatzweisen
Prozel} erreichbar waren, indem das Substrat Propionitril kontinuierlich wahrend der Umsetzung
zudosiert wurde. Hierfur wurden freie und immobilisierte Zellen eingesetzt. Da die maximale
Reaktionszeit auch von der Halbwertszeit der einzelnen Enzyme abhéngt, wurde aufgrund der
Versuche zur Inaktivierung von ruhenden Zellen (s. Abschnitt 3.3.5) eine Reaktionstemperatur von
17°C gewahlt. Bei dieser Temperatur zeigen beide Enzyme bei Lagerung im Reaktionspuffer etwa
dieselbe Halbwertszeit. Die Konzentrationsverlaufe von Substrat und Produkt fir die Umsetzung mit

freien Zellen Uber die Prozel3zeit sind in Abbildung 3.16 dargestellt.

Bei kontinuierlicher Zudosage von Propionitril wurden Umsetzungszeiten von bis zu 150 h erreicht.
Nach 60 h Reaktionszeit war neben dem Endprodukt Ammoniumpropionat auch Propionamid in einer
Konzentration von 20 mM nachweisbar. Bis zum Abstoppen des Zulaufs stieg die Konzentration bis
400 mM an. Auch Propionitril war nach 130 h nachweisbar. Dessen Endkonzentration lag nach 150 h
Reaktionszeit und dem Abstoppen des Zulaufs bei 200 mM. Das Endprodukt Ammoniumpropionat
wurde hierbei bis zu einer Konzentration von 3 M im Bulk angereichert.

Nach Zulaufstopp wurde die Reaktion weiter gemessen. Das Propionitril im Bulk wurde innerhalb von
30 h vollstandig umgesetzt. Dabei errechnete sich fir die Nitrilhydratase nach Abschaltung des
Zulaufs und unter den im Reaktor vorliegenden Bedingungen eine spezifische Aktivitat von 15 U/g
BTM. Die Anderungen der Propionamidkonzentration war Aufgrund der Nitrilhydrolyse in diesem
Zeitbereich so gering, daR die Aktivitdt der Amidase nicht bestimmbar war. Eine eingehende

kinetische Beschreibung des Prozesses erfolgt in Abschnitt 3.6.2.1.

Die freien Zellen aus der Fed-batch Umsetzung wurden, wie unter Abschnitt 2.8.3.1 beschrieben,
abzentrifugiert, gewaschen und erneut verwendet. Der Reaktionsverlauf (s. Abbildung 3.16b) fir die
zweite Umsetzung von Propionitril war in den ersten 30 h der Reaktion mit der des ersten Umsatzes
nahezu identisch und ein Vollumsatz zur Propionsdure konnte bei der selben Zulaufrate erreicht
werden. Propionamid und vor allem Propionitrii waren jedoch friiher nachweisbar, nach 33 h
Reaktionszeit Propionamid und nach 60 h auch Propionitril. Der Zulauf wurde nach 100 h gestoppt
und nach 190 h eine letzte Probe aus dem Ansatz entnommen. Die Reaktion war zu diesem Zeitpunkt
vollstdndig bis zum Endprodukt Ammoniumpropionat abgelaufen und eine Endkonzentration von 2.7

M Ammoniumpropionat erreicht.
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Abbildung 3.16: Darstellung der Konzentrations-Zeit-Verlaufe bei einem absatzweisen Proze3 mit
kontinuierlicher Zugabe von reinem Propionitril. Es werden die Verlaufe fir den Einsatz von freien
Zellen bei 17 °C aufgezeigt, (a) erster Zyklus, (b) zweiter Zyklus mit den Zellen aus dem ersten
Ansatz. Zu den mit Pfeilen markierten Zeitpunkten wurde der Zulauf gestoppt.
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Es war also durch kontinuierliche Zudosage des Substrates eine wesentlich hdhere
Produktkonzentration erreichbar als bei den Batchansatzen, wobei die Nitrilkonzentration im Ansatz
unterhalb der Léslichkeitsgrenze lag. Durch die Einstellung der Zulaufrate auf einen Wert, bei dem ein
Vollumsatz erreicht wurde, war die spezifische Aktivitdt der Enzyme gering. Das lag darin begriindet,
daf nicht in einem Konzentrationsbereich der Substratsattigung gearbeitet wurde, sondern deutlich
unterhalb des Ky-Wertes des jeweiligen Enzymes (s. Abschnitt 3.6.1.1). In diesem
Konzentrationsbereich  liegt eine lineare  Abhangigkeit der Reaktionsrate von der

Substratkonzentration vor.

Zudem ergaben sich bei der Wiederverwendung Probleme mit der Reinigung und Abzentrifugation der
Zellen. Es kam bei der Zentrifugation durch Vorliegen eines weichen und schleimartigen Pellets zu
Verlusten an Zellmasse. Ebenso wurde auch durch die Probennahme Zellmasse aus der Reaktion
abgezogen, so dal eine dritte Wiederverwendung aufgrund der geringen Restzellmasse nicht mdéglich

war.

3.5.2 Absatzweise Propionitrilhydrolyse mit kontinuierlicher Substratzudosage

Aufgrund der besseren Wiederverwendbarkeit immobilisierter gegeniiber frei suspendierter Zellen,
wurden die in 3.5.1 dargestellten Versuche mit kalziumalginatimmobilisierten Zellen durchgefihrt. Es
konnte dabei untersucht werden, ob auch mit immobilisierten Zellen Produktkonzentrationen uber 1.5
M erhalten werden kénnen. Es wurden die in den Abbildungen 3.17a, b und c dargestellten
Konzentrations/Zeitverlaufe aufgenommen.

Der Versuch wurde wie in Abschnitt 2.8.3.2 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden, wie bei dem
Versuch mit den freien Zellen (s. Abschnitt 3.5.1), eine Immobilisatmenge verwendet, die 50 g/l BFM
im Ansatz entsprach.

Die Zulaufrate an Propionitril wurde zu Beginn des ersten Ansatzes (s. Abbildung 3.17a) zu hoch
eingestellt, als dal sich ein Vollumsatz einstellen konnte, was zu einem Nachweis von Propionamid in
den ersten 5 h der Reaktionslésung fiihrte. Nachdem die Zulaufrate nach 5 h auf 18 % des
Ausgangswertes eingestellt wurde, war nach 16 h das Zwischenprodukt Propionamid nicht mehr
nachweisbar und ein Vollumsatz bis zum Ammoniumpropionat festzustellen.

Es wurde in diesem Ansatz Uber einen Zeitraum von 140 h eine Umsetzung bei konstantem Zulauf
gemessen. Nach 60 h war zuerst Propionamid nachweisbar. Dessen Konzentration stieg nach 140 h
zum Ende des Zulaufs bis auf 500 mM an.

Auch Propionitril war nach 130 h nachweisbar. Die Endkonzentration lag bei dem Zulaufstopp nach
140 h bei 200 mM Ammoniumpropionat wurde bis zu einer Konzentration von 3 M gebildet.

Der Zulaufstopp erfolgte nach 140 h. Die Reaktion wurde aber weiter verfolgt, um zu untersuchen, ob
die Enzyme vollstéandig inaktiviert waren, bzw. durch die Substratkonzentrationen gehemmt wurden.
Das Propionitril wurde innerhalb von 25 h vollstdndig umgesetzt. Dies ergab fir die Nitrilhydratase
eine Restaktivitdt von 9 U/g BTM unter den Bedingungen, die im Ansatz vorlagen. Bei dieser
Umsetzung war die Aktivitdt der Amidase nicht aus der Abnahmerate bestimmbar, da Uber die

Reaktion der Nitrilhydratase Propionamid nachgebildet wurde.
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Abbildung 3.17 a, b, c: Darstellung der Konzentrations-Zeit-Verlaufe bei einem absatzweisen Prozef}
mit kontinuierlicher Zugabe von reinem Propionitril. Es werden die Verldufe fir den Einsatz von
kalziumalginatimmobilisierten Zellen bei 17 °C aufgezeigt, (a) erster Zyklus, (b) zweiter Zyklus, (c)
dritter Zyclus mit den Zellen aus dem jeweils vorhergehenden Ansatz. Zu den mit Pfeilen markierten
Zeitpunkten wurde der Zulauf gestoppt.
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Das Immobilisat wurde mit Reaktionspuffer 3 gewaschen und erneut fir die oben beschriebene
Umsetzung verwendet (s. Abbildung 3.17b). Um einen Vollumsatz zum Ammoniumpropionat zu
erhalten, wurde die Zulaufrate um 30 % reduziert, da aufgrund der Versuche mit freien Zellen mit
einem Verlust an Aktivitat gerechnet wurde. Wie im Versuch mit freien Zellen (s. Abschnitt 3.5.1) war
auch hier zu erkennen, daf} die im ersten Ansatz beobachtete Hemmung der Reaktion reversibel war,
da die Reaktionsrate in den ersten 30 h des zweiten Ansatzes zu uber 95 % Umsatz bis zum
Ammoniumpropionat fiihrte. Allerdings war auch hier eine Inaktivierung der Enzyme durch den Einsatz
zur Propionitrilverseifung zu beobachten, dennoch war die Einsatzzeit der immobilisierten Zellen bis
zur vollstadndigen Inaktivierung mit insgesamt 188 h deutlich langer als bei freien Zellen.

Dabei war Propionamid mit konstant steigender Konzentration Uber die gesamte Reaktionszeit
nachweisbar, die Endkonzentration lag bei 100 mM.

Das Substrat Propionitril konnte nach 138 h mit einer Konzentration von 30 mM im Ansatz
nachgewiesen werden. Die Endkonzentration an Propionitril lag bei 200 mM. Aufgrund der geringeren
Zulaufrate zeigte hier das Immobilisat wesentlich l&dnger einen Umsatz der Substrate und auch
geringere Endkonzentrationen an Substrat und Zwischenprodukt im Vergleich zu dem zweiten Ansatz

mit freien Zellen (s. Abbildung 3.16b). Die Endkonzentration an Ammoniumpropionat lag bei 2.25 M.

Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen ein drittes Mal verwendet (s. Abbildung 3.17c).
Dabei wurde der Zulauf wie bei der zweiten Umsetzung eingestellt. Da schon nach einer Reaktionszeit
von 16 h Propionitril und Propionamid im Ansatz nachweisbar waren, wurde der Zulauf zu diesem
Zeitpunkt noch einmal um 25 % herabgesetzt. Nach 53 h wurde der Zulauf gestoppt und der Ansatz
weitere 43 h unter Rihrung inkubiert.

Am Ende des Versuches war kein Amid im Ansatz nachweisbar. Die Propionitrilkonzentration nahm
ab 16 h proportional mit dem Zulauf an Nitril zu und blieb nach dem Abschalten des Zulaufs konstant
bei 600 mM, ebenso wie die Propionatkonzentration bei 900 mM. Die Nitrilhydratase zeigte also nach
16 h keine Aktivitdt mehr, die Amidase war noch aktiv und setzte das bis zum Zulaufstopp nach 53 h

gebildete Propionamid zu Ammoniumpropionat um.

Somit konnte das Immobilisat deutlich 1&anger fir eine absatzweise Prozelfihrung mit Zudosage des
Substrates eingesetzt werden als die freien Zellen und dabei ebenfalls Produktkonzentrationen von

bis zu 3 M Ammoniumpropionat in Lésung erreicht werden.

3.5.3 Kontinuierliche Substratumsetzung im Festbett

Die Verwendung eines Festbettreaktors (hinsichtlich des Verweilzeitverhaltens vergleichbar mit einem
idealen Rohr-Reaktor) ergibt eine veranderliche Konzentration der Substrate und Produkte Uber die
Lange des Bettes bei einer kontinuierlichen Durchstromung des Reaktors. Daher wurde in zwei
weiteren  Versuchen fur die Hydrolyse von  Propionitrii und  Propionamid  mit
kalziumalginatimmobilisierten Zellen jeweils ein Festbettreaktor unter den optimalen Bedingungen fir

die jeweilige Enzymreaktion verwendet.
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Dabei wurde aufgrund der schnellen Inaktivierung der Nitrilhydratase (s. Abbildung 3.6) die
Reaktionstemperatur im Festbettreaktor fir die Propionitrilverseifung auf 6 °C eingestellt. Aufgrund der
geringen Aktivitat der Amidase wurde fiir diese Reaktion eine Temperatur von 30 °C gewabhlt, da bei
dieser Temperatur eine hohe spezifische Aktivitat der Amidase festgestellt wurde (s. Abschnitt 3.3.4),
aber dennoch die Inaktivierung deutlich geringer war als bei dem Temperaturoptimum der

Amidaseaktivitat von 35 °C.

Dazu wurde ein Festbettreaktor mit Immobilisatperlen befillt und unter den in Abschnitt 2.8.5.1
beschriebenen Bedingungen unter einem konstanten Zulauf von 100 mM Substrat betrieben. Es

ergaben sich der in Abbildung 3.18 dargestellte Verlauf der Konzentation tiber die Reaktionszeit.
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Abbildung 3.18: Verlauf der Konzentrationen im Ablauf eines Festbettreaktors mit
kalziumalginatimmobilisierten Zellen. Es wurde kontinuierlich 100 mM Propionitril zugefiihrt, wobei im
Zeitraum von 276 - 340 h ProzeRzeit die Zulaufkonzentration auf 500 mM Propionitril erhéht wurde.

In Abbildung 3.18 ist die Umsetzung von Propionitrii in einem Saulenreaktor mit 17 ml
Immobilisatvolumen bei einem Durchmesser von 1 cm zu sehen. Der Ansatz wurde auf 6 °C
temperiert, da die Nitrilhydratase moglichst wenig durch die Temperatur inaktiviert werden sollte. Die
Zulaufrate war dabei mit 20 mil/h so eingestellt, dafl Uber die Sadule ein Vollumsatz bis zum
Ammoniumpropionat erreicht wurde. Es war ein kontinuierlicher Anstieg von Propionamid im Ablauf
der Saule festzustellen. Dieser beruhte vermutlich auf der langsamen Inaktivierung der Nitrilhydratase,

wie sie auch bei der mehrfachen Verwendung der immobilisierten Zellen beobachtet wurde, wahrend
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die Aktivitdt der Amidase unverandert blieb. Dabei war die Verweilzeit fur das Propionamid aufgrund
der deutlich langsameren Entstehung zu kurz, als daf® ein Vollumsatz mdglich gewesen ware. Somit
konnte Uber den Anstieg des Propionamids im Ablauf der Saule die Inaktivierung der Nitrilhydratase
beobachtet werden.

Nach einer ProzeRzeit von 276 h wurde die Zulaufkonzentration auf 500 mM Propionitril
heraufgesetzt, um den Effekt von Substratkonzentrationen in dem Konzentrationsbereich einer
SubstratiiberschuBhemmung der Nitrilhydratase zu testen. Dabei verringerte diese Konzentration an
Substrat die Nitrilhydratasereaktion um etwa 50 % (s. Abbildung 3.22). Dennoch wurde auch diese
Konzentration tber einen Zeitraum von 17 h vollstandig zum Amid umgesetzt. Dabei war auffallig, dal
auch die Konzentration an Propionat im Ablauf der Saule etwas abnahm, dies ist mdglicherweise
durch die Substratiiberschuflhemmung der Amidase zu erklaren. Innerhalb der nachsten 50 h nahm
die Konzentration an Propionitril im Ablauf der Saule stark zu, was auf einen schnellen Durchbruch
der Laufmittelfront zurtickzufihren war.

Nach 340 h Prozel3zeit wurde wiederum auf 100 mM Propionitril Zulaufkonzentration umgeschaltet.
Die Konzentrationen der Stoffe im Ablauf der Saule erreichten nahezu die Werte vor der Erhéhung der
Substratkonzentration. Allerdings wurde die Anfangskonzentration an Propionamid nicht mehr ganz
erreicht. Innerhalb von weiteren 100 h war auch Propionitril im Ablauf der Saule nachweisbar. Der
Versuch wurde nach 420 h abgebrochen. Zu diesem Zeitpunkt lagen im Ablauf der Saule
Konzentrationen von 45 mM Propionat, 28 mM Propionamid und 18 mM Propionitril vor.

Es ergab sich eine aufsummierte Produktmenge 2.33 mol/g BTM bezogen auf die eingesetzte

Biotrockenmasse von 6.2 g.

Es war bei einer ProzeRtemperatur von 6 °C eine mittlere Aktivitdt der Nitrilhydratase Uber die
gesamte Prozefiddauer von 92 U/g BTM melRbar. Die geringe Aktivitdt ist vermutlich auf
Transportlimitierungen und besonders auf die geringe Konzentration an Substrat im Bereich des
Ablaufs der Saule zurlckzufihren, in welchem Substratkonzentrationen im Bereich des Ky-Wertes fur
die Nitrilhydratasereaktion, also weit auflerhalb des Optimums fiir die Reaktion. Am Ende des
Prozesses war die Aktivitdt des Immobilisates zu gering, um das Nitril vollstdndig umzusetzen. Die
zunehmend geringere Aktivitat wurde auf die Inaktivierung der Nitrilhydratase im Laufe der ProzefRzeit

zurtckgefuhrt.

Um die genaue spezifische Aktivitat der Nitrilhydratase zu bestimmen, wurde nach Beendigung des
Versuches das gesamte Immobilisat gemischt und, nach einem Waschschritt, 3 ml davon einem
Standardaktivitatstest unterzogen. Es konnten dabei spezifische Aktivitdten von 188 U/g BTM fir die
Nitrilhydratase und 61 U/g BTM fir die Amidase gemessen werden. Die Nitrilhydratase zeigte also
einen Verlust von 98 % innerhalb von 18 Tagen, wenn sie als immobilisierter Biokatalysator bei 6 °C

eingesetzt wurde.

Wie in Abschnitt 2.8.5.2 beschrieben wurde auch Propionamid als Substrat fir einen Festbettreaktor
verwendet. Die Konzentrationsverldufe im Ablauf des S&ulenreaktors wurde in Abbildung 3.19

dargestellt.
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Abbildung 3.19: Verlauf der Konzentrationen im Ablauf eines Festbettreaktors mit
kalziumalginatimmobilisierten Zellen. Es wurden kontinuierlich 100 mM Propionamid zugefuhrt, wobei
im Zeitraum von 474 - 520 h Prozelizeit die Zulaufkonzentration auf 500 mM Propionamid erhéht
wurde.

Abbildung 3.19 zeigt den Verlauf der Konzentrationen im Ablauf eines Festbettreaktors fur die
Amidasereaktion bei einem Zulauf von 100 mM Propionamid. Der Ansatz wurde bei 30 °C temperiert,
da bei dieser Temperatur die Amidase bei einer absatzweisen Prozel¥fiihrung eine hohe Aktivitat
zeigte, aber nur einer vergleichsweise geringen Inaktivierung unterlag, wie dies ab Temperaturen von
35 °C und darlber festgestellt wurde (s. Abschnitt 3.3.4). Die Saule wurde mit 25 ml Immobilisat
gefillt, was einer Aktivitdt von 30 U entsprach. Der Zulauf wurde auf 1 ml/h eingestellt. Auch hier
wurde fir einen gro3en Teil der immobilisierten Zellen unterhalb der Michaelis-Menten-Konstanten Ky
fir die Substratumsetzung gearbeitet (s. Tabelle 3.5). Nach 122 h wurde dann die Zulaufrate auf 3
mi/h erhéht. Auch dabei zeigte sich ein Vollumsatz des Propionamides zu Ammoniumpropionat. Nach
474 h wurde die Zulaufkonzentration auf 500 mM Propionamid erhdht. Fir 24 h konnte bei dieser
Substratkonzentration ein Vollumsatz gemessen werden. Danach stieg innerhalb von 22 h ProzelRzeit
die Propionamidkonzentration schnell bis 500 mM im Ablauf der Saule an. Es wurde dann wiederum
auf 100 mM Propionamidlésung umgestellt und fur weitere 24 Tage dieser Zulauf bei Vollumsatz

beibehalten.
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Es war festzustellen, dal tUber die Dauer des Versuches freie Zellen im Ablauf des Festbettreaktors
gefunden wurden. Aufgrund der Abnahme des Immobilisatvolumens Uber die gesamte Prozel3zeit von
etwa 15 % kann angenommen werden, dall es zu einem langsamen Auflésen des
Alginatimmobilisates und somit auch zu einer Freisetzung der Zellen kam. Dies kdnnte durch das
Entstehen von den einwertigen ionischen Produkten Propionsdure und Ammonium begriindet sein.
Durch diese einfach geladenen lonen kann es zu einer Verdrangung des zweiwertigen Kalziums aus
der ionischen Matrix des Kalziumalginates kommen, was zu einem AufléRen des Immobilisates fuhrt.

Insgesamt wurden in dieser Zeit 0.4 mol Produkt/g BTM hergestellt. Dies entspricht einer mittleren
spezifischen Aktivitat Gber die Prozelzeit von 1050 h von 6.1 U/g BTM, die damit etwa 5 % der
mittleren spezifischen Aktivitat der Nitrilhydratasereaktion im Festbettreaktor zeigte. Dagegen lag die
Einsatzzeit des immobilisierten Biokatalysators fur die Propionamidhydrolyse mit 45 Tagen deutlich
Uber der Einsatzzeit fir die Nitrilhydrolyse, bei welchem ein Einsatz durch die Inaktivierung der

Nitrilhydratase auf 18 Tage beschrankt war.

Es konnte also unter den beschriebenen Bedingungen ein Kkontinuierlicher Einsatz des
Festbettreaktors unter Vollumsatz des Substrates bei der Nitrilhydratasereaktion von etwa 360 h
erreicht werden. Bei der Amidasereaktion dagegen war auch nach 1050 h unter den beschriebenen

Bedingungen noch keine Inaktivierung feststellbar.

3.5.4 Kontinuierliche Substratumsetzung im Riihrreaktor

Bei einer kontinuierlichen Prozeffiihrung in einem Ruihrkessel stellt sich nach einer gewissen
Einlaufphase ein FlieRgleichgewicht bezlglich der Konzentrationen im Reaktor ein, das von der
Durchfluf3rate, der Substratkonzentration und der Kinetik der Enzyme im Reaktor abhangt. Durch das
Einstellen des FlieRgleichgewichtes wird es moglich, die dynamischen Prozesse z.B. durch eine
Inaktivierung bei der Propionitrilverseifung tiber die Anderung der Konzentrationen an Substrat und
Produkt im Ablauf der Saule direkt zu beobachten. Es wurde flr beide enzymatischen Reaktionen mit
kalziumalginatimmobilisierten Zellen das jeweilige Substrat mit einer Konzentration von 120 mM und
einer entsprechenden DurchfluBrate kontinuierlich zu- und abgefiihrt, so dal® sich zu Beginn des
Versuches ein Umsatz von 90 % einstellte. Somit konnte auch die Inaktivierung der beiden Enzyme
unter den jeweiligen optimalen Bedingungen getrennt betrachtet werden. Wie zuvor bei dem Einsatz
des immobilisierten Biokatalysators im Festbettreaktor wurden auch hier die beiden Enzymreaktionen
unter den jeweils glinstigsten Bedingungen getrennt voneinander betrachtet, wobei fir die
Nitrilhydratasereaktion eine Reaktionstemperatur von 10 °C und fir die Amidasereaktion eine

Temperatur von 30 °C gewahlt wurde (s. Abschnitt 3.5.3).

Fir den Ansatz zur Nitrilhydrolyse ergaben sich unter den eingestellten Bedingungen (s. Abschnitt

2.8.6.1) die in Abbildung 3.20 dargestellten Konzentrationsverldufe Uber der Reaktionszeit.
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Abbildung 3.20: Verlauf der Konzentrationen im Ablauf eines kontinuierlich betriebenen Rihrreaktors
mit kalziumalginatimmobilisierten Zellen. Es wurde kontinuierlich 120 mM Propionitril zugefiuhrt, wobei
zu den mit Pfeilen gekennzeichneten Zeitpunkten die Zulaufrate erhéht bzw. zu den letzten beiden
Zeitpunkten verringert wurde.

Bei einer DurchfluBrate von 250 ml/h wurde unter den beschriebenen Bedingungen ein Umsatz von
Uber 95 % beziglich des Substrats Propionitril erreicht. Da es bei dieser DurchfluRrate fast zu einem
Vollumsatz des Nitriles kam und somit die Nitrilhydratasereaktion deutlich unterhalb der
Halbsattigungskonstanten Ky betrieben wurde, wurde nach 21 h die DurchfluRrate auf 400 mi/h
erhoht. Bei dieser Durchfluf3rate stellte sich ein Umsatz von 84 % ein. Es war bei dieser FlieRrate zu
erkennen, dal} die Aktivitat der Nitrilhydratase mit der Zeit deutlich abnahm. Dies wurde durch den
Anstieg der Propionitrilkonzentration im Auslauf von 13 mM auf 46 mM innerhalb von 85 h deutlich,
was dann einen Umsatz von nur noch 60 % ergab.

Die DurchfluBrate wurde zu diesem Zeitpunkt auf 200 ml/h zurlickgesetzt, wodurch der Umsatz an
Propionitril wieder auf 79 % anstieg. Auch nach der Verringerung der DurchfluRrate ging die Aktivitat
kontinuierlich zurlick, was sich in einem Anstieg der Substratkonzentration im Abflul der Saule zeigte.
Die Konzentration an Propionitril im Ablauf lag nach 113 h, also nach dem Andern des Zulaufs, bei 24
mM, nach 150 h ProzeRzeit aber schon bei 40 mM. Wiederum wurde die Zulaufrate erniedrigt. Mit
einem Zulauf von 100 mi/h wurde der Proze® mit einer nahezu konstanten Nitrilhydrataseaktivitat

weitere 64 h bei einem Umsatz von 80 % fortgeflihrt. Insgesamt ergab dies eine Prozel3zeit von 214 h.
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Bemerkenswerter Weise war die Aktivitat der Amidase, gemessen an der Propionitrilkonzentration im
Ablauf des Reaktors, Uber den jeweiligen Zeitraum mit konstanter DurchfluRrate, nahezu konstant.
Dies zeigte sich auch in der Anderung der Konzentration bei der Umstellung auf hoéhere oder

niedrigere DurchfluRraten, wobei jeweils die Konzentration im Ablauf ab- bzw. zunahm.

Um zu dberprufen, ob die Belichtung der Zellen einen Einflul} auf die Reaktionsrate der Nitrilhydratase
unter Reaktionsbedingungen hat, wurde der Prozel3 zwischen 45 h und 48 h Reaktionszeit unter
Lichtausschluy  durchgefiihrt. Es konnte dabei gezeigt werde, dall unter diesen
Reaktionsbedingungen kein signifikanter EinfluR von Licht auf die Aktivitdt der Nitrilhydratase

nachzuweisen war, entgegen den Beobachtungen bei ruhenden Zellen unter Lichtabschluf3.

Insgesamt wurden 124 g Propionamid/g BTM hergestellt. Eine Bestimmung der Reaktionsraten und
der Inaktivierungskonstanten wurde unter Verwendung einer dynamischen Simulation unter Abschnitt
3.6.2.2 durchgefihrt.

Fir den Umsatz von Propionamid mit kalziumalginatimmobilisierten Zellen wurde ebenfalls ein

kontinuierlich betriebener Rihrkessel eingesetzt. Dabei wurde unter den in Abschnitt 2.8.6.2
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Abbildung 3.21: Verlauf der Konzentrationen im Ablauf eines kontinuierlich betriebenen Rihrreaktors
mit kalziumalginatimmobilisierten Zellen. Es wurde kontinuierlich 100 mM Propionamid zugefihrt,
wobei zu den mit Pfeilen gekennzeichneten Zeitpunkten die Zulaufrate verringert wurde.
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beschreibenen Bedingungen mit einer Propionitrilkkonzentration von 100 mM im Zulauf ein Umsatz von
90 % Uber die Zulaufrate eingestellt. Die Konzentrationen von Substrat und Produkt sind in Abbildung

3.21 Uber der Prozef3zeit aufgetragen.

Wie aus Abbildung 3.21 zu erkennen ist, konnte in den ersten 100 h die Propionamidkonzentration im
Zulauf zu 98 % umgesetzt werden. Innerhalb der n&chsten 100 h wurde ein Anstieg der
Propionamidkonzentration festgestellt. Dies a3t auf eine Inaktivierung der Amidasereaktion schlief3en.
Nach 14 Tagen wurde die Zulaufrate auf 25.2 ml/h herabgesetzt. Erst nach einer Prozel3zeit von etwa
100 h stellte sich wieder ein Umsatz von mehr als 90 % ein. Bei einem Volumenstrom von 25.2 mi/h
und einem Reaktorvolumen von 158 ml sollte dann nach dem 5-fachen Volumenaustausch nach 30 h
ein vollstandiger Austausch des Mediums erfolgt sein und sich ein neues FlieRgleichgewicht mit einer
geringeren Propionamidkonzentration aufgrund der geringeren Verdinnungsrate im Bulk einstellen.
Offensichtlich stellte sich aber das neue FlieRgleichgewicht erst viel spater, nach etwa 100 h ein. Dies
kénnte an einer langsamen Abgabe der Reaktionskomponenten aus dem Alginat liegen, welches
aufgrund seiner geladenen Gruppen wie ein lonenaustauscher wirkt, von dem dann besonders
Propionat und Ammonium nur langsam ausgewaschen werden. Auch eine Akkumulation der
Endprodukte im Alginat ist mdglich. Dies kdnnte dann aufgrund der Inhibition der Amidasereaktion
durch die Produkte (s. Abbildung 3.24) zu einer geringeren Reaktionsrate und somit, durch die
verzogerte Abgabe der Produkte aus dem Alginat, auch zu einem langsameren Einstellen des
FlieBgleichgewichtes fihren. Dabei war zu beobachten, dal® sich auch das Immobilisat langsam
aufléste, und die Zellen freigesetzt wurden, welche dann im Ablauf auftraten. Dies lag vermutlich an
der gebildeten Propionsaure, die das Kalzium aus den Alginatperlen herausldste, wie dies schon bei
den Untersuchungen im Festbettreaktor (s. Abschnitt 3.5.3) beobachtet wurde. Nach 1311 h wurde
der Versuch beendet. Dabei konnte ein Verlust von etwa 25 % des Immobilisatvolumens bezlglich der
eingesetzten Menge von 48 ml Immobilsat zu Beginn des Versuches festgestellt werden. Die
Ausbeute des Ansatzes lag bei 1.8 mol Produkt/g BTM. Eine genaue Bestimmung der Reaktionsrate
und der Inaktivierungskonstante wahrend der Prozelzeit wurde in Abschnitt 3.6.4 unter Verwendung

von dynamischer Simulation erhalten.

