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Verzweigte Fettsauren als fllissige Kationenaustauscher

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Entfernen einer organischen Verbindung
aus einer wassrigen Losung, umfassend die Schritte Bereitstellen der wassrigen Losung, die
die organische Verbindung enthalt, und einer hydrophoben organischen Losung, wobei letztere
einen flissigen hydrophoben Kationenaustauscher umfasst, Kontaktieren der wassrigen Lésung
und der hydrophoben organischen Lésung, und Abtrennen der hydrophoben organischen
Lésung von der wassrigen Losung, wobei es sich bei dem fliissigen hydrophoben
Kationenaustauscher um eine gesattigte Alkansaure mit wenigstens einem Alkylsubstituenten
handelt, wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine organische Verbindung mit

wenigstens einer positiven Ladung und einer neutralen oder positiven Gesamtladung handelt.

Ein grundlegendes Problem bei der von nachwachsenden Rohstoffen ausgehenden
biotechnologischen Herstellung von Feinchemikalien, die sonst ausgehend von fossilen
Brennstoffen synthetisiert werden, besteht darin, das einmal erhaltene Produkt, das
typischerweise in einer groRvolumigen wassrigen Phase vorliegt, in eine organische Phase zu
iberfiihren. Diese Uberfiihrung filhrt man einerseits durch, um ein fertiges Zwischen- oder
Endprodukt zu konzentrieren und um ggf. die synthetische Verarbeitung in folgenden
Reaktionsschritten in organischer Lésung zu ermdglichen, andererseits, um die Ausbeute der
Reaktion in der wassrigen Phase durch das Entfernen des erwiinschten Produktes zu
verbessern oder den Ablauf der Reaktion in einem technisch sinnvollen Rahmen iiberhaupt erst
zu ermdglichen. Die direkte thermische Aufkonzentrierung des haufig in niedrigen
Konzentrationen vorliegenden Produktes aus der grofdvolumigen wassrigen Losung ist in der

Regel nicht sinnvoll.

Die Verteilung einer Verbindung in einem Zweiphasensystem im Gleichgewicht umfassend eine
wassrige, hydrophile Phase und eine organische, hydrophobe Phase, die sich nicht mischen,
hangt mafigeblich von den physikochemischen Eigenschaften der jeweiligen Verbindung ab.
Wahrend Verbindungen mit einem hohen Anteil an oder ausschliefilich bestehend aus

unsubstituierten Kohlenwasserstoffen sich iberwiegend in der hydrophoben Phase anreichern,
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liegen Verbindung mit einem hohen Anteil an polaren Gruppen wie heteroatomhaltigen
Funktionalitadten und ganz besonders Verbindungen mit Ladungen iberwiegend oder praktisch
ausschlieBlich in der wassrigen Phase vor, was eine Uberfiihrung in eine organische Phase

erschwert.

Die Verteilung einer Verbindung in dem genannten Zweiphasensystem nach Einstellung des
Gleichgewichts wird haufig mit Hilfe von Verteilungskoeffizienten, beispielsweise nach der

Nernst'schen Gleichung

O = C Phase 1 / CPhase 2,

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

charakterisiert:

Kow = P = Coktanol / CWasser

Beispiele fur industriell stark nachgefragte, in wassrigem Ldsung bei physiologischem pH positiv
geladene organischen Verbindung stellen 12-Aminolaurinsaure (ALS) und deren Derivate,
insbesondere der Methylester (ALSME), dar. ALS ist ein wichtiges Ausgangsprodukt bei der
Herstellung von PolymerenHerkémmlich wird ALS ausgehend von fossilen Rohstoffen in einem
Prozess mit niedriger Ausbeute Uber Laurinlactam hergestellt, das durch Trimerisierung von
Butadien, anschlieRende Hydrierung unter Bildung von Cyclododecan, anschlieffiende Oxidation
zu Cyclododecanon, Umsetzung mit Hydroxylaurin und anschlieRender 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 wassrigen Reaktionsmischung umfassend eine stoffwechselaktive Zelle mit
einer organischen Phase umfassend ein organisches Losungsmittel. So beschreibt
beispielsweise DE10200710060705 die Gewinnung des Produktes ALSME durch Ausschiitteln
mit Essigsaureethylester aus einem wassrigen Reaktionsgemisch. Asano et al. (2008)
offenbaren die Extraktion von ALS mit Toluol aus einer wassrigen Reaktionsldsung umfassend
ein ALS synthetisierendes Enzym (Asano, Y., Fukuta, y., Yoshida, Y., and Komeda, H. (2008):
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The Screening, Characterisation, and Use of w-Laurolactam Hydrolase: A New Enzymatic
Synthesis of 12-Aminolauric Acid, Biosc. Biotechn. Biochem., 72 (8), 2141-2150).

