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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines vollstandigen Verfahrens zur Synthese von enan-
tiomerenreinen L-Aminosduren durch Biotransformation mit immobilisierten Enzymen. Als Mo-
dellsystem wurde die zweistufige Hydrolyse von D,L-Benzylhydantoin iber L-Carbamoylphenyl-
alanin zu L-Phenylalanin gewahlit. Die erste Stufe wurde durch das enantioselektive Enzym Hy-
dantoinase katalysiert und die zweite durch das enantiospezifische Enzym L-Carbamoylase. In
der Literatur ist dieser Syntheseweg auch als Hydantoinase-Verfahren bekannt. Verwendet wurden
aufgereinigte und immobilisierte Enzyme aus Arthrobacter aurescens DSM 3747.

Ein Schwerpunkt war die Analyse und Modellierung des gegebenen Reaktionssystems, das die
reversible Reaktion von D- bzw. L-Benzylhydantoin zu D- und L-Carbamoylphenylalanin, die ir-
reversible Reaktion von L-Carbamoylphenylalanin zu L-Phenylalanin sowie die Racemisierung
des Substrats Benzylhydantoin umfasste. Die Parameter in den enzymkinetischen Gleichungen
wurden aus Anfangsreaktionsraten und zeitlichen Konzentrationsverlaufen abgeschatzt. Ebenfalls
untersucht wurden der Einfluss des pH-Werts auf die Reaktionsrate sowie die Enzymstabilitat unter
verschiedenen Bedingungen. Dabei wies die L-Carbamoylase eine deutlich geringere Halbwerts-
zeit als die Hydantoinase auf. Der Vergleich von rekombinanter Hydantoinase aus Arthrobacter au-
rescens DSM 3747 mit einer Wildtyp-Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 zeigte
keine signifikanten Unterschiede, so dass der Ursprung des Enzyms keinen gravierenden Einfluss
auf die Gestaltung des Verfahrens ausiibte. Beziiglich der Wechselwirkungen zwischen den bei-
den hydrolytischen Reaktionen konnte eine geringfiigige Inhibierung der Hydantoinase durch das
Endprodukt L-Phenylalanin festgestellt werden, die so fiir @hnliche Enzyme noch nicht beschrie-
ben wurde. Da in einer Versuchsanlage an pordse Partikel immobilisierte Enzyme Verwendung
fanden, wurden die enzymkinetischen Modelle um Gleichungen fiir den externen Transport der
Reaktanten an die Partikeloberflache und den internen Transport in den Partikeln erweitert. Aus
den Betriebsbedingungen in der Versuchsanlage ergab sich beziiglich des schneller umgesetzten
Enantiomers L-Benzylhydantoin eine leichte Stofftransportlimitierung (n = 0,96), die jedoch keine
Malinahmen zur Optimierung des Immobilisats z.B. durch Verringerung des Partikeldurchmes-
sers erforderte. Fir D-Benzylhydantoin wurde hingegen keine Stofftransportlimitierung festge-
stellt. Die Racemisierung des Substrats Benzylhydantoin wurde mit zwei Modellen beschrieben,
die sich in ihrem Detaillierungsgrad unterschieden. Wéhrend das erste Modell die Dissoziation des
Benzylhydantoins beriicksichtigte und die basenkatalysierte Racemisierung in wassriger Losung
von der Racemisierung an einem lonenaustauscher differenzierte, vereinigte das zweite Modell
die verschiedenen Mechanismen zu einer reversiblen Reaktion mit Hin- und Riickreaktion jeweils
pseudo-erster Ordnung. Vorteilhaft war das vereinfachte Modell fiir Simulationen des Gesamtsy-
stems, da so zahlreiche Bilanzgleichungen und die rechenintensive Losung der (ortlich verteilten)
lonenaustausch- und Dissoziationsgleichgewichte entfielen. Wichtigstes Ergebnis des detaillierten
Modells war die Beschleunigung der Racemisierung durch Verschiebung des pH-Werts, wobei der
durch Katalyse am lonenaustauscher erzielte Geschwindigkeitszuwachs im Vergleich zur sponta-
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nen Reaktion exponentiell anstieg.

Auf der reaktionstechnischen Analyse bauten die Gestaltung einer Versuchsanlage im Labormal3-
stab und die Erstellung eines mathematischen Prozessmodells dieser Versuchsanlage auf. Mit
Ricksicht auf die begrenzte Aktivitdt der Enzymimmobilisate und die geringe Loslichkeit des
Benzylhydantoins wurde das Verfahren, welches drei Operationen umfasste, absatzweise betrie-
ben: Auflosung von D,L-Benzylhydantoin in einem geriihrten Membranreaktor, zweistufige en-
zymatische L-Phenylalanin Synthese in einem Festbettreaktor mit immobilisierter Hydantoinase
und L-Carbamoylase sowie Racemisierung des nicht abreagierten Substrats D-Benzylhydantoin
in einem zweiten mit starkem Anionenaustauscher gefillten Festbettreaktor. Alle drei Appara-
te waren hintereinandergeschaltet und bildeten einen geschlossenen Kreislauf. Optional erfolgte
eine nachgeschaltete Aufreinigung des Produkts L-Phenylalanin durch Elektrodialyse. Eine Vari-
ante zur kontinuierlichen Prozessfiihrung wurde anhand von Simulationsstudien untersucht. Der
Reaktionsfortschritt wurde offline mittels chiraler HPLC und online mit einer analytischen Me-
thode erfasst, die polarimetrisch den optischen Drehwert und photometrisch die Absorption der
Reaktionslosung bestimmte. Fir die Untersuchungen zur Enzymkinetik erlaubte diese Methode
die einfache Messung von Anfangsreaktionsraten sowie die Berechnung der Konzentrationen aller
vier Reaktanten im ersten Hydantoinase-katalysierten Syntheseschritt.

Im Vorfeld zu den experimentellen Arbeiten an der Versuchsanlage - und spéter auch diese be-
gleitend - wurde ein mathematisches Modell des gesamten Verfahrens erstellt und mit \ersuchs-
daten parametriert. Dieses Modell bildete die Auflosung von festem Benzylhydantoin in einem
ideal durchmischten Membranreaktor, die enzymatische Umsetzung im ersten und anschlielRen-
de Racemisierung im zweiten Festbettreaktor sowie die Ruckfiihrung in den Membranreaktor ab.
Bezuglich der Festbettreaktoren wurden die Stoffbilanzen getrennt fiir das Hohlraumvolumen so-
wie die porosen Partikel der Schittung aufgestellt. Verkoppelt waren sie durch den Stoffiibergang
an der Oberflache eines jeden Partikels. Die Stromung im Hohlraumvolumen eines Festbettreaktors
war neben der Konvektion durch Dispersion in axialer Richtung gekennzeichnet. In den pordsen
Partikeln katalysierten die an der inneren Oberflache immobilisierten Enzyme die im vorangehen-
den beschriebenen Reaktionen. Es resultierten hauptséachlich partielle Differentialgleichungen, die
mit einem finite Volumen Verfahren (TVD) ortlich diskretisiert und dem numerischen Integrator
LIMEX geldst wurden. Zusétzlich zu den bisher beschriebenen Kinetiken erforderte das Gesamt-
system Isothermen zur Modellierung der Adsorption der Reaktanten an den Anionenaustauscher.

Da die vollstandige Umsetzung des racemischen Substrats D,L-Benzylhydantoin zum enantiome-
renreinen Produkt L-Phenylalanin wesentlich von der Racemisierung abhing, kam dieser Umlage-
rungsreaktion eine zentrale Bedeutung zu. Es zeigte sich, dass eine Steigerung der Produktausbeu-
te eine Uberproportionale Erhdhung der lonenaustauschermasse erforderte. Andererseits bedeutete
die Erhdhung der lonenaustauschermasse einen zunehmenden Verlust an Produkt, da es durch
Bindung an den lonenaustauscher in der Reaktionslosung abgereichert wurde. Beziiglich des theo-
retisch maoglichen Enantiomereniiberschusses von 100 % bei vollstandiger Umsetzung des race-
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mischen Substrats erwies sich beim gegebenen pH-Wert auch mit maximaler Racemisierungsge-
schwindigkeit die langsame Riickreaktion von D-Carbamoylphenylalanin zu D-Benzylhydantoin
als limitierend, und es resultierte ein maximaler Enantiomereniiberschuss von 64 %. Simulations-
ergebnisse belegten den vernachléssigbaren Einfluss der Aufldsungskinetik des Benzylhydantoins
auf das Gesamtgeschehen. Bei Dosierung in einen unzureichend geriihrten Membranreaktor bilde-
ten sich jedoch aufgrund der schlechten Benetzbarkeit des Benzylhydantoinpulvers mit wassrigen
Losungen leicht grolRere Agglomerate, deren Auflésung viel Zeit beanspruchte.

15



Abstract

The aim of this work was to develop a complete process for the synthesis of optical pure L-amino
acids by biotransformation with immobilized enzymes. Two-step enzymatic hydrolysis of D,L-
benzylhydantoine via L-carbamoylphenylalanine to L-phenylalanine was employed as a modell
system. The first step was catalysed by an enantioselective hydantoinase and the second step by
an enantiospecific L-carbamoylase. This synthesis is well known in literature as Hydantoinase-
Process. Purified and immobilized enzymes from Arthrobacter aurescens DSM 3747 were used.

A main focus was to analyze and model the given reaction system. It consists of a reversible
conversion of D- and L-benzylhydantoine to D- and L-carbamoylphenylalanine, respectively, an
irreversible conversion of L-carbamoylphenylalanine to L-phenylalanine and the racemization of
the substrate benzylhydantoine. Parameters appearing in the kinetic rate equations were identi-
fied from experimentally obtained initial rates and time courses of concentration. The effect of pH
on reaction rates and enzyme stability under various conditions were studied as well. It appeared
that half time of L-carbamoylase as compared with hydantoinase was noticeably lower. A com-
parison of recombinant hydantoinase from Arthrobacter aurescens DSM 3747 with a wild type
hydantoinase from Arthrobacter aurescens DSM 3745 did not show significant differences so that
the origin of enzymes did not exert serious influence on the design of the process. With respect
to the interactions between both hydrolytic reactions a negligible inhibition of hydantoinase by
the final product L-phenylalanine was observed which has not been reported for similar enzymes
previously. Immobilized enzymes were utilized with a bench-scale pilot plant. Additional equa-
tions for external mass transfer at the surface of a particle and internal mass transport in a porous
particle expanded the capability of the kinetic model to immobilized enzymes. Under operation
conditions of the bench-scale pilot plant a slight mass transfer limitation (n = 0,96) was found
regarding the faster converted enantiomer L-benzylhydantoine. Due to low severity no measures
were required to improve the catalyst e.g. by scale-down of the particle diameter. Conversion of D-
benzylhydantoine on the other hand was not affected by mass transport limitations. Racemization
of substrate benzylhydantoine was described with two models of different complexity. The first
model included dissociation of benzylhydantoine and distinguished between general base catalyt-
ic racemization in aqueous solution and racemization at an ion exchanger. And the second model
combined these different mechanisms to a single reversible reaction with forward and back reaction
of pseudo-first order. The simplified model was advantageous for simulations of the overall pro-
cess because the number of differential equations was reduced and no (spatial distributed) ion and
dissociation balances had to be solved. An important result of simulations with the detailed model
was an acceleration of the racemization rate by shifting the pH to higher values. In doing so the
contribution of the catalytic ion exchanger exceeded the contribution of spontaneous racemization
in an exponential way.

Both design of a bench-scale pilot plant and its mathematical modelling were based on the above-
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mentioned analysis of the reaction system. Considering low activities of the immobilized enzymes
and low solubility of benzylhydantoine batch operation of the process was favourable. It consisted
of three units: dissolution of D,L-benzylhydantoine in a stirred membrane reactor, two-step enzy-
matic synthesis of L-phenylalanine in a fixed-bed reactor packed with immobilized hydantoinase
and L-carbamoylase and racemization of non-converted substrate D-benzylhydantoine in a second
fixed-bed reactor packed with a strong anion exchanger. All three units were connected in series
and formed a closed cycle. Following the synthesis, an electrodialysis module was optionally used
for purification of the product L-phenylalanine. A variant for continuous operation was examined
on the basis of simulation studies. The course of reaction was analyzed off-line by means of chiral
HPLC and on-line using an analytic method that determined polarimetrically the optical rotation
and photometrically the absorption of the reaction solution. Regarding kinetic studies of enzymes,
the latter method allowed for simple measurement of initial reaction rates as well as calculation of
concentrations of all four reactants involved in the hydantoinase catalyzed step.

A mathematical model of the complete process was established prior to experimental work with
the bench-scale pilot plant. It was modified together with the pilot plant and parameterized with
experimental data. This model included the dissolution of solid benzylhydantoine in an ideally
mixed membrane reactor, the enzymatic conversion in the first and following racemization in the
second fixed bed reactor as well as the feedback into the membrane reactor. Concerning the fixed
bed reactors the material balances were set up separately for bulk-fluid phase and particle phase.
Both phases were coupled by the mass transfer at the surface of each particle. The flow through
the void volume of a fixed bed reactor was characterized by convection and dispersion in axial
direction. Immobilized enzymes at the internal surface of the porous particles catalyzed the reac-
tions explained above. Basically this model consisted of partial differential equations which were
spatially discretized using a finite volumes method (TVD) and solved with the numeric integrator
LIMEX. Additionally to the kinetic model described so far the overall system required isotherms
for modelling the adsorption of the reactants to the anion exchanger.

Since complete conversion of racemic substrate D, L-benzylhydantoine to optically pure product L-
phenylalanine depended substantially on racemization, this rearrangement reaction was of central
importance. It was shown that maximizing the product yield required a disproportionately high in-
crease of the ion exchanger mass. On the other hand the increase of ion exchanger mass meant a ris-
ing loss of product because it was depleted in the reaction solution by binding to the ion exchanger.
Concerning the theoretically possible enantiomeric excess of 100 % after total conversion of the
racemic substrate the slow back reaction from D-carbamoylphenylalanine to D-benzylhydantoine
was proved as limiting at the given pH value also with maximum racemization rate, and it resulted
a maximum enantiomeric excess of 64 %. Simulation results showed the negligible influence of
dissolution kinetics of benzylhydantoine on the total reaction. With dosage into an insufficiently
agitated membrane reactor larger agglomerates of benzylhydantoine were formed easily due to the
bad wettability of the benzylhydantoine powder with aqueous solutions. And dissolution of these
agglomerates required much time.
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1 Einleitung

Etablierte Verfahren zur industriellen Herstellung von a-Aminoséuren sind die Proteinhydrolyse
und die Fermentation von Mikroorganismen mit geeigneter Syntheseleistung [51]. Bedingt durch
die Nutzung naturlicher Ressourcen und Synthesewege liegt ihr Schwerpunkt auf der Gewinnung
proteinogener Aminosduren, bei denen es sich entsprechend ihrem Vorkommen in der Natur um
die L-Enantiomere dieser chiralen Molekiile handelt. Ungewdhnliche D-Aminoséuren aus Bakte-
rien (enthalten in Zellwdnden und Peptidantibiotika) zahlen nicht zum Produktspektrum der ge-
nannten Verfahren, weil sie z.B. fermentativ nur mit geringer optischer Reinheit und schlechter
Produktivitat zugéanglich sind [104].

Aminosduren werden in der Tiererndhrung als Zusatzstoffe von Futtermitteln, in der Lebensmit-
teltechnologie als Wiirzstoffe, Geschmacksverstarker (L-Glutamat) und Betandteil von StiRstoffen
(L-Aspartat, L-Phenylalanin) sowie der Diéatetik, der Medizin (Infusionsldsungen) und der Kosme-
tik eingesetzt.

Chemische Synthesen, wie die industrielle Produktion von achiralem Glycin und D,L-Methionin,
zahlen ebenfalls zu den etablierten Verfahren und eignen sich prinzipiell auch zur Darstellung
seltener oder unnatirlicher Aminosduren fir pharmazeutische Anwendungen, liefern jedoch zu-
meist die zunehmend unerwiinschten Racemate [87]. Der technische Einsatz chiraler Katalysatoren
scheitert hingegen haufig an geringen Ausbeuten und hohen Kosten [104].

Einen alternativen Weg der Synthese natiirlicher und unnattrlicher D- oder L- Aminoséduren bieten
Biotransformationen mit ruhenden Zellen, geldsten oder immobilisierten Enzymen. In industriel-
lem Malstab katalysieren Aminoacylasen und Hydantoinasen die Umsetzung verschiedener Ami-
nosaure-Vorstufen. Diese Umsetzungen erfolgen meist enantiospezifisch. Zielverbindungen sind
L-Methionin, L-Valin und L-Phenylalanin (Fa. Tanabe, Japan und Degussa, Deutschland) mit dem
Aminoacylase-Verfahren sowie die unnatirlichen Aminoséuren D-Phenylglycin (Fa. Kanegafuchi,
Japan) und D-p-Hydroxyphenylglycin (Fa. Recordati, Italien) mit dem Hydantoinase-Verfahren
[92, 5, 82, 81]. Verglichen mit Hydrolyse und Fermentation, die einen erheblichen Aufwand zur
Abtrennung der Aminoséduren durch Extraktion, Fallung oder Umkristallisation erfordern, ist die
Aufreinigung nach einer Biotransformation einfacher, da insbesondere beim Einsatz isolierter En-
zymen eine wohl definierte Produktlosung vorliegt.

Das Hydantoinase-Verfahren erlaubt je nach Wahl der eingesetzten Enzyme die Umsetzung race-
mischer 5-monosubstituierter Hydantoine zu D- oder L- Aminosduren. Die Reaktion lauft in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten ab. Mit enantiospezifischer Hydantoinase, welche nur ein Enan-
tiomer des racemischen Hydantoins als Substrats akzeptiert, entsteht durch hydrolytische Offnung
des Hydantoinrings zunédchst enantiomerenreine Carbamoylaminoséure als Zwischenprodukt. Im
zweiten Schritt, der chemisch oder enzymatisch mit einer (enantiospezifischen) Carbamoylase
durchgefuhrt wird, erfolgt die Decarbamoylierung des Zwischenprodukts zur enantiomerenreinen
Aminosdure. Eine interessante Eigenschaft der Hydantoine ist ihre spontane Racemisieung bei
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basischen pH-Werten. Ist die Racemisierungsgeschwindigkeit unter Reaktionsbedingungen aus-
reichend hoch, so ermdglicht das Hydantoinase-Verfahren die vollstdandige Umsetzung des race-
mischen Substrats zu enantiomerenreiner Aminosaure. Entwicklungsmaoglichkeiten des Verfahrens
bietet u.a. die enzymatische Beschleunigung der Racemisierungsgeschwindigkeit mit Hilfe einer
Hydantoin-Racemase [95, 97].

Eingeteilt nach ihrer Enantiospezifitat konnen drei Klassen, ndmlich D-, L- und unspezifische Hy-
dantoinasen unterschieden werden [86]. Die bisher untersuchten Carbamoylasen hingegen sind
eindeutig D- oder L-spezifisch. Wie bei der industriellen Anwendung, so finden sich auch in der
Literatur tberwiegend D-Hydantoinase Systeme zur Gewinnung von D-Aminosduren, welche als
Komponenten fiir Antibiotika, pharmazeutische Wirkstoffe oder Pestizide vorgesehen sind.

Neben Flavobacterium sp. AJ-3940 [107], Bacillus brevis AJ-12299 [105] und Pseudomonas sp.
NS671 [35] gehoren die Bodenbakterien Arthrobacter aurescens DSM 3745 und DSM 3747 zu den
wenigen Mikroorganismen, deren Mechanismus der Produktion von L-Aminoséduren aus Hydan-
toinen untersucht und in der Literatur beschrieben wurde. Gemeinsam ist den aus diesen Mikroor-
ganismen isolierten Hydantoinasen, dass sie im Unterschied zu den D-Hydantoinasen ein weniger
breites Substratspektrum aufweisen und racemisches Hydantoin lediglich enantioselektiv hydro-
lysieren. Ein Substratenantiomer wird also bevorzugt, d.h. mit einer hoheren Reaktionsgeschwin-
digkeit als das andere Enantiomer, umgesetzt. Dabei kann die Enantioselektivitat in Abhéngig-
keit des Substrats vom L- zum D-Enantiomer wechseln [107], z.B. setzen die Hydantoinasen aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 und DSM 3747 D,L-Benzylhydantoin L-selektiv und D,L-
Methylthioethylhydantoin D-selektiv um [57, 93].

EinschlieBlich seiner spontanen Racemisierung ergab sich fur das Substrat D,L-Benzylhydantoin
und die Enzyme aus Arthrobacter aurescens, welche in der vorliegenden Arbeit als Modellsystem
dienten, das auf einer Untersuchung von Yokozeki et al. [107] beruhende Reaktionsschema in
Abb. 1. Es veranschaulicht die Notwendigkeit einer L-spezifischen Carbamoylase, da mit den L-
selektiven Hydantoinasen andernfalls keine enantiomerenreinen L-Aminosduren herzustellen sind.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit waren die reaktionstechnische Analyse und Modellierung des in
Abb. 1 dargestellten Reaktionssystems. Zur Orientierung geben die Tabellen 1 und 2 einen Uber-
blick tGber Veroffentlichungen aus den Jahren 1987 bis 2002, die sich mit dem Mechanismus
bzw. der Kinetik des Hydantoinase-Verfahrens befassen. Tab. 1 zeigt, welche der finf Teilsysteme
»otoffumsetzung durch Hydantoinase®, ,,Stoffumsetzung durch Carbamoylase®”, ,,Racemisierung
des Substrats”, ,,Auflosung des gegebenenfalls als Feststoff vorgelegten Substrats“ sowie ,, Trans-
port der Reaktanten durch technische oder biologische Membranen® beriicksichtigt wurden und
listet exemplarisch einige reaktionstechnische Parameter auf. In Tab. 2 sind ergéanzend die verwen-
deten Biokatalysatoren und Substrate aufgefiihrt. Verglichen mit der Gesamtzahl von mehr als 130
Veroffentlichungen im gleichen Zeitraum zum ubergeordneten Stichwort Hydantoinase, bedeuten
die 13 zitierten Arbeiten, dass reaktionstechnische Fragestellungen neben den mikrobiologischen,
biochemischen und genetischen Untersuchungen eher am Rande des Interesses standen.
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Abbildung 1. Synthese von D,L-Carbamoylphenylalanin aus D,L-Benzylhydantoin durch
hydrolytische Offnung des Hydantoinrings mit L-selektiver Hydantoinase. Im zweiten
Schritt katalysiert L-spezifische Carbamoylase die Hydrolyse der Carbamoylgruppe des L-
Carbamoylphenylalanins, und es entsteht L-Phenylalanin. Die Enantiomere des Substrats Ben-
zylhydantoin racemisieren im basischen Milieu spontan.

Den selektiven bzw. L-spezifischen Hydantoinasen, zu denen auch die in dieser Arbeit verwen-
dete Hydantoinase zdhlt, widmeten sich bisher vier Autoren (Eintrdge Nr. 1 bis 4 der Tabellen
1 und 2), ohne jedoch sdmtliche Parameter der im Ubrigen teilweise unvollstandigen kinetischen
Modelle bestimmt zu haben. Gegenstand der weiteren Arbeiten sind D-spezifische Hydantoinasen,
zumeist in Verbindung mit dem Substrat D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin. Enantiospezifische Hy-
dantoinasen ermoglichen eine einfachere enzymkinetische Modellierung, da nur ein Enantiomer
der Carbamoylaminosdure als Zwischenprodukt entsteht, ohne Bildung des anderen Enantiomers
als Nebenprodukt.

Die vom Substrat (und pH-Wert) abhéngige Reversibilitat der Hydantoinase-katalysierten Reakti-
on bezogen drei Autoren (Nr. 1, 3 und 8) in das kinetische Modell ein, wohingegen die anderen
zitierten Publikationen irreversible Reaktionen annehmen. Diese Vereinfachung ist im Zusammen-
hang mit enantioselektiven Hydantoinasen nicht moglich, da eine korrekte Bilanzierung der als
(unerwiinschtes) Nebenprodukt erhaltenen Carbamoylaminosdure (D-Carbamoylphenylalanin in
Abb. 1) die Kenntnis des thermodynamischen Gleichgewichts zwischen Hydantoin und eben die-
ser Carbamoylaminoséure voraussetzt.

Da der zweite Schritt des Hydantoinase-Verfahrens urspriinglich meist chemisch und nicht enzy-
matisch realisiert wurde, sind kinetische Parameter der Carbamoylase nur in sieben der 13 Arbeiten
(Nr. 1, 2,5, 6,10, 11 und 13) angegeben, und allein K. Yokozeki et al. sowie A. Yamashiro et al.
(Nr. 1 und 2) charakterisierten eine L-Carbamoylase.
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Ein einfaches kinetisches Modell der Racemisierung inklusive Parametern gibt es in finf Untersu-
chungen (Nr. 8, 9, 10, 12 und 13), die ausnahmslos das Substrat D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin
betreffen, welches hinsichtlich der Reaktionsfiihrung den Vorteil besitzt, dass es aufgrund geringer
Halbwertszeiten weder chemische (lonenaustauscher) noch enzymatische (Racemase) Katalyse er-
fordert.

Der Literaturtiberblick verdeutlicht den Aufwand, sdmtliche Parameter insbesondere der komplex-
eren Modelle zu bestimmen. So griffen z.B. C.-K. Lee et al. (Nr. 10) auf enzymkinetische Para-
meter zuriick, die zuvor fur einen anderen Mikroorganismus bestimmt worden waren [42], und
kombinierten diese mit eigenen Ergebnissen zur Racemisierung. G.-J. Kim et al. (Nr. 11) {ibernah-
men eine einzelne Inhibitionskonstante aus einer Arbeit von Olivieri et al. [63]. Und die Parameter
zum Stofftransport durch biologische Membranen schatzten alle Autoren (Nr. 6, 10, 12 und 13)
ohne gesonderte Experimente gemeinsam mit enzymkinetischen Daten ab. Die aus der Literatur
bekannte Problematik der Identifizierung von Michaelis-Menten Konstanten [26] zeigte sich auch
bei C.-K. Lee et al., die fir die gleiche Hydantoinase unter identischen Reaktionsbedingungen
zwei deutlich verschiedene Michaelis-Menten Konstanten veroffentlichten (Nr. 7 und 9).

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass alle relevanten Teilsysteme einschlie3lich kinetischer
Parameter nur von J.-H. Park et al. (Nr. 13) beschrieben wurden. Wesentliche Unterschiede zwi-
schen dem Modellsystem dieser Arbeit und demjenigen von J.-H. Park et al. [64] bestehen in den
folgenden Punkten:

¢ Hydantoinase war lediglich enantioselektiv.

Bildung des Zwischenprodukts war reversibel.

Die langsame Racemisierung des Substrats (Benzylhydantoin: ¢, , = 7 h, p-Hydroxyphenyl-
hydantoin: ¢, = 0,9 h) erforderte eine Beschleunigung durch heterogene Katalyse am lo-
nenaustauscher.

Die geringe Loslichkeit des Substrats (Benzylhydantoin: 8,6 mM, p-Hydroxyphenylhydan-
toin: 40 mM) reduzierte die Produktivitat (Raum-Zeit-Ausbeute).

\orteile hinsichtlich der Gestaltung des Prozesses bereitete der Umstand, dass
¢ die L-Hydantoinase anders als jene der Arbeiten Nr. 2 und 4 keinen Cofaktor benétigte.

Mit einem reaktionstechnischen Modell als Grundlage war es das Ziel dieser Arbeit, am Beispiel
des Benzylhydantoins durch Verzahnung eines mathematischen Prozessmodells mit experimentel-
len Untersuchungen ein vollstandiges Verfahren zur Synthese von L-Aminosduren zu entwickeln.
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Autor Biokatalysator Substrat
1 K. Yokozeki et al. [107],1987 aufgereinigte Hydantoinase und L-Carbamoylase aus Flavobacteriumsp. D,L-Benzylhydantoin
AJ-3940
2 A Yamashiro et al. [105], 1988 Rohextrakt aus Bacillus brevis AJ-12299, D,L-Isopropylhydantoin
L-Hydantoinase bendtigte Cofaktor ATP
3 D. Volkel und F. Wagner [91], ruhende Zellen und aufgereinigte Hydantoinase sowie L-Carbamoylase aus D,L-Methylthioethylhydantoin
1995 Arthrobacter sp. DSM 7330
4 T. Ishikawa et al. [35], 1997 ruhende Zellen und aufgereinigte Enzyme, Hydantoinase und D,L-Methylthioethylhydantoin
L-Carbamoylase aus Pseudomonassp. NS671 rekombinant in E. cali,
Hydantoinase bendtigte Cofaktor ATP
5 K. Yokozeki und K. Kubota [106],  aufgereinigte D-Hydantoinase und D-Carbamoylase aus Pseudomonas sp. D,L-Methylthioethylhydantoin
1987 AJ-11220
6 L. Tranchino und F. Melle [90], ruhende Zellen Agrobacterium radiobacter (aktualisiert zu tumefaciens) D,L-lIsopropylhydantoin
1990, (Olivieri et al. [63], 1981) NRRL B 11291
7 C.-K.Leeund K.-C. Lin [49],1996 immobilisierte, rekombinante D-Hydantoinase von Boehringer Mannheim D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin
8 C.-K.LeeundC.-H. Fan[46],1999 immobilisierte, rekombinante D-Hydantoinase von Boehringer Mannheim D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin
9 C.-K. Leeetal. [47], 2001 immobilisierte, rekombinante D-Hydantoinase von Boehringer Mannheim D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin
10 C.-K. Leeetal. [48], 2001 ruhende Zellen Agrobacteriumradiobacter (aktualisiert zu tumefaciens) D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin
NRRL B 11291
11 G.-J. Kimund H.-S. Kim [41, 42],  aufgereinigte D-Hydantoinase und D-Carbamoylase aus Agrobacteriumsp. D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin
1995 1-671
12 D.-C. Lee, H.-S. Kim et al. [50], ruhende Zellen und aufgereinigtes Enzym, D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin
1999 D-Hydantoinase aus Bacillus stearothermophilus SD-1 rekombinant in E. coli
13 J.-H. Park, H.-S. Kim et al. [64], ruhende Zellen, D,L-p-Hydroxyphenylhydantoin
2002 D-Hydantoinase aus Bacillus stearothermophilus SD-1 und D-Carbamoylase
aus Agrobacteriumtumefaciens NRRL B11291 rekombinant in E. coli
14 diese Arbeit aufgreinigte und immobilisierte Enzyme D,L-Benzylhydantoin

aus Arthrobacter aurescens DSM 3747 und rekombinant in E. coli W3110

Tabelle 2: Ergdnzung zu Tabelle 1.



2 Prozessbeschreibung

2.1 Grundlagen

Einige Eigenschaften des in der Einleitung vorgestellten Reaktionssystems zur asymmetrischen
Synthese von L-Phenylalanin aus D,L-Benzylhydantoin mit Hilfe L-selektiver Hydantoinase und
L-spezifischer Carbamoylase nahmen besonderen Einfluf? auf die Gestaltung des Verfahrens (Abb.
2, S. 26) und werden im folgenden kurz erldutert.

Angesichts der raschen Enzyminaktivierung mit Halbwertszeiten der Carbamoylase im Bereich
weniger Stunden (Tab. 1, S. 23) wurden die aufgereinigten Enzyme am Institut fir Bioverfah-
renstechnik der Universiat Stuttgart von K. Ragnitz [69] immobilisiert und erfolgreich stabilisiert.
Jedoch verhinderte die begrenzte Aktivitat der Immobilisate (Abschnitt 4.4) die Realisierung ei-
nes kontinuierlichen Verfahrens ohne Rickfiihrungen. Auch die geringe Loslichkeit des Substrats
sprach fir ein absatzweises Verfahren, um so die Produktivitat durch kontinuierliche Substrat-
nachlosung wahrend der Reaktion anzuheben. Aus diesen Griinden wurde eine absatzweise betrie-
bene Versuchsanlage im Labor aufgebaut und eine Variante zur kontinuierlichen Prozessfiihrung
mit interner Rickfuhrung anhand von Simulationen untersucht (Abschnitt 7.3).

Aufgrund @hnlicher Eigenschaften der beiden immobilisierten Enzyme hinsichtlich pH- und Tem-
peraturoptimum sowie Inaktivierung [69, 23] konnten sie in einem Festbettreaktor zusammenge-
bracht werden. Fir die enzymkatalysierten Folgereaktionen bot diese Losung den Vorteil, dass die
irreversible zweite Reaktion (Carbamoylase) durch rdumliche Ndhe einen unmittelbaren Einfluf}
auf das Gleichgewicht des vorgelagerten ersten Schritts (Hydantoinase) zugunsten der Produkt-
bildung austibte. Wechselseitige inhibitorischer Effekte der beiden Reaktionen (Abschnitte 5.1.3.4
und 5.2.1) waren geringfigig.

Die langsame spontane Racemisierung des Benzylhydantoins identifizierten K. Yokozeki et al.
[107] als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, sie erforderte daher eine katalytische Beschleu-
nigung. Zu bevorzugen wére der Einsatz einer Hydantoin-Racemase, die ebenfalls in Arthrobacter
aurescens neben Hydantoinase und Carbamoylase vorliegt [97]. Weil die am Intitut fir Bioverfah-
renstechnik durchgefiihrten Versuche zur Immobilisierung der Racemase allerdings fehlschlugen
[75], wurde statt dessen der katalytische Effekt des lokal basischen Milieus eines Anionenaustau-
scher genutzt. Aus reaktionstechnischen Griinden war fur die Racemisierungsreaktion annahernd
erster Ordnung ein kontinuierlich durchstromter Festbettreaktor der geeignete Apparat. Das Ein-
bringen von Anionenaustauscher und Enzymimmobilisat in verschiedene Apparate ermdoglichte
sowohl eine einfache Regenerierung des lonenaustauschers als auch den unkomplizierten Aus-
tausch inaktivierter Enzyme.

Zur Abtrennung des infolge L-selektiver Hydantoinase gebildeten Nebenprodukts D-Carbamoyl-
phenylalanin wurde in Kooperation mit dem Institut fir Chemische Verfahrenstechnik der Univer-
sitdt Stuttgart von F. Sarfert [73, 74] eine der Reaktion nachgeschaltete Elektrodialyse (Abschnitt
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Abbildung 2: R+1 FlieRbild der Versuchsanlage. Beschreibung im Text.

