10

15

20

25

30

35

WO 2012/110124 PCT/EP2011/071491

Flussiger Kationenaustauscher

Die vorliegende Anmeldung betrifft ein Verfahren zum Entfernen einer eine oder mehrere positive
Ladungen aufweisenden organischen Verbindung aus einer wiéssrigen Losung, umfassend die Schritte
a) Bereitstellen der die organische Verbindung enthaltenden wéssrigen Losung und einer hydrophoben
organischen Losung, die einen fliissigen Kationenaustauscher umfasst, wobei der fliissige
Kationenaustauscher hydrophob ist, b) Kontaktieren der wéssrigen Losung und der organischen
Losung, und ¢) Abtrennen der organischen Losung von der wéassrigen Losung, wobei es sich bei der
organischen Verbindung um eine Verbindung der Formel NH;-A-COOR' handelt, sowie damit

zusammenhingende Reaktionsmischungen.

Ein grundlegendes Problem bei der von nachwachsenden Rohstoffen ausgehenden biotechnologischen
Herstellung von Feinchemikalien, die herkommlicherweise ausgehend von fossilen Brennstoffen
synthetisiert werden, besteht darin, das einmal erhaltene Produkt, das typischerweise in einer
groBvolumigen wissrigen Phase vorliegt, in eine organische Phase zu iiberfithren. Diese Uberfithrung
fithrt man einerseits durch, um ein fertiges Zwischen- oder Endprodukt zu konzentrieren und um ggf.
die synthetische Verarbeitung in folgenden Reaktionsschritten in organischer Losung zu ermoglichen,
andererseits, um die Ausbeute der Reaktion in der wéssrigen Phase durch das Entfernen des
erwiinschten Produktes zu verbessern oder den Ablauf der Reaktion in einem technisch sinnvollen
Rahmen tberhaupt erst zu ermdglichen. Die direkte thermische Aufkonzentrierung des héufig in
niedrigen Konzentrationen vorliegenden Produktes aus der groBvolumigen wéssrigen Losung ist in der

Regel nicht sinnvoll.

Die Verteilung einer Verbindung in einem Zweiphasensystem umfassend eine wassrige, hydrophile
Phase und eine organische, hydrophobe Phase, die sich nicht mischen, hingt mafBgeblich von den
physikochemischen Eigenschaften der jeweiligen Verbindung ab. Wéhrend Verbindungen mit einem
hohen Anteil an oder ausschlieBlich bestechend aus unsubstituierten Kohlenwasserstoffen sich
iiberwiegend in der hydrophoben Phase anrcichern, liegen Verbindung mit einem hohen Anteil an
polaren Gruppen wie heteroatomhaltigen Funktionalititen und ganz besonders Verbindungen mit
Ladungen iiberwiegend oder praktisch ausschlieBlich in der wissrigen Phase vor, was eine

Uberfithrung in eine organische Phase erschwert.
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Die Verteilung einer Verbindung in dem genannten Zweiphasensystem nach Einstellung des
Gleichgewichts wird haufig mit Hilfe von Verteilungskoeffizienten, beispielsweise nach der

Nernst’schen Gleichung

Ol = C phase 1 / CPhase 2,

beschrieben. Ein spezieller Verteilungskoeffizient ist K, auch als P-Wert bezeichnet, der das
Verteilungsgleichgewicht einer Verbindung zwischen einer Oktanol- und einer wéssrigen Phase

charakterisiert:

Kow =P = cotanot / Cwasser

Ein Beispiel fiir eine industriell stark nachgefragte, positiv geladene organische Verbindung stellen
12-Aminolaurinsidure (ALS) und deren Derivate, insbesondere der Methylester (ALSME) dar. ALS ist
ein wichtiges Ausgangsprodukt bei der Herstellung von Polymeren, beispielsweise zur Herstellung
von Leitungssystemen und Nylon. Herkémmlich wird ALS ausgehend von fossilen Rohstoffen in
einem Prozess mit niedriger Ausbeute tiber Laurinlactam hergestellt, das durch Trimerisierung von
Butadien, anschlieBende Hydrierung unter Bildung von Cyclododecan, anschlichende Oxidation zu
Cyclododecanon, Umsetzung mit Hydroxylaurin und anschlieBender Beckmann-Umlagerung
synthetisiert wird. Ein vielversprechender Weg zur biotechnologischen Herstellung von ALS bzw.

ALSME ist in der DE10200710060705 beschrieben.

Der Stand der Technik lehrt die Gewinnung positiv geladener organischer Verbindungen durch
Kontaktieren einer wéssrigen Reaktionsmischung umfassend ein biologisches Agens mit einer
organischen Phase umfassend ein organisches Losungsmittel. So beschreibt beispiclsweise
DE10200710060705 die Gewinnung des Produktes ALSME durch Ausschiitteln mit
Essigsdurecthylester aus einem wissrigen Reaktionsgemisch. Asano er al. (2008) offenbaren die
Extraktion von ALS mit Toluol aus eciner wissrigen Reaktionslosung umfassend ein ALS

synthetisierendes Enzym.

Der vorliegenden Erfindung daher liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Entfernung positiv
geladener organischer Verbindungen, besonders o-Aminocarbonsduren, mit wenigstens einer
positiven Ladung aus einer wissrigen Reaktionsmischung zu entwickeln, wobei eine moglichst
vorteilhafte Lage der Verteilungsgleichgewichtes zwischen Reaktionsmischung und einer als
Extraktionsmittel verwendeten hydrophoben organischen Phase erwiinscht ist, d. h. das

Verteilungsgleichgewicht soll méglichst weit auf der Seite der hydrophoben organischen Phase licgen.
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Eine weitere der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht darin, ein Verfahren zur Entfernung
organischer Verbindungen mit wenigstens einer positiven Ladung, besonders o-Aminocarbonsiuren,
aus einer wassrigen Losung umfassend ein biologisches Agens unter Verwendung einer hydrophoben
organischen Phase als Extraktionsmittel zu entwickeln, bei dem das Verteilungsgleichgewicht

moglichst weit auf der Seite der hydrophoben organischen Phase liegt.

Eine weitere der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht darin, ein Verfahren zur Entfernung
organischer Verbindungen mit wenigstens einer positiven Ladung, besonders o-Aminocarbonsiuren,
aus eciner wassrigen Losung unter Verwendung einer hydrophoben organischen Losung als
Extraktionsmittel zu entwickeln, das das Wachstum von biotechnologisch relevanten
Mikroorganismen, insbesondere Escherichia coli, moglichst wenig beeintrachtigt bzw. verlangsamt
und/oder die Zahl teilungsfihiger und/oder lebensfidhiger und/oder respiratorisch aktiver und/oder
stoffwechsel- und synthetisch aktiver Zellen dabei méglichst wenig verringert.

SchlieBlich liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Entfernung einer organischen
Verbindung mit wenigstens einer positiven Ladung, besonders o-Aminocarbonsiuren, aus einer
wassrigen Loésung umfassend ein biologisches Agens unter Verwendung einer hydrophoben
organischen Phase als Extraktionsmittel aufzufinden, bei dem die Gesamtheit der fiir die Ausbeute,
den Gesamtumsatz und schnelle Durchfithrbarkeit eines zugrundeliegenden biotechnologischen
Syntheseverfahrens entscheidenden Eigenschaften, insbesondere die Toxizitdt der organischen Phase
gegeniiber dem  biologischen Agens und die Aufnahme der Verbindung in das organische
Extraktionsmittel, mit Hinblick auf die Gesamtausbeute oder einen schnelleren Ablauf oder, im Falle
eines kontinuierlichen Prozesses, eine moglichst lange Verwendbarkeit des biologischen Agens
optimiert ist, besonders fiir den Fall, dass die organische Verbindung mit wenigstens einer positiven
Ladung das Produkt oder ein Zwischenprodukt des Syntheseverfahrens darstellt, das unter Beteiligung
einer katalytischen Aktivitit des biologischen Agens synthetisiert wird.

Diese und weitere Aufgaben werden durch den Gegenstand der vorliegenden Anmeldung und
insbesondere auch durch den Gegenstand der beigefiigten unabhéngigen Anspriiche gelost, wobei sich

Ausfithrungsformen aus den Unteranspriichen ergeben.

Die der Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe wird in einem ersten Aspekt gelost durch ein
Verfahren zum Entfernen einer eine oder mehrere positive Ladungen aufweisenden organischen

Verbindung aus einer wissrigen Losung, umfassend die Schritte
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a) Bereitstellen der die organische Verbindung enthaltenden wissrigen Losung und einer

hydrophoben organischen Lésung, die einen fliissigen Kationenaustauscher umfasst,

wobei der fliissige Kationenaustauscher hydrophob ist,

b) Kontaktieren der wissrigen Losung und der organischen Losung, und

¢) Abtrennen der organischen Losung von der wissrigen Losung,

wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine Verbindung der Formel 1

NH,"-A-COOR' (1),

handelt, wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl oder cine negative Ladung ist und A eine
unsubstituierte, geradekettige Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens acht

Kohlenstoffatomen ist,

und wobei es sich bei dem fliissigen Kationenaustauscher um eine Fettsdure handelt

In einer ersten Ausfithrungsform des ersten Aspektes wird das Problem geldst durch ¢in Verfahren
nach ¢inem der Anspriiche 1, wobei die Temperatur bei Schritt b) 28 bis 70, bevorzugt 30 bis 37 °C
betrigt.

In einer zweiten Ausfithrungsform, die auch eine Ausfithrungsform der ersten Ausfithrungsform des
ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2,

wobei der pH-Wert bei Schritt b) 6 bis 8, bevorzugt 6,2 bis 7,2, betrigt.

In eciner dritten Ausfiihrungsform, die auch eine Ausfithrungsform der ersten bis zweiten
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren, wobei das
Stoffmengenverhiltnis von fliissigem Kationenaustauscher zu organischer Verbindung wenigstens 1

betrigt.
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In einer dritten Ausfithrungsform, die auch eine Ausfithrungsform der ersten bis dritten
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren, wobei das

Volumenverhiltnis von organischer Losung zu wassriger Losung 1:10 bis 10:1 betragt.

In eciner vierten Ausfihrungsform, die auch eine Ausfilhrungsform der ersten bis dritten
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren, wobei der
flissige Kationenaustauscher eine Fettsdure mit mehr als 12, bevorzugt mit 14 bis 22, noch

bevorzugter 16 bis 18 Kohlenstoffatomen ist.

In eciner finften Ausfiihrungsform, die auch ecine Ausfilhrungsform der ersten bis vierten
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren, wobei der

fliissige Kationenaustauscher eine ungesittigte Fettsdure, bevorzugt Olsdure oder Erukasaure, ist.