3.6 Mathematische Modellierung

Im folgenden wird ein funktionaler Zusammenhang zwischen der Reaktionsrate der untersuchten
Enzyme Nitrilhydratase und Amidase und den jeweiligen Substrat- und Produktkonzentrationen
hergestellt.

Fir beide Enzyme wurde derselbe reaktionskinetische Ansatz, basierend auf der Sattigungskinetik
nach Michaelis-Menten, gewahlt. Zusatzlich wurden eine SubstratiberschuBhemmung und eine
kompetitive Inhibierung durch die entstehenden Produkte berilcksichtigt und in folgendem

mathematischen Ansatz (Gleichung 3.1) zusammengefalt;
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r.max X [S] i

18 L+ B

r =

Reaktionsrate [mM/min]

Imax = maximale Reaktionsrate [mM/min]

[S] = Substratkonzentration [mM]

[P] = Konzentration des jeweiligen Produktes [mM]
Kwm = Michaelis-Mentenkonstante [mM]

K, = Inhibitionskonstante [mMM]

Zusatzlich sind in dieser Arbeit Reaktionsraten als spezifische, auf die Biotrockenmasse bezogene

GroRen angegeben und, wie in Gleichung 3.2 angegeben, mit r gekennzeichnet.

* " (3.2)
r =
[CX]

spezifische Reaktionsrate [U/g BTM]
Reaktionsrate [mM/min]
Biotrockenmassekonzentration [g/]]

*

r

r
[ed

3.6.1 Parameteridentifikation

Die Schatzung der kinetischen Parameter wurde sowohl durch die Messung von spezifischen
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten, als auch auf der Basis von dynamischen Simulationen

vorgenommen. Die Ergebnisse beider Methoden sind im folgenden dargestellt.

3.6.1.1 Anfangsreaktionsraten

Gleichung 3.1 a8kt sich unter Vernachlassigung der Produktkonzentrationen im Falle von

Anfangsreaktionsraten auf folgende Form reduzieren:

[S] (3.3)

ol

Reaktionsrate [mM/min]

Mmax = maximale Reaktionsrate [mMM/min]
[S] = Substratkonzentration [mM]

Kwm = Michaelis-Mentenkonstante [mM]
K, = Inhibitionskonstante [mMM]
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Samtliche Parameteridentifikationen innerhalb dieses Abschnittes wurden mit Hilfe von SigmaPlot

(JandelScientific) und den darin implizierten Algorithmen zur nichtlinearen Regression vorgenommen.
Die in Gleichung 3.2 verwendeten Modellparameter kénnen aus der jeweiligen Auftragung der

Reaktionsrate Uber der Substratkonzentration fir die beiden Enzyme Nitrilhydratase und Amidase
bestimmt werden. In Abbildung 3.22 ist eine derartige Graphik gezeigt.
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Abbildung 3.22: Es wurden die spezifischen Anfangsreaktionsraten bei variierter
Substratkonzentration fur die Reaktion der Nitrilhydratase (a) und der Amidase (b) aufgetragen. Dabei
entsprechen die Punkte den experimentell erhaltenen Anfangsraten, wahrend die durchgezogene
Linie aus der Simulation hervorgeht.
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Aus Abbildung 3.22a ist ersichtlich, dall bis zu einer Konzentration von etwa 100 mM Propionitril ein
Anstieg der katalytischen Aktivitdt proportional zur Substratkonzentration festzustellen ist. Far
Konzentrationen oberhalb von 200 mM Propionitril ist eine erhebliche Reduzierung der Umsatzrate zu
erkennen.

Im Vergleich zur Nitrilhydratase zeigt die Amidase generell eine deutlich geringere spezifische Aktivitat
(vgl. Abbildung 3.22b). Allerdings ist die Substratiiberschulhemmung bei diesem Enzym weniger
stark ausgepragt. Die anhand von Abbildung 3.22 mittels nichtlinearer Regression bestimmten

kinetischen Parameter sind in Tabelle 3.1 zusammengefalit.

Tabelle 3.1: Geschatzte Parameter (vgl. Gleichung 3.3) fur die Kinetiken der Enzyme Nitrilhydratase

und Amidase

Nitrilhydratase Amidase

Mmax 13920 [U/g BTM] Fmax 381 [U/g BTM]
Kwm 25 [mM] Kwm 7,9 [mM]
Klpropionitril 257 [mM] KIpropionamid 1593 [mM]

Auffallend ist der deutliche Aktivitatsunterschied beider Enzyme (gerundet Faktor 30). Die Amidase
zeigt eine geringere maximale spezifische Aktivitat von etwa 380 U/g BTM. Zudem weist die Amidase
eine hohere Affinitdt zum Substrat auf als die Nitrilhydratase. Die ausgepragte
SubstratiiberschuBhemmung fur beide Enzyme zeigt sich im Vergleich der Inhibitionskonstanten mit

257 mM fur die Nitrilhydratase zu Propionitril und 1593 mM fur die Amidase zu Propionamid.

In einer anschlieBenden Versuchsreihe wurden die Inhibitionskonstanten beziiglich der entstehenden
Produkte mit Hilfe von Gleichung 3.1 abgeschatzt. Dazu wurden die in Tabelle 3.1 aufgefiihrten
Parameter bei der Parameteranpassung konstant gehalten. Der Standardaktivitdtstest wurde
dahingehend verandert, dall zu Versuchsbeginn die jeweilig angegebene Produktkonzentration
vorgelegt wurde. In den Abbildungen 3.23a bis 3.23c ist der Verlauf der spezifischen Aktivitat der
Nitrilhydratase fir zunehmende Produktkonzentrationen der Produkte Propionamid, Propionat und
Ammonium aufgetragen. In Abbildung 3.24 a und 3.24 b wird diese Auftragung fir die spezifische

Aktivitat der Amidase mit den Produkten Propionat und Ammonium dargestelit.

Aus Abbildung 3.23 ist zu erkennen, dal in allen drei Auftragungen eine unterschiedlich ausgepragte
Abnahme der Nitrilhydrataseaktivitdt zu verzeichnen ist. Ammonium weist den starksten
inhibitorischen Einfluld auf die Nitrilhydratase unter den untersuchten Produkten auf. Auch die in
Abbildung 3.24 dargestellte Anderung der Amidaseaktivitat bei variierter Produktkonzentration zeigt
eine Abnahme bei h6heren Ammoniumkonzentrationen. Allerdings scheint die Propionatkonzentration
in dem untersuchten Konzentrationsbereich keinen inhibierenden Einflu® auf die spezifische Aktivitat
der Amidase zu haben.



spezifische Aktivitat [U/gBTM] spezifische Aktivitiat [U/g BTM]

spezifische Aktivitat [U/ gBTM]

87

10000 i
8000 -
6000 -
4000 -

2000 +

0 \ \ \ \ \

(a)

100 200 300 400

Propionamid [mM]

10000

500

600

8000

6000 —

4000

2000

(b)

0 \ \ \ \
100 200 300 400

Propionsdure [mM]

o

500

4000 +

2000 -

@

800

@

Ammonium [mM]

1000 1200 1400

Abbildung 3.23: Darstellung der Anderung der spezifischen Aktivitit der Nitrilhydratase im
Standardaktivitatstest unter Vorlage von verschiedenen Produktkonzentrationen an (a) Propionamid,
(b) Propionsaure, (c) Ammonium. Dabei stellen die Punkte die MeRRdaten dar, die durchgezogenen
Linien die durch nichtlineare Regression erhaltenen Anpassungen.
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Abbildung 3.24: Darstellung der Anderung der spezifischen Aktivitdit der Amidase im
Standardaktivitatstest unter Vorlage von verschiedenen Produktkonzentrationen an (a) Propionat, (b)
Ammonium. Dabei stellen die Punkte die MeRdaten dar, die durchgezogenen Linien die durch
nichtlineare Regression erhaltenen Anpassungen.

In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse der nichtlinearen Regression (SigmaPlot 4.01) angegeben.

Unter den untersuchten Substanzen zeigt Ammonium den starksten inhibitorischen Einflu auf das
jeweilige Enzym. Dieser Umstand ist insbesondere flir absatzweise Prozesse von Bedeutung, bei
denen eine Akkumulation des Produktes Propionsdure mit einer aquimolaren Anreicherung von
Ammonium einhergeht, unter der Vorraussetzung, dal® sich die inhibitorischen Effekte additiv

verhalten
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Tabelle 3.2: Geschatzte Inhibitionskonstanten der Produkte fiir die Kinetiken der Nitrilhydratase und

der Amidase

Nitrilhydratase Amidase

KIprt:)pit:)namid 125 [mM] Klpropionat Keine Inhibition
Kipropionat 37 [mM] Kiammonium 89 [mM]
Kiammonium 19,4 [mM]

3.6.1.2 Dynamische Simulation

Zusatzlich zu der Parameteridentifikation basierend auf Anfangsreaktionsraten wurden die kinetischen
Parameter ebenfalls mittels numerischer Integration (ACSL, Mitchell&Ganthier, USA) in Verbindung

mit nichtlinearer Regression (OptdesX, DesignSynthesis, USA) abgeschatzt.

Die Gleichungen fir die spezifischen Reaktionsraten fir die Nitrilhydratase- und Amidasereaktion

wurden wie in Gleichung 3.4 und 3.5 angesetzt.

(3.4)
—_ rmax,NH X CNitriI
r.NH - 2
K. x|1+ Camia  Csaure Cnh, oo+ Chitril
M,Nltrll K K K Nitril K
I,Amid 1,.Saure INH, I Nitril
rNH = Reaktionsrate der Nitrilhydratase [mM/min]
MmaxNH = maximale Reaktionsrate der Nitrilhydratase [mM/min]
o = Konzentration des Stoffes i zum Zeitpunkt t [mM]
Kwm = Mentenkonstante der Nitrilhydratasereaktion [mM]
Ki; = Inhibitionskonstante des Stoffes i fur die Nitrilhydratasereaktion [mM]
(3.5)
— rmax,AD X CAmid
rAD - 2
K x| 1+ CNH4 + + C Amid
M, Amid CAmid K
I,NH, I,Amid

rap = Reaktionsrate der Amidase [mM/min]
MmaxAD = maximale Reaktionsrate der Amidase [mM/min]
o = Konzentration des Stoffes i zum Zeitpunkt t [mM]
Kmamia = Mentenkonstante der Amidasereaktion [mM]
Ki; = Inhibitionskonstante des Stoffes i flr die Amidasereaktion [mM]
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Fir den untersuchten absatzweisen Prozel} gelten folgende Bilanzgleichungen:

dCNitriI = r (3.6)
dt NH
dC pmig (3.7)

dt =Iwi ~Tap

dCssure _ ACppa _ r (3.8)
- —TaD
dt dt

Chitril = Propionitrilkonzentration [mM]
Camid = Propionamidkonzentration [mM]
Cssure = Propionsaurekonzentration [mM]
CNH4 = Ammoniumkonzentration [mM]
rNH = Reaktionsrate der Nitrilhydratase [mM/min]
rap = Reaktionsrate der Amidase [mM/min]

Durch numerische Integration der Gleichungen 3.6 bis 3.8 wurden die Konzentrationsverlaufe fir die
beteiligten Substrate und Produkte berechnet. In den Abbildungen 3.25a bis 3.25c sind die
resultierenden Konzentrationsverlaufe uUber der Reaktionszeit zusammen mit den experimentellen
Daten fir variierende Katalysatorkonzentrationen aufgetragen (s. Abschnitt 3.3.8.4). Im Unterschied

zum Standardaktivitatstest wurde hier eine Startkonzentration an Propionitril von 1 M eingesetzt.

Bei der Parameteroptimierung in Abbildung 3.25 wurden die Modellparameter gleichzeitig an alle drei
MeRdatensétze angepalt. Simulation und Experiment weisen eine sehr gute Ubereinstimmung auf.
Die ermittelten Parameter sind in Tabelle 3.3 angegeben. Dabei war zu beachten, dal die
Inhibitionskonstante bezuglich Propionat und Ammonium nicht getrennt voneinander geschéatzt
werden konnten, da die Konzentrationsverlaufe fir diese Substanzen aquimolar verlaufen. Daher
wurde nur ein Summenparameter fir Ammoniumpropionat angegeben. Da allerdings aus Abbildung
3.24b zu erkennen ist, daf kein inhibitorischer Einflul fir die Amidase durch Propionat festgestellt
werden kann, kann die hier bestimmte Inhibition allein dem Ammonium zugeschrieben werden. Bei
der Nitrilhydratase ist jedoch keine solche Zuweisung mdglich. Daher kbénnen die
Inhibitionskonstanten der Nitrilhydratase beziglich Propionsdure und Ammonium mit Hilfe der

vorliegenden MeRdaten nicht geschatzt werden.
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Abbildung 3.25: Konzentrations-Zeit-Verlaufe fur die Umsetzung von 1 M Propionitril mit freien
Zellen. Dabei wurden die Katalysatorkonzentrationen in den einzelnen Ansatzen variiert zu (a) 3.84 g/l

BTM, (b) 10.8 g/l BTM und (c) 24 g/l BTM. Die MelRdaten sind mit den jeweiligen, durch numerische
Integration erhaltenen Kurvenverlaufen aufgetragen.
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Tabelle 3.3: Uber die Kopplung von numerischer Integration mit nichtlinearer Regression bestimmte

kinetische Parameter der Nitrilhydratase- und Amidasereaktion (basierend auf Abbildung 3.9)

Nitrilhydratase Amidase

Fnax 56752 [U/g BTM] Fmax. 381 [U/g BTM]

Kwm 90 [mM] Kwu 14 [mM]

Kipropionitril 7294 [mM] Kipropionamid 908 [mM]

Kipropionamid 142 [mM]

Kiammoniumpropionat 67 [mM] Kipropionat Keine Inhibition  [mM]
Kiammonium 87 [mM]

Im Vergleich zu den mit Anfangsreaktionsraten bestimmten Parametern (vgl. Tabelle 3.1 und 3.2)
wurden fir die Parameter der Amidase mit dieser Methode nahezu identische Werte geschatzt. Die
Nitrilhydratase hingegen zeigt erhebliche Abweichungen unter den Parametern Mmax,» Ku, und
Kipropionitri- Di€s mag darin begrindet sein, daf im Bereich der schnellen Dynamik der Nitrilhydratase
innerhalb der ersten Prozelfminuten nur eine geringe Anzahl an MefRpunkten vorliegt (vgl. Abbildung
3.25). Damit verbunden konnten die in Tabelle 3.3 angegebenen Parameter der Nitrilhydratase nur mit
eingeschrankter Sensitivitat bestimmt werden. Wie in Abschnitt 3.3.8.4 erlautert, bewirkt Propionitril in
héheren Konzentrationen irrevesible Schadigungen des Enzymsystems. Da im hier beschriebenen
Versuch ebenfalls eine Beeinflussung der Zellen durch die hohen Propionitrilkonzentrationen zum
Zeitpunkt t = 0 vorliegen kénnte, wodurch die Eigenschaften der Zellmembran beziglich ihrer
Permeabilitat fur die Substrate und Produkte beeinfluBt wurden, kénnten die hier bestimmte hohe

maximale spezifische Aktivitat auch auf einen verbesserten Stofftransport zurlickzuflihren sein.

Aufgrund der Variation unter den Parametern der Nitrilhydratase fur die beiden Schatzmethoden
wurde ein weiterer absatzweiser Proze® mit einer Startkonzentration von 100 mM Propionitril
durchgefiihrt. Bei der Optimierung wurden die Parameter der Produktinhibition aus Tabelle 3.2
konstant belassen, da aus dem vorigen Versuch zu erkennen war, da® es zu keiner signifikant
veranderten Abschatzung dieser Parameter kam. Zudem konnten bei der Parameterschatzung
basierend auf den Anfangsreaktionsraten auch Aussagen Uber den EinfluR von Propionat und
Ammonium aus getrennten Anséatzen erhalten werden. Dagegen wurden die Parameter rmax*, Ky und
Kiswstrat fUr die beiden Enzyme freigegeben. Ein Vergleich der dynamischen Simulation mit dem

Experiment ist in Abbildung 3.26 dargestellt.
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Abbildung 3.26: Konzentrations-Zeit-Verldufe fir die Substrate und Produkte der
Propionitrilverseifung bei 100 mM Startkonzentration an Propionitril. Die Punkte stellen die
gemessenen Konzentrationen dar, die durchgezogenen Linien wurden durch numerische Integration
berechnet.

Durch Minimierung der relativen Fehlerquadratsumme mittels des Programmpakets OptesX in
Verbindung mit dynamischer Simulation wurde zu den experimentell bestimmten Konzentrations-Zeit-
Verldufen eine sehr gute Ubereinstimmung erzielt. Es wurden die in Tabelle 3.4 dargestellten

Parameter ermittelt.

Tabelle 3.4: Aus Abbildung 3.26 mittels dynamischer Simulation geschéatzte Parameter der Kinetiken

der Nitrilhydratase und Amidase

Nitrilhydratase Amidase

Fnax 14713 [U/g BTM] Max. 386  [U/g BTM]
Ku 16 [mM] K 27  [mM]
Kipropionitri 217 [mM] Kipropionamia 279 [mM]

Die mit dieser Methode erhaltenen Parameter sind mit den Werten aus Tabelle 3.1 nahezu identisch.
Einzig die Inhibitionskonstante fur den EinfluR des Substrates Propionamid bei der Amidasereaktion
zeigt eine wesentliche Abweichung zu den Werten in Tabelle 3.1, indem sie hier um einen Faktor 5
geringer geschatzt wurde. Damit wurde in der dynamischen Simulation, im Vergleich zur
Parameterschatzung basierend auf den Anfangsreaktionsraten, eine verstarkte
SubstratiberschuBRhemmung festgestellt.



94

Die in Tabelle 3.5 zusammengefaliten kinetischen Parameter aus Tabelle 3.2 und 3.4 wurden fir die
weiteren Untersuchungen verwendet. Dies begriindet sich zum einen darin, dal fir die Bestimmung
der Parameter may, Ku und Kisusrat aus den Konzentrations-Zeit-Verlaufen (s. Abbildung 3.26) eine
bessere Anpassung als an die Anfangsreaktionsraten (s. Abbildung 3.22) erhalten wurde. Zudem
waren die fur die Anpassung eingesetzten MelRdaten mit einem geringeren MeRfehler bestimmt als
die Anfangsreaktionsraten. Dies liegt zum einen darin begrindet, dal der MeRdatensatz fir die
dynamische Simulation aus einem einzigen experimentellen Ansatz stammt, zum anderen wurden die
Anfangsreaktionsraten Uber eine Linearisierung aus verschiedenen experimentellen Ansatzen
gewonnen, was eine hdhere Streuung der Daten zur Folge hat.

Dagegen waren einige Inhibitionskonstanten nur Uber Anfangsreaktionsraten bestimmbar, da in den
Anpassungen der Parameter an den Konzentrations-Zeit-Verldufen der inhibitorische Einflul von
Saure und Ammonium nicht zu unterscheiden ist. Allerdings konnte die Inhibition der Amidasereaktion
durch Ammonium (s. Tabelle 3.3) unter der Annahme, daf® Propionsaure keinen inhibitorischen
Einflud auf die Rate hat, mit den Ergebnissen aus den Anfangsreaktionsraten (s. Tabelle 3.2)
verglichen werden. Auch die Inhibition der Nitrilhydratase durch Propionamid zeigt nahezu identische
Werte fur die Inhibition unter Verwendung der jeweiligen Anpassungen. Daher wurden in Tabelle 3.5

die Inhibitionskonstanten aus Tabelle 3.2 eingefiigt.

Tabelle 3.5: Zusammenfassung der erhaltenen Parameter aus Tabelle 3.2 und Tabelle 3.4

Nitrilhydratase Amidase

Mmax 14713 [U/g BTM] Fmax 386 [U/g BTM]
Kwm 16 [mM] Kwm 2.7 [mM]
Kipropioniril 217 [mM] Kipropionamia 279 [mM]
Kipropionamid 125 [mM] Kipropionat Keine Inhibition [mM]
Kipropionat 37 [mM] Kiammonium 89 [mM]
Kiammonium 194  [mM]

3.6.2 Simulation eines Fed-batch Prozesses

Die im vorherigen Abschnitt erhaltenen Parametersatze kénnen nun zur Beschreibung und Auslegung
von unterschiedlichen Prozeflfihrungen genutzt werden. Exemplarisch soll dies an dem unter 3.5.1
beschriebenen Datensatz fir die Umsetzung in einem absatzweisen Proze3 mit kontinuierlicher
Substratzudosage (fed-batch) gezeigt werden. Desweiteren soll die Langzeitstabilitdt dieses

Prozesses unter Abschatzung der Inaktivierungsraten der beteiligten Enzyme untersucht werden.

Fir die dynamische Simulation des Fed-Batch Prozesses wurden die in Gleichung 3.4 und 3.5
angegebenen Reaktionsraten fir die Nitrilhydratase- und Amidasereaktion verwendet, wobei die

kinetischen Konstanten der Tabelle 3.5 entnommen wurden.
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Dabei waren zwei wesentliche Punkte zu beachten. Zum einen war die Konzentration des
Katalysators Uber die Reaktionszeit nicht konstant, da der Zulauf an Substrat die Zellsuspension
verdinnte und Uber die Probennahme der Katalysator aus dem Reaktionsansatz entfernt wurde. Zum

zweiten war eine Inaktivierung der Enzyme Uber die ProzeRdauer mit einzurechnen.

Unter der Annahme, dal} die maximale Reaktionsrate proportional der Konzentration an aktiver
Nitrilhydratase ist, 1aRt sich die zeitliche Anderung vON rmaxne iN Gleichung 3.4 durch eine Bilanzierung
der Enzymkonzentration an aktiver Nitrilhydratase angeben. Durch eine dimensionslose Darstellung
der Nitrilhydratasekonzentration kann rynny in Gleichung 3.4 durch folgende Gleichung ersetzt

werden.

CnH (t) (3.9)

C 'NH

r

— 0
max,NH (t) =T "maxNH X

rgqax,NH (t) maximale Reaktionsrate der Nitrilhydratase zum Zeitpunkt t [mM/min]

I max,NH = maximale Reaktionsrate der Nitrilhydratase zum Zeitpunkt t = 0 [mM/min]
cH (1) = Menge an aktiver Nitrilhydratase zum Zeitpunkt t
¢’ = Menge an aktiver Nitrilhydratase zum Zeitpunkt t = 0

Bilanzierung der Enzymkonzentration am Beispiel der Nitrilhydratase

Die zeitliche Anderung der Molmenge an aktivem Enzym Nitrilhydratase 188t sich mit Hilfe der

Kettenregel wie folgt darstellen:

v (3.10)
o = K Xy X Vg —F, Xy

_(CNH XVR) =

CNH = Menge an aktiver Nitrilhydratase [g/I]

VR = Reaktorvolumen [I]

Kni = Geschwindigkeitskonstante [1/h] der Inaktivierungsreaktion erster Ordnung
F2 = Ablaufrate [I/h], gemittelt aus dem Probennahmevolumen Uber die Prozel3zeit

Dabei sind auf der rechten Seite von Gleichung 3.9 die Stoffsenken durch Inaktivierung und

Probennahme aufgefiihrt. Mit

(3.11)
Ve _F1-F2

Vg = Reaktorvolumen [I]
F1 = Zulaufrate [I/h]
F2 = Ablaufrate durch Probennahme [I/h]
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und durch Auflésen der zeitlichen Anderung der Konzentration der Nitrilhydratase folgt aus Gleichung
3.10

dey, _ F, (3.12)
— v Tk [XCw
dt A
CNH = Menge an aktiver Nitrilhydratase [g/l]
Vg = Reaktorvolumen [I]
Knk = Inaktivierungskonstante [1/h]
F1 = Zulaufrate [I/h]

Indem die Enzymkonzentration an aktiver Nitrilhydratase normiert wird, kann Gleichung 3.11 in eine

dimensionslose Darstellung Uberfuhrt werden.

3.13
g Cnw = — i+k xcﬂ ( )
dt\ c®nn Ve o ) cOw

CNH = Menge an aktiver Nitrilhydratase [g/I]
S = Menge an aktiver Nitrilhydratase zum Zeitpunkt t = 0 [g/I]
Vg = Reaktorvolumen [I]
Knm = Inaktivierungskonstante [1/h]
F1 = Zulaufrate [I/h]
Cay ] (3.14).
Es giltfirt=0 O

Analog zu Gleichung 3.13 laRt sich die Differentialgleichung fur die Konzentration an aktiver Amidase

als dimensionslose Grofe aufstellen:

3.15
d(CADj:—F]+k XCA ( )
0 AD 0
dt{c ap Vi C AD

Cap = Menge an aktiver Amidase [g/l]

o = Menge an aktiver Amidase zum Zeitpunkt t=0 [g/I]
VR = Reaktorvolumen [I]

Kap = Inaktivierungskonstante [1/h]

F1 = Zulaufrate [I/h]

o _ (3.16)

Ebenfalls gilt hier firt =0 ¢



Fir die dbrigen Bilanzgleichungen gilt:

dCNitriI =—r + F1x CONitriI _ F1x Citri _ F2 X C i
dt N Ve Ve Vo
dCAmid =r -r _ I:‘IXCAmide _ I:2XCAmid
NH AD
dt VA VA

dCSéure =r _ F1 X CS'aure _ F2 >(C:Séiure

da  *° A Ve
deyy, _Fixcy, F2xcy,
| S VA Vo
Ve _F1-F2

rNH = Reaktionsrate der Nitrilhydratase [mM/h]

rap = Reaktionsrate der Amidase [mM/h]

F1 = Zulaufrate [I/h]

F2 = Ablaufrate durch Probennahme [I/h]

VR = Reaktorvolumen [I]

C = Konzentration des Stoffes | zum Zeitpunkt t [mM]
COnitrit = Konzentration des Substrates im Zulauf [mM]
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(3.17)

(3.18)

(3.19)

(3.20)

(3.20)

Zusatzlich zu den in Tabelle 3.5 aufgeflihrten Parametern wurden die in Tabelle 3.6 dargestellten

Werte fir die Simulation des Fed-batch Prozesses verwendet.
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Tabelle 3.6: Verwendete Reaktionsbedingungen und Inaktivierungskonstanten fur die dynamische

Simulation des in Abbildung 3.16a dargestellten Fed-batch Prozesses

Modellparameter Bemerkung zur Abschatzung der Startwerte der
Optimierung

F1 1x10° [I/h] Berechneter Zulauf aus der Zunahme der Molsumme
Uber die Reaktionszeit

F2 3.3x10*  [Ih] Ablauf durch Probennahme von 25 mal 1.2 ml, Gber die
Reaktionszeit gemittelt

C\itile 14000 [mMM]  Konzentration des Nitrils im Zulauf

Knm 0.0033 [1/n] Inaktivierungskonstante aus Abbildung 3.6 abgeschatzt

Kap 0.003 [1/n]  Inaktivierungskonstante aus Abbildung 3.6 abgeschatzt

Cnitril 0 [mM]

Camid 0 [mM]

Csaure 0 [mM]

CNh4 0 [mM]

CNH/NHo 1

CAD/ADO 1

Vg 0.5 [

Um die Zulaufrate an reinem Nitril exakt zu bestimmen, wurde diese aus den Molsummenanderungen
im Bereich zwischen 1230 min und 3030 min berechnet. Es ergab sich ein Wert von 15.6 mM/h. Mit
einer Zulaufkonzentration von 14 mol/l und einem geschéatzten mittleren Volumen des Reaktors von
550 ml berechnete sich ein konstanter Zulauf von 1x10 I/h. Die diskontinuierliche Probennahme
wurde hier aufgrund der hohen Probenzahl und des geringen konstanten Probenvolumens durch
einen mittleren kontinuierlichen Abstrom modelliert. Die Startwerte fir die Schatzung der
Geschwindigkeitskonstanten fur die Inaktivierung der Enzyme wurde aus der Inaktivierung bei

Lagerung abgeschatzt.

Um die Inaktivierungskonstanten fir den Prozel3 zu bestimmen, wurden alle Modellparameter der
Reaktionskinetik, die FlieRrate sowie die Zulaufkonzentration des Nitrils konstant gelassen. Eine
Schatzung der beiden Inaktivierungskonstanten erfolgte durch Minimierung der relativen
Fehlerquadratsumme unter Bertcksichtigung der in Abbildung 3.27 gegebenen experimentell

ermittelten Konzentrationsverlaufe.
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Abbildung 3.27: Konzentrations-Zeit Verldufe bei absatzweiser Prozef3fihrung mit kontinuierlicher
Zudosage von Propionitril (s. Abbildung 3.16a). Die Punkte stehen fir die gemessenen
Konzentrationen, die durchgezogenen Linien fir die berechneten Verlaufe der Konzentrationen. Die
dicke gestrichelte Linie steht fir die berechnete spezifische Aktivitdt der Nitrilhydratase, die diinne
gestrichelte Linie fiir die berechnete spezifische Aktivitat der Amidase.

Wie in der Abbildung 3.27 zu erkennen ist, konnten im Modell tendentiell korrekte
Konzentrationsverldufe im Vergleich zu den gemessenen Konzentrationen erhalten werden. Die
Betrdge der Inaktivierungskonstanten wurden durch die dynamische Simulation fur die
Nitrilhydrataseaktivitat zu kyy = 0.015 1/h und fur die Amidaseaktivitat zu kap = 0.012 1/h bestimmt.