6.2.2) entwickelt.

Unter Beriicksichtigung dieser Bedingungen entstand eine Versuchsanlage, die ein vollstandiges
Labormodell des Hydantoinase-Verfahrens mit allen Verfahrensschritten und Ruckfuhrungen dar-
stellte. Sie entsprach damit in vielen Punkten den Prinzipien sogenannter Miniplants.

Miniplants als miniaturisierte Pilotanlagen stellen in Verbindung mit Prozesssimulationen eine
alternative Methode zur Verfahrensentwicklung dar, die den Betrieb groRerer Anlagen im Techni-
kumsmalstab ersetzt [29]. Sie dienen der Validierung des Prozessmodells und der Untersuchung
modellmaRig nicht oder schwer erfalRbarer Grofien wie die Anreicherung von Verunreinigungen,
die thermische Stabilitdt, das Fouling an Oberflachen oder das dynamische Verhalten der Anla-
ge [84]. Typische Dimensionen der Apparate einer Miniplant sind 0,1 bis 10 L Reaktorvolumen
und 20 bis 50 mm Sdulendurchmesser bei Volumenstromen zwischen 0,1 und 10 L/h [103, 10].
Zur Sicherung hoher Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und Gewinnung einer moglichst grof3en
Informationsmenge je Versuchslauf gehoren weitgehende Automatisierung sowie Messdatenerfas-
sung durch ein Prozessleitsystem zum Standard der Miniplants [77]. In diesem Zusammenhang
war flr das Hydantoinase-Verfahren die kontinuierliche Erfassung von optischem Drehwert und
Absorption zur Abschétzung des Reaktionsfortschritts erforderlich.

2.2 \ersuchsanlage

Der Versuchsaufbau zur Untersuchung von Teilsystemen bis hin zum Gesamtsystem ist als R+l
FlieRbild in Abb. 2 und als Fotografie in Abb. 3 dargestellt. Drei Operationen waren in dem absatz-



2.2 \ersuchsanlage 27

Abbildung 3: Fotografie der Versuchsanlage. Die Bezeichnungen entsprechen Abb. 2.
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weise betriebenen Verfahren vereinigt: Auflosung von D,L-Benzylhydantoin (MR), zweistufige
enzymatische L-Phenylalanin Synthese (FB1) und Racemisierung des nicht abreagierten Substrats
am Anionenaustauscher (FB2).

Zu Beginn einiger Umsetzungen lag im Membranreaktor MR ungeldstes D,L-Benzylhydantoin
mit einer Feststoffkonzentration vor, die ein Vielfaches seiner Loslichkeit betrug. Um Kiristallisati-
on des stochiometrisch gebildeten Produkts L-Penylalanin in den Festbettreaktoren zu verhindern,
war die maximale Feststoffkonzentration jedoch immer Kkleiner als die um den Faktor 20 hohere
Produktldslichkeit. Feste D,L-Benzylhydantoin Partikel wurden von der Membran zuriickgehalten
und losten sich kontinuierlich wahrend der Reaktion. Eine Membranpumpe P1 mit hoher Saug-
leistung (gamma G/4b, Typ 0806, Prominent, Heidelberg) saugte die Reaktionslésung unter der
Membran ab und forderte sie in einen Zwischenbehlter Z, der tiber einen Uberlauf mit dem Mem-
branreaktor verbunden war. Am Zwischenbehalter begannen zwei Kreisldufe, die ebenfalls in den
Membranreaktor zuriickgefiihrt wurden.

Im ersten Kreislauf befanden sich zwei Festbettreaktoren, wobei der erste (FB1) ein Mischbett
aus immobilisierter Hydantoinase und L-Carbamoylase (Abschnitt 4.4) beinhaltete und der zwei-
te (FB2) mit dem starken Anionenaustauscher Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia Biotech, Frei-
burg) gepackt war. Die Reaktionsldsung wurde von oben nach unten durch die Festbettreaktoren
gepumpt und der Volumenstrom mit einem Durchflussmessgeréat (LFM 10 mit Doppelringkolben-
pendel, 0,3-15 L/h, Kiippers Elektromechanik, Karlsfeld) tberwacht. Zur Temperierung waren
die Festbettreaktoren in einem Wasserbad installiert, dessen Einhdngethermostat (Lauda, Lauda-
Kdnigshofen) auch den Glasdoppelmantel des Membranreaktors auf 37 °C beheizte. Ein Pt-100-
Element iberwachte die Badtemperatur.

Der zweite Kreislauf diente zur kontinuierlichen Erfassung des optischen Drehwerts und der Ab-
sorption als online-MessgroRen, wozu die Durchflusskiivetten eines Polarimeters und eines Spek-
tralphotometers (Abschnitt 4.5.3.1) hintereinander geschaltet waren (@ = 0,85 L/h). Ferner befand
sich am Ablauf des Photometers ein Probennahmeventil V fiir die offline-Analytik mittels chira-
ler HPLC (Abschnitt 4.5.1). Die Umwadlzung in den beiden Kreisldufen erfolgte jeweils mit einer
Schrittmotor-gesteuerten Doppelkolbendosierpumpe P2 bzw. P3 (KP2000, Desaga, Heidelberg).

Alle Apparate und Geréte waren tiberwiegend durch 1/16” Edelstahl-Kapillaren mit 1 mm Innen-
durchmesser, wie sie in der HPLC-Technik Ublich sind, untereinander verbunden. Flexible Verbin-
dungen waren in entsprechenden Teflonschlduchen ausgeftihrt.

Zur Vermeidung von Inaktivierungen der Carbamoylase durch Oxidation [67] diente die Stickstoff-
Begasung des Membranreaktors mittels Sintermetallfritte. Bei Verwendung einer ungepufferten
Reaktionslosung wurde der pH-Wert im Membranreaktor von einem pH-Regler (pH-Elektroden
405 DPAS-SC-K8S/120, Mettler-Toledo, Gief3en) durch Titration mit 2 M NaOH-Ldsung konstant
gehalten und derjenige im Ablauf des ersten Festbettreaktors (FB1) registriert. Der Verbrauch an
NaOH ergab sich durch Wagung (PM 6100, Mettler, Giel3en) der Laugen-Vorlage (L). Alle online-
MessgroRen (optische Rotation, Absorption, Temperatur im Wasserbad, pH-Werte, Volumenstrom,
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Masse der NaOH-L6sung) wurden mit einem Prozessleitsystem (Visual Designer, Intelligent In-
strumentation, Leinfelden-Echterdingen bzw. rho-Prozess Control Pro, rhothron, Bexbach-Franken-
holz) kontinuierlich erfasst und abgespeichert.

2.2.1 Membranreaktor

Der verwendete Membranreaktor entsprach dem in der Arbeit von M. Indlekofer [34, 33] beschrie-
benen Reaktor. Er wurde in Form eines Riihrkessels mit einem in den Boden integrierten Flach-
membranmodul entworfen. Sdmtliche produktberiihrte Bauteile waren in Edelstahl bzw. Glas aus-
gefiihrt. Zur Durchmischung seines Inhalts besaR der Reaktor einen elektrisch angetriebenen und
elektronisch geregelten (45 Watt Motor, Maximaldrehzahl 3000 min—!, Lenze, Hameln) Schei-
benriihrer (Durchmesser 40 mm). Die Temperierung des Reaktionsraums, der Reaktionsvolumina
von 100 bis 400 mL zuliel3, erfogte Uber einen Glasdoppelmantel, welcher mit einem thermosta-
tisierten Wasserbad verbunden war. Die Membran (Durchmesser 90 mm) wurde von einer PTFE-
beschichteten Siebplatte (Millipore, Eschborn) gestiitzt und mittels einer austauschbaren Mem-
branhalterung in den Reaktor eingebaut.

Zur Rickhaltung der ungeldsten Benzylhydantoinpartikel im Reaktor wurde eine Mikrofiltrations-
membran (Micro PES 2F, Akzo Nobel, Wuppertal) aus Polyethersulfon mit 0,2 xm Porendurch-
messer und einem spezifischen Wasserfluss von 35 ml/(min cm? bar) verwendet.

2.2.2 Festbettreaktoren

Als Festbettreaktoren standen neben kommerziellen S&ulen mit 1,6 cm Innendurchmesser und ei-
ner variablen Betthohe bis zu 17 cm (XK16, Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg)
auch selbstgebaute Apparate zur Verfiigung. Der in Abb. 4 dargestellte Selbstbau-Festbettreaktor
basierte auf einem beidseitig mit Deckeln verschraubbaren Edelstahlrohr (Linnemann, Tiibingen)
mit 5 cm Innendurchmesser und 29 cm Lénge. Ein in die Deckel integriertes Zu- und Ablaufsystem
verteilte die Flussigkeit mit Hilfe einer 1 cm dicken, hochpordsen Edelmetall-Sinterplatte (SIKA-
R-20, Krebsoge, Radevormwald) gleichméaRig tber die Schittung, welche mit einer ebensolchen
Platte am Ablauf gestiitzt wurde. Durch Kombination eines Gewindebolzens mit verschieden lan-
gen Distanzhiilsen war der Zulauf so einstellbar, dass beliebige Betththen bis maximal 22 cm
realisiert werden konnten.
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Abbildung 4: Konstruktionsskizze des Selbstbau-Festbettrektors.



3 Anlagenmodellierung

Die experimentellen Arbeiten mit der im Abschnitt 2.2 beschriebenen Versuchsanlage wurden
durch die detaillierte physikalische Modellierung einzelner Anlagenkomponenten bis hin zum Ge-
samtsystem begleitet. Fur die dynamische Simulation dieser Systeme wurde ein in Fortran 77
realisiertes Programm entwickelt, das aufgrund seines modularen Aufbaus die Implementierung
beliebiger Reaktionskinetiken und Adsorptionsisothermen ermdglicht.

3.1 Gesamtsystem aus mehreren verschalteten Apparaten

-O—

Y

?
!
o » o

A 4 Y Y

?
!
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Abbildung 5: Mégliche Verschaltungen verschiedener Apparate fiir die dynamische Simulati-
on.

In Abb. 5 sind die vier verschiedenen Verschaltungen von Festbett- und Rihrkesselreaktoren dar-
gestellt, deren dynamisches Verhalten mit Hilfe eines eigens entwickelten Programms simuliert
werden konnte. Die Modellgleichungen fur den idealen Rihrkesselreaktor und die Festbettreakto-
ren mit Dispersion werden in den folgenden Abschnitten ausfiihrlich beschrieben.

Der einfache Festbettreaktor in Abb. 5(1) diente zusammen mit Messdaten aus Puls- und Sprungex-
perimenten zur Schétzung des axialen Dispersionskoefizienten (Abschnitt 5.7.2). Die Kinetik der
Racemisierung von Benzylhydantoin wurde unter anderem durch experimentelle Untersuchungen
und dynamische Simulation eines geschlossenen Systems aus Riihrkesselreaktor und Festbettre-
aktor, wie es Abb. 5(2) zeigt, aufgeklart (Abschnitt 6.1.1). Der im Abschnitt 2.2 beschriebenen
vollstandigen Versuchsanlage (Abb. 2) entspricht auf Seiten der Simulation die Verschaltung in
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Abb. 5(4). Hier sind die Auflosung des Substrats Benzylhydantoin, seine Racemisierung im zwei-
ten Festbettreaktor und die enzymkatalysierten Reaktionen zusammengefasst.

3.2 Membranreaktor

Experimentelle Untersuchungen zeigten, dass die Mischzeit im geriihrten Membranreaktor klein
war gegenuber den charakteristischen Zeiten der Reaktionen und Ldsungsvorgange (Abschnitt
5.7.1). Ferner wirkte die verwendete Membran anndhernd als Sieb, so dass Transporteffekte ver-
nachldssigbar waren (Abschnitt 5.5). Diese Griinde erlaubten es, den Membranreaktor mit dem
Volumen Vxx als idealen kontinuierlichen Rihrkesselreaktor zu modellieren. Bei konstantem Vo-
lumenstrom @ am Zu- und Ablauf gilt fir die Komponente j:

8@-_&

B T (67 )+ M elt) o

Die formal als Reaktionsrate dargestellte Grofie rf“”“ fasst Quellen, wie z. B. die Nachldsung des
festen Substrats (Abschnitt 5.5), und Senken der Komponente j zusammen.

3.3 Festbettreaktor

|_-Kornphase

<X
—Bulk-Phase

€ > Pp > Xg

v

Abbildung 6: Definition von Kornphase und Bulk-Phase fiir das ortlich verteilte Modell eines
Festbettreaktors.

Zur mathematischen Beschreibung eines Festbettreaktors mit dem Hohlraumanteil e -, wird gemaR
Abb. 6 die Bulk-Phase, die das Volumen ez, Vi, einnimmt, von der Kornphase unterschieden. Der
Flissigkeitsstromung ist in der Kornphase, die aus makropordsen Partikeln mit der Porositét € x
besteht, das Volumen (1 — egy) ex Vi, zugénglich. Beide Phasen sind durch den Stoffaustausch
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an der Oberflache eines jeden Einzelkorns miteinander gekoppelt und zeichnen sich durch jeweils
eindimensionale Stromungen aus. Fir die Komponente j fiihrt die Bilanz eines differentiellen Vo-
lumenelements der Bulk-Phase (siehe auch [4]) auf GlI. 2:

% . Ug 3Cj 32Cj 1— (Far S_

K Korn
kilc, — c;
ot (Far ox “ 02 €Fp VK f ( J J

S+ ew)

r=

Hier ist u, die Leerrohrgeschwindigkeit im Festbettreaktor, die den konvektiven Anteil am Stoff-
transport kennzeichnet. Abweichungen vom idealen Vermischungsverhalten infolge turbulenter
Geschwindigkeitsschwankungen und Wirbelbildung werden durch dispersiven Stofftransport und
somit den axialen Dispersionskoeffizienten D,, beriicksichtigt. Im Stoffaustauschterm kann das
Verhiltnis S / Vi von Oberflache zu Volumen eines Partikels der Schuttung durch 3/ R bzw. 6/ds
ersetzt werden, da die Partikel ndherungsweise kugelformig sind. Den Einfluf3 der PartikelgroR3en-
verteilung auf den Stofftransport erfal3t dabei der Sauterdurchmesser ds (Abschnitt 5.6.1). Spon-
tane Reaktionen der Komponente ; oder solche, die auf homogener Katalyse beruhen, sind in der
volumenbezogenen Reaktionsrate r“* zusammengefasst.

Am Zulauf des Festbettreaktors (Ortskoordinate = = 0) gilt, dass der von auRen konvektiv zuflie-
Bende Stoffstrom n%* = @ c;* identisch ist mit dem konvektiv in den Festbettreaktor hineinflie-
Renden Stoffstrom, vermindert um den der Konvektionsstromung entgegengerichteten dispersiven
Stoffstrom aus dem Inneren des Festbettreaktors an den Zulaufrand (Randbedingungen nach Dan-
ckwerts [21]).

Ug Ug aCj
@ €Fb “ €Fb €ila o |,_, )
Als Randbedingung fur den Zulaufort resultiert somit:
Jc; Ug
'} =9 (e AL 4
ax o €rb Dax (C]|$:U C] ) ( )

Da sich die Konzentrationen stromabwarts hinter dem Ablauf nicht weiter andern, sieht die Rand-
bedingung fiir den Ausgang des Festbettreaktors (Ortskoordinate x = L) wie folgt aus:

aCj

r=L

Stellvertretend fiir die Kornphase wird in jedem Volumenelement der Bulk-Phase ein pordses Ein-
zelkorn bilanziert. Erfolgt der Stofftransport im Partikel ausschlieBlich durch Porendiffusion, so
ergibt sich die entsprechende differentielle Bilanzgleichung fir Komponente j in eindimensiona-
len Kugelkoordinaten nach GlI. 6:

¢y
ot

2 0c;, O%c; 1 1 .
=D, -39 J Korn 1) — Adsorption 6
if (T 5 3T2> T (c(t)) o 0 (6)
\oraussetzung fir einen solchen Ansatz ist ein ortsunabhangiger und damit konstanter effektiver

Diffusionskoeffizient D. ;. Sind an der inneren Oberflache der Partikel Enzyme immobilisiert,
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die Reaktionen der Komponente ; katalysieren, so gilt fur die auf das Volumen eines Partikels
bezogene Reaktionsrate 7" = px Xpn.ym ;. Die spezifische Reaktionsrate r;"* ist dabei
auf die Masse des Enzyms bezogen, und es wird eine gleichmaRige Verteilung der Enzymbela-
dung Xgy,.ym im porosen Partikel angenommen. Flir Komponenten 3, die an die innere Oberflache
der pordsen Partikel adsorbieren, ist ¢;'“*”"”"" der notwendige spezifische Stoffstrom zur spon-
tanen Einstellung eines durch eine algebraische Gleichung beschriebenen Adsorbtionsgleichge-

wichts zwischen Partikel und Porenflissigkeit.

An der dulReren Oberflache der Partikel findet der Stoffaustausch mit der umgebenden Bulk-Phase
statt, und als Randbedingung fur den Ort mit der Koordinate » = R ergibt sich daher GlI. 7.

dcy

k
s B>yl GRS (7)

 Deyy

r=R

Aus Grinden der Symmetrie gilt fir den Mittelpunkt eines Partikels (Ortskoordinate » = 0) die
folgende Randbedingung:
9¢;
or

=0 (8)
r=0
Zusatzlich erfolgt in dem differentiellen Volumenelement eine Bilanz der adsorbierten Komponen-
te 7 mit der Konzentration ¢;:

aéj 1 Adsorption Ober fliche ; —

i o @i PN oy (c(t)) 9)
Optional kann in GI. 9 eine Reaktionsrate r{*"/"*"“ fiir Reaktionen adsorbierter Komponenten an
der Partikeloberflédche angegeben werden. Verbunden sind die Konzentration c; in der Porenflissig-
keit und die auf die Partikelmasse bezogene Konzentration ¢; durch eine Adsorptionsisotherme, die
in Gl. 10 in Form einer allgemeinen Funktion f angegeben ist:

¢;j = f(c)) (10)

3.3.1 Ortsdiskretisierung der partiellen Differentialgleichungen

Das durch die GI. 2 bis 10 gebildete System aus partiellen Differentialgleichungen und algebrai-
schen Gleichungen wurde mit dem numerischen Integrator LIMEX in der Version 4.2B1 vom
Maérz 2000 (bezogen aus der Bibliothek CodeLib des Konrad-Zuse-Zentrums fir Informations-
technik Berlin, ww. zi b. de/ Nuner i k/ nunsof t/ CodeLi b/ i vpode. en. ht m ) gelost.
LIMEX ist ein Extrapolations-Integrator fur implizite Differential-Algebra-Systeme (DAE) und
greift wahlweise auf direkte oder iterative Loser (GMRES und Bi-CGSTAB) zuriick [22]. Die Nut-
zung von LIMEX setzt somit die Uberfilhrung der partiellen Differentialgleichungen 2 und 6 mit
Hilfe eines geeigneten Diskretisierungsverfahrens in gewohnliche Differentialgleichungen voraus.
Zur Anwendung kam eine Finite-Volumen-Diskretisierung, welche auf der Integration der parti-
ellen Differentialgleichung beruht [65, 60]. Die Bilanz eines finiten Volumens '/} beinhaltet
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Abbildung 7: Schema der Ortsdiskretisierung.

daher alle tiber die Oberflache dieses Kontrollvolumens ein- bzw. austretenden Stoffstrome sowie
die Quellen und Senken. Fir Komponente j (aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird auf diesen
Index im weiteren verzichtet, der Index P bezeichnet das betrachtete Volumenelement) ergibt sich
somit GI. 11 als diskretisierte Form von Gl. 2:

80p 1 1—€Fb SK orn
WZW(Z (aici)—apcp)— V—ka(CP_Cg r=R

finit \is=E,W €Fb

)+ ep() (12)

Die Berechnung der Koeffizienten a; hdngt vom Verfahren ab, nach dem der Wert der transportier-
ten Grolie ¢ auf der Grenze zwischen zwei benachbarten finiten Volumenelementen ermittelt wird.
Im Falle des dispersiven Stofftransports wird in der Literatur der Zentraldifferenzen Ansatz favori-
siert, wohingegen fiir den konvektiven Stofftransport verschiedene Methoden zur Auswahl stehen.
Weit verbreitet ist das Upwind-Schema, bei dem der Wert der transportierten GroRRe auf der Grenze
dem des am néchsten stromaufwaérts gelegenen Rechenpunkts entspricht (Abb. 7). Das heif3t, dass
dieses Verfahren lediglich eine Genauigkeit erster Ordnung besitzt, mit der als Fehler die soge-
nannte numerische Dispersion einhergeht. Verfahren zweiter (z.B. Zentraldifferenzen) oder hoher-
er Ordung tendieren hingegen bei der Berechnung steiler Fronten und bei groRen Peclet-Zahlen zu
oszillierende Ldsungen, die nicht der physikalischen Realitdt entsprechen [60, 76]. Diese Probleme
konnen mit hochaufldsenden Diskretisierungen wie den TVD-Methoden (total variation diminis-
hing) vermieden werden [53, 83, 76]. Sie basieren auf einer Zentraldifferenzen-Diskretisierung,
welche als Kombination des Upwind-Schemas mit einem Korrekturterm dargestellt wird. In den
Korrekturterm fliet eine vom Verlauf der Ldsung abhéngige Limiter-Funktion & ein, die beim
\orliegen grol3er Gradienten die Diskretisierungsordnung so weit reduziert, dass keine Oszillatio-
nen auftreten. Als Grenzfall (& = 0) enthalten die TVD-Methoden also auch das Upwind-Schema.
Fur die eindimensionale Stromung in der Bulk-Phase eines Festbettreaktors ergeben sich gemal
der TVD-Methode die folgenden Koeffizienten a;:

Dogw 1

aw = (T max(iny, 0) = o ] ) AZ (12)
Da:v,e 1 Bulk

ag = <E + maX(—ue, 0) — 5 |Ue| (I)e> Ae (13)
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ap = aw + g — Uy Ag“lk + U AeB““C (14)

Die verschiedenen TVD-Methoden unterscheiden sich in der Berechnung der Limiter-Funktion &,
die in Abhangigkeit vom Verhdltnis der beiden stromaufwarts gelegenen Gradienten der Losung
berechnet wird:

= maww gy oy, >0
&, = &, (0) mit cp—ew e = (15)
0 = % fur w, <0

bzw.
. 0 =L fir wu, >0
®, = @, (4) mit ceer
0 = “EE=E Aflr wu, <0

cgp—cp

(16)

In dieser Arbeit wurden der superbee-Limiter [71] und der van Leer-Limiter [53] verwendet, die
wie folgt definiert sind:

® = max(0, min(1, 24), min(2, #)) : superbee-Limiter

0|+ 0 o an
= | |+ > van Leer-Limiter
1+ 16

Die Randbedingungen der diskretisierten Bilanzgleichung 11 sind vom Dirichlet-Typ, d.h., es wird
fur das Zulaufelement ein zuséatzlicher Stoffstrom berticksichtigt, der sich (entsprechend GlI. 4) aus
der Zulaufkonzentration einer Komponente j ergibt. Analog verlalt den Ablauf ein (gemaR GlI. 5)
aus der Konzentration auf dem duf3eren Rand des Ablaufelements resultierender Stoffstrom.

Ahnlich wie bei der Bulk-Phase erfolgte die Diskretisierung der Kornphase. Wichtigster Unter-
schied ist das Fehlen des konvektiven Stofftansports in den pordsen Partikeln, so dass fir den
diffusiven Transport der Wert der transportierten Grol3e ¢ auf der Grenze zwischen zwei benach-
barten finiten Volumenelementen mit dem einfachen Zentraldifferenzen-Ansatz berechnet werden
kann. AuBerdem ist das kugelschalenformige Volumen ¥/ %" eines finiten Volumenelements nicht
konstant, sondern abh&ngig von der radialen Ortskoordinate r. Mit der Finite-Volumen-Methode
fuhrt die Diskretisierung von GlI. 6 fir Komponente 5 auf GlI. 18:

80 1 1 1 sorption
” = J/Korn Z (ai Ci) —apcp |+ — TKOT" (QP(t)) - ?’d P (18)
(r) €K

ot finit i=E,W €K

Dabei fliefRit als alleiniger Modellparameter der effektive Diffusionskoffizient D, in die Berech-
nung der Koeffizienten a; ein:

Deprw ,x
— 3 A orn 19
aw ATw w ( )
Dejre (x
— 3 A orn 20
ag ATe e ( )
ap = aw -+ agr (21)

Die diskretisierte Gl. 18 fiir das dulerste Kugelschalenelement erhdlt durch die Randbedingung
an der Partikeloberfldche (GI. 7) auf der rechten Seite einen zusétzlichen additiven Term gemaf
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Gl. 22, welcher mit dem spezifischen Stoffstrom ¢ den Stoffiibergang von der Flussigkeit an ein
Partikel berticksichtigt und so die Kornphase mit der Bulk-Phase verbindet:

1
¢ = Sk ky (P = cpl,_p) (22)

Korn
ex V
K r=R

finit
Fir das innerste Volumenelement mit der Form einer Kugel bedeutet die Randbedingung Gl. 8,
dass es in seinem Mittelpunkt keinen Abfluss gibt.

Der durch die Diskretisierung der partiellen Differentialgleichungen verursachte Fehler infolge
numerischer Dispersion hangt von der Gitter-Peclet-Zahl Peg;y., ab, die das Verhaltnis von kon-
vektivem zu dispersivem Transport auf einem Rechengitter mit Gitterabstand Ax beschreibt:
lu| Az

Daw

Aus Gl. 23 ist ersichtlich, dass Peg;ue, fur ein gegebenes Problem durch die Anzahl der Re-
chenpunkte bzw. den Gitterabstand beeinflusst werden kann. Dabei verringert sich die numerische
Dispersion mit abnehmender Gitter-Peclet-Zahl. Fir die in Abschnitt 5.7.2 detailiert beschriebene
Konfiguration eines Festbettreaktors wurden Pulsexperimente mit Gitter-Peclet-Zahlen im Bereich
1 < Peginer < 6,7 simuliert. Der mit pordsen Partikeln gepackte Festbettreaktor wurde dazu bei
der Leerrohrgeschwindigkeit ug = 5,53 - 10~* m/s mit einem inerten Spurstoffpuls (d.h., der Spur-
stoff diffundiert in die porosen Partikel, wird aber nicht adsorbiert) der Konzentration 3 mol/L und
der Dauer von 3 s beaufschlagt. Abb. 8 zeigt die simulierte Antwort am Reaktorausgang in Form
der Verweilzeitverteilung

PeGitter = (23)

no Ve(t)

no [ Ve(t)dt
und es ist zu erkennen, dass die Pulsantworten fir Peg;.r < 3, 3 fast tibereinstimmen. Da die Ver-
weilzeitverteilungen mit Peg;uer < 2 keine Abweichungen voneinander aufweisen, wurde dieses

Kritrium zur Minimierung des numerischen Fehlers bei der Simulation von Pulsexperimenten
eingehalten.

E(t) = (24)

Der Einfluss verschiedener Diskretisierungsverfahren auf die Losung ist in Abb. 9 dargestellt. Fir
das oben beschriebene Testbeispiel wurden Verweilzeitverteilungen nach einem Spurstoffpuls be-
rechnet, denen jeweils die gleiche axiale Dispersion sowie Gitter-Peclet-Zahl zugrunde lag. Infol-
ge numerischer Dispersion ist die Antwort auf den Rechteckpuls bei der Upwind-Diskretisierung
starker aufgeweitet, wohingegen das TVD-Verfahren auf einen mit dem experimentellen Ergebnis
ubereinstimmenden Verlauf fuhrt. Auch im Grenzfall der eindimensionalen Rohrstromungen ohne
dispersiven Transport (D,, = 0) weist das TVD-Verfahren im Vergleich mit anderen Methoden
den geringsten Fehler auf [76], so dass es fiir alle Simulationen dieser Arbeit genutzt wurde.

3.3.2 Modellparameter fur den Festbettreaktor

Das im Abschnitt 3.3 beschriebene Modell des Festbettreaktors enthélt Parameter, die auf Grund-
lage experimenteller Ergebnisse geschdtzt bzw. mit Korrelationen aus der Literatur bestimmt wur-
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Abbildung 8: Einfluss der Gitter-Peclet-Zahl auf das Antwortverhalten eines Festbettreaktors
bei der Simulation eines Spurstoffpulses (aus Griinden der besseren Lesbarkeit wurden die
Verlaufe fur die Gitter-Peclet-Zahlen 2 / 3,3 / 6,7 um jeweils 1 min / 2 min / 3 min auf der

Zeitachse verschoben).
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Abbildung 9: Einfluss der Diskretisierunsmethode auf das Antwortverhalten eines Festbettre-

aktors bei der Simulation eines Spurstoffpulses (Pegitter = 3, 3).
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den. Zu den erstern zéhlen die Porositdten des Festbetts ¢z, und der Partikel ex sowie die axiale
Dispersion D,,. Auf diese Parameter gehen die Abschnitte 5.6.1 und 5.7.2 nédher ein.

Zur Berechnung des Stoffiibergangs von der Bulk-Phase an die Kornphase gibt es in der Litera-
tur verschiedene Ansitze fiir die Sherwood-Zahl Sh, wie sie z.B. in einem Ubersichtsartikel von
Seguinetal. [80] dargestellt sind. Da in dieser Arbeit aufgrund der vergleichsweise langen Verweil-
zeiten in den Festbettreaktoren Stromungsverhéltnisse mit kleinen Reynolds-Zahlen vorherrschten,
wurden die bei Geankoplis et al. [101, 98] angegebenen Korrelationen verwendet:

Sh=12 Relf* Sc'/* fir e, =0,35...0,75 und Rep = 0,0016...55

(25)
Sh =830 Rep®™ Scl/ fir ep, =0,35...0,75 und Rep = 55...1500
Dabei sind die dimensionslosen Kennzahlen wie folgt definiert:
Sh = ky dx : Sherwood-Zahl
Dy
Ug dK .
Rep = —— :Partikel-Reynolds-Zahl (26)
Se = —  :Schmidt-Zahl
C = Dg .

Mit Hilfe der Sherwood-Zahl wurde der gesuchte flussig/fest-Stoffiibergangskoeffizienten &, er-
mittelt.

Der Stofftransport in den Poren der Partikel wird vom effektiven Diffusionskoeffizient D, be-
stimmt, welcher nach GIl. 27 vom molekularen Diffusionskoeffizienten D, der Porositat des Korns
ex und dem Umwegfaktor 7 abhdngt [39, 43]:

D.sr = Dy S (27)
Tu

Der Umwegfaktor berlicksichtigt die im Vergleich zum Partikelradius vergrof3erte Diffusionsweg-
lange und wird in der Literatur mit 7y = 2...7 angegeben [40]. In dieser Arbeit wurde 7, = 2
gewabhlt, da insbesondere der lonenaustauscher Q-Sepharose FF eine Struktur aufweist, bei der ein
GroRteil der Poren nicht im Partikel endet sondern durch das Partikel hindurchfuhrt.

Eine Abschatzung des molekularen Diffusionskoeffizienten einer geldsten Substanz erlaubt die
empirische Beziehung nach Wilke und Chang [2]:

Dy=7.4-10°1 T(X ]\({20,5 lch] 28)
w Vi, S
mit T [K] absolute Temperatur
X [-] Assoziationsparameter (2,6 fiir H,0)
M [g/mol] Molmasse des Losungsmittels
1 [g/(cms)] dynamische Viskositét der Losung
Vi, [cm?/mol] Molvolumen am Kondensationspunkt bei Normaldruck,

berechnet aus atomaren Volumeninkrementen [2]
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Tab. 3 fasst die molekularen Diffusionskoeffizienten der wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten
Substanzen fur das Losungsmittel Wasser zusammen. Diese Schatzwerte wurden bei der Identi-
fizierung des axialen Dispersionskoeffizienten D,, (Abschnitt 5.7.2) und anderen Simulationen
ebenfalls als optimierbare Parameter angesehen und teilweise um maximal 2,5 % verandert.

Substanz M [g/mol]  Dg [cm?/s]

(nach Wilke und Chang [2])
Benzylhydantoin 190,2 9,81-106
Carbamoylpenylalanin  208,2 9,17-1076
Phenylalanin 165,2 10,36-10 6
Aceton 58,08 17,5-1076

Tabelle 3: Molmassen und molekulare Diffusionskoeffizienten verschiedener Substanzen (T =
37 °C, Losungsmittel: Wasser)
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4.1 Chemikalien

Alle kommerziell erhdltlichen Chemikalien wurden in den Reinheitsgraden reinst oder purum von
den Firmen Fluka AG (Buchs, Schweiz), Sigma (Miinchen) oder Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
bezogen. Zur Herstellung von Losungen wurde vollentsalztes Wasser und im Fall der kinetischen
Untersuchungen Reinstwasser aus einer NANOpure IlI-Anlage (Barnstead, Newton, Massachu-
setts, USA) verwendet.

D-, L-, und D,L- Carbamoylphenyalanin sowie D-, L-, und D,L-5-Benzylhydantoin wurden am
Institut fir Bioverfahrenstechnik aus der entsprechenden Aminosdure synthetisiert [93]. Fir Un-
tersuchungen in grofRerem Mal3stab wurden von der Degussa AG, Hanau-Wolfgang, racemisches
Benzylhydantoin und Benzylhydantoin mit einem UberschuR des D-Enantiomers von eep-gni =
60 % zur Verfugung gestellt. Das racemische Benzylhydantoin, welches urspriinglich eine unbe-
kannte Verunreinigungen mit starker Absorption bei der Wellenlange A = 296 nm aufwies, wurde
durch zweimalige Umkristallisation in siedendem Ethanol aufgereinigt. Die Ausbeute an Benzyl-
hydantoin betrug jeweils ca. 80 % .

4.2 Puffer
Tris-HCI-Puffer (pH 7,0-9,0)

Die berechnete Masse an Tris (ftir 500 mL des 0,2 M Standardpuffers waren das 12,114 g) wurde
in einem Messkolben in Reinstwasser aufgeldst und der pH-Wert bei Umgebungstemperatur mit
konzentrierter Salzséure eingestellt. Anschlielend wurde der Messkolben mit Reinstwasser auf das
Endvolumen aufgefillt und die Pufferlosung durch einen 0,45 um hydrophilen Polyethersulfon
Membranfilter (Supor-450, Gelman Sciences, Ann Arbor, MI, USA) filtriert.