In einer sechsten Ausfihrungsform, die auch eine Ausfihrungsform der ersten bis fiinften
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren, wobei die

wissrige Losung weiterhin ein biologisches Agens mit katalytischer Aktivitit umfasst.

In einer siebten Ausfilhrungsform, die auch eine Ausfithrungsform der ersten bis sechsten
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren, wobei das
biologische Agens eine Zelle, bevorzugt eine bakterielle Zelle ist und die Zelle noch bevorzugter eine
rekombinante Alkanmonooxygenase, eine rekombinante Transaminase sowie bevorzugt dariiber
hinaus wenigstens ¢in Enzyme aus der Gruppe aufweist, die ¢ine Alkoholdehydrogenase, eine

Alanindehydrogenase und das AlkL-Genprodukt oder Varianten davon umfasst.

In eciner achten Ausfithrungsform, die auch eine Ausfithrungsform der ersten bis siebten
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren, wobei sich die
Anwesenheit der organischen Verbindung nachteilig auf die katalytische Aktivitit auswirkt, bevorzugt
dadurch, dass es sich bei der organischen Verbindung um eine fiir die Zelle toxische Verbindung

handelt

In einer neunten Ausfihrungsform, die auch eine Ausfihrungsform der ersten bis achten
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gelost durch ein Verfahren, wobei die
organische Losung dariiber hinaus mindestens ein organisches Losungsmittel enthilt, bevorzugt eine

Fettsaure und/oder einen Fettsdureester.
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In einer zehnten Ausfiihrungsform, die auch eine Ausfithrungsform der ersten bis neunten
Ausfithrungsform des ersten Aspektes ist, wird das Problem gel6st durch ein Verfahren nach Anspruch
12, wobei die organische Losung als flussigen Kationenaustauscher 20 bis 80 Vol.-%, bevorzugt 25
bis 75 Vol.-% Olsaure, und als Losungsmittel Laurinsduremethylester umfasst und es sich bei der
organischen Verbindung um 12-Aminolaurinsduremethylester handelt und in der wéssrigen Losung
cine bakterielle Zelle anwesend ist, die eine rekombinante Alkanmonooxygenase, eine rekombinante
Transaminase sowie bevorzugt dariitber hinaus wenigstens ¢in Enzyme aus der Gruppe aufweist, die
eine Alkoholdehydrogenase, eine Alanindehydrogenase und das AlkL-Genprodukt oder dessen

Varianten umfasst.

In einem zweiten Aspekt wird das der Erfindung zu Grunde liegende Problem gelost durch eine

Reaktionsmischung umfassend eine wassrige Losung und eine hydrophobe organische Losung,

wobei die hydrophobe organische Losung eine Fettsidure, bevorzugter eine Fettsdure mit mehr als
12 Kohlenstoffatomen, noch bevorzugter eine ungesittigte Fettsiaure als fliissigen

Kationenaustauscher umfasst,

und wobei die wassrige Losung eine Verbindung der Formel (I)

NH,"-A-COOR' (1),

handelt, wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl oder einc negative Ladung ist und A ecine
unsubstituierte, geradekettige Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens acht

Kohlenstoffatomen ist.

In einer Ausfithrungsform des zweiten Aspektes wird das der Erfindung zu Grunde liegende Problem
gelost durch eine Reaktionsmischung gemal dem ersten Aspekt, wobei die wissrige Losung weiterhin
eine Zelle umfasst, die eine rekombinante Alkanmonooxygenase, eine rekombinante Transaminase
sowie bevorzugt dariiber hinaus wenigstens ein Enzyme aus der Gruppe aufweist, dic eine
Alkoholdehydrogenase, eine Alanindehydrogenase und das AlkL-Genprodukt oder dessen Varianten

umfasst.

Weitere Ausfithrungsformen des zweiten Aspektes umfassen samtliche Ausfithrungsformen des ersten

Aspektes.
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Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird in einem vierten Aspekt gelost durch ein
Verfahren zum Entfernen einer eine oder mehrere positive Ladungen aufweisenden organischen

Verbindung aus einer wissrigen Losung, umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen der die organische Verbindung enthaltenden wiéssrigen Losung und einer
hydrophoben organischen Losung, die einen fliissigen Kationenaustauscher umfasst,
wobei der fliissige Kationenaustauscher hydrophob ist,
und wobei der fliissige Kationenaustauscher eine oder mehrere negative Ladungen und
cine negative Gesamtladung aufweist,
b) Kontaktieren der wissrigen Losung und der organischen Losung, und

¢) Abtrennen der organischen Losung von der wiéssrigen Losung.

In einer zweiten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, umfasst das

Verfahren den Schritt:

d) Aufarbeiten der organischen Losung, bevorzugt durch Riickextraktion der organischen

Verbindung in ¢ine weitere wassrige Losung.

In einer dritten Ausfiihrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis zweiten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt,
betrigt dic Temperatur bei Schritt b) des erfindungsgemalBen Verfahrens 28 bis 70°C, bevorzugt 30 bis
37°C.

In einer vierten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis dritten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, betrigt
der pH-Wert bei Schritt b) des erfindungsgeméiBen Verfahrens 3 bis 8, bevorzugt 6 bis 8,besonders
bevorzugt 6,2 bis 7,2.

In einer funften Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis vierten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, betrigt
das Stoffmengenverhiltnis von fliissigem Kationenaustauscher zu organischer Verbindung bei dem

Verfahren wenigstens 1.
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In einer sechsten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis fiinften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt,

betrigt das Volumenverhiltnis von organischer Losung zu wissriger Losung 1 : 10 bis 10 : 1.

In einer siebten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis sechsten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, weist

die organische Verbindung wenigstens einen positiv geladenen Substituenten der Formel (I)

-N'R’R’R* ()

auf, oder, sofern wenigstens ein Substituent aus der Gruppe umfassend R”, R’ und R* Wasserstoff ist,

die unprotonierte Form davon,

wobei R, R* und R* unabhingig voneinander ausgewahlt sind aus der Gruppe umfassend
Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, 2-Propyl, Butyl, t-Butyl, Pentyl, Hexyl, Benzyl, Hydroxyl,
substituiertes oder unsubstituiertes und/oder geradkettiges oder verzweigtes oder zyklisches

Alkyl oder Alkenyl.

In einer achten Ausfiihrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis siebten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, weist

die organische Verbindung die Formel (II)

Z-A-N'R’R’R*(Il)

auf, oder, sofern wenigstens cin Substituent aus der Gruppe umfassend R”, R’ und R* Wasserstoff ist,

die unprotonierte Form davon,

wobei R, R* und R* unabhingig voneinander ausgewahlt sind aus der Gruppe umfassend
Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, 2-Propyl, Butyl, t-Butyl, Pentyl, Hexyl, Benzyl, Hydroxyl,
substituiertes oder unsubstituiertes und/oder geradkettiges oder verzweigtes oder zyklisches

Alkyl oder Alkenyl,

wobei A cine Kohlenwasserstoffkette umfassend wenigstens drei Kohlenstoffatome,

bevorzugt eine unsubstituierte Alkenylgruppe darstellt,
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und wobei Z aus der Gruppe ausgewihlt ist, die -COOH, -COOR’, -COH, —CH,0H und

unprotonierte Formen davon umfasst,

wobei R’ ausgewdhlt ist aus der Gruppe umfassend Wasserstoff, Mecthyl, Ethyl,
Propyl, 2-Propyl, Butyl, t-Butyl, Pentyl, Hexyl, Benzyl, Hydroxyl, subsitituiertes oder
unsubstituiertes und/oder geradkettiges oder verzweigtes oder zyklisches Alkyl oder

Alkenyl.

In einer neunten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis achten Ausfilhrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, weist

die organische Verbindung die Formel 111

NH:"-A-COOR' (111),

auf, oder cine unprotonierte Form davon, wobei R' Wasserstoff, Methyl oder Ethyl ist und A eine

unsubstituierte, geradkettige Alkylengruppe mit wenigstens drei Kohlenstoffatomen ist.

In ciner zehnten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, diec auch cine
Ausfithrungsform der ersten bis neunten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, weist
der fliissige Kationen-austauscher wenigstens eine Alkyl- oder Alkenylgruppe mit wenigstens sechs
Kohlenstoffatomen auf sowie einen endstindigen Substituenten aus der Gruppe, die —-COOH, —

0OSO;H, —-OPO(OH),— und —OPO(OH)O- und unprotonierte Formen davon umfasst.

In einer elften Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis zehnten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, ist der

fliissige Kationenaustauscher eine ungesittigte Fettsaure, bevorzugt Olséure.

In einer zwolften Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis elften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, umfasst

die wissrige Losung weiterhin ein biologisches Agens mit katalytischer Aktivitit.

In einer dreizehnten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis zwolften Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt, ist

das biologische Agens eine Zelle, bevorzugt eine bakterielle Zelle.
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In einer vierzehnten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis dreizehnten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt,

wirkt sich die Anwesenheit der organischen Verbindung nachteilig auf die katalytische Aktivitit aus.

In einer fiinfzehnten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis vierzehnten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt,
enthilt die organische Losung dariiber hinaus mindestens ein organisches Losungsmittel, bevorzugt

eine Fettsdure und/oder einen Fettsaureester.

In einer sechzehnten Ausfithrungsform des vierten Aspektes der vorliegenden Erfindung, die auch eine
Ausfithrungsform der ersten bis fiinfzehnten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung darstellt,
umfasst die organische Losung als fliissigen Kationenaustauscher 20 bis 80 Volumen-%, bevorzugt 25
bis 75 Volumen-% Olsaure, und als Lésungsmittel Laurinsiuremethylester und es handelt sich bei der
organischen Verbindung um 12-Aminolaurinsduremethylester und in der wéssrigen Losung ist eine
baktericlle Zelle anwesend, die eine an der Synthese von 12-Aminolurinsduremethylester beteiligte

katalytische Aktivitét aufweist.

In einem fiinften Aspekt wird die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe gelost durch einen
Bioreaktor umfassend eine wassrige Losung, umfassend ein biologisches Agens, und eine hydrophobe
organische Losung umfassend einen fliisssigen Kationenaustauscher. In einer bevorzugten
Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff | Bioreaktor™, wie hierin
verwendet, ein jegliches GefaB verstanden, in dem biotechnologisch nutzbare Mikroorganismen unter
kontrollierten Bedingungen kultiviert werden und/oder fir ein biotechnologisches Verfahren,

bevorzugt die Synthese einer organischen Verbindung, verwendet werden kénnen.