Somit konnte mit den zuvor bestimmten Parametern auch ein Prozel3 beschrieben werden, in dem
eine Produktkonzentration von bis zu 3 M erreicht wurde. Allerdings wurde besonders die
Nitrilhydrataseaktivitdt zum Ende des Prozesses hin niedriger berechnet, als aufgrund der MelRdaten
angenommen werden konnte. Infolge dessen wurde auch die Konzentration des Endproduktes
Propionat zu gering abgeschatzt. Dies kénnte darin begriindet sein, dall bei der Parameterschatzung
der Produktinhibition schon bei 1.2 M Ammonium im Ansatz eine fast vollstdndige Inhibition der
Nitrilhydratase vorlag (s. Abbildung 3.23c), dies aber auf den untersuchten Fed-batch Prozel} nicht
Ubertragbar war. Auch die Parameterschatzung aus den Versuchen mit einer hohen
Substratkonzentration zeigten fur die Inhibitionskonstante von Ammoniumpropionat einen hdheren
Wert (s. Tabelle 3.3) und somit eine geringere Inhibition der Nitrilhydratasereaktion, als aus den

Parameterschatzungen Uber Anfangsreaktionsraten zu erwarten war. Dennoch konnten die
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experimentell bestimmten MeRwerte durch die dynamische Simulation qualitativ sehr gut beschrieben

werden.

3.6.3 Simulation eines kontinuierlichen Prozesses

Eine weitere Abschatzung bezlglich der Inaktivierung des Enzymsystems kann durch die Auswertung
der Versuche aus den kontinuierlichen Prozel¥fihrungen erhalten werden. Dabei entsprechen die
Bedingungen bezuglich der Konzentrationen der Substrate und Produkte den Bedingungen im
Standardansatz (s. Abbildung 3.26), was bei dem Fed-batch Versuch nicht der Fall war.

Dazu wurden die in Abschnitt 3.5.4 beschriebenen MeRwerte aus der jeweiligen kontinuierlichen
Prozel3fihrung mit Zudosage von Propionitril (s. Abbildung 3.20) und Propionamid (s. Abbildung 3.21)
fir die dynamische Simulation eingesetzt. Dabei konnten die Inhibitionskonstanten fir die jeweiligen
Enzyme aus den einzelnen Versuchen getrennt bestimmt werden. In den Versuchen wurden fir das
jeweilige Enzym Bedingungen eingestellt, die bei der Nitrilhydratase eine mdglichst geringe
Inaktivierung und bei der Amidase eine méglichst hohe Aktivitat ergaben. Dabei wurde die Temperatur
im kontinuierlich durchstrdomten Ruhrkessel fir die Nitrilhydratasereaktion auf 6 °C und jeweils
entsprechend fur die Amidasereaktion auf 30 °C eingestellt.

Allerdings wurden diese ProzeRfihrungen mit immobilisierten Zellen durchgefuhrt, weshalb
angenommen wurde, dal® die ermittelte maximale Reaktionsrate der freien Zellen nicht direkt auf
diese Anpassung Ubertragbar war. Dies konnte auch aus den Versuchen mit unterschiedlichen
Immobilisatdurchmessern (s. Abbildung 3.8) abgeschétzt werden, wobei eine geringere spezifische
Aktivitdt gefunden wurde, als aus den vergleichbaren Aktivitadtstests mit freien Zellen zu erwarten
gewesen ware. Dies konnte sowohl auf eine Inaktivierung der Zellen durch den
Immobilisierungsprozeld zurtickgefiihrt werden, als auch auf eine Stofftransportlimitierung hindeuten.
Da somit keine genaue Aussage Uber die maximale Reaktionsrate der Kinetik der Enzyme getroffen
werden konnte, wurde in den folgenden dynamischen Simulationen nicht nur die
Inaktivierungskonstanten variiert, sondern auch der Wert fir die maximale Reaktionsrate der

Nitrilnydratase- und Amidasereaktion.

Die Gleichungen fur die spezifischen Reaktionsraten fir die Nitrilhydratase- und die Amidasereaktion

wurden dann, wie in Gleichung 3.24 und 3.25 beschrieben, angesetzt.
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(k xt) (3.24)
r — r.max,NH xe " ><CNitriI
NH 2
CNitriI

Nitril + K
I Nitril

Cn . Cox C
KM Nitrilx 1+ Amid + Saure + NH, +C
KI,Amid K K

|.Saure

INH,

Reaktionsrate der Nitrilhydratase [mM/min]

maximale Reaktionsrate der Nitrilhydratase [mM/min]

Konzentration des Stoffes i zum Zeitpunkt t [mM]

Mentenkonstante der Nitrilhydratasereaktion [mM]
Inhibitionskonstante des Stoffes i fur die Nitrilhydratasereaktion [mM]
Inhibitionskonstante der Nitrilhydratase [1/h]

(k xt) (3.25)
— rmax,AD X e X CAmid
ap = c 5
NH, C Amid
x| 1+ + Camig T

I,NH, KI,Amid

KM,Amid

Reaktionsrate der Amidase [mM/min]

maximale Reaktionsrate der Amidase [mM/min]

Konzentration des Stoffes i zum Zeitpunkt t [mM]
Mentenkonstante der Amidasereaktion [mM]
Inhibitionskonstante des Stoffes i flr die Amidasereaktion [mM]
Inaktivierungskonstante der Amidase [1/h]

Fur die Abschatzung wurde eine idealen Durchmischung angenommen. Zudem sollten samtliche

Stofftransportprozesse an den Immobilisatpartikeln und innerhalb des Immobilisates vernachlassigt

werden, ebenso wie der Austrag von Biomasse aus dem Reaktionsvolumen. Flr den kontinuierlich

betriebenen Prozel gelten dann folgende Bilanzgleichungen:

o (3.26)
—Nil = —p L+ D x ¢t —D X C
dt
. (3.27)
# =N ~Tap ~DXCamig
(3.28)

dc..
Saure — _
—w T D x Csaure

dt
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dCNH4 5 (3.29)
=r,, —DXcC

dt AD NH4
rNH = Reaktionsrate der Nitrilhydratase [mM/min]
rap = Reaktionsrate der Amidase [mM/min]
C = Konzentration des Stoffes i zum Zeitpunkt t [mM]
c’ Nitril = Konzentration des Substrates im Zulauf [mM]
D = Verdiinnungsrate [1/h]

3.6.3.1 Inaktivierung der Nitrilhydratase

Die verwendeten MefRRdaten wurden dem in Abbildung 3.20 dargestellten Ansatz mit kontinuierlicher
Substratzufihrung entnommen. Dabei wurde fiir die Parameterschatzung der Zeitbereich von 21.4 h
bis 106.5 h Reaktionszeit verwendet. Die Zulaufrate lag konstant bei 400 mi/h und somit die
Verdinnungsrate bei D = 2.6 1/h. Es wurde angenommen, daf} in der Zeit vont =0 biszut=21.4 h
keine Inaktivierung festzustellen war. Dies lieR® sich aufgrund der nahezu konstanten Konzentration an
Propionitril innerhalb diese Zeitspanne belegen. Da die MelRwerte fir die Propionamidkonzentration
stark streuten, wurden diese nicht fir die Parameterschatzung verwendet. Die Mel3werte fir die
Propionsaure zeigten in dem gewahlten Bereich keine Veranderung. Es konnte fir die
Amidasereaktion keine Inaktivierung festgestellt werden. Daher wurden nur die Daten der
Propionitrilkonzentration fir die Parameterschatzung verwendet.

Es wurden die in Tabelle 3.5 angegebenen Parameter fir die dynamische Simulation eingesetzt.

Zudem wurden die in Tabelle 3.7 dargestellten Konzentrationen als Startwerte eingesetzt.

Tabelle 3.7: Startkonzentrationen fiir die dynamische Simulation der maximalen Reaktionsraten und
der Inaktivierung der Nitrilhydratase- und Amidasereaktion aus einem kontinuierlichen Prozel3 zur

Propionitrilverseifung. Die Daten sind der Abbildung 3.20 zum Zeitpunkt t = 21.4 h enthommen.

Substanz Konzentration [mM]

Propionitril 13.72
Propionamid  93.85
Propionat 12.64

Ammonium 12.64

Durch eine Anpassung der Parameter der maximalen Reaktionsraten und der
Inaktivierungskonstanten der dynamischen Simulation an den Verlauf der Propionitrilkonzentration,

konnten die in Abbildung 3.28 dargestellten Konzentrationsverldufe erhalten werden:
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Abbildung 3.28: Konzentrations-Zeit-Verlaufe fir die Substrate und Produkte bei der kontinuierlichen
ProzefRflhrung der Propionitrilumsetzung aus Abbildung 3.20 im Zeitbereich von 21.4 h bis 106.5 h.
Die Punkte stellen die gemessene Konzentration an Propionitril dar, die durchgezogenen Linien
wurden durch numerische Integration berechnet, ebenso wie die Konzentration an Propionamid (-.-)
und die Propioniatkonznetration (-..-). Die gestrichelte Linie stellt die spezifische Reaktionsrate der
Nitrilhydratase dar.

Uber die dynamische Simulation wurden die in Tabelle 3.8 zusammengefaliten Parameter bestimmt.

Tabelle 3.8: Aus Abbildung 3.28 geschatzte Parameter fiir den kontinuierlich betriebenen Prozel} der

Nitrilverseifung.

Parameter optimierter Wert
rmax* Nitrilhydratase 3428 [U/g BTM]
k Nitrilhydratase 0.0121 [1/h]

rmax* Amidase 89.9 [U/g BTM]
k Amidase 0 [1/h]

Zur qualitativen Uberpriifung der Vorhersagbarkeit des Modells wurde durch numerische Integration
der Gesamtprozel3 dargestellt, wobei die verwendeten unterschiedlichen Zulaufraten aus dem in
Abbildung 3.20 dargestellten Proze® entnommen wurden. Es wurden die in Tabelle 3.5 und 3.8
beschriebene Parameter verwendet. Dabei wurden die in Abbildung 3.29 dargestellten Verlaufe fiir die

Konzentrationen erhalten.
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Abbildung 3.29: Konzentrations-Zeit-Verlaufe des in Abbildung 3.20 dargestellten kontinuierlichen
Prozesses zur Propionitrilverseifung. Die Punkte stellen die MeRdaten dar, die Linien die durch
numerische Integration erhaltenen Verlaufe der Konzentrationen. Die dickere Linie bezeichnet die
Propionitrilkonzentration, die diunnere Linie die Propionamidkonzentration und die gestrichelte Linie
die Propionatkonzentration.

Wie aus Abbildung 3.29 zu erkennen ist, konnten die realen Mef3daten zu Beginn des Versuches sehr
gut durch die numerische Integration der bestimmten Parametern dargestellt werden. Dabei war
festzustellen, dal® zum Ende des Versuches eine zu geringe Nitrilhydrataseaktivitdt und somit auch
ein starker Anstieg der Propionitrilkonzentration berechnet wurde. Dagegen zeigte der Verlauf der
Propionatkonzentration im gesamten Bereich eine gute Ubereinstimmung mit den gemessenen
Werten. Somit wurde der Verlauf der Reaktionsrate Uber die ProzelRzeit offensichtlich sehr gut durch
das Modell wiedergegeben, obwohl der Stofftransport im Modell nicht beriicksichtigt wurde. Die
bestimmten maximalen Raten der Nitrilhydratase und der Amidasereaktion lagen hier um einen Faktor
0.23 niedriger, als die aus den Anfangsreaktionsraten flr freie Zellen geschatzten Werte (s. Tabelle
3.5). Dabei war aufgrund der Reaktionstemperatur von 6 °C eine Verringerung der spezifischen
Aktivitdt um den Faktor 0.5 (s. Abbildung 3.5) zu erwarten. Eventuell kénnte also eine
Stofftransportlimitierung fir die Abnahme der spezifischen Aktivitat gegeniber den Abschatzungen fir
freie Zellen angenommen werden. Dies wird in Abschnitt 3.6.2.4 eingehender untersucht. Dabei wurde
eine Transportlimitierung fir das Substrat vom Bulk an die Immobilisatoberflache festgestellt. Der

Effektivitatskoeffizient fir das Verhaltnis der beobachtbaren Reaktionsrate zu der maximalen
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Reaktionsrate lag dabei bei ney = 0.7. Somit wirde sich Gber die geringere Reaktionstemperatur bei
der kontinuierlichen Prozef3fihrung und die Stofftransportlimitierung durch die Immobilisierung eine
Verringerung der maximalen Reaktionsrate um den Faktor 0.35 gegeniber der maximalen Rate der
frei suspendierten Zellen im Standardaktivitatstest (s. Tabelle 3.5) ergeben. Da der zur
Parameterschatzung herangezogene MefRdatenbereich nach einer Reaktionszeit von 21 h gewahlt
wurde, kann angenommen werden, dal® bis zu diesem Zeitpunkt bereits eine Inaktivierung
stattgefunden hatte, die den Unterschied zwischen der berechneten maximalen Reaktionsrate und der

Uber die Temperatur und Stofftransportlimitierung abgeschatzten Rate erklaren kénnte.

3.6.3.2 Inaktivierung der Amidase

Da die Amidase in dem zuvor untersuchten Prozel3 keine Inaktivierung zeigte (s. Tabelle 3.8), wurde
die Inaktivierungskonstante aus dem in Abbildung 3.21 dargestellten kontinuierlichen Prozel} fir die
Propionamidhydrolyse abgeschéatzt. Unter den dabei vorgegebenen ProzelRbedingungen konnte eine
Inaktivierung der Amidasereaktion durch den Anstieg der Propionamidkonzentration im Reaktor Gber
die ProzelRzeit beobachtet werden (s. Abbildung 3.21). Dabei konnte nach der ersten Umstellung der
Zulaufrate bei t = 336 h eine nicht ausschliel3lich mit der DurchfluRrate korrelierende Abnahme der
Propionamidkonzentration beobachtet werden. Es sollte nach 30 h bei einer Verdiinnungsrate von D =
0.16 1/h ein vollstdndiger Austausch des Reaktormediums erfolgt sein. Jedoch stellte sich das neue
FlieRgleichgewicht erst nach 100 h ein (s. Abschnitt 3.5.4). Zudem wurde bei geringeren Flielraten
ein Freisetzen der immobilisierten Zellen beobachtet, welches zu einer Abnahme der
Katalysatorkonzentration fiihrte. Dieser Effekt kann nicht durch das entwickelte Modell fir die Kinetik
der Amidasereaktion abgebildet werden, da offensichtlich nicht nur eine kinetisch bedingte Dynamik in
dem System vorliegt. Daher konnte nur fir den ersten Abschnitt des Prozesses mit einer
kontinuierlichen Verdinnungsrate von D = 0.277 1/h eine Abschatzung der Inaktivierungskonstanten
erfolgen, wobei in dieser Zeit kein Verlust an Biomasse aus dem Reaktor beobachtet wurde.

Fir die dynamische Simulation wurden die in Tabelle 3.5 fir die Amidasereaktion beschriebenen
Parameter verwendet. Als Melidatensatz wurde der Verlauf der Propionamidkonzentration gewahlt, da
die MeRwerte der Propionsdurekonzentration stark streuten (s. Abbildung 3.21). Als

Bilanzgleichungen fir den Prozeld wurden folgende Gleichungen aufgestellt:

de (3.30)
——Amd =D xCamis ~ My ~DXC g

dt

dc.. (3.31)
——Saure. = rao D *XCgayre

dt
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dc NH, (332)

rap = Reaktionsrate der Amidase [mM/min], siehe Gleichung 3.25
C = Konzentration des Stoffes i zum Zeitpunkt t [mM]

¢ amid = Konzentration des Substrates im Zulauf [mM]

D = Verdlinnungsrate [1/h]

Bei der dynamischen Simulation wurde der Parameter fur die Inaktivierung abgeschétzt. Da bei der
kontinuierlichen Prozel¥fihrung zur Propionamidhydrolyse immobilisierte Zellen eingesetzt wurden,
wurde bei dieser Anpassung die spezifische Aktivitdt der Amidase variiert. Es wurden die in Tabelle

3.9 aufgeflihrten Startkonzentrationen eingesetzt.

Tabelle 3.9: Startkonzentrationen fur die dynamische Simulation der maximalen Reaktionsrate und
der Inaktivierung der Amidasereaktion aus einem kontinuierlichen Prozefl3 zur Propionamidhydrolyse.
Die Daten sind der Abbildung 3.21 zum Zeitpunkt t = 1 h entnommen.

Substanz Konzentration [mM]

Propionamid 2.5
Propionat 95.8

Ammonium 95.8

Es wurden durch numerische Integration der Gleichungen 3.30 bis 3.32, Parameteroptimierung der
Maximalrate der Amidase bzw. der Inaktivierungskonstanten des Enzyms die in Abbildung 3.30

dargestellten Kurvenverlaufe erhalten.

Die Parameterschatzung ergab eine betragsmaRiige Geschwindigkeitskonstante der Inaktivierung von
k = 6.2x10° 1/h und eine maximale spezifische Reaktionsrate von 130 U/g BTM. Die hier bestimmte
maximale spezifische Reaktionsrate der Amidase zeigt einen deutlich geringeren Wert im Vergleich zu
der in Tabelle 3.5 korrespondierenden spezifischen Maximalrate. Auch in diesem Fall kénnte eine
Stofftransportlimitierung aufgrund der Immobilisierung der Zellen vorliegen, aber auch durch einen
Aktivitatssverlust bei der Immobilisierung selbst kénnte diese geringe Aktivitat erklart werden. Da eine
Inhibierung durch im Alginat akkumulierte Produkte mdglich ist, kénnten dadurch veranderte
Bedingungen gegenuber den Konzentrationen im Bulk auftreten. Dies kdnnte aufgrund der
Produkthemmung ebenfalls zu einer Verringerung der Aktivitdt gegeniber den frei suspendierten
Zellen fihren. Die Inaktivierungskonstante ist mit einem aus Abbildung 3.6 durch Extrapolation der

Regressionsgeraden bis zu einer Temperatur von 30 °C zu erhaltenden Wert vergleichbar.
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Abbildung 3.30: Konzentrations-Zeit-Verlaufe fur die Substrate und Produkte bei der kontinuierlichen
ProzefRflhrung aus Abbildung 3.21 im Zeitbereich bis 200 h. Die Punkte stellen die gemessenen
Konzentrationen dar, die durchgezogenen Linien wurden durch numerische Integration berechnet. Die
gestrichelte Linie stellt die spezifische Reaktionsrate der Amidase dar.

Zusammenfassend kann aus den Parameterschatzungen zu den kontinuierlichen ProzefRfihrungen
mit immobilisierten Zellen abgeschatzt werden, dal die kinetischen Ansatze auch in diesem System
anwendbar sind. Die Inhibitionskonstanten konnten aus den Versuchen abgeschéatzt werden, wobei
die maximale spezifische Reaktionsrate der Nitrilhydratase und der Amidase deutlich geringer
geschatzt wurden als in den Versuchen mit freien Zellen. Dies kbénnte auf eine

Stofftransportlimitierung hindeuten, wie sie in Abschnitt 3.6.2.4 genauer untersucht wird.

3.6.4 Abschatzung der Stofftransportlimitierung bei in Kalziumalginat
immobilisierten Zellen

Durch die Immobilisierung von Biokatalysatoren kann es zu deutlichen Unterschieden zwischen den
beobachtbaren Reaktionsraten des freien und des immobilisierten Katalysators kommen. Diesem
Phdnomen kann zum einen eine Inaktivierung des Katalysators durch die Prozedur der
Immobilisierung zugrunde liegen, zum anderen aber auch eine Stofftransportlimitierung. Dabei kann
mit verschiedenen theoretischen Ansatzen die Limitierung des Stofftransportes aus der Lésung an das

Immobilisat bzw. im Immobilisat abgeschéatzt werden. Da auch in dieser Arbeit Untersuchungen mit
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immobilisierten, ruhenden Zellen durchgefihrt wurden, werden im weiteren Limitierungen fur den
aulleren und inneren Stofftransport Uber den Effektivitatskoeffizienten n abgeschatzt. Dieser
beschreibt das Verhéaltnis der beobachtbaren Reaktionsrate des immobilisierten Katalysators zu der

maximal moéglichen Reaktionsrate.

= Mg (3.33)
r(ci‘clo)
n = Effektivitatskoeffizient [-]
Feff = effektive Reaktionsrate [mM/min]
r(cizcio) = Reaktionsrate im Pellet bei Vorliegen der Substratkonzentration im Bulk [mM/min]

Zur Abschatzung des Effektivitdtskoeffizienten n fir den internen Stofftransport wurde der
literaturbeschriebene modifizierte Thiele-Modulus @ bestimmt (Bailey & Ollis 1986). Dieser beschreibt
das Verhaltnis zwischen der beobachtbaren Reaktionsrate und dem diffusiven Stofftransport im

Immobilisat. In Gleichung 3.34 wird der entsprechende mathematische Zusammenhang dargestellt.

3.34
o= r R’ (3.34)
D xcg (3
[0} = modifizierter Thielemodulus [-]
It = beobachtbare Reaktionsrate [mM/s]
Dest = effektiver Diffusionskoeffizient [cmzls]
Cs = Konzentration im Bulk [mM]
R = Radius des Immobilsates [cm]

Fir den in Abschnitt 3.5.4 dargestellien kontinuierlichen Prozess zur Propionitrilverseifung (s.
Abbildung 3.20) konnte beziglich der Nitrilhydratase zum Zeitpunkt t = 21.4 h (s. Abbildung 3.28) eine
spezifische Reaktionsrate von r = 650 U/gBTM bestimmt werden. Dabei lag die
Biotrockenmassekonzentration im Immobilisat bei 44 g/l (s. Abschnitt 2.8.5.1), womit sich die
Reaktionsrate zu r = 0.5 mM/min berechnet. Die Konzentration an Substrat zu diesem Zeitpunkt lag
bei ¢ = 13 mM fiur das Substrat Propionitril. Der Radius der verwendeten Immobilisatperlen lag bei R =
4.5x10™* m. Eine Abschatzung des molekularen Diffusionskoeffizienten erfolgte tber die Gleichung
nach Wilke und Chang (Baerns et al 1987). Dabei wurde der molekulare Diffusionskoeffizient zu D,, =
1x10° cm%s bestimmt. Unter der Annahme, daf der effektive Diffusionskoeffizient im Alginat sich
nicht wesentlich vom molekularen Diffusionskoeffizienten im Wasser unterscheidet, berechnet sich der
modifizierte Thiele-Modulus zu @ = 0.86.

Der Effektivitatskoeffizient n wurde aus dem modifizierten Thiele-Modulus ¢ graphisch ermittelt (s.
Abbildung 4.21, (Bailey & Ollis 1986)). Dabei wurde der Effektivitdtskoeffizient fir eine Reaktion 1.

Ordnung zu n = 0.7 ermittelt. Somit kann eine interne Stofftransportlimitierung festgestellt werden.

Bei immobilisierten Biokatalysatoren kann es neben einer internen Stofftransportlimitierung auch zu

einer Limitierung des Stofftransportes aus der Flissigkeit an die Partikeloberflache kommen. Der
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externe Effektivitatskoeffizienten ney kann abgeschatzt werden, wenn das Produkt ney x. Da bekannt
ist, wobei die Damkohlerzahl Da Il (Baerns et al 1987) das Verhaltnis zwischen Reaktionsrate und

aulerem Stofftransport darstellt (Gleichung 3.35).

3.35
Dall = k (339
k, xa
Da = Damkohlerzahl [-]
k = Reaktionsgeschwindigkeitskonstante [1/s]
ki = Stoffiibergangskoeffizient [m/s]
a = spezifische Oberflache [1/m]

Der Term nex x Da berechnet sich unter der Annahme einer Reaktion 1. Ordnung nach Gleichung 3.36
(Baerns et al 1987).

I (3.36)
Neq XDall= ¢
k,xaxc
Next = externer Effektivitatskoeffizient [-]
Da = Damkaohlerzahl [-]
Feff = effektive Reaktionsrate [mM/s]
ki = Stoffubergangskoeffizient [m/s]
a = spezifische Oberflache [1/m]
c = Konzentration im Bulk [mM]
Die spezifische Phasengrenzflache a berechnet sich dabei aus Gleichung 3.37.
AP 6 (3.37)
a=-——=—
V. d,
a = spezifische Oberflache [1/m]
Ap = Gesamtoberflache aller Partikel [m2]
Vp = Gesamtvolumen aller Partikel [m3]
dp = Durchmesser der Partikel [m]

zu a = 6.6x10" 1/m. Die firr die Berechnungen notwendige Stoffiibergangszahl k, wurde mit Gleichung
3.38estimmt (Henzler et al 1982).

1 (3.38)
D exd,t)E 1
k,=—"x||0.67x | xSh? |+2
ds Vv
ki = Stoffubergangszahl [m/s]
£ = Energiedissipationsrate [m?/s’]
v = kinematische Viskositat [m%/s]
Sc = Schmidtzahl [-]
d, = Partikeldurchmesser [m]
D = molarer Diffusionskoeffizient [cm?/s]
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Die Energiedissipation € berechnet sich mit der Leistungscharakteristik des Scheibenrihrers nach
Gleichung 3.39

Nexpxn®xd,’ (3.39)

m

P
€=—
m

Energiedissipation [m?/s’]
Leistung [W]

Masse [kg]

Newtonzahl [-]

Dichte der Flissigkeit [kg/m3]
Ruhrerdrehzahl [1/s]
Ruhrerdurchmesser [m]

Z3 0o

O 35 ©

Fiur die Berechnung der Energiedissipation wurde Uber die Bestimmung der Reynoldszahl zu Re =
8000, wodurch unter der beschriebenen Reaktorgeometrie (s. Abschnitt 2.8) eine turbulente Strdmung
vorlag, eine Newtonzahl von Ne = 5 bestimmt. Somit berechnet sich der Wert fiur die
Energiedissipation zu € = 0.43 m?/s°. Die kinematische Viskositat wurde mit einem Wert von v = 1x10°
m°?/s angenommen. Damit berechnet sich die Schmidtzahl zu Sc = 1x10° unter der Verwendung des
oben bestimmten molekularen Diffusionskoeffizienten.

Unter Verwendung dieser Parameter konnte Uber Gleichung 3.38 der Stoffiibergangswert zu k; =

3.8x10° m/s berechnet werden.

Durch Einsetzen der berechneten Werte in Gleichung 3.36 konnte fiir den dort beschriebenen Term
fur nexxDa = 0.22 berechnet werden. Der Effektivitatskoeffizient ney wurde aus negxDa zu Ney = 0.7
bestimmt (Baerns et al 1987, Abbildung 6.8 S. 115), unter der Annahme, dal® zu dem Zeitpunkt t =
21.4 h eine Reaktion erster Ordnung vorlag. Dies konnte aufgrund der berechneten Aktivitdten in

Abbildung 3.28 angenommen werden.

Somit lag neben der Diffusionslimitierung innerhalb des Immobilisatpartikels auch eine
Transportlimitierung aufgrund des Stoffliberganges aus der Losung an die Partikeloberflache vor. Dies
zusammen koénnte zum einen die geringer als erwartet geschatzte maximale Reaktionsrate der
Nitrilhydratase- und Amidasereaktion in Abschnitt 3.6.3 erkldren. Zum anderen kénnte so die in
Abschnitt  3.4.1  beschriebene Abhangigkeit der Reaktionsrate vom Durchmesser der
Immobilisatperlen erklart werden, da der Durchmesser der Partikel direkt in die spezifische Oberflache
a (s. Gleichung 3.37) eingeht und somit der bestimmte Term ney x Da verringert wird. Dies hat eine
Verringerung des Effektivitatskoeffizienten, also eine Erhéhung der externen Stofftransportlimitierung,
zur Folge. Aber auch der interne Stofftransport hdngt vom Radius der Immobilsatpartikel Uber den
modifiziertenThielemodulus ab (s. Gleichung 3.34), wobei ein Ansteigen des Radius der Partikel eine
Ehéhung des modifizierten Thielemodulus zur Folge hat, und somit der Effektivitdtskoeffizient

erniedrigt bzw. die interne Stofftransportlimitierung erhéht wird.



111

3.7 Optimierung des Mediums fiir die Zellanzucht

Die erste Kultivierung der Zellen erfolgte mit einem fiir diesen Stamm angegebenen Medium (Ress-
Léschke 1996). Dabei wurde aufgrund der Angaben Uber den verwendeten Stamm Rhodococcus
erythropolis DSM 13002 angenommen, dald das Enzymsystem in den Zellen durch die Zugabe von
Induktoren aktivierbar ist. Dies wurde auch fur einige der in Tabelle 1.1 und 1.2 dargestellten
Nitrilhydratasen und Amidasen beschrieben. Wie in den Untersuchungen zur Kinetik festgestellt
wurde, zeigt die Amidase gegeniiber der Nitrilhydratase eine deutlich geringere spezifische Aktivitat.
Fir einen industriellen ProzeR ware daher eine Erhéhung der spezifischen Aktivitdt der Amidase
interessant. Daher sollte untersucht werden, ob durch eine Anderung der Mediumszusammensetzung
eine Erhéhung der spezifischen Aktivitdten mdglich ist und Vorschlage fur eine Optimierung des

Mediums erarbeitet werden.

3.7.1 Expression des Enzymsystems

Aufgrund der Angaben des Industriepartners beziiglich der Induzierbarkeit des Enzymsystems und
der in der Literatur beschriebenen Induktoren (s. Tabelle 1.1 und 1.2) wurde in
Schittelkolbenexperimenten (s. Abschnitt 2.4.2) der EinfluR von verschiedenen Induktoren auf die
spezifische Aktivitdt der Biomasse untersucht. Dazu wurde Medium 1 (s. Tabelle 2.4) ohne (3-
Caprolactam und Kobaltchlorid angesetzt und die jeweiligen Komponenten in den weiteren Anséatzen
zugegeben. Die Biomasse wurde nach der Aberntung im Standardaktivitdtstest auf ihre spezifische
Aktivitat hin untersucht. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 3.10 dargestellt.

Dabei wurde festgestellt, dal® das Enzymsystem bei dem verwendeten Medium auch ohne die Zugabe
von speziellen Induktoren im Organismus vorliegt. Die Zugabe von (-Caprolactam erniedrigte die
spezifische Aktivitdt der Amidase im Vergleich zu dem Medium, ohne die Zugabe von Induktoren.