Phosphatpuffer (pH 5,0-8,0)

Die berechneten Massen an Kalium-dihydrogenphosphat und di-Natrium-hydrogenphosphat wur-
den getrennt voneinander in zwei Messkolben in Reinstwasser aufgeldst. Anschliellend wurden die
Messkolben mit Reinstwasser auf die Endvolumina aufgefillt und die Losungen filtriert. Bei der
Herstellung eines Phosphatpuffers mit definiertem pH-Wert wurde eine Pufferkomponente vorge-
legt und die zweite Pufferkomponente mit gleicher Konzentration in dem Mal3e zugegeben, bis der
gewiinschte pH-Wert erreicht war.
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Carbonatpuffer (pH 9,2-10,6)

Puffersystem: Natriumcarbonat, Natrium-dihydrogencarbonat. Die Herstellung erfolgte analog zum
Phosphatpuffer.

4.3 Substratlosungen
D,L-Benzylhydantoin Losung

Fur die racemische Standardsubstratlosung der Konzentration 8 mM wurden in einem 0,5 L-Mess-
kolben 0,761 g D,L-Benzylhydantoin in zirka 450 mL 0,2 M Tris-HCI-Puffer bei 40 °C unter
Rihren aufgelost. Nach Abkiihlung auf Umgebungstemperatur wurde der pH-Wert mit konzen-
trierter Salzséure auf 8,5 eingestellt, das Volumen mit Puffer auf 0,5 L ergénzt und die Ldsung
filtriert.

D- und L-Benzylhydantoin Ldsungen

Da Benzylhydantoin in wassriger Losung einer basenkatalysierten Racemisierung (Halbwertszeit
~ 7 h bei pH 8,5) unterliegt [45], wurden die reinen Enantiomere in angesduertem Reinstwasser
bei pH ~ 2,5 aufgelost. Unter diesen Bedingungen konnte iber eine Woche hinweg keine Ra-
cemisierung des Benzylhydantoins nachgewiesen werden [93]. Unmittelbar vor Verwendung der
Substratlosung wurde Tris-Salz ergénzt, der pH-Wert eingestellt und mit Reinstwasser auf das
Endvolumen aufgefullt. AbschlieRend wurde die D- oder L-Benzylhydantoin Losung filtriert.

Bei Inhibitionsuntersuchungen wurde der entsprechende Inhibitor gemeinsam mit dem Benzylhy-
dantoin eingewogen.

D- und L-Carbamoylphenylalanin Losungen

D- und L-Carbamoylphenylalanin Losungen wurden in gleicher Weise wie die D,L-Benzylhydan-
toin Losungen angesetzt.

4.4 Biokatalysatoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme Hydantoinase und L-Carbamoylase aus dem Boden-
bakterium Arthrobacter aurescens waren kommerziell nicht erhéltlich. Zur Verfigung standen
verschiedene am Institut fir Bioverfahrenstechnik durch Fermentation und anschlieRende Aufrei-
nigung gewonnene Enzymchargen. Neben der isolierten Wildtyp Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3747 wurde auch eine rekombinant in Escherichia coli W3110 exprimierte Hy-
dantoinase verwendet, deren genomische DNA aus Arthrobacter aurescens DSM 3747 stammte.
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\Von der L-Carbamoylase wurde ausschlieBlich das rekombinante Enzym genutzt [100]. Im Rah-
men einer Kooperation mit dem Institut fir Industrielle Genetik an der Universitat Stuttgart fiihrte
B. Wilms [99] die Arbeiten zur Gewinnung dieser rekombinanten Enzyme durch.

Die kinetische Charakterisierung erfolgte ausschlieBlich mit den in geléster Form vorgelegenen
Enzyme. Zur Stabilisierung und fiir die Verwendung in einer Versuchsanlage wurden beide Enzy-
me an verschiedene polymere Tragermaterialien kovalent gebunden. Entsprechende Methoden der
Enzymimmobilisierung sind Gegenstand der Arbeit von K. Ragnitz [69].

Einen Uberblick iiber die verwendeten Enzyme gibt Tab. 4. Spezifische Enzymaktivitaten A wur-
den gemaR

idc

cp dt =0

(29)

aus Anfangsreaktionsraten und der Enzymkonzentration c¢p berechnet. Standardsubstrate fiir die
Hydantoinase und die Carbamoylase waren dabei 8 mM D,L-Benzylhydantoin bzw. 8 mM L-
Carbamoylphenylalanin in jeweils 0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5 bei 37 °C.

Enzym Tragermaterial cp Aktivitat Vrmax
Organismus / Vektor [mgp/mL]  [mmol/(gp S)] [mmol/(gp 9)]
rek. Hydantoinase geldstes Enzym 1,24 0,55 (L) 3,97 (L)
E. coli W3110 / pBW31 0,22 (D) 0,23 (D)
rek. L-Carbamoylase gelostes Enzym 69,7 5,60-10~2 6,10-10~2
E. coli W3110 / pBW24
Immobilisate [map/gr, ;]  [mmol/(gr, rs)]  [mmol/(gr, ; s)]
Wildtyp Hydantoinase Eupergit C 250L 1 7,0 3,17.107° (L)  1,58-107* (L)
Arthrobacter aurescens 1,00-10° (D)  9,15-107% (D)
DSM 3747
rek. Hydantoinase Eupergit C 250L 1 8,6 3,58-107° (L)
E. coli W3110 / pBW31 1,78-10~° (D)
rek. L-Carbamoylase EAH-Sepharose 4B 2 57,3 2,72.10~4 2,85.10~4

E. coli W3110/ pBW24

Tabelle 4: Verwendete Enzyme. Die rekombinanten Enzyme wurden von B. Wilms [99] und
die Immobilisate von K. Ragnitz [69] bereitgestellt. Die Proteinkonzentration ¢ p, die spezifi-
sche Aktivitat A und die Maximalrate v,,,4, beziehen sich bei den Immobilisaten auf die Masse
des feuchten Tragermaterials.

'R6hm GmbH & Co. KG, Darmstadt
2Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
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4.5 Analytik
45.1 Analytische HPLC

Fir die offline-Analytik wurde eine HPLC-Methode mit einer chiralen Cyclodextrin Trennséule
(ET 200/4 Nucleodex g PM, Macherei-Nagel, Diiren) verwendet [93]. Die HPLC-Anlage (Ther-
mo Separations Products, San Jose, CA, USA) war mit einer isokratischen Pumpe (P2000), einem
automatischen Probengeber einschlieBlich Injektionsventil (AS3000), einem UV-Detektor mit va-
riabler Wellenldnge (UV1000) und der Software TSP PC 1000 ausgestattet. Ferner wurden eine
20 pL Probenschleife, ein FluR der mobilen Phase (20%ige Methanollsung in 0,3%iger Phos-
phorsdure, mit NaOH auf pH 3,7 eingestellt) von 0,2 mL/min und die Detektionswellenlange
A = 210 nm gewdhlt. Wie das beispielhafte Chromatogramm in Abb. 10 zeigt, ergaben sich die
in Tab. 5 aufgelisteten Retentionszeiten. Die fur D- und L-Benzylhydantoin ermittelten Konzen-

Substanz Retentionszeit Bemerkung
[min]
Phenylalanin 11,0 D- und L-Phenylalanin wurden nicht getrennt.

D-Carbamoylpenylalanin 24,6

L-Carbamoylpenylalanin 30,0

D-Benzylhydantoin 48,8 D- und L-Benzylhydantoin wurden
L-Benzylhydantoin 50,7 nicht bis zur Basislinie getrennt.

Tabelle 5; Retentionszeiten

mV or mAU
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Abbildung 10: Chromatogramm eines mittels Chiral-HPLC aufgetrennten Reaktionsgemischs.
Die Komponenten sind in zeitlich aufsteigender Reihenfolge: Phe, D-CPhe, L-CPhe, D-BnH
sowie L-BnH.
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trationen wiesen aufgrund der unvollstdndigen Trennung der entsprechenden Peaks im Chromato-
gramm Unsicherheiten auf und wurden deshalb nicht zur Modellparametrierung verwendet. Eine
Trennung von D- und L-Phenylalanin war nicht notwendig, da im untersuchten System ausschlie3-
lich L-Phenylalanin vorlag.

Proben, die geloste Enzyme enthielten, wurden zum Abstoppen der Reaktionen mit Trifluores-
sigsdure versetzt (2 pL Sdure fir 50 pL Probe) und anschlieBend mit dem Fliemittel (948 L)
verdinnt.

45.2 Polarimetrie

45.2.1 Messung von Konzentrations-Zeit-Verlaufen Die in Abschnitt 4.5.1 beschriebene
chiral-analytische HPLC-Methode war aufgrund der hohen Retentionszeiten von ca. einer Stunde
nicht geeignet fiir schnelle Enzymtests und die online-Uberwachung einer Versuchsanlage. Des-
halb wurde eine alternative Analytik entwickelt, bei der die charakteristische Eigenschaft chiraler
Substanzen, eine konzentrationsabhangige optische Aktivitdt aufzuweisen, genutzt wurde, um den
Fortschritt einer Reaktion zu verfolgen. Die optische Aktivitat kann entweder als Drehwert (opti-
sche Rotationsdispersion, ORD) oder als zirkularer Dichroismus (CD) gemessen werden [59]. In
diesem Abschnitt wird beschrieben, wie aus dem optischen Drehwert Konzentrationen berechnet
werden kodnnen, wenn im untersuchten Reaktionssystem zwei chirale Spezies vorliegen.

Fiir die Messungen wurde ein Polarimeter (Modell 341, Perkin Elmer Bodenseewerk, Uberlin-
gen) mit einer Lichtquelle variabler Wellenldnge genutzt. Um eine ausreichende Sensitivitat zum
Nachweis von Substanzen in geringer Konzentration zu erreichen, wurden spezielle Filter mit ei-
ner kiirzesten Wellenldnge von A = 253 nm verwendet. Die Wellenldange beeinflusste die Sensi-
tivitat sehr deutlich, da die absoluten GroRken der spezifischen Drehwerte von Benzylhydantoin
und Carbamoylphenylalanin mit abnehmender Wellenldnge stark ansteigen [88]. Die Reaktionen
wurden bei A = 296 nm direkt in der Polarimeter-Kiivette mit einem Volumen von 1000 pL und
einer Schichtdicke von 100 mm durchgefuhrt. Dabei war die Kivette mit Hilfe eines Umlauf-
Wasserbades konstant auf 37 °C beheizt. Vergleichende Untersuchungen mit einer Durchflusskiivet-
te zeigten, dass die Messergebnisse unabhangig vom Stromungszustand waren.

Die Messdaten des Polarimeters wurden mit Hilfe des Programms VisualDesigner (Intelligent In-
strumentation GmbH, Leinfelden-Echterdingen) tiber die serielle RS-232 Schnittstelle eines Per-
sonalcomputers abgefragt und zur online-Darstellung automatisch in ein Excel-Tabellenblatt ein-
getragen.

Zur Auswertung der Messdaten waren zwei Geichungen erforderlich. Die erste fuhrt den beobach-
teten optischen Drehwert o, auf die Einzelbeitrdgen beider chiraler Spezies zurtick, welche sich
multiplikativ aus einer Konstante, der jeweiligen Konzentration (c¢; bzw. ¢;) und der Schichtdicke
[ der Kiivette ergeben [27]:

Qobs = @1 + g = (@)1 Ly + (a)s L ey (30)
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\Voraussetzung fur die Beobachtung einer Reaktion durch Messung von «, ist ein Unterschied der
spezifischen Drehwerte (a); und {«), beziiglich ihrer absoluten GroRen (Reaktion eines Substrat-
enantiomers zu einem Produktenantiomer) oder ihres Vorzeichens (Isomerisierung eines Enantio-
mers). Der Beitrag des katalysierenden Enzyms zum beobachtbaren optischen Drehwert ist in der
Regel vernachldssigbar, da seine Konzentration mindestens fiinf GroRenordnungen kleiner ist als
die Konzentrationen der Reaktanten.

Betrachtet man eine dquimolare Reaktion in einem geschlossenen System konstanten Volumens,
dann fiihrt eine Bilanz der chiralen Spezies auf folgende Gleichung:

cges = Cges(t) = c1(t) + co(t) (31)

Zu jedem Zeitpunkt ¢ ist die Summe der Konzentrationen der chiralen Spezies gleich der Ge-
samtkonzentration c,.; beziehungsweise der Anfangskonzentration ¢?, . Es folgt, dass die beiden

ges*

unbekannten Konzentrationen ¢; and ¢, mit Hilfe der Gl. 30 und 31 aus den Messwerten «,;, und
® _berechnet werden konnen:

ges

s (32)

Co =

45.2.2 Bestimmung von Anfangsreaktionsraten Anfangsreaktionsraten wurden direkt aus
der Anfangssteigung des gemessenen a.,, t-Verlaufs mit der differenzierten Form von GI. 32 er-

mittelt:
dCQ 1 daobs
r = — = 33
dt |,_, (a)o—{a))l dt |_, 33)
Diese Art der Auswertung eignete sich insbesondere fiir Inhibitionsstudien, bei denen ein achiraler

Inhibitor eingesetzt oder ein chiraler Inhibitor nicht umgesetzt wird.

4.5.3 Kopplung von Polarimetrie und Photometrie

45.3.1 Messung von Konzentrations-Zeit-Verlaufen Bei der Umsetzung eines racemischen
Substrats gemalR dem Reaktionsschema in Abb. 11, das eine kinetische Racematspaltung [12, 13]
beschreibt, treten insgesamt vier chirale Spezies auf. Da in diesem Fall die Messgrofie des Po-
larimeters allein nicht ausreicht, um alle vier unbekannten Konzentrationen zu ermitteln, wurde
der experimentelle Aufbau durch ein Spektral-Photometer (LKB Ultrospec 111, Amersham Phar-
macia Biotech GmbH, Freiburg) erganzt. Unmittelbar nach dem Start einer Reaktion wurde die

D-Substrat D-Produkt

L-Substrat L-Produkt

Abbildung 11: Reaktionsschema einer kinetischen Racematspaltung
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Reaktioslosung gleichmaRig auf die Polarimeter- und die Photometerkiivette verteilt, so dass der
Reaktionsverlauf in zwei parallelen Ansétzen verfolgt werden konnte. Die Photometerkiivette hat-
te ein Volumen von 1000 L, eine Schichtdicke von 10 mm und wurde mit Hilfe eines Umlauf-
Wasserbades konstant auf 37 °C beheizt. Die Messwellenldnge variierte in Abhdngigkeit von der
Substratkonzentration zwischen 243 nm und 249 nm. Vergleichende Untersuchungen mit einem
System, bei dem die Reaktion in einem Topf ablief, wiesen keinen Unterschied zu dem beschrie-
benen Vorgehen mit zwei parallelen Ansatzen auf.

Die Messdaten von Polarimeter und Photometer wurden mit Hilfe des Programms VisualDesigner
(Intelligent Instrumentation GmbH, Leinfelden-Echterdingen) tber die serielle RS-232 Schnitt-
stelle eines Personalcomputers abgefragt und zur online-Darstellung automatisch in ein Excel-
Tabellenblatt eingetragen.

Zur Berechnung der Konzentrations-Zeit-Verldufe wurden die Gl. 30 und 31 an ein System mit
vier chiralen Spezies angepasst:

Qops = (a)p_slep-s+{a)p-slen_s+
(a&)p_plep_p+{a),_plcr_p (34)
Cs = Cp-s+cCr-s
cp = Cp_ptci_p (35)

Weiterhin impliziert das Reaktionsschema in Abb. 11 die folgende Nebenbedingung, wenn ein
racemisches Substrat umgesetzt wird:

1.0
Cp—5 + Cp—p = CL—5 + CL—P = 5 Cyes (36)

Gl. 34, 35 und 36 zusammen mit der Beziehung zwischen den spezifischen Drehwerten eines
Enantiomerenpaares

<a>D—i = —<CY>L—i (37)

ermdglichen die Berechnung von ¢;,_s aus den MessgroRen a.,,, und cg:

Qobs 1 Cs (<a>L—S - <a>L—P) l
2 (@) r—s —()r-p)l

Die im Verlauf einer Reaktion veranderliche Gesamtkonzentration des Substrats c¢g lieR sich aus
den Messdaten des Photometers gemal’ Gl. 39 ermitteln, die analog zu GI. 32 abgeleitet wurde.

CrL—s =

(38)

_ 6ObS - <€>P l 0285

T (s — @)l

Dabei ist ¢,,5 die vom Photometer gemessene Absorption und (¢); der Absorptionskoeffizient der
Spezies i.

(39)
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45.4 Spezifische molare Drehwerte und Absorptionskoeffizienten

In Tab. 6 sind die spezifischen molaren Drehwerte und Absorptionskoeffizienten fiir Benzylhydan-
toin, Carbamoylphenylalanin und Phenylalanin zusammengestellt. Weitere Werte fur andere Tem-
peraturen, pH-Werte und Messwellenlangen sowie eine Beschreibung der experimentellen Metho-
dik ihrer Bestimmung finden sich in den Arbeiten von T. Waniek [93, 88] und M. Schwickart [78].

(a) (€)
[P/((mMcm)]  [1/(mM cm)]

Messwellenlange A=296nm X\ =246 nm
L-Benzylhydantoin -0,0184 0,450
L-Carbamoylpenylalanin ~ 0,0061 0,101
L-Phenylalanin -0,0017 n.b.

Tabelle 6: Spezifische molare Drehwerte («) und Absorptionskoeffizienten (e) bei pH 8,5 und
T=37°C (vgl. [93, 88, 78]).

4.6 Standardassays und Bestimmung von Reaktionsraten

Alle Experimente zur Identifizierung der kinetischen Parameter wurden wenn nicht anders ver-
merkt unter einheitlichen Bedingungen bei einer Temperatur von 37 °C in 0,2 M Tris-HCI-Puffer,
pH 8,5 durchgefiuihrt. Dabei waren die Reaktionsbedingungen so gewdhlt, dass sowohl fiir die Hy-
dantoinase als auch die L-Carbamoylase Umsetzungen mit maximaler Aktivitat zu erwarten wa-
ren. Grundlage dieser Festlegung war die Charakterisierung beider Enzyme in den Arbeiten von
K. Ragnitz [69] und Dombach [23].

Anfangsreaktionsraten bei verschiedenen Anfangssubstratkonzentrationen wurden mit der in Ab-
schnitt 4.5.2.2 ndher erlduterten polarimetrischen Methode bestimmt. Weiterfiihrende Untersu-
chungen basierten auf ,dynamischen® Experimenten, bei denen die zeitlichen Konzentrations-
verldufe der Reaktanten anndhernd bis zum Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichts
ermittelt wurden (Abschnitt 4.5.2.1). In beiden Féllen wurden fiir ein Experiment jeweils 1000 L
Substratlosung und 100 pL verdiinnte Enzymldsung intensiv vermischt und unmittelbar in der
Kivette des Polarimeters vermessen. Es kamen gemall Abschnitt 4.3 zubereitete Losungen der
enantiomerenreinen Substrate zum Einsatz (L- und D-Benzylhydantoin fur die Hydantoinase und
L-Carbamoylphenylalanin fiir die L-Carbamoylase).

Eine Variante der dynamischen Experimente war die Umsetzung racemischer Substrate, deren Be-
obachtung eine Kombination aus Polarimeter und Photometer erforderte (Abschnitt 4.5.3.1). Da
die Reaktionslosung unmittelbar nach dem Start der Reaktion auf die beiden Kiivetten des Po-
larimeters bzw. Photometers verteilt wurde, betrugen die Volumina 2000 pL Substratlosung und
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200 pL verdinnte Enzymldsung.
Alle online-Methoden erlaubten eine Erfassung der Messdaten in zeitlichen Intervallen von 1 s.

Die mathematische Identifizierung der Modellparameter beruhte auf den Methoden aus Abschnitt
4.7 zur nichtlinearen Regression durch Minimierung eines Fehlerkriteriums.

Da die Aktivitdten der gelosten Enzyme (Tab. 4, S. 43) fur kinetische Untersuchungen zu hoch
waren, wurden die Enzymldsungen geeignet verdiinnt, aliquotiert und in Portionen zu je 110 uL
bei -25 °C gelagert. Die Verdiinnungen wurden anhand von Aktivitatstests so festgelegt, dass zum
einen die Messung der Anfangsreaktionsraten moglich war. Zum anderen erforderten dynamische
Umsetzungen bis zum thermodynamischen Gleichgewicht der Reaktion eine héhere Enzymkon-
zentration, um im Reaktionszeitraum sowohl eine Enzyminaktivierung (Abschnitte 5.1.2.3 und
5.2.1.1) als auch die spontane Racemisieung des Benzylhydantoins vernachléssigen zu konnen.
Die Bemessung der Reaktionszeit folgte aus dem Kriterium, unter den gegebenen Reaktionsbedin-
gungen eine Konzentrationsabnahme des enantiomerenreinen Substrats infolge Racemisierung von
maximal 2,5 % der Anfangskonzentration zuzulassen. Damit resultierten fiir die Enzymldsungen
verschiedene Verdunnungsfaktoren, die abhdngig vom Versuchstyp in Tab. 7 dargestellt sind.

Enzym Hydantoinase L-Carbamoylase

Substrat L-BnH D-BnH L-CPhe
D,L-BnH

Anfangsreaktionsraten 1:80 1:20 1:30

... mit Inhibitor 1:80 1:8

dynamische Umsetzungen 1:20 1:3 1.8

Tabelle 7: Verdiinnungsfaktoren fiir die gelste Hydantoinase und L-Carbamoylase aus Tab. 4,
S. 43 bei verschiedenen enzymkinetischen Untersuchungen.

Die maximale Anfangskonzentration an Substrat richtete sich bei allen Experimenten nach den in
Tab. 8 zusammengefassten Angaben von F. Sarfert [73] zur Loslichkeit in reinem Waser. Jedoch
zeigt die Arbeit von T. Waniek [93], dass durch Unterkiihlung tbersattigte L-Benzylhydantoinlo-
sungen mit Konzentrationen grofier 8 mM hergestellt werden konnten, die auch bei mechanischen
Erschitterungen nicht auskristallisierten und somit fiir kinetische Untersuchungen geeignet waren.

L-BnH L-CPhe L-Phe
Loslichkeit [MM] 4,3 9,0 163

Tabelle 8: Loslichkeiten der Reaktanten in reinem Wasser bei 37 °C, pH 8,5 (nach [73]). Ein
Racemat weist die doppelte Loslichkeit seiner Enantiomere auf.



50 4 Material und Methoden

4.7 Schéatzung von Modellparametern und Berechnung ihrer Konfidenzin-
tervalle

Die Parameter p; einer enzymkinetischen Gleichung » = f(c; p) wurden mittels nichtlinearer Re-
gression identifiziert (c = [c1,...cp,...cx]': Vektor der Substrat- und eventueller Inhibitorkon-
zentrationen, p = [py,...pj, .. .pn]T: Parametervektor). Dieses Verfahren erfordert im Gegensatz
zu den Methoden nach Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee oder Hanes-Wolf keine Linearisierung
der Geschwindigkeitsgleichungen und auch keine MaRnahmen zur Korrektur des bei einer Trans-
formation verzerrten Messfehlers, da die experimentellen Daten direkt verwendet werden.

Als Messdaten wurden Anfangsreaktionsraten ro;, ; in Abhdngigkeit von verschiedenen Anfangs-
konzentrationen ¢ sowie zeitliche Konzentratiosverlaufe c., (t;) genutzt (i = 1... M). Im letzte-
ren Fall ergab sich die berechnete Konzentration c.q. (t;) = ;i r dt durch numerische Integration
der Geschwindigkeitsgleichung mit dem Simulationsprogramm ACSL (Mitchell and Gauthier As-

sociates, Concord, MA, USA).

Die Identifizierung beruhte auf der Bestimmung von Parametern p;, welche ein Giitekriterium x?
und damit die Abweichung zwischen Messdaten X, ; und korrespondierenden Werten X ;.. ; des
kinetischen Modells minimierten.

M
Xosi
=y (7

=1

Xcalc, i ) (40)

0;

Zur Minimierung wurde der Optimierer OptdesX (Design Synthesis, Inc., Provo, UT, USA) ver-
wendet, der neben den Standard-Gradientenverfahren tber Suchverfahren wie das ,,Simulated An-
nealing” verfugt.

Mit der Annahme einer fur alle Messungen einheitlichen Standardabweichung o des Messfehlers
entsprach die Minimierung von x? der Methode der kleinsten Fehlerquadrate [68].

M
Fehlerquadratsumme: FQS = > (Xops,i — Xeate,i)” (41)

=1
Hinsichtlich der enzymkinetischen Parameter erwiesen sich das Gutekriterium ,,Fehlerquadratsum-
me" und der ,,Simulated Annealing“ Algorithmus als vorteilhaft.

Zur Bewertung des Fehlers eines geschatzten Parameters p; diente das nach einem Ansatz von
Draper und Smith [24] berechnete 95%-Konfidenzintervall (siehe auch [38]):

P(ﬁj—Qapjgpjgﬁj+20pj)%95% (42)

Das heift, der wahre Parameter p; liegt mit 95%iger Wahrscheinlichkeit im Intervall p; + 20, .
Draper und Smith definieren den Standardfehler o, des Parameters p; wie folgt:

0, =V (ZT 2)1);; 2 (43)
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Hier bezeichnet der Index jj das j-te Diagonalelement der invertierten Matrix (27 Z)~', s2 ist die

Varianz der Regression
2 Zz’]\il(rgbs,i - T(Q? Q@)Q a4

und

(45)

. [or(d;p
P l rg ,zz)]

Ip; 1<i<M, 1<j<N
eine Matrix mit den partiellen Ableitungen der Geschwindigkeitsgleichung nach den geschatzten
Parametern. Gl. 44 und 45 beziehen sich auf die Parameteridentifizierung aus gemessenen Reakti-

onsraten.



5 Reaktionstechnische Beschreibung der Tellsysteme

5.1 Kinetik der Stoffumsetzung von Benzylhydantoin mit Hydantoinase
5.1.1 Kinetisches Modell

Die reversible Umsetzung des Modellsubstrats Benzylhydantoin zu Carbamoylphenylalanin mit
Hydantoinase ist der erste Schritt des in der Einleitung vorgestellten Reaktionssystems zur Syn-
these enantiomerenreinen L-Phenylalanins. Fir einen technischen Prozess stellt das kostengtinsti-
gere, racemische Benzylhydantoin, dessen L-Enantiomer von der in dieser Arbeit verwendeten
L-selektiven Hydantoinase bevorzugt umgesetzt wird, das Edukt der Wahl dar. Da die Racemi-
sierung des Benzylhydantoins bei geeigneten Versuchsbedingungen aufgrund ihrer geringen Ge-
schwindigkeit vernachlassigbar ist, entspricht die Hydantoinase-katalysierte Reaktion einer Kine-
tischen Racematspaltung.

Chen et al. entwickelten in einer ersten Veroffentlichung [12] zur Kinetischen Racematspaltung
ein mathematisches Modell, das auf irreversiblen uni-uni Reaktionen vom Michaelis-Menten Typ
beruht. Spater [13] folgte eine Erweiterung fir den reversiblen Fall mit Teilreaktionen jeweils
pseudo-erster Ordnung (Abb. 11 auf S. 46). Ein mechanistisch detaillierteres Reaktionsschema wie
in Abb. 12 unter Beriicksichtigung reversibler Enzym-Substrat-Komplexe wurde von Straathof et
al. [85] entwickelt und bildete auch die Grundlage des kinetischen Modells der Hydantoinase. Als
steady-state Kinetik ergibt sich aus diesem Reaktionsschema mit kompetitiver Inhibition durch
das jeweils andere Substratenantiomer die Gesamtreaktionsrate %~ fiir die Umsetzung von L-
Benzylhydantoin nach Gl. 46:

Hy, L CL-CPhe
/Umam’ f CL'BTLH - KHy
_rHy,L — eq

(46)

Hy CL-CPhe CD-BnH CD-CPhe
Koo 1-Bun (1 + iy + —my + —my + CL-BnH

H H H
Km,L-C’Phe Km,D-BnH Km,D-CPhe

Analog ist die Gleichung der Gesamtreaktionsrate r 7% P aufgebaut, wobei die Indices ,,L* und ,,D*
miteinander vertauscht sind. Die Gleichgewichtskonstante Kféy einer uni-uni-Reaktion ist definiert
als:

KHy — CL-CPhe __ CD-CPhe
eq - -
CL-BnH | t - o0 CD-BnH |t — 00
Hy,L Hy Hy,D Hy
. vmam, f Km, L-CPhe __ Umam, f Km, D-CPhe (47)
- KHy Hy, L - KHy Hy,D
m,L-BnH  Umaz,r m, D-BnH  Umaz,r

Division von Gl. 46 durch diejenige des D-Enantiomers fuhrt auf die erweiterte Gleichung von
Chen et al. [13]:

Hy,L

r _z

THy,D

"
CL-BnH — CL-CPhe/ Kog?

(48)

Hy
Cp-Bni — Cp-cPhe/ Keq
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Abbildung 12: Reaktionsmechanismus fiir die Hydrolyse von D,L-Benzylhydantoin mit Hy-
dantoinase aus Arthrobacter aurescens.

Das fir die Qualitat einer kinetischen Racematspaltung entscheidende Verhéltnis der Reaktionsra-
ten lésst sich somit durch zwei Parameter beschreiben. Neben der Gleichgewichtskonstanten K /¥
wurde hier als weitere konzentrationsunabhéngige GrofRe die Enantioselektivitit F definiert:
Hy, L H
,Umga:,f Km,yD-BnH (49)

Hy,D
maz, f

Kn}{,yL-BnH v
Aus Gl. 48 folgt durch Integration und Einfiihrung des Umsatzes U sowie des Enantiomereniiber-
schusses ees die Gl. 50 zur Identifizierung des Parameters E bei bekanntem Kféy mit Hilfe von
Messwertpaaren U und eeg:
In (1= (1+1/K5) (U + ees (1 - U)))

b (1— U+ 1/KE) U = ces (1- 1)) (0)

Cp-BnH 1+ CL-BnH

mt U = 1- 5 5
Cp-BnH T CL-BnH

(51)

CD-BnH — CL-BnH

€Eg —
CD-BnH + CL-BnH
Somit resultiert aus dem detaillierteren Modell unter Beriicksichtigung reversibler Enzym-Substrat-
Komplexe wiederum das Ergebnis von Chen et al. [13].

5.1.2 Voruntersuchungen

5.1.2.1 Gleichgewichtskonstante Die Gleichgewichtskonstante ergab sich aus chromatogra-
fisch bestimmten Konzentrationen gemaR GI. 47 zu Kféy = 27,4. Hierfir wurde 1 mL 8 mM D,L-
Benzylhydantoinldsung, pH 8,5 zu Beginn des Experiments sowie nach Ablauf von zwei Stunden
jeweils mit 10 pL unverdinnter Hydantoinaselosung versetzt. Nach insgesamt vier Stunden wurde
der pH-Wert kontrolliert und eine Probe mittels HPLC vermessen.
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5.1.2.2 Enantionselektivitat Voruntersuchungen von M. Schwickart [78] zum Einfluss der Re-
aktionsbedingungen auf die Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin zeigten, dass sowohl der pH-
Wert als auch die Temperatur in weiten Bereichen variiert werden konnten, ohne die Enantioselek-
tivitat £ signifikant zu beeinflussen. So verringerte sie sich im Temperaturintervall 25 ... 45 °C
von E = 4,1 auf E = 3,4. Dieser Befund entspricht qualitativ den Ergebnissen einer Arbeit von
Holmberg und Hult [32], lasst sich jedoch nicht durch die Beziehung

ElTl = E2T2 (52)

beschreiben, die fur die Hydrolyse und Umesterung von 1-Phenyethylbutyrat mit einer Lipase aus
Candida cylindracea angegeben wird. Wichtig an dieser Stelle ist, dass die Temperaturabhéngig-
keit der Enantioselektivitat nicht allein eine Enzymeigenschaft ist, sondern wesentlich durch das
Substrat [44, 6], das Losungsmittel fur die Reaktion [61] und die Aufarbeitungsmethode des En-
zyms [61] festgelegt wird.

Einen weitaus stdrkeren Einfluss auf den maximal erreichbaren Enantiomereniiberschul® wies in
diesem Zusammenhang die Gleichgewichtskonstante Kgy auf, die mit zunehmender Temperatur
abnimmt, da die hydrolytische Spaltung von Benzylhydantoin exotherm verlduft.

Fir die Variation des pH-Wertes im Bereich 7,5 bis 9,5 gelten sinngemaR die gleichen Aussagen
wie fur den Temperatureinfluss. Wéhrend sich die Enantioselektivitat £ nur geringfligig anderte
(ein Befund, der auch bei anderen Enzymen beobachtet wurde [28]), bestimmte auch hier die
Gleichgewichtskonstante, die bei der Verschiebung ins Basische von K gy = 5,3 auf 102 anstieg,
mafgeblich das Ergebnis der Umsetzung.

Weiterer Gegenstand der Voruntersuchungen war der Einfluss der Salzkonzentration (NaCl), der
insofern interessierte, als fir die Durchfihrung der Reaktion in der Versuchsanlage die Kontrolle
des pH-Wertes durch Titration mit NaOH-L6sung vorgesehen war. Hierbei konnte im Konzentra-
tionsbereich cy,c; =0 ... 0,2 mM keine Abhéangigkeit vom Salzgehalt festgestellt werden.

5.1.2.3 Stabilitat der gelosten Hydantoinase Die Stabilitat der geldsten Hydantoinase wurde
untersucht, um fiir die im Abschnitt 5.1.3 beschriebenen Experimente zur Parametrierung der kine-
tischen Gleichungen eine maximale Reaktionszeit abschdtzen zu kdnnen, innerhalb derer der Ein-
fluss durch Enzyminaktivierung vernachlassigbar war. Neben der Stabilitét einer auf Eis gelagerten
Hydantoinaselosung, die fur die praktische Durchfiihrung von Serienexperimenten bedeutsam ist,
interessierte die Stabilitdt unter Reaktionsbedingungen und im Vergleich dazu bei Lagerung im
Reaktionspuffer.