In einer zweiten Ausfithrungsform des fiinften Aspektes, bei der es sich auch um eine
Ausfithrungsform der ersten Ausfilhrungsform des dritten Aspektes der vorliegenden Erfindung

handelt, ist der fliissige Kationenaustauscher eine Fettsaure, bevorzugt Olsiure.

In einer dritten Ausfithrungsform des fiinften Aspektes, bei der es sich auch um ¢ine Ausfithrungsform
der ersten bis zweiten Ausfithrungsform des dritten Aspektes der vorliegenden Erfindung handelt,
umfasst die hydrophobe organische Losung weiterhin einen Fettsdureester, bevorzugt

Laurinsauremethylester.

In einer vierten Ausfihrungsform des fiinften Aspektes, bei der es sich auch um eine

Ausfithrungsform der ersten bis dritten Ausfilhrungsform des zweiten Aspektes der vorliegenden
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Erfindung handelt, umfasst die hydrophobe organische Losung als Kationenaustauscher Olsiaure und

als Losungsmittel 25 bis 75 Vol.-% Laurinsduremethylester.

In einer finften Ausfithrungsform, bei der es sich auch um eine Ausfithrungsform der ersten bis
vierten Ausfihrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden Erfindung handelt, handelt es sich bei
der organischen Verbindung um eine Verbindung gemdB einer der Ausfilhrungsformen des ersten

Aspektes der Erfindung.

In einem sechsten Aspekt wird die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe gelost
durch ein Verfahren zur Herstellung einer organischen Verbindung mit einer oder mehreren positiven
Ladungen, wobei die organische Verbindung fir Zellen toxisch ist, umfassend Kultivieren in einer
wissrigen Losung von an der Synthese der organischen Verbindung beteiligten Zellen, bevorzugt
Zellen, die wenigstens einen Schritt der Synthese katalysieren, in Gegenwart einer hydrophoben
organischen Losung umfassend einen fliissigen Kationenaustauscher und optional ein organisches

Losungsmittel.

In einer zweiten Ausfithrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden Erfindung handelt es sich
bei der organischen Verbindung um 12-Aminolaurinsdure oder -methylester, bei dem organischen

Losungsmittel um Laurinsduremethylester.

Weitere Ausfithrungsformen des vierten, fiinften und sechsten Aspektes umfassen sdmtliche

Ausfithrungsformen des ersten und zweiten Aspektes der vorliegenden Erfindung.

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben gefunden, dass die Effizienz der Entfernung einer
organischen Verbindung mit einer oder mehreren positiven Ladungen aus einer wéassrigen Losung in
eine hydrophobe organische Losung iiberraschend gesteigert werden kann, wenn diese organische
Losung einen flissigen Kationenaustauscher umfasst. Ohne an irgendeine Theorie gebunden sein zu
wollen, vermuten die Erfinder der vorliegenden Erfindung, dass die negative Ladung bzw. die
negativen Ladungen des fliissigen Kationenaustauscher mit der einen positiven Ladung oder den
mehreren positiven Ladungen der organischen Verbindungen ionisch interagiert/interagieren und dass
diese Interaktion zu einer Maskierung wenigstens einer positiven Ladung fithrt, welche die Loslichkeit

in der organischen Phase erhoht.

In eciner bevorzugten Ausfithrungsform bedeutet der Begriff | fliissiger Kationenaustauscher®, wie
hierin verwendet, eine in ¢inem hydrophoben organischen Losungsmittel 16sliche Verbindung, die

aufgrund einer oder mehrerer negativer permanenter Ladungen in der Lage ist, eine ionische
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Wechselwirkung mit wenigstens einem Kation auszubilden. Typischerweise umfasst ein fliissiger
Kationenaustauscher wenigstens e¢ine gesittigte oder ungesittigte Kohlenwasserstoftkette, die
geradkettig oder verzweigt sein kann sowie eine negative geladene Gruppe, beispielsweise eine
Carboxygruppe. In einer bevorzugten Ausfilhrungsform handelt es sich bei dem fliissigen
Ionenaustauscher um eine Fettsdure, in ¢iner noch bevorzugten Ausfithrungsform um eine ungesittigte
Fettsaure, beispielsweise Olsdure. In einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei dem
flissigen lonenaustauscher um Di(2-cthylhexly)phosphorsidure (auch als DEHPA oder D2EHPA

bezeichnet).

In einer bevorzugten Ausfithrungsform weist der fliissige Ionenaustauscher nicht nur eine negative
Gesamtladung, sondern gar keine positive Ladung auf. In einer bevorzugten Ausfithrungsform ist
unter dem Begriff | Gesamtladung®™ des Ionenaustauschers oder eines sonstigen Molekiils, wie hierin
verwendet, die Summe der Ladungen aller kovalent mit dem Molekiil verbundenen funktionellen
Gruppen zu verstehen. Beispiclsweise weist Laurinsdure bei pH 7 ecine negative Ladung als
Gesamtladung auf, unabhingig von der Anwesenheit weiterer Molekille oder Gegenionen wie

Kaliumionen, die in der wéssrigen Losung vorhanden sind.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff
,.JKontaktieren®, wic hierin verwendet, verstanden, dass zwei Phasen direkt und insbesondere ohne
Zwischenschaltung einer physikalischen Barriere wie einer Membran einander gegeniiber exponiert
werden. Das Kontaktieren erfolgt im einfachsten Fall dadurch, dass die beiden Phasen ins gleiche

Gefial gegeben und in geeigneter Weise, beispielsweise durch Rithren, mit einander vermischt werden.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform weist die organische Verbindung ¢ine positive Gesamtladung
auf. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform weist die organische Verbindung keine negativen
Ladungen auf. In einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei der organischen Verbindung

um eine o-Aminocarbonsiure.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform bedeutet der Begriff , weist eine Ladung auf™, wie hierin
verwendet, dass eine so bezeichnete Verbindung eine entsprechende Ladung in wéssriger Losung bei
pH 0 bis 14, bevorzugte 2 bis 12, 2 bis 6, 8 bis 12, 3 bis 10, 6 bis 8, am bevorzugtesten bei pH 7
aufweist. In einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um eine permanent vorliegende
Ladung. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform bedeutet der Begriff | weist eine Ladung
auf*, wie hierin verwendet, dass die entsprechende funktionelle Gruppe oder Verbindung bei pH 7
iiberwiegend mit der entsprechenden Ladung vorliegt, d.h. zu wenigstens 50, bevorzugter 90 noch

bevorzugter 99 %.



10

15

20

25

30

35

WO 2012/110124 PCT/EP2011/071491

13

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform der Erfindung ist der Begriff ,enthaltend” im Sinne von
,;umfassend®, d.h. nicht abschlieBend zu verstehen. Eine Mischung enthaltend A kann in diesem Sinne
neben A weitere Bestandteile aufweisen. Die Formulierung ,.eine oder mehrere Ladungen® bedeutet

wenigstens eine Ladung der entsprechenden Natur.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform wird unter dem Begriff | hydrophob®, wie hierin verwendet,
die Eigenschaft einer Flissigkeit verstanden, in Anwesenheit von einer wéssrigen Phase eine eigene,
von der wissrigen Phase klar abgegrenzte flissige Phase auszubilden. Bei letzterer kann es sich um
eine zusammenhingende flissige Phase oder um eine Emulsion handeln. In eciner weiteren
bevorzugten Ausfithrungsform wird mit dem Begriff _hydrophob®, wie hierin verwendet, die
Eigenschaft einer Verbindung verstanden, sich im Wesentlichen nicht in Wasser zu 16sen. SchlieBlich
wird der Begriff in einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform, wie hierin verwendet, derart
verstanden, dass eine derartige bezeichnete Verbindung einen P-Wert (J. Sangster, Octanol-Water
Partition Coefficients: Fundamentals and Physical Chemistry, Vol. 2 of Wiley Series in Solution
Chemistry, John Wiley & Sons, Chichester, 1997) aufweist, dessen dekadischer Logarithmus grofer 0,

bevorzugter groBer 0,5, noch bevorzugter groBer 1 und am bevorzugtesten groBer 2 ist.

In einer weiteren Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung weist der fliissige lonenaustauscher
keine oder nur eine méaBige toxische Wirkung auf biotechnologisch relevante Mikroorganismen auf.
Unter dem Begriff _toxische Wirkung®, wie hierin verwendet, wird in einer bevorzugten
Ausfithrungsform der Erfindung die Eigenschaft einer Verbindung verstanden, bei Kontakt mit den
entsprechenden  Mikroorganismen deren Wachstumsgeschwindigkeit zu  senken, deren
Stoffwechselaktivitat zu senken, deren Energieverbrauch zu erhéhen, deren optische Dichte oder Zahl
wachstumsfahiger Zellen zu senken und/oder direkt zu deren Absterben und Lyse zu fithren. In einer
bevorzugten Ausfithrungsform wird wenigstens eine dieser Wirkungen bei einer toxischen Verbindung
bereits in geringer Konzentration, vorzugsweise bei einer Konzentration von 1000, bevorzugter 100,
noch bevorzugter 50 oder 25, am bevorzugtesten 5 mg/L, erreicht. Dem Fachmann sind zahlreiche
routinemafig anwendbare Verfahren bekannt, mittels derer die Toxizitdt untersucht werden kann.
Hierzu zihlen beispielsweise die Messung der Atmung entsprechender Mikroorganismen iiber O,-
Elektroden oder das vergleichende Ausplattieren von Mikroorganismenproben und das anschlieBende
Zahlen der koloniebildenden Einheiten (cfus). In einer bevorzugten Ausfithrungsform wird unter einer
~maBigen toxischen Wirkung*“ verstanden, dass in einer Wachstumsphase befindliche
Mikroorganismen in Anwesenheit der Verbindung weiter wachsen und/oder stoffwechselaktiv sind,
jedoch in geringerem Mabfe als bei einer Kontrolle, die unter gleichen Bedingungen in Abwesenheit

der entsprechenden Verbindung inkubiert wird, und/oder eine verldngerte Lag-Phase aufweisen.
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Das Kontaktieren von wiassriger und organischer Losung findet unter geeigneten Bedingungen und
insbesondere iiber einen Zeitraum statt, der fir einen ausreichenden Ubertritt der organischen
Verbindung aus der wissrigen Phase in die organische Phase ausreicht, idealerweise sogar fir die
Einstellung des entsprechenden Gleichgewichts. Diese Zeitdauer und Bedingungen kann der

