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Biokatalysatoren, auch Enzyme
genannt, sind Proteine, die un-
zdhlige Stoffumwandlungspro-
zesse beschleunigen. Enzyme
steuern nicht nur den Stoff-
wechsel in unserem Korper,
sondern stehen auch im Mittel-
punkt vieler umweltfreundlicher
Produktionsverfahren. Sie fin-
den ihre Anwendung in so un-
terschiedlichen Industriezwei-
gen wie der Lebensmittel-, Kos-
metik-, Textil- oder Papierindus-
trie. Enzyme bieten ein enor-
mes Potenzial fur unsere indus-
trielle Gesellschaft und sind aus
unserem Alltag nicht mehr
wegzudenken. Ob Joghurt, ef-
fektive Waschmittel, Gesichts-
creme oder lebenswichtige
schmerzlindernde Medikamen-
te, alle diese Produkte werden
mit Hilfe von Enzymen herge-
stellt. Die Anzahl der industriell
nutzbaren Biokatalysatoren
steigt von Jahr zu Jahr.

Viele der enzymatischen
Reaktionen finden in wassriger
Losung statt, da das Wasser ei-
ne essenzielle Komponente fur
Enzymreaktionen ist. Schwieri-
ger wird es, wenn das Substrat
eine niedrige Wasserloslichkeit
besitzt, wie zum Beispiel bei der
Hydrolyse von Cellulose zur
Biokraftstoffsynthese. Um die
Loslichkeit der Substrate zu er-
héhen, werden organische Lo-
sungsmittel, ionische Fltssigkei-
ten, tberkritische Fluide und
Gase als Reaktionsmedien ein-
gesetzt. Die enzymatische Re-
aktion kann sowohl in einem
Ein- als auch im Zwei-Phasen-
System stattfinden. Das ist ab-
hédngig von der Mischbarkeit
des Losungsmittels mit Wasser.
Oft fhrt der Einsatz dieser so
genannten unkonventionellen
Reaktionsmedien jedoch zu ei-
ner erheblichen Verringerung
der Effizienz der Enzyme. Damit
die Enzyme auch in den unkon-
ventionellen Reaktionsmedien
mit einer vergleichbaren Akti-
vitat und Selektivitat funktio-
nieren, ist es notwendig, die
geeigneten maBgeschneiderten
Biokatalysatoren sowie die ge-
eigneten neuen Losungsmittel
zu finden.

Um fur die schnell steigen-
de Zahl der Enzymanwendun-
gen in unkonventionellen Me-
dien optimale Losungen zu fin-

Antje SpieB,
Helene Wulfhorst

Biokatalyse
in unkonventionellen

Medien

lonische Flussigkeiten,
organische Losungsmittel,

tiberkritische Fluide

und Gase als Reaktionsphasen
fur biokatalysierte Synthesen

den, wird bei der AVT im Zuge
des Exzellenzclusters , MaBge-
schneiderte Kraftstoffe aus Bio-
masse"” als auch dem Graduier-
tenkolleg , Biokatalyse in un-
konventionellen Medien" (Bio-
NoCo) daran geforscht. Das
Graduiertenkolleg wurde 2005
gegriindet. Es ist eine interdiszi-
plindre Gruppe aus hochqualifi-
zierten Akademikern unter-
schiedlicher Fachrichtungen.
Biologen, Chemiker und Biover-
fahrenstechniker forschen ge-
meinsam auf dem Gebiet der
Biokatalyse in unkonventionellen
Reaktionsmedien. Das wissen-
schaftliche Team arbeitet an der
Schnittstelle von Natur- und In-
genieurwissenschaften und de-
monstriert so die erfolgreiche Zu-
sammenarbeit zwischen RWTH
Aachen und Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf sowie
dem Forschungszentrum Jilich.
Einer der Forschungs-
schwerpunkte sind ionische
Fltssigkeiten als neuartiges L6-
sungsmittel. Die ionischen Flis-
sigkeiten sind organische Salze
mit einem Schmelzpunkt unter
100 °C. Eigenschaften wie
Mischbarkeit mit Losungsmit-

teln, Hydrophobizitdt und Pola-
ritat konnen durch den lonen-
aufbau beeinflusst werden. Die
meisten ionischen Flussigkeiten
besitzen einen sehr geringen
Dampfdruck, leiten den elektri-
schen Strom, sind schwer ent-
ztindlich und haben selektive Lo6-
seeigenschaften. Dieses macht
ionische Flussigkeiten zu einer
viel versprechenden Alternative
zu den herkdémmlichen organi-
schen Lésungsmitteln. Kern des
Projektes ist es, die enzymati-
sche Hydrolyse von Cellulose
mechanistisch zu charakterisie-
ren. Damit kann ein entschei-
dender Beitrag fir neue Pro-
duktionsverfahren zur Herstel-
lung von Biokraftstoffen geleis-
tet werden. Dabei werden ioni-
sche Flussigkeiten als neuartige
Losungsmittel zum Auflosen
der Cellulose und Hemicellulose
eingesetzt. Durch die ionische
Flussigkeit wird die Cellulose,
die in Wasser und den meisten
organischen Losungsmitteln un-
I6slich ist, geldst und kann mit
Wasser wieder ausgefallt wer-
den. Dadurch wird die hochor-
ganisierte Struktur der Cellulose
aufgebrochen und das Biopoly-