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Entfernung
positiv geladener organischer Verbindungen, besonders e«-Aminocarbonsauren, mit wenigstens
einer positiven Ladung aus einer wassrigen 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 liegen.

Eine weitere der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht darin, ein Verfahren zur
Entfernung organischer Verbindungen mit wenigstens einer positiven Ladung, besonders o-
Aminocarbonsduren, aus einer wassrigen Losung umfassend eine stoffwechselaktive Zelle
unter Verwendung einer hydrophoben organischen Phase als Extraktionsmittel zu entwickeln,
bei dem das Verteilungsgleichgewicht mdglichst 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-
Aminocarbonsduren, aus einer wassrigen Losung unter Verwendung einer hydrophoben
organischen Ldsung als Extraktionsmittel zu entwickeln, das das Wachstum von
biotechnologisch relevanten Mikroorganismen, insbesondere Escherichia coli, mdglichst wenig
beeintrachtigt bzw. verlangsamt und/oder die Zahl teilungsfahiger und/oder lebensfahiger
und/oder respiratorisch aktiver und/oder stoffwechsel- und synthetisch aktiver Zellen dabei

moglichst wenig verringert.

Eine weitere der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht darin, ein Verfahren zur
Entfernung organischer Verbindungen mit wenigstens einer positiven Ladung, besonders o-
Aminocarbonsduren, aus einer wassrigen Losung unter Verwendung einer hydrophoben
organischen Losung als Extraktionsmittel zu entwickeln, bei der die Haltbarkeit und/oder die
Wiedergewinnbarkeit, besonders mit Hinblick auf gleichbleibenden Gehalt flissigem
hydrophoben Kationenaustauscher oder Reinheit des Kationenaustauschers nach

Wiedergewinnung, der hydrophoben organischen Lésung maglichst gut ist.
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Schlief3lich liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Entfernung einer
organischen Verbindung mit wenigstens einer positiven Ladung, besonders o-
Aminocarbonsduren, aus einer wassrigen Losung umfassend eine stoffwechselaktive Zelle
unter Verwendung einer hydrophoben organischen Phase als Extraktionsmittel aufzufinden, bei
dem die Gesamtheit der fir die Ausbeute, den Gesamtumsatz und schnelle Durchfihrbarkeit
eines zugrundeliegenden biotechnologischen Syntheseverfahrens entscheidenden
Eigenschaften, insbesondere die Toxizitat der organischen Phase gegentiber einer
stoffwechselaktive Zelle 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 mdglichst lange Verwendbarkeit der stoffwechselaktiven Zelle
optimiert ist, besonders flr den Fall, dass die organische Verbindung mit wenigstens einer
positiven Ladung das Produkt oder ein Zwischenprodukt des Syntheseverfahrens darstellt, das

unter Beteiligung einer katalytischen Aktivitat der stoffwechselaktiven Zelle synthetisiert wird.

Diese und weitere Aufgaben werden durch den Gegenstand der vorliegenden Anmeldung und
insbesondere auch durch den Gegenstand der beigefiigten unabhangigen Anspriiche geldst,

wobei sich Ausflihrungsformen aus den Unteranspriichen ergeben.

In einem ersten Aspekt wird das der Erfindung zugrunde liegende Problem geldste durch ein
Verfahren zum Entfernen einer organischen Verbindung aus einer wassrigen Losung,

umfassend die Schritte

a) Bereitstellen der wéassrigen Lésung, die die organische Verbindung enthalt, und einer
hydrophoben organischen Losung, wobei letztere einen fliissigen hydrophoben
Kationenaustauscher umfasst,

b) Kontaktieren der wassrigen Losung und der hydrophoben organischen Lésung, und

c) Abtrennen der hydrophoben organischen Losung von der wassrigen Lésung,

wobei es sich bei dem flissigen hydrophoben Kationenaustauscher um eine gesattigte

Alkansaure mit wenigstens einem Alkylsubstituenten handelt,
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wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine organische Verbindung mit wenigstens

einer positiven Ladung und einer neutralen oder positiven Gesamtladung handelt.