Fachmann im Rahmen routineméBigen Experimentierens bestimmen.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei der eine oder mehrere positive
Ladungen aufweisenden organischen Verbindung um eine endstindig aminierte Fettsiure, besonders
bevorzugt 12-Aminolaurinsaure oder einen Ester davon oder einen Gemisch beider Verbindungen. Der
Fachmann wird anerkennen, dass ein Ester einer Fettsdure in Anwesenheit eines biologischen Systems
umfassend Esteraseaktivititen teilweise in Form der entsprechenden Siure vorliegen kann und beide
Verbindungen in diesem Zusammenhang insofern als dquivalent zu betrachten sind. Dementsprechend
umfassen Fettsduren oder Fettsdurederivate in einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform, wie

hierin verwendet, auch die entsprechenden Ester, bevorzugt Methylester, und umgekehrt.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei dem Begriff | Alkylengruppe®,
wie hierin verwendet, um ¢ine Gruppe der Formel — (CH,), —, d.h. um ¢in Alkan mit zwei offen
gelassenen, bevorzugt endstindigen Substituenten. Bei den zwei Substituenten kann es sich z.B. um
eine Amingruppe und eine Carboxygruppe handeln. In einer bevorzugten Ausfithrungsform betrdgt n
wenigstens 3, noch bevorzugter wenigstens 6, noch bevorzugter 11. Bei einer ,substituierten
Alkylenkette™ ist wenigstens ein Wasserstoffatom durch einen anderen Substituenten als ein
Wasserstoffatom oder einen Alkylrest, bevorzugt ein anderes Atom als ¢in Wasserstoffatom, ersetzt.
In einer besonderen Ausfiihrungsform bedeutet der Begriff . unsubstituierte Alkylengruppe®, wie
hierein verwendet, hingegen eine Kohlenwasserstoffkette der Formel — (CH,), — ohne einen derartigen

Substituenten

Die Temperatur bei Schritt b) hangt nicht nur von den Figenschaften des fliissigen
Kationenaustauschers ab, sondern, insbesondere fiir den Fall, dass das Kontaktieren der wéssrigen und
der organischen Losung bei ablaufender Reaktion in der wiéssrigen Phase stattfindet, auch von den
Temperaturerfordernissen etwaiger, in der wéssrigen Phase stattfindenden Reaktionen. Insbesondere
fiir den Fall, dass ein biologisches Agens wie eine lebende Zelle in der wéssrigen Phase katalytisch
aktiv ist, muss die Temperatur fiir die Erhaltung dieser Aktivitit geeignet sein. In einer bevorzugten
Ausfihrungsform betriagt die Temperatur bei Schritt b) 0 bis 100 °C, bevorzugter 20 bis 80 °C, 28 bis
70 °C, 30 bis 37 °C, 35 bis 40 °C.
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Auch der pH-Wert bei Schritt b) muss den Erfordernissen etwaiger gleichzeitig ablaufender
Reaktionen, der Stabilitit von Edukten, Produkten, Zwischenprodukten oder Agenzien Rechnung
tragen. In einer bevorzugten Ausfithrungsform betragt der pH-Wert 3 bis 8, bevorzugter 6 bis 8, noch
bevorzugter 6,2 bis 7,2.

Um die organische Verbindung aus der wiassrigen Phase moglichst vollstindig in die organische zu
tiberfithren, ist eine ausreichende Menge des fliissigen Kationenaustauschers erforderlich. In einer
bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung betrdgt das Stoffmengenverhéltnis von
flissigem Kationenaustauscher und organischer Verbindung bei wenigstens einem Schritt, bei einem
kontinuierlichen Prozess iiber den gesamten Ablauf der Reaktion summiert, wenigstens 1, d.h. pro
Molekiil der organischen Verbindung wird wenigstens ein Molekiil fliissiger Kationenaustauscher
eingesetzt. In einer noch bevorzugteren Ausfithrungsform ist das Verhiltnis groBer als 2, 3, 5, 10, 15,

oder 20, bevorzugt 1,5 bis 3.

Das Volumenverhiltnis der organischen Losung zur wissrigen Losung ist, zusammen mit dem
Stoffmengenverhiltnis Kationenaustauscher/organische Verbindung, fiir ein effizientes Verfahren
bedeutend. In einer besonderen Ausfithrungsform betrigt es 100:1 bis 1:100, bevorzugter 20:1 bis
1:20, noch bevorzugter 10:1 bis 1:10, 4:1 bis 1:4, 3:1 bis 1:3 oder am bevorzugtesten 1:2 bis 2:1.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung wird ¢ine Fettsdure als fliissiger
Kationenaustauscher eingesetzt. In einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung
wird unter dem Begriff | Fettsdaure®, wie hierin verwendet, eine Carbonsdure, bevorzugt Alkanséure,
mit wenigstens 6, bevorzugt 8, noch bevorzugter 10, am bevorzugtesten 12 Kohlenstoffatomen
verstanden. In einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um geradkettige Fettsduren, in
einer weiteren Ausfithrungsform um verzweigte. In einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es
sich um gesittigte Fettsduren. In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um
ungesdttigte. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich um eine geradkettige
Fettsdure mit wenigstens 12 Kohlenstoffatomen umfassend eine Doppelbindung, bevorzugt an
Position 9. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um eine einfach
ungesdttigte Fettsdure, bei der sich die Doppelbindung an der Position 9 und/oder 11 befindet. In einer
weiteren bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei dem flissigen Kationenaustauscher um
eine ungesittigte Fettsdure ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Olsiure, Palmitoleinsiure und
Gadoleinsiure und Icosensiure. In der bevorzugtesten Ausfithrungsform handelt es sich um Olséure.
In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform handelt s sich um eine Fettsaure mit 6, 7, 8 9,

10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 Kohlenstoffatomen,
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bevorzugt mehr als 12, noch bevorzugter mehr als 14 Kohlenstoffatomen, noch bevorzugter mit 14 bis

28, 14 bis 22, am bevorzugtesten 16 bis 18 Kohlenstoffatomen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird als fliissiger lonenaustauscher ein Gemisch
verschiedener Fettsduren eingesetzt, wie es beispielsweise in Form von Sojadl oder Kugeldistelol

vorliegt. Dies umfasst bei Bedarf eine vorherige Hydrolyse, falls die Fettsduren als Ester vorliegen.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung wird eine Kombination
von zwei flussigen Kationenaustauschern, bevorzugt wenigstens einer von ihnen eine Fettsdure,

verwendet.

Ein besonderer Vorteil der vorliegenden Erfindung liegt in der Kompatibilitét des erfindungsgeméfBen
Verfahrens mit biotechnologischen Verfahren und dabei verwendeten biologischen Agenzien. In einer
besonderen Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff ,,biologisches Agens
mit katalytischer Aktivitat™, wie hierin verwendet, ein durch ¢ine Zelle synthetisierter Biokatalysator
in sdmtlichen Aufreinigungsstufen, von der gesamten Zelle bis zum isolierten Molekiil, verstanden. In
ciner bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um eine Zelle exprimierend Enzyme mit
katalytischer Aktivitdt. Bei der Zelle kann es sich um ¢inen Prokaryonten, einschlieBlich Archeen,
oder um einen Eukaryonten handeln, bevorzugt aus der Gruppe umfassend Pseudomonas,
Corynebacterium und E. coli. In einer noch bevorzugteren Ausfithrungsform handelt es sich bei dem
Agens um e¢ine bakterielle Zelle, noch bevorzugter um eine Gram-negative bakterielle Zelle, am
bevorzugtesten um . coli. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um eine
cukaryontische Zelle, bevorzugter um eine Pilzzelle, noch bevorzugter um eine Hefezelle, am
bevorzugtesten um Saccharomyces oder Candida, Pichia, insbesondere Candida tropicalis. Der
Begriff | Zelle™ wird, in einer besonderen Ausfihrungsform, in dieser Anmeldung gleichbedeutend
und austauschbar mit dem Begriff , Mikroorganismus® verwendet. Weiterhin kann es sich bei der Zelle

um eine isolierte Zelle oder eine Mischung von Kulturen handeln.

Die als biologisches Agens verwendete Zelle kann lebensfihig sein, oder es kann sich um eine
Praparation davon, beispielsweise um eine Membranfraktion oder cytosolische Fraktion oder ein

Rohextrakt der Zelle, handeln.

Wenn ¢s sich bei dem biologischen Agens um ein isoliertes Molekiill in verschiedenen
Reinigungsstufen handelt, so kann dies samtliche katalytische aktive, von einer Zelle hergestellte
Molekiile handeln. In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um ein Molekiil

aus der Gruppe umfassend Peptide, Polypeptide, Kohlenhydrate, Nukleinsduren oder Mischformen
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davon. In einer noch bevorzugteren Ausfihrungsform handelt es sich um ein katalytisch wirksames
Polypeptid. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um ¢in immobilisiertes

Molekiil.

Die fir synthetische biotechnologische Verfahren erforderlichen katalytischen Funktionen sind
vielfiltig. In einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich beim Begriff _katalytische
Aktivitat™, wie hierein verwendet, um eine synthetische Aktivitit, d.h. die Katalyse chemischer
Reaktionen umfassend die Bildung wenigstens einer neuen kovalenten Bindung. In einer weiteren
bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um eine Transportaktivitit, d.h. die Fihigkeit eine
Molekiile, den Transport ecines anderen Molekiils von einem Kompartiment in ein anderes zu
bewerkstelligen, z.B. die Aufnahme eines Stoffes aus dem wissrigen Medium iiber eine Zellmembran

ins Innere der Zelle.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei dem biologischen Agens um eine
lebende Zelle, die in Anwesenheit des fliissigen Kationenaustauschers zur Katalyse verwendet wird,
bevorzugt, um eine organische Verbindung mit einer oder mehreren positiven Ladungen zu
synthetisieren, die anschlieBend oder gleichzeitig mittels des fliissigen Kationenaustauschers in eine

hydrophobe organische Phase entfernt wird.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wirkt sich die Anwesenheit der organischen
Verbindung nachteilig auf die katalytische Aktivitit aus. In einer Ausfithrungsform kann dies die
Menge an vorhandener Aktivitit, ausdriickbar im Sinne eines niedrigeren k. eines Enzyms,
verringert. In einer weiteren Ausfithrungsform kann die Affinitit des die katalytische Aktivitit
aufweisenden Agens im Sinne eines erhohten Ky eines Enzyms betroffen sein. In einer weiteren
Ausfithrungsform kann die Spezifitit der katalytischen Aktivitit verdndert sein, beispiclsweise in der
Weise, dass es bevorzugt ein anderes als das erwiinschte Substratmolekiil umsetzt oder bevorzugt
umsetzt. In einer weiteren Ausfithrungsform weist die organische Verbindung eine toxische Wirkung

auf eine Zelle als biologisches Agens auf.