Fir ein Experiment wurden 200 L 1:10 verdiinnte Hydantoinaselosung (Tab. 4, S. 43) mit 800 nL
Reaktionspuffer (0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5) bzw. 800 ;L 8mM D,L-Benzylhydantoinldsung,
pH 8,5 versetzt. Je ein Ansatz mit dem Reaktionspuffer lagerte fiir ca. vier Stunden auf Eis bzw.
bei der Reaktionstemperatur 37 °C. Der Ansatz mit der Reaktionsldsung wurde ebenfalls bei
37 °C inkubiert. Aktivitétstests erfolgten tber die polarimetrische Bestimmung der Anfangsre-
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aktionsrate (Abschnitt 4.5.2.2), indem 100 pL einer Inkubationslosung zu 1000 xL 8mM D,L-
Benzylhydantoinldsung, pH 8,5 zugegeben wurden.

Im Untersuchungszeitraum konnte fir die auf Eis gelagerte Hydantoinaselosung keine Inaktivie-
rung festgestellt werden, so dass diese Methode eine einfache Handhabung des Enzyms bei der
praktischen Arbeit erlaubte. Die auf die jeweiligen Werte zum Zeitpunkt ¢ = 0 bezogenen Ak-
tivitaten der beiden anderen Versuchsreihen sind in Abb. 13 dargestellt. Im Fall der Inkubation
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Abbildung 13: Stabilitdt der rekombinanten Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens unter
verschiedenen Inkubationsbedingungen (7" = 37 °C).

der Hydantoinase mit der Reaktionsldsung zeigt sich eine stérkere Inaktivierung als bei der Lage-
rung im Reaktionspuffer. Da die Messwerte fiir den Ansatz mit dem Reaktionspuffer jedoch stark
streuten, liel3 sich nicht mit Sicherheit sagen, dass die Anwesenheit von Benzylhydantoin oder
Carbamoylphenylalanin die Stabilitdt der Hydantoinase verringerte.

Die quantitative Auswertung der Messdaten beruhte auf einem Geschwindigkeitsgesetz 1. Ord-
nung, was im mechanistischen Sinne der Losung einer einzelnen Bindung im Enzym entspricht.
Es ergaben sich die Halbwertszeiten von ¢,,, = 29 h (Reaktionspuffer) bzw. ¢,,, = 7 h (Reakti-
onslosung). Diese geringe Stabilitat schlof? die technische Anwendung der geldsten Hydantoinase
von vornherein aus, jedoch war sie fur kinetische Untersuchungen ausreichend, da sich ein akzep-
tabler Verlust von 5 % der anfanglichen Enzymaktivitat erst nach 30 min Reaktionszeit einstellte.
Detailiertere Modelle der Enzyminaktivierung in mehreren Schritten, wie z.B. die von Dagys et
al. [18] beschriebene Inaktivierung einer D-Hydantoinase aus Bacillus circulans wurden nicht be-
trachtet, da der erhdhte experimentelle Aufwand zur Modellparametrierung dem Ziel einer ersten
Abschétzung widersprach.
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Eine Uberaus deutliche Verbesserung der Stabilitat erreichete K. Ragnitz [69] durch Immobilisie-
rung der Hydantoinase an eine polymere Matrix (Abschnitt 5.3).

5.1.3 Modellvalidierung

5.1.3.1 Schéatzung der kinetischen Parameter aus Anfangsreaktionsraten Die Schatzung
der kinetischen Parameter in GI. 46 erfolgte in mehreren Schritten. Zundchst wurden Anfangsre-
aktionsraten gemaR dem im Abschnitt 4.6 erlduterten Standardassay bestimmt.

Mit der Beschriankung auf Anfangsreaktionsraten entfallen in Gl. 46 diejenigen Terme, die den
Einfluss des Produkts Carbamoylphenylalanin abbilden. Ebenso verschwinden aufgrund der Um-
setzung enantimerenreiner Substrate bei vernachldssigbarer Racemisierung alle Konzentrationen
der jeweils entgegengesetzten Substrat- und Produktenantiomere. Damit vereinfacht sich Gl. 46 zu

einer reinen Michaelis-Menten Kinetik

Hy

—pfel = (53)

Hy
K, - + CL-Bnn

Hy, L
maa: f

Hy,D
mazx, f

und es bleiben die kinetischen Parameter v und KgyL -Bng DZW. v

die Rate 7% P {ibrig.

und Km -y TUr

Abb. 14 stellt die Abhangigkeit der Anfangsreaktionsrate von der Anfangskonzentration an L-
Benzylhydantoin im Bereich ¢;-p,z =1 ... 4 mM dar. Es ist deutlich, dass die Kinetik im unter-
suchten Konzentrationsbereich nicht durch eine Reaktion 1. Ordnung angenéhert werden kann. An-
dererseits wurde die fiir eine statistisch sichere Identifizierung insbesondere der Michaelis-Menten
Konstante K HyL -snp NOtwendige Substratsattigung aufgrund der geringen Loslichkeit des Benzyl-
hydantoins nicht erreicht (Duggelby und Clarke [26] empfehlen z.B. eine Substratanfangskonzen-
tration, die das Zwei- bis Dreifache der Michaelis-Menten Konstante betrégt). Trotz der erhdhten
statistischen Unsicherheit stimmen die zu vﬁfl’; + = 3,97 mmol/(g s) und KmyL -Bng = 4,05 mM

geschéatzten Parameter gut mit den Ergebnissen von T. Waniek [93] Uberein, wie im folgenden
Abschnitt gezeigt wird.

In gleicher Art und Weise erfolgten Experimente mit D-Benzylhydantoin als Substrat, deren Er-
gebnisse Abb. 15 zeigt. Als Resultat der Parameterschatzung wurden vﬁ;’j; 1 = 0,23 mmol/(g s)
und K%, ;r = 0,78 mM erhalten.

Das Verhéltnis der Maximalraten vf,ffj; f/vf,ffj; s = 17,3 verdeutlicht, dass die untersuchte Hy-
dantoinase das Substrat L-Benzylhydantoin bevorzugt umsetzte. Unerwartet und bisher nicht in
der Literatur beschrieben (vgl. Tab. 1, S. 23) war jedoch die hohere Affinitat des Enzyms zum
schlechter umgesetzten Substrat D-Benzylhydantoin, wie sie die im Vergleich mit Kﬂ}’L_BnH um
den Faktor 0,2 kleinere Michaelis-Menten Konstante Kﬁf/D_BnH belegt. Die nach GI. 49 (S. 53)
aus den kinetischen Parametern berechnete Enantioselektivitat (£ = 3,3) bestétigte das Ergebnis
der Voruntersuchung, bei der racemisches Substrat umgesetzt und E direkt aus Messwerten gemaf

Gl. 50 erhalten wurde.
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Abbildung 14: Abhéngigkeit der Anfangsreaktionsrate von der Anfangskonzentration bei der
Hydrolyse von L-Benzylhydantoin mit rekombinanter Hydantoinase aus Arthrobacter aure-
scens. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.
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Abbildung 15: Abhéngigkeit der Anfangsreaktionsrate von der Anfangskonzentration bei der
Hydrolyse von D-Benzylhydantoin mit rekombinanter Hydantoinase aus Arthrobacter aure-
scens. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.
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5.1.3.2 Vergleich der kinetischen Parameter fur Wildtyp-Enzym und rekombinante Hydan-
toinase In Zusammenarbeit mit T. Waniek [93] erfolgten zur Etablierung der auf der Polarime-
trie beruhenden analytischen Methoden erste Kinetische Untersuchungen mit einer erstmals von
O. May [57, 55] aufgereinigten Wildtyp-Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745.
Durch Unterkiihlung wurden Uberséttigte metastabile L- bzw. D-Benzylhydantoinlésungen mit
Konzentrationen > 4,3 mM hergestellt, so dass die kinetischen Parameter im Vergleich zu Ab-
schnitt 5.1.3.1 mit einer groReren statistischen Sicherheit geschétzt werden konnten.

Die Ergebnisse fir die Umsetzung der Substrate L-Benzylhydantoin bzw. D-Benzylhydantoin sind
in den Abb. 16 und 17 zusammengefasst. Gefunden wurden die in Tab. 9 angegebenen kineti-
schen Parameter. Ein Vergleich mit der rekombinanten Hydantoinase (DSM 3747) aus Abschnitt
5.1.3.1 zeigt, dass beinahe alle Parameter bei einer maximalen Abweichungen von 15 % gut mit-

Hy, L H Hy, D i
Parameter Umga:,f Km,yL-BnH Umg:v,f Km,yD-BnH
[mmol/(gs)] [mM] [mmol/(g s)] [mM]
7,1 4,32 0,26 0,76

Tabelle 9: Kinetische Parameter fiir die Hydrolyse von L- bzw. D-Benzylhydantoin mit

Wildtyp-Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745.
einander tibereinstimmen. Lediglich die spezifische Maximalrate vﬁfj;ff bei der Umsetzung von L-
Benzylhydantoin war fur die Wildtyp-Hydantoinase (DSM 3745) etwa um den Faktor 1,8 erhoht,
womit eine geringfugige Verbesserung der Enantioselektivitdt £ von 3,3 auf 4,8 einherging. Ins-
gesamt bleibt festzustellen, dass die kinetische Charakterisierung der Wildtyp-Hydantoinase keine
signifikanten Unterschiede zur rekombinanten Hydantoinase ergab und die bestehenden Abwei-
chungen einzelner Parameter wahrscheinlich auf statistische Streuung, verursacht z.B. durch ge-
ringfligig verdnderte Fermentations- oder Aufreinigungsbedingungen, zuriickzufiihren sind.

5.1.3.3 Dynamische Simulation der Stoffumsetzung und Schatzung kinetischer Parame-
ter Der Einfluss des Reaktionsprodukts L-Carbamoylphenylalanin auf die Umsetzung von L-
Benzylhydantoin wird in Gl. 46 durch die Michaelis-Menten Konstante K,Z}’L_Cphe beriicksich-
tigt. Entsprechendes gilt beim Substrat D-Benzylhydantoin fur die Michaelis-Menten Konstante
Kgf/D_CPhe. Diese beiden kinetischen Parameter wurden nicht anhand der Ruckreaktionen be-
stimmt, da das thermodynamische Gleichgewicht stark auf Seiten des Carbamoylphenylalanins
liegt und die notwendigen Experimente somit infolge langer Reaktionszeiten durch Enzyminak-
tivierung und Racemisierung stark beeinflusst gewesen waren. Stattdessen erfolgte die Parame-
terschatzung mit Hilfe von dynamischen Experimenten gemald Abschnitt 4.6, bei denen die zeit-
lichen Konzentrationsverldufe der Reaktanten fiir verschiedene Anfangssubstratkonzentrationen
anndhernd bis zum Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichts online (Abschnitt 4.5.2.1)
gemessen wurden.
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Abbildung 16: Abhangigkeit der Anfangsreaktionsrate von der Anfangskonzentration bei
der Hydrolyse von L-Benzylhydantoin mit Wildtyp-Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.
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Abbildung 17: Abhéngigkeit der Anfangsreaktionsrate von der Anfangskonzentration bei
der Hydrolyse von D-Benzylhydantoin mit Wildtyp-Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.
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Aufgrund der Umsetzung enantimerenreiner Substrate verschwinden in GI. 46 bei vernachléssig-
barer Racemisierung alle Terme, die sich auf das jeweils entgegengesetzte Substrat- oder Produkt-
enantiomer beziehen, und es folgt die vereinfachte GI. 54 fiir das Substrat L-Benzylhydantoin:

Hy,L CL-CPhe
Umam,f CL-BnH — KHy
—rfvl = . (54)

Hy CL-CPhe
Ky r-gnn |1+ ——— | T CL-Bnn
m, L=CPhe

Fir die Identifizierung der Michaelis-Menten Konstante Kﬁf/L_CPhe wurde GI. 54 numerisch in-
tegriert und der erhaltene Verlauf zur Berechnung eines Fehlerkriteriums mit den experimentell
bestimmten Konzentrationen verglichen (Abschnitt 4.7). Diese Prozedur umfasste mehrere Inte-
grationen mit unterschiedlichen Anfangssubstratkonzentrationen, so dass in das Fehlerkriterium
der Informationsgehalt verschiedener Experimente einfloss. Zur Reduzierung des Rechenaufwands
arbeitete der entsprechende Algorithmus nicht mit der vollstdndigen Anzahl an online-Messwerten
(900 Messdaten in 15 min), sondern ohne QualitdtseinbulRen jeweils mit einer Auswahl von 10 bis
15 aquidistanten Datenpunkten.

Neben der Michaelis-Menten Kostante Kﬁf/L_CPhe (bzw. Kﬁf’D_CPhe) enthalt Gl. 54 als weiteren
unbekannten kinetischen Parameter die Gleichgewichtskonstante Kféy, die aus den Voruntersu-
chungen (Abschnitt 5.1.2.1) Gibernommen wurde.

Abb. 18 fasst die zeitlichen Konzentrationsverlaufe bei der Umsetzung von L-Benzylhydantoin
mit rekombinanter Hydantoinase fir vier verschiedene Anfangskonzentration im Bereich ¢, -g,n =
0,9 ... 3,6 mM zusammen. Die Parameterschédtzung unter Verwendung aller dargestellten Messda-
ten ergab fir Kn}{,yL-CPhe einen Wert grofRer 1000 mM. Daher konnte der Term cL-Cphe/Kﬁf/L_CPhe
in Gl. 54 als vernachladssigbar entfallen, weshalb die Ruckreaktion von L-Phenylalanin zu L-
Benzylhydantoin einer Reaktion 1. Ordnung folgte.

Vollig analog verliefen Experimente mit dem Substrat D-Benzylhydantoin, deren Ergebnisse Abb.
19 zeigt, und es resultierte die Michaelis-Menten Kostante zu Kﬂ}’D_CPhe =11,23 mM.

Die im Abschnitt 5.1.3.1 identifizierten Parameter wurden hier zum Teil unverandert ibernommen
(o, up¥- D) oder dienten als Startwerte (K", - g, Ko 'p-par), die bei der Schitzung von

mazx, f? vma:v,f m

K1Y, -cppe bzw. K¥p_ . pp um maximal 20 % verdndert werden durften. AbschlieRend gibt Tab.

m

10 einen Uberblick iiber die konsolidierten kinetischen Parameter der Hydantoinase und ihre 95%-
Konfidenzintervalle (Abschnitt 4.7).
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Abbildung 18: Zeitliche Konzentrationsverldufe bei der Umsetzung von L-Benzylhydantoin
mit rekombinanter Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens. Vergleich von experimentellen
Daten und Modellsimulationen.
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Abbildung 19: Zeitliche Konzentrationsverldufe bei der Umsetzung von D-Benzylhydantoin
mit rekombinanter Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens. Vergleich von experimentellen
Daten und Modellsimulationen.
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Parameter
gg’z,Lf KTJ;LI}/L-BnH “Zg:}:{jf Knlin-BnH Kg,yD-CPhe K]y Kz'l,{g-Phe
(s.5.1.3.4)
[mmol/(g s)] [mM] [mmol/(g s)] [mM] [mM] [-] [mM]
3,97 3,58 0,23 0,64 11,23 2741 3045

95%-Konfidenzintervall (vgl. Abschnitt 4.7)
+11,6 % +19,2 % +10,4 % +37,8 % < +40 % +6,3% +10,9%

Tabelle 10: Kinetische Parameter fiir die Hydrolyse von Benzylhydantoin mit rekombinanter
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens.

Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin

Zur gemeinsamen Verifikation der kinetischen Parameter in Tab. 10 sowie des aus Gl. 46 abgeleite-
ten Gesamtmodells, das fiir racemisches Substrat die simultane Umsetzung von L-Benzylhydantoin
gemal Gl. 55 und von D-Benzylhydantoin gemal? Gl. 56 umfasst, wurden Experimente mit ver-
schiedenen Anfangskonzentrationen an D,L-Benzylhydantoin bis in die Nahe des thermodynami-
schen Gleichgewichts durchgefiihrt (Abschnitt 4.6).

Hy,L CL-CPhe
/Umax, f CL'BnH - Hy
—rtl = (55)

Hy CD-BnH CD-CPhe
K -gon | 1+ il + 7l + Cr-BnH
m, D-BnH m, D-CPhe

Hy,D CD-CPhe
Umam’f CD'BTLH - Hy

CD-CPhe CL-BnH

Hy,D _

T

(56)

Kn}f,yD-BnH (1 + ) + Cp-BnH

Dabei ermdglichte die im Abschnitt 4.5.3.1 beschriebene Kombination aus Polarimetrie und Pho-
tometrie eine kontinuierliche Erfassung der Konzentrationen beider Substrat- sowie Produktenan-
tiomere.

H H
Km,D'CPhe Km,L'BnH

Die in Abb. 20 zusammen mit den experimentellen Daten dargestellten Modellsimulationen wur-
den ohne weitere Optimierung der kinetischen Parameter aus Tab. 10 berechnet, welche wie be-
schrieben allein mit Hilfe von Umsetzungen enantiomerenreiner Substrate identifiziert worden
waren. Dass diese Parameter geeignet sind, die Reaktion von D,L-Benzylhydantoin zu D,L-Carba-
moylphenylalanin ebenfalls in guter Ubereinstimmung mit den Messwerten abzubilden, bestatigt
das kinetische Modell sowie die zugehorigen Gl. 55 und 56. Alle weiteren Simulationen in dieser
Avrbeit beruhten daher auf den in Tab. 10 zusammengefassten kinetischen Parametern.

Anschaulich belegen in Abb. 20 die dynamischen Verldufe mit dem Substrat D,L-Benzylhydantoin
die bereits bei den Untersuchungen mit enantiomerenreinem Benzylhydantoin festgestellte Eigen-

1K [Tv wurde unabhéngig von den tibrigen Parametern bestimmt (Abschnitt 5.1.2.1).
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Abbildung 20: Zeitliche Konzentrationsverldufe bei der Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin

mit rekombinanter Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens. Vergleich von experimentellen
Daten und Modellsimulationen.
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schaft der rekombinanten Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens, das L-Substrat bevorzugt um-
zusetzten.

5.1.3.4 Wechselwirkung mit der Carbamoylase-katalysierten Reaktion, Inhibition durch
L-Penylalanin Neben den vier Spezies D,L-Benzylhydantoin und D,L-Carbamoylphenylalanin,
die das Substrat bzw. das Produkt der Hydantoinase sind, gehort zu dem gesamten Reaktionssystem
dartiber hinaus das L-Penylalanin, welches als Produkt der Carbamoylase-katalysierten Reaktion
entsteht. Da fir die Versuchsanlage der Einsatz beider Enzyme am gleichen Ort vorgesehen war,
ergab sich die Frage nach einem eventuellen inhibitorischen Einfluss des L-Penylalanins auf die
Hydantoinase, auch wenn fur die in der Einleitung beschriebenen Hydantoinasen keine solche
Inhibierung bekannt ist.

Zunéchst wurde mit entsprechenden Aktivitétstests ausgeschlossen, dass die Hydantoinase oder
eine unbekannte Verunreinigungen in der Enzymlosung L-Phenylalanin umsetzt. Da nun die Kon-
zentration an L-Phenylalanin wéhrend eines Experiments als konstant angesehen werden konnte,
war das polarimetrische Verfahren zur Bestimmung von Anfangsreaktionsraten gemaf? Abschnitt
4.5.2.2 als analytische Methode fir eine Inhibitionsstudie geeignet. Wie Abb. 21 zeigt, wurde fur
die beiden Inhibitorkonzentrationen c;.-pp. = 9 MM und ¢, -pp. = 36 MM jeweils die Konzentration
des Substrats L-Benzylhydantion im Bereich ¢;-z,z = 0,9 ... 3,6 mM variiert und die Anfangs-
reaktionsraten bestimmt. Deutlich zu erkennen ist die zunehmende Inhibition der Umsetzung von

0,002
M c(L-Phe) = 9 mM
A c(L-Phe) = 39 mM
0,0015 A
0
= 4
E, 0,001
0,0005 A
0 T T T T T T T
0 1 2 3 4

CLenH [MM]

Abbildung 21: Einfluss des kompetitiven Inhibitors L-Phenylalanin auf die Anfangsreaktions-
rate bei der Hydrolyse von L-Benzylhydantoin mit rekombinanter Hydantoinase aus Arthrob-
acter aurescens. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulationen.
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Benzylhydantoin mit steigender Konzentration an L-Phenylalanin. Im reaktionskinetischen Modell
wird dies durch einen kompetitiven Inhibitionsmechamismus beriicksichtigt, so dass GI. 55 um die
Inhibitionskonstante Kfi/_Phe erganzt auf Gl. 57 fuhrt:

Hy,L CL-CPhe
/Umax, f CL'BnH -

Hy CD-BnH CD-CPhe CL-Phe
Koo 1-Bun (1 + iy + — + + CL-BnH

17} 17} Hy
Km,D-BnH Km,D'C’Phe Ki,L'Phe

—pHy L

(57)

Die Inhibitionskonstante wurde analog zu dem im Abschnitt 5.1.3.1 erlduterten Vorgehen unter
Verwendung aller in Abb. 21 dargestellten Anfangsreaktionsraten mit Gl. 57 und den weitern ki-
netischen Parametern aus Tab. 10 zu K ZHL” rhe = 30,45 mM geschatzt.

Eine detaillierte Untersuchung des Einflusses von L-Phenylalanin auf die Umsetzung von D-
Benzylhydantoin erfolgte nicht, da sich dieser bei der Simulation des Gesamtsystems als ver-
nachldssigbar erwies.

5.1.4 Einfluss des pH-Werts

Ein wichtiger Aspekt bei der Auslegung eines enzymkatalysierten Prozesses ist die Abhéngigkeit
der maximalen Reaktionsrate vom pH-Wert. Zur Absicherung entsprechender Untersuchungen mit
anderem Substrat (Indolylmethylhydantoin bei K. Ragnitz [69]) bzw. der Wildtyp-Hydantoinase
(Dombach [23]) wurden wie in Abschnitt 5.1.3.1 Anfangsreaktionsraten fiir die Umsetzung von
3,6 mM L-Benzylhydantoin bei verschiedenen pH-Werten experimentell bestimmt. Wie das Er-
gebnis in Abb. 22 zeigt, weist die Reaktionsrate beziiglich des pH-Werts ein Maximum auf. Dieses
Verhalten kann mit einem kinetischen Modell beschrieben werden, bei dem das aktive Zentrum des
Enzyms (mindestens) eine ionisierbare zweiprotonige Sauregruppe enthélt, die an der Substratbin-
dung oder dem katalytischen Schritt beteiligt ist. Mit der Annahme, dass alle drei Dissoziationsstu-
fen des Enzyms das Substrat binden, aber nur eine ionische Form katalytisch aktiv ist, gibt Segel
[79] die folgende Gleichung fiir die Maximalrate v,,,,, an:
Ulim

Vmaa = mar (58)
max K
1+ CH+ 4 SE2

Ksgr CH+
Bezuglich des Substrats impliziert das Modell eine gleichbleibende Ladung im betrachteten pH-

Bereich. Zudem ist das Proton H* in Gl. 58 formal ebenfalls ein Substrat, welches nach einem
Substrat-Inhibitions-Mechanismus umgesetzt wird.

Eine nichtlineare Regression ergab fiir die Dissoziationskonstanten K sz, und Kgpo die Werte
pKsp1 = 8,2 bzw. pK 5o = 9,2. Daraus resultiert eine maximale Reaktionsrate bei pH 8,7. Dieser
Wert stimmt gut mit den Ergebnissen von K. Ragnitz [69] und Dombach [23] Uiberein, die die Lage
des Optimums mit pH 8,5 angeben. Eine Einschrankung der Giiltigkeit erféhrt das erlduterte Mo-
dell durch den pK s-Wert des Substrats Benzylhydantoin (pKs = 8,7), so dass das experimentelle
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Abbildung 22: Einfluss des pH-Werts auf die Anfangsreaktionsrate bei der Umsetzung von
3,6 mM L-Benzylhydantoin mit rekombinanter Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens. \Ver-
gleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.

Ergebnis nicht notwendigerweise allein der Dissoziation einer zweiprotonigen Gruppe im aktiven
Zentrum zugeschrieben werden kann.

5.2 Kinetik der Stoffumsetzung von L-CPhe mit L-Carbamoylase
5.2.1 Kinetische Modellierung und Voruntersuchungen

Die Zielverbindung L-Phenylalanin entsteht als Endprodukt einer Folgereaktion, deren zweiter
Schritt eine durch L-Carbamoylase katalysierte hydrolytische Spaltung von L-Carbamoylphenyl-
alanin ist, welches als Produkt des in Abschitt 5.1 dargestellten ersten Reaktionsschritts gebil-
det wird. Voruntersuchungen zur Kinetik der Stoffumsetzung von L-Carbamoylphenylalanin mit
geldster L-Carbamoylase (Tab. 4, S. 43) zeigten, dass

¢ die Reaktion irreversibel ablauft,
e das Enzym spezifisch fur das Substrat L-Carbamoylphenylalanin ist,
¢ das Produkt L-Phenylalanin die Reaktion kompetitiv inhibiert,

¢ sowohl D,L-Benzylhydantoin als auch D-Carbamoylphenylalanin keinen (inhibitorischen)
Einfluss auf die L-Carbamoylase hat.
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Als steady-state Kinetik ergibt sich aus diesen Bedingungen mit einem Michaelis-Menten Ansatz
die Gesamtreaktionsrate » fiir die Umsetzung von L-Carbamoylphenylalanin nach Gl. 59:

C

CL-Phe

Ca

K -cphe <1 + HCa + CL-cPhe
i, L-Phe

-Tr

Alle Experimente zur Identifizierung der kinetischen Parameter v$%,, K5% _cpp. und K p),
wurden wie im Abschnitt 4.6 beschrieben durchgefiihrt.

5.2.1.1 Stabilitat der gelosten L-Carbamoylase Analog zu dem im Abschnitt 5.1.2.3 be-
schriebenen Vorgehen wurde die Stabilitdt der gelosten L-Carbamoylase untersucht. Die auf Eis
gelagerte und im Reaktionspuffer geloste L-Carbamoylase erlitt wie schon die Hydantoinase inner-
halb von vier Stunden keinen Aktivitatsverlust. Abb. 23 zeigt hingegen die mit der Zeit fortschrei-
tende Inaktivierung der bei 37 °C, pH 8,5 im Reaktionspuffer bzw. in 7,2 mM L-Carbamoylphenyl-
alaninldsung inkubierten L-Carbamoylase. Dabei wies die L-Carbamoylase in Gegenwart ihres
Substrats eine deutlich geringere Stabilitét auf, wie es auch die Halbwertszeiten ¢, ,, = 2 h (Reakti-
onspuffer) bzw. ¢,,, = 0,9 h (Reaktionsldsung) verdeutlichen. Das Substrat verusachte vermutlich
eine Anderung in der Konformation des Enzyms, die der Denaturierung weniger widerstand. Im
Vergleich mit der gelésten Hydantoinase liegen diese Halbwertszeiten um zirka eine GroRenord-
nung niedriger. Fir die kinetischen Untersuchungen folgte somit, dass die maximale Reaktionszeit
lediglich wenige Minuten betragen durfte, da sich ein akzeptabler Verlust von 5 % der urspriingli-
chen Aktivitat bereits nach 4 min einstellt.
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Abbildung 23: Stabilitdt der rekombinanten L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens unter
verschiedenen Inkubationsbedingungen (7" = 37 °C).



68 5 Reaktionstechnische Beschreibung der Teilsysteme

Im Gbrigen erzielte K. Ragnitz [69] auch bei der L-Carbamoylase durch Immobilisierung an eine
polymere Matrix (Abschnitt 5.3) eine tiberaus deutliche Verbesserung der Stabilitat.

5.2.2 Modellvalidierung

5.2.2.1 Schéatzung der kinetischen Parameter aus Anfangsreaktionsraten, Inhibition durch
das Produkt L-Phenylalanin  Sadmtliche kinetischen Parameter der GIl. 59 resultierten aus An-
fangsreaktionsraten, die fiir verschiedene Anfangssubstratkonzentrationen mit Hilfe der polari-
metrischen Methode (Abschnitt 4.5.2.2) bestimmt wurden. Reaktionslosungen fur Inhibitionsstu-
dien enthielten zuséatzlich zum Substrat L-Carbamoylphenylalanin verschiedene Mengen an L-
Phenylalanin.

Abb. 24 zeigt Anfangsreaktionsraten furr verschiedene Anfangssubstratkonzentrationen im Bereich
A -cpne =0,9...82mM (zur Loslichkeit vgl. Tab. 8, S. 49). Aufgrund der Abwesenheit des Pro-
dukts L-Phenylalanin unter diesen experimentellen Bedingungen (¢! . ,,. = 0 mM) reduzierte sich
Gl. 59 auf eine Reaktion vom Michaelis-Menten Typ, so dass die Parameter v%, und K 5% _cppe
(Tab. 11) bestimmt weden konnten.

Den inhibitorischen Einfluss von L-Phenylalanin auf die Anfangsreaktionsrate verdeutlicht Abb.
25 (Y. pje ~ 25...100 mM). Die dargestellten Messdaten bildeten zusammen mit den zuvor iden-
tifizierten Parametern die Grundlage zur Schatzung der Inhibitionskonstante K f_ ... In Tab. 11
sind alle kinetischen Parametern einschlieRlich ihrer 95%-Konfindenzintervalle (Abschnitt 4.7)
zusammengefasst.

Parameter v$?, Kg?L-CPhe ch T-Phe
[mmol/(gs)] [mM] [mM]
6,10-102 0,89 5,99
95%-Konfidenzintervall (Abschnitt 4.7)
+9,8 % +43,1 % +17,6 %

Tabelle 11: Kinetische Parameter fir die Hydrolyse von L-Carbamoylphenylalanin mit rekom-
binanter L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens.

5.2.2.2 Dynamische Simulation der Stoffumsetzung Zur Verifikation der in Abschnitt5.2.2.1
aus Anfangsreaktionsraten geschéatzten kinetischen Parameter wurde der zeitliche Konzentrations-
verlauf einer dynamischen Umsetzung mit der polarimetrischen online-Analytik gem&R Abschnitt
4.6 aufgezeichnet und dem Ergebnis der numerischen Integration von Gl. 59 gegeniibergestelit.

Bei hohen Substratkonzentrationen wie in Abb. 26 (¢9_.p,. = 8,2 mM) entsprach die Michaelis-
Menten Kinetik beinahe wahrend der gesamten Umsetzung (die ersten drei Minuten in Abb. 26)
einer Reaktion 0. Ordnung, welche im Sinne einer Angleichung des Simulationsergebnisses an die
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Abbildung 24: Abhéngigkeit der Anfangsreaktionsrate von der Anfangskonzentration bei der
Hydrolyse von L-Carbamoylphenylalanin mit rekombinanter L-Carbamoylase aus Arthrobac-
ter aurescens. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.
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Abbildung 25: Einfluss der kompetitiven Produktinhibition durch L-Phenylalanin auf die An-
fangsreaktionsrate bei der Hydrolyse von L-Carbamoylphenylalanin (cz-cppe = 8,2 mM) mit
rekombinanter L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens. Vergleich von experimentellen
Daten und Modellsimulationen.
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ausgewdhlten Messwerte eine Anpassung der kinetischen Parameter aus Tab. 11 erforderte, die
insbesondere K% _pp, an den unteren Rand ihres Konfidenzintervalls verschob.
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Abbildung 26: Zeitlicher ~Konzentrationsverlauf bei der Umsetzung von L-
Carbamoylphenylalanin mit rekombinanter L-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens.
Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.

5.2.3 Einfluss des pH-Werts

Die Abhdngigkeit der Anfangsreaktionsrate vom pH-Wert wurde im Bereich pH 7,5 ... 9,5 fir
die Umsetzung von 8,2 mM L-Carbamoylphenylalanin mit der rekombinanten L-Carbamoylase
untersucht, jedoch zeigte sich kein Einfluss des pH-Werts auf die (konstante) Rate.

Dieses Ergebnis ermoglichte es nun, einen Prozess mit der Enzymkaskade Hydantoinase und L-
Carbamoylase hinsichtlich des pH-Werts wesentlich nach den Anforderungen der Hydantoinase
auszulegen.

5.3 Immobilisierte Enzyme
5.3.1 Allgemeines und Betriebsstabilitat

Die beiden Enzyme Hydantoinase und L-Carbamoylase wurden fiir Experimente mit der Versuchs-
anlage in immobilisierter Form verwendet. Wesentliche Vorteile bestehen dabei in der einfachen
Abtrennung des Biokatalysators vom Produkt, seiner mehrfachen Verwendbarkeit sowie einer un-
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problematischen Handhabung [9]. Ferner fuhrt die Bindung eines Enzyms an einen Tréager hdufig
zur Erhdhung seiner Bestandigkeit gegen (thermische) Inaktivierung.

Die Auswahl eines geeigneten Trégermaterials wird im Hinblick auf dessen chemische Eigen-
schaften durch die angestrebte Art der Bindung mit dem Enzym (ionisch, adsorptiv oder kovalent)
bestimmt [94]. AuRerdem legt das zur Enzymriickhaltung eingesetzte System Anforderungen an
die Geometrie des Tragers fest. Die beabsichtigte Verwendung eines Festbettreaktors erfoderte z.B.
aus hydrodynamischen Griinden granulére Partikel mit moglichst geringem Stromungswiderstand
als Tréger der Enzyme. Erfillt wurden alle Anforderungen durch kovalente Immobilisierung an
die makroporosen polymeren Trager Eupergit C 250L (Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt) im
Fall der Hydantoinase bzw. EAH-Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg)
fur die L-Carbamoylase (Tab. 4, S. 43). Eine Charakterisierung verschiedener Eigenschaften der
Tréager wie Dichte und Porositét findet sich in Abschnitt 5.6.1. Die Immobilisierungsprozeduren
mit optimierten Bedingungen hinsichtlich Aktivitatsverlust und Kopplungsausbeute werden detail-
liert in der Arbeit von K. Ragnitz [69] beschrieben.

Zur Untersuchung der Betriebsstabilitat verwendete K. Ragnitz [69] bei konstantem Volumen-
strom kontinuierlich betriebene Festbettreaktoren (XK16, Amersham Pharmacia Biotech GmbH,
Freiburg) mit einem Hydantoinase- bzw. Carbamoylaseimmobilisat als Schiittung. Experimen-
tell ermittelt wurde der Umsatz des Substrats D,L-Indolylmethylhydantoin bzw. D,L-Carbamoyl-
tryptophan mit Hilfe der entsprechenden am Reaktorablauf gemessenen Konzentration.