mer flr die Angriffe der Enzy-
me zuganglich gemacht. Auch
eine direkte Hydrolyse der in
ionischen Flissigkeiten gelosten
Cellulose mit Enzymen wird un-
tersucht. Dies erfordert die Op-
timierung der Enzyme fur diese
neuen Reaktionsbedingungen
und wird in enger Kooperation
mit dem RWTH-Lehrstuhl fur
molekulare Biotechnologie
durchgefiihrt. Allerdings waren
bis zuletzt keine zeitlich hoch
aufgelosten Messverfahren vor-
handen. Mit Hilfe der am
Lehrstuhl AVT-Bioverfahrens-
technik entwickelten BioLector-
Technik kann nun die Cellulose-
auflosung in ionischen Flﬂssiﬁ-
keiten und ihr Abbau durch hy-
drolytische Enzyme online ver-
folgt werden. Dieses Gerdt er-
moglicht eine Messung der
Lichtstreuung und Fluoreszenz
im Mikrotiterplatten-Format
unter geschuttelten Bedingun-
gen und kann mit einer vollau-
tomatischen Roboter-Pipettier-
einheit kombiniert werden.
Durch das online-Monitoring
der Auflosungskinetik ergeben
sich vollig neue Moglichkeiten
fur den érekten Vergleich un-



R R O

terschiedlicher ionischer Flussig-
keiten und die Identifizierung
von leistungsfahigen Lésungs-
mitteln im Hoch-Durchsatz.

Ein anderer Aspekt fir die
technische Nutzung von Enzy-
men ist der Einsatz von organi-
schen Losungsmitteln. Mit den
wachsenden Anforderungen an
die Enzymeigenschaften fur die
technischen Anwendungen
steigt auch die Bedeutung der
Prozessoptimierung in der Bio-
katalyse, die eine kostengtinsti-

e und zeiteffektive Durch-
Uhrung der enzymatischen Re-
aktionen erméglichen.

Ein weiteres Forschungsfeld
auf dem Gebiet der unkonven-
tionellen Losungsmittel ist die
Gasphasenkatalyse. In der Gas-
phasenkatalyse werden gasfor-
mige Substrate durch trockene
Enzyme in gasformige Produkte
umgesetzt. Verschiedene Enzy-
me und Reaktionen, die durc
isolierte Enzyme oder ganze
Zellen katalysiert werden, sind
bereits im Gasphasenreaktor
untersucht. Die prominentesten
untersuchten Enzymtypen in
der Gasphasenkatalyse sind Al-
koholdehydrogenasen und Li-

pasen. Der Vorteil der Gaspha-
senkatalyse ist die hohere Be-
triebsstabilitdt der Enzyme bei
gleichzeitigen hohen Raum-Zeit
Ausbeuten im Vergleich zu
wadssrigen Systemen. Die For-
schungsschwerpunkte sind hier
die Entwicklung und Durch-
fihrung neuer Reaktionen im
kontinuierlichen Gasphasenre-
aktor. Die Enzyme werden auf
geeigneten Tragern immobili-
siert und auf ihre Aktivitat un-
tersucht. Durch Variation un-
terschiedlicher Prozessparame-
ter und anschlieRende Produkt-
analyse werden die Reaktionen
optimiert. So konnte fir die
Produktion von 1-(R)-Phenyl-
ethanol aus Acetophenon
durch eine Alkoholdehydrogen-
ase aus Lactobacillus brevis die
Wirtschaftlichkeit erheblich er-
hoht werden.

Die hauptséchliche For-
schung unkonventioneller L6-
sungsmittel erfolgt jedoch un-
ter Verwendung von Hydrola-
se-Enzymen, wie zum Beispiel
Cellulasen und Lipasen. Dies
liegt vor allem an ihrer bekann-
ten hohen Aktivitdt und Stabi-
litdt. Die gewonnenen Ergeb-

nisse kdnnen nicht ohne weite-
res auf andere Enzyme Ubertra-
gen werden. Um die Einsatzbe-
reiche und —grenzen unkonven-
tioneller Reaktionsmedien fiir
die Biokatalyse in synthetischen
Anwendungen abzuschétzen,
mussen thermodynamische und
kinetische Phdnomene in kom-
plexen Reaktionssystemen ver-
standen werden und spezifische
Wechselwirkungen zwischen
Biokatalysatoren, Reaktionsme-
dien und Reaktoren identifiziert
und zu Designkriterien ent-
wickelt werden. Daher wird
auch zukiinftig der Bereich der
Biokatalyse in unkonventionel-
len Medien ein zentraler Be-
standteil unserer Forschung sein
und in dem Graduiertenkolleg
BioNoCo und weiteren Projek-
ten intensiv untersucht werden.
|
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Bild 1: Die BioLector-Techno-
logie ermdéglicht erstmalig die
online-Detektion verschiedens-
ter Analyten im Mikrotiterplat-
ten-Format unter geschiittelten
Bedingungen. Durch eine onli-
ne Verfolgung von Streulicht-
und Fluorescence-Signal kén-
nen verschiedene Prozesspara- 43
meter wie Wachstum von (mi-
krobiellen) Kulturen oder En-
zymkinetiken im Hochdurch-
satz analysiert werden. Helene
Wulfhorst bereitet ein Hoch-
durchsatz Experiment zur Un-
tersuchung der Cellulosdepoly-
merisation im BioLector vor.
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