In einer weiteren Ausfuhrungsform handelt es sich bei der organischen Verbindung um einer
organische Verbindung, die die Verfigbarkeit eines essentiellen Co-Substrates oder Co-Enzymes
verringert. Dies kann z.B. der Fall sein, wenn die organische Verbindung eine entsprechende

Regenerationsreaktion inhibiert.

Neben dem fliissigen Kationenaustauscher kann die hydrophobe organische Phase weiterhin ein

hydrophobes Losungsmittel enthalten. Dies kann dazu dienen, die Aufnahmekapazitit eines fliissigen
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Kationenaustauschers in der hydrophoben Phase zu erhéhen und unerwiinschtes Verhalten,
beispielsweise Ausflocken, zu verhindern. In einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei
dem Losungsmittel um ein Edukt einer in der wéssrigen Losung ablaufenden Reaktion, am stéirksten
bevorzugt das Substrat einer in der wissrigen Losung ablaufenden enzymkatalysierten Reaktion. In
einer bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um einen Fettsdureester. In einer besonders
bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei dem Losungsmittel um ¢inen Fettsdureester,

bevorzugt -methylester, einer Fettsdure, die als fliissiger Kationenaustauscher dient.

Der Anteil des Losungsmittels, sofern vorhanden, an der hydrophoben organischen Phase betrigt in
einer bevorzugten Ausfithrungsform 1 bis 99 Volumenprozent (Vol.-%). In einer bevorzugten
Ausfithrungsform betriagt der Anteil des Losungsmittels 10 bis 90, noch bevorzugter 20 bis 80, am
bevorzugtesten 25 bis 75 Vol.-%.

In eciner bevorzugtesten Ausfithrungsform des Verfahrens handelt es sich bei der organischen
Verbindung um 12-Aminolaurinséure und/oder 12-Aminolaurinsduremethylester, das bzw. der in der
wéssrigen Phase von einem rekombinanten FE. coli-Stamm durch schrittweise Oxidation des
endstindigen Kohlenstoffatoms von Laurinsduremethylester hergestellt wird, wie es in der
DE10200710060705 offenbart ist, und die hydrophobe Phase umfasst 25 bis 75 % Olsdure als

flissigen Kationenaustauscher geldst in Laurinsduremethylester als Substrat der Reaktion.

Die Lehre der vorliegenden Erfindung kann nicht nur unter Verwendung der exakten Aminosiure-
oder Nukleinsduresequenzen der hierin beschriebenen biologischen Makromolekiile ausgefiihrt
werden, sondermn auch unter Verwendung von Varianten derartiger Makromolekiile, die durch
Deletion, Addition oder Substitution einer oder mehr als einer Aminosduren oder Nukleinsduren
erhalten werden kénnen. In einer bevorzugten Ausfithrungsform bedeutet der Begriff |, Variante™ einer
Nukleinsduresequenz oder Aminosiuresequenz, im Folgenden gleichbedeutend und austauschbar mit
dem Begriff [ Homologon*“ gebraucht, wie hierin verwendet, cine andere Nukleinsdure- oder
Aminosduresequenz, diec mit Hinblick auf die entsprechende urspriingliche Wildtyp-Nukleinsdure-
oder -aminosiuresequenz eine Homologie, hier gleichbedeutend mit Identitit verwendet, von 70, 75,
80, 85, 90, 92, 94, 96, 98, 99 % oder mehr Prozent aufweist, wobei bevorzugt andere als die das
katalytisch aktive Zentrum ausbildende Aminosiuren oder fiir die Struktur oder Faltung essentielle
Aminosduren deletiert oder substituiert sind oder letztere lediglich konservativ substituiert sind,
beispielsweise ein Glutamat statt einem Aspartat oder ein Leucin statt einem Valin. Der Stand der
Technik beschreibt Algorithmen, die verwendet werden kénnen, um das Ausmall von Homologie von
zwei Sequenzen zu berechnen, z. B. Arthur Lesk (2008), Introduction to bioinformatics, 3™ edition. In

einer weiteren bevorzugteren Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung weist die Variante einer
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Aminosédure- oder Nukleinsiuresequenz, bevorzugt zuséitzlich zur oben genannten Sequenzhomologie,
im Wesentlichen die gleiche enzymatisch Aktivitiat des Wildtypmolekiils bzw. des urspriinglichen
Molekiils auf. Zum Beispiel weist eine Variante eines als Protease enzymatisch aktiven Polypeptids
die gleiche oder im Wesentlichen die gleiche proteolytische Aktivitdt wie das Polypeptidenzym auf,
dh. dic Fahigkeit, die Hydrolyse eciner Peptidbindung zu katalysieren. In einer besonderen
Ausfithrungsform bedeutet der Begriff ,,im Wesentlichen die gleiche enzymatische Aktivitit™ eine
Aktivitit mit Hinblick auf die Substrate des Wildtyp-Polypeptids, die deutlich tber der
Hintergrundaktivitdt liegt oder/und sich um weniger als 3, bevorzugter 2, noch bevorzugter eine
GroBenordnung von den Ky~ und/oder ke~ Werten unterscheidet, die das Wildtyppolypeptid mit
Hinblick auf die gleichen Substrate aufweist. In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform umfasst
der Begriff . Variante® einer Nukleinsdure- oder Aminosiduresequenz wenigstens e¢inen aktiven
Teil/oder Fragment der Nukleinsdure- bzw. Aminosduresequenz. In einer weiteren bevorzugten
Ausfithrungsform bedeutet der Begriff ,,aktiver Teil”, wie hierin verwendet, eine Aminosduresequenz
oder cine Nukleinsduresequenz, die eine geringere als die volle Linge der Aminosduresequenz
aufweist bzw. fiir eine geringere als die volle Linge der Aminosduresequenz kodiert, wobei die
Aminosduresequenz oder die kodierte Aminosduresequenz mit geringerer Linge als der Wildtyp-
Aminosduresequenz im Wesentlichen die gleiche enzymatische Aktivitit wie das Wildtyppolypeptid
oder eine Variante davon aufweist, beispiclsweise als Alkoholdehydrogenase, Monooxygenase oder
Transaminase. In eciner besonderen Ausfithrungsform umfasst der Begriff | Variante® einer
Nukleinsdure eine Nukleinsdure, deren komplementdrer Strang, bevorzugt unter stringenten
Bedingungen, an die Wildtyp-Nukleinsdure bindet. Die Stringenz der Hybridisierungsreaktion ist fiir
den Fachmann leicht bestimmbar und hingt im Allgemeinen von der Linge der Sonde, den
Temperaturen beim Waschen und der Salzkonzentration ab. Im Allgemeinen benétigen ldngere
Sonden hohere Temperaturen zum Hybridisieren, wohingegen kiirzere Proben mit geringen
Temperaturen auskommen. Ob Hybridisierung stattfindet, hdngt im Allgemeinen von der Fahigkeit
der denaturierten DNA ab, an komplementire Stringe zu annellieren, die in ihrer Umgebung
vorthanden sind, und zwar unterhalb der Schmelztemperatur. Die Stringenz  von
Hybridisierungsreaktion und entsprechende Bedingungen sind ausfiihrlicher in Ausubel er al. 7995
beschrieben. In einer bevorzugten Ausfithrungsform umfasst der Begriff | Variante™ einer
Nukleinsdure, wie hierin verwendet, eine belicbige Nukleinsduresequenz, die fir die gleiche
Aminosduresequenz  wie die  urspriingliche Nukleinsdure oder eine Variante dieser

Aminosduresequenz im Rahmen der Degeneriertheit des genetischen Codes kodiert.

Geeignete Polypeptide, die zur Herstellung von organischen Verbindungen der Formel (I) verwendet

werden konnen, insbesondere Alkanmonooxygenasen, AlkL, Transaminasen, Aldehyddehydrogenasen
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und Alanindehydrogenasen sind im Stand der Technik beschrieben, beispielsweise in der

DE10200710060703, der EP11004029 oder in der PCT/EP2011/053834.

In der bevorzugtesten Ausfithrungsform handelt es sich bei der Alkanmonooxygenase um eine
Alkanmonooxygenase des AlkB-Typs. AlkB stellt eine Oxidoreduktase aus dem AlkBGT-System aus
Pseudomonas putida dar, die firr ihre Hydroxylase-Aktivitit bekannt ist. Diese ist von zwei weiteren
Polypeptiden, AlkG und AIKT abhingig. AIKT wird als FAD-abhingige Rubredoxin-Reduktase
charakterisiert, die Elektronen aus NADH an AIkG weitergibt. AlkG ist ein Rubredoxin, ein
cisenhaltiges Redoxprotein, das als direkter Elektronendonor fiir AIkB fungiert. In einer bevorzugten
Ausfithrungsform wird unter dem Begriff , Alkanmonooxygenase des alkB-Typs®, wie hierein
verwendet, eine membranstindige Alkanmonooxidase verstanden. In einer weiteren bevorzugten
Ausfithrungsform wird unter dem selben Begriff |, Alkanmonoxygenase des alkB-Typs® ein Polypeptid
mit einer Sequenzhomologie von zunchmend bevorzugt wenigstens 75, 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98 oder
99 % zur Sequenz des AlkB von Pseudomonas putida Gpol (Datenbankcode: CABS54050.1)
verstanden. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird unter dem Begriff eine Cytochrom-
unabhingige Monooxygenase verstanden. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird unter
dem Begriff , Alkanmonooxygenase des alkB-Typs® 5 eine cytochromunabhéngige Monooxygenase
verstanden, die wenigstens ¢in Rubredoxin oder Homologon als Elektronendonor verwendet. In einer
besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem Begriff eine membranstindige, Cytochrom-
unabhinige Alkanmonooxygenase mit zunchmend bevorzugt wenigstens 60, 70, 80, 80, 85, 90, 92, 94,
96, 98 oder 99 % zur Sequenz des AlkB von Pseudomonas putida Gpol verstanden, die als
Elektronendonor wenigstens AlkG (CAB54052.1), bevorzugt aber die Kombination von AlkG mit der
Reduktase AIKT (CAB54063.1) benétigt, wobei es sich bei alkG und/oder alkT auch um ein
Homologon des jeweiligen Polypeptides handeln kann. Der Begriff , Sequenz®, wie hierin verwendet,
kann sich auf die Aminosiduresequenz eines Polypeptides und/oder die dafiir codierende
Nukleinsduresequenz bezichen. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich bei
einer ,,Alkanmonooxygenase des alkB-Typs®, wie hierin verwendet, um ¢ine Cytochrom-unabhéngige

Oxidoreduktase, d.h. eine Oxidoreduktase, die nicht Cytochrom als Cofaktor umfasst.