In einer ersten Ausflihrungsform des ersten Aspekts wird das Problem geldst durch ein

Verfahren, wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine Verbindung der Formel
NR?R*H*-A-COOR (I) oder
NR?R3*H"-A- NR*R°H" (1),
handelt,
wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl oder eine negative Ladung ist,

wobei A eine Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens sechs, besonders

bevorzugt acht Kohlenstoffatomen ist, die bevorzugt unsubstituiert und geradkettig ist,

und wobei R?, R®, R*, und R® jeweils und unabhingig voneinander aus der Gruppe ausgewahit

sind, die Wasserstoff, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst.

In einer zweiten Ausflihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten Ausfliihrungsform handelt, wird das Problem geldst durch ein
Verfahren, wobei der pH-Wert in der wassrigen Losung bei Schritt b) 6 bis 8, bevorzugt 6,2 bis
7,2, betragt.

In einer dritten Ausfliihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten bis zweiten Ausfiihrungsform handelt, wird das Problem geldst
durch ein Verfahren, wobei das Stoffmengenverhaltnis von flissigem Kationenaustauscher zu

organischer Verbindung bei Schritt b) wenigstens 1 betragt.

In einer vierten Ausfihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine

Ausflhrungsform der ersten bis dritten Ausfiihrungsform handelt, wird das Problem geldst durch
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ein Verfahren, wobei das Volumenverhaltnis von organischer Losung zu wassriger Losung 1:10
bis 10:1 betragt.

In einer funften Ausfihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten bis vierten Ausflihrungsform handelt, wird das Problem geldst
durch ein Verfahren, wobei der fllissige Kationenaustauscher eine verzweigte Fettsaure der
Formel (H;C),CH-(CH,),-COOH oder eine unprotonierte Form davon ist und n wenigstens 4,

bevorzugt wenigstens 8 betragt und am bevorzugtesten 14 ist.

In einer sechsten Ausfiihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausflhrungsform der ersten bis flinften Ausfiihrungsform handelt, wird das Problem geldst
durch ein Verfahren, wobei der flissige Kationenaustauscher eine gesattigte Alkansaure mit
wenigstens einem Alkylsubstituent ist, die bevorzugt insgesamt wenigstens 12

Kohlenstoffatome umfasst.

In einer siebten Ausflihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausflhrungsform der ersten bis sechsten Ausfihrungsform handelt, wird das Problem geldst

durch ein Verfahren wobei die wassrige Losung weiterhin eine stoffwechselaktive Zelle umfasst.

In einer achten Ausfiihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten bis siebten Ausfiihrungsform handelt, wird das Problem geldst
durch ein Verfahren, wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine fiir eine Zelle,

bevorzugt eine bakterielle Zelle, toxische Verbindung handelt.

In einer neunten Ausfiihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten bis achten Ausflihrungsform handelt, wird das Problem geldst
durch ein Verfahren, wobei die organische Lésung darliber hinaus mindestens ein organisches

Ldsungsmittel enthalt, bevorzugt eine Fettsdure und/oder einen Fettsdureester.

In einer zehnten Ausfihrungsform des ersten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausflhrungsform der ersten bis neunten Ausfiihrungsform handelt, wird das Problem geldst
durch ein Verfahren, wobei die hydrophobe organische Losung den flissigen hydrophoben

Kationenaustauscher in einem Volumenanteil von 20 bis 80 %, bevorzugt 25 bis 75 % enthalt.
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In einer elften Ausfihrungsform des zweiten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten bis zehnten Ausfliihrungsform des ersten Aspekts handelt, ist die
organische Verbindung ein Diamin ausgewahlt aus der Gruppe, die Butandiamin, 1,5-
Pentandiamin, 1,6-Hexandiamin, 1,8-Octandiamin, 1,14-Tetradecandiamin, 1,18-
Octadecandiamin, 2-Methyl-1,5-Diaminopentan, 2,2-Dimethyl-1,5-diaminopentan, 4,4’-
Diaminodicyclohexylmethan, 3,3’-Dimethyl-4 4’-diaminodicyclohexylmethan, 3,3,5,5-
Tetramethyl-4,4’-diaminodicyclohexylmethan, m- oder p-Xylylendiamin, 2.2.4- oder 2.4.4-
Trimethylhexamethylendiamin, 1.4-Diaminocyclohexan, 4.4°-Diaminodicyclohexylpropan,
Isophorondiamin, Metaxylylendiamin und Paraxylylendiamin

umfasst.