Auch durch Phenylpropionitril wurden beide Enzyme in ihrer Aktivitat eher gehemmt.

Tabelle 3.10: Einflul3 von verschiedenen Induktoren auf die spezifische Aktivitat der Biomasse

Induktor Nitrilhydrataseaktivitat [U/g BTM]  Amidaseaktivitat [U/g BTM]
ohne 37854 255

0.5 g/l B-Caprolactam 32159 136

1 mM Phenylpropionitril 26515 172

1 g/l Acetamid 1292 0

1 g/l Propionamid 5712 124

1 g/l Harnstoff 3070 0

0.01 g/l Kobaltchlorid 37342 133

0.1 g/l Kobaltchlorid 10815 170
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Propionamid, Acetamid und Harnstoff inhibieren in Konzentrationen von 1 g/l die Aktivitdt der
Nitrilhydratase gegeniiber dem Ansatz ohne Induktoren um bis zu 90 %, die der Amidase um bis zu
50 %. Die Zugabe von Kobaltchlorid in dem vorgeschlagenen Medium fiilhrte bei geringen
Konzentrationen zu einer Erniedrigung der spezifischen Amidaseaktivitat, bei hoheren

Konzentrationen auch zu einem Verlust an spezifischer Aktivitat der Nitrilhydratase.

Da offensichtlich die Zusammensetzung des Mediums einen deutlichen EinfluR auf die spezifischen
Aktivitdten zeigte, wurde aus der Literatur (Layh 1994) ein Medium ausgewahlt, das fir die Anzucht
von Rhodococcusstammen besser geeignet war. Mit diesem wurden die weiteren Untersuchungen zu

der Zusammensetzung eines optimierten Mediums durchgefiihrt.

3.7.2 EinfluR der Wachstumsphase auf die spezifische Aktivitat

Da bei der ersten Anzucht mit dem vorgeschlagenen Medium (s. Abschnitt 3.2.1) kein Aktivitatsverlauf
Uber die Prozelzeit aufgenommen wurde, sollte in einem Vorversuch festgestellt werden, ob die Zeit

der Ernte der Biomasse einen Einfluld auf die spezifische Aktivitat hat.

Dazu wurde in Schuttelkolbenexperimenten (s. Abschnitt 2.4.2) zu festgesetzten Zeitpunkten

Biomasse abgeerntet und die so erhaltenen Zellen auf ihre spezifische Aktivitat hin im
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Abbildung 3.31: Verlauf  der spezifischen Aktivitat des Enzymsystems bei
Schuttelkolbenexperimenten Uber die Prozelizeit.
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Standardaktivitatstest (s. Abschnitt 2.5.8) untersucht. Die dabei erhaltenen spezifischen Aktivitaten fur

die Nitrilhydratase und die Amidase sind in Abbildung 3.31 dargestellt.

Die spezifischen Aktivitaten lagen nach 48 h Wachstum und Abernten der Zellen bei 65000 U/g BTM
fur die Nitrilhydratase und bei 450 U/g BTM fir die Amidase.

In Schuttelkolbenansétzen mit einer Probennahme nach 24, 48 und 72 h Wachstum konnte eine
deutliche Anderung der spezifischen Aktivititen mit der ProzeRzeit festgestellt werden.

Fur die Nitrilhydrataseaktivitat wurde ein Maximum nach 48 h Wachstum festgestellt. In den folgenden
24 h sank die spezifische Aktivitat wieder stark ab. Die Amidaseaktivitat hingegen zeigte nach 24 h ein

Maximum, danach sank auch hier die spezifische Aktivitat wieder ab.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde eine eingehendere Untersuchung des Zusammenhangs von
Wachstum und spezifischer Aktivitat der Biomasse, besonders in den ersten 48 h des Wachstums,
durchgefihrt. In einem Schuttelkolbenexperiment mit dem unter Abschnitt 2.4.1.3 angegebenen
Medium 2 wurde wie unter Abschnitt 2.4.2 beschrieben eine Kultivierung durchgefihrt. Die erhaltenen

Verlaufe der bestimmten Parameter wurden in Abbildung 3.32 dargestellt.

Auch hier konnte ein Anstieg der spezifischen Aktivitdten Uber die ProzeRzeit von 40 h festgestellt
werden. Die erhaltenen Aktivitidten waren mit den Aktivitdten aus den Vorversuchen (s. Abbildung
3.31) vergleichbar, wobei die Amidase eine etwas geringere Aktivitat nach 24 h ProzelRzeit aufwies.
Ein Vergleich der Wachstumskurven mit den Daten aus den Schuttelkolbenexperimenten zeigte eine

gute Ubereinstimmung.

Dennoch war aus den geschilderten Versuchen ein Astieg der spezifischen Aktivitdten beider Enzyme
bis zum Ende der Kultivierung nach 40 h Prozel3zeit erkennbar. Da sowohl in den Kultivierungen mit
Medium 1 (s. 3.2.1) als auch in den oben beschriebenen Versuchen die Glucose als auch das
Ammonium nicht vollstdndig verstoffwechselt wurden, sollte im Folgenden der EinfluR dieser

Substanzen auf die spezifischen Aktivititen gemessen werden.

3.7.3 EinfluB der Glucosekonzentration auf die spezifische Aktivitat

Aufgrund der Angaben des Industriepartners sollten Glucosekonzentrationen oberhalb von 2 g/l die
Aktivitdt des Enzymsystems deutlich hemmen. Die zuvor durchgefiihrten Untersuchungen zeigten
zudem eine geringe Verstoffwechselung der Glucose wahrend der Kultivierung.

Daher wurden parallel drei Kultivierungen wie unter Abschnitt 2.4.2 beschrieben mit je 200 ml Medium
2 (s. Tabelle 2.4) und verschiedenen Glucosekonzentrationen im Schittelkolben angesetzt.

Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Zellen abgeerntet und die spezifische Aktivitat der
Nitrilhydratase und Amidase Uber den Standardaktivitadtstest bestimmt. Die erhaltenen spezifischen

Aktivitdten wurden in Tabelle 3.11 dargestellit.
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Abbildung 3.32: Kultivierung des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 13002 in Medium 2. Es
wurden die optische Dichte, die Biotrockenmassekonzentration und die Glucosekonzentration (a) bzw.
die Biotrockenmassekonzentration, die spezifischen Aktivitdten der Nitrilhydratase und der Amidase
(b) Uber der Prozelizeit aufgetragen.

Wie aus Tabelle 3.11 zu ersehen ist, war die spezifische Nitrilhydrataseaktivitdt bei einer
Glucosekonzentration von 2 g/l am héchsten. Die Amidase war im Ansatz ohne Glucose am aktivsten.

Aufgrund der bei allen drei Versuchen in ahnlicher Konzentration erhaltenen Biomassekonzentration,
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Tabelle 3.11: Spezifische Aktivitdt des Enzymsystems bei Kultivierung in Medium 2 mit

unterschiedlichen Glucosekonzentrationen

Glucosekonzentration Nitrilhydrataseaktivitat Amidaseaktivitat Erhaltene

[a/l [U/g BTM] Biofeuchtmasse im
[Ulg BTM] Schiittelkolben [g/1]

04gl/l 34031 723 13.0

24/ 64814 307 12.8

20 g/l 42614 217 13.5

die mit den Versuchen zur Anzucht mit Medium 1 (s. Abbildung 3.2) und Medium 2 (s. Abbildung 3.32)
Ubereinstimmen, wurde angenommen, dal} die Glucose auch in diesen Versuchen nicht oder nur zu
einem geringen Teil zur Biomasseproduktion verstoffwechselt wurde.

Es konnte gezeigt werden, dal® Glucose in einer Konzentration bis zu 20 g/l keinen vollstdndigen
Verlust der Aktivitdt des Enzymsystems ergab.

In den folgenden Versuchen wurde, aufgrund der hohen spezifischen Nitrilhydrataseaktivitat bei einer
Kultivierung mit 2 g/l Glucose im Medium, fir die Biomasseproduktion der Gehalt an Glucose im
Medium beibehalten.

3.7.4 EinfluR von Ammonium auf die spezifische Aktivitat

Aus den bisherigen Untersuchungen zur Biomasseproduktion war erkennbar, da® Ammonium bei
einem Wachstum auf Hefeextrakt nicht limitierend wirkt. Da Ammonium wahrend der Kultivierung nicht
verbraucht, sondern gebildet wird, wurde der Einflud von Ammonium in Form von Ammoniumsulfat
auf die Kultivierung und die resultierende spezifische Aktivitat der Enzyme untersucht.

Die aus den Schittelkolbenexperimenten mit Medium 2 unter Verwendung von verschiedenen
Ammoniumsulfatkonzentrationen erhaltenen spezifischen Aktivitdten wurden in Tabelle 3.12
zusammengefaldt.

Es ist aus Tabelle 3.12 zu erkennen, da® Ammoniumsulfat in hohen Konzentrationen bei der
Kultivierung einen aktivierenden Einflul auf die spezifische Amidaseaktivitdt hat. Die spezifische

Nitrilhydrataseaktivitdt wird durch hohe Ammoniumkonzentrationen eher verringert. Bei einer

Tabelle 3.12: EinfluR von Ammoniumsulfat auf die Aktivitat des Enzymsystems

Ammoniumsulfatkonzentration [g/l]  spezifische spezifische
Nitrilhydrataseaktivitat [U/g BTM] Amidaseaktivitat [U/g BTM]
0 9842 113
43326 269
5 23388 298

10 30947 409
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Konzentration von 2 g/l konnte eine funffach hohere spezifische Aktivitdt der Nitrilhydratase
gegenuber dem Ansatz ohne Ammoniumsulfatzugabe festgestellt werden. Auch die spezifische
Aktivitdt der Amidase war nach der Kultivierung in einem Medium ohne zusatzliche Ammoniumzugabe
am geringsten. Um eine hohe Nitrilhydrataseaktivitdt zu erhalten, wurde auch in den weiteren

Versuchen eine Ammoniumsulfatkonzentration von 2 g/l im Medium beibehalten.

3.7.5 EinfluB von Eisen auf die spezifische Aktivitat

Da die untersuchte Nitrilhydratase ein eisenabhangiges Enzym ist (Hollergschwandner 1999), wurde
im weiteren untersucht, ob der Eisengehalt in Medium 2 einen Einflud auf die Aktivitdt des
untersuchten Enzymsystems hat. Dabei wurde als Salz zwei- und dreiwertiges Eisen in
unterschiedlichen Konzentrationen dem Medium zugegeben. Es ergaben sich die in Tabelle 3.13

zusammengefaliten spezifischen Aktivitaten:

Bei einer konstanten Ammoniumsulfatkonzentration von 2 g/l wurde die Konzentration an Eisensulfat
in verschiedenen Oxidationsstufen variiert, und es ergab sich eine deutliche Steigerung der
spezifischen Aktivitdten der Biomasse gegenlber einem Ansatz ohne Zugabe von Eisensulfat. Dabei
nahm die spezifische Amidaseaktivitat durch héhere Eisen(lll)sulfatkonzentrationen zu, die spezifische
Nitrilhydrataseaktivitdt dagegen ging zuriick. Die Verwendung von Eisen(ll)sulfat hatte einen eher

verringernden EinfluR auf die spezifische Aktivitat des jeweiligen Enzyms.

Zusammenfassend kann zur Optimierung des Mediums gesagt werden, dal® durch die Verwendung
von zusatzlichen Induktoren im Wachstumsmedium ein eher aktivitatsverringernder EinfluR auf das
Enzymsystem festzustellen war. Obwohl Glucose und Ammonium wahrend der Zellkultivierung nicht
verbraucht worden, hat das Fehlen dieser Komponenten in einem Anzuchtmedium einen negativen
Einflu auf die spezifische Aktivitat des Ganzzellsystems. Die Zugabe von Eisen(lll)sulfat ist ebenfalls
fir das Erreichen einer hohe spezifische Aktivitdt notwendig. Die Zellen sollten in der frihen
stationaren Wachstumsphase abgeerntet werden. Die Anzucht mit dem Medium 2 (s. Tabelle 2.4)
ergab eine deutlich hohere spezifische Aktivitdt der Nitrilhydratase von 60000 U/g BTM und der
Amidase von 400 U/g BTM gegeniber den spezifischen Aktivitdten aus der Anzucht mit Medium 1 (s.
Tabelle 3.10).

Tabelle 3.13: Spezifische Aktivitdt des Enzymsystems nach Kultivierung in Medium 2 mit dem

entsprechenden Gehalt an Eisensulfat.

Eisensulfatgehalt spezifische spezifische
Nitrilhydrataseaktivitat [U/g BTM] Amidaseaktivitat [U/g BTM]

04gl/l 3563 0

0.2 g/l Fe(lll)sulfat 43326 269

0.4 g/l Fe(lll)sulfat 31981 484

0.2 g/l FeEIII)squat und 40453 205

0.2 g/l Fe(ll)sulfat
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4 Diskussion

Die Arbeiten zur Entwicklung des hier vorgestellten Prozess zur Verseifung von Propionitril zu der

korrespondierenden Saure gliedern sich in vier wesentliche Teile:

Zu Beginn dieser Arbeit wurde der verwendete Mikroorganismus Rhodococcus erythropolis DSM
13002 charakterisiert und beziiglich seines Enzymsystems zur Propionitrilhydrolyse untersucht. Aus
der darauffolgenden Kultivierung des Mikroorganismus im Bioreaktor wurde die in den weiteren
Untersuchungen eingesetzte Biomasse erhalten. Zudem wurden die Anzuchtbedingungen fiir die
Kultivierung naher untersucht und Vorschlage fir eine Optimierung des Wachstumsmediums

erarbeitet.

Um die Auslegung der Anlagen und Bedingungen fur einen spéateren technischen Prozel3 beurteilen
zu kénnen, wurden im zweiten Teil der Arbeit Eigenschaften der Biomasse untersucht, wie z.B. die

Abhangigkeit der Aktivitat und der Stabilitat des Enzymsystems von Temperatur und pH-Wert.

Im dritten Teil wurde der Biokatalysator sowohl frei suspendiert und auch als Immobilisat unter
verschiedenen Grundtypen der Reaktionsfiihrung eingesetzt, wobei die maximalen spezifischen
Mengen an Produkt / Biomasse unter den verschiedenen Prozelfiihrungen abgeschétzt wurden. Aus
den Ergebnissen konnten Aussagen Uber die Auslegung eines bezuglich der Reaktionsbedingungen

optimierten Prozesses getroffen werden.

Im weiteren wurden unter Verwendung eines mathematischen Modells zur Abbildung der
Reaktionsverlaufe die reaktionskinetischen Parameter fir das vorliegende Zwei-Enzym-System
ermittelt. Mit dem so erhaltenen Parametersatz wurden verschiedene ProzeRfiihrungen mit freien und
immobilisierten Zellen modelliert. Unter der Verwendung der Mel3daten aus den unterschiedlichen
ProzefRflihrungen konnte daraufhin die Inaktivierung der Enzymaktivititen bei verschiedenen

ProzeRbedingungen quantifiziert werden.

4.1 Charakterisierung der Biomasse

Um den untersuchten Mikroorganismus in einem gréReren Malistab wirtschaftlich einsetzen zu
kénnen, ist es notwendig, diesen mit einer hohen spezifischen Aktivitdt des Enzymsystems und mit
einer hohen Zellkonzentration aus einer Kultivierung im Bioreaktor zu erhalten. Dazu wurden die
Kultivierungsbedingungen fir den Organismus im Bioreaktor untersucht und in weiteren Versuchen

der Einflul} verschiedener Faktoren auf die spezifische Aktivitdt des Enzymsystems beschrieben.
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4.1.1 Stammbestimmung

Der in dieser Arbeit verwendete Mikroorganismus wurde auf seine Gattungszugehdrigkeit hin

untersucht und zusatzlich bei der DSMZ bestimmt und hinterlegt.

Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten Komplettsequenzierung der 16S rDNA wurde eine Homologie
> 99 % zu Nocardioides simplex ATCC 1956, aber auch zu Rhodococcus erythreus DSM 43066
festgestellt (Ubereinstimmung: 1426 bp von 1432 bp). Die Ahnlichkeit zu Rhodococcus erythropolis
(1368 bp von 1471 bp) ist dabei deutlich geringer. Dabei sollte allerdings in Betracht gezogen werden,
daf der Vergleich der Sequenzen stark von der Richtigkeit der gemessenen und in den Datenbanken
gespeicherten Sequenzen abhangt, wobei schon geringe Abweichungen starke Unterschiede in den
Suchergebnissen verursachen (States & Agarwal 1996). Zudem hangt die Darstellung der
Verwandschaft der Stdmme auch von der Lange des gesamten in der Datenbank vorliegenden DNA-
Stickes ab. Der aufgrund der Datenbankrecherche erstellte Stammbaum der nahe verwandten
Mikroorganismen zeigt ein leicht verdndertes Verwandschaftsverhéltnis gegenliber der Analyse mit
dem BLAST-Algoritmus, da hier alle DNA-Sequenzen in ihrer vollstdndigen Lange miteinander
verglichen wurden. Dadurch wurde eine ndhere Verwandschaft zu Rhodococcus sp. J32 bestimmt als

zu Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus erythreus oder Nocardioides simplex ATCC 1956.

Die Bestimmung des Organismus durch die DSMZ, die nur eine Teilsequenz der 16S rDNA
untersuchte, klassifizierte den Mikroorganismus als Rhodococcus erythropolis DSM 13002. Jedoch
wurden bei dieser Bestimmung auch noch andere Charakteristika, wie die chemische
Zusammensetzung der Zellmembran und des Mureinsacculus, und die Morphologie fir die
systematische Einordnung mit einbezogen.

Die von Goodfellow (Goodfellow 1986) zusammenfassend beschriebene Genus Rhodococcus wird

dabei als sehr eng verwandt zu Nocardia, Corynebacterium und Mycobacterium beschrieben.

Aus der Familie Actinomyceten sind in der Literatur mehrere Vertreter mit nitrilverseifender
Eigenschaft beschrieben (Endo & Watanabe 1989), (Nagasawa et al 1986), (Wieser et al 1998),
(Yamada & Kobayashi 1996), (Bunch 1998). Jedoch befindet sich die Ordnung der Actinomyceten
momentan im Umbruch (Rainey et al 1995), (Goodfellow et al 1998), da immer wieder Stdmme als
Rhodococcus klassifiziert werden, die zuvor anderen systematischen Gruppen zugeordnet wurden.
Dazu zahlen auch die nitrilverseifenden Stamme wie Brevibacterium R312, jetzt Rhodococcus R312
(Bigey et al 1995), (Brennan et al 1996), Corynebacterium N-772 (Nakajima 1987), jetzt Rhodococcus
N-772 (Bonnet et al 1997) und auch der derzeitige Produktionsstamm zur Herstellung von Acrylamid,
Rhodococcus rhodochrous J1 (Mizunashi et al 1998), welcher ebenfalls zuerst aufgrund seiner
Morphologie als Arthrobacter J1 (Yamada et al 1979) beschrieben wurde. Rhodococcus R312 wird

zudem als sehr &hnlich zu Rhodococcus N-772 beschrieben (Mayaux et al 1990).
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4.1.2 Beschreibung der katalytisch aktiven Enzyme

Die in den Genera der Actinomycetes und Pseudomonas beobachteten nitrilverseifenden
Eigenschaften werden auf die Aktivitdt von Nitrilasen oder aber Nitrilhydratase-Amidase-Systemen in
den Zellen zurickgefuhrt (Bunch 1998). Da bei den Umsetzungen mit Nitrilasen kein oder nur sehr
wenig Amid als Zwischenprodukt auftritt (Legras et al 1990), (Kobayashi et al 1998b), in dem
vorliegenden Prozel3 hingegen Propionamid klar nachweisbar war (s. Abbildung 3.26), wurde
angenommen, dal® in den Zellen hauptsachlich Nitrilydratase-Amidase—Aktivitdten fur die
Nitrilverseifung genutzt werden. Diese Annahme konnte durch Versuche zur Inaktivierung der
Nitrilhydratase bei Mehrfachverwendung und der nachfolgenden Uberpriifung der Amidaseaktivitat
unterstitzt werden, wobei die Nitrilhydratase inaktiviert, die Amidase dagegen noch aktiv war. In der
Diplomarbeit von Hollergschwandner (Hollergschwandner 1999) wurde die Nitrilhydratase isoliert und
die B-Untereinheit N-terminal ansequenziert. Bei dem Vergleich der Sequenz mit Proteindatenbanken
(BLAST) konnte eine hohe Homologie zu den eisenabhangigen Nitrilhydratasen aus Rhodococcus

R312 festgestellt werden.

4.1.3 Untersuchung zu den Kultivierungsbedingungen fiir die Bereitstellung
des Biokatalysators

4.1.3.1 Verwertung verschiedener C- und N-Quellen

Die Zellanzucht von Rhodococcus-Stdmmen erfolgt in den Literaturbeschreibungen zumeist in einem
Komplexmedium mit Hefe- oder Fleischextrakt oder anderen Komponenten mit einem hohen Gehalt
an Aminosauren und Vitaminen (Mayaux et al 1991), (Nagasawa et al 1988b), (Nagasawa et al 1986),
(Kakeya et al 1991). Aber auch der auf Nitrilhydratase- und Amidaseaktivitat hin untersuchte Stamm
Pseudomonas chlororaphis B23 wurde in einem Medium mit Glucose und Hefeextrakt angeziichtet
(Ciskanik et al 1995), ebenso wie bei der Anzucht mit Sucrose und Hefeextrakt von Ryuno et al.
(Ryuno et al 1988). Eine eingehende Untersuchung des Einflusses von verschiedenen Bestandteilen
im Komplexmedium wurde von Watanabe et al. (Watanabe et al 1987) durchgefiihrt. Dabei wurde
festgestellt, da ein Medium mit Hefeextrakt die hochste Aktivitdt beziglich der Nitrilhydratase
erzielte. Aber auch die Zugabe von Casein-Hydrolysat zusammen mit Thiamin ergab hohe Aktivitaten
der Zellen fur die genannte Enzymaktivitat.

Die Zelldichte bei den Kultivierungen mit Komplexmedien lag bei etwa 2g/l BTM (Watanabe et al

1987) in einem Medium mit 10 g/l Glucose und 1 g/l Hefeextrakt.

In der Literatur sind nur wenige Mineralsalzmedien flir Rhodococcus beschreiben (Bernet et al 1990),
(Linton & Knowles 1986), (Ospiran et al 1999), wobei Glucose und Ammoniumsalze als C- und N-
Quelle genutzt wurden. Dabei sind die Mediumskomponenten, das Puffersystem und die

Zusammensetzung der Spurenelementldsungen mit den hier verwendeten Medien vergleichbar.
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Bei einigen der Wachstumsmedien ohne Komplexbestandteile wird bei der Kultivierung das Nitril als
C- und N-Quelle verwendet, was allerdings dazu fiihrt, dal’ keine hohen Zelldichten erreicht werden.
Bei einer absatzweisen Prozeliflihrung erreichte Bernet et al. (Bernet et al 1990) eine optische Dichte
von OD = 6 nach ca. 40 h, Nagasawa et al. (Nagasawa et al 1988a) erhielten eine
Biotrockenmassekonzentration bis 1 g/l, Linton et al. (Linton & Knowles 1986) eine optische Dichte bis
OD = 0.8 und Yamada et al. (Yamada et al 1979) eine Biotrockenmassekonzentration von 0.3 g/I. Da
zudem der Einsatz des Nitrils im Medium zu einem vollstadndigen Abbau der Produkte fuhrt (Linton &
Knowles 1986), (Yamada et al 1979), erscheint eine Kopplung von Wachstum und nitrilverseifender

Reaktion fir den hier entwickelten Prozel ungeeignet.

Das Medium fir die Produktion von Rhodococcus R312, dessen eisenabhangige Nitrilhydratase
konstitutiv exprimiert wird, ist als Mineralmedium mit Glucose als C-Quelle und Ammoniumsulfat als N-
Quelle beschrieben (Ospiran et al 1999), (Tourneix et al 1986). Es waren unter Verwendung dieses
Mediums Zellkonzentrationen einer OD = 4 nach 50 h, was einer BTM = 0.8 g/l entsprach (Tourneix et
al 1986), bis zu einer BTM = 6 g/l (Ospiran et al 1999) zu erhalten. Bei einer Wachstumsrate von p =
0.25 1/h und ohne die Verwendung eines Induktors wurde die Nitrilhydratase in der exponentiellen
Wachstumsphase gebildet und zum Ende des Wachstums wieder abgebaut, bzw. war vollstandig
inaktiv. In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Maestracci et al. (Maestracci 1984) ist die

Amidase unter diesen Bedingungen nur gering aktiv.

In dem zu Beginn der Arbeit vorliegenden Medium waren sowohl Hefeextrakt als Komplexbestandteil
als auch 2 g/l Glucose enthalten (Ress-Léschke 1996).

Es konnte in Schiittelkolbenexperimenten mit diesem Medium nur eine Biotrockenmassekonzentration
von 1 g/l erhalten werden (s. Abschnitt 3.2.1). Daher wurde bei der beschriebenen Kultivierung im
Bioreaktor zu zwei Zeitpunkten Hefeextrakt zugegeben (s. Abbildung 3.3). Dadurch konnte eine
Biotrockenmassekonzentration von etwa 5 g/l erhalten werden. Die Wachstumsrate unter diesen

Kultivierungsbedingungen betragt y = 0.2 1/h.

Die Vergleichbarkeit der bestimmten Zellkonzentrationen mit den Literaturwerten war sehr gut, von
einer optischen Dichte von OD = 1.3 und einer Zellzahl von 5.7x10® /ml fiir die Rhodococcus sp. R312
Zellen (Bui 1984) bis zu 7.9x10° Zellen bei einer optischen Dichte von OD = 2 fir die Zellen von
Rhodococcus erythropolis DSM 13002.

Wahrend des Wachstums der Zellen wurde festgestellt, da die Ammoniumkonzentration im Medium
wahrend der ProzeRzeit anstieg, hingegen der Glucosekonzentration im Medium nur sehr langsam
zurlckging. Erst in der stationdren Wachstumsphase wurde die Glucose genutzt (s. Abbildung 3.2 und
3.3).

Bei Wachstum auf Hefeextrakt wird das Kohlenstoffgeriist der darin enthaltenen Aminosduren als C-
Quelle genutzt. Die dabei abgespaltene Aminogruppe wird dann in Form von freiem Ammonium in das

Medium abgegeben und nur zu einem geringen Teil als Stickstoffquelle verwendet.
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Ein Anstieg der Ammoniumkonzentration im Medium kann auch bei einem Wachstum auf Nitrilen als
C-Quelle beobachtet werden, wobei das C-Gerist zum Wachstum verwendet wird, das entstehende
Ammonium aber im Medium verbleibt (Miller & Knowles 1984).

Insgesamt deutet dies, zusammen mit der Beobachtung eines starken Wachstumsschubes aus der
stationdren Phase nach Zugabe von Hefeextrakt (s. Abbildung 3.3.), auf die Verwendung des

Hefeextraktes als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle hin.

Auch Zellen des Stammes Rhodococcus R312 wuchsen auf einem Mineralmedium mit Glucose erst
nach einer Lag-Phase von etwa 15 h an, wobei im Bioreaktor bereits mit einer Trockensubstanz von 1
g/l gestartet wurde (Ospiran et al 1999). Dies kénnte auf eine Umstellung des Stoffwechsels auf die
Verwertung von Glucose als Substrat hindeuten, wie sie eventuell auch in der stationdren Phase bei
Anzucht der Zellen des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 13002 stattfand. Erst in dieser
Phase des Wachstums wurde dann die Glucose abgebaut (s. Abbildung 3.32).

Auch bei der Kultivierung des Stammes Rhodococcus erythropolis MP50 von Daniel (Daniel 1994) auf

einem Medium mit Hefeextrakt und Glucose wurde die Glucose nur zu etwa 10 % verbraucht.

4.1.3.2 Aktivitatsverlauf bei der Kultivierung

Bei der Kultivierung der Zellen des Stammes Rhodococcus sp. B312 konnte ein Maximum fir die
Aktivitdt der konstitutiv exprimierten Nitrilhydratase in der exponentiellen Phase des Wachstums
festgestellt werden (Ospiran et al 1999). Bei Erreichen der stationaren Phase des Wachstums konnte
praktisch keine Aktivitat festgestellt werden. Somit konnte nicht bei der maximal mdglichen Zellmasse
abgeerntet werden.

Der Aktivitatsverlust der Nitrilhydratase in der Literaturbeschreibung zum Ende der exponentiellen
Phase kdénnte auf die Aktivitdt von Proteasen zurickgefihrt werden, welche jedoch durch die

Entfernung von Zinksalzen aus den Anzuchtmedien reduziert werden kdnnen (Bernet et al 1990).

Die im verwendeten Medien exprimierte Nitrilhydratase des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM
13002 zeigt wahrend der Kultivierung nur bedingt ein solches Aktivitatsprofil. Erst in der spaten
stationdren Phase kommt es zu einer Abnahme der Aktivitat.

Neben dem von Bernet et al. (Bernet et al 1990) postulierten proteolytischen Abbau der Enzyme
kénnte es sich hierbei auch um eine temperaturbedingte Inaktivierung der Enzyme handeln, da die
Kultivierung bei 30 °C durchgefihrt wurde. Besonders die Nitrilhydratase unterliegt in diesem

Temperaturbereich bereits bei Lagerung einer starken Inaktivierung (s. Abschnitt 3.3.5).

Der oben genannte EinfluR von Proteasen auf die Abnahme der Aktivitat der Nitrilhydratase bei
ruhenden Zellen konnte in diesem Umfang nicht nachgewiesen werden. Auch nach Lagerung bei 11
°C Uber einen Zeitraum von 12 Tagen waren noch 50 % der Ausgangsaktivitdt vorhanden. Auch der
Rohaufschlu® zeigte eine hohe Stabilitat gegeniiber dem proteolytischen Abbau der Nitrilhydratase

(Hollergschwandner 1999). Somit scheint die Proteolyse sowohl wahrend der Kultivierung als auch bei
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Verwendung ruhender Zellen nur einen untergeordneten EinfluR auf die Inaktivierung der

Nitrilnydratase zu besitzen.