Die vorliegende Erfindung wird weiterhin durch die folgenden Figuren und nicht beschrinkenden
Beispiele veranschaulicht, denen weitere Merkmale, Ausfithrungsformen, Aspekte und Vorteile der

vorliegenden Erfindung entnommen werden konnen.

Fig. 1 zeigt ein Kontrollexperiment zur Bestitigung, dass LSME nicht toxisch wirkt, untersucht mit

einem E. coli W3110-Stamm und im Vergleich zu Kaliumphosphatpuffer (Kpi) als Negativkontrolle.
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Fig. 2 zeigt die Lebensfahigkeit des Stammes £. co/i W3110 in Form von der Zahl der cfus, die der
Stamm in Abwesenheit eines flussigen Kationenaustauschers und in Anwesenheit verschiedener

flissiger Kationenaustauscher nach 0 h, 4 h und 24 h ausbilden kann.

Fig. 3 zeigt den Effekt der Verwendung eines fliissigen Kationenaustauschers auf die Toxizitdt anhand
der Veranderung der Lebendzellzahl von einem £. co/i-W3110-Stamm in Gegenwart von ALSME 0,2
%, mit Ammoniak eingestelltem DEHPA (,D2EHPNH3 2%) bzw. ¢iner DEHPA/LSME Mischung
(2 %/98 %) (,,D/L*) in Anwesenheit von ALSME 0,2%.

Fig. 4 zeigt den Effekt verschiedener fliissiger Kationenaustauscher auf die OTR von
Aminolaurinsduremethylester produzierenden E. coli-Stammes. Das Experiment wurde wie in Beispiel

4 beschrieben durchgefiihrt.

Fig. 5 zeigt den Einfluss verschiedener fliissiger Kationenaustauscher auf die Ausbeute an
Aminolaurinsauremethylester, die ein E. coli-Stamm mit geeigneter genctischer Modifikation herstellt.

Das Experiment wurde wie in Beispiel 4 beschrieben durchgefiihrt.
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Beispiel 1: Untersuchung zur Toxizitit des Losungsmittels LSME, das in Zusammensetzungen

mit fliissigen Kationenaustauschern verwendet wird.

Mit diesem Versuch wurde die relativ geringe Toxizitdt von LSME mit Hinblick auf biotechnologisch
relevante Mikroorganismen gezeigt, die LSME zu einem geeigneten organischen Losungsmittel fiir

das erfindungsgeméBe Verfahren macht.

Bevor die Bestimmung der CFU durchgefiihrt werden konnte, wurde eine Platte LB (10 g/L Pepton
aus Casein, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl) mit £. coli BW3110 ausgestrichen und fiir 24 h inkubiert.
Am Abend des darauf folgenden Tages wurde eine Vorkultur von dieser zuvor ausgestrichenen Platte
angeimpft. Diese Vorkultur hatte ein Volumen von 50 mL LB-Medium, und wurde iiber Nacht fiir ca.
16 h inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Vorkultur mit einer ODgg von 0,2 in 200 mL M9-
Medium (Na2HPO4 6,79 g/L; KH2PO4 30 g/L; NaCl 0,5 g/L; NH4Cl 1g/L; 1 mL/L
Spurenelementelosung, pH 7,4. Spurenelementlosung: HCl 37 % (=455,8 g/L) 36,50 g/L;
MnCI12*7H20 1,91 g/L; ZnSO4*7H20 1,87 g/L; Na-EDTA*2H20 (Titriplex IIT) 0,84 g/L; H3BO3
0,30 g/L; Na2MoO4*2H20 0,25 g/L; CaCI2*2H20 4,70 g/L; FeSO4*7TH20 17,80 g/L;
CuCI2*¥2H20 0,15 g/L) mit 3 % Glucose (w/v) uberimpft und fir ca. 20 h inkubiert. Nach der
Inkubation der Hauptkultur wurden die Zellen geerntet, bei 5258 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert
und mit einer ODggp von 30 in 10 mL 50mM Kp;-Puffer bei pH 7.4 (oder 25mM HEPES-Puffer pH
7.4, wenn CFU-Bestimmungen mit ALSME durchgefiithrt wurden) resuspendiert. Beide verwendeten
Pufferlsungen enthielten 5 % Glucose (w/v). AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension in die
Schiittelkolben uberfithrit und mit den jeweiligen Substanzlgsungen versetzt. Nach erfolgter
Durchmischung durch Schwenken des Kolbens wurden 100 pL der Suspension heraus pipettiert und in
900 uL vorgelegte sterile Saline gefiillt. Dies entsprach der Probenahme zum Zeitpunkt ty. Es folgte
die Inkubation der Ansétze bei 250 Upm und 30 °C. Die CFUs wurden tiber einen Zeitraum von 22 h
ermittelt. Die Probenahmen fanden zundchst zu den Zeitpunkten to, ts, ts und ty, statt. Bei manchen
Ansitzen wurde ein weiterer Probenahmezeitpunkt t, s hinzugefiigt und dariiber hinaus eine weitere

zusitzliche Verdiinnungsreihe ausplattiert, um Abweichungen zu minimieren.

Die ODgo lag bei 60. Die Zellen wurden in 10 mL Kp;-Puffer resuspendiert und anschlieBend im
Kolben mit 5 mL LSME 98 9% (w/w) vermischt. Es wurde eine Verdiinnungsstufe pro Ansatz
ausplattiert.. Die Anzahl der CFU/mL blieb tiber den Zeitraum von 6 h konstant. Nach 22 h war ein

prozentueller Riickgang der Lebendzellzahl von lediglich 30,3 % zu verzeichnen.

Beispiel 2: Vergleichsversuche zur Toxizitit verschiedener fliissiger Kationenaustauscher

gegeniiber biotechnologisch relevanten Mikroorganismen
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Dieses Beispiel zeigt die niedrigere Toxizitit von unverzweigten Fettsduren gegeniiber anderen
flissigen Kationenaustauschern wie DEHPA sowie verzweigten und unverzweigten gesattigten

Fettsiduren.

Zunichst wurde eine Vorkultur umfassend 20 ml LB-Medium in einem 100 ml-Schikanekolben mit
einer Kryokultur des entsprechenden Stammes angeimpft. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37°C und
Schiitteln bei 200 Upm kultiviert und am néchsten Tag verwendet, um eine gleiche Hauptkultur auf
eine OD von 0,2 anzuimpfen. Die Hauptkulturen (je 30mL LB-Medium) wurde anschliefend unter
den gleichen Bedingungen weiter inkubiert. Bei einer OD von 0,4 bis 0,5 wurde die Hauptkultur mit

jeweils gleichen Volumina (30 ml) Losungsmittel iiberschichtet und anschlieBend weiter inkubiert.

Fiir die Bestimmung der Zahl der cfu (colony-forming units oder koloniebildende Einheiten) wurden
bei den folgenden Versuchen 0,1 ml-Proben entnommen und in steriler 0,9 % NaCl-Losung verdiinnt.
Geeignete Verdiinnungsstufen wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation bei 34 °C

tiber Nacht wurden die gebildeten Kolonien ausgezahlt und die cfus bestimmt.

Versuch 1: Vergleich der Toxizitat zwischen DE2HPA und einer gesittigten Fettsdure als fliissiger

Kationenaustauscher

Es wurden 50 % DEHPA bzw. Laurinsdure (15%), jeweils in LSME gelost und dquimolar bzw. 25
mol% mit ALSME beladen, als fliissige Kationenaustauscher mit einem E. coli BL21 (DE3)-Stamm
kontaktiert und der Einfluss dieser beiden Verbindungen auf dic Fahigkeit des Stammes untersucht,
Kolonien zu bilden, ausgedriickt in cfus. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass
Laurinsduremethylester — der aufgrund fehlender Ladung nicht als fliissiger Kationenaustauscher

fungieren kann — von den verwendeten Stimmen gut vertragen wird.
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Tabelle 1:
Versuch Verwendeter £, coli- | Verwendeter flissiger | Zahl der cfus nach
Nr. Stamm Kationenaustauscher 22 bzw. 24 h relativ
zut=0h
la E. coli BL21(DE3) Keiner 244 %
b E. coli BL21(DE3) DEHPA 0%
Ic E. coli BL21(DE3) Laurinsiure 1,2 %

Es zeigt sich, dass beide fliissige Kationenaustauscher die Zahl der cfus deutlich senken, bei

Verwendung von Laurinsdure im Gegensatz zu DEHPA aber noch einige lebensfihige Zellen

vorhanden sind und die gesittigte Fettsdure als flissiger Kationenaustauscher daher vorzuziehen ist.

Versuch 2: Vergleich der Toxizitit zwischen verzweigten gesittigten Fettsduren und verschiedenen

Mengen Olsaure als fliissiger Kationenaustauscher

Hierbei wurden zwei verschiedene Konzentrationen an Olsiure eingesetzt und das Volumen durch

Zugabe der entsprechenden Menge LSME (Laurinsduremethylester) angepasst.

Tabelle 2:

Versuch Verwendeter £, coli- | Verwendeter flissiger | Zahl der cfus nach

Nr. Stamm Kationenaustauscher 22 bzw. 24 h relativ
zut=0h

2a E. coli BL21(DE3) Isononansiure 0

2b E. coli BL21(DE3) 2-Ethylhexansiure 0

2¢ E. coli BL21(DE3) LSME/25% Olsaure 11 %

2d E. coli BL21(DE3) LSME/75% Olsaure 18 %

2¢ E. coli W3110 Isononanséure 0

2f E. coli W3110 2-Ethylhexanséure 0

2g E. coli W3110 LSME/25% Olsiure 29 %

2h E. coli W3110 LSME/75% Olsaure 17 %

Es zeigt sich,

dass die Zahl der lebensfahigen Zellen bei der Verwendung der ungesittigten Fettsdure

Olsaure zusammen mit LSME konsistent deutlich hoher liegt als bei der Verwendung von verzweigten

gesdttigten Fettsduren.,
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Versuch 3: Vergleich der Toxizitit zwischen unverzweigten gesittigten Fettsduren und ungeséttigten

Fettsduren als fliissiger Kationenaustauscher

Hier wurden verschiedene Mengen einer ungesittigten Fettsdure mit einer ungesittigten Fettsdure
verglichen hinsichtlich ihrer Toxizitit bei der Verwendung als fliissiger Kationenaustauscher
verglichen. Aufgrund der geringeren Loslichkeit der ungesittigten Fettsdure Laurinsdure wurde diese
in geringerer Menge eingesetzt. Die Volumina der verschiedenen Kationenaustauscher wurden mit

LSME angeglichen. Die Zahl der cfus wurde zu Beginn, nach 4,5 h und nach 24 h bestimmt.