In einer zwolften Ausfuhrungsform des zweiten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausflhrungsform der ersten bis elften Ausfihrungsform handelt, liegt die Temperatur bei Schritt
b) zwischen 28 und 70 °C, bevorzugt zwischen 30 und 37 °C.

In einem zweiten Aspekt wird das der Erfindung zugrunde liegende Problem gel6st durch eine
Reaktionsmischung umfassend eine wassrige Losung, die eine organische Verbindung enthalt,

und eine hydrophobe organische Lésung,

wobei die hydrophobe organische L&sung einen fliissigen hydrophoben Kationenaustauscher

umfasst,

wobei es sich bei dem flissigen hydrophoben Kationenaustauscher um eine gesattigte

Alkansaure mit wenigstens einem Alkylsubstituenten handelt,

und wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine organische Verbindung mit

wenigstens einer positiven Ladung und einer neutralen oder positiven Gesamtladung handelt.
In einer ersten Ausfliihrungsform des zweiten Aspekts wird das Problem geldst durch eine
Reaktionsmischung, wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine Verbindung der

Formel

NR?R*H*-A-COOR" (1) oder
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NRZR3*H"-A- NR*R°H" (1),

wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl oder eine negative Ladung ist,

wobei A eine Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens sechs, besonders

bevorzugt acht Kohlenstoffatomen ist, die bevorzugt unsubstituiert und geradkettig ist,

und wobei R?, R®, R*, und R® jeweils und unabhangig voneinander aus der Gruppe ausgewahit

sind, die Wasserstoff, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst.

In einer zweiten Ausflihrungsform des zweiten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten Ausflihrungsform des ersten Aspekts handelt, wird das Problem
geldst durch eine Reaktionsmischung, wobei der flissige hydrophobe Kationenaustauscher
eine verzweigte Fettsdure der Formel (H;C),CH-(CH,),-COOH oder eine unprotonierte Form

davon ist und n wenigstens 4, bevorzugt wenigstens 8 betragt und am bevorzugtesten 14 ist.

In einer dritten Ausfuhrungsform des zweiten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten bis zweiten Ausfiihrungsform des ersten Aspekts handelt, wobei
der flissige Kationenaustauscher eine geséattigte Alkansaure mit wenigstens einem

Alkylsubstituenten ist, die bevorzugt insgesamt wenigstens 12 Kohlenstoffatome umfasst.

In einer vierten Ausfihrungsform des zweiten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten bis dritten Ausfiihrungsform des ersten Aspekts handelt, wobei die

wassrige Losung weiterhin eine stoffwechselaktive Zelle umfasst.

In einer funften Ausfihrungsform des zweiten Aspekts, bei der es sich auch um eine
Ausfuhrungsform der ersten bis vierten Ausflihrungsform des zweiten Aspekts handelt, ist die
organische Verbindung ein Diamin ausgewahlt aus der Gruppe, die Butandiamin, 1,5-
Pentandiamin, 1,6-Hexandiamin, 1,8-Octandiamin, 1,14-Tetradecandiamin, 1,18-
Octadecandiamin, 2-Methyl-1,5-Diaminopentan, 2,2-Dimethyl-1,5-diaminopentan, 4,4’-
Diaminodicyclohexylmethan, 3,3’-Dimethyl-4 4’-diaminodicyclohexylmethan, 3,3',5,5-
Tetramethyl-4,4’-diaminodicyclohexylmethan, m- oder p-Xylylendiamin, 2.2.4- oder 2.4.4-
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Trimethylhexamethylendiamin, 1.4-Diaminocyclohexan, 4.4°-Diaminodicyclohexylpropan,
Isophorondiamin, Metaxylylendiamin und Paraxylylendiamin

umfasst.

Weitere Ausfiihrungsformen des zweiten Aspekts umfassen samtliche Ausfiihrungsformen des

ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung.