4.1.3.3 EinfluB der Glucosekonzentration auf die Aktivitdt der Biomasse

Die Untersuchungen zur Medienoptimierung fir den Stamm Rhodococcus erythropolis DSM 13002
zeigten eine deutliche Beeinflussung der Aktivitdt der untersuchten Enzyme und des Wachstums
durch Glucose. Die Biomassekonzentration nach 48 h Kultivierungszeit mit und ohne Zugabe von
Glucose variierte nur unwesentlich. Allerdings wies die Nitrilhydratase eine wesentlich hohere
spezifische Aktivitat in einem glucosehaltigen Medium auf.

Die Untersuchungen mit Rhodococcus sp. R312 zeigten keinen signifikanten Einflu® der Glucose auf
die Bildung der Nitrilhydratase (Tourneix et al 1986). Dagegen wurde die Bildung der Nitrilhydratase in
Pseudomonas chlororaphis B23 deutlich durch Glucose gehemmt (Yamada et al 1986). Bei der
Kultivierung des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 13002 zeigte sich ebenfalls eine Abnahme
der spezifischen Aktivitat der Nitrilhydratase bei hohen Glucosekonzentrationen.

In einem Medium ohne Glucose ist fiir die Amidaseraktion von Rhodococcus erythropolis DSM 13002
eine erhdhte Aktivitat (s. Abschnitt 3.7.3) nachzuweisen, was in der Literatur in dieser Form noch nicht

beschrieben wurde.

4.1.3.4 EinfluB von anorganischen Salzen auf die Aktivitat der Biomasse

Bei den Nitrilhydratase-Amidase-Systemen aus Rhodococcus (Komeda et al 1996), (Endo &
Watanabe 1989), (Nagasawa et al 1986) und Pseudomonas (Nishiyama et al 1991), (Nawaz et al
1991) wurde eine Induzierbarkeit bei Kultivierung mit Amiden, Kobaltsalzen und verschiedenen
anderen Induktoren beschrieben. Nichtinduzierte Zellen zeigten nur sehr geringe Aktivitat. Die
eisenabhangige Nitrilhydratase aus Rhodococcus sp. R312 zeigte hingegen eine konstitutive Aktivitat,
allerdings wird in diesen Stammen die Amidase nur mit einer sehr geringen Grundaktivitat beobachtet
(Tourneix et al 1986), (Maestracci 1984). Eine Zusammenfassung der Nitrilhydratasen und Amidasen,

mit denen das hier untersuchte System vergleichbar ist, sind in Tabelle 1.1 und 1.2 zusammengefalit.

Fur kobaltabhdngige Nitrilhydratasen wurde eine Aktivierung durch Kobaltionen im Medium
beschrieben (Nagasawa et al 1988b).

Da in dem vorliegenden Stamm neben der eisenabhangigen Nitrilhydratase auch eine solche
kobaltabhangige Nitrilhydratase vorliegen kénnte, wurde dies durch Induktionsstudien untersucht. Die
Zugabe von Kobalt zum Wachstumsmedium bewirkt dabei eine deutliche Aktivitdtsabnahme der
Amidase gegenuber den in einem Medium ohne Kobalt kultivierten Zellen, die Nitrilhydrataseaktivitat
zeigt keine Anderung in ihrer Aktivitit. In hohen Konzentrationen inhibierte Kobalt die Aktivitat der
beiden Enzyme deutlich.

Ein entspechender Effekt wurde fir die Amidase aus Rhodococcus rhodochrous J1 beobachtet,
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welche bei einer Kultivierung in einem Medium ohne Kobalt eine funffach héhere Aktivitat aufwies als
bei einem kobalthaltigen Medium. Dabei ist zu beachten, daf3 in diesem Fall die Amidase mit einer

kobaltabhangigen Nitrilhydratase auf einem Operon gekoppelt war (Kobayashi et al 1993b).

Ammonium scheint einen erheblichen Einflu auf die Aktivitat des Enzymsystems von Rhodococcus
erythropolis DSM 13002 zu haben, was von Tourneix et al. (Tourneix et al 1986) bei der Anzucht des
Stammes Rhodococcus sp. 312 nicht in diesem Umfang festgestellt wurde. Besonders die
Amidaseaktivitdt wird mit zunehmender Ammoniumkonzentration im Medium erhéht. Obwohl
Ammonium wahrend der Kultivierung durch das Wachstum auf Hefeextrakt entsteht, wurde fiir das
gesamte Enzymsystem bei einer Kultivierung ohne die Zugabe von Ammoniumsulfat nur sehr geringe
spezifische Aktivitdten der gewonnen Biomasse festgestellt.

Anders als bei den Versuchen von Tourneix et al. (Tourneix et al 1986) wurde eine leichte Erhéhung
der Amidaseaktivitdt durch Ammoniumsulfat wahrend des Wachstums der Zellen des Stammes
Rhodococcus sp. 312 von Maestracci et al. (Maestracci 1984) aufgezeigt. Dabei wurde in diesen
Versuchen mit der Zugabe von Acetamid eine sechsfach hdhere Aktivitdt der Amidase gegenuber
einer Kultivierung mit der Zugabe von Ammoniumsulfat bewirkt. Allerdings war dabei durch das
Ammoniumsulfat im Wachstumsmedium eine konstante Amidaseaktivitat Giber die gesamte Prozel3zeit
feststellbar. Hingegen war nach Abbau des Acetamids im Medium keine Aktivitat der Amidase mehr
meRbar. Yanenko et al. (Yanenko et al 1994) konnten hingegen einen inhibitorischen Einflu von
Ammoniumsulfat im Wachstumsmedium auf die Aktivitdit des Enzymsystems in Rhodococcus
rhodochrous M8 nachweisen. Daniel (Daniel 1994) stellte bei der Kultivierung des Stammes
Rhodococcus erythropolis MP50 auf einem Komplexmedium mit Hefeextrakt ebenfalls eine

Steigerung der Amidaseaktivitdt durch Ammonium fest.

Der positive Einflul von Eisen(lll)sulfat auf die Aktivitdt der untersuchten Enzyme wurde bisher nur
bezlglich der Nitrilhydratase beschrieben (Yamada et al 1986), (Watanabe et al 1987).

In dem hier beschriebenen Fall hat Eisensulfat aber sowohl auf die Nitrilhydratase als auch auf die
nicht eisenabhangige Amidase einen groRen EinfluR. Dies wurde in Abschnitt 3.7.5 beschrieben,
wobei die spezifische Aktivitdt der Amidase bei hdéheren Konzentrationen an Eisen(lll)sulfat im
Kultivierungsmedium anstieg, die spezifische Aktivitat der Nitrilhydratase aber eher verringert wurde.
Dennoch konnten Aktivitdtssteigerungen von Faktor 10 fur die Nitrilhydratase gegenlber einem
Medium ohne die Zugabe von Eisen(lll)sulfat erreicht werden. Dabei zeigten die Zellen bei
Kultivierung in einem Medium ohne Eisen keine Amidase-Aktivitat.

Dies kénnte eventuell auf den Einflu von Eisen, eventuell in Verbindung mit Ammonium, oder auf die
Regulation der Expression des Nitrilhydratase-Amidase-Operons hinweisen, wie er fir die
kobaltabhangige Nitrilhydratase bereits beschrieben wurde (Kobayashi & Shimizu 1998).

Aber auch die alleinige Reduktion oder Entfernung eines zellinternen Inhibitors der Nitrilhydratase
durch diese Mediumskomponenten, wie sie mdglicherweise durch die Erhéhung des pH-Wertes
erreicht wurde (s. Abschnitt 4.2.1), ist nicht auszuschlieRen. Dies wirde aber die gleichzeitige

Aktivierung der Amidase nicht vollstdndig erklaren. Zudem wird ein bekannter Inhibitor der
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Nitrilhydratase, NO, durch Eisen komplexiert, allerdings unter in vitro Bedingungen mit dem freien
Enzym der Nitrilhydratase (Odaka et al 1997). Ob in der Zelle eine solche Komplexierung auftritt, die
zudem nicht das NO aus dem aktiven Zentrum entfernt, sondern wie beschrieben, freies NO bindet, ist
bisher nicht weiter untersucht worden.

Asano et al. (Asano et al 1982) beschreiben bei einer Amidase aus Arthrobacter sp. J-1 ebenfalls eine
leichte Aktivierung des gereinigten Enzym durch Eisen(ll) und Eisen(lll), wobei der EinfluR im

Wachstumsmedium nicht untersucht wurde.

4.1.3.5 Organische Induktoren

Die Induktion einer Amidase durch die Zugabe von Acetamid zum Kulturmedium zeigt bei
Rhodococcus sp. R312 eine signifikante Erhéhung der Aktivitat, allerdings fiel im Zuge dessen die
Aktivitat der Nitrilhydratase stark ab (Tourneix et al 1986). Ein Maximum an Aktivitat wurde dabei in
der exponentiellen Phase des Wachstums beobachtet, zum Ende der Kultivierung ging die Aktivitat
der Amidase wieder auf einen niedrigen Grundwert zurick.

Im Vergleich mit einem Medium ohne Acetamid wirkte sich die Zugabe von 1 g/l Acetamid bei
Rhodococcus erythopolis DSM 13002 inaktivierend auf die beiden untersuchten Enzyme aus.

Auch die Zugabe von 1 g/l Harnstoff zum Medium erniedrigte die Aktivitat beider Enzyme.

Bei der gereinigten Amidase aus Arthrobacter sp. J-1 wurde ein starker inhibitorischer Einflul von
Harnstoff auf die Aktivitat festgestellt (Asano et al 1982). Hingegen wurde fir die Nitrilhydratase aus
Pseudomonas chlororaphis B23 und Rhodococcus rhodochrous J1 eine Induktion wahrend des
Wachstums festgestellt (Yamada & Kobayashi 1996), was in dieser Form auf das hier untersuchte
Enzymsystem nicht Ubertragbar war. Auch die 2.5-fache Aktivierung der Amidase in Rhodococcus
rhodochrous J1, wie sie von Kobayashi et al. (Kobayashi et al 1993b) beschrieben wurde, war nicht

festzustellen.

Der vorgeschlagene Induktor B-Caprolactam (Ress-Ldschke 1996) wurde auf seine aktivierenden
Eigenschaften der nitrilverseifenden Aktivitdten des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 13002
hin untersucht.

Dabei bewirkte der fir Nitrilasen beschriebene Induktor B-Caprolactam (Nagasawa et al 1990),
(Kakeya et al 1991) in dieser Arbeit keine Erhdéhung der spezifischen Aktivitat bezlglich der
Propionitrilverseifung. Es wurde darliber hinaus sogar eine Verringerung der Amidaseaktivitat
gegenuber Zellen aus der Kultivierung ohne B-Caprolactam festgestellt. Es wurde beschreiben, dal}
Nitrilasen kein Zwischenprodukt wahrend der Umsetzung anhdufen, wie es im vorliegenden Fall zu
beobachten war. Somit war der Einfluld einer signifikanten Nebenreaktion wahrend der Hydrolyse mit
ganzen Zellen durch eine B-Caprolactam-induzierbare Nitrilase auszuschlief3en.

Kobayashi et al. (Kobayashi et al 1993b) beschreibt fur die Induktion der Amidase in Rhodococcus
rhodochrous J1 eine etwa 1.5-fach hohere Aktivitdt durch die Zugabe von [(-Caprolactam zum

Medium. Dies war in den hier durchgefiihrten Versuchen nicht nachvollziehbar.
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Phenylpropionitril und Propionamid erniedrigten die Aktivitdt der Zellen bezlglich der Nitrilhydratase,
wogegen Linton et al (Linton & Knowles 1986)) fir Nocardia rhodochrous LL100-21 beschreibt, dal} es

sowohl die Amidase als auch die Nitrilhydratase induzieren soll.

4.1.3.6 Schaumbildung wahrend der Kultivierung

Die bei der Kultivierung auftretenden Probleme mit starker Schaumbildung und dem damit
verbundenen Austrag an Zellmasse aus der Fermentationslésung an den Fermenterrand konnten nur
schwer durch die Zugabe von Antischaummitteln unterbunden werden. Dieser Effekt wird auch in der
Literatur beschrieben und stellt ein generelles Problem bei der Kultivierung von Rhodococcus
(Nagasawa et al 1986), (Ospiran et al 1999)) und Pseudomonas (Ryuno et al 1988) dar. In der
Anzucht der Rhodococcus sp. R312 Zellen wurde nach etwa 20 h ProzelRzeit aufgrund der
Schaumbildung die Begasung des Fermenters so stark verringert, dal® der Sauerstoffpartialdruck in
der Flussigkeit auf Null zuriickging (Ospiran et al 1999). Es wurden zwar Pseudomonas-Stamme
dahingehend mutiert, dal® sie nur wenig oder keine Glycolipide herstellen (Nagasawa et al 1986), ob
dies bei Rhodococcus-Stammen madglich ist, wurde bisher noch nicht untersucht.

Dennoch kénnte durch geeignete mechanische Schaumzerstérung die Ausbeute an Biomasse
verbessert werden. Auch eine Hochzelldichtefermentation mit einem geeigneten Medium kénnte die
Nutzung des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 13002 fir die industrielle Anwendung
interessanter machen. Da die Schaumbildung besonders in der spaten exponentiellen Phase auftritt,
kénnte auch eine kontinuierliche ProzeRfiihrung mit exponentiell wachsenden Zellen dabei helfen

diese zu verringern.

4.1.3.7 Vorschlage zu einer Optimierung der Herstellungsbedingungen

In Zukunft sollte eine Kohlenstoffquelle genutzt werden, die besser verwertet werden kann als
Glucose. Dies ist bei Rhodococcus rhodochrous M8 fur Succinat oder Citrat beschrieben, wobei durch
diese C-Quellen auch die spezifische Aktivitdt der Zellen erhdht werden konnte (Yanenko et al 1994).

In einem optimierten Medium mit Eisen(lll)Sulfat und Ammoniumsulfat als anorganische
Komponenten sollte ohne Kobaltsalze gearbeitet werden, wie es auch von Bernet et al. (Bernet et al
1990) fur die Produktion einer Nitrilhydratase aus Arthrobacter sp. J-1 vorgeschlagen wird, wobei
Eisensulfate auch das Wachstum positiv beeinfluBen. Der EinfluR von zwei- und dreiwertigem Eisen
wurde von Watanabe et al. (Watanabe et al 1987) genauer untersucht. Dabei wurde das Optimum der
Nitrilhydrataseaktivitdt bei beiden Eisenionen von 50 - 100 mg/l beschrieben, bei einer
Ammoniumsulfatkonzentration von 3 g/l. Dabei sollte aber fir die hier ebenfalls notwendige
Amidaseaktivitdt der Zellen die Eisenkonzentration deutlich erhéht werden. Die Verwendung
spezifischer organischer Aktivatoren der Nitrilhydratase und besonders der Amidase in verschiedenen
Wachstumsphasen sollte ndher untersucht werden, da die bisherigen Versuche die Aktivitdten nach

Inkubation mit solchen Induktoren erst nach Beendigung des Wachstums abbilden. Besonders die
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Untersuchungen der Acetamidzugabe zum Medium, das induzierend auf die Amidase in den Zellen
wirken kdnnte, sollte unter Einsatz einer kontinuierlichen Prozeffiihrung mit exponentiell wachsenden
Zellen weitergefihrt werden. Dabei kann unter kontinuierlichen ProzelRbedingungen die zu
untersuchende Komponente im Medium zugegeben werden und die abgeernteten Zellen direkt auf
eine Erhéhung der Aktivitaten untersucht werden.

Die Anzucht der Zellen zu einer héheren Zelldichte bei Verwendung mechanischen Schaumzerstérers
und die Zugabe gréfRerer Mengen an Hefeextrakt sollten ebenfalls untersucht werden.

Durch die geringe Temperaturstabilitdt der Nitrilhydratase wirde eine kontinuierliche Aberntung mit
einer Verweildauer der Zellen im Reaktor von weniger als 24 h sicherlich eine Verbesserung der
Aktivitdtsausbeute mit sich bringen. Dies kdonnte moglicherweise auch die starke Schaumbildung

verringern, da diese erst in der spaten exponentiellen Phase auftritt.

4.2 Biochemische Charakterisierung der ruhenden Zellen als
Biokatalysator

Die Hydrolyse von Propionitrii zu Ammoniumpropionat erfolgt tGber eine Enzymkaskade aus zwei
Enzymen in einem Ganzzellbiokatalysator. Fir diese Umsetzung wurden die Schlisselparameter fir
einen Einsatz in einem technischen Prozel3 bestimmt. Um eine Beeinflussung der bestimmten
Parameter durch eventuell vorhandene Unterschiede der Eigenschaften der Zellen aus den
unterschiedlichen Kultivierungen zu vermeiden, wurden fur alle Untersuchungen zur Charakterisierung
der Eigenschaften der ruhenden Zellen dieselbe Zellmasse verwendet, die zu Beginn der Arbeit aus

einer Kultivierung mit 70 | Reaktorvolumen erhalten wurde.

4.2.1 EinfluB des pH- Wertes auf die Aktivitat und Stabilitat des Biokatalysators

Die aus der Kultivierung im Bioreaktor (s. Abschnitt 3.2.2) erhaltenen ruhenden Zellen wurden auf die
pH-Abhangigkeit der spezifischen Aktivitaten der Nitrilhydratase und der Amidase hin untersucht.
Dabei wurden bei der Charakterisierung der beiden fir die Nitrilhydrolyse genutzten Enzyme des
Ganzzellkatalysators im Gegensatz zu den in Tabelle 1.1 und 1.2 beschriebenen Nitrilhydratasen und
Amidasen deutliche Unterschiede gefunden. Besonders die pH-Abhangigkeit der Aktivitat der
Nitrilhydratasen wurde fir die eisenabhangigen Enzyme mit einem Optimum in einem Bereich von pH
7.8 beschrieben (s. Tabelle 1.1). Aber auch die kobaltabhangige Nitrilhydratase (niedriges
Molekulargewicht) hat ein pH-Optimum von pH 8.8, wahrend die hier verwendete Nitrilhydratase
zwischen pH 9 und pH 10 am aktivsten ist (s. Abbildung 3.4).

Dies konnte eventuell auf eine pH-abhangige Veranderung der rdumlichen Koordination des aktiven
Zentrums durch den pH-Wert des Mediums, wie sie von Scarrow et al. (Scarrow et al 1996) fur die
gereinigte Nitrilhydratase aus Rhodococcus sp. N774 beschrieben wird, und einer dadurch bewirkten
Aktivierung des Enzyms zurlckgefuhrt werden. Aber auch durch das Abldsen eines Inhibitors wie
einer zellintern gebildeten Saure oder NO (Sari et al 1998) aus dem aktiven Zentrum kénnte an dieser

deutlichen Aktivitatssteigerung bei pH-Werten tber pH 9 beteiligt sein (Kopf et al 1996).
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Auch die Lagerstabilitat liegt bei dem verwendeten Ganzzellsystem bezlglich der Nitrilhydratase in
einem breiten Bereich zwischen pH 7.2 und pH 9, wobei bei Lagerung der ruhenden Zellen die
Aktivitat bei pH 9 starker abnimmt (t1, = 90 h) als bei pH 7.2 (t;» = 150 h) (s. Abbildung 3.7).

Wie in Abschnitt 4.2.1 beschrieben wurde, konnte durch den hohen pH-Wert ein zellinterner Inhibitor
aus dem aktiven Zentrum der Nitrilhydratase abgel6st worden sein. Ein solcher Inhibitor kénnte z.B.
eine aliphatische Carbonséaure sein, wie dies in den Untersuchungen zur Reinigung der Nitrilhydratase
in Anwesenheit von aliphatischen Sauren, insbesondere Buttersaure, beobachtet wurde (Kopf et al
1996). Dabei konnte sowohl eine reversible Hemmung als auch ein protektiven EinfluR auf die
Nitrilhydrataseaktivitdt durch den Inhibitor festgestellt werden. Da auch die hier untersuchte
Nitilhydratase durch Buttersaure (Hollergschwandner 1999) und Propionsaure inhibiert wird, kénnte
also auch unter den zellinternen Bedingungen eine Inhibition durch eine solche Saure auftreten. Wenn
durch die Erhéhung des pH-Wertes die deprotonierte Form der Saure vorliegt, kann diese nicht mehr
in das aktive Zentrum gelangen (Kopf et al 1996). Dadurch geht auch méglicherweise der protektive
Einflul dieses Inhibitors auf das aktive Zentrum verloren, und es kommt zu einer schnelleren

Deaktivierung bei hohen pH-Werten im Vergleich mit einem pH-Wert von 7.2.

Die Amidase zeigt dabei in den Untersuchungen ahnliche Eigenschaften, wie die in Tabelle 1.2.

beschriebenen Amidasen mit einem breiten pH-Optimum zwischen pH 7 und pH 8.

Aufgrund der unterschiedlichen pH-Optima der beiden Enzyme kann die Gesamtreaktion nicht im
alkalischen Milieu durchgefuhrt werden. In diesem Bereich besitzt zwar die Nitrilhydratase ein
Aktivitditsmaximum, die Amidase ist aber unter diesen Bedingungen nicht stabil. Daher ist fir die
Gesamtreaktion ein Kompromif® bezlglich des pH-Wertes zu finden. Dabei ist zu beachten, dal} das
Endprodukt Ammoniumpropionat in einem pH-Bereich von pH 7.2 puffert, weshalb bei einer Reaktion

bei héheren pH-Werten eine pH-Regelung notwendig wird.

4.2.2 EinfluB der Temperatur auf die Aktivitdt und Stabilitat des Biokatalysators

Der EinfluR der Temperatur bei der Lagerung der Zellen auf die spezifischen Enzymaktivitdten zeigte
fur die Nitrilhydratase- gegenlber der Amidasereaktion eine deutliche Aktivitdtsabnahme bei
Temperaturen oberhalb von 20 °C (s. Abbildung 3.6). Wie auch in der Literatur beschrieben
(Nagamune et al 1990), (Nitto 1983), ist die Stabilitdt der Nitrilhydratase bei niedrigen Temperaturen
groRer, wogegen die Amidase bis in einen Temperaturbereich von 35 °C stabil war.

Dabei ist die Temperaturabhangigkeit der Nitrilhydratasereaktion mit den Literaturwerten fir die
eisenabhangigen Nitrilhydratasen gut vergleichbar (Scarrow et al 1996). Das dabei auftretende enge
Aktivitditsmaximum bei 26 °C wurde flr die gereinigte Nitrilhydratase von Rhodococcus sp. B312 in
einer dhnlichen Form beobachtet, aber nicht weiter kommentiert (Fradet et al 1985). Auch bei der
Nitrilhydratase aus Rhodococcus sp. wurde kein linearer Anstieg der Aktivitdt mit der Temperatur
festgestellt, sondern eine nichtlineare Zunahme der Aktivitdt bis zu ihrem Maximum bei 20 °C
beobachtet (Hjort 1990).
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Die Amidase war in dem hier untersuchten Prozel3 zwar das geringer aktive, jedoch das deutlich
temperaturstabilere Enzym beziglich Lagerung und Einsatz unter ProzeRRbedingungen. Dies ist auch
mit Literaturdaten der Weitspektrumamidasen und den Kkorrespondierenden Nitrilhydratasen
vergleichbar (Azza et al 1994).

Allerdings lag die Temperaturabhangigkeit der Aktivitdt der hier untersuchten Amidase mit einem
Maximum bei 35 °C deutlich unter den Werten der gereinigten Amidasen aus den beschriebenen
Stdmmen (s. Tabelle 1.2), wobei im vorliegenden Fall jedoch Untersuchungen mit ganzen Zellen

durchgefihrt wurden, die eventuell nicht auf die Angaben fur die gereinigten Enzyme Ubertragbar sind.

4.2.3 Gefriertrocknung der Zellen

Um die Lagerstabilitat des Biokatalysators zu verbessern, wurden die Zellen gefriergetrocknet.

Dabei wurden nach Rehydratation der Zellen nur geringe Verluste in der spezifischen Aktivitat der
Enzyme beobachtet. Die gemessenen Halbwertszeiten der Nitrilhydrataseaktivitdt von etwa ty, =
2x10* h in den gefriergetrockneten Zellen standen dabei in Ubereinstimmung mit den Werten von
anderen Rhodococcus-Stammen (Bauer et al 1996). Dabei liegt die Halbwertszeit der Enzymaktivitat
von lyophilisierten Zellen etwa doppelt so hoch, wie bei den im Puffer suspendierten Zellen bei
derselben Temperatur. Zuséatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit die Aktivitdt der Amidase
untersucht. In Analogie zu der Lagerstabilitdt bei ruhenden Zellen ist bei einer Lagerung der
lyophilisierten Zellen die Amidase ebenfalls stabiler als die Nitrilhydratase. Auch nach einer Lagerzeit
von 14 Tagen bei 4 °C traten keine Aktivitatsverluste auf. Die geringen Inaktivierungskonstanten
kénnten dabei auf die Verringerung des zellinternen proteolytischen Abbaus der Enzyme begrindet
sein. Auch die Lagerung der feuchten Biomasse bei —20 °C fiihrte nur zu einer sehr geringen
Inaktivierung, wobei auch in diesem Fall die zellinternen Reaktionen gestoppt waren.

Es kann somit durch die Gefriertrocknung der Zellen eine Verbesserung der Lagerstabilitat bei

Temperaturen oberhalb von 0 °C erreicht werden.

4.2.4 Einsatz der Zellen im Zwei-Phasen-System

Fir einen industriellen Einsatz sollten bei einer abschnittweisen Prozef3fihrung mdglichst hohe
Produktkonzentrationen vorliegen, um eine Anlage optimal auszunutzen und die Reinigung des
Produktes zu erleichtern. Da die Produkte der Propionitrilverseifung wesentlich besser 15slich sind als
das Propionitril selbst, wurde der Einsatz der Zellen in einem Propionitril-Wasser-Gemisch untersucht.
Die Verwendung der Zellen in diesem Zwei-Phasen-System hatte zum Ergebnis, dal® anscheinend der
Kontakt mit der organischen Phase aus Propionitril bei frei suspendierten Zellen eine schnelle Lyse
zur Folge hatte, was durch eine Gelbfarbung der organischen Phase aufgrund aus der Zellmembran
extrahierter Carotinoide sichtbar wurde (Takaichi et al 1990). Dabei kam die Enzymreaktion ebenfalls
zum Erliegen. Ob dabei eine Inaktivierung der Enzyme durch Denaturierung oder durch Einwirken von
freigesetzten proteolytischen Komponenten einsetzte (Bernet et al 1990), konnte nicht geklart werden.

Aber auch fir Protoplasten von Rhodococcus-Zellen in einer 0.5 M Propionitrillésung wird eine sehr
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schnelle Lyse (< 1 min) beschrieben, was an der Osmolaritat des Nitriles liegen soll (Miller & Knowles
1984).

Bei einem Einsatz von lyophilisierten Zellen mit einem sehr geringen Wasseranteil in der
Reaktionsldsung konnte dennoch eine geringe Aktivitat festgestellt werden, die aber schnell zum
Erliegen kam.

Bei immobilisierten Zellen dagegen wurde das Substrat weitgehend umgesetzt. Dies kénnte daran
liegen, dall die Zellen augrund ihrer polymeren Schutzhillle keinen direkten Kontakt mit der
organischen Phase hatten (Naoshima et al 1991). Dabei waren aber anscheinend auch die Substrat-
und Produktinhibitionen als limitierende Faktoren zu beachten, wobei die Nitrilhydratase unter den
Bedingungen im Ansatz nach 10 min praktisch vollstdndig gehemmt wurde, die Amidase unter diesen
Bedingungen aber noch aktiv war (s. Abbildung 3.8).

Ein protektiver Einflu® der intakten Zellhille auf die Aktivitat der Nitrilhydratase und der Amidase in
den Zellen des Stammes Corynebakterium nitrophilus, beim Einsatz zur Verseifung von
Acrylonitrilemulsionen gegenuber dem frei suspendierten Enzym, wurde auch von Battistell et al
(Battistel et al 1997) festgestellt.

Auch in anderen Untersuchungen zur Umsetzung von Nitrilen im Zwei-Phasen-System mit
verschiedenen nitrilhydrolysierenden Katalysatoren konnten Umsetzungen beobachtet werden (Trost
2000), (Effenberger et al 1997). Dabei wurde aber meist gereinigte Nitrilhydratase verwendet (Trost
2000), (Layh et al 1997), (Nagasawa et al 1993).

Da die beschriebenen log-P-Werte der verwendeten Medien in der Vergleichbarkeit problematisch
sind, werden hier stattdessen die E(30) Werte beziehungsweise die normierten E{N Werte der
verwendeten Lésungsmittel miteinander verglichen (Reichardt 1994). Dabei wird die Polaritat des
Lésungsmittels Uber die Absorption eines darin geldsten Betainfarbstoffes bestimmt. Die dabei
erhaltene empirische Polaritdtsskala der Lé6sungsmittel geht von Wasser mit einem E.\-Wert von 1 bis
zu Tetramethylsilan mit einem E;" Wert von 0 (Reichardt 1997).

Es wurde beschrieben, daft in Lodsungen mit einem niedrigen E"-Wert die untersuchte Nitrilhydratase
sowohl unter Einsatz von lyophilisierten Zellen als auch der gereinigten Enzyme eine hohe
Restaktivitat zeigt (Layh et al 1997), (Hughes et al 1998). In weiteren Untersuchungen wurde bei der
Réntgenstrukturanalyse von kristallisierter Nitrilhydratase festgestellt, dal® die L6sungsmittelmolekdle,
besonders Wasser, einen sehr wichtigen stabilisierenden EinfluR auf die Nitrilhydratase haben
(Nakasako et al 1999). Daruber hinaus wurde auch beschrieben, dal E\-Werte des Lésungsmittels
von Uber 0.3 zu einer Inaktivierung des Enzyms fiihrten (Layh & Willets 1997), (Effenberger et al
1997). Somit scheint der Einsatz der freien Zellen in einer Propionitrilemulsion mit einem E;"-Wert von
0.398 (log P = 0.18) fiir Propionitril nicht nutzbar firr einen technischen Prozel3 zu sein.