Die zeitliche Abnahme des Umsatzes bei 37 °C, 0,1 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5 liel} sich fiur beide
Enzyme sehr gut mit einem Geschwindigkeitsgesetz 1. Ordnung beschreiben und fiihrte auf die
Halbwertszeiten ¢, , = 14000 h fiir die Hydantoinase sowie ¢, , = 1000 h flr die L-Carbamoylase.
Ein Vergleich mit den Halbwertszeiten der geldsten Enzyme (Abschnitte 5.1.2.3 und 5.2.1.1) zeigt,
dass die Immobilisierung die Betriebsstabilitat um mehr als den Faktor 1000 erhohte.

Obwohl die Anwesenheit des Substrats Benzylhydantoin bzw. Carbamoylphenylalanin die Stabi-
litdt der gelosten Enzyme negativ beeinflusste, wurden gesonderte Versuche zur Ermittlung der
Betriebstabiliat der Immobilisate nicht mit diesen Substraten wiederholt. Statt dessen wird im Ab-
schnitt 6.1.1.3 die Stabilitat der immobilisierten Enzyme bei mehrfacher Verwendung im Gesamt-
prozess untersucht.
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5.3.2 Untersuchung auf Stofftransportlimitierung

Bei der heterogenen Katalyse durch immobilisierte Enzyme wird die beobachtete Gesamtgeschwin-
digkeit von der Reaktionskinetik im Zusammenspiel mit dem Transport des Substrats aus der Um-
gebung an die katalytisch aktiven Zentren im makroporosen Partikel bestimmt. Die Umsetzung
lduft dabei reaktions- oder diffusionskontrolliert ab. Im letztern Fall kénnen sowohl der externe
Stofftransport an die Katalysatoroberflache als auch die Porendiffusion im Partikel langsamer als
der katalytische Schritt mit der Rate » sein und so die Gesamtgeschwindigkeit r.;; begrenzen.
Daraus resultiert ein verringerter Wirkungsgrad ), da die Gesamtaktivitat der Katalysators nicht
vollstandig genutzt wird:

Te
=4 (60)
r

Der Wirkungsgrad » in Gl. 60 ist das Verhaltnis von effektiver Reaktionsgeschwindigkeit r.;; zu
derjenigen ohne Stofftransportlimitierung.

Zur Bewertung eines gegebenen Katalysators ist es in der Literatur [3, 2] Ublich, den Einfluss
des Stofftransports auf den Wirkungsgrad mit Hilfe der dimensionslosen Kennzahlen Bi und @
zu beschreiben. Die Biot-Zahl Bi ist definiert als das Verhéltnis von externem Stofftransport zu
internem diffusivem Transport in den Poren des Katalysators:
ks R

Deys

Bi (61)

Das Verhaltnis der effektiven Reaktionsgeschwindigkeit zur internen Transportgeschwindigkeit im
Katalysator legt der effektive Thiele-Modul ® fest:

R Teff
P =— 62
3 \/Z)eff kol g (62

Fur einen differentiellen Festbettreaktor wurde nun der Wirkungsgrad n mit dem im Abschnitt
3.3 beschriebenen Modell und der vollstandigen Kinetik der Hydantoinase (Abschnitt 5.1) sowie
der Carbamoylase (Abschnitt 5.2) in Abhéangigkeit von Bi und ® aus der numerischen Losung
berechnet. Die effektive Reaktionsgeschwindigkeit ., ergab sich aus der Stoffbilanz an einem
einzelnen Katalysatorpartikel und ist im stationdren Zustand identisch mit dem diffusiven Zufluss

des Substrats: S ook S
MK e YK Korn
Teff = 0 <Deff ar | _ ) =V ky (C —C R) (63)

Als Ergebnis der Simulationsrechnungen resultierten die auf die zweistufige Umsetzung von D,L-
Benzylhydantoin abgestimmten Diagramme in Abb. 27. Das heif3t, die Umsetung von L-Benzylhy-
dantoin wurde auch durch den Transport und die Umsetzung des Zwischenprodukts L-Carbamoyl-
phenylalanin beeinflusst. Die Diagramme zeigen jeweils den Wirkungsgrad der beiden Substrat-
enantiomere in zwei verschiedenen literaturiiblichen Darstellungen.

Fir Thiele-Moduln & < 0,06 lauft die Umsetzung von L-Benzylhydantoin (¢ < 0,25 fur D-
Benzylhydantoin) mit allen gegebenen Biot-Zahlen reaktionskontrolliert ab, und es stellt sich der



5.3 Immobilisierte Enzyme 73

Wirkungsgrad n = 1 ein. In diesem Bereich bleibt eine Verbesserung des Transports in den Ka-
talysatorporen, also ein abnehmender Thiele-Modul, ohne Einfluss auf die effektive Reaktionsge-
schwindigkeit, da beide Stofftransportmechanismen schneller als die Reaktion sind. Eine Optimie-
rung des Katalysators durch Verminderung des Partikeldurchmessers oder der Enzymbeladung, die
eine geringere Gesamtaktivitét bei besserer Nutzung des Enzyms mit sich bringt, waren hier nicht
zweckmaRig.

Mit zunehmenden Thiele-Moduln beginnt die Limitierung der Reaktion durch unzureichenden
Transport der Substrate. Beziiglich D-Benzylhydantoin belegt die Bi-n-Darstellung rechts unten,
dass im untersuchten Bereich Bi = 13 ... 27 der externe Stofftransport nur fur den groRten be-

L-Benzylhydantoin

1,2 1,2
1 1 \#——
0,8 - 08 W/’
=0,6 0,6 \
0,4 T ---Bi=13 \“\ 0,4 /\/
]l — -Bi=16 A
0271 _gi—y . 0.2 - Vo
0 T T O T T T
0,01 0,1 1 10 10 15 20 25 30
o Bi
D-Benzylhydantoin
1,2 1,2
\
1 - B
. 1 — \
0.8 N 0,8 —
= 0,6 \ =06 / Yo
047 ---gi=13 0,4
0241 — —Bi=16
—Bi=27 0.2
0 T ' 0 T T T
0,01 0.1 o 1 10 10 15 20 25 30
Bi

Abbildung 27: Abhédngigkeit des Wirkungsgrads n vom externen und internen Stofftransport
(Bi bzw. ®) bei der zweistufigen Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin zu L-Phenylalanin
mit den Enzymen Hydantoinase und L-Carbamoylase. Die Darstellungen in einer Zeile sind
aquivalent zueinander.
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trachteten Thiele-Modul relevant war, da der Wirkungsgrad ansonsten unabhéngig von Bi bein =1
liegt.

Aus den Betriebsbedingungen in der Versuchsanlage ergab sich beziiglich des schneller umgesetz-
ten Substrats L-Benzylhydantoin der Thiele-Modul ® = 0,14 (B = 16), so dass eine geringfiigige
Limitierung vorlag (n = 0,96). Fur D-Benzylhydantoin wurde hingegen keine Stofftransportlimi-
tierung festgestellt (& = 0,07 ; Bi = 16).

5.4 Kinetik der Racemisierung von Benzylhydantoin

Im folgenden sind einige Ergebnisse der Diplomarbeit von Markus Abendschein [1] zusammenge-
fasst, die einen Uberblick tiber verschiedene Einfliisse auf die Racemisierung von Benzylhydantoin
geben. Beziiglich Einzelheiten zur experimentellen Durchfiihrung und kinetischen Modellierung
sowie weiterer Untersuchungen sei auf die Diplomarbeit verwiesen.

5.4.1 Racemisierung in wassriger Losung

Fur den Reaktionsmechamismus der spontanen Racemisierung 5-monosubstituierter Hydantoine
bestehen in der Literatur mehrere Hypothesen. Dakin et al. [19, 20] fuhrten bereits 1910 den Me-
chanismus auf die in Abb. 28 dargestellte Keto-Enol-Tautomerie zurtick und postulierten damit die
Gruppierung —-CRH-CO- als notwendige Voraussetzung. Durch intramolekulare Umlagerung des
Protons an die Carbonylgruppe verliert das zuvor asymmetrisch substituierte Kohlenstoffatom in
Position 5 seine Chiralitét. Es resultiert die planare Enol-Form des Hydantoins. Bei der erneuten
Umlagerung zur Keto-Form werden abhédngig von der zufalligen Anordnung des Protons ober-
oder unterhalb der Molekiilebene beide Enantiomere mit gleicher Wahrscheinlichkeit gebildet.

Neben diesem verbreiteten Ansatz existieren weitere Modellvorstellungen, die die Wechselwir-
kungen mit einer Base beriicksichtigen und so den Einflu} des pH-Wertes auf die Racemisierungs-
geschwindigkeit erklaren. Bovarnik und Clarke [7] postulierten die Bildung eines resonanzstabili-

L-5-Hydantoin D-5-Hydantoin
O OH @)

Ho¢ s R\\)\NH = R"/'(MNH
R 12§ —_— —_— H

N N« N«
H "o H "o H o
Keto Enol Keto

Abbildung 28: Racemisierung 5-monosubstituierter Hydantoine via Keto-Enol-Tautomerie.
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sierten, kurzlebigen Carbanions nach Abspaltung des Protons vom chiralen Kohlenstoffatom durch
eine Base, Lazarus [45] filhrte die allgemeine Basenkatalyse auf einen Ubergangszustand mit ei-
nem auf halbem Wege zwischen C(5)-Atom und Base lokalisierten Proton zuriick, und Reist et al.
[70] entwickelten einen Mechanismus mit bimolekularer elektrophiler Substitution.

Die pufferkatalysierte Racemisierung beruht nach Dudley und Bius [25] auf der Abgabe eines
Protons vom Pufferion an die Carbonylgruppe des Hydantoins in Position 4 und dem entgegenge-
richteten Transfer eines zweiten Protons vom chiralen Kohlenstoffatom zum Pufferion. Als Uber-
gangszustand entsteht wiederum ein Hydantoin in Enol-Form.

Unabhéngig von den Details der einzelnen Reaktionsmechanismen zeigen die Beobachtungen al-
ler zitierten Autoren, dass sich die Racemisierung der Hydantoine als reversible Reaktion mit Hin-
und Rickreaktion jeweils pseudo-erster Ordnung beschreiben ldsst. Da die Gleichgewichtskon-
stante notwendigerweise den Wert K [ = 1 besitzt, stimmen die Reaktionsgeschwindigkeitskon-
stanten der Hin- und Ruckreaktion &g, f bZW. kg, , Uberein. Durch Integration ergibt sich aus
der Reaktionsrate

Rac __ dcp-nu . der-pnu — I L
r - - - Rac,r CD-BnH — FRac, f CL-BnH

dt dt

= k’Rac (Cp-Bni — CL-Bnm) (64)

mit der Gleichgewichtskonzentration ¢z, s und kroe = kRac, f + kRac,r = 2 k. die folgende
Losung (Jencks [37]):
_ o
In Cé,-BnH ng-BnH — _kRac t (65)
Cr-BnH — CL-BnH
Startet die Reaktion mit optisch reinem Substrat, so entspricht die Konzentration eines Enantiomers
im Gleichgewicht der halben Ausgangskonzentration cf% 5, 7 = % _5,.5/2.

Wird GI. 32 (S. 46), die einen Zusammenhang zwischen Konzentration und gemessenem Drehwert
aps herstellt, in Gl. 65 eingesetzt, so resultiert Gl. 66 zur einfachen experimentellen Bestimmung
der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante.

In Q05 — gy (66)

0
Cops

Um verschiedene Mechanismen der Racemisierung in das kinetische Modell zu integrieren, setzte
Lazarus [45] die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante % .. aus drei additiven Beitrdgen zusam-
men.

kRae = (/f/og aom + kg ¢g) (1 — Bean) + ko aon Benm
= ZfIOH aon (1 = Bpnn) +kp cp (1 — Bpan) + kon aon Benn (67)
1 Y 3

Den Einflu des Hydroxidions (Aktivitit ao ) bzw. des Puffers (Konzentration c¢p des Puffers in
basischer Form) auf das undissoziierte Benzylhydantoin (Dissoziationsgrad /g, ) reprasentieren
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die Konstanten k,,; und kp (Terme 1 und 2 in GI. 67). Der basenkatalysierten Racemisierung des
dissoziierten Benzylhydantoins ist die Konstante ko im Term 3 zugeordnet.

Mit der Einfuhrung zusétzlicher Konzentrationen (aop, c¢g) in Gl. 67 erhoht sich im kinetischen
Modell die urspriinglich beobachtete Reaktionsordnung von pseudo-eins auf zwei.

Abb. 29 zeigt experimentell bestimmte Racemisierungskonstanten & .. von M. Abendschein [1]
und Lazarus [45] fur verschiedene pH-Werte und Puffer sowie Modellrechnungen gemald Gl. 67
mit den Kinetischen Parametern aus Tab. 12. Zur Berechnung der Dissoziationsgleichgewichte
dienten die pK-Werte in Tab. 13. Die Simulationsergebnisse stimmen gut mit den Messwerten
sowohl von M. Abendschein als auch von Lazarus iberein. Hierzu dnderte M. Abendschein jedoch
die von Lazarus als Startwerte Gibernommenen Modellparameter zwischen 30 und 90 %. Solche
Unterschiede beruhen vermutlich auf Differenzen hinsichtlich der verwendeten pK-Werte (Tab.
13), welche die Auswertung der Messdaten stark beeinflussten.

Dem Reaktionsmechanismus entsprechend begiinstigte ein basisches Milieu die Racemisierung.
So vervierfachte sich die Reaktionsgeschwindigkeit durch Anhebung des pH-Werts um zwei Ein-
heiten von 7,5 auf 9,5.

0,20
A Phosphatpuffer

® Tris-HCI-Puffer
& Carbonatpuffer
0,15 10 Messdaten Lazarus

a
’?

k [1/h]

4,5 55 6,5 7,5 8,5 95 105
pH

Abbildung 29: Einflul des pH-Werts auf die Reaktionsgeschwindigkeitskontante & .. bei der
spontanen Racemisierung von L-Benzylhydantoin. Zur Abdeckung eines weiten pH-Bereichs
wurden drei Puffersysteme (jeweils 0,1 M Phosphat-, Tris-HCI- bzw. Carbonatpuffer, T' =
37 °C) eingesetzt. Vergleich von eigenen experimentellen Daten [1] (gefiillte Symbole), Li-
teraturwerten [45] (leere Symbole) und Modellsimulationen (Linien) unter Beriicksichtigung
der verschiedenen Puffersysteme.
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Parameter Wert Wert Lazarus [45] Einheit

ko 4,00-10°2  4,00-102 1/(M min)
ko 2,60-102  7,10-102 1/(M min)
fphosphat 450.103  3,50.1073 1/(M min)
kLris 1,43.1072  2,31-1072 1/(M min)
kGarbonat —193.10-1  1,02.107* 1/(M min)

Tabelle 12: Kinetische Parameter der spontanen Racemisierung von Benzylhydantoin in drei
verschiedenen Reaktionspuffern gemal Gl. 67, T' = 37 °C.

Parameter Wert  Wert Lazarus [45] Gleichgewichtsexponent fur

pKw 13,7 unbekannt  Wasser

pKg 8,7 8,7 Benzylhydantoin
pKLhosphat g8 6,8 Phosphatpuffer
pKLis 7,9 8,1 Tris-HCI-Puffer
pK§aerbonat 10,0 9,7 Carbonatpuffer

Tabelle 13: Verschiedene pK-Werte zur Gleichgewichtsberechnung bei der Racemisierung von
Benzylhydantoin, 7' = 37 °C.

5.4.2 Racemisierung am lonenaustauscher Q-Sepharose FF

Wie im vorhergehenden Abschnitt gezeigt, ist der pH-Wert ein ma3geblicher Faktor zur Beschleu-
nigung der spontanen Racemisierung von Benzylhydantoin. Da diese jedoch nicht isoliert von
den enzymatischen Umsetzungen erfolgen konnte, waren bei der Wahl der Reaktionsbedingungen
insbesondere die Anforderungen der Enzyme zu beachten. Hinsichtlich Aktivitdt und Stabilitét
empfahl sich hier pH 8,5. Die verstéarkte Basen-Katalyse bei pH 9,5 war daher nicht nutzbar.

Alternativ bot sich der Einsatz eines starken Anionenaustauschers an, der durch lokale Erhdhung
des pH-Werts an der Oberflache der lonenaustauscherpartikel die gewiinschte Beschleunigung be-
wirkte. M. Abendschein untersuchte nach einem Vergleich verschiedener Produkte die Racemi-
sierung an Q-Sepharose FF (Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg), welche die besten
Ergebnisse aufwies.

Basierend auf einer Verteilung des Benzylhydantoins im zweiphasigen Reaktionssystem wurden
analog zum kinetischen Modell der spontanen Racemisierung mehrere katalytische Einfliisse in
GI. 68 additiv zusammengefasst. Die Verteilung resultierte zum einen aus der Adsorption neutralen
Benzylhydantoins an die ungeladene Matrix der Q-Sepharose FF (Abschnitt 5.6.2) und zum an-
deren aus dem lonenaustausch zwischen dissoziiertem Benzylhydantoin und Chloridionen (K7t
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und X747 in Tab. 14).

TAT = (CBnm — Cnm~) PraT . CBnH™ PIAT = 7 CBnH~ PIAT
kkae = \ ko aon +kiar ——————+ kow aog ————— ) Myar
CBnH . CBnH CBnH
bt 2 3

(68)
Der erste Term in Gl. 68 um die Geschwindigkeitskonstante k,,;; beschreibt die Racemisierung
durch Hin- und Ricktransfer eines Protons vom adsorptiv gebundenen, undissoziierten Benzylhy-
dantoin auf ein Hydroxidion in der Fliissigphase. Konzentrationen mit einem Uberstrich wie ¢,
oder ¢, g- bezeichnen die an den lonenaustauscher gebundenen Spezies, und p; 47 ist die Dichte
des feuchten lonenaustauschers. Ferner wurde angenommen, dass dissoziiertes, negativ geladenes

Parameter Wert Einheit Beschreibung

ko 4,00-1072  1/(M min g)

ko 6,35-101  1/(M min g)

krar 1,48-1072  1/(min g)

Kiar 1,32 - Selektivitatskoeffizient BnH~ / ClI— (pH = 8,5)
Xrar 200 mmol/L Kapazitat der Q-Sepharose FF

Tabelle 14: Kinetische Parameter der am lonenaustauscher Q-Sepharose FF katalysierten Ra-
cemisierung von Benzylhydantoin gemaR Gl. 68 (1" = 37 °C). Der Selektivitatskoeffizient legt
die Verteilung der Anionen BnH~ und CI~ zwischen der Flissigphase und dem lonenaustau-
scher fest.

Benzylhydantoin am lonenaustauscher ebenfalls infolge von Wechselwirkungen mit Hydroxidio-
nen (ko, Term 3) sowie beim Austausch mit Chloridionen (k; 47, Term 2) racemisiert. Die von
M. Abendschein identifizierten reaktionskinetischen Parameter sind in Tab. 14 zusammengefafit.

Zur Bewertung des praktischen Nutzens der Katalyse am lonenaustauscher Q-Sepharose FF sind
in Abb. 30 experimentelle Daten und Modellsimulationen zusammengestellt, die den EinfluR des
pH-Werts sowie der Pufferkonzentration auf die effektiven Reaktionsgeschwindigkeitskonstan-
ten flr katalysierte bzw. spontane Racemisierung zeigen. Mit zunehmender Pufferkonzentration
stieg die Geschwindigkeitskonstante der spontanen Racemisierung &%, in etwa linear an. Diesem
erwiinschten Effekt zuwider lief jedoch eine drastische Geschwindigkeitsabnahme der Katalyse
am lonenaustauscher (K%AT), auch wenn ihr Beitrag den der spontanen Reaktion stets tbertraf.
Das kinetische Modell prognostizierte als Bedingung fiir maximale Racemisierungsgeschwindig-
keit ein pufferfreies System. Ursache der Geschwindigkeitsabnahme bei anwachsender Pufferkon-
zentration war die Verdrédngung der an den lonenaustauscher gebundenen Benzylhydantoinionen
durch Chloridionen, woraus eine Einschrankung der katalytischen Wechselwirkungen resultierte.
Die Anreicherung von Benzylhydantoin in der Flussigphase, in Abb. 30 ersichtlich an der zu-
nehmenden Benzylhydantoinkonzentration cg,, 57, war Folge des verstarkten lonenaustauschs. Ein
ungepuffertes Reaktionssystem unterstiitzte daher nicht nur die Bemilhungen um eine einfache
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Produktaufarbeitung, sondern war auch hinsichtlich der Racemisierung vorzuziehen. Im Abschnitt
6.2 wird ein solches System néher betrachtet.

Die Verschiebung des pH-Werts in den basischen Bereich bewirkte wie erwartet eine Beschleu-
nigung der Racemisierung, wobei der durch Katalyse erzielte Geschwindigkeitszuwachs im Ver-
gleich zur spontanen Reaktion tUiberproportional anstieg. Aufgrund der starkeren Dissoziation band

Gleichgewichtskonzentration in der Flissigphase
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Abbildung 30: Racemisierung von 5 mM L-Benzylhydantoinldsung in einem System aus
54 mL Tri-HCI-Puffer und 5 g Q-Sepharose FF, T' = 37 °C. Variiert wurde der pH-Wert bei
konstanter Pufferkonzentration (0,1 M Tri-HCI-Puffer, Abbildungen linke Spalte) bzw. die Puf-
ferkonzentration bei konstantem pH-Wert (pH 8,5, Abbildungen rechte Spalte). Obere Reihe:
Gleichgewichtskonzentration an Benzylhydantoin in der Flissigphase. Untere Reihe: Effekti-
ve Reaktionsgeschwindigkeitskontanten fiir die katalysierte (ki{gf: durchgezogene Linie) und
spontane (k% .: gestrichelte Linie) Racemisierung. Vergleich von experimentellen Daten und
Modellsimulationen.
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ein groRerer Anteil Benzylhydantoin an den lonenaustauscher und bewirkte so die zunehmende
katalytische Aktivitat. Zum Ausgleich verarmte die Flussigphase an Benzylhydantoin und seine
Konzentration ¢z, nahm mit steigendem pH-Wert ab.

Fur den hinsichtlich der Enzymeigenschaften optimalen pH-Wert 8,5 ergab sich durch Einsatz von
5 g lonenaustauscher mit k547 ~ kL gegentiber der spontanen Racemisierung eine Verdopplung
der resultierenden Gesamtgeschwindigkeit.

5.5 Kinetik der Auflosung von Benzylhydantoin

Fir einen Teil der Experimente mit der Versuchsanlage wurde das Substrat Benzylhydantoin nicht
in geldster Form, sondern als Feststoff eingesetzt, der sich im Membranreaktor (Abb. 2, S. 26)
kontinuierlich wahrend der Reaktion Ioste und durch eine Mikrofiltrationsmembran zuriickgehal-
ten wurde. Die Simulation dieser Prozessvariante erforderte ein mathematisches Modell, welches
die Kinetik der Auflésung von Benzylhydantoin beschreibt.

Wolff et al. [102] entwickelten furr die enzymatische Umsetzung suspendierter fester Substrate ein
detailliertes kinetisches Modell mit der Annahme, dass das feste Substrat als kugelférmige Par-
tikel vorliegt, die aufgrund der Auflosung kleiner werden, aber weder auseinanderbrechen noch
miteinander agglomerieren. Werden die Substratpartikel nach ihrem Durchmesser in i verschiede-
ne Klassen sortiert, so kann der spezifische Stoffstrom ¢,;, von der festen Phase in die Fllissigphase

Prss = kpa(c —c) (69)

durch die Summe ¢;55 = > @55, ersetzt werden. Dabei ist &, der Stofflibergangskoeffizient, a die
spezifische Phasengrenzflache aller Substratpartikel und ¢* die Loslichkeit des Substrats. Dieser
Ansatz erfordert fir das Substrat die Kenntnis der Partikelgrof3enverteilung.

Da in dieser Arbeit die Kinetik der Auflosung infolge ihrer Schnelligkeit das dynamische Verhalten
des Gesamtprozesses kaum beeinflusste, wurde dem detaillierten Modell ein einfacher empirischer
Ansatz nach Maxon et al. [54] vorgezogen. Damit entfiel auch der hohe experimentelle Aufwand,
eine PartikelgroRenverteilung des fein-kristallinen, aufgereinigten D,L-Benzylhydantoins der De-
gussa AG (Abschnitt 4.1) zu bestimmen. Die von Maxon et al. angegebene Beziehung

¢lf§s - ks Cg (C* - C) (70)

beruht auf Arbeiten von Higuchi et al. [30, 31] und wurde in der Vergangenheit verschiedentlich
im Zusammenhang mit enzymatischen Umsetzungen angewandt [14, 15]. Die Konzentration c,
bezieht sich auf den ungeldsten Feststoff, und die Grole &, ist ein empirischer Parameter, der mit
Hilfe von Messdaten identifiziert wurde.

Experimentell bestimmt wurde die Kinetik der Auflésung durch plétzliche Zugabe von festem D,L-
Benzylhydantoin in den geriihrten (n = 300 1/min) und mit 265 mL 0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5,
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T = 37 °C, beflllten Membranreaktor (Abschnitt 2.2.1). Bezogen auf das Reaktionsvolumen ent-
sprach die eingesetzte Stoffmenge einer Konzentration von 8,5 mM. Mit der Membranpumpe P1
wurde die Benzylhydantoinlésung permanent unter der Mikrofiltrationsmembran abgesaugt und
in den Reaktor zurtickgefiihrt. In diesem Kreislaufstrom befand sich ferner die Durchflusskivette
eines Photometers (Wellenldnge A = 249 nm), so dass der zeitliche Konzentrationsverlauf aus
der kontinuierlich gemessenen Absorption berechnet werden konnte. Der Transportwiderstand
der Mikrofiltrationsmembran (0,2 zm Porendurchmesser) war fiir diese Betriebsbedingungen ver-
nachlassigbar.

Abb. 31 stellt das Messergebnis dem auf GI. 70 beruhenden simulierten Verlauf gegenuiber. Mit
einer Loslichkeit des Benzylhydantoins von ¢y, ;g = 8,6 mM (Tab. 8, S. 49) resultierte der
empirische Parameter zu k, = 8,54-10~° 1/(s mM?). Fiir die praktische Handhabung des Gesamt-
prozesses war es wichtig, dass der Losungsvorgang schnell ablief, jedoch aufgrund der schlechten
Benetzbarkeit des Benzylhydantoinpulvers mit wassrigen Losungen leicht grofiere Agglomerate
entstanden, deren Auflésung viel Zeit beanspruchte.

Cgnn [MM]

0 0,5 1 1,5 2 25
t[h]

Abbildung 31: Konzentrationsverlauf bei der Auflosung von 85 mM festem D,L-
Benzylhydantoin im Membranreaktor (n =300 1/s, T'= 37 °C, 0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5).
Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.
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5.6 Physikalische Charakterisierung der Festbett-Schittungen
5.6.1 Eupergit C 250L und Q-Sepharose FF

Wie im Abschnitt 5.3 erldutert, wurden in der Versuchsanlage die an Eupergit C 250L bzw. EAH-
Sepharose 4B immobilisierten Enzyme Hydantoinase und L-Carbamoylase eingesetzt. Eupergit C
250L ist ein kugelformiger makroporoser Trager mit 200 zm mittlerem Partikeldurchmesser und
funktionellen Oxirangruppen zur kovalenten Bindung von Enzymen. Die Matrix besteht aus ei-
nem Copolymer auf Acrylamid-Basis, ist elektrisch neutral und tiberwiegend hydrophil. Industri-
elle Anwendungen liegen im Bereich der Immobilisierung von Penicillin-Amidase und Trypsin.
Hauptsdchlich fur die Affinitdtschromatographie genutzt wird die EAH-Sepharose 4B, die Uber
eine Matrix aus quervernetzter Agarose verfligt und zur Immobilisierung von Enzymen an ihren
primdren Aminogruppen die Carboxylgruppen der Proteine kovalent binden kann. Nach Hersteller-
angaben liegt der Partikeldurchmesser im Bereich von 45 bis 165 pm. Da die Experimente mit der
Versuchsanlage vergleichsweise geringe Mengen (< 20 g) der immobilisierten L-Carbamoylase er-
forderten, wurden bei der Modellierung des Mischbetts aus Eupergit C 250L und EAH-Sepharose
4B allein die Eigenschaften des Eupergits C 250L berticksichtigt.

Die Racemisierung von Benzylhydantoin wurde mit Hilfe des stark basischen Anionenaustau-
schers Q-Seharose FF katalysiert (Abschnitt 5.4). Er besitzt eine Matrix aus quervernetzter Agarose
mit quartdren Aminogruppen (Trimethylamin). Der Durchmesser der kugelformigen Partikel liegt
gemaR Produktinformation zwischen 45 und 165 ym bei einem Mittelwert von 90 pm.

Zur Berechnung des Sauterduchmessers der Q-Sepharose FF bestimmte M. Abendschein [1] die
PartikelgroRenverteilung mit Hilfe der Laserbeugung (Particle Sizer 2600, Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, GB). Dieses Verfahren ist insbesondere bei Partikeln geeignet, deren duRere
Gestalt moglichst wenig von der Kugelform abweicht, was durch rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen bestatigt werden konnte. Der Sauterdurchmesser ds erlaubt die Berechnung der fir
den Stofftransport tiber eine Phasengrenze (GI. 2, S. 33) wichtigen spezifischen Oberfldche a eines
Partikelkollektivs:

S?(es S?(es T 3 (2 d%{ ) 6 (1 — €m)
a = = 1 — € ~ges — 1 — € - = 71
Vi (1= er) Ve (1= er) /6 % (2 d% ;) dg (1)

Mit dem Wechsel von einer Anzahlverteilung z; zur experimentell ermittelten Volumenverteilung
&; gilt fur den Sauterdurchmesser:

> (2 d%(,i) . 1
Y (zdi,) X (&/di.)

Abb. 32 zeigt die Volumenverteilung des in Klassen sortierten Partikeldurchmessers. Die Breite
der Verteilung stimmt im wesentlichen mit den Angaben des Herstellers tberein. Jedoch waren
10 Vol% der Partikel Kleiner als 45 m, was z.B. durch Abrieb infolge mechanischer Beanspru-
chung verursacht worden sein konnte. Aufgrund ihrer geringen Grol3e trugen diese Partikel mit

dg = (72)
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Abbildung 32: Volumenanteile &; der Partikeldurchmesserklassen fiir den Anionenaustauscher
Q-Sepharose FF.

17 % Uberproportional zur gesamten spezifischen Oberflache des Partikelkollektivs bei. Der Sau-
terdurchmesser ds ergab sich nach Gl. 72 zu ds = 80 um und war damit kleiner als der vom
Hersteller angegebene mittlere Durchmesser.

Das detaillierte Modell des Festbettreaktors aus Abschnitt 3.3 einschliel3lich enzym- bzw. ionen-
austauscherkatalysierter Stoffumsetzung erforderte auller dem Sauterdurchmesser die Kenntnis der
Porositét eines einzelnen Partikels e x sowie des Hohlraumanteils im Festbett ¢ ;. Ferner war die
Diche px des pordsen Trégersmaterials in gequollenem Zustand fur die Umrechnung von mas-
senspezifischen Reaktionsraten in volumenspezifische Raten von Interesse. Zur experimentellen
Bestimmung der gesuchten GroRen wurden in einen graduierten Glaszylinder getrocknete Partikel
der Masse mg., 4, €ingewogen und anschliefend mit Pufferlosung versetzt. Nach Beendigung der
Quellphase wurde die Schittung zu einem Festbett verdichtet, der tberstehende Puffer abgesaugt
und sowohl die Masse m , als auch das Volumen V7, des Festbetts gemessen, welches aufgrund
der Quellung nicht mit dem Volumen der trockenen Schiittung tibereinstimmte. Im letzten Schritt
wurde das Festbett abgenutscht und die Masse m ., ; der feuchten Schiittung ermittelt. Aus diesen
MessgroRen resultierten die Dichte der trockenen Schittung pscn, ir = Msen, e/ Vs SOWie der feu-
chen Schiittung psen, f = msen, £/ Viw und diejenige des Festbetts pry, = mpy/Vip. ZUsammen mit
der Feststoffdichte ps des massiven Trédgermaterials und der Dichte der Pufferldsung pp dienten
diese GroRen zur Auswertung der folgenden Beziehungen:

€rs = (Pro— Psch,s)/pp (73)
€ges — (pS - pSch,tr)/IOS (74)
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ex = (€ges — €mp)/(1 — €mp) (75)
Pr = Pseh, i/ (1 — €m) (76)

Mit den Mittelwerten aus jeweils vier Versuchsreihen ergaben sich die in Tab. 15 zusammengefas-
sten Porositdten und Dichten.

Der Wassergehalt des gequollenen Tragermaterials Eupergit C 250L betrug 2,75 mL/g g, und
lag somit im Bereich der Produktspezifikation von 2,5 ... 3 mL/Qscp, ¢r-

In einer Untersuchung zur Adsorption von Immunoglobulin an Q-Sepharose FF schatzten Chase et
al. [11] die Porositét der Partikel anhand des Agarosegehalts mit e - = 0,94 ab. Whitley et al. [96]
geben ex = 0,95 an. Beide Werte stimmen gut mit e aus Tab. 15 {berein. Ferner bestatigte M.
Abendschein [1] die Dichte pj der gequollenen Q-Sepharose FF durch Messungen im Pyknometer.

dg €K PK €Fb  €ges  PS
Schuttung [zm] [1  [gem®] [1 [1 [glem?]
Eupergit C 250L 200 (dso) 077 1,05 034 085 1,20
Q-Sepharose FF 80 (dgquter) 0,91 1,07 0,20 0,93 1,79

Tabelle 15: Partikeldurchmesser, Porositdten und Dichten verschiedener Festbett-Schiittungen.

Der Druckabfall beim Durchstrémen einer 20 cm hohen Q-Sepharose FF Schiittung (dy, = 5 cm)
mit einem Volumenstrom von 2 L/h betrug ca. 200 mbar und entsprach etwa 40 % des gemaR der
Ergun-Gleichung Ap = 150 (1 — 6Fb)2/€:1)’?b i L) d2 u, erwarteten Werts. Dies ist wahrscheinlich
auf die besondere Struktur des Fast Flow Materials zuriickzufiihren, bei dem ein Grof3teil der Poren
nicht im Partikel endet sondern durch das Partikel hindurchfihrt.

5.6.2 Adsorption an Q-Sepharose FF

Erste Ergebnisse beim Betrieb der Versuchsanlage zeigten, dass die Adsorption bzw. Desorption
der Reaktanten in dem mit Q-Sepharose FF gepackten Festbettreaktor das dynamische Verhalten
des Prozesses stark beeinflusste.