Wie aus Fig. 2 zu entnchmen ist, bewirkt die Zugabe der gesittigten Fettsdure als fliissigen
Kationenaustauscher selbst in geringerer Konzentration als der der ungesittigten Fettsdure eine
Abnahme der cfus, wohingegen im Falle der ungesittigten Fettsdure eine Zunahme der cfus

festzustellen ist.

Es zeigt sich insgesamt eine Abnahme der Toxizitit bei den verschiedenen untersuchten fliissigen
Kationenaustauschern in folgender Reihenfolge: DEHPA > gesittigte Fettsduren > ungesittigten

Fettsauren.

Beispiel 3: Senkung der Toxizitit einer organischen Verbindung mit positiver Ladung durch

Kontaktieren mit einem fliissigen Kationenaustauscher

Dieser Versuch zeigt, dass durch die Anwesenheit eines fliisssigen Kationenaustauschers die toxische
Wirkung einer positiv geladenen organischen Verbindung in einer wéssrigen Phase, bei der es sich um
Fermentationsbrithe handelt, gesenkt werden kann, indem diese Verbindung in die organische Phase

extrahiert wird.

Das grundsitzliche experimentelle Vorgehen entsprach dem in Beispiel 1.

Da ALSME 0,2 % (w/v), in wéssrigen Systemen geldst, bakterizid wirkte, wurde dieser Versuch in
Kombination mit D2EHPNH3/LSME 2/98 % (w/w) erncut im Schiittelkolben durchgefiihrt, dabei
bedeutet D2EHPNH3 quantitativ mit Ammonium beladenes D2EHPA. . Durch den Einsatz des
fliissigen Ionenaustauschers wird der Ubergang von ALSME in die organische Phase verbessert,

wodurch sich dessen Konzentration in der wéssrigen Phase, in der sich auch die Zellen befinden,
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verringert. Um eine toxische Wirkung bedingt durch D2EHPA zu verringem, wurden niedrige

Konzentrationen von 2 % (w/w) D2ZEHPNH3 verwendet.

Die Bakterien wurden zunichst in 5 mL, (entspricht der Halfte des Puffervolumens) resuspendiert.
Weitere 5 mL Puffer wurden ggf. mit 0,4 % (w/v) ALSME versetzt und anschliefend ggf. mit 5 mL
D2EHPNH3/LSME 2/98 % (w/w) 1 min bei 3000 Upm| gevortext. Diese Losung wurde zu der im
Schiittelkolben vorgelegten Bakteriensuspension hinzu gegeben und vermischt. Danach erfolgte die

erste Probenahme.

Diec Losung hatte eine schaumige Konsistenz zu Beginn der Versuche, die jedoch bei der 2.
Probenahme in beiden Versuchen verschwunden war. Die Abkiirzung "D/L" wurde fiirr D2ZEHPNH3
(mit Ammoniak beladenes D2EHPA)/LSME 2/98 % (w/w) verwendet. Zwischen den Probenahmen tg
und t; 5 h erhohte sich die Anzahl der CFU/mL um 34,3 %. Von der Probenahme (t; 5) bis zur letzten
Probenahme (ty;) verringerte sich die Anzahl der CFU/mL um 54,9 %. Im Vergleich zum Ansatz mit
D2EHPNH3/LSME 2/98 % (w/w) ohne Zusatz von ALSME 0.2 % (w/v), war die Anzahl der
vermehrungsfihigen Zellen nach 22 h 4,5 mal hoher und mit 3,4 % nicht signifikant niedriger als der
Mittelwert der Kontrollansidtze in HEPES-Puffer (siche Fig. 4). Im Vergleich zu dem Ansatz mit
ALSME 0,2 % (w/v) im Schiittelkolben, ohne Hinzugabe einer organischen Phase, war diec Anzahl der
CFU/mL 2800-mal héher.

Es zeigt sich, dass die Anwesenheit des fliissigen Kationenaustauschers die Toxizitdt der positiv

geladenen Verbindung, hier festgestellt durch die Zahl der verbliebenen cfus, verringert.

Beispiel 4: Vergleichsversuche zur Toxizitit verschiedener fliissiger Kationenaustauscher
gegeniiber einem ®-Aminolaurinsiure (ALS) und dem Methylester (ALSME) produzierenden

Mikroorganismus

Die Biotransformation von Laurinsduremethylester zu Aminolaurinsiuremethylester wurde im 8-fach

Paralellfermentationssystem von DasGip mit verschiedenen lonentauschern getestet.

Firr die Fermentation wurden 1L-Reaktoren verwendet. Die pH-Sonden wurden mittels einer Zwei-
Punkt-Kalibration mit MaBlésungen von pH 4,0 und pH 7.0 kalibriert. Die Reaktoren wurden mit 300
mL Wasser befiillt und 20 min bei 121°C autoklaviert, um Sterilitit zu gewéhrleisten. AnschlieBend

wurden die pO2-Sonden iiber Nacht (mindestens 6 h lang) polarisiert. Am nichsten Morgen wurde das
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Wasser unter der Clean Bench entnommen und durch Hochzelldichtemedium mit 50 mg/L Kanamycin
und 34 mg/L. Chloramphenicol ersetzt. Im folgenden wurden die pO2-Sonden mit einer Einpunkt—
Kalibration (Riithrer: 600 rpm / Begasung: 10 sL/h Luft) kalibriert und die Feed-, Korrekturmittel- und
Induktionsmittelstrecken mittels Clean-in-Place gereinigt. Dazu wurden die Schliuche mit 70%
Ethanol, anschlieBend mit 1 M NaOH, dann mit sterilem VE-Wasser gespiilt und zuletzt mit den

jeweiligen Medien befullt.

Der ALS und ALSME produzierende E. coli-Stamm BL21 (DE3) Tlr pBT10 pACYC:Duet|TAcv]
wurde zuerst aus Cryokultur in LB-Medium (25 mL in einem 100 mL Schikanekolben) mit 50 mg/L
Kanamycin und 34 mg/L. Chloramphenicol iiber Nacht bei 37°C und 200 rpm ca. 18 h lang angezogen.
AnschlieBend wurden je 2 mL in Hochzelldichtemedium (Glucose 15 g/L. (30 mL / L einer separat
autoklavierten 500 g/L. Stamml&ésung mit 1% MgSO,*7H,0 und 2,2% NH,CI), (NH,),SO4 1,76 g/L,
K;HPO, 19,08 g/L, KH,PO, 12,5 g/L., Hefeextrakt 6,66 g/L, Trinatriumcitrat-Dihydrat 11,2 g,
Ammoniumeisencitrat-Losung 17 mL/L einer separat autoklavierten 1% igen Stammlésung,
Spurenclementlésung 5 mL/L separat autoklavierten Stammlosung (HCI (37 %) 36,50 g/L,
MnCL*4H,0 1,91 g/L, ZnSO,*7H,0 1,87 g/L, Ethylendiamintetracssigsdure-Dihydrat 0,84 g/L.
H;BO; 0,30 g/L. Na,MoO,*2H,0 0,25 g/L, CaCL*2H,O 4,70 g/L, FeSO,*7H,0 17,80 g/L,
CuCL*2H,0 0,15 g/L)) (3 mal je 25mL in einem 100 mL Schikanekolben) mit 50 mg/L. Kanamycin
und 34 mg/L Chloramphenicol iiberimpft und bei 37°C / 200 rpm weitere 6 h lang inkubiert.

Die 3 Kulturen wurden in einem Schiittelkolben vereinigt und die optische Dichte mit 7,2 bestimmt.
Um die Reaktoren mit einer optischen Dichte von 0,1 anzuimpfen wurden je 4,2 mL in einer 5 mL

Spritze aufgezogen und die Reaktoren mittels Kaniile tiber ein Septum beimpft.
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Folgendes Standardprogramm wurde verwendet:
DO-Regler pH-Regler
Preset 0% Preset 0 ml/h
P 0.1 P 5
Ti 300 s Ti 200 s
Min 0% Min 0 mlL/h
Max 100% Max 40 mL/h
X02 F
N (Gas- (Gasfluss)

(Rotation) | von |bis mischung) |von | bis von |bis
Wachs- | 0% |30% Wachs- | 0% 100% | Wachs- [15% |80%
tum und tum und tum und
Biotrans- [400 | 1500 [ Biotrans- Biotrans-

formation | rpm |rpm formation |21% |21% | formation |6 sL/h | 72 sL./h

Script
Trigger scharf | 31% DO (1/60h)
Induktion 2 h nach

IPTG Feedtstart
Feedtrigger | 50% DO
Feedrate 3 [mL/h]

Das durchgefithrte Experiment lasst sich in zwei Phasen gliedern, die Anzucht, bei der die Zellen eine
bestimmte optische Dichte erreichen sollten, und die nachfolgende Biotransformation, bei der die
Expression der fiir das biotechnologische Verfahren zur Herstellung von ALSME erforderlichen Gene
induziert wurde. Der pH Werte wurde einseitig mit Ammoniak (12,5 %) auf pH 6,8 geregelt. Wihrend
Anzucht und Biotransformation wurde der geloste Sauerstoff (DO, dissolved oxygen) in der Kultur
tiber Rihrerdrehzahl und Begasungsrate bei 30% geregelt. Die Fermentation wurde als Feedbatch
durchgefiihrt, wobei der Feedstart, 5 g/LLh Glucosefeed (500 g/l Glucose mit 1% MgSO,*7H,0 und
2,2% NH,CI), iiber einen DO-Peak getriggert wurde. Mit Feedstart wurde auch die Temperatur von
37°C auf 30°C gesenkt. Die Expression der Transaminase wurde 2 h nach Feedstart durch die
automatische Zugabe von IPTG (1 mM) induziert. Die Induktion der alk-Gene erfolgte durch die
manuelle Zugabe von DCPK (0,025 % v/v) 10 h nach Feedstart. Vor Start der Biotrasformation wurde
die optische Dichte der Kulturbrithen bestimmt.