Der Einsatz der Amidase in einem solchen Zwei-Phasen-System wurde in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Anscheinend wurde aber die Amidasereaktion durch die organische Phase wesentlich
weniger beeinflullt als die Nitrilhydrataseaktivitdt. Die Amidase zeigte dabei in dem Ansatz zur
Propionitrilhydrolyse im Zwei-Phasen-System und bei der Umsetzung von bis zu 1 M Substrat eine

konstante Aktivitat.
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4.2.5 EinfluB der Lichteinstrahlung auf die Reaktion

In der Literatur wird eine Lichtabhdngigkeit der Aktivitat der Nitrilhydratase beschrieben (Endo et al
1999). Der EinfluR von Licht auf die Aktivitat der Nitrilhydratase in ruhenden Zellen wurde auch im
vorliegenden System beobachtet. Da die Zellen beziglich der Nitrilhydrataseaktivitdt unter
Lichtabschluf’ einen Aktivitatsriickgang von mehr als 50 % zeigten (s. Abschnitt 3.3.7), kann auch hier
von einer Inhibition durch einen zellinternen Inhibitor, der lichtabhdngig im aktiven Zentrum der
Nitrilhydratase gebunden ist, ausgegangen werden. Die Amidase zeigte in diesen Versuchen eine
konstante Aktivitat, wodurch Einfliisse auf die Zellen durch eventuell auftretende denaturierende
Bedingungen ausgeschlossen werden konnten.

Dies wird in der Literatur besonders fiur die Nitrilhydratase aus Rhodococcus sp. N-771 und
Rhodococcus sp. 312 beschrieben (Bonnet et al 1997), (Endo et al 1999) . Interessanterweise wird
keine Inhibition durch NO firr die ebenfalls eisenabhangige Nitrilhydratase aus Pseudomonas sp. und
die kobaltabhangige Nitrilhydratase aus Rhodococcus rhodochrous J1 beschrieben. Diese Enzyme
scheinen nicht durch zellinterne Inhibitoren beeinfluf3t zu werden.

Zudem scheint bei Rhodococcus sp. N-771 und sp. R312 eine vollstdndige Inaktivierung bei einer
Kultivierung im Dunkeln vorzuliegen (Nagamune et al 1990), was in dem hier beschriebenen System
nicht beobachtet wurde.

Dariber hinaus wurde festgestellt, (s. Abschnitt 3.5.4) da® es bei einem kontinuierlichen Einsatz der
Zellen zur Nitrilverseifung nach Abdunklung des Reaktionsansatzes Uber einen Zeitraum von
mehreren Stunden zu keiner zusatzlichen Aktivitdtsabnahme der Nitrilhydratasereaktion kam. Dies
kénnte auf die Inhibition oder Deaktivierung der Produktion des Inhibitors durch das vorliegende
Propionitril hindeuten. Aber auch die Verdrangung eines Inhibitors durch das Substrat Propionitril ist
mdglich. Dies kénnte auch die hohen Nitrilhydrataseaktivitdten erklaren, die aus den Umsetzungen
von 1 M Propionitril durch dynamische Simulation erhalten wurden (s. Abschnitt 3.6.1.2), wobei die
Amidase in diesen Versuchen eine maximale Reaktionsrate in dem Bereich mit den Ansatzen mit
geringerer Substratkonzentration zeigt. Auch die Beobachtung der pH-Abhangigkeit der
Nitrilhydratase kénnte auf das Abldsen eines zellinternen Inhibitors zurtickgefihrt werden (s. Abschnitt
4.2.1). Allerdings wurden in dem hier untersuchten System die durch Lagerung unter Lichtabschluf}
inaktivierten Zellen nach Start der Nitrilverseifung nicht aktiviert, sondern blieben auf einem geringen
Aktivitdtsniveau von 50 % des Wertes unter Lichteinflul. Somit war eine Verdrangung des Inhibitors

durch Propionitrilkonzentrationen von 100 mM nicht méglich.

4.2.6 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal} die untersuchten Enzymsysteme deutliche Unterschiede
in ihren pH- und Temperaturcharakteristiken aufweisen. Daher sollten die beiden Enzyme entweder
getrennt unter den jeweils optimalen Bedingungen eingesetzt, oder ein Kompromif zwischen den
jeweilig optimalen Bedingungen gewahlt werden. Dabei ist zu beachten, dal die Amidase das

geringer aktive, aber auch das stabilere Enzym darstellt. Somit ist die Einsatzdauer des
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Biokatalysators durch die Inaktivierung der Nitrilhydratase beschrankt, die Reaktionsrate jedoch durch
die Amidase.

Es konnte festgestellt werden, dal® das Substrat Propionitrii in hohen Konzentrationen einen
inaktivierenden Einflul auf die Aktivitat der Zellen hat. Dieser kann durch die Immobilisierung der
Zellen deutlich verringert werden. Es konnten somit bei einer absatzweisen Prozef3fiihrung
Propionitrilkonzentrationen bis zu 3 M umgesetzt werden, wobei eine irreversible Schadigung der
Nitrilhydratase Uber der Prozelzeit auftrat. Daher sollten fir einen absatzweisen Prozel
Nitrilkonzentrationen unterhalb der Loslichkeitsgrenze verwendet werden.

Der Einflu der Belichtung auf die Aktivitat der Nitilhydratase sollte eingehender untersucht werden,

da offensichtlich die spezifische Aktivitat unter bestimmten Bedingungen deutlich verringert wird.

4.3 Einsatz des Biokatalysators bei verschiedenen
ProzeRfiihrungsstrategien

Im Mittelpunkt von technischen Anlagen zur katalytischen Umsetzung der interessierenden
Substanzen steht der (Bio-) Reaktor. Ausgehend von wenigen klassischen Grundtypen lassen sich
zahlreiche spezielle Reaktormodifikationen ableiten. Unter dem allgemeinen Aspekt der

Kostenminimierung sind bei der Wahl des Reaktors folgende Gesichtspunkte zu beachten:

- hohe Mengen an Produkt / Biomasse bei gleichzeitiger hoher Produktkonzentration und Reinheit
- hohe spezifische Katalysatoraktivitat und —stabilitat

- geringe Herstellungs- und Wartungskosten sowie geringer Raumbedarf

Die charakteristischen Unterschiede zwischen den jeweiligen Reaktortypen ergeben sich aus den
oOrtlichen und zeitlichen Konzentrationsverlaufen von Edukt und Produkt im Reaktor. Diese sind in

Abbildung 4.1 schematisch dargestellt.

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zum Einsatz des Biokatalysators bei absatzweiser und
kontinuierlicher Prozel¥fuhrung vorgenommen. Bei der absatzweisen ProzeRfiihrung wurden auch
unterschiedliche Zudosagestrategien des Substrates eingesetzt. Fur die Verwendung der Zellen in
einem kontinuierlichen Prozel3 war eine Immobilisierung der Zellen erforderlich. Dieses Immobilisat
wurde dann sowohl im Festbettreaktor als auch im kontinuierlich durchstromten Ruhrreaktor
eingesetzt.
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Abbildung 4.1: Grundlegende (ideale) Reaktortypen und Betriebsweisen sowie zugehdrige
Konzentrationsprofile fir ein Substrat (S) als Funktion der (Verweil-)Zeit (t) bzw. des Ortes (z) (mit
dem Volumenstrom Q, der Lange | und den Indizes O fir den Anfang und E fir das Ende der
Reaktion) (a) Ruhrkessel — diskontinuierlich; (b) Rihrkessel — kontinuierlich; (c) Rihrkesselkaskade-
kontinuierlich; (d) Strdmungsrohr — kontinuierlich. Entnommen aus ’Biokatalysatoren und
Enzymtechnologie” (Buchholz & Kasche 1997)

4.3.1 Immobilisierung der Zellen

Um die Wiederverwendbarkeit der Zellen und den Einsatz in verschiedenen ProzefRfihrungen
untersuchen zu konnen, wurden verschiedene Immobilisierungsmethoden angewandt, wie sie
beispielhaft von Fukui et al. (Fukui & Tanaka 1984) und Jack et al. (Jack & Zajic 1977) beschrieben
wurden. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Verwendung eines kostenglnstigen und
ungiftigen Immobilisierungmateriales gerichtet, da fir den angestrebten Prozel3 mdglichst geringe
Kontaminationen durch toxische oder aus der Produktlésung schwer abtrennbare Komponenten
verwendet werden sollten. Zudem sollte fir die Immobilisierung ein Kostenanteil von wenigen Prozent
des vergleichsweise billigen Endproduktes einberechnet werden (Ress-Léschke 1996).

Durch bereits fir Rhodococcus und Pseudomonas beschriebene Einschlumethoden (Katchalski-

Katzir 1993), (Siemann et al 1990) war eine schnelle Entwicklung eines EinschluBverfahrens maoglich.
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In dieser Arbeit wurden Uber ein Versprihverfahren Immobilisatperlen hergestellt, wozu eine dhnliche
Apparatur verwendet wurde wie von Pommersheim et al. (Pommersheim et al 1994) beschrieben.
Durch das Versprihen wurden Immobilisatperlen gewonnen, die einen Partikeldurchmesser von etwa
0.9 mm + 0.1 mm aufwiesen, was auch bei anderen Gruppen in ahnlicher Weise bei einer
Versprihung des Alginates in die Vernetzerlésung erhalten wurde (Wu et al 1989), (Pommersheim et
al 1994).

Zum Vergleich wird in der Literatur beschrieben, dal bei einfachem Eintropfen von Alginat in die
Vernetzerlésung Perlen der GréRe 2 — 5 mm entstehen, je nach Durchmesser der verwendeten
Kanule (Gilson et al 1990). Weitere Methoden zur Herstellung der Immobilisatperlen durch die
sogenannte Jet-Cutting Methode (Prifie et al 1998) oder die Verwendung eines schnell rotierenden

Lochrings (Siemann et al 1990) ergaben ebenfalls Perlen mit einem Durchmesser von etwa 0.9 mm.

Die Immobilisatpartikel waren Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen unter ProzelRbedingungen
stabil, allerdings konnten keine Phosphatsalze als Puffer verwendet werden, da durch die Ausfallung
von Kalziumphosphat das Polymernetzwerk zerstért worden waéare. Dieses wurde auch von der
Arbeitsgruppe von Hwang et al. (Hwang & Chang 1989) bei alginatimmobilisierten Zellen des
Stammes Brevibacterium CH1 zur Acrylamidhydrolyse beobachtet. Auch die Verwendung eines
Reaktionspuffers ohne CaCl, filhrte zur Auflésung der Perlen innerhalb weniger Stunden. Die Kinetik
der Vernetzung von Alginatperlen wurde im Detail (Gilson et al 1990) untersucht und dabei eine
Korrelation zwischen der Zeit bis zur vollstdndigen Verfestigung und den Parametern des
Partikeldurchmessers und der Kalziumkonzentration in der Vernetzerlésung angegeben. Demzufolge
genigte eine Lagerzeit von weniger als 15 min im Vernetzer bis zur vélligen Aushartung der Perlen.
Bei hohen Ammoniumpropionatkonzentrationen im Bulk zeigte sich allerdings ein langsames Auflésen
der Polymermatrix, was zu einer Freisetzung des Biokatalysators flihrte. Auch scheint
Ammoniumpropionat in den Alginatperlen gebunden zu werden (s. Abschnitt 3.5.4), was zu schwer
definierbaren Bedingungen fiir die Prozel3auslegung fiihrt.

Der Einschlu? in Alginat wurde als schonende Methode zur Immobilisierung von Rhodococcus- und
Pseudomonas-Stdmmen fir die Umsetzung von Nitrilen beschrieben (Santoyo & Teruel 1996),
(Bernet et al 1987), (Chaptwala et al 1998). Die Hydrolyse von Adiponitril zu 5-Cyanovaleramid unter
Verwendung von Pseudomonas chlororapis B23 wird mit alginatimmobilisierten Zellen im industriellen
Malstab durchgefiihrt (Hann et al 1999). Agrobacterium radiobacter 8/4 wurde zur Hydrolyse von
Bromoxynil mit verschiedenen Methoden immobilisiert, wobei der Einschluf3 in Alginat die héchste
spezifische Aktivitdt nach der Immobilisierung aufwies (Vekova et al 1995). Die Verwendbarkeit von
Alginatimmobilisaten in organischen Lésungsmitteln wurde ebenfalls bereits untersucht (Green et al

1996), wobei das Polymer auch hier eine gute Stabilitat zeigte.

Eine Immobilisierung der Zellen in Polyacrylamid umging die Problematik der Zugabe von Calcium zur
Reaktionslésung, welches zuerst dem Puffer zugesetzt und dann aus der Produktlésung entfernt
werden muf3. Allerdings konnte mit dieser Methode nur ein Immobilisatfilm hergestellt werden, der
anschlieBend mechanisch zerkleinert werden mufte. Zudem wurde festgestellt, dal sich die

Zellsuspension im Zuge der Polymerisierung stark erwarmte, was bei einer grof3technischen



134

Herstellung des Immobilisates zu Problemen flhren kann, da die Nitrilhydratase bei Temperaturen
oberhalb von 20 °C schnell inaktiviert. Eine Kihlung des Ansatzes filhrte zu langen
Polymerisationszeiten und nur teilweiser Aushartung des Polymeres. Dennoch wird flr die industrielle
Herstellung von Acrylamid mit Rhodococcus-Zellen die Immobilisierung in Acrylamidpolymere genutzt
(Katchalski-Katzir 1993).

Ein weiterer Nachteil ist die Toxizitdt von Acrylamid (DedJongh et al 1999), das als Abrieb des
Immobilisates und als freie Substanz in das Endprodukt als Verunreinigung gelangen kann. Da das in
dieser Arbeit hergestellte Produkt auch fir die Anwendung in der Veterindrmedizin genutzt werden
kann, folgt die Forderung, dall nach der Aufreinigung des Ammoniumpropionats keine

Verunreinigungen mit Acrylamid mehr auftreten sollten.

Der Vergleich der beiden angewandten EinschluBmethoden ergab geringe Unterschiede in der
Aktivitdt nach der Immobilisierung. Dabei zeigte sich bei der Immobilisierung in Acrylamid eine
geringere spezifische Aktivitdt fir die Propionitrilhydrolyse gegeniber den mit Kalziumalginat
immobilisierten Zellen. Dies konnte auf die zelltoxischen Eigenschaften des Acrylamids
zurlckzufihren sein, wobei allerdings auch die unter 4.3.1 beschriebenen Probleme mit der
Erwdrmung des Immobilisierungsansatzes bei der Polymerisation nicht vernachlassigbar sind. Andere
Arbeitsgruppen stellten bei Untersuchungen zum EinschluRverfahren von ganzen Zellen fest, dal} die
Immobilisierung in Alginat vorteilhaft fir die Aktivitat der Nitrilhydratase bei Agrobacterium ist (Vekova
et al 1995). Die Ergebnisse zeigten auch, dal® Immobilisate mit k-Carrageenan eine geringere Aktivitat

bei der Hydrolyse von Bromoxynil hatten.

4.3.2 Diffusionslimitierung bei Immobilisierung in Kalziumalginat

Die Richtlinien fir eine exakte Charakterisierung von Immobilisaten wurde von Wijffels (Wijffels et al
1996) beschrieben.

In der bekannten Literatur wurden Untersuchungen zur Prozef3stabilitat der Nitrilhydratase und der
Amidase in immobilisierten Zellen jedoch nur grob abgeschatzt. Auch der Einflud der GréRRe der
Immobilisatperlen und eine damit verbundene Stofftransportlimitierung wurde nicht quantifiziert.
Bernet et al. (Bernet et al 1987) erwahnt, dall bei alginatimmobilisierten Zellen des Stammes
Rhodococcus sp. B312 gegentber freien Zellen eine geringere Amidaseaktivitat fur die Hydrolyse von
Acrylonitril festgestellt wurde. Eine dabei durchgefiihrte Abschatzung der Menge an aktiven Zellen in 2
- 3 mm groflien Acrylamidstiicken ergab eine geschatzte aktive Schichtdicke von etwa 30 ym bei einer
Zellgroke von 9 pm und einer homogenen Verteilung der Zellen im Immobilisat. Der

Effektivitatskoeffizient fir die Stofftransportlimitierung wurde dabei nicht bestimmt.

Daher wurde in dieser Arbeit insbesondere der Effekt der Transportlimitierung flir das Substrat
Propionitril nach Immobilisierung in Alginat untersucht. Dabei stellte sich ein deutlicher, mit dem
Durchmesser der Immobilisatpartikel zunehmender Rickgang der Aktivitdt ein. Unter der
Voraussetzung, dal® die Zellen durch die Immobilisierung nicht inaktivierten und auch keine

wesentlichen Diffusionslimitierungen durch die Zellmembranen auftraten (Miller & Knowles 1984),
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muf von einer Stofftransportlimitierung durch den Einschlul® zumindest flr den ersten, sehr schnell
nitrilverseifenden Schritt ausgegangen werden. Bei der Berechnung des Effektivitatskoeffizienten fir
den aufleren und inneren Stofftransport von alginatimmobilisierten Zellen wurde festgestellt, da® eine
Stofftransportlimitierung aus dem Bulk an die Oberflache des Immobilisates auftritt, ebenso wie im
Immobilisatpartikel bei geringen Substratkonzentrationen im Bereich von Ky eine Limitierung

festgestellt werden konnte.

Daher war der Einsatz méglichst kleiner Immobilisatperlen bei unterschiedlichen Prozefflihrungen
sinnvoll. Zudem hangt der dullere Stofftransport auch von der Geometrie des Reaktors ab. Dabei
sollte auf eine gute Durchmischung des Reaktors geachtet werden, was z.B. durch entsprechende

Ruhrerdrehzahlen erreicht werden kann.

4.3.3 Absatzweise ProzefRfiihrung mit immobilisierten Zellen

Unter den in Abbildung 4.1 genannten Mdglichkeiten zur Reaktionsflhrung ist der absatzweise Prozel}
bezlglich der notwendigen Regelung am einfachsten durchzuflhren. Allerdings erfordert eine
gewunschte Wiederverwendung des Biokatalysators nach dem Abernten des Reaktors eine einfache
Abtrennung des Katalysators aus der Produktlésung, was z.B. durch eine Immobilisierung der Zellen

mdglich ist.

Wie aus den Untersuchungen zur Verseifung von Propionitrii bei Konzentrationen an der
Léslichkeitsgrenze und oberhalb davon festgestellt werden konnte, erfolgte unter diesen Bedingungen
eine schnelle Inaktivierung der Nitrilhydratase. Daher wurde in den weiteren absatzweisen
ProzefRflhrungen die Wiederverwendung bei einer Nitrilkonzentrationen von 100 mM bestimmt.

Die Untersuchung der Inaktivierung der Enzymreaktionen der hier verwendeten Immobilisate bei
mehrfacher Wiederverwendung in der absatzweisen Prozelfiihrung ergab hohe Aktivitatsverluste der
Nitrilnydratase bei beiden Anséatzen.

Eine schnelle Inaktivierung der Nitilhydratase im Ganzzellsystem wurde auch von Fradet et al. (Fradet
et al 1985) beobachtet. Dabei wurde ein proteolytischer Abbau des Enzymes fir die von ihm

beobachtete schnelle Inaktivierung der Nitrilhydratase wahrend der Reaktion postuliert.

Der Verlauf der spezifischen Aktivitdten der Nitrilhydratase bei mehrfacher Verwendung der

polyacrylamid- und alginatimmobilisierten Zellen ist in Abbildung 4.2 dargestellt.

Die Nitrilhydratase wies unter diesen Bedingungen eine Halbwertszeit von etwa 7 - 8 Zyklen im
Standardansatz auf. Dabei zeigte sich mit einer Halbwertszeit von ti, = 6.9 h fir das
Alginatimmobilisat und t;,, = 8.3 h fur das Polyacrylamidimmobilisat kein wesentlicher Unterschied in
den Inaktivierungsraten der Nitrilhydrataseaktivitadt. Die Amidase dagegen war in beiden Immobilisaten
Uber die gesamte Zeit von 8 Zyklen gleichbleibend aktiv. Der Vorteil dieser absatzweisen

ProzefRflhrung lag in der hohen Reaktionsrate bezogen auf die eingesetzte Biotrockenmasse.
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Abbildung 4.2: Vergleich der spezifischen Aktivitditen der Nitrilhydratase bei polyacrylamid- und

alginatimmobilisierten  Zellen bei einer absatzweisen Prozeffiihrung mit mehrfacher
Wiederverwendung des Immobilisates.

Fir den Einsatz der Nitrilhydratase aus Rhodococcus rhodochrous J1 zur Acrylamidproduktion wude
eine absatzweise ProzefRfiihrung mit einer pulsweisen Zugabe von Substrat verwendet, wobei eine
Produktanreicherung von bis zu 650 g/l bei einer maximalen Substratkonzentration von 65 g/l erhalten
wurde (Yamada & Kobayashi 1996). Dabei wurde bei einer Temperatur von 10 °C zu zehn
Zeitpunkten Uber eine Gesamtzeit von 20 h Substrat zugegeben.

Da in den Versuchen mit mehreren Zyklen unter Verwendung immobilisierter ruhender Zellen
mehrfach Waschschritte und Lagerzeiten von mehreren Stunden zwischengeschaltet waren (s.
Abschnitt 3.4.1 und 3.4.3), sollte in einem weiteren Versuch geklart werden, ob eine pulsweise
Zugabe von 100 mM Propionitril bis zu einer Konzentration von 600 mM Propionamid im Ansatz die
Inaktivierung der Nitrilhydratase bei Umsetzungen von vergleichbaren Nitrilmengen verringern kénnte

(s. Abbildung 3.12). Zudem wurde in diesem Experiment untersucht, ob die Abnahme der Aktivitat der
Nitrilhydratase auf eine Abbaureaktion des Enzyms zuriickzufiihren war.
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Abbildung 4.3: Vergleich der Inaktivierung der Nitrilhydratase bei Umsatz von Propionitril mit
alginatimmobilisierten Zellen im mehrfach wiederholten Standardansatz und bei diskontinuierlicher
Zugabe von Propionitril bis zu einer Konzentration von 100 mM, wobei die spezifischen Aktivitaten
nach dem Umsatz von 600 und 700 mM Propionitril aus Standardaktivitatstests entnommen wurden.

Wie aus Abbildung 4.3 zu erkennen ist, konnte bei der pulsweisen Zugabe von Propionitril bei der
absatzweisen ProzefRfihrung im Vergleich zu der Wiederverwendung der Zellen im absatzweisen
Prozel® eine deutlich geringere Inaktivierungsrate fir die Nitrilhydrataseaktivitat bei einer
vergleichbaren umgesetzten Menge an Substrat festgestellt werden. Es wurde eine Halbwertszeit von
t12 = 10 h festgestellt. Dabei lag die spezifische Aktivitat der Nitrilhydratase bei einem vergleichbaren

Wert zu dem der freien Zellen im absatzweisen Prozel}.

Ein im Zuge dieses Versuches durchgefiihrter Vergleich der Proteinmenge an Nitrilhydratase von
frischen Zellen und der in ihrer Aktivitdt um etwa 40 % reduzierten Zellen nach Beendigung des oben
beschriebenen Versuches zeigte keine Anderung der Proteinkonzentration.

Da eine Abnahme durch proteolytischen Abbau des Enzymes aufgrund der beschriebenen Versuche
eher unwahrscheinlich ist, kommt fur die Inaktivierung mdglicherweise eine irreversible Schadigung
des aktiven Zentrums durch die Reaktion als Erklarung in Frage. Dabei kdnnte ein Verlust des

Metallions oder auch eine Dissoziation der Untereinheiten der Nitrilhydratase zu der beobachteten
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Inaktivierung flihren. Da die Amidase Uber die gesamte Prozel3zeit konstant aktiv war, kann allerdings

eine Lyse der Zellen oder ein erhéhter Protein-turnover in den Zellen ausgeschlossen werden.

Eine Prozel3fihrung mit einer pulsweisen Substratzugabe wirde bei einer vergleichbaren Biomasse
im Reaktionsansatz eine hohere Produktmenge Uber den Gesamtprozel gegenlber der
beschriebenen absatzweisen Substratumsetzung bedeuten. Dabei zeigte die geringer aktive Amidase
in dem Substratbereich bis 600 mM mit einer Aktivitdt von 341 U/g BTM nur eine geringe
SubstratiiberschuBhemmung (s. Tabelle 3.5), wobei aber die Nitrilhydratase deutlich langsamer
inaktivierte als in den Batchansatzen mit Wiederverwendung der Zellen.

Da reines Propionitril in den Reaktor zugegeben werden konnte, war fir diesen Fall auch die
Volumenanderung Uber die Zeit gering. Allerdings kdnnte es fir groRere Reaktionsansatze bei der
Zugabe von reinem Nitril zu Mischungsproblemen kommen, die auch lokale Zweiphasen-Systeme
ergeben kénnten, die dann inaktivierend auf die Nitrilhydrataseaktivitdt wirken kdnnten (s. Abschnitt
3.3.8).

4.3.4 Absatzweise ProzeRfiihrung mit kontinuierlicher Substratzugabe

Um bei einer absatzweisen ProzeRfihrung eine Endproduktkonzentration Gber 1.5 M im Bulk zu
erhalten, konnte bei frei suspendierten Zellen kein Zwei-Phasen-System verwendet werden (s.
Abschnitt 3.3.8). Aus den Versuchen mit einer pulsweisen Zugabe von Propionitril konnte abgeschatzt
werden, dal} eine kontinuierliche Zugabe von Propionitril zu einer Produktkonzentration von tber 1.5
M fihren kann. Daher wurde eine kontinuierliche Zugabe von reinem Propionitrii zu einem
absatzweisen Reaktionsansatz untersucht.

Da bei diesem Ansatz beide Enzymreaktionen beteiligt waren, wurde ein Kompromil3 fir die
Reaktionstemperatur der temperaturlabilen Nitrilhydratase und der bei niedrigeren Temperaturen
geringer aktiven Amidase gesucht. Dies war bei einer Temperatur von 17 °C der Fall, da hier beide
Enzyme etwa denselben Betrag fir die Inaktivierungsrate bei der Lagerung zeigten.

Die geringe Aktivitdt der Amidase bei niedrigen Temperaturen wird dagegen speziell bei der
Acrylamidherstellung mit immobilisierten Zellen ausgenutzt, da die Weiterreaktion zu Acrylat in diesem
Prozess nicht erwlinscht ist. Dazu wird der Reaktionsansatz auf eine Temperatur von 6 °C temperiert,
bei der die Nitrilhydratase noch hohe Aktivitat zeigt (Yamada & Kobayashi 1996).

Es konnten in dem hier untersuchten System durch eine kontiniuerliche Zugabe von Propionitril bei
einer absatzweisen Prozef3fiihrung Produktkonzentrationen von bis zu 3 M erreicht werden. Es wurde
dabei eine maximale apparente Aktivitdt von 60 U/g BTM beobachtet. Die Halbwertszeit fir die
Enzyme wurde zu ty, = 46 h fir die Nitrilhydratasereaktion und ti, = 57 h fir die Amidasereaktion
geschéatzt. Somit konnte eine deutliche Verbesserung der Halbwertszeit fur die Nitrilhydratasereaktion
im Vergleich zu den absatzweisen Prozessen mit Wiederverwendung und gepulster Substratzugabe
erreicht werden. Die Amidase zeigte dagegen eine recht hohe Inaktivierungsrate, die mit der

gemessenen Inaktivierung bei der Lagerung nicht in Ubereinstimmung zu bringen war. Da die Zellen
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ein weiteres Mal eingesetzt wurden, konnte Uber eine Gesamtreaktionszeit von insgesamt 366 h eine

spezifische Produktmenge von 0.75 mol/g BTM erreicht werden (s. Abschnitt 3.5.1).

Wahrend dieses Versuches wurden die freien ruhenden Zellen aus der Produktlésung abzentrifugiert
und ein weiteres Mal verwendet. Dabei wurde festgestellt, dal es zu Verlusten an Zellmasse bei der
Zentrifugation kam. Zudem bildete sich an der Oberfléche des Uberstandes eine schleimartige Masse,

die nicht abzentrifugierbar war.

Aufgrund dieser Probleme wurde der Versuch mit alginatimmobilisierten Zellen wiederholt. Es konnte
eine wesentlich einfachere Abtrennung der Biomasse erhalten werden, so dal® die Zellen in drei
Zyklen eingesetzt werden konnten. Die beobachtbare Reaktionsrate fiir die Propionamidhydrolyse lag
bei 67 U/g BTM, die Gesamtausbeute an Ammoniumpropionat bei 0.56 mol/g BTM. Dabei kdnnte die
geringere Aktivitdt der immobilisierten Zellen auf die Stofftransportlimitierung zurtickgefiihrt werden.
Die geringere Menge an gebildetem Produkt pro eingesetzter Biomassekonzentration ist vermutlich
durch die langere ProzeRzeit aufgrund einer geringeren Reaktionsrate begriindet. Dabei inaktivierte
das Enzymsystem uUber die langere Reaktionszeit, und es konnte insgesamt nicht dieselbe
Produktmenge erhalten werden wie in dem Ansatz mit freien Zellen. Dennoch konnten mit
immobilisierten Zellen ebenfalls Produktkonzentrationen von bis zu 3 M Produkt im Bulk erreicht
werden (s. Abschnitt 3.5.2).

Offensichtlich waren Uber eine geeignete Prozel¥fihrung auch im absatzweisen Ansatz
Produktkonzentrationen von bis zu 3 M zu erhalten. Bei dieser Produktkonzentration war allerdings
auch die Aktivitat der Zellen aufgrund der erheblichen Produktinhibition der Reaktion stark verringert.
Diese Inhibition war reversibel, da nach dem Waschen der Zellen diese wieder eine hdhere Aktivitat
zeigten. Dabei lag die Halbwertszeit fir die Aktivitat der frei suspendierten Zellen mit t;, = 46 h unter
den ProzeRbedingungen hoher als bei der Lagerung. Dies kénnte durch einen verringerten
proteolytischen Abbau der Enzyme in den Zellen unter ProzelRbedingungen begriindet sein. Aber
auch eine Enzymstabilisierung durch das entstandene Ammoniumpropionat ist nicht auszuschlie3en.
Durch die Immobilisierung konnte keine wesentliche Veranderung der Inaktivierung erreicht werden.