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben herausgefunden, dass die Effizienz der
Entfernung einer organischen Verbindung mit einer positiven Ladung aus einer wassrigen
Lésung in eine hydrophobe organische Ldsung liberraschend gesteigert werden kann, wenn
diese organische Ldsung einen flissigen Kationenaustauscher umfasst, bei dem es sich um
eine gesattigten Alkansaure mit wenigstens einem Alkylsubstituenten handelt. 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 fihrt, welche die Ldslichkeit in der organischen Phase
erhoht.

Die vorliegende Erfindung sieht die Verwendung einer gesattigten Alkansaure mit wenigstens
einem Alkylsubstituenten als flissiger hydrophober Kationenaustauscher zur Entfernung, einer
organischen Verbindung mit einer positiven Ladung aus einer wassrigen Lésung vor, bevorzugt
unter Akkumulierung der organischen Verbindung in der hydrophoben organischen Lésung. In
einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird unter dem Begriff ,gesattigten Alkansaure mit
wenigstens einem Alkylsubstituenten® eine Alkansaure der Formel CH3-(CH,),-COOH oder eine
unprotonierte Form davon verstanden, bei der wenigstens ein Wasserstoffatom aus der
Alkylkette gegen einen Alkylsubstituenten der Formel —(CH;)m-H ausgetauscht ist, wobei n und
m jeweils und unabhangig voneinander 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 oder 30 sein kénnen. In einer bevorzugtesten
Ausfuhrungsform handelt es sich bei der gesattigten Alkansdure mit wenigstens einem
Alkylsubstituenten um eine Verbindung aus der Gruppe umfassend Isostearinsaure,

Isopalmitinsaure, Isomyristinsdure, Phytansaure, 2-Hexyldekansaure, 2-Butyloktansaure, 15-
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Methylhexadekansaure, 13-Methyltetradekansaure handelt. In einer besonders bevorzugten
Ausfuhrungsform ist das vorletzte Kohlenstoffatom in der Alkylkette substituiert, besonders
bevorzugt mit einer Methylgruppe. Erfindungsgemaf verwendbar sind ausdriicklich Mischungen
verschiedener gesattigter Alkansduren mit wenigstens einem Alkylsubstituenten, optional mit

weiteren, strukturell von letzteren verschiedenen flissigen hydrophoben Kationenaustauschern.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform ist der flissige Kationenaustauscher eine verzweigte
Fettsaure ist, die ausschlief3lich andere als zyklische Substituenten umfasst, d. h. das Molekil

ist linear, umfasst also keine ringférmigen Strukturen.

Wie samtliche Verbindungen in dieser Anmeldung umfasst eine gesattigte Alkansdure mit
wenigstens einem Alkylsubstituenten in einer bevorzugten Ausfiihrungsform gleichermalfien

unprotonierte, teilweise und vollstéandig protonierte Formen der Verbindung.

Die erfindungsgemalfie Lehre ist zur Entfernung strukturell diverser organischer Verbindungen
mit einer positiven Ladung und positiver oder neutraler Gesamtladung aus einer wassrigen
Losung geeignet. In einer bevorzugten Ausflihrungsform handelt es sich bei der organischen

Verbindung um eine Verbindung der Formel
NR?R*H*-A-COOR" (1) oder
NR?R®*H*-A- NR*'R°H" (II),
wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl oder eine negative Ladung ist,

wobei A eine Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens sechs, besonders
bevorzugt acht Kohlenstoffatomen ist, die bevorzugt unsubstituiert und geradkettig ist. Bei A
kann es sich um ein verzweigtes oder unverzweigtes, lineares oder zyklisches Alkan oder einen
Aromaten oder Heteroaromaten handeln, das oder der wenigstens mit den beiden in Formel (ll)
angegebenen Substituenten substituiert ist. In einer besonders bevorzugten Ausfliihrungsform
handelt es sich bei der organischen Verbindung um eine Verbindung der Formel Il, und A stellt
eine Alkylenkette der Formel -(CH2)n- dar, wobein 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 oder 40

ist, und besonders bevorzugt ist zusatzlich R*=R°*=R*=R°=R°®=R’ = H.
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und wobei R?, R®, R*, und R?® jeweils und unabhangig voneinander aus der Gruppe ausgewahlt
sind, die Wasserstoff, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform

handelt es sich um Aminolaurinsdure oder einen Ester davon, bevorzugt den Methylester.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform bedeutet der Begriff ,flissiger Kationenaustauscher®, wie
hierin verwendet, eine in einem bei Raumtemperatur flissigen hydrophoben organischen
Ldsungsmittel 16sliche Verbindung, die aufgrund einer wenigstens teilweise an der
Carboxylatgruppe der Alkansaure vorliegenden negativen Ladung in der Lage ist, wenigstens

transient eine ionische Wechselwirkung mit wenigstens einem Kation auszubilden.