Der Start der Biotransformationsphase erfolgte 14 h nach Feedstart. Dazu wurden 150 mL ecines
Gemischs aus Laurinsduremethylesther und dem jeweiligen lonentauscher (10% w/w) als Batch zu der
Fermentationsbrithe zugegeben. Als Ionenaustauscher wurden Di-(2-ethylhexyl-)phosphorsaure
(DEHPA), Laurinsiure, Olsiure, Palmitinsiaure, Palmitoleinsdure, Stearinsidure und ein Gemisch aus

freien Fettsduren aus der Verseifung von Kugeldistelol eingesetzt. Um einen Aminogruppendonor fiir
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die Transaminase zur Verfliigung zu stellen wurden zeitgleich mit der Zugabe der organischen Phase
10,7 mL einer Alaninlésung (125 g/L) zu der Fermentationsbrithe zugegeben. Zur Probennahme
wurden 2 mL Fermentationsbrithe aus dem Kessel entnommen und ein Teil davon 1/20 in einem
Aceton-HCI-Gemisch (c(HCI) = 0,1 mol/L) verdiinnt und extrahiert. Proben wurden bei 1,25 h, 3 h, 5
h, 20 h, 22 h und 25 h nach Start der Biotransformation von allen 8 Reaktoren genommen. Die
Unsatzraten fiir Sauerstoff (OTR = oxygen transfer rate) und Kohlenstoff (CTR = carbon transfer rate)
wurden wihren der Fermentation iiber die Abgasanalytik an den DasGip-Systemen bestimmt. Die

Fermentation wurde 22 h nach Start der Biotransformation beendet.

Die Quantifizierung von ALS, ALSME, DDS, DDSME, LS, LSME, HLS, HLSME, OLS und OLSME
in Fermentationsproben erfolgte mittels LC-ESI/MS® anhand einer externen Kalibrierung fiir alle

Analyten und unter Verwendung des internen Standards Aminoundekansdure (AUD).

Dabei kamen folgende Geréte zum FEinsatz:

e HPLC Anlage 1260 (Agilent; Boblingen) mit Autosampler (G1367E), bindrer Pumpe
(G1312B) und Siulenofen (G1316A)

e  Massenspektrometer TripelQuad 6410 (Agilent; Boblingen) mit ESI-Quelle

e HPLC-Sdule: Kinetex C18, 100 x 2.1 mm, PartikelgroBe: 2.6 pm, PorengroBe 100 A
(Phenomenex; Aschaffenburg)

e Vorsdule: KrudKatcher Ultra HPLC In-Line Filter; 0,5 pum Filtertiefe und 0,004 mm

Innendurchmesser (Phenomenex; Aschaffenburg)

Die Proben wurden vorbereitet, indem 1900 pL. Losungsmittel (Aceton/ 0,1 N HCI-Gemisch = 1:1)
und 100 puL Probe in ein 2-mL-ReaktionsgefaB pipettiert wurden. Das Gemisch wurde ca. 10
Sekunden gevortext und anschlieBend bei ca. 13000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der klare Uberstand
wurde mit einer Pipette entnommen und nach entsprechender Verdiinnung mit Diluent (80% (v/v)
ACN, 20% bidest. H,O (v/v), + 0.1% Ameisenséure) analysiert. Zu je 900 pL Probe wurden 100 pL
ISTD hinzupipettiert (10 pL bei einem Probenvolumen von 90 pL).

Die HPLC-Trennung erfolgte mit oben genannter Saule bzw. Vorsaule. Das Injektionsvolumen betrug
0,7 uL, die Saulentemperatur 50°C, die Flussrate 0,6 mL/min. Die mobile Phase bestand aus Eluent A
(0,1%ige (v/v) wissrige Ameisensdure) und Eluent B (Acetonitril mit 0,1% (v/v) Ameisensédure).

Folgendes Gradientenprofil wurde genutzt

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
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0 77 23
0.3 77 23
0.4 40 60
25 40 60
2.6 2 98
55 2 98
5.6 77 23
9 77 23

Die ESI-MS’-Analyse erfolgte im positiven Modus mit folgenden Parametern der ESI-Quelle:

5 e Gastemperatur 280°C
e QGasfluss 11 L/min
e Nebulizerdruck 50 psi
e Kapillarspannung 4000 V

10 Die Detektion und Quantifizierung der einzelnen Verbindungen erfolgte mit den folgenden

Parametern, wobei jeweils ein Produkt-lon als Qualifier und eines als Quantifier genutzt wurde:

Analyt Vorliufer-lon Produkt-Ion Verweilzeit
[m/z] [m/z] [ms] Kollisionsenergie [eV]
DDSME 2452 167,1 25 6
DDSME 2452 149,1 50 8
HLSME 231,3 181,2 15 2
HLSME 231,3 163,2 25 5
DDS 231,2 2132 50 0
DDS 231,2 149,1 25 9
ALSME 230,3 198,1 25 10
ALSME 230,3 163,2 15 10
OLSME 2292 197,2 50 0
OLSME 2292 161,1 25 5
HLS 2172 181,2 35 0
HLS 2172 163,1 20 4
OLS 2152 161,2 25 0
OLS 2152 95,2 60 13
15
Ergebnisse:

Wird DEHPA wie im Stand der Technik beschrieben als Kationenaustauscher eingesetzt, so kommt es

20  unmittelbar nach Zusatz der Verbindung zur Kultur zu einem Einbruch der OTR. Die Kurve sinkt
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innerhalb kurzer Zeit auf 0, was anzeigt, dass in der Kultur keine stoffwechselaktiven Zellen mehr

vorhanden sind. DEHPA wirkt also hochgradig toxisch auf Zellen.

Wird statt DEHPA Laurinsdure als fliissiger Kationenaustauscher eingesetzt, so kommt es zwar
ebenfalls zu einem Einbruch der OTR, dieser ist jedoch nicht so stark, und im Verlauf der niachsten 22
h erholen sich die Zellen und zeigen eine steigende Stoffwechselaktivitit. Laurinsdure ist demnach

merklich weniger toxisch als DEHPA.

Noch deutlich bessere Ergebnisse konnen bei Verwendung gesittigter Fettsduren mit lingeren
Kohlenstoffketten beobachtet werden. Werden Palmitin- und Stearinsiure eingesetzt, so fillt die OTR-
Kurve deutlich seichter als im Falle der Verwendung von Laurinséure oder gar DEHPA. Daraus kann

geschlossen werden, dass diese Fettsduren deutlich weniger toxisch wirken.

Die Verwendung von ungesittigten Fettsauren wie Palmitoleinsaure, verseiftem Kugeldistelol (enthalt
itberwiegend Linolsaure) und Olsaure fithrt iiberraschend zu noch deutlich besseren Ergebnissen.

Diese Fettsduren zeigen iiberraschend eine noch geringere Toxizitét als die geséttigten Fettsduren.
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Anspriiche

1. Verfahren zum Entfernen einer organischen Verbindung aus einer wassrigen Losung, umfassend

die Schritte

a) Bereitstellen der die organische Verbindung enthaltenden wissrigen Losung und einer

hydrophoben organischen Losung, die einen fliissigen Kationenaustauscher umfasst,
wobei der fliissige Kationenaustauscher hydrophob ist,
b) Kontaktieren der wissrigen Losung und der organischen Losung, und
¢) Abtrennen der organischen Losung von der wissrigen Losung,
wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine Verbindung der Formel 1
NH; -A-COOR' (D),
handelt, wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl oder cine negative Ladung ist und A eine
unsubstituierte, geradekettige Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens acht

Kohlenstoffatomen ist,

und wobei es sich bei dem fliissigen Kationenaustauscher um eine Fettsdure handelt.

2. Verfahren nach einem der Anspriiche 1, wobei die Temperatur bei Schritt b) 28 bis 70, bevorzugt

30 bis 37 °C betrégt.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wobei der pH-Wert bei Schritt b) 6 bis 8, bevorzugt

6,2 bis 7,2, betrigt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei das Stoffmengenverhéltnis von fliissigem

Kationenaustauscher zu organischer Verbindung wenigstens 1 betrégt.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei das Volumenverhéltnis von organischer

Losung zu wassriger Losung 1:10 bis 10:1 betragt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei der fliissige Kationenaustauscher eine
Fettsdure mit mehr als 12, bevorzugt mit 14 bis 22, noch bevorzugter 16 bis 18 Kohlenstoffatomen

1st.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei der fliissige Kationenaustauscher eine

ungesittigte Fettsiure, bevorzugt Olsaure oder Erukasaure, ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bi 7, wobei die wissrige Losung weiterhin ein

biologisches Agens mit katalytischer Aktivitat umfasst.

Verfahren nach Anspruch 8, wobei das biologische Agens eine Zelle, bevorzugt eine bakterielle
Zelle ist und die Zelle noch bevorzugter eine rekombinante Alkanmonooxygenase, eine
rekombinante Transaminase sowie bevorzugt dariiber hinaus wenigstens ein Enzym aus der
Gruppe aufweist, die eine Alkoholdehydrogenase, ¢ine Alanindehydrogenase und das AlkL-

Genprodukt oder Varianten davon umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 9, wobei sich die Anwesenheit der organischen
Verbindung nachteilig auf die katalytische Aktivitit auswirkt, bevorzugt dadurch, dass es sich bei

der organischen Verbindung um ¢ine fiir die Zelle toxische Verbindung handelt

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die organische Losung dariiber hinaus
mindestens ein organisches Losungsmittel enthdlt, bevorzugt eine Fettsdure und/oder einen

Fettsaureester.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei die organische Losung als fliissigen Kationenaustauscher 20
bis 80 Vol.-%, bevorzugt 25 bis 75 Vol .-% Olsaure, und als Losungsmittel Laurinsiuremethylester
umfasst und es sich bei der organischen Verbindung um 12-Aminolaurinsduremethylester handelt
und in der wissrigen Losung cine bakterielle Zelle anwesend ist, die eine rekombinante
Alkanmonooxygenase, eine rekombinante Transaminase sowie bevorzugt dariiber hinaus
wenigstens ein Enzyme aus der Gruppe aufweist, die eine Alkoholdehydrogenase, eine

Alanindehydrogenase und das AlkL-Genprodukt oder dessen Varianten umfasst.

Reaktionsmischung umfassend eine wissrige Losung und eine hydrophobe organische Losung,
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wobei die hydrophobe organische Losung eine Fettsaure, bevorzugter eine Fettsdure mit mehr als
12 Kohlenstoffatomen, noch bevorzugter eine ungesittigte Fettsdure als fliissigen

Kationenaustauscher umfasst,

und wobei die wissrige Losung eine Verbindung der Formel (I)

NH,"-A-COOR' (1),

handelt, wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl oder cinc negative Ladung ist und A eine
unsubstituierte, geradekettige Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens acht

Kohlenstoffatomen ist.

Reaktionsmischung nach Anspruch 13, wobei die wéssrige Losung weiterhin eine Zelle umfasst,
die eine rekombinante Alkanmonooxygenase, eine rekombinante Transaminase sowie bevorzugt
dariiber hinaus wenigstens ein Enzym aus der Gruppe aufweist, die eine Alkoholdehydrogenase,

cine Alanindehydrogenase und das AlkL-Genprodukt oder dessen Varianten umfasst.