Dennoch konnten die Zellen aufgrund der besseren Abtrennbarkeit I1&nger eingesetzt werden.

4.3.5 Kontinuierliche ProzefRfiihrung im geriihrten Reaktor

Fir die Versuche zur kontinuierlichen ProzeRfiihrung im geriihrten Reaktor unter Verwendung der
Alginatimmobilisate wurden die Reaktionstemperaturen fir die jeweiligen Enzyme so gewahlt, daf fir
die Nitrilhydratase eine hohe Einsatzdauer mdglich war, und die Amidase eine hohe Aktivitat zeigte.
Bei dieser Prozeflfilhrung konnten Uber die Verdnderung der Zulaufrate die Reaktionsraten der
untersuchten Enzyme im FlieBgleichgewicht fir unterschiedliche sich einstellende Substrat- und
Produktkonzentrationen studiert werden (s. Abbildung 4.1). Eine Anderungen der Aktivitat (iber die

Zeit lies sich direkt in der Produktkonzentration im Ablauf nachweisen.
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Hwang et al. (Hwang & Chang 1989) stellten fest, dal die Temperatur beim Umsatz von Acrylonitril
bei Nitrilhydratasen des Stammes Brevibacterium CH1 als Polyacrylamidimmobilisat einen grof3en
Einflul auf die ProzeRstabilitdt hat. Bei kontinuierlicher ProzefRflihrung im Rihrreaktor und 26 °C
zeigte sich eine Halbwertszeit von t;,, = 24 h. Dagegen hatte bei einer Proze3temperatur von 4 °C die
Aktivitdt nach 10 Tagen noch nicht signifikant abgenommen. Allerdings lag dabei auch nur eine
Aktivitat der Nitrilhydratase von 20 % gegeniber der Aktivitat bei 26 °C vor.

Bei der kontinuierlichen Propionitrilverseifung im Ruhrreaktor wurde eine Halbwertzeit bezuglich der
Nitrilhydrataseaktivitat von ty, = 57 h bei einer Temperatur von 6 °C bestimmt. (s. Tabelle 3.8). Dieser
Wert liegt deutlich niedriger, als aus den Untersuchungen zur Lagerstabilitdt zu erwarten war.
Dennoch zeigte sich eine hdhere Halbwertszeit im Vergleich zum Fed-Batch-ProzeR. Die spezifische
Aktivitat lag bei maximal 650 U/g BTM. Insgesamt konnten in diesem Prozef3 1.69 mol Produkt/g BTM
hergestellt werden. Die Amidase zeigte in diesem Versuch eine konstante Aktivitat Uber die gesamte

Prozelzeit.

Eine starke Abnahme der Aktivitdt der Amidase, wie sie von Brennan et al. (Brennan et al 1995) bei
polyacrylamidimmobilisierten ganzen Zellen des Stammes Corynebacterium nitrilophilus bei der
kontinuierlichen Hydrolyse von Acrylamid (25 °C, pH 7.0) mit einer Halbwertszeit von nur 4.6 h
bezlglich der Amidaseaktivitédt beobachtet wurde, konnte bei den alginatimmobilisierten Zellen von
Rhodococcus erythropolis DSM 13002 nicht festgestellt werden.

Die Halbwertszeit fir die Inaktivierung der Amidase bei einer kontinuierlichen Prozeflflihrung mit
alginatimmobilisierten Zellen liegt fir 30 °C bei t;, = 110 h. Dieser Wert ist mit den Ergebnissen fir die
Lagerstabilitdt der Biomasse vergleichbar, bei einer Extrapolation der Regressionsgeraden in
Abbildung 3.6 bis auf 30 °C. Die maximale Aktivitat lag dabei bei 40 U/g BTM. Insgesamt wurden in
dem Ansatz 1.8 mol Produkt/g BTM gewonnen.

Es zeigte sich bei der kontinuierlichen Amidhydrolyse eine Abnahme des Immobilisatvolumens
wahrend der ProzeRzeit, das auf die allmahliche Auflésung der Matrix durch den Einflul des
Produktes Ammoniumpropionat zurtickgefuhrt wurde. Das Auflésen der Polymermatrix beim Einsatz
von alginatimmobilisierten Zellen von Rhodococcus sp. B312 zur Acrylamidhydrolyse wurde auch von
Bernet et al. (Bernet et al 1987) festgestellt. Ob das entstehende Acrylat dabei die Polymermatrix
aufloste, wurde nicht weiter untersucht.

Da bei der Umsetzung von Propionitril zu Amid kein Verlust an Immobilisatmasse festzustellen war
und auch Ammoniumpropionat wahrend der Umsetzung nur in geringen Konzentrationen entstand, ist
anzunehmen, dal das Endprodukt schon bei einer Konzentration von 100 mM Kalzium aus der Matrix
herauslésen kann und dabei auch Zellen in das Medium freigesetzt werden. Aufgrund der
beobachteten langsamen Abnahme der Propionamidkonzentration nach dem Umstellen der Zulaufrate
wurde angenommen, da Ammoniumpropionat im Alginat angereichert wird. Dabei kommt es zu einer
Produkthemmung, die nur langsam uber die Abnahme der Ammoniumpropionatkonzentration aus der
Polymermatrix zuriickgeht. Da besonders Ammonium eine hohe Produktinhibition auf die
Amidasereaktion zeigt und als Kation das Kalzium im Alginat ersetzen kann, kdnnte dies den

beobachteten Effekt bewirken.
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Dabei wirkt das Alginat Gber seine geladenen Gruppen wie ein lonenaustauscher. Diese Eigenschaft
des Alginates zur Akkumulation von Kationen ist gut dokumentiert. Besonders die Absorption von
Schwermetallen an das Alginat in Sargassum sp. wird wirtschaftlich genutzt, da dieses Alginat als
preiswerter lonenaustauscher eingesetzt werden kann (Volesky & Holan 1995).

Auch ein Wachstum von Rhodococcus erythropolis DSM 13002 auf Propionat ist, durch aus dem
Immobilisat ausgetretene Zellen, bei geringen Flieraten bei der kontinuierlichen ProzefRflhrung zu
beobachten. Somit scheint ein Einschlul® der Zellen in Alginat zumindest fur die Propionamidhydrolyse

nicht geeignet zu sein.

4.3.6 Kontinuierliche ProzefRfiihrung im Festbett

Der Einsatz einer gereinigten Nitrilhydratase im Festbett wurde von Fradet et al. (Fradet et al 1985)
mit einem an DEAE-Cellulose gekoppelten Enzym aus Rhodococcus sp. B312 untersucht. Bei einer
Temperatur von 5 °C, einer Zulaufkonzentration von 0.1 mM und einer Zulaufrate von 25 ml/h konnte
Uber einen Zeitraum von 15 Tagen ein Vollumsatz beobachtet werden. Dabei wurden im Reaktor 841

U Nitrilhydratase mit einer Aktivitat von 307 U/mg Protein eingesetzt.

Bei dem hier untersuchten Zwei-Enzym-System konnte eine mittlere Aktivitdt der Nitrilhydratase von
92 U/g BTM bei einer Gesamtlaufzeit von 17.5 Tagen bestimmt werden. Dabei ergab sich eine
Halbwertszeit von t, = 138 h und eine Uber die Reaktionszeit aufsummierte, spezifische
Produktmenge von 2.33 mol/g BTM. Der beobachtete Anstieg der Propionamidkonzentration im
Ablauf kann auf die Abnahme der Nitrilhydrataseaktivitdt Uber die Prozef3zeit zurtickgefihrt werden.
Wie in Abbildung 4.1 dargestellt, ist die Substratkonzentration tUber der Ladnge des Reaktors nicht
konstant. Zu Beginn des Versuches genigte die Verweilzeit des Zwischenproduktes Propionamid im
Festbett aus, um vollstdndig umgesetzt zu werden. Bedingt durch die allmahliche Inaktivierung der
Nitrilnydratase konnte eine Akkumulation des Zwischenproduktes verzeichnet werden. Dies wurde
bedingt durch die orts- und zeitabhéngige Anderung der Konzentrationsprofile, wobei die

zeitabhéngige Anderung durch die Inaktivierung der Nitrilhydratase begriindet wird.

Bei dem Einsatz des Immobilisates zur Amidhydrolyse im Festbett wurde bis zum Abbruch des
Versuches nach 45 Tagen ein Umsatz von 100 % und eine aufsummierte spezifische Produktmenge
von 0.4 mol/g BTM erhalten. Die mittlere Aktivitdt der Sdule lag unter diesen Bedingungen bei 6 U/g
BTM. Eine Inaktivierung der immobilisierten Zellen konnte in dieser Zeit nicht beobachtet werden.

Der Vorteil einer Umsetzung im Festbett liegt in dem geringen bendtigten Reaktorvolumen und in der
Méoglichkeit, bei einer kontinuierlichen Zugabe von Substrat einen Vollumsatz zu erreichen. Dies ist bei
der kontinuierlichen Prozeflfihrung im Ruhrreaktor nicht mdglich. Zudem konnte eine sehr hohe
ProzefRstabilitdt demonstriert werden. Dabei zeigte besonders die Nitrilhydratase eine deutlich hdhere
Halbwertszeit als in den gesamten bisherigen Versuchen. Darlber hinaus konnte auch fir die

Nitrilhydrolyse die hdéchste Produktmenge pro eingesetzter Biomasse erreicht werden. Die
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Propionamidhydrolyse lief im Festbettreaktor Gber einen Zeitraum von 1050 h mit einem Vollumsatz

des Substrates.

4.3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den verschiedenen
Prozeffiihrungen

Fir eine Abschatzung geeigneter Reaktorkonzepte fir die in dieser Arbeit untersuchte
Propionitrilverseifung wurde der Einsatz des Biokatalysators in den wichtigsten Reaktortypen

betrachtet.
Zusammenfassend wurden die ermittelten Parameter fir alle untersuchten ProzeRfiihrungen in

Tabelle 4.1 und 4.2 dargestellt.

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der bei verschiedenen Prozeffiihrungen erhaltenen Parameter fir

die Nitrilhydratasereaktion

Nitrilhydratase Aktivitat  Halbwertszeit Produktpro BTM Reaktions- Reaktions-
(apparent) der Biomasse [a/l] zeit [h] volumen
[U/g BTM] Enzymaktivitdt [mol/g BTM] [mi]

[h]
ProzefRfihrung
absatzweise ) . nicht
9000 nicht bestimmt ; 0.77 1 25
bestimmt
absatzweise, wiederholter nicht
Einsatz (Immobilisat) 5814 6.94 bestimmt 1.55 8 25

absatzweise, gepulste
Substratzugabe 9500 10 0.01 2.94 2 50
(Immobilisat)

absatzweise, Fed-batch

75 46 0.75 4 366 500
absatzweise, Fed-batch 67  nichtbestmmt  0.56 27 450 250
(Immobilisat)
kontinuierlicher Ruhr- 650 57 1.69 1.07 216 100
reaktor (Immobilisat)
Festbet’g/.Rohrreaktor 92 138 233 3 400 20
(Immobilisat)

Aktivitat (apparent) = beobachtbare spezifische Reaktionsrate; Produkt pro Biomasse = Summe des
entstandenen Produktes Uber die Reaktionszeit bezogen auf die eingesetzte Biomasse
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Tabelle 4.2: Zusammenfassung der bei verschiedenen Prozeffiihrungen erhaltenen Parameter fir

die Amidasereaktion

Amidase spezifische Halbwertszeit Produkt pro BTM Reaktions- Reaktions-
Aktivitat der Biomasse [a/l] zeit [h] volumen
[U/g BTM] Enzymaktivitdt [mol/g BTM] [mi]

[h]
ProzefRfihrung
absatzweise ) . nicht
350 nicht bestimmt ; 0.77 1 25
bestimmt
absatzweise, wiederholter nicht nicht
Einsatz (Immobilisat) 283 feststellbar bestimmt 1.55 8 25

absatzweise, gepulste nicht

Substratzugabe 341 0.01 2.94 2 50
- feststellbar

(Immobilisat)

absatzweise, Fed-batch

75 57 0.75 4 366 500
absatzweise, Fed-batch 67  nichtbestimmt  0.56 2.7 450 250
(Immobilisat)
kontlnwerllcherll_?uhr— 40 111 18 17 1311 150
reaktor (Immobilisat)
Festbett/Rohrreaktor .
(Immobilisat) 6.1 nicht 0.4 066 1050 25

feststellbar

Aktivitat (apparent) = beobachtbare spezifische Reaktionsrate; Produkt pro Biomasse = Summe des
entstandenen Produktes Uber die Reaktionszeit bezogen auf die eingesetzte Biomasse; nicht
feststellbar = keine Inaktivierung tber die Reaktionszeit

Im Vergleich der in Tabelle 4.1 und 4.2 aufgefiihrten Prozesse liegt die hochste spezifische Aktivitat
bei einer absatzweisen Prozel¥fihrung vor. Dabei mulR allerdings beachtet werden, daR eine hohe
Substratkonzentration die Zellen irreversibel schadigt. Somit kdnnen bei dieser Reaktionsfiihrung nur
begrenzte Produktkonzentrationen erreicht werden. Die maximal méglich Produktkonzentration kann
durch eine weitere Zugabe an Substrat Uber die Prozel3zeit erhdht werden. Bezuglich des insgesamt
gebildeten Produktes bezogen auf die eingesetzte Biomasse war der Einsatz des kontinuierlichen
Rohrreaktors am ginstigsten. Allerdings wurde die Amidasereaktion beendet, ohne daR eine
Inaktivierung feststellbar war, wodurch die maximal mogliche Produktmenge nicht bestimmbar war.
Allerdings waren auch die ermittelten spezifischen Aktivitaten bei dieser Prozel3fihrung im Vergleich
zu den spezifischen Aktivitaten im Batchansatz sehr gering.

Der Einsatz der Zellen im kontinuierlichen Rihrreaktor ergab dagegen wesentlich héhere spezifische
Aktivitdten fir beide Enzyme bei einer bezogen auf die Biotrockenmasse kaum geringeren
Produktmenge. Wie aus Abbildung 4.1 zu ersehen ist, kann bei der kontinuierlichen ProzefRflihrung
kein Vollumsatz des Substrates erfolgen. Daher mufite fir eine geforderte Vollumsetzung ein weiterer

ProzefRschritt nachgeschaltet werden. Dies kdnnte ein kontinuierlicher Festbettreaktor sein, wobei die
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entsprechende Dimensionierung durch die FlieRrate und die Konzentation an Substraten und

Produkten im Ablauf des kontinuierlichen Rihrreaktors festgelegt ist.

Zur Optimierung bezuglich der Menge an insgesamt gebildetem Produkt / Biomasse mussten die
beiden enzymatischen Schritte in unterschiedlichen ProzeRstufen ablaufen, wobei dann in jeder Stufe
die optimalen Reaktionsbedingungen fir die jeweilige Umsetzung eingestellt werden koénnten.

Um hoéhere Stabilitdten beziglich der Nitrilhydrataseaktivitdt zu bekommen, sollte die
Reaktionstemperatur deutlich erniedrigt werden, da die Nitrilhydratase bei 26 °C auch beziglich der
Lagerung nicht stabil ist (s. Abbildung 3.6). Dagegen sollte die Amidasereaktion bei Temperaturen von
etwa 30 °C ablaufen, da die Aktivitdt dadurch weiter erhht werden kdnnte, ohne dabei wesentliche
Verluste in der Stabilitat einzubilen. Zudem sollte untersucht werden, ob ein héherer pH-Wert (pH
9.5 s. Abschnitt 3.3.3) beztglich der Nitrilhydratasereaktion fiir einen angestrebten Prozel nutzbar ist.
Dies wiurde zwar Probleme mit der Umpufferung des Produktes fir die anschlieRende
Amidasereaktion mit sich bringen, aber dennoch eine wesentliche Steigerung der spezifischen

Aktivitat bezlglich der Nitrilhydratasereaktion ergeben.

Bei der Bewertung der verschiedenen erhaltenen Produktmengen muf’ auch die Kinetik der einzelnen
Enzyme beachtet werden, die eine deutliche Substrat- und Produktinhibition zeigen. Die

entsprechenden Kinetiken und ihre Parameter wurden in Abschnitt 3.6 entwickelt und bestimmt.

Die Definition eines optimalen Prozesses hangt von verschiedenen Parametern ab, die in dieser
Arbeit keinen Eingang fanden. Darunter sind unter anderem die Kosten fur die Produktion der
Biomasse, die vorhandenen Resourcen beziglich der Bioreaktoren und die Kosten fur das Produkt
und das Substrat enthalten. Fur eine abschlieBende Beurteilung sind daher die einzelnen
ProzefRflihrungen zu vergleichen und mit den gegebenen Vorbedingungen abzugleichen. Dennoch
kann aufgrund der ermittelten Daten fir die Inaktivierungskonstanten, die spezifischen Reaktionsraten
und den erhaltenen Produktmengen bezogen auf die eingesetzte Biotrockenmasse eine erste

Abschéatzung Uber den glnstigsten Prozel¥fiihrungstyp getroffen werden.

Die zur Verbesserung der Wiederverwendbarkeit der Zellen durchgefihrte Immobilisierung fuhrte zu
einer Stofftransportlimitierung, wobei der Effektivitatskoeffizient fur den externen und internen
Stofftransport in Abschnitt 3.6.4 berechnet wurde. Es konnte allerdings ein protektiver Einflu durch
die Immobilisierung festgestellt werden, da auch Umsetzungen im Zwei-Phasen-System mdglich
waren. Dies kdnnte ebenfalls auf die Stofftransportlimitierung zuriickzufiihren sein, wodurch die hohen

Substratkonzentrationen im Bulk und nicht im Immobilisatpartikel vorliegen wiirden.

Das verwendete Immobilsat mit einem Einschlul® der Zellen in Kalziumalginat ist nur bedingt fiir den
untersuchten Prozel3 verwendbar, da das Endprodukt Ammoniumpropionat die Polymermatrix
zerstért. Daher sollten weitere Untersuchungen fiir ein geeignetes Immobilisierungsverfahren

durchgefiihrt werden. Bauer et al. (Bauer et al 1996) beschreibt dazu einen Prozel3 zur
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Immobilisierung von Rhodococcus sp. in Polyvinylalkohol. Dabei wurden gute Prozefstabilitdten des

Immobilisates bei der Nitrilverseifung gefunden.

4.4 Bestimmung der Reaktionskinetiken des Zwei-Enzym-Systems

4.4.1 Modellbildung

Die mathematische Modellierung der Propionitrilhydrolyse wurde mit dem Ziel verfolgt, die
Reaktionsraten der Nitrilhydratase und der Amidase in Abhangigkeit der Substrat- und
Produktkonzentration zu beschreiben. Das schliel3lich erhaltene Modell sollte fir die ProzeRRsimulation

und modellgestutzte Verfahrensoptimierung zur Verfiigung gestellt werden.

Bei kinetischen Untersuchungen mittels absatzweiser Prozel3fiihrung konnte festgestellt werden, daf’
die Nitrilhydratasereaktion sowohl durch das Substrat als auch durch die Produkte der Reaktion
gehemmt wurde. Im Falle der Produkte konnte eine kompetitive Inhibition angesetzt werden. Dabei
war besonders auffallig, dal die Endprodukte der Gesamtreaktion, Ammonium und Propionat, einen
starkeren inhibitorischen Effekt zeigten als das Substrat und Produkt der Nitrilhydratase selbst. Die
starke Hemmung der Nitrilhydratase durch Propionat, aber auch durch Propionamid, wurde bei einer
gereinigten Nitrilhydratase aus Rhodococcus sp. von Hjort et al. (Hjort 1990) qualitativ beschrieben,
wobei keine Berechnung der Inhibitionskonstanten erfolgte. Dabei wurde vermutet, dal® kurze
aliphatische Carbonsauren in das aktive Zentrum eindringen und als kompetitive Inhibitoren wirken
kénnen. Dies wird unter anderem bei der Reinigung der Nitrilhydratase genutzt, da die Buttersaure
hier einen Schutz vor Inaktiverung wahrend der Aufarbeitungsschritte ergab (Nagamune et al 1990).
Die inhibitorischen Effekte von verschiedenen Carbonsauren auf die gereinigte Nitrilhydratase aus

Brevibacterium sp. R312 wurde von Kopf et al. (Kopf et al 1996). eingehend untersucht

Die Reaktionsrate der Amidase wurde besonders durch Ammonium erniedrigt, dagegen hatten die
anderen Komponenten der Reaktion nur einen geringen EinfluR auf die Enzymaktivitdt. Eine von
Maestracci et al. (Maestracci 1984) untersuchte aliphatische Amidase aus Brevibacterium sp. R312
zeigte eine maximale Reaktionsrate von 11.5 U/mg Protein und einen Ky-Wert von 38 mM beziiglich
des Substrates Propionamid. Es konnte dabei gezeigt werden, dal® von den untersuchten Substraten
Propionamid fir dieses Enzym die hdchste maximale Reaktionsrate ergab, aber dabei auch die
héchste Michaelis-Mentenkonstante hatte, was einer niedrigen Affinitat fir dieses Substrat entspricht.
Das Enzym hatte fur Propionamidderivate mit verschiedenen Resten in der a- und (- Position
ebenfalls Ky-Werte von 20 - 30 mM, aber mit 1.5 bzw. 0.004 U/mg Protein eine wesentlich geringere
spezifische Aktivitdt. Die maximale spezifische Aktivitit nahm aulerdem mit zunehmender
Kettenlange des Amides ab, wobei auch Acetamid mit einer geringeren spezifischen Aktivitat

umgesetzt wurde als Propionamid.
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Dennoch lagen in der Literatur keine Parameter fir die Inhibition der Produkte vor. Zudem wurde
immer die Einzelreaktion untersucht, wobei fiir den hier entwickelten Prozel3 die Dynamik beider

Enzymreaktionen mit einem Modell abgebildet werden sollte.

Aufgrund der beobachteten Inhibierungen durch die Substrate und Produkte wurde das kinetische
Modell einer Beschreibung der Enzymreaktionen nach Michaelis-Menten dahingehend erweitert, dal
der EinfluR des Substrates durch einen Term fir die SubstratiiberschuBhemmung beriicksichtigt
wurde und der EinfluR der Produkte Uber einen Term fur eine kompetitive Inhibition angenommen
wurde.

Eine erste Schatzung der Parameter Ky, K, und rmax* in Gleichung 3.3 erfolgte dann durch nichtlineare
Regression des Verlaufes der Anfangsreaktionsraten bei variierter Substratkonzentration. Die
Methoden der nichtlinearen Regression stellen nach Raymond et al. (Raymond & Prvan 1996) eine
zuverlassigere Mdoglichkeit der Parameterschatzung dar als im Vergleich zur linearen Regression.
Danach wurden durch die Variation der Produktkonzentrationen der jeweilige Einflu dieser Stoffe auf
die jeweilige Reaktionsrate der Enzyme bestimmt. Dazu wurde die Startkonzentration an Substrat so
gewahlt, dal diese im Sattigungsbereich des jeweiligen Enzymes und gleichzeitig im Maximum der
beobachtbaren Reaktionsrate lag und somit bei der Bestimmung der Anfangsreaktionsraten nicht
limitierend war. Unter Verwendung der zuvor bestimmten Parameter konnte dann Uber nichtlineare

Regression die Produktinhibition bestimmt werden, die in Gleichung 3.1 beschrieben wird.

Zusatzlich wurden die Parameter direkt aus den Konzentrations-Zeit-Verlaufen mittels dynamischer
Simulation bestimmt, wobei die zuvor formulierten reaktionskinetischen Ansatze beibehalten wurden.
Dabei sind die zugrundegelegten Mef3daten Ublicherweise mit geringeren Fehlern behaftet, als die
bereits Uber eine Linearisierung erhaltenen Anfangsreaktionsraten, da im dynamischen Experiment
die MeRwerte einem Versuchsansatz entnommen werden koénnen. Die Werte fir die
Anfangsreaktionsraten stammen aus einer Serie von verschiedenen Experimenten, wodurch eine

Streuung der MeRRdaten beglinstigt wird.

Eine Parameterschatzung basierend auf Experimenten mit einer eingesetzten Substratkonzentration
von 1 M bei Versuchsbeginn und variierter Katalysatorkonzentration ergab dabei fir die
Amidasereaktion gute Ubereinstimmungen mit den Werten aus den Anfangsreaktionsraten. Dagegen
wurden die Parameter rmax* und Ky, fir die Nitrilhydratase deutlich héher geschatzt. Dies kann zum
einen darin begriindet sein, dafl im Bereich der Dynamik der Nitrilhydratasereaktion nur wenige
MeRpunkte vorlagen. Aber auch ein EinfluR des Substrates Propionitril in den vorliegenden hohen
Konzentrationen kann dabei einen Einfluld bewirkt haben. Wie bereits beschrieben wurde, zeigen die
Zellen bei hohen Propionitrilkonzentrationen eine Zerstérung der Zellmembran und eine Lyse der
Zellen. Daher kénnte auch eine Permeabilisierung der Zellen durch das Substrat erfolgt sein, wodurch
Propionitril besser in die Zellen gelangen konnte. Da bei den Untersuchungen zur pH-Abhangigkeit
und der Inaktivierung der Zellen unter Lichtabschlul® bereits die Anwesenheit eines zellinternen
Inhibitors vermutet werden konnte, wiirde dieser aufgrund der héheren Substratkonzentration in der

Zelle eventuell verdrangt, und es ergabe sich eine scheinbar hdhere spezifische Aktivitat.
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Aufgrund der eingeschrankten Vergleichbarkeit der erhaltenen Parameter erfolgte im weiteren auch
eine Parameterschatzung aus den Konzentrations-Zeit-Verlaufen einer Umsetzung von 100 mM
Propionitril.  Ein  Vergleich der Ergebnisse der beiden Bestimmungsmethoden Uber
Anfangsreaktionsraten und dynamische Simulation ergab nur geringe Unterschiede in den
geschéatzten Parametern. Allerdings wurden die Michaelis-Mentenkonstanten Uber die dynamische
Simulation fir beide Enzyme geringer geschéatzt. Fur die Nitrilhydratasereaktion konnte dabei ein
vergleichbarer Ky-Wert zu den Parametern des freien Enzyms erhalten werden (Hollergschwandner
1999).

Ein Vergleich der erhaltenen maximalen Reaktionsraten und Michaelis-Mentenkonstanten mit
Literaturwerten fir die Umsetzung von Propionitril bzw. Propionamid ist hier nur mit den Parametern
von gereinigten Enzymen mdglich, da fir die Umsetzung dieses Substrates mit frei suspendierten

Zellen keine Literaturwerte vorliegen.

Zwar sollte der hier bestimmte Ky-Wert unter der Annahme einer freien Diffusion der Substrate und
Produkte Uber die Membran (Miller & Knowles 1984) vergleichbar sein, aber ein Vergleich der Werte

fur die maximale Reaktionsrate ist nur unter Kenntnis des Proteingehaltes der Zellen sinnvoll.

Um eine Vergleichbarkeit der Literaturwerte von aufgereinigten Enzymen mit den Parametern der
Nitrilhydratase aus dem Stamm Rhodococcus erythropolis DSM 13002 zu erhalten, wurde dieses
Enzym in der Arbeit von Hollergschwandner aufgereinigt und charakterisiert (Hollergschwandner
1999). Dabei wurde eine spezifische Aktivitdt von 590 U/mg und ein Ky-Wert von 17.5 mM bestimmt.
Dabei lag der bestimmte Ky-Wert im Bereich des Ky-Wertes der freien Zellen mit 16 mM (s. Tabelle
3.5).

Der Vergleich der maximalen Reaktionsrate der Nitrilhydratase in freien Zellen mit dem aufgereinigten
Enzym der Nitrilhydratase zeigte dabei unerwartet hohe Aktivitdten des reinen Proteins.

Die freien Zellen zeigten eine maximale Reaktionsrate im Standardaktivitatstest von etwa 14000 U/g
BTM (s. Tabelle 3.5) und einen Proteingehalt im Rohaufschlu® von 0.23 g Protein/g BTM. Die
gelelektrophoretische Untersuchung des Rohaufschlusses zeigte, dal} ein sehr groRer Anteil (ca. 80-
90% wi/v) des auf diese Art zu gewinnenden Enzyms die Nitrilhydratase darstellte (s. Abbildung 3.13).
Dies ergibt, zusammen mit der Aktivitat des reinen Enzyms von 590 U/mg Protein (Hollergschwandner
1999) einen Unterschied zwischen den Aktivitdten der freien Zellen und dem gereinigten Enzym um
etwa einem Faktor 6.

Das kdnnte ein weiterer Hinweis auf das Abldsen eines Inhibitors sein, der hier durch die Aufreinigung
des Enzymes entfernt wurde, was in einer héheren spezifischen Aktivitat resultierte.

Allerdings scheint das gereinigte Enzym keine Substratiiberschulhemmung zu zeigen. Propionamid

hatte sogar eher einen aktivierenden Einfluld auf die Aktivitat der Nitrilhydratase.