Adsorption und Desorption sind reversible Vorgénge in einem dynamischen Gleichgewicht, wel-
ches sich im Vergleich mit den enzymkatalysierten Reaktionen sehr schnell einstellt. Ein detaillier-
tes Schema der Verhaltnisse am lonenaustauscher Q-Sepharose FF zeigt Abb. 33 fir das Substrat
Benzylhydantoin. Da Benzylhydantoin als schwache Sdure bei den gegebenen Reaktionsbedingun-
gen dissoziiert, kann nicht nur die undissozierte Form an die Matrix der Q-Sepharose FF adsorbie-
ren, sondern auch das geladene Benzylhydantoin einem Austausch mit den Chloridgegenionen des
lonenaustauschers unterliegen [36].

In der Diplomarbeit von M. Abendschein [1] wurden dieses detaillierte Modell und ein vereinfach-
ter Ansatz ohne Dissoziation, der die Verteilung des gesamten Benzylhydantoins zwischen Fliissig-
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Abbildung 33: Adsorption des undissoziierten Benzylhydantoins und lonenaustausch der ge-
ladenen Form mit Chlorid-Gegenionen am lonenaustauscher Q-Sepharose FF.

und Festphase mittels einer Adsorptionsisotherme beschreibt, miteinander verglichen, und es folg-
te, dass das einfache Modell bei konstanten pH-Werten und Pufferkonzentrationen hinreichend
genau war. Der Grund dafiir bestand im geringen Anteil des in geladener Form an den lonenaus-
tauscher gebundenen Benzylhydantoins, da bei pH 8,5 zum einen das geloste Benzylhydantoin
(pKs = 8,7) nur unvollstandig dissoziiert mit einem Dissoziationsgrad von 39 % vorlag und zum
anderen die Q-Sepharose FF keine stark ausgepragte Selektivitét fir Benzylhydantoinionen auf-
wies (vgl. K47 in Tab. 14, S. 78).

Ein Adsorptionsgleichgewicht &Rt sich als Isotherme durch die Konzentration in der Fliissigphase
und die von der Schittung adsorbierte Stoffmenge charakterisieren [43]. Mit dem lonenaustau-
scher Q-Sepharose FF wurden die Adsorptionsisothermen von Benzylhydantoin, Carbamoylphe-
nylalanin und Phenylalanin bei 37 °C in 0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5 experimentell bestimmt.
Wechselwirkungen, die bei der Adsorption mehrerer Komponenten auftreten konnen, blieben im
Gesamtsystem unberiicksichtigt, ohne die Giite der Uberstimmung von Messwerten und Simula-
tionen einzuschrénken. Da in den Festbettreaktoren der Versuchsanlage die Masse des lonenaus-
tauschers Q-Sepharose FF mit m;4r ~ 300 g diejenige der Enzymimmobilisate um mehr als das
zehnfache Uberstieg, wurde die Adsorption an diese vernachléssigt.

Fur die absatzweise durchgefiihrten Experimente wurden Ldsungen verschiedener Konzentratio-
nen in einem Rihrkessel mit 75 mL Volumen vorgelegt und bis zum Erreichen einer zeitlich kon-
stanten Konzentration in der Flissigphase durch einen mit ca. 15 g Q-Sepharose FF gepackten
Festbettreaktor (XK16, Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg) gepumpt, dessen Ablauf
mit dem Rihrkessel verbunden war. Die Konzentration in der Flissigphase wurde polarimetrisch
uberwacht und diente zusammen mit der Startkonzentration zur Berechnung der von der Schiittung
adsorbierten Stoffmenge. Vor jedem Versuch erfolgte ein Austausch der Festbettschiittung gegen
frische Q-Sepharose FF der gleichen Charge und die anschlieRende Aquilibrierung mit 0,2 M Tris-
HCI-Puffer, pH 8,5.

Abb. 34 zeigt die Adsorptionsisothermen fiir Phenylalanin und Carbamoylphenylalanin. Wahrend



86 5 Reaktionstechnische Beschreibung der Teilsysteme

o
o
S
o)

1

Crne™® [mmol/g]
o
o
o
=
1

o
o
S
N
1

Cphe [MM]

o
o
o
[00]

1

o
o
S
®
1

CcphemIs [mmol/g]

o
o
S
N
1

0 T T T T
0 1 2 3 4 5

Ccphe [MM]

Abbildung 34: Isothermen fiir die Adsorption von Phe (oben) und CPhe (unten) an Q-
Sepharose FF (37 °C, 0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5). Vergleich von experimentellen Daten

und Modellsimulationen.
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im Fall der Aminosdure die zufriedenstellende Beschreibung der experimentellen Daten mit einer
nichtlinearen Isothermengleichung gelang,

k?lC
k2+C

c= (77)
welche von Langmuir fiir das Gleichgewicht an homogenen Oberflaichen bei monomolekularer
Beladung abgeleitet wurde, galt fur das Carbamoylphenylalanin eine lineare Isotherme, die mit
¢ < ko aus GI. 77 folgt:

c=kyc (78)

Ebenso fand M. Abendschein [1] bei Versuchen zur Adsorption von Benzylhydantoin einen linea-
ren Zusammenhang zwischen der Beladung und der Konzentration in der Flissigphase.

Die Giltigkeit der Langmuir-1sotherme fiir Phenylalanin ist vor allem auf seine bessere Loslichkeit
(Tab. 8, S. 49) zurlickzufuihren, die Experimente mit zehnfach hoheren Konzentrationen erlaubte.
Alle geschatzten Modellparameter der Isothermengleichungen 77 bzw. 78 sind in Tab. 16 zusam-
mengefasst.

Bei mehrfacher Verwendung des lonenaustauschers zeigte sich eine starke Abnahme des Adsorp-
tionsvermogens bezuglich Benzylhydantoin, die die in Abschnitt 6.1.1.4 beschriebene Korrektur
des Parameters £y p,n notwendig machte. Aus dem gleichen Grund wurden die Parameter flr
Carbamoylphenylalanin und Phenylalanin in den Abschnitten 6 und 7 zur Verbesserung der Uber-
einstimmung zwischen Messwerten und Modellsimulationen einmalig nachjustiert.

k1 ko kg

[mmol/g]  [mmol/L] [L/g]
Benzylhydantoin - - 2,61-1073
Carbamoylphenylalanin - - 1,89-1073
Phenylalanin 13,7-1073 35,2 -

Tabelle 16: Parameter der Isothermengleichungen 77 bzw. 78 fur die Adsorption von BnH,
CPhe bzw. Phe an Q-Sepharose FF (37 °C, 0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5).

5.7 Charakterisierung der Vermischung in den Reaktoren
5.7.1 Terminale Mischzeit im Membranreaktor

\oraussetzung fir den im Abschnitt 3.2 gewéhlten Modellansatz eines idealen Rihrkessels zur
mathematischen Beschreibung des Membranreaktors (Abschnitt 2.2.1) ist eine im Vergleich mit
Reaktion und Losungsvorgangen schnelle Durchmischung. Als charakteristische Grofe der Durch-
mischung wurde daher die terminale Mischzeit, die bis zum Erreichen einer bestimmten Mischgiite
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verstreicht, mit Hilfe von Pulsexperimenten bestimmt. Nach pulsartiger Zugabe einer geringen
Menge an inertem Spurstoff wurde mit einem geeigneten Sensor als Systemantwort der zeitliche
Konzentrationsverlauf gemessen, welcher sich der mittleren Spurstoffkonzentration anndherte. De-
finiert ist die terminale Mischzeit ¢,,, als Zeitspanne zwischen Spurstoffpuls und demjenige Zeit-
punkt, ab dem der Konzentrationsverlauf ein Band von +5 % (oder +-2,5 %) um den Endwert nicht
mehr verldsst. Die Breite dieses Bandes kennzeichnet die Homogenitdt im Reaktor und somit die
Mischgiite. Ergebnisse von Mischzeitexperimente sind hdufig nur eingeschrankt mit entsprechen-
den Literaturangaben vergleichbar, da das Antwortsignal fiir gegebene Versuchsbedingungen stark
vom Puls- und Messort abhéngt [76].

Dem mit 650 mL vollentsalztem Wasser geftillten Membranreaktor wurde als Spurstoff jeweils
1,5 mL gesattigte NaCl-Losung (Loslichkeit in Wasser bei 30 °C: 363 g/L [66]) mit einer Spritze
pulsartig zugegeben. Aufgrund ihrer Abmessungen erforderte die verwendete Leitfahigkeitsmess-
sonde (LF 95, Wissenschaftlich-Technische Werkstdtten GmbH & Co. KG, Weilheim) vorab den
Einbau langerer Glassschiisse in den Membranreaktor, um die Hohe des Reaktionsraums zu ver-
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Messort

Pulsort B o |
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Bt e i T RSN TR
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Abbildung 35: Normierte Systemantworten fiir einen Puls auf die Flussigkeitsoberflache (A)
bzw. in den Kern der Strémung (B) des Membranreaktors aus Abschnitt 2.2.1 (Vg = 650 mL,
n =500 1/s).
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grolern. Das Signal der Sonde, deren Ansprechzeit weniger als 150 ms betrug, wurde mit dem
Prozessleitsystem rho-Prozess Control Pro (rhothron, Bexbach-Frankenholz) online erfasst und
abgespeichert. Bei einer Drehzahl von 500 1/s und einem Durchmesser des Scheibenriihrers von
40 mm folgte die Rihrer-Reynolds-Zahl

2
ndp

RGR = (79)

Zu Rep = 1,3-10%, womit die hydrodynamischen Verhéltnisse gemaR Leistungscharakteristik fiir
einen Rilhrkessel ohne Strombrecher [58, 62] im Ubergangsbereich zwischen laminarer und tur-
bulenter Stromung lagen.

Abb. 35 zeigt normierte Systemantworten fiir einen Puls auf die Fliissigkeitsoberflache (A) bzw.
in den Kern der Stromung (B). Dabei war der Messort diametral zum Pulsort angeordnet. Ins-
besondere Abb. 35 (A) verdeutlicht, dass die Spurstoffwolke von der Zirkulationsstromung in
zunehmenden zeitlichen Abstdnden an der Messsonde vorbeigefiihrt wurde und sich nach zwei
Umldufen gleichméaRig im Reaktor verteilt hatte. Ein Vergleich der terminalen Mischzeiten ¢,,, o5 =
8,4 s fur (A) bzw. t,, 95 = 9,5 s fiir (B) belegt den Einfluss des Pulsortes auf den Verlauf des Ant-
wortsignals. Da die Versuche mit Stoffumsetzungen bei einer Drehzahl von n = 300 1/s erfolgten,
wurde die terminale Mischzeit geméal der fir turbulente Stromungsverhdlnisse giltigen Bezie-
hung n t,, = const. [52] zu t,,, 95 = 15,8 s flir den Fall (B) abgeschétzt, welche damit mehr als eine
Grolkenordnung kleiner war als die charakteristischen Zeiten der Reaktionen und Losungsvorgénge
und den Modellansatz des idealen Riihrkessels rechtfertigte.

5.7.2 Axiale Dispersion im Festbettreaktor

Abweichungen vom idealen Stromungsverhalten eines Festbettreaktors infolge turbulenter Ver-
mischung bzw. Wirbelbildung kdnnen mit verschiedenen Modellansétzten berticksichtigt werden.
Das Dispersionsmodell, welches der Bilanzgleichung fiir die Bulk-Phase des Festbettreaktors (Gl.
2, S. 33) im Abschnitt 3.3 zugrunde liegt, beschreibt die Riickvermischung in Analogie zur Dif-
fusion und erfordert als Modellparameter den axialen Dispersionskoeffizienten D,,. Neben einer
theoretisch abgeleiteten Gleichung fur laminare Stromung in Leerrohren (Taylor, Aris in [2]) be-
stehen zahlreiche empirische Beziehungen [72, 16] der Gestalt Pep = f(Rep, Sc, €x), die die
Berechnung von D, mit Hilfe der auf den Partikeldurchmesser bezogenen Peclet-Zahl

Pep = (80)

ermoglichen. Generell gilt, dass die Partikel-Peclet-Zahl fur Fliissigkeitsstromungen tber weite
Bereiche anndhernd konstant ist [52, 2] und mit zunehmender Partikel-Reynolds-Zahl Rep bzw.
Festbettporositét €5, gegen einen Grenzwert von Pep = 2 strebt.

Da die empirischen Beziehungen tiberwiegend fiir Fullkdrper bzw. Festbettschiittungen, die in ih-
rer Struktur stark von dem verwendeten lonenaustauscher Q-Sepharose FF abweichen, aufgestellt
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wurden, erfolgte in dieser Arbeit eine Schatzung von Pep (bzw. D,,) mit Hilfe experimenteller
Daten.

Geeignet zur Charakterisierung der Riickvermischung sind Laborversuche, die das Antwortverhal-
ten des Festbettreaktors auf eine definierte Anregung am Zulauf z.B. in Form einer Pulsfunktion
(Dirac’sche §-Funktion) oder Sprungfunktion ermitteln. Bei pulsartiger Zudosierung eines inerten
Spurstoffes folgt die Verweilzeitverteilung E(¢) aus der augenblicklichen Spurstoffkonzentration
c¢(t) am Reaktorablauf:

n Ve(t) c(t;)

B() = ny JV e(t) dt B >0 e(ti) At

(81)

Die Sprungfunktion wird durch sprungartige Erhéhung der Spurstoffkonzentration im Zulauf auf
den konstanten Wert ¢, realisiert und liefert mit der normierten Systemantwort die Verweilzeit-
summe F'(t):

pay = <O _ db) (82)

Mit der mittleren hydrodynamischen Verweilzeit 7 = e, L/u, ergeben sich die folgenden dimen-
sionslosen Beziehungen:

0 = t/t (83)
E®) = TE(®) (84)
FO) = F(1) (85)

Fur die Experimente zur Identifizierung der Partikel-Peclet-Zahl Pep diente ein mit Q-Sepharose
FF gepackter Festbettreaktor (XK16, Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg), der einen
Innendurchmesser von 1,6 cm und ca. 10 cm Betthohe aufwies. Als inerter Spurstoff wurden am
Kopf der Sdule 1,1 mL 1%ige Acetonldsung pulsartig (At ~ 1s) mit einer Spritze in einen kontinu-
ierlich tber das Festbett gepumpten Tragerstrom (0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5, 37 °C) injiziert.
Zur photometrischen Detektion des Antwortsignals war der Ablauf des Festbettreaktors unmit-
telbar mit einer Durchflussmesszelle verbunden. Die angestrebte Verringerung des Spurstoffvolu-
mens hatte aus messtechnischen Griinden eine Erhdhung der Acetonkonzentration erfordert, was
im Hinblick auf die eingeschrankte Stabilitat des Werkstoffs der Sdule jedoch nicht moglich war.

Ergdnzend zur inerten Acetonlésung wurde 8 mM D,L-Benzylhydantoinlosung als Spurstoff ge-
nutzt, so dass in diesem Fall Adsorptionsvorgénge die Verweilzeitverteilung tberlagerten. Puls-
versuche konnten nicht duchgefiihrt werden, da die Empfindlichkeit der photometrischen online-
Analytik (Messwellenldnge A = 247 nm) auch bei Verwendung von Spurstofflosungen mit maxi-
maler Konzentration nicht zur Detektion der stark verschmierten Pulsantworten hinreichte. Alter-
nativ wurden Sprungantworten und Antworten auf rechteckformige Anregungen, die sich durch
Hin- und Herschalten des Reaktorzulaufs zwischen Puffer- und Benzylhydantoinlosung ergaben
(Vspurstorf =5 mL, At & 7), bestimmt.
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Abbildung 36: Verweilzeitverteilung fir den Festbettreaktor nach einem inerten Acetonpuls,
7 = 44 s. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulation.

Jeweils eine Auswahl der kontinuierlichen Messwerte wurde gemal den GI. 81 und 84 bzw. 82 und
85 ausgewertet und zusammen mit simulierten Plus- bzw. Sprungantworten zur Berechnung eines
Fehlerkriteriums genutzt, das durch Optimierung des Modellparameters Pe » minimiert wurde. Al-
le weiteren Parameter fiir das detaillierte Modell des Festbettreaktors (Abschnitt 3.3) entsprachen
den Angaben in den vorhergehenden Abschnitten. Eine Abweichung bestand beim experimen-
tell ermittelten Hohlraumanteil, der mit e, = 0,24 um 20 % Uber dem entsprechenden Wert in
Tab. 15, S. 84, lag. Ursache dafiir war die ungleiche Kompression der Festbett-Packungen in den
verschiedenen Festbettreaktoren. AuBRerdem stellten sich im Zuge der Parameteroptimierung die
Partikelporositét e = 0,90 (Tab. 15: e, = 0,91) und der molekulare Diffusionskoeffizient des Ben-
zylhydantoins Dy = 9,56-10~% cm?/s (D, = 9,81-10~% cm?/s nach Wilke und Chang, S. 40) ein.

Die Verweilzeitverteilung des Festbettreaktors nach einem inerten Acetonpuls zeigt Abb. 36. Das
Eingangssignal wurde im Festbettreaktor stark aufgeweitet und entsprechend in seiner Hohe redu-
ziert. Auffallig ist die Abweichung der mittleren Verweilzeit ¢,, von der mittleren hydrodynami-
schen Verweilzeit 7 (d.h. 6,, ~ 3,8 # 1). Der Grund fiir die zeitliche Verzégerung der Pulsantwort
besteht darin, dass sich das Aceton nicht nur in der Bulkphase bewegt, sondern diffusiv in die
Korner transportiert wird, und somit ein grofieres Volumen im Festbettreaktor erfiillt.

In Abb. 37 sind die Systemantworten auf verschiedene Anregungsfunktionen bei Verwendung
von Benzylhydantoinlosung als Spurstoff dargestellt. Deutlichster Unterschied im Vergleich mit
der Antwort beim Acetonpuls ist das weitere Anwachsen der mittleren Verweilzeit (6,, ~ 13, 3),
welches mit der Zuriickhaltung des Benzylhydantoins in den Poren der lonenaustauscher-Korner
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Abbildung 37: Systemantworten des Festbettreaktors auf rechteckformige Eingangssignale
(oben) bzw. sprungférmige Anregungen (unten) bei verschiedenen mittleren hydrodynami-
schen Verweilzeiten 7. Als Spurstoff wurde 8 mM D,L-Benzylhydantoinldsung verwendet.
Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulationen.
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infolge Adsorption und Desorption zu erkléren ist (Abschnitt 5.6.2). Da sich die Verlaufe der Ant-
wortsignale im untersuchten Bereich mit abnehmender Verweilzeit = nicht veranderten, war die
Diffusion auch bei der hochsten Leerrohrgeschwindigkeit scheller als der konvektive Transport
und es erfolgte stets ein rascher Konzentrationsausgleich zwischen Porenvolumen und Bulk.

Tab. 17 fasst die Ergebnisse der Parameteridentifizierung fiir verschiedene Verweilzeiten = zusam-
men. In Ubereinstimmung mit theoretischen Erwédgungen und den eingangs angefiihrten empiri-

T Rep Pep Pe
[s]

85 411072 0,44 4195
48 7,1-1072 057 5453
36 96:1002 0,73 6989

Tabelle 17: Partikel-Peclet-Zahlen Pep fir verschiedene Verweilzeiten 7. Experimentelle
Grundlage waren Verweilzeitverteilungen nach rechteckférmiger Anregung des Eingangs mit
Benzylhydantoin. Die auf die Reaktorldnge bezogenen Peclet-Zahlen Pe wurden aus Pe p be-
rechnet.

schen Korrelationen wuchs die Partikel-Peclet-Zahl Pep» mit abnehmender Verweilzeit (linear) an.
Ferner bestatigt die von Ruthven [72] fir Stromungen durch pordse Partikel angegebene Beziehung

L 0,5€m + 20
- — €
Pep ’ ro Rep Sc

(86)

den im untersuchten Bereich (mit 0, 5 e, < 20 (Rep Sc)~') ndherungsweise linearen Zusammen-
hang zwischen der Partikel-Peclet Zahl Pep und dem Produkt aus Reynolds- und Schmidt-Zahl
Rep Sc. Jedoch resultiert aus Gl. 86 im Vergleich mit den experimentellen Daten eine ca. 4-fach
grolere Steigung, was eventuell auf die bereits erwéhnte Struktur des Fast Flow Materials zuriick-
zufiihren ist, bei dem ein Grof3teil der Poren nicht im Partikel endet sondern durch das Partikel
hindurchfihrt. Der Einfluss des Hohlraumanteils €z, auf Pep wurde nicht systematisch untersucht,
doch zeigten sich in Abhéngigkeit von der Kompression der Festbett-Packungen Schwankungen
der experimentell ermittelten Peclet-Zahlen von bis zu 15 %.

Zur Bewertung der Riickvermischung sind in Tab. 17 die auf die Reaktorlédnge L bezogenen Peclet-
Zahlen
Pe = = Pep — (87)

angegeben. Die gefunden Werte zeigen, dass das Verhalten des Festbettreaktors ndherungsweise
dem eines idealen Rohrreaktors mit Pfropfenstromung entsprach, was fiir Peclet-Zahlen Pe > 100
gilt [2].

Aus reaktionstechnischer Sicht bestétigte diese Charakteristik die Durchfiihrung der im Abschnitt
5.4 beschriebenen Racemisierungsreaktion pseudo 1. Ordnung in einem Festbettreaktor.
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Die geringe Riickvermischung veranschaulicht auch das Zellenmodell, das einen realen Rohrreak-
tor alternativ zum Dispersionsmodell als Kaskade von /N hintereinander geschaltetet Riihrkesseln
abbildet. Mit Pe > 50 laRt sich die Kesselzahl gemdR N = Pe/2 zu mindestens 210 abschétzen,
wobei bereits ab NV = 6 Kesseln die Eigenschaften eines Stromungsrohres gegeben sind.



6 Vergleich von Modellsimulationen mit experimentellen Be-
obachtungen des Ver haltensder Gesamtanlage

6.1 Validierung des dynamischen Anlagenmodells

Die anhand von Laborexperimenten parametrierten Teilmodelle des Abschnitts 5 werden im fol-
genden auf den groReren Malistab der Versuchsanlage (Abschnitt 2.2) Gibertragen und Simulations-
ergebnisse mit entsprechenden Versuchsdaten verglichen. Im Unterschied zu den Laborexperimen-
ten kamen bei der Untersuchung der zentralen Reaktionen — Hydantoinase- bzw. Carbamoylase-
katalysierte Stoffumsetzung und Racemisieung des Substrats — Festbettreaktoren zum Einsatz (Ab-
schnitt 6.1.1). Schrittweise wurden die Einzelappparate sowohl in der Versuchsanlage als auch im
mathematischen Modell bis hin zum Gesamtprozess zusammengeschaltet.

6.1.1 Einzelapparate

6.1.1.1 Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase im Fest-
bettreaktor. Einfluss der Verweilzeit Der experimentelle Aufbau zur Untersuchung Hydantoin-
ase-katalysierter Stoffumsetzungen im differentiellen Festbettreaktor bestand aus der im Abschnitt
2.2 beschriebenen Versuchsanlage, jedoch ohne den mit lonenaustauscher gepackten Festbettre-
aktor FB2 und die Einrichtung zur Titration mit NaOH (Abb. 2, S. 26). In einem geschlossenen
Kreislauf wurde die Reaktionslosung vom Membranreaktor MR durch den Festbettreaktor FB1
gepumpt und wieder zurtickgefihrt. Eine &hnliche Anordnung nutzten Clapés et al. [17] im Fall
der Synthese eines Dipeptids mit a-Chymotrypsin zur Identifizierung kinetischer Parameter auf
der Grundlage von Zeit-Umsatz-Kurven.

Der Selbstbau-Festbettreaktor enthielt ca. 25 g immobilisierte Hydantoinase, woraus ungefahr
2 cm Betthohe resultierten. Zu Versuchsbeginn wurden im Membanreaktor 250 mL einer 8 mM
D,L-Benzylhydantoin-Ldsung (Abschnitt 4.3) vorgelegt. Wie bei den Experimenten mit geloster
Hydantoinase herrschten die Standard-Reaktionsbedingungen (37 °C, 0,2 M Tris-HCL-Puffer, pH
8,5). Zur Kontrolle des Reaktionsfortschritts dienten die online-Signale des Polarimeters und des
Photometers. Am Probennahmeventil V entnommene Proben erlaubten die offline-Analyse der
Konzentrationen aller in der Reaktionslosung enthaltenen Komponenten mittels chiraler HPLC
(Abschnitt 4.5.1).

Die dynamische Simulation der Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin beruhte auf der in Abb.
5(2), S. 31 dargestellten Verschaltung des Membranreaktors mit dem Festbettreaktor zu einem
geschlossenen Kreislauf. Fiir das kinetische Modell der Hydantoinase wurden die im Abschnitt
5.1 bestimmten Michaelis-Menten und Inhibierungskonstanten des geldsten Enzyms (Tab. 10, S.
62) verwendet. Nur die in Tab. 4, S. 43 zusammengefassten Maximalraten des immobilisierten
Enzyms wurden neu geschétzt. Alle weiteren Parameter, die das Reaktormodell (Abschnitt 3.3)
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Abbildung 38: Einfluss der Verweilzeit im Festbettreaktor auf die zeitlichen Konzentrations-
verlaufe im Membranreaktor bei der absatzweisen Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin mit
immobilisierter Hydantoinase. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulationen.

betreffen, wie z.B. die Porositédten e, bzw. e, der Eupergit C 250L Schittung, entsprachen den
Angaben in den vorhergehenden Abschnitten. Durch Verdinnung mit ca. 40 mL Tris-HCL-Puffer
in den Pumpen und Schlduchen der Anlage verringerte sich die Gesamtkonzentration von 8 mM
auf 6,85 mM.
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Mit diesem einen Parametersatz gelang die Simulation der in Abb. 38 dargestellten zeitlichen Kon-
zentrationsverldufe, die gut mit den experimentellen Daten fir vier verschiedene Volumenstrome
(@=051] 1] 1,5 | 2 L/h) Ubereinstimmen. Die deckungsgleichen Verldufe im Fall der bei-
den kirzesten Verweilzeiten lieRen auf Abwesenheit dullerer Stofftransportlimitierungen schlie-
Ren, so dass hier allein die Kombination aus internem Stofftransport mit der Kinetik der geltsten
Hydantoinase zur kinetischen Beschreibung des immobilisierten Enzyms ausreichte. Strukturelle
Verdnderungen des Enzyms durch kovalente Bindung an einen Trager, die unter anderem mit \er-
schiebungen der kinetischen Parameter einhergehen [8], waren daher fiir die Hydantoinase nicht zu
erwarten. Zum anderen bestétigt die durch Tranporteffekte beeinflusste Umsetzung mit der lang-
sten Verweilzeit die Giltigkeit des Reaktormodells, da hier die Auswirkungen der Kombination
von Reaktion und Stofftransport richtig prognostiziert wurden.

Die Angleichung der Konzentrationsverldufe von D- und L-Benzylhydantoin mit zunehmender
Verweilzeit verdeutlicht Abb. 39 durch die von Chen et al. [12] zur Bewertung kinetischer Race-
matspaltungen propagierte Darstellung des Enantiomerentberschusses ee s gegeniiber dem Umsatz
U (Gl. 51, S. 53). Ursache fur dieses Verhalten war das Anwachsen des externen Transportwider-
standes bei geringer werdender Leerrohrgeschwindigkeit bzw. die damit verbundene Verkleinerung
der Biot-Zahl. Wie in Abschnitt 5.3.2 gezeigt, fallt der Effektivitatsfaktor  der Umsetzung von L-
Benzylhydantoin mit abnehmender Biot-Zahl Bi stérker ab als derjenige des D-Substrats (Abb. 27,
S. 73). Daher verschiebt sich das Verhaltnis der effektiven Reaktionsraten zu Gunsten der Umset-

1
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Abbildung 39: Einfluss der Verweilzeit auf den maximal erreichbaren Enantiomereniber-
schuss bei der absatzweisen Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hy-
dantoinase im differentiellen Festbettreaktor. Fir die Modellsimulationen wurde der Volumen-
strom durch den Festbettreaktor variiert.
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zung von D-Benzylhydantoin, und der maximal erreichbare Enantiomereniiberschuss nimmt ab.

Der fir Verweilzeiten = > 11,4 s unveranderliche ,Grenzverlauf® entspricht den Ergebnissen mit
der geltsten Hydantoinase und ist daher allein durch die biochemischen Eigenschaften des Enzyms
ohne Transportlimitierungen festgelegt.

Alle weiteren Untersuchungen wurden mit dem Volumenstrom @@ = 2 L/h (das entspricht 7 =
22,8 s) durchgefiihrt, so dass im Sinne einer Kinetischen Racematspaltung optimale Bedingungen
hinsichtlich des maximal erreichbaren Enantiomereniiberschusses vorlagen.

6.1.1.2 Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase und L-Car-
bamoylase im Festbettreaktor. Einfluss der Menge an L-Carbamoylase Zur Untersuchung
der zweistufigen Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin diente die im vorhergehenden Abschnitt
6.1.1.1 beschriebene Versuchsanordnung. In einem geschlossenen Kreislauf wurde die Reakti-
onslosung mit dem konstanten Volumenstrom ¢ = 2 L/h vom Membranreaktor durch den Fest-
bettreaktor gepumpt und wieder zuriickgefiihrt. Die beiden immobilisierten Enzyme Hydantoinase
(ca. 25 g) und L-Carbamoylase (ca. 8 bzw. 18 g) wurden in verschiedenen Mengenverhéltnissen
grindlich miteinander vermischt und anschlieend in den Selbstbau-Festbettreaktor gepackt. Es
ergaben sich Betthohen zwischen 2 und 3 cm.

Diese Anordnung bewirkte, dass das im ersten Schritt mit Hilfe der Hydantoinase gebildete Zwi-
schenprodukt L-Carbamoylphenylalanin der Rickreaktion zum Substrat durch Bildung von L-
Phenylalanin im Carbamoylase-katalysierten zweiten Schritt grof3tenteils entzogen wurde. Voraus-
setzungen fur die Nutzung eines Mischbetts waren die hinsichtlich pH- und Temperaturoptimum
sowie Inaktivierung dhnlichen Eigenschaften der immobilisierten Enzyme [69, 23] und die schwa-
chen (inhibitorischen) Wechselwirkungen der beiden katalysierten Reaktionen (Abschnitte 5.1.3.4
und 5.2.1) untereinander.

Die dynamische Simulation aus Abschnitt 6.1.1.1 wurden um das kinetische Modell der L-Carba-
moylase zusammen mit den im Abschnitt 5.2 bestimmten Michaelis-Menten und Inhibierungskon-
stanten des geldsten Enzyms (Tab. 11, S. 68) sowie der neu geschatzten Maximalrate des immobi-
lisierten Enzyms aus Tab. 4, S. 43 erganzt.

Abb. 40 zeigt fiir zwei verschiedene Mengenverhéltnisse der Enzymimmobilisate eine gute Uber-
einstimmung zwischen Messdaten und simulierten Konzentrationen im Membranreaktor. Die Um-
setzung mit 8 g L-Carbamoylase wies beziiglich der L-Spezies die charakteristischen Konzen-
trationsverldufe einer Folgereaktion auf, deren zweite Reaktion langsamer als die erste ablauft.
Daraus resultierte eine Akkumulation des Zwischenprodukts L-Carbamoylphenylalanin, die erst
bei deutlich fortgeschrittener Umsetzung des Substrats L-Benzylhydantoin durch Reaktion zum
Produkt L-Penylalanin abgebaut wurde. Hinsichtlich der Reaktion der D-Spezies war kein si-
gnifikanter Einfluss durch das L-Penylalanin festzustellen. Wird die langsame Racemisierungs-
reaktion des Benzylhydantoins vernachlassigt, so entspricht die Konzentration an L-Phenylalanin
im stationdren Zustand der Ausgangskonzentration des L-Substrats, und das Verhéltnis von D-
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Abbildung 40: Zeitliche Konzentrationsverldufe im Membranreaktor bei der absatzweisen
Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase und verschiedenen
Mengen an L-Carbamoylase (oben: 8 g und unten: 18 g immobilisierte L-Carbamoylase). Ver-
gleich von experimentellen Daten und Modellsimulationen.
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Benzylhydantoin zu D-Carbamoylphenylalanin wird durch die Gleichgewichtskonstante K., be-
stimmt. Unter Berlicksichtigung von Verdiinnungseffekten bestdtigen die experimentellen Ergeb-
nisse in Abb. 40 diese N&herung.

Durch Verwendung von mehr als der doppelten Menge an immobilisierter L-Carbamoylase (18 g,
unteres Bild in Abb. 40) liel3 sich die Bildung des Zwischenprodukts L-Carbamoylphenylalanin
weitestgehend unterdriicken und die Zeitspanne bis zum Erreichen der maximalen Produktkon-
zentration um etwa 30 min auf ca. 1,5 h verkdrzen.

6.1.1.3 Stabilitat der immobilisierten Enzyme bei mehrfacher Verwendung Bei der Ar-
beit mit den immobilisierten Enzymen zeigte sich, dass die Inaktivierung wahrend einer Umset-
zung vernachlassigbar war. Dieser Befund steht im Einklang mit den Ergebnissen von K. Ragnitz
[69], wonach die Halbwertszeiten ¢,,, der Enzymimmobilisate 14000 h flir Hydantoinase bzw.
1000 h fur L-Carbamoylase betragen (Abschnitt 5.3.1). Die mehrfache Verwendung der immobi-
lisierten Enzyme fuhrte jedoch zu teilweise deutlichen Aktivitdtsverlusten, insbesondere bei der
sauerstoffempfindlichen L-Carbamoylase, die sich trotz Stickstoffbegasung der Reaktionslésung
auch in diesem Fall als das weniger stabile Enzym erwies. Zuséatzliche Verfahrensschritte, die die
beobachteten Stabilitdtseinbufl3en jedoch nicht sicher zu erkldren vermdgen, waren das Spiilen des
Festbettreaktors mit 0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5 nach Beendigung einer Umsetzung, die La-
gerung bei 4 °C und die Aquilibrierung auf die Reaktionstemperatur von 37 °C vor jeder neuen

Verwendung.
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Abbildung 41: Inaktivierung der immobilisierten Enzyme bei mehrfacher Verwendung im
Festbettreaktor der Versuchsanlage.
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Bei den Modellsimulationen wurde die Inaktivierung durch Anpassung der Maximalraten, wie
in Abb. 41 dargestellt, beriicksichtigt. Wahrend die Hydantoinase erst nach acht Zyklen einen
massiven Einbruch der Aktivitat aufwies, war fiir die L-Carbamoylase bereits vom ersten Zyklus
an eine fortschreitende Inaktivierung zu verzeichnen. Im praktischen Einsatz bedeutet dies, dass
die verbrauchte L-Carbamoylase haufiger ersetzt werden muss und sich zukinftig eine raumliche
Trennung der beiden Enzymimmobilisate in zwei Festbettreaktoren empfiehlt.