Bei der wassrigen Losung, aus der die organische Verbindung entfernt wird, handelt es sich
bevorzugt um eine Wasser enthaltene Pufferldsung oder ein wassriges Kulturmedium, die oder
das Wasser noch bevorzugter als vorherrschendes Lésungsmittel enthalt. Beispielsweise
betragt der Losungsmittelanteil des Wassers in der wassrigen Ldosung mehr als 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 95, 99 Volumenprozent oder 100 Volumenprozent. Dem Fachmann sind
zahlreiche wassrige Puffer Kulturmedien bekannt, die fur die Erhaltung oder Kultivierung von
Zellen, insbesondere biotechnologisch bedeutsamer Zellen, geeignet sind. Darunter fallen
gleichermal3en Vollmedien wie LB-Medien, Minimalmedien wie M9-Medien, Minimalmedien mit
Komplexbestandteilen wie Hefeextrakt oder Pepton, Kombinationen aus den zuvor genannten
sowie Selektivmedien, beispielsweise solche, die eine hohe Salzkonzentration enthalten und
daher nur das Wachstum halophiler oder zumindest halotoleranter Organismen ermdglichen. In
einer bevorzugten Ausflihrungsform wird unter dem Begriff ,wassriges Kulturmedium®, wie
hierin verwendet, ein Reaktionsmedium auf Wasserbasis verstanden, das mit Hinblick auf
samtliche relevante Faktoren, insbesondere pH-Wert, Salzgehalt und Temperatur, derart
beschaffen ist, das es die Lebensfahigkeit darin enthaltener Zellen, bevorzugt
Mikroorganismen, erhalt oder férdert und sowohl wassriges Kulturmedium als auch hydrophobe
organische Phase in fllissiger Form vorliegen. Die Temperaturanspriiche verschiedener
biotechnologisch bedeutsamer Zellen kdnnen mikrobiologischen und molekularbiologischen
Lehrblchern entnommen werden, z.B. Fuchs/Schlegel (2007) Allgemeine Mikrobiologie, 2008,
Georg Thieme Verlag. In einer bevorzugten Ausflihrungsform liegt der pH-Wert des wassrigen
Kulturmediums zum Zeitpunkt des Kontaktierens zwischen 4 bis 9, bevorzugter zwischen 4,5
bis 8,5, am bevorzugtesten zwischen 6,2 und 7,2. In einer bevorzugten Ausfithrungsform wird

der pH-Wert des wassrigen Kulturmediums bei Schritt b) wenigstens 0,5 h, bevorzugter
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wenigstens 2 h, noch bevorzugter wenigstens 6 h, am bevorzugtesten wenigstens 12 h im
Bereich von pH 4 bis 9, bevorzugter zwischen 4,5 bis 8,5, am bevorzugtesten zwischen 6,2 und
7,2 gehalten. Dem Fachmann ist aus dem Stand bekannt, wie der pH-Wert einer wassrigen
Ldsung, insbesondere auch einer wassrigen Losung umfassend stoffwechseaktive Zellen und
zu deren Kultur erforderliche Medien, durch Zugabe von Saure oder Base, beispielsweise
Schwefelsdure bzw. Ammoniakwasser, eingestellt und geregelt werden kann. In einer weiteren
bevorzugten Ausflihrungsform liegt die Temperatur zwischen 0 und 45 °C, bevorzugter

zwischen 15 und 40 °C, am bevorzugtesten zwischen 20 und 37 °C.

In einer bevorzugten Ausfliihrungsform der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff
,Kontaktieren®, wie 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 Gefald gegeben und in geeigneter Weise, beispielsweise durch Riihren, mit
einander vermischt werden. Ganz ausdriicklich ist flir die Ausfihrung der erfindungsgemafien
Lehre moglich, aber keinesfalls erforderlich, dass ein biphasisches Systems vorliegt. Vielmehr
ist eine gute, moglichst kontinuierliche Durchmischung der Summe der wassrigen