Eine vergleichende Gegenuberstellung der Literaturwerte fir die apparenten Michaelis-

Mentenparameter Ky, und rmax* ist in Tabelle 4.3 zusammengefalit.
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Tabelle 4.3: Literaturwerte fiir die kinetischen Parameter fiir gereinigte Nitrilhydratasen aus

verschiedenen Organismen

Stamm Knm [mM] rmax* [U/mg] Reaktionsbedingungen Literatur
Rhodococcus 17.5 560 26 °C,pH 7.2 (Hollergschwandner
erythropolis DSM 13002 1999)

Rhodococcus 1.92 1600 20°C,pH7 (Nagasawa et al 1991)

rhodochrous J1

Rhodococcus sp. 312 6 307 an DEAE (Fradet et al 1985)
Mutante A4 immobilisiertes Enzym

25°C,pH7
Rhodococcus. Sp. 6 433 37°C,pH7 (Hjort 1990)
Rhodococcus sp. N-774 691 30°C,pH 7.8 (Nagamune et al 1990)
Pseudomonas 294 1840 20°CpH7 (Nagasawa et al 1987)

chlororaphis B23

Wie aus Tabelle 4.3 zu ersehen ist, zeigen die beschriebenen Nitrilhydratasen deutliche Unterschiede
bezlglich ihrer Aktivitat und Affinitdt zum Substrat Propionitril. Besonders auffallig ist die hohe Aktivitat
der kobaltabhangigen Nitrilhydratase aus Rhodococcus rhodochrous J1 und der eisenabhéngigen
Nitrilhydratase aus Pseudomonas chlororaphis B23. Die Nitrilhydratasen aus den ubrigen
Rhodococcus-Stammen scheinen ahnliche maximale Reaktionsraten zu zeigen, wobei die
immobilisierte  Nitrilhydratase aus Rhodococcus sp. 312 Mutante A4 nicht auf eine
Stofftransportlimitierung aufgrund der Immobilisierung hin untersucht wurde. Die Affinitat der hier

untersuchten Nitrilhydratase zu Propionitril scheint im Vergleich eher gering zu sein.

Ein Vergleich der Amidaseaktivitdten mit Literaturwerten des Stammes Rhodococcus sp. R312 ergibt
eine deutlich hohere Aktivitat und Affinitat fir Propionamid bei den hier verwendeten Zellen.
Maestracci et al. (Maestracci 1984) beschreiben einen Ky-Wert von 38 mM und eine Aktivitat von 5.2
U/g BTM.

Dagegen wurde flir die Amidase aus Rhodococcus rhodochrous J1 eine Aktivitdt von 830 U/g BTM
und ein Ky-Wert von 0.48 mM bei 25 °C und pH 7.8 festgestellt (Kobayashi et al 1993b). Der Einfluf3
der Reaktionsprodukte auf die Amidasereaktion wurde bei beiden genannten Untersuchungen nicht

naher beschrieben.
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4.4.2 Anwendung des Modells auf verschiedene ProzeRfiihrungen

4.4.2.1 Absatzweiser ProzeB mit kontinuierlicher Substratzudosage

Die bisherigen Parameteranpassungen erfolgten Uber Datensatze, in denen die Inaktivierung der
Enzymreaktionen aufgrund der kurzen Reaktionsdauer von maximal einer Stunde zu vernachlassigen
war. Fir den untersuchten Fed-batch Prozess mit einer Prozefzeit von mehreren Tagen (s. Tabelle
4.1) wurde eine erhebliche Inaktivierung der Enzyme festgestellt, welche durch eine Bilanzierung der
Enzyme Rechnung getragen wurde.

Durch das daraus fur diese Prozel¥fuhrung erhaltene Differentialgleichungssystem und die
Verwendung der zuvor bestimmten Parameter konnte der Verlauf der Konzentrationen der Edukte und
Produkte sehr gut abgebildet werden (s. Abbildung 3.2.7).

Dabei wurde die Nitrilhydratasereaktion mit einer etwas geringeren Reaktionsrate angenommen, als
dies die MeRdaten erkennen lieRen. Dies kdnnte darauf hindeuten, dal die Inhibition durch die
Endprodukte Propionat und Ammonium zu hoch geschétzt wurde. Aus den Bestimmungen der
Produktinhibition Uber Anfangsreaktionsraten war besonders Ammonium mit einem starken
inhibitorischen Einflul auf die Enzymaktivitaten ermittelt worden. Dagegen ergab die Abschatzung der
Parameter Uber dynamische Simulation aus Konzentrations-Zeit-Verldufen fur die Inhibition durch
Ammoniumpropionat einen  deutlich geringeren EinfluR des Endproduktes auf die
Nitrilhydratasereaktion. Moglicherweise verursacht also das Vorhandensein von Ammoniumpropionat
eine geringere Inhibition auf die Rate der Nitrilhydrolyse als die einzelnen Komponenten Ammonium
und Propionat. Einen weiteren Hinweis auf diesen Zusammenhang konnte durch die
Parameterschatzungen aus den Untersuchungen zur Verseifung einer 1 M Substratkonzentration
erhalten werden, wobei ein deutlich héherer Wert fir die Inhibitionskonstante abgeschatzt wurde als

im Vergleich zu den jeweiligen Einzelkomponenten.

4.4.2.2 Kontinuierlicher ProzeR im Riihrreaktor

Um die Inaktivierung des Enzymsystems unter den jeweilig optimierten Bedingungen abschéatzen zu
kénnen, wurden die bendtigten Bilanzgleichungen fir einen ideal durchmischten Rihrkessel
aufgestellt, wobei fir die Reaktionsraten der zu untersuchenden Enzyme die kinetische Anséatze aus
Abschnitt 3.6.1.2 Gbernommen wurden. Der Einflul der Immobilisierung und die damit verbundene
Stofftransportlimitierung wurde vereinfachend durch eine Variation der maximalen Reaktionsrate
beriicksichtigt. Mit den dabei abgeschatzten Parameterwerten fir rmax* und der jeweiligen
Inaktivierungskonstante k konnten die Verlaufe der gemessenen Konzentrationen gut abgebildet
werden, was auf eine gute Ubereinstimmung der simulierten Reaktionsraten mit den tatsachlich im

System vorhandenen Raten schlieen laft.
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Dabei zeigte die Parameterschatzung fur die Propionitrilverseifung einen niedrigeren Wert fir die
maximale Reaktionsrate der Nitrilhydratasereaktion, als aufgrund der Reaktionstemperatur von 6 °C
aus den Versuchen zur Temperaturabhangigkeit geschlossen werden konnte (s. Abbildung 3.29).
Aufgrund der Bestimmung der Stofftransportlimitierung bei immobilisierten Zellen konnte diese
zusatzliche Verringerung des Parameters rmax* durch eine Diffusionslimitierung erklart werden.
Allerdings scheint die Nitrilhydratasereaktion auch einen nicht im Modell enthaltenen Effekt zu zeigen,
da zum Ende des Prozesses hin die Aktivitadt der Nitrilhydratase deutlich zu gering geschatzt wurde.
Méglicherweise kénnte ein alternativer reaktionskinetischer Ansatz der Inaktivierung in Abhangigkeit
der Nitrilkonzentration zu einer verbesserten Angleichung der Simulation an das Experiment fihren.
Der berechnete Verlauf der Konzentration an Propionat Uber die gesamte ProzeRzeit zeigte eine sehr
gute Ubereinstimmung mit den MeRdaten, wobei die Inaktivierungskonstante fiir die Amidasereaktion

zu k = 0 abgeschatzt wurde.

Analog zur Abschéatzung der Inaktivierung der Nitrilhydratase wurde die Inaktivierungskonstante k und
der Parameter r.x der Amidasereaktion tber nichtlineare Regression in Verbindung mit dynamischer
Simulation geschéatzt. Die betragsmafige Inaktivierungskonstante wurde dabei zu k = 6.2x10° 1/h
bestimmt. Ein Vergleich mit der Inaktivierungskonstanten aus den Versuchen zur Lagerung der
ruhenden Zellen zeigt einen nahezu identischen Wert (s. Abschnitt 4.3.5).

Dagegen zeigte die geschatzte maximale Reaktionsrate einen deutlich geringeren Wert, als dal3 er
alleine durch die Stofftransportlimitierung hatte erklart werden kénnen. Es ist denkbar, daf} es durch
die Anreicherung von Ammoniumpropionat in der Alginatmatrix zu einer stérkeren Inhibition durch die

Produkte kommt, als dies aus den Konzentrationen im Bulk abzuschatzen war (s. Abschnitt 4.3.5).

4.4.3 AbschlieBende Wertung der dynamische Simulation

Mit Hilfe des zuvor erstellten Modells fir das Zwei-Enzym-System und durch die Bilanzierung war es
moglich, verschiedene Prozel3fihrungen mathematisch zu beschreiben. Die dabei erhaltenen
simulierten Konzentations-Zeit-Verlaufe zeigten generell eine zufriedenstellende Ubereinstimmung mit
den experimentell ermittelten Konzentrationen. Dabei wurde der gesamte Parametersatz Uber zwei
verschiedene Schatzmethoden ermittelt und eine gute Ubereinstimmung der berechneten
Konzentrationsverldufe mit den gemessenen Daten aus einer absatzweisen Prozel¥fUhrung zur
Propionitrilverseifung festgestellt. Die Ubertragbarkeit der reaktionskinetischen Ansatze auf weitere
ProzeRflhrungen wurde an den realen Daten einer absatzweisen Prozel3fihrung mit kontinuierlicher
Zudosage von Substrat Uberpriift und hierbei eine gute Ubereinstimmung der simulierten
Konzentrationsverlaufe mit dem Experiment bis in einen Konzentrationsbereich des Produktes von
Uber 3 M festgestellt. Zudem wurde aus kontinuierlichen Prozef¥fiihrungen die jeweilige Inaktivierung
der Enzyme abgeschéatzt.

Der Vergleich der ermittelten Parameter mit Literaturwerten ergab fir die gereinigte Nitrilhydratase
eine Ahnlichkeit zu den eisenabhéngigen Nitrilhydratasen aus anderen Rhodococcus-Stammen. Die
Parameter der Amidasereaktion zeigten nur geringe Ahnlichkeiten mit den Literaturwerten

vergleichbarer Enzyme aus Rhodococcus-Stammen.
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5 Ausblick

Die Bereitstellung der Zellen des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 13002 beinhaltet noch
bedeutende Verbesserungspotentiale fur einen spateren Einsatz zur grof3technischen Nitrilverseifung.
Zum einen sollte die festgestellte Erhdhung der spezifischen Aktivitdten tber die Kultivierungsdauer
(s. Abschnitt 3.7.3) durch eine Zellanzucht im Chemostat optimiert werden. Bei dieser
Prozel¥fihrungsstrategie kann Uber die Verdinnungsrate die Wachstumsrate konstant eingestellt
werden, wodurch die einzelnen Wachstumsphasen und die jeweiligen spezifischen Aktivitdten tber
einen langeren Zeitraum beobachtet werden kénnen. Auch der EinfluR von Induktoren auf die Aktivitat
kénnte in einer kontinuierlichen Prozel3fuhrung genauer untersucht werden, was besonders im Fall
von Induktoren interessant ist, die in einer absatzweisen Prozef3flhrung durch die Zellen abgebaut
werden. Zudem kénnte auch die spezifische Aktivitat der temperatursensitiven Nitrilhydratase dadurch
erhoht werden, dal die Zellen nur Uber einen kurzen Zeitraum bei der Temperatur der Kultivierung
gehalten werden.

Daruberhinaus konnte im Chemostat auch eine Reduzierung der Schaumbildung bei der Kultivierung
des Stammes erreicht werden, da erst in der spaten exponentiellen Phase des Wachstums verstarkt

eine Schaumbildung auftritt.

Uber eine Untersuchung zur Verwertung von verschiedenen Kohlenstoffquellen fiir die Kultivierung
und den Einflu einer Erhéhung der Hefeextraktkonzentration kénnten héhere Zelldichten erreicht
werden, wie dies in den Untersuchungen zur Kultivierung der Zellen im Bioreaktor bereits festgestellt
wurde (s. Abschnitt 3.2.2). Dabei sollte die Kohlenstoffquelle anders als im Fall der Glucose mdglichst

vollstandig Uber die Prozelizeit verbraucht werden.

Bei der Kultivierung sollte besonders auf die Unterdrickung der Inhibition der Nitrilhydratase durch
eventuelle zellintern gebildete Substanzen und einer Vermeidung der Proteolyse der gewunschten
Enzyme geachtet werden. Deshalb sollte auch eine exakte Definition der in dieser Arbeit postulierten

inhibierenden Komponente fir die Nitrilhydratasereaktion durchgefiihrt werden.

Die Aktivierung der Amidase mit weiteren Induktoren wie z.B. Eisen und Acetamid sollte ebenfalls in
Abhangigkeit vom Wachstum untersucht werden. Da dies der langsamste Schritt fir einen Einsatz zur
Propionitrilhydrolyse in der technischen Anwendung ist, kbnnten auch gentechnische Veranderungen
des Stammes durch Mutagenese und das Wachstum auf einem Selektivmedium mit dem
entsprechendem Amid als C-Quelle in Erwdgung gezogen werden. Da eine aliphatische Amidase
bereits kloniert vorliegt (s. (Trott 2000)), kénnte durch das Einbringen eines entsprechenden
Plasmides in die Rhodococcus-Zellen die Amidaseproduktion wesentlich erhéht werden.
Entsprechende Vektoren fir den Transfer zwischen Escherichia coli und Rhodococcus sind in der

Literatur bereits beschrieben worden (Singer & Finnerty 1988).
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Die bei der Charakterisierung des Biokatalysators festgestellte Erhdhung der spezifischen
Nitrilhydrataseaktivitat bei hohen pH-Werten sollte daraufhin untersucht werden, ob diese bei einer
Umpufferung der Reaktionslésung bestehen bleibt. Dies kénnte zu einer Erhéhung der spezifischen
Aktivitdt der Nitrilhydratase beitragen. Zudem sollte der EinfluR der Belichtung der Zellen auf die
Aktivitat der Nitrilhydratase eingehender untersucht werden, da dies ebenfalls zu einem Nachweis
moglicher inaktivierender Komponenten filhren kann. Auch eine Perforation der Zellen und die
Unterdrickung von proteolytischen Reaktionen in den ruhenden Zellen koénnte dabei zu einer
Stabilisierung des Enzymsystems genutzt werden. Eine eingehende Untersuchung der beobachteten
Inaktivierung der Nitrilhydratase durch hohe Propionitrilkonzentrationen kénnte weitere Hinweise fur

eine Stabilisierung der Nitrilhydratase wahrend ihres Einsatzes liefern.

Die Auswertung der Daten zur Verwendung der immobilisierten Zellen unter verschiedenen
ProzeRflhrungen mul® mit den Vorgaben und Mdglichkeiten des Industriepartners abgeglichen
werden. Aufgrund dieser Auswertung kann dann der entsprechende Prozel? durch die vorhandenen
reaktionskinetischen Modelle und Parametersatze optimal ausgelegt werden.

Der Einflu der Propionitrilkonzentration im Bulk und die Dauer der Exposition der Zellen gegenuber
dieser Konzentration sollten zudem weiter untersucht werden, da dies offensichtlich eine Auswirkung
auf die Reaktionsrate der Nitrilhydratase hat.

Eventuell sollten die beiden Reaktionen in getrennten Ansédtzen unter den jeweils optimalen
Bedingungen durchgefihrt werden. Dabei kdnnte auch eine weitere Verwendung des Immobilisates
aus den Anséatzen zur Propionitrilverseifung nach der Inaktivierung der Nitrilhydratase in den Anséatzen
zur Propionamidhydrolyse fir eine Steigerung der Ausnutzung des Katalysators genutzt werden.

Dabei zeigte die Amidase unter den Bedingungen der Nitrilyhdrolyse praktisch keine Inaktivierung.

Aufgrund der festgestellten Produktinhibierung sollte zudem eine Immobilisierungsmethode entwickelt
werden, bei der eine Akkumulation der Endprodukte Ammonium und Propionat vermieden werden
kann. Dabei scheint Acrylamid als Tragermaterial fiir das Immobilisat besser geeignet zu sein, wobei
eine weitere Optimierung dieser Immobilisierungsmethode fir einen Einsatz im technischen Prozel}

jedoch notwendig ist.

Aufgrund der Beobachtung, dal} die festgestellte Inaktivierung der Nitrilhydratase offenbar nicht auf
einem proteolytischen Effekt beruht, sollte untersucht werden, ob eine Begasung des
Substratmediums mit Stickstoff oder Helium einen angenommenen Oxidationsvorgang im aktiven

Zentrum der Nitrilhydratase verringern oder sogar verhindern kann.

Durch das entwickelte kinetische Modell fiir das untersuchte Zwei-Enzym-System kann nun leicht eine
modellgestitzte Auslegung mdglicher interessierender Reaktorkonzepte fir die Propionitrilverseifung
durchgefiihrt werden. Dabei kdnnte hier auch der ermittelte Einflud der Immobilisierung auf den
Stofftransport und die beobachtete Katalysatorinaktivierung in ein erweitertes ProzelRmodell

aufgenommen werden.
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6 Zusammenfassung

Die wesentliche Zielsetzung dieser Arbeit bestand in der Bereitstellung der Grundlagen fir einen
Prozel zur mikrobiellen Hydrolyse von Propionitril zu Ammoniumpropionat. Das Hauptaugenmerk war
dabei auf die Charakterisierung des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 13002 bezuglich seiner
Kultivierung und seiner nitrilverseifenden Eigenschaften gerichtet. Um eine Beurteilung des
ProzeRverhaltens zu ermdglichen wurden eine analytische Methode zur Bestimmung der
entstehenden Substrat- und Produktkonzentrationen entwickelt. Fir eine Abschatzung der Eignung
unterschiedlicher Reaktorkonzepte fir die Propionitrilhydrolyse konzentrierte sich die Arbeit im
weiteren auf den Vergleich des Einsatzes des Biokatalysators unter verschiedenen
ProzefRflhrungsstrategien. Durch reaktionskinetische Modellierung des Zwei-Enzym-Systems und
durch die anschlieBende Parameteridentifikation konnte ein funktionaler Zusammenhang der

Reaktionsrate von den Konzentrationen der Substrate und Produkte hergestellt werden.

Zu Beginn der Arbeit wurde der verwendete Mikroorganismus auf seine Gattungszugehdhrigkeit hin
untersucht und als Patentstamm bei der DSMZ hinterlegt. Dabei wurde der Stamm als Rhodococcus
erythropolis DSM 13002 klassifiziert. Zur Bereitstellung einer geeigneten Menge an homogener
Biomasse wurde der Stamm in einem Malfistab von 70 | im Bioreaktor kultiviert. In weiteren
Untersuchungen erfolgte eine Optimierung des Wachstumsmediums, wobei eine dreifache Steigerung
der spezifischen Aktivitdt der so erhaltenen Biomasse gegenuber der Kultivierung im

Ausgangsmedium erreicht werden konnte.

Die Untersuchung der nitrilverseifenden Eigenschaften ergab, dafl in dem untersuchten Stamm ein
Zwei-Enzym-System aus einer eisenabhangigen Nitrilhydratase und einer Amidase in den Zellen
vorlag. In absatzweisen Umsetzungen mit ruhenden Zellen wurden die beiden Enzyme auf ihre pH-
und Temperaturoptima bezlglich der Aktivitdt des Enzymsystems untersucht. Dabei wurde das pH-
Optimum fur die Nitrilhydratase bei einem pH-Wert von 9.5 und fur die Amidase bei 7.5 bestimmt. Das
Temperaturoptimum lag fir die Nitrilhydratase bei 26 °C und fir die Amidase bei 35 °C, wobei die
Enzyme oberhalb der jeweiligen Temperatur schnell inaktivierten.

Es wurde festgestellt, dal die Aktivitat der Nitrilhydratase auch von der Belichtung des Ansatzes
abhangt, was auf einen zellintern gebildeten Inhibitor zuriickgefiihrt wurde.

Der Einsatz der Zellen zur Verseifung von Propionitril in einem Konzentrationsbereich an und oberhalb
der Léslichkeitsgrenze hatte eine schnelle Inaktivierung der freien Zellen zur Folge. Durch
Immobilisierung der Zellen konnte deren Toleranz gegentber Propionitril, das ab einer Konzentration
von 1.5 M eine zweite Phase bildet, deutlich verbessert werden und bei einer absatzweisen
ProzefRflihrung Nitrilkonzentrationen bis ber 1 M umgesetzt werden. Dabei konnte festgestellt
werden, dal} die schnelle Inaktivierung besonders der Nitrilhydratase nicht auf einer Proteolyse des
Enzymes beruhte, sondern offensichtlich eine Beeinflussung des nativen Zustandes des Enzymes

durch das Lésungsmittel Propionitril vorlag.
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Der Biokatalysator wurde mit verschiedenen Methoden immobilisiert, wobei der Einschluf} in
Kalziumalginat als ein geeignetes schonendes EinschluRverfahren identifiziert wurde. Bei der
Untersuchung des Einflusses der Immobilisierung auf die spezifische Aktivitdt wurde eine moderate
aulere Stofftransportlimitierung mit einem Effektivitdtskoeffizienten von ney = 0.7 bestimmt. Dabei
wurde kein Stofftransportwiderstand im Immobilisatpartikel selbst festgestellt.

Der Biokatalysator wurde in absatzweiser ProzeRfliihrung mit konstanter Substratzugabe (Fed-batch),
im kontinuierlichen Rihrreaktor sowie im Festbett eingesetzt. Dabei konnten im Fed-batch Prozefl
Produktkonzentrationen von bis zu 3 M Ammoniumpropionat erhalten werden. Im kontinuierlichen
Betrieb konnten Prozelizeiten von bis zu 16 Tagen fir die Nitrilhydratasereaktion im Festbettreaktor
und von 54 Tagen fir die Amidasereaktion im Rihrreaktor demonstriert werden. Die maximale
spezifische Produktmenge, die UuUber die Reaktionszeit zu erhalten war, lag fur die
Nitrilydratasereaktion im Festbettreaktor bei 2.33 mol/g BTM und fir die Amidasereaktion bei 1.8
mol/g BTM im kontinuierlich durchstrémten Rihrkessel.

Dabei lag die maximale Halbwertszeit der Nitrilhydratase bei 6 °C im Festbettreaktor bei 138 h, wobei
fur die Amidasereaktion bei 30 °C im Chemostat eine Halbwertszeit von 111 h berechnet wurde. Bei
einer Reaktionstemperatur von 6 °C konnte dabei Uber eine Prozef3zeit von 216 h keine Inaktivierung
der Amidase festgestellt werden.

In dieser Arbeit wurde ein Reaktionsmodell fiir das Zwei-Enzym-System erstellt. AnschlieRend wurden
samtliche Modellparameter Uber zwei verschiedene Schatzmethoden, lUber Anfangsreaktionsraten
und mittels dynamischer Simulation in Verbindung mit nichtlinearer Regression, bestimmt. In beiden
Fallen konnte eine gute Ubereinstimmung der berechneten Konzentrationsverldufe mit den MeRdaten
aus einer absatzweisen ProzefRflihrung festgestellt werden. Die maximalen spezifischen
Reaktionsraten der Enzyme lagen bei 14713 U/g BTM fiir die Nitrilhydratase und 386 U/g BTM fir die
Amidase. Die Michaelis-Mentenkonstanten beziglich der Substrate wurden zu Ky = 16 mM fir die
Nitrilhydratase und Ky = 2.7 mM fir die Amidase bestimmt. Beide Enzyme zeigten mit zunehmender
Konzentration sowohl eine Inhibition durch das jeweilige Substrat als auch durch die entstehenden
Produkte. Dabei wurde die Nitrilhydratasereaktion besonders durch das Endprodukt
Ammoniumpropionat gehemmt.

Eine Anwendbarkeit der reaktionskinetischen Anséatze unter dynamischen Bedingungen wurde
anhand eines Fed-batch-Prozesses Uberpriift und eine gute Ubereinstimmung der simulierten
Konzentrationsverldufe mit den Meldaten ermittelt. Mit Hilfe des Reaktionsmodells konnten die
Inaktivierungskonstanten fir die verzeichneten Aktivitatsverluste der Nitrilhydratase und der Amidase
im kontinuierlich betriebenen Rihrkessel zu k = 0.012 [1/h] fir die Nitrilhydratasereaktion und k =

0.0062 fur die Amidasereaktion ermittelt werden.
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8 Anhang

8.1 Basenabfolge der 16S rDNA von Rhodococcus erythropolis
DSM 13002.

Darstellung der Basenabfolge der in Abschnitt 3.1 beschriebenen 16S rDNA des Stammes

Rhodococcus erythropolis DSM 13002. Die folgende Komplettsequenz wurde fir die
Stammbestimmung eingesetzt.

Basenabfolge

T 10 1M, 20 21 30 31, 40 41, 50
TTAACACATG CAAGTTCGAG CGGTAAGGCC TTTCGGGGTA CACGAGCGGC 1-50
GAACGGGTGA GTAACACGTG  GGTGATCTGC CCTGCACTTC  GGGATAAGCC 51-100
TGGGAAACTG  GGTCTAATAC CGGATATGAC  CTCAGGTTGC ATGACTTGGG  101-150
GTGGAAAGAT  TTATCGGTGC AGGATGGGCC CGCGGCCTAT CAGCTTGTTG 151-200
GTGGGGTAAT GGCCTACCAA  GGCGACGAC GGGTAGCCGA CCTGAGAGGG 201-250
TGACCGGCCA CACTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCCT ACGGGAGGCA 251-300
GCAGTGGGGA ATATTGCACA ATGGGCGAAA GCCTGATGCA GCGACGCCGC 301-350
GTGAGGGATG ACGGCCTTCG GGTTGTAAAC CTCTTTCAGC AGGGACGAAG 351-400
CGCAAGTGAC GGTACCTGCA  GAAGAAGCAC CGGCTAACTA CGTGCCAGCA  401-450
GCCGCGGTAA TACGTAGGGT GCAAGCGTTG TCCGGAATTA CTGGGCGTAA  451-500
AGAGTTCGTA GGCGGTTTGT CGCGTCGTTT GTGAAAACCA  GCAGCTCAAC  501-550
TGCTGGCTTG CAGGCGATAC GGGCAGACTT GAGTACTGCA GGGGAGACTG 551-600
GAATTCTTGG TGTAGCGNTG  AAATGCGCAG ATATCAGGAG GAACACCGGT 601-650
GGCGAAGGCG GGTCTCTGGG CACTAACTGA CGCTGAGGAA CGAAAGCGTG  651-700
GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGGTGGG 701-750
CGCTAGGTGT GGGTTCCTTC CACGGAATCC GTGCCGTAGC TAACGCATTA 751-800
AGCGCCCCGC CTGGGGAGTA CGGCCGCAGG GCTAAAACTC  AAAGGAATTG 801-850
ACGGGGGCCC GCACAAGCGG CGGAGCATGT GGATTAATTC GATGCAACGC  851-900
GAAGAACCTT ACCTGGGTTT GACATATACC GGAAAGCTGC AGAGATGTGG  901-950
CCCCCCTTGT GGTCGGTATA CAGGTGGTGC ATGGCTGTCG TCAGCTCGTG  951-1000
TCTTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCAACCC CTATCTTATG 1001-1050
TTGCCAGCAC GTTATGGTGG GGACTCGTAA  GAGACTGCCG GGGTCAACTC  1051-1100
GGAGGAAGGT GGGGACGACG TCAAGTCATC ATGCCCCTTA  TGTCCAGGGC 1101-1150
TTCACACATG CTACAATGGC CAGTACAGAG GGCTGCGAGA CCGTGAGGTG 1151-1200
GAGCGAATCC CTTAAAGCTG GTCTCAGTTC GGATCGGGGT CTGCAACTCG  1201-1250
ACCCCGTGAA GTCGGAGTCG CTAGTAATCG CAGATCAGCA ACGCTGCGGT  1251-1300
GAATACGTTC CCGGGCCTTG TACACACCGC CCGTCACGTC ATGAAAGTCG 1301-1350
GTAACACCCG AAGCCGGTGG CTTAACCCCT TGTGGGAGGG AGCCGTCGAA  1351-1400
GGTGGGATCG GCGATTGGGA CGAAGTCGTA  ACAAGGTAGC CGTACCGGAA  1401-1450
GGTGCGGTTG GATCACCTCC 1T 1451-1472
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8.2 Abkilirzungen

Die folgenden Abkirzungen sind allgemein gliltig. Spezielle Abkirzungen in Formeln und Gleichungen

werden gesondert an den entsprechenden Stellen erklart.

Abkirzung

°C Grad Celsius

M spezifische Wachstumsrate

Mg Mikrogramm

i Mikroliter

UM Mikromolar

Mm Mikrometer

A Angstrom

ad. aufgefllt auf...

APS Ammoniumpersulfat

atl Atmospharenuberdruck

BFM Biofeuchtmasse

bid bidestilliert

bp Basenpaare

BTM Biotrockenmasse

bzw. beziehungsweise

ca. cirka

cm Zentimeter

C-Quelle Kohlenstoffquelle

DEAE Di-ethyl-aminoethyl-

DNA Desoxyribonucleinic acid

dNTP Desoynucleotidtriphosphat

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

E. C. Enzyme Commission

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ee-Wert Enantiomereniiberschuf}

Er Energy of Transition

etal. und andere

E" Normierter Er-Wert
Gramm

h Stunde

h” Pro Stunde

H>O Wasser

HPLC Hochdruckfliissig Chromatographie

Inc. Incorporated

kb Kilobasenpaare

Ki [mM] Inhibitionskonstante




Km [mM]

LB

mg
min
ml
mM
mmol
mol
NaCl
NaOH
NI

Nm
NO
N-Quelle
oD
PCR
PDB
pmol
pO:2

g
RNA
rRNA

SDS

sec

SL

sp.

ti2

TEAE

u

UF

Upm [1/min]
uv

viv
VE-Wasser
wiv

w/w

YCO,

YO,

Michaelis-Mentenkonstante
Liter

Luria-Bretani

Molar

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar

Millimol

Mol

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Normliter

Newtonmeter
Stickstoffmonoxid
Stickstoffquelle

optische Dichte
Polymerasechainreaction
Protein data base
Picomol
Sauerstoffpartialdruck
Spezifische Reaktionsrate

Ribonucleinic acid

ribosomale Ribonukleinsaure

siehe

Sodiumdodecyl

Sekunde
Spurenelementldsung
Species

Halbwertszeit
Triethylamin

Unit

Umrechnungsfaktor
Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

Volumen pro Gesamtvolumen

Vollentsalztes Wasser

Gewicht pro Gesamtvolumen

Gewicht pro Gesamtgewicht
Molenbruch Kohlendioxid

Molenbruch Sauerstoff
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