6.1.1.4 Racemisierung von Benzylhydantoin im Festbettreaktor Eine Variante der im Ab-
schnitt 2.2 beschriebenen Versuchsanlage (Abb. 2, S. 26) — ohne den mit immobilisierten Enzymen
gepackten Festbettreaktor FB1 — diente zur Untersuchung der Racemisierung von Benzylhydan-
toin im Festbettreaktor. Die Titration mit NaOH war aufgrund der Verwendung gepufferter Re-
aktionslosungen (0,2 M Tris-HCL-Puffer, pH 8,5, 37 °C) nicht erfoderlich. Zu Beginn enthielt
der Membanreaktor 250 mL einer 6 mM D-Benzylhydantoin-Losung (Abschnitt 4.3), die in ei-
nem geschlossenen Kreislauf vom Membranreaktor MR durch den mit ca. 325 g Q-Separose FF
gefillten Selbstbau-Festbettreaktor FB2 (Betthohe ca. 22 cm) gepumpt (@ = 2 L/h) und wieder
zuriickgefiihrt wurde. Die Bestimmung der Gesamtkonzentration erfolgte photometrisch, und das
Verhéltnis von D- zu L-Benzylhydatoin resultierte aus den Messwerten des Polarimeters.

Dynamische Simulationen der Racemisierung im Festbettreaktor basierten auf dem Apparatemo-
dell Nr. 2 in Abb. 5, S. 31, ndmlich der Verschaltung des Membran- sowie Festbettreaktors zu ei-
nem geschlossenen Kreislauf. Die Parameter fiir das Modell des Festbettreaktors (Abschnitt 3.3),
wie z.B. Dispersionskoeffizient D,, und Hohlraumanteil ¢, der Q-Sepharose FF-Partikel, wurden
aus den Untersuchungen der zugehorigen Teilsysteme Gbernommen. Lediglich die Bettporositat
der Q-Separose FF im grofRen Festbettreaktor riihrte nicht aus Abschnitt 5.6.1 her, denn aufgrund
geringerer Kompression lag sie mit ez, = 0,28 um 40 % hoher als der Wert in Tab. 15, S. 84.

Zundchst wurde die im Abschnitt 5.4 vorgestellte detaillierte Kinetik verwendet, bestehend aus
Dissoziation des Benzylhydantoins, Adsorption an den lonenaustauscher, Austausch gegen Chlo-
ridionen und spontaner sowie lonenaustauscher-katalysierter Racemisierung. Mit dieser Konfigu-
ration traten jedoch zwei schwerwiegende Probleme auf.

Zum einen wuchs der Zeitbedarf einer Simulationsrechnung auf mehrere Stunden an, und fir ei-
nige Arbeitspunkte war das Modell nicht mehr numerisch Idsbar. Zum anderen wiesen die Simu-
lationsergebnisse gravierende Abweichungen von den experimentellen Daten auf. So adsorbierte
die Q-Separose FF deutlich weniger Benzylhydantoin als bei den vorangegangenen Versuchen der
Abschnitte 5.4 und 5.6.2 zur Ermittlung der Adsorptionsisotherme. Daraus folgte unmittelbar eine
unzuldssige Extrapolation des detaillierten kinetischen Modells, da dieses fur eine andere \ertei-
lung von Benzylhydantoin zwischen fliissiger und fester Phase parametriert worden war. Insgesamt
ergaben die Modellsimulationen eine im Vergleich mit den experimentellen Ergebnissen um den
Faktor sechs groliere effektive Racemisierungsgeschwindigkeit.

Ursache des veranderten Adsorptionsverhaltens war die aus Kostengriinden notwendige Wieder-
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verwendung der Q-Sepharose FF, so dass die Schittung nicht wie bei den kleinvolumigen Fest-
bettreaktoren des Abschnitts 5.6.2 vor jedem Versuch durch frisches Material ersetzt wurde. Statt
dessen erfolgte im Anschluf an einen Versuch die Regeneration und Aquilibrierung des Festbetts
mit 0,2 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,5. Diese Regenerationen blieben vermutlich aufgrund der gerin-
gen Loslichkeit des Benzylhydantoins im Elutionsmittel unvollstdndig und fiihrten zur beobach-
teten Einschrankung des Adsorptionsvermogens infolge irreversibel belegter Adsorptionsplatze.
Nach zweimaliger Nutzung stellte sich jedoch ein neues und reproduzierbares Adsorptionsgleich-
gewicht fur Benzylhydantoin ein.

Die Behebung der numerischen Probleme erforderte eine Reduktion der Anzahl an Gleichge-
wichtsbedingungen, die als algebraische Gleichungen die ,Performance® eines Integrators stark
einschranken. Erreicht wurde dies, indem die Dissoziation des Benzylhydantoins und der lonen-
austausch nunmehr unberticksichtigt blieben. Allein die Adsorption bestimmte im vereinfachten
Modell die Wechselwirkung zwischen lonenaustauscher und Benzylhydantoin, unabhéngig von
seiner elektrischen Ladung. Auswirkungen auf das kinetische Modell der Racemisierung werden
im folgenden beschrieben.

Ersatzmodell der Racemisierung

Das Ersatzmodell vereinigte sowohl die Racemisierung der undissoziierten und der dissoziierten
Form des Benzylhydantoins als auch die Racemisierung in der Losung sowie am lonenaustauscher
zu einem Schritt, der formal einer reversiblen Reaktion mit Teilreaktionen jeweils erster Ordnung
entsprach. Das heil3t, dass die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der Gl. 67 und 68 (S. 75, 78)
zusammengezogen und auf die Gesamtkonzentration an Benzylhydantoin in der Fissigphase be-
zogen wurden. Diese Vereinfachung bedeutete eine Einschrankung der Giltigkeit des Modells und
erforderte beziiglich pH-Wert sowie Pufferkonzentration eine Festlegung standardisierter Reakti-
onsbedingungen.

Der in GI. 65 bzw. 66 fiir ein homogenes Reaktionssystem definierte Modellparameter & .. wurde
bei der Auswertung experimenteller und simulierter Daten, die mit dem verschalteten Festbett- und
Membranreaktor gewonnen wurden (Aufbau s. Abb. 43), durch eine effektive Racemisierungskon-
stante k47 ersetzt,

Auswirkungen der Modellreduktion auf die numerische Integration

Fur die numerische Integration bedeutete das einfache Modell eine deutliche Reduktion der An-
zahl an Komponenten. Anstelle der funf Spezies L-BnH, L-BnH~, D-BnH, D-BnH~ und Cl~
wurden die beiden neutralen Substratenantiomere bilanziert. Gleichermal3en verringerte sich so
in jedem finiten Volumenelement der Kornphase die Anzahl der algebraischen Gleichungen, die
Adsorption und lonenaustausch beschrieben. Zusatzlich entfielen die Bilanz der geladenen Kom-
ponenten auf der lonenaustauscheroberflache und die algebraischen Gleichungen zur Beschrei-
bung der Dissoziation des Benzylhydantoins. Praktische Auswirkung war eine bis zu achtfache
Beschleunigung der Rechenzeit, was wesentlich durch die Verringerung der Anzahl an algebrai-
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schen Gleichungen verursacht wurde. AuRerdem traten keine Simulationsabbriiche infolge nume-
rischer Probleme auf.

Identifizierung der Konstante kg s,a Mit regenerierter Q-Sepharose FF

Die im Abschnitt 5.6.2 beschriebene Linearitdt der Adsorptionsisotherme erlaubte bei bekanntem
axialen Dispersionskoeffizienten (Abschnitt 5.7.2) eine vereinfachte Identifizierung der Konstante
ku, o anhand von experimentell ermittelten Systemantworten auf die sprungférmige Anregung
des Festbettreaktors mit 8 mM Benzylhydantoinldsung. Fir einen Volumenstrom von 2 L/h zeigt
Abb. 42 den simulierten Konzentrationsverlauf, der durch Variation der Konstante £ 4, g, an das
Messergebnis angeglichen wurde.

Der geschatzte Parameter betrug mit & g,z = 0,69 -10~2 L/g lediglich 26 % des Wertes, welcher
sich aus den Experimenten ohne Wiederverwendung der Q-Sepharose FF ergab (Tab. 16, S. 87).
Als Folge der geringeren adsorptiven Bindung nahm die Riickhaltung von Benzylhydantoin im
Festbettreaktor und damit die dimensionslose mittlere Verweilzeit von 6,, ~ 13,3 bei einmaliger
Verwendung des lonenaustauschers (Abschnitt 5.7.2) auf 6,,, ~ 5,3 (Abb. 42) ab.

Identifizierung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k..

Die Experimente zur Racemisierung im geschlossenen System aus Membranreaktor und Festbett-
reaktor wiesen eine ausgepragte instationdre Phase auf (oberes Diagramm in Abb. 43), die durch
das Einschwingen der Gesamtkonzentration an Benzylhydantoin auf einen von Adsorption und

0,8 1

0,6 1

F(6) []

0,4 1

0,2 1

O[]

Abbildung 42: Verweilzeitverteilung fiir den Selbstbau-Festbettreaktor nach einer
sprungformigen Anregung mit 8 mM D,L-Benzylhydantoinlgsung, = = 3,7 min. Die
experimentellen Daten dienten zur Identifizierung der Konstante ki, grmr-
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Verdiinnung bestimmten Endwert gekennzeichnet war. Das erste Teilergebnis der Modellsimulati-
on, namlich die gute Ubereinstimmung der gemessenen Gesamtkonzentration mit dem berechneten
Konzentrationsverlauf im Membranreaktor, bestétigte die im vorhergehenden Abschnitt identifi-
zierte Konstante k. g

Wie die zeitliche Entwicklung des simulierten ortlichen Konzentrationsprofils in der Bulk-Phase
verdeutlicht (unteres Diagramm in Abb. 43), entsteht im Zulaufbereich des Festbettreaktors an-
fangs eine Konzentrationsfront, die auf ihrem weiteren Weg abflacht, da die Benzylhydantoin-
konzentration der aus dem Membranreaktor nachgeforderten Reaktionslosung deutlich verringert
ist infolge Adsorption an den lonenaustauscher bei der vorhergehenden Passage durch das Fest-
bett. Dieses Wechselspiel von Adsorption und Desorption bis zur Einstellung eines stationdren
Zustandes verursachte die geddampfte Schwingung der Gesamtkonzentration an Benzylhydantoin
im Membranreaktor.

Im zweiten Schritt dienten die hinsichtlich des Verhéltnisses von D- zu L-Benzylhydatoin ausge-
werteten polarimetrischen Daten der Identifizierung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante &',
in Gl. 64, S. 75. Diese wurde in mehreren Zyklen optimiert, bis die aus simulierten Konzentrations-
Zeit-Verlaufen nach Gl. 65 berechneten effektiven Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten %/ mit
den experimentell gemaR Gl. 66 ermittelten Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten tibereinstimm-
ten. Abb. 44 stellt das Ergebnis einer solchen Optimierung fiir den Volumenstrom ) =2 L/h, 37 °C,
0,2 M Tris-HCL-Puffer, pH 8,5 dar. Wie bei einer Reaktion erster Ordnung wurde jeweils die linke
Seite der Gl. 65 und 66 gegenuber der Zeit aufgetragen.

Trotz prinzipieller Eignung des Ersatzmodells musste bei seiner Anwendung jedoch beachtet wer-
den, dass der identifizierte Parameter k go, = 2 k. = 1,4 -10~* cm?/(g s) (hier als spezifische GriRe
angegeben) aufgrund der Modellvereinfachungen nur fir die untersuchten Reaktionsbedingungen
gultig war und deshalb keine Extrapolation erlaubte.

Simulationen mit variierten Verweilzeiten belegten die vollstandige Nutzung des katalytischen
Festbetts Uiber seine gesamte Lange auch beim kleinsten im Experiment verwendeten Volumen-

QI[L/h] 7 [min] kT 1)
Simulation  Experiment
2 11,9 5,372-107° 5,37-107°
1,5 15,9 5,369-107° 5,76-107°
1 23,8 5,363-107° 5,32.107°
0,5 47,7 5,304-107° 6,15-107°

Tabelle 18; Abhangigkeit der effektiven Racemisierungskonstante von der Verweilzeit fur die
lonenaustauscher-katalysierten Racemisierung von 6 mM D-Benzylhydantoin im Selbstbau-
Festbettreaktor. Die Werte der Simulation wurden mit krq. = 1,4-10~* cm?/(g s) ermittelt.
Versuchsaufbau wie in Abb. 43, Reaktionsbedingungen: 37 °C, 0,2 M Tris-HCL-Puffer, pH 8,5.
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Abbildung 43: Zeitlicher Verlauf der Gesamtkonzentration im Membranreaktor (oben)
und Entwicklung des ortlichen Konzentrationsprofils in der Bulk-Phase des Selbstbau-
Festbettreaktors fiir die ersten 30 min (unten) bei der lonenaustauscher-katalysierten Race-
misierung von 6 mM D-Benzylhydantoin, 7 = 3,7 min. Vergleich von experimentellen Daten
und Modellsimulationen.
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Abbildung 44: Auftragung des negativen Logarithmus der normierten Konzentrationen C' =
Zobs (Gl. 66 mit experimentellen Daten) und C = M (Gl. 65 mit simulierten

L BnH ™ L BnH

Daten) gegeniliber der Zeit fur die lonenaustauscher-katalysierte Racemisierung von 6 mM
D-Benzylhydantoin im Selbstbau-Festbettreaktor. Die experimentellen Daten dienten zur Iden-
tifizierung der Racemisierungskonstante &,,.. Versuchsaufbau wie in Abb. 43, Reaktionsbe-
dingungen: @ =2 L/h, 37 °C, 0,2 M Tris-HCL-Puffer, pH 8,5.

strom. Die simulierten effektiven Reaktionsraten waren dabei nahezu konstant (Tab. 18), wiesen
aber erwartungsgemal einen Trend hin zu beschleunigter Racemisierung fiir abnehmende Verweil-
zeiten auf. Experimentell konnten diese geringfiigigen Anderungen, die maximal 1,3 % betrugen,
nicht bestatigt werden, da die Messwerte zu stark streuten.

Trotz identischer Apparate war im folgenden Abschnitt 6.1.2 fur alle Simulationen der verschalte-
ten Systeme eine Anhebung der Racemisierungskonstante & g, von 1,4-10~* auf 2,6-10=% cm?/(g s)
erforderlich, um die Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten zu verbessern.

6.1.2 \erschaltete Apparate

6.1.2.1 Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin mitimmobilisierter Hydantoinase und L-Car-
bamoylase einschliellich Racemisierung am lonenaustauscher Basierend auf der vorange-
hend beschriebenen Mal3stabsvergrofRerung wurden samtliche Apparatemodule der Versuchsanla-
ge zum Gesamtprozess verschaltet sowie die mathematischen Teilmodelle miteinander gekoppelt.
Der experimentelle Aufbau umfasste wie in Abschnitt 2.2 dargestellt

e den Festbettreaktor FB1 mit ca. 25 g bzw. 18 g immobilisierter Hydantoinase und Carba-
moylase (Betthohe L =2 ... 3 cm),
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o den Festbettreaktor FB2 mit ca. 325 g Q-Sepharose FF (Betthohe L = 22 cm)

e und den als Vorlagebehélter fiir Substrat genutzten Membranreaktor MR mit 250 bzw. 300 ml
Reaktionsvolumen.

In einem geschlossenen Kreislauf zirkulierte die Reaktionslosung mit konstantem Volumenstrom
(@ =2 L/h) unter Standard-Reaktionsbedingungen (37 °C, 0,2 M Tris-HCL-Puffer, pH 8,5) durch
die hintereinander geschalteten Festbettreaktoren und den Membranreaktor. Online aufgezeich-
net wurden die Signale der pH-Sonden, des Thermometers, des DurchflussmeRgerédtes und von
Polarimeter sowie Photometer zur Bestimmung des Reaktionsfortschritts. Die Analyse der Reak-
tionslosung bezugliche ihrer Zusammensetzung erfolgte offline mittels chiral-HPLC.

Eine grundsétzliche Unterscheidung die Betriebsweisen bestand hinsichtlich der Substratzugabe.
Zundchst wurde geldstes Benzylhydantoin im Membranreaktor vorgelegt. Alternativ hierzu behan-
delt Abschnitt 6.1.2.2 den fiir die verfahrenstechnische Praxis interessanteren Einsatz von festem
Benzylhydantoin, das sich wéhrend der Reaktion kontinuierlich nachloste.

Als fur die Dynamik der Umsetzung entscheidend stellte sich die Konditionierung der Q-Sepharose
FF im Festbettreaktor FB2 heraus. Wurde diese vor Versuchsbeginn mit Puffer aquilibriert, so be-
einflussten die im Abschnitt 6.1.1.4 beschrieben Adsorptions- und Desorptionsvorgénge die Reak-
tion deutlich (Abb. 45, oberes Bild). Insbesondere beim Benzylhydantoin ist die Uberlagerung des
Konzentrationsverlaufs, wie er aus der Reaktionskinetik resultiert, mit einer gedampften Schwin-
gung gut zu erkennen. Ursache ist die im Vergleich mit der im gesamten System befindlichen
Stoffmenge groRe Speicherfahigheit der Q-Sepharose FF fur Benzylhydantoin. Die auf Adsorpti-
on beruhende Wirkung der Q-Sepharose FF als Speicherelement im dynamischen Geschehen des
Reaktionssystems wird ferner durch die geringe Gesamtkonzentration aller gelosten Reaktanten
im stationdren Zustand verdeutlicht, welche unter Beriicksichtigung von Verdiinnungseffekten mit
2,4 mM lediglich 74 % der Anfangskonzentration erreichte (die Anfangskonzentration von 8 mM
D,L-Benzylhydantoin im Membranreaktor verdiinnte sich unter inerten Bedingungen mit der Puf-
ferlosung in den Festbettreaktoren auf 3,2 mM).

Im Gegensatz dazu traten nach Konditionierung der Q-Sepharose FF mit Benzylhydantoinlésung
(Abb. 45, unteres Bild) so gut wie keine Schwingungen in den Konzentrationsverldufen auf, da
sich in diesem Fall vor dem Start der Reaktion beinahe das gesamte System beziiglich der Ad-
sorption im thermodynamischen Gleichgewicht befand. Geringfuigige Schwingungen wéhrend der
ersten halben Stunde wurden durch Einstellung eines neuen Adsorptionsgleichgewichts am lonen-
austauscher verursacht.

Infolge der Aquilibrierung mit Benzylhydantoinldsung war die gesamte Stoffmenge im System
erhoht, und die notwendige Reaktionszeit bis zum Erreichen des Vollumsatzes verdoppelte sich auf
zirka sechs Stunden. Ein Blick auf die maximale Konzentration an synthetisiertem L-Phenylalanin
erlaubte eine erste Bewertung des technischen Nutzens der Racemisierung: Wahrend in einem Sy-
stem ohne Racemisierung bei Vorlage von 7,5 mM D,L-Benzylhydantoinldsung (das entspricht
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Abbildung 45: Zeitliche Konzentrationsverldaufe im Membranreaktor bei der absatzwei-
sen Umsetzung von 8 mM D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase und L-
Carbamoylase einschlieflich Racemisierung am lonenaustauscher. Der lonenaustauscher wur-
de vor Versuchsbeginn jeweils mit Tris-HCI-Puffer (obere Abb.) bzw. Substratlésung (untere
Abb.) dquilibriert. Vergleich von experimentellen Daten und Modellsimulationen.
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einer Anfangskonzentration von 8 mM im Membranreaktor einschlie3lich Verdinnung durch Re-
aktionspuffer in den Schlduchen und Pumpen der Versuchsanlage sowie Einstellung eines neuen
Adsorptionsgleichgewichts am lonenaustauscher) hochstens 3,75 mM L-Phenylalanin als Produkt
zu erwarten waren, konnte diese Grenze durch die Umleitung von D-Benzylhydantoin in die L-
Phenylalanin Synthese um 35 % tberschritten werden. Dieser Zuwachs hing direkt von der Ra-
cemisierungsgeschwindigkeit beziehungsweise von der Masse an Q-Sepharose FF ab. Mit einem
kleineren Festbettreaktor FB2, der 6 % des eingangs genannten Bettvolumens aufwies und daher
ca. 20 g Q-Sepharose FF beinhaltete, lag die L-Phenylalaninkonzentration aber immer noch 13 %
uber dem Maximalwert fur eine System ohne Racemisierung. Damit wird deutlich, dass die Steige-
rung der Ausbeute eine tberproportinale Erhohung der lonenaustauschermasse erfordert. Weiteres
zu diesem Befund einschlieBlich Simulationsstudien findet sich im Abschnitt 7.1.

Der Versuchsanlage entsprechend wurden fur das mathematische Prozessmodell die nachfolgend
angefuhrten Teilsysteme sowie die in den zugeordneten Abschnitten identifizierten Modellparame-
ter zusammengefiihrt.

e Enzymkinetik: 5.1.3.3,5.2.2.1,4.4,6.1.1.3
e Racemisierungskinetik: 6.1.1.4

e Adsorption: 5.6.2,6.1.1.4

e Disperson im Festbettreaktor: 5.7.2

e Parameter der Festbett-Schittungen: 5.6.1

Die Simulationsergebnisse auf Grundlage dieses erweiterten Prozessmodells sind ebenfalls in Abb.
45 dargestellt und stimmen gut mit den experimentellen Daten {iberein. Beide Simulationen beruh-
ten auf identischen Modellparametern, unterschieden sich einzig in der Maximalrate v$2,, um der
Inaktivierung der L-Carbamoylase geméall Abschnitt 6.1.1.3 Rechnung zu tragen. Mit Ausnahme
der im Abschnitt 6.1.1.4 erlduterten Einschrankungen hinsichtlich der Giltigkeit des kinetischen
Modells der Racemisierung erwies sich der schrittweise Aufbau des Gesamtmodells aus einzelnen

Teilmodellen als praktikable Methode.

6.1.2.2 Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin mitimmobilisierter Hydantoinase und L-Car-
bamoylase einschliellich Racemisierung am lonenaustauscher und Nachldsung des Substrats
Der im Abschnitt 6.1.2.1 beschriebene Versuchsaufbau blieb fur den letzten Schritt zur Validie-
rung des dynamischen Anlagenmodells beziiglich Anzahl, Art und Verschaltung der Apparate un-
verdndert, jedoch wurde nunmehr das Substrat in fester Form eingesetzt. Diese vereinfachte Ver-
fahrensvariante war von praktischem Interesse, da die separate Auflésung des Benzylhydantoins
vor der Umsetzung entfiel und durch kontinuierliche Substratnachldsung wéhrend der Reaktion
ersetzt wurde.
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Abbildung 46: Zeitliche Konzentrationsverlaufe im Membranreaktor bei der absatzweisen
Umsetzung von ungeldstem D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase und L-
Carbamoylase einschlieflich Racemisierung am lonenaustauscher. Der lonenaustauscher wur-
de vor Versuchsbeginn mit 8 mM D,L-Benzylhydantoinlésung aquilibriert. Vergleich von ex-
perimentellen Daten und Modellsimulationen.

Das Verfahren startete mit dem Einbringen von ca. 1,9 g festem D,L Benzylhydantoin in den Mem-
branreaktor MR (Abb. 2, S. 26), was bezogen auf 250 mL Reaktionsvolumen einer Konzentration
von 40 mM und somit etwa der funffachen Loslichkeit (Tab. 8, S. 49) entspricht. Vor Versuchsbe-
ginn wurde die Q-Sepharose FF im Festbettreaktor FB2 zur Vermeidung schwingender Konzen-
trationsverldufe (Abschnitt 6.1.2.1) mit 8 mM D,L-Benzylhydantoinlosung dquilibriert.

Abb. 46 zeigt als wichtigstes Ergebnis, dass die Verzdgerungszeit bis zum Ansteigen der Produkt-
konzentration mit ca. 30 min nicht groRer war als bei Verwendung von gelostem Substrat (Abb.
45). Somit erwies sich die Nachlosung als schnell im Vergleich zur Reaktion und stellte keine
Limitierung des Gesamtprozesses dar. Bestatigt wurde dieser experimentelle Befund durch das
mathematische Modell, denn bei der Simulation erreichte die Gesamtkonzentration aller geldsten
Spezies bereits innerhalb der ersten halben Stunde 93 % des Endwertes.
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Der experimentell erreichte Endwert betrug 15,8 mM und war um 3,2 mM geringer als die einzig
unter Bericksichtigung von Verdinnungseffekten berechnete Gesamtkonzentration (Verdiinnung
mit 8 mM D,L-Benzylhydantoinldsung aus FB2), da sich im Verlauf der Reaktion infolge der
hoheren Substratkonzentration ein neues Adsorptionsgleichgewicht an der mit 8 mM D,L-Benzyl-
hydantoinldsung &quilibrierten Q-Sepharose FF einstellte. Wie schon beim Einsatz des geltsten
Substrats ermdglichte die Racemisierung eine verstarkte Produktbildung, so dass die maximale
Konzentration an L-Phenylalanin mit 10,8 mM den Vergleichswert fiir eine Prozessfiihrung ohne
Racemisierung um 36 % Ubertraf. Ein signifikanter Einfluf? der Art der Substratzugabe — geldstes
oder festes Benzylhydantoin — auf die Produktausbeute war erwartungsgemal nicht festzustellen.

Zur Simulation der kontinuierlichen Nachldsung festen Substrats im Membranreaktor war eine Er-
weiterung des mathematischen Prozessmodells um den im Abschnitt 5.5 vorgestellten kinetischen
Ansatz erforderlich, der die Aufldsung von festem Benzylhydantoin beschreibt. Jedoch wurde die
Loslichkeit ¢* des L- bzw. D-Benzylhydantoins auf 8 mM angehoben, was dem von T. Waniek (Ab-
schnitt 4.6, S. 49) gefundenen Wert fiir Gbersattigte Losungen entsprach. Diese Korrektur resultier-
te aus den praktischen Erfahrungen mit der Versuchsanlage, denn unvermutet konnten tibersattigte
Benzylhydantoinldsungen im geriihrten Membranreaktor einfacher angesetzt werden, als es bei
Verwendung eines im Labor tiblichen Ultraschallbades [93] mdglich war.

Alle weiteren Modellkomponenten stimmten mit denen des Abschnitts 6.1.2.1 Gberein.

6.2 Prozessmodifikation: ungepuffertes System einschlieBlich Produktauf-
arbeitung

Die nachgeschaltete Aufreinigung des Produkts L-Penylalanin erfolgte durch Elektrodialyse und
wurde in Kooperation mit dem Institut flir Chemische Verfahrenstechnik der Universitét Stuttgart
von F. Sarfert [73, 74] entwickelt.

Das Grundprinzip der elektrodialytischen Aufreinigung beruhte auf der Abtrennung des bei pH 6
negativ geladenen Carbamoylphenylalanins von den ungeladenen Spezies Phenylalanin und Ben-
zylhydantoin im elektrischen Feld. Vorausetzung fiir eine effektive Aufreinigung war dabei die
maoglichst vollstandige Abwesenheit anderer ionischer Verbindungen. Fir die enzymatische Syn-
these des L-Phenylalanins bedeutete dies den Verzicht auf Pufferung des pH-Wertes mittels Tris-
HCI-Puffer. Statt dessen wurde im Reaktionssystem durch Titration mit 2 M NaOH-Ldsung ein
konstanter pH-Wert eingestellt. Da die Nutzung der Elektrodialyse zur Produktaufarbeitung haupt-
sdchlich den Nachweis erforderte, dass die Produktsynthese auch in einem pufferfreien System
erfolgen kann, wurden die Versuche des folgenden Abschnitts nicht durch Simulationen ergéanzt,
um den hohen Aufwand der Modellanpassung einzusparen. Beziiglich der Modellierung der Elek-
trodialyse sei auf die Arbeit von F. Sarfert [74] verwiesen.
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6.2.1 Erster Schritt: Reaktion

Die Synthese und anschlielende Aufreinigung von L-Phenylalanin erfolgten in zwei getrennten
Schritten. Zuerst wurden mit der im Abschnitt 2.2 beschriebenen Versuchsanlage 5,7 g festes D,L-
Benzylhydantoin umgesetzt. Die Betriebsparameter stimmten mit denen des Abschnitts 6.1.2.1
(S. 106) Uberein. Jedoch erfolgte die Kontrolle des pH-Werts der pufferfreien Reaktionsldsung
durch Titration mit 2 M NaOH-L6sung, deren Verbrauch mittels Wagung erfa3t wurde.

Nach Beendigung der Umsetzung wurde das Produkt L-Phenylalanin aus der Reaktionsldsung
abgetrennt, wozu ein eigenstandiger Versuchsaufbau mit Elektrodialysemodul diente (Abschnitt
6.2.2).

Abweichend von den bisher untersuchten Prozessvarianten war es beim Einsatz der ungepufferten
Reaktionslosung nicht moglich, den lonenaustauscher vorab zu dquilibrieren, da mit wassriger
Benzylhydantoinldsung der pH-Wert im Ablauf des Festbettreaktors nicht fixiert werden konnte.
Deshalb wurde vor Versuchsbeginn die Q-Sepharose FF im Festbettreaktor lediglich gespuilt und
das Aquilibrieren erfolgte wihrend der Umsetzung.

Wie Abb. 47 zeigt, bildete sich in den ersten 1,8 h nach Zugabe von 1,9 g festem D,L-Benzylhydan-
toin lediglich eine geringe Menge des Produkts L-Phenylalanin, wohingegen die Substratkonzen-
tration infolge der Ausgleichvorgédnge am lonenaustauscher rapide abnahm. Gleichzeitig stieg der
pH-Wert rasch an und vollzog nach ca. 45 min schnelle Schwingungen mit +0,25 pH-Einheiten
um den Mittelwert pH 8,4 (Abb. 48). Zur Korrektur der pH-Messung bei 37 °C war dem Regler
ein Sollwert von pH 8,25 vorgegeben, welcher pH 8,5 bei Raumtemperatur entsprach. In dieser
Phase der Herausbildung eines Gleichgewichts am lonenaustauscher registrierte die Waage der
Laugenvorlage einen kontinuierlichen Verbrauch von insgesamt ca. 4,5 g an 2 M NaOH-L6sung.

Nach 1,8 h Reaktionszeit wurde die Substratkonzentration durch erneute Zugabe von 1,9 g fe-
stem D,L-Benzylhydantoin aufgestockt. Fir weitere 30 min Ioste der Regler die Zudosierung von
ca. 2,5 g NaOH-Losung aus, was die mit der Auflésung von D,L-Benzylhydantoin verbundene
Erhohung des pH-Wertes zusétzlich verstérkte. Infolge dieses Reglerverhaltens stellte sich nach
insgesamt 3,4 h ein Uberschwinger mit einem Maximum von pH 8,7 ein, welcher im Verlauf der
Reaktion ohne weitere Eingriffe des Reglers ausgeglichen wurde. Ab der flinften Stunde betrug der
Mittelwert pH 8,35 und lag damit bei einer Schwingungsbreite von +0,15 pH-Einheiten lediglich
um 0,1 pH-Einheiten tber dem Sollwert. Dieses fiir die praktische Anwendung im technischen
Malistab wichtige Ergebnis verdeutlicht, dass eine unproblematische Handhabung des Systems
auch bei Verwendung ungepufferter Reaktionslosungen maoglich ist.

Die im Membranreaktor sowie im Ablauf des Festbettreaktors FB1 gemessenen pH-Werte stimm-
ten gut miteinander Uberein (Abb. 48), da die differentielle Betriebsweise des Enzymfestbettre-
aktors zu geringem Substratumsatz und damit auch zu geringen Anderungen des pH-Werts bei
einmaliger Passage der Reaktionsldsung durch die Festbettschittung fuhrte. Ferner ist in Abb. 48
zu erkennen, dass die mittlere Temperatur bei Schwankungen von +1,7 °C um 1 °C unter ihrem
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Abbildung 47: Zeitliche Konzentrationsverldufe im Membranreaktor bei der absatzweisen
Umsetzung von ungeldstem D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase und L-
Carbamoylase einschlieBlich Racemisierung am lonenaustauscher. Das Reaktionssystem war
pufferfrei und wurde durch Titration mit NaOH auf einen konstanten pH-Wert eingestellt (vgl.
Abb. 48). Der lonenaustauscher wurde vor Versuchsbeginn nicht dquilibriert. Dargestellt sind
experimentelle Daten.

Sollwert von 37 °C blieb und der mittlere Volumenstrom mit ¢Q = 1,92 L/h etwa 96 % des vorge-
gebenen Wertes erreichte.

Bis zur vollstandigen Umsetzung des Substrats, dessen Konzentrationsverlauf starker gedampfte
Schwingungen als bei den vorherigen Versuchen aufwies, vergingen nach der zweiten Zugabe
etwa 16 h, und die Produktkonzentration lag am Ende der Reaktion mit 16 mM um 50 % Uber dem
ohne Racemisierung maximal erreichbaren Wert. Hierbei begiinstigte das pufferfreie System die
Racemisierung des nicht umgesetzten Substratenantiomers, was mit einer groReren Anzahl freier
Bindungsstellen am lonenaustauscher erklart werden kann (Abschnitt 5.4.2).

AbschlieRend wurde die eingesetzte Substratmenge nach 20 h Reaktionszeit zum zweiten Mal um
1,9 g D,L-Benzylhydantoin auf nunmehr insgesamt 5,7 g erhoht. Es resultierte ein unterpropor-
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Abbildung 48: Online Messwerte bei der absatzweisen Umsetzung von ungeldstem D,L-
Benzylhydantoin (vgl. Abb. 47). Dargestellt sind die pH-Werte im Membranreaktor (pH 1)
und im Ablauf des Enzym-Festbettreaktors (pH 2) sowie die Masse m y.on des NaOH-
Vorlagebehélters, die Temperatur T im Temperierbad und der Volumenstrom @ durch die Fest-
bettreaktoren.

tionaler Anstieg der Phenylalanin-Endkonzentration auf 22 mM, die jedoch ebenfalls die ohne
Racemisierung erreichbare Maximalkonzentration um 50 % Ubertraf.

Bis zur Aufarbeitung mittels Elektrodialyse wurde die aus dem Membranreaktor abgepumpt Reak-
tionslosung, deren Leitfahigkeit « = 4,46 mS/cm betrug (Referenztemperatur: 20 °C), einige Tage
bei 4 °C im Kihlraum gelagert.

6.2.2 Zweiter Schritt: Produktabtrennung mittels Elektrodialyse

Die Elektrodialyse ist ein Trennverfahren, bei dem mit Hilfe ionensektiver Membranen geladene
Teilchen durch Wanderung im elektrischen Feld aus einer Losung entfernt werden. Abwechselnd
zwischen zwei Elektroden angeordnete lonenaustauschermembranen mit selektiver Durchldssig-
keit fir negativ geladene Teilchen (Anionen) bzw. positiv geladene Teilchen (Kationen) untertei-
len ein Elektrodialysemodul in mehrere Kammern, so dass jede Kammer in Transportrichtung von
einer Anionenaustauschermembran und einer Kationenaustauschermembran begrenzt ist. Im ab-
satzweisen Betrieb werden die aufzureinigende L6sung (Diluat), welche geladene und ungeladene
Komponenten enthélt, sowie eine Auffanglosung (Konzentrat) kontinuierlich durch die Kammern
gepumpt und zuriickgefuhrt. Aufgrund paralleler Verteilung der beiden Losungen im Zulauf des
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Abbildung 49: Elektrodenreaktionen

Elektrodialysemoduls sind je zwei benachbarte Kammern mit dem Diluat- bzw. Konzentratkreis-
lauf verbunden. Die Anionen und Kationen wandern infolge des elektrischen Potentialgefalles aus
dem Diluat durch die begrenzenden Membranen in Richtung Anode bzw. Kathode und erreichen
so die unmittelbar benachbarten Kammern mit Konzentrat, in denen sie von den nun folgenden
Kationen- bzw. Anionenaustauschermembranen zurtickgehalten werden und daher nicht erneut
in eine Kammer mit Diluat gelangen. Aus der lonenverarmung bzw. lonenanreicherung in den
abwechselnden Kammern resultieren schliellich das deionisierte Diluat sowie die mit lonen auf-
konzentrierte Auffanglosung [89]. Abb. 50 illustriert das Prinzip der Elektrodialyse fur die durch-
gefiihrte Trennung von neutralem Phenylalanin und negativ geladenem Carbamoylphenylalanin.

Um Einflisse der elektrochemischen Zerlegung des Ldsungsmittels Wasser an den Elektroden
(Abb. 49) auf die eigentliche Trennung abzufangen, verfiigt ein Elektrodialysemodul {iber einen
dritten Kreislauf, die sogenannte Elektrodenspiilung. Die Elektrodenreaktionen fiihren zu einem
pH-ADbfall in der Anodenkammer und einem pH-Anstieg in der Kathodenkammer. Weil jedoch
beide Kammern durch die Elektrodenspiilung miteinander verbunden sind, ergibt sich insgesamt
eine Neutralisation.

Da nun das Grundprinzip der Elektrodialyse auf der Wanderung geladener Spezies im elektrischen
Feld beruht, erfordert die Aufreinigung eines Gemisches zweier schwacher Elekrolyte einen pH-
Wert, bei dem die eine Spezies neutral, die andere jedoch vollstandig dissoziiert und somit geladen
vorliegt.

Die Reaktionsldsung aus Abschnitt 6.2.1 beinhaltete das Zielprodukt L-Phenylalanin sowie das un-
erwinschte Nebenprodukt D-Carbamoylphenylalanin, welche schwache Elektrolyte sind und wie
in Abb. 51 dargestellt, pH-abhangig dissoziieren. Prinzipiell geeignete pH-Werte zur Trennung der
beiden Komponenten sind offensichtlich pH 0 mit positiv geladenem Phenylalanin und neutralem
Carbamoylphenylalanin, sowie pH 6 mit neutralem Phenylalanin und negativ geladenem Carba-
moylphenylalanin. In dieser Arbeit wurde die Elektrodialyse bei pH 6 durchgefiihrt, um den mit
einer Verschiebung auf pH 0 verbundenen Eintrag grofRerer Mengen an Salz zu vermeiden, welches
aufgrund seiner ionischen Eigenschaften den Trennaufwand zusétzlich erhoht hatte. Fir den Fall
einer unvollstandig abgelaufenen Reaktion bedeutete der gewahlte pH-Wert, dass nicht umgesetzte
Reste des bei pH 6 ebenfalls ungeladenen Substrats Benzylhydantoin (Abb. 51) als Verunreinigung
in der Phenylalanin-Fraktion verblieben wiirden.

Der zur Aufreinigung der Phe/CPhe-Produktlosung von F. Sarfert [73] am Institut fur Chemi-
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Abbildung 50: Prinzipielle Darstellung der Abtrennung von Carbamoylphenylalanin-Anionen
und begleitenden Kationen mittels Elektrodialyse (A: Anionenaustauschermembran, K: Katio-
nenaustauschermembran, Erklarung: s. Text).

sche Verfahrenstechnik der Universidt Stuttgart konzipierte experimentelle Aufbau ist in Abb. 52
skizziert. Das Elektrodialysemodul der Firma Berghof (Eningen) mit finf Zellpaaren und jeweils
37 cm? Membranflache wurde spannungskonstant betrieben und verfiigte tiber drei geschlossene
Kreislaufe, durch die eine Schlauchpumpe (505 U/RL, Watson-Marlow, Falmouth, England) Di-
luat, Konzentrat bzw. Elektrodenspiilldsung mit einem Volumenstrom von jeweils 20 L/h forder-
te. Als lonenaustauschermembranen kamen die Typen Neosepta AHA-2 (Anionenaustausch) und
CMB (Kationenaustausch) der Tokuyama Corporation (Japan) zum Einsatz.

Zu Versuchsbeginn lagen 1 L Elektrodenspilldosung (125 mM Na,SO, - 10 H,0), 1 L Konzen-
trat (5 mM NaCl) und 0,3 L Diluat vor, welches aus der mit Kochsalz erganzten und auf pH 6
eingestellten Produktlésung des Abschnitts 6.2.1 hervorging (exemplarische Zusammensetzung:
23,4 mM Phenylalanin; 6,3 mM Carbamoylpenylalanin; 5 mM NaCl). Wahrend der Elektrodialy-
se aufgetretene Abweichungen vom Sollwert pH 6 des Diluats korrigierte ein Regler durch Titra-
tion mit 100 mM NaOH-Ldsung. Die am Netzteil des Elektodialysemoduls eingestellte konstante
Spannung betrug U = 18 V und korrespondierte mit einem anfanglichen Strom von 7 = 100 mA.

Abb. 53 zeigt die Ergebnisse der mittels HPLC-Analytik ausgewerteten Proben aus Diluat- und
Konzentratvorlage sowie den zum jeweiligen Zeitpunkt der Probenahme gemessenen veranderli-
chen Strom I. Da die Volumina der verschiedenen Ldsungen nicht identisch waren, sind keine
Konzentrationen sondern Stoffmengen dargestellt.

Betrachtet man die geladene Komponente Carbamoylphenylalanin, so féallt auf, dass sich der aktive
Tansport nach ca. einstiindiger Verzdgerungszeit, in der ungeféhr 10 % der urspringlich im Diluat
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Abbildung 51: Dissoziationsgleichgewichte fiir Phenylalanin (pK g1 = 2,6; pKgo = 9,2; pI
= 5,9), Carbamoylphenylalanin (pKs = 3,6) und Benzylhydantoin (pKgs = 8,7). pKs-Werte

gemal F. Sarfert [73].



118 6 Vergleich von Simulation und Experiment

Elektroden-

k!
@
!
5
c:
C
3
1
+
|
T

[T

Diluat Konzentrat

NaOH

Q=20L/h

Abbildung 52: Versuchsanlage zur elektrodialytischen Aufreinigung der Phe/CPhe-
Produktldsung im Diluat-Vorlagebehélter durch Abtrennung von CPhe-lonen (U = const. =
18 V).

vorhandenen Stoffmenge ins Konzentrat ausgeschleust wurde, stark beschleunigte, und infolge-
dessen bereits nach insgesamt vier Stunden nur noch Carbamoylphenylalanin-Spuren im Diluat
nachweisbar waren. Entsprechend gegenldufig stellen sich in Abb. 53 die S-Kurven der beiden
Carbamoylphenylalanin-Verldaufe dar. Das ungeladene Phenylalanin verblieb groitenteils im Di-
luat, wobei allerdings wéhrend der vierstiindigen Elektrodialyse ein stetiger Diffusionsstrom vom
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Abbildung 53: Stoffmengen im Diluat bzw. Konzentrat bei der Elektrodialyse der Phe/CPhe-
Produktldsung. Zusétzlich ist der Verlauf der Stromstérke dargestellt (U = const. = 18 V).
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Diluat durch die lonenaustauschermembranen zum Konzentrat fiir einen unerwiinschten Verlust
von ca. 13 % der eingesetzten Stoffmenge sorgte.

Die Flache unter der Kurve der bei konstanter Spannung gemessenen Stromstdrke I entspricht der
transportierten Ladungsmenge. Somit wurden wahrend der ersten Stunde in erheblichem Umfang
lonen transportiert, obwohl die Stoffmenge des negativ geladenen Carbamoylphenylalanins im
Diluat nahezu unverdndert blieb. Diesen Ladungstransport verursachte das NaCl, welches dem
Diluat zur Erhdhung der elektrischen Leitfahigkeit zugesetzt worden war. Im weiteren Verlauf
stimmte die Entwicklung der Stromstérke erwartungsgemaR mit der Abnahme der Stoffmenge an
Carbamoylphenylalanin im Diluat qualitativ Gberein.

Optimierungsméglichkeiten ohne Anderungen des Versuchsaufbaus bietet die am Elektrodialyse-
modul eingestellte Spannung. Wie von Tichy [89] flr die Abtrennung von Methionin beschrie-
ben, kann der Ladungstransport bei gleichzeitiger Verschlechterung des Wirkungsgrads durch
Erhohung der Spannung beschleunigt werden.



7 Simulationsstudien und Diskussion

Die im Abschnitt 6.1.2 vorgestellten mathematischen Modellen zur Beschreibung mehrerer Va-
rianten der Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin in der Versuchsanlage wurden im weiteren fir
Simulationsstudien genutzt, um die optimale Racemisierungsgeschwindigkeit sowie den Einfluss
der Anfangskonzentration an ungeldstem D,L-Benzylhydantoin zu bestimmen.

Aullerdem erhielt das Teilmodell des Membranreaktors einen Substratzulauf und einen Ablauf, so
dass eine neue Prozessvariante mit kontinuierlicher Betriebsweise untersucht werden konnte.

7.1 Optimierung der Racemisierungsgeschwindigkeit

Wird wie in dieser Arbeit eine lediglich L-selektive Hydantoinase eingesetzt, so geht beim Einsatz
racemischen Substrats von der Racemisierungsgeschwindigkeit ein entscheidender Einfluss auf
Umsatz U, Ausbeute Y und Enantiomerentiberschuss ee p aus.

Anders séhe es im Idealfall einer L-spezifischen Hydantoinase aus, denn diese wiirde nur das Sub-
strat L-Benzylhydantoin iber das Zwischenprodukt L-Carbamoylphenylalanin zu L-Phenylalanin
umsetzen. Da durch die Racemisierung auch D-Benzylhydantoin als Substrat fiir die L-Hydantoin-
ase zuganglich wirde, bestimmte die (langsame) Racemisierungsgeschwindigkeit somit die not-
wendige Reaktionszeit zur Umsetzung von sowohl L- als auch D-Benzylhydantoin, bliebe jedoch
ohne Auswirkung auf U, Y und eep am Ende der Umsetzung nach Erreichen des thermodynami-
schen Gleichgewichts.

Ziel einer optimierten Reaktionsfilhrung war die moglichst geringe Bildung des Nebenprodukts
D-Carbamoyphenylalanin, was auch hinsichtlich der Produktaufreinigung mittels Elektrodialy-
se (Abschnitt 6.2.2) Vorteile bietet. Zwei Wege fiihren zu diesem Ziel. Der eine bedeutet eine
Verdnderung der reaktionskinetischen Konstanten durch Manipulation der Hydantoinase hin zu ei-
nem L-spezifischen Enzym (z. B. mit den Methoden der ,directed evolution®, die von O. May et
al. [56] zur Invertierung der Enantioselektivitét einer Hydantoinase angewendet wurden). Und der
andere besteht in einer Absenkung der Konzentration des Substrats D-Benzylhydantoin durch be-
schleunigte Racemisierung. Infolge des Racemisierungsgleichgewichts mit Ke’fl“ = 1 begrenzt die
Aquivalenz cp-pnu (t) = cr-pnp (t) die minimal erreichbare D-Benzylhydantoinkonzentration.

Zur Untersuchung der beschleunigten Racemisierung erfolgten Simulationen mit verschiedenen
Racemisierungskonstanten k.. (Definition von k.. gemals Abschnitt 6.1.1.4). Grundlage fiir die
Simulationen waren das Modell und die Parameter der im Abschnitt 6.1.2.1 behandelten Um-
setzung von 8 mM D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase und L-Carbamoylase
einschliellich Racemisierung am lonenaustauscher. Als Ausgangssituation zeigen die Konzentra-
tionsverldufe in Abb. 45 (S. 108) aufgrund der L-Spezifitat der Hydantoinase eine im Vergleich
mit D-Benzylhydantoin raschere Umsetzung von L-Benzylhydantoin.

Durch schrittweise Steigerung von k.. um die Faktoren 3, 10 und 55 (Abb. 54) wurde das Ziel
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Abbildung 54: Simulation der absatzweisen Umsetzung von 8 mM D,L-Benzylhydantoin mit
immobilisierter Hydantoinase und L-Carbamoylase einschlieflich Racemisierung am lonen-
austauscher fiir verschiedene Racemisierungskonstanten k r,.. Dargestellt sind die zeitlichen
Konzentrationsverldufe im Membranreaktor.

erreicht, die Konzentrationsverldufe der beiden Enantiomere des Benzylhydantoins einander an-
zunghern und schlieBlich in Deckung zu bringen. Wie Abb. 54 verdeutlicht, hangt beim Einsatz
L-selektiver Hydantoinase die Zusammensetzung der Reaktionslosung zum Zeitpunkt des nahe-



122 7 Simulationsstudien und Diskussion

rungsweisen Stillstands der Umsetzung deutlich von der Racemisierungsgeschwindigkeit ab. Der
Begriff ,ndherungsweiser Stillstand* soll andeuten, dass sich die Gesamtreaktion noch nicht im
thermodynamischen Gleichgewicht befindet, welches theoretisch nach vollstdndiger Umsetzung
von D,L-Benzylhydantoin zu L-Phenylalanin erreicht wére. Jedoch liegen die Gleichgewichte der
Hydantoinase-katalysierten Teilreaktionen so weit auf der jeweiligen Produktseite, dass in Experi-
ment und Simulation quasi ein vorzeitiger Stillstand der Gesamtreaktion beobachtet wurde, dessen
Zustand nicht mit dem thermodynamischen Gleichgewicht tGibereinstimmt.

Mit der angestrebten Reduzierung der D-Carbamoylphenylalaninkonzentration einher gingen eine
Anhebung der Produktkonzentration und somit die Steigerung der ZielgroRen Ausbeute Y und
Enantiomereniiberschuss ee p, die zusammen mit dem Umsatz U gemal3 Gl. 89, 90 bzw. 88 definiert
sind.

U= (1 _ Copni + CL'B”H) 100 % (88)
Z Cgelést
CL-Phe
Y = 100 % (89)
Z Cgelést
cep = CL-Phe — CD-CPhe 100 % (90)

CL-Phe + CD-CPhe
Zu beachten ist, dass nur die fiir eine technische Anwendung interessanten geldsten Reaktan-
ten beriicksichtigt wurden, da z. B. das wahrend der Reaktion am lonenaustauscher adsorbier-
te Produkt nicht ohne aufwendige Verfahrensschritte wie eine nachgeschaltete Elution der Sdule
zuganglich war. Abweichend von der tblichen Definition flossen in die Berechnung des Enantio-
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Abbildung 55: Einfluss der Racemisierungsgeschwindigkeit auf Ausbeute Y und Enantiome-
reniiberschuss eep bei einem Umsatz von U > 98,9 % (nach 8 h Reaktionszeit).
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mereniberschusses eep die Konzentrationen zweier Spezies ein, da D-Carbamoylphenylalanin das
unerwinschte ,Gegenenantiomer® zum Produkt L-Phenylalanin darstellte.

Abb. 55 zeigt zusammenfassend den Einfluss der Racemisierungsgeschwindigkeit auf Ausbeute
Y und Enantiomereniiberschuss eep. Ausgewertet wurden dazu die Simulationsergebnisse nach
8 h Reaktionszeit, so dass immer ein Umsatz von U > 98,9 % vorlag. Fir Racemisierungskon-
stanten kgq. / £%,. > 55 war die Anforderung cp-gnw (t) = cr-pnu(t) erfillt, und der maximale
Enantiomereniiberschuss betrug ee» = 64 %. Der theoretische Wert von eep = 100 % im thermo-
dynamischen Gleichgewicht war aus den oben genannten Griinden praktisch nicht realisierbar.

Da bereits bei krqe / k%,. = 10 mehr als 94 % der maximalen Ausbeute bzw. des maximalen
Enantiomereniiberschusses erreichbar sind, empfiehlt sich fir die Praxis eine 10-fache Anhebung
der Racemisierungsgeschwindigkeit als ausreichend.

7.2 Optimierung der Substratanfangskonzentration

Eine einfache Moglichkeit, die ins Reaktionssystem eingebrachte Stoffmenge an Substrat zu ver-
groRern, bestand in der Verwendung ungeldsten D,L-Benzylhydantoins. So konnte bereits umge-
setztes Substrat durch kontinuierliche Nachlosung wéhrend der Reaktion ersetzt und damit eine
hohere Endkonzentration des besser l6slichen Produkts L-Phenylalanin erzielt werden.

Zur Beantwortung der Frage nach dem Einfluss der Substratnachlosung auf den Reaktionsver-
lauf wurde das im Abschnitt 6.1.2.2 erlduterte Modell der Umsetzung von ungeldstem D,L-Ben-
zylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase und L-Carbamoylase einschlieflich Racemisie-
rung am lonenaustauscher fiir Simulationen mit sechs unterschiedlichen Anfangskonzentrationen
Bt sotia = 10 . .. 60 mM genutzt. Alle weiteren Modellparameter blieben wiederum unverandert.

In Abb. 56 sind die zeitlichen Verldufe der gemal? Gl. 89 berechneten Ausbeuten Y dargestellt.
Auffallig ist, dass die maximalen Ausbeuten bei steigender Anfangskonzentration von 64 % auf
71 % zunahmen. Da wie im Abschnitt zuvor das thermodynamische Gleichgewicht der Gesamtre-
aktion praktisch nicht erreichbar war, und die maximale Ausbeute statt dessen im ,ndherungswei-
sen Stillstand® (s. S. 122) ermittelt wurde, war ein kinetischer Effekt fiir die beobachtete Zunahme
verantwortlich. Denn mit der Substratanfangskonzentration wuchs die maximale Bildungsrate fiir
L-Phenylalanin um 36 % an, die fiir D-Carbamoylphenylalanin jedoch nur um 10 %, weshalb we-
niger Substrat in die ,Einbahnstralie* zum Nebenprodukt gelangte und die Ausbeute anstieg. Mit
der Anfangskonzentration stiegen ebenfalls die maximal erreichbare Produktkonzentration von 5,1
auf 15,7 mM und die integrale Produktivitdt von 0,67 auf 1,24 mmol/(L h) an. Die Produktivitat
profitierte dabei von der konzentrationsabhéngig anwachsenden Reaktionsgeschwindigkeit.

Wie im unteren Teil der Abb. 57 zu erkennen ist, hing die Gesamtkonzentration aller gelosten
Reaktanten c,., linear mit einer positiven Steigung < 1 von der Anfangskonzentration an festem
Benzylhydantoin ¢, .4 @b. Verglichen werden Simulationsergebnisse mit und ohne Racemi-
sierung des Substrats. Die Linearitét resultierte aus einer Uberlagerung des fiir alle Simulationen
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Abbildung 56: Simulation der absatzweisen Umsetzung von D,L-Benzylhydantoin mit immo-
bilisierter Hydantoinase und L-Carbamoylase einschlieflich Racemisierung am lonenaustau-
scher fiir verschiedene Anfangskonzentrationen cf;,, ;; ;4 @n ungeldstem Substrat. Dargestellt
sind die zeitlichen Verlaufe der Ausbeute Y.

konstanten (linearen) Verdinnungseffekts mit der Einstellung neuer Adsorptionsgleichgewichte
am lonenaustauscher. Hierbei erfolgte die Adsorption der am Reaktionsende hauptséchlich vor-
liegenden Komponenten nach linearen (D-Carbamoylphenylalanin) bzw. ndherungsweise linearen
(L-Phenylalanin) GesetzmalRigkeiten. Da im Fall mit Racemisierung der Anteil von L-Phenylalanin
an der Gesamtzusammensetzung erhoht war und diese Spezies am schlechtesten vom lonenaus-
tauscher gebunden wurde, ergab sich auch eine geringfiigig groflere Gesamtkonzentration aller
gelosten Reaktanten. FUr ¢, ;7 ;4 = 0 MM resultierte aus den Simulationsergebnissen eine Kon-
zentration von cy.; = 4,7 mM, da der lonenaustauscher im Modell vor einer Umsetzung jeweils mit
8 mM D,L-Benzylhydantoinlosung dquilibriert worden war.

Abb. 57 zeigt im oberen Teil den Einfluss der Substratanfangskonzentration auf Ausbeute Y und
Enantiomereniiberschuss eep bei einem Umsatz von U > 98 %. Der fir die Ausbeute erlauterte
kinetische Effekt verursachte ebenso einen Anstieg des Enantiomereniiberschusses von 30 % auf
44 %. Diese Werte bestatigten die Nutzlichkeit des lonenaustauschers, war doch in einem Reak-
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Abbildung 57: Einfluss der Anfangskonzentration c%, ;.4 @n ungelostem D,L-
Benzylhydantoin auf Ausbeute Y und Enantiomerenilberschuss eep bei einem Umsatz von
U > 98 %. Mit ¢}, ;7 ;4 KOrrespondiert c,.;, die Gesamtkonzentration aller gelosten Reak-
tanten. Dargestellt sind Simulationsergebnisse mit bzw. ohne Racemisierung des Substrats.

tionssystem ohne Racemisierung allein aufgrund der Gleichgewichtsreaktion zum D-Carbamoyl-
phenylalanin nur ein geringer Uberschuss an L-Phenylalanin und damit eep = 1/(1 + 2K§]’y) =
1,8 % (mit der Definition von eep gemal’ Gl. 90) zu erwarten. Die Simulationen mit lonenaustau-
scher und der Racemisierungskonstante & .. = 0 ergaben jedoch im untersuchten Konzentrations-
bereich eine Anreicherung von eep & const. ~ 10 %, die auf die im Vergleich mit L-Phenylalanin
starkere Adsorption von D-Carbamoylphenylalanin an den lonenaustauscher zuriickzufiihren war.
Aus gleichem Grund lag die Ausbeute mit Y =~ 54 % etwas Uber dem erwarteten Wert von 50 %.

Signifikante Auswirkungen der Auflosungskinetik auf die Reaktion wurden bei den Simulationen
nicht beobachtet, weil sich das Substrat stets ausreichend schnell nachldste.
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7.3 Kontinuierliche Prozessfuhrung im Feed-and-Bleed Verfahren

Haufig wird in Produktionsprozessen ein kontinuierlicher Betrieb angestrebt, der neben Vortei-
len wie vereinfachter Automatisierung vor allem konstante Produktqualitat mit sich bringt. Zur
Simulation eines kontinuierlichen Feed-and-Bleed Verfahrens wurde dem Membranreaktor im be-
stehenden Prozessmodell ein Zu- und Ablauf hinzugefiigt (Abb. 58, oben). Vom Zulauf gelangte
8 mM D,L-Benzylhydantoinlésung mit dem Volumenstrom ()., in das Reaktionssystem, und am
Ablauf wurde zum Ausgleich ein Volumenstrom gleicher Grol3e abgezogen.

Als Basis der Erweiterung dienten wie im vorangehenden Abschnitt 7.1 das Modell und die Para-
meter fur die Umsetzung von 8 mM D,L-Benzylhydantoin mit immobilisierter Hydantoinase und
L-Carbamoylase einschliel3lich Racemisierung am lonenaustauscher (Abschnitt 6.1.2.1). Mit dem
neuen Zu- und Ablauf erhielt die auf Seite 32 erlduterte Bilanzgleichung 1 des Membranreaktors
neben dem Term, welcher aus dem intern durch die Festbettraktoren zirkulierenden Volumenstrom
Qin: resultiert, einen weiteren Term fiir den externen Volumenstrom Q...

% - Qint

22U QEZL’ utau
= s G ) (G - ) (91)

VRK

In GI. 91 bezeichnet ¢;* die Konzentration der Komponente j im internen Zulauf und ch“l‘“‘f die
externe Zulaufkonzentration, welche fir ; = D-BnH und j = L-BnH jeweils 4 mM betrug.

Fur die Simulationen wurde der von den Festbettreaktoren zum Membranreaktor zurtickgefiihrte
Volumenstrom auf Q);,,; = 2000 mL/h fixiert und der Volumenstrom ()..,; des Zu- und Ablaufs zwi-
schen 1 mL/h und 100 mL/h variiert. In Abb. 58 sind abhdngig vom Verhéltnis der Volumenstrome
Qext | Qint der Umsatz U (Gl. 88), die Ausbeute Y (GI. 89), der Enantiomereniiberschuss eep (Gl.
90) und die auf die Masse des feuchten Enzymimmobilisats bezogene Produktivitat P aufgetragen,
welche wie folgt berechnet wurde:
Ablauf
P = L Phe Qeact

mr, f

(92)

Aufgrund idealer Durchmischung entsprach die Ablaufkonzentration 7"/ der Konzentration
cr-phe 1M Membranreaktor. Sdmtliche GroRen wurden ermittelt, nachdem das gesamte Reaktions-
system ein FlieRgleichgewicht erreicht hatte, welches sich bei allen Simulationen spétestens nach
8 h Reaktionszeit einstellte.

Erwarungsgemal nahmen U, Y und eep mit ansteigendem Volumenstromverhaltnis Q..; / Qin
ab (Abb. 58), weil die Reaktionsgeschwindigkeiten nicht im gleichen Malie anwuchsen wie die
Rate der Substratzufuhr. Jedoch zeigten die Simulationen, dass diese anndhernd lineare Abnahme
moderat verlief. So wiesen die drei genannten Kenngrolien eine dhnliche Steigung auf von etwa
-0,1 Prozentpunkten bei Anhebung des externen Volumenstroms um 1 mL/h.

Diese moderate Abnahme wirkte sich ginstig auf die Produktivitat des kontinuierlichen Verfahrens
aus. So waren zwar beim niedrigsten externen Volumenstrom optimale Werte fiir die KenngroRen
(U=99%, Y =66 %, eep =34 %) zu erzielen, die denen der absatzweisen Umsetzung in Abschnitt
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Abbildung 58: Simulation der kontinuierlichen Umsetzung von 8 mM D,L-Benzylhydantoin
mit immobilisierter Hydantoinase und L-Carbamoylase einschlieflich Racemisierung am lo-
nenaustauscher fiir verschiedene Verhéltnisse Q ¢zt / Qint VON externem zu internem Volumen-
strom. Dargestellt sind Umsatz U, Ausbeute Y, Enantiomereniberschuss ee p und Produktivitét
P.

7.1 (fur kgee/k%,. = 1) glichen, aber durch den geringen Multiplikator Q.,; = 1 mL/h betrug die
Produktivitat P lediglich 0,14 mmol/(kg h). Andererseits sanken die KenngrofRen beim 100-fachen
externen Volumenstrom @)..; nur zwischen 10 % und 20 %, wohingegen die Produktivitdt um den
Faktor 85 auf P = 11,9 mmol/(kg h) anstieg.

Neben der Zusammensetzung des abgefiihrten Produktvolumenstroms ist bei einem kontinuierli-
chen Verfahren die Dauer der instationdren Anfahrphase von Interesse. Je langer diese dauert, desto
gravierender ist der Verlust an Substratlosung, die nur teilweise umgesetzt am Ablauf verworfen
wird. Wesentliche Betriebsparameter mit Einfluss auf die Anfahrpase waren die Bettvolumina des
Enzym- und lonenaustauscherreaktors sowie der intern zirkulierende Volumenstrom @);,,; und der
externe Zu- bzw. Ablauf Q..;. Bezogen auf die Verhaltnisse der zuvor beschriebenen Simulation
mit Q;,; = 2000 mL/h und Q.,; = 100 mL/h wurden die Bettvolumina um die Faktoren 5 bzw. 8
(in Abb. 59 gekennzeichnet durch 5xE, 5xIAT, 8xIAT), der interne Volumenstrom um die Faktoren
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Abbildung 59: Simulationsstudie mit goRerem Enzym- und/oder lonenaustauschervolumen
(E bzw. 1AT) in den Festbettreaktoren. Die Bettvolumina wurden um die Faktoren 5 bzw. 8
vergrofert, Q;,+ = 2 L/h (Ausnahmen: Simulationen D, E, G und H), Q..: = 0,1 L/h (Ausnah-
me: Simulation H). Dargestellt sind Umsatz U, Ausbeute Y und Enantiomerenuberschuss ee p
im Zustand des FlieRgleichgewichts sowie die Dauer der instationdren Phase.

2,5 bzw. 5 (2,5xQ(int), 5xQ(int)) und der externe Volumenstrom um den Faktor 0,1 (0,1xQ(ext))
variiert.

Wie der Rubrik A in Abb. 59 zu entnehmen ist, ergab sich fir die Ausgangssituation eine instati-
ondre Phase von 3,6 Stunden Dauer. Eine Beschleunigung der Reaktion durch 5-faches Bettvolu-
men im Enzymreaktor senkte die Dauer der instationdren Phase auf 1,1 Stunden (Simulation B).
Gleichzeitig brach aber der Enantiomereniiberschuss ee » von 26 % auf 12 % ein, da die Substrat-
racemisierung aufgrund des unausgewogenen Volumenverhéltnisses von Enzym zu lonenaustau-
scher zu langsam ablief und deshalb die Bildung des Nebenprodukts D-Carbamoylphenylalanin
begunstigt war. Im ndchsten Schritt wurden daher beide Festbetten um den Faktor 5 vergrolert (Si-
mulation C), was dem Volumenverhéltnis der Ausgangssituation entsprach. Anstatt dass das Fliel3-
gleichgewicht nun schneller erreicht wurde, verlangerte sich die Verzogerungszeit geringfligig von
3,6 auf 4,0 Stunden bei leicht verbesserten Kennzahlen U, Y und eep. Ursache hierfir war der
auf Ad- und Desorption beruhende verzogernde Einfluss des als Stoffspeicher wirkenden lonen-
austauschers. Weil bei der gegebenen Systemdynamik ein Vervielfachen der Katalysatormengen
alleine nicht ausreichte, um die instationdre Phase abzukiirzen, wurde fur die Simulationen D
und E zusétzlich der intern zirkulierende Volumstrom @);,; um die Faktoren 2,5 bzw. 5 angeho-
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ben. Wiederum stiegen die Kennzahlen leicht an, und die Verzégerungszeit sank von 4,0 auf 2,9
bzw. 2,8 Stunden. Deutlich erkennbar reduzierte die geringere Verweilzeit im lonenaustauscher die
verzogernde Wirkung des Stoffspeichers und fiihrte eine Verkiirzung der Anfahrphase herbei. Be-
grenzt war der Effekt dieser Manahme durch einen maximalen Volumenstrom Q7'%*, bei dessen
Uberschreitung die Auswirkungen auf den Reaktionsverlauf rapide abnahmen. So verkiirzte sich
im Vergleich der Simulationen D und E die instationdre Phase bei doppeltem @;,; lediglich um
6 min. Simulation F beriicksichtigte das Resultat aus Abschnitt 7.1, dass die Zusammensetzung
der Produktldsung stark von der Racemisierungsgeschwindigkeit abhangt, indem das Bettvolumen
des lonenaustauschers um den Faktor 8 vergroRert wurde. Stellt man die Ergebnisse denen der
Simulation C gegeniiber, bestatigt sich auch fur den kontinuierlichen Betrieb die tendenzielle Ver-
besserung des Enantiomerentiberschusses mit zunehmender Racemisierungsgeschwindigkeit (C:
eep =31 %, F: eep = 37 %). Die aufgrund der gréfieren Menge an lonenaustauscher von 4,0 auf
5,4 Stunden angewachsene Dauer der Anfahrphase lieR sich wie bereits zuvor (Simulationen C und
E) durch Erhdhung des intern zirkulierenden Volumstroms @);,,; um den Faktor 5 auf 3,9 Stunden
(Simulation G) verkirzen. Ein optimiertes Ergebnis mit U =99 %, Y =79 % und eep = 61 % zeigt
Simulation H. Bei fast vollstandigem Umsatz stimmte der Enantiomereniiberschuss beinahe mit
dem Maximalwert eep = 64 % (s. S. 123) lberein. Ermdglicht hatte dies die Kombination eines
einfachen Bettvolumens im Enzymreaktor mit 8-fachem Bettvolumen an lonenaustauscher. Nach-
teilig wirkte sich die grof3e lonenaustauschermasse auf die Dauer der instationdren Phase aus, die
mit 18 Stunden alle anderen Simulationen bei weitem Ubertraf, obwohl @;,,; zur Beschleunigung
bereits um den Faktor 5 erhoht war. Auch hinsichtlich der Produktivitat wurde der Vorteil optimier-
ter KenngroRRen durch die notwendige Reduktion des Volumenstroms (..., im Zu- und Ablauf von
100 mL/h auf 10 mL/h relativiert, so dass Simulation G als Vorlage fir eine zukiinftige groRere
Versuchsanlage die interessanteste Variante darstellt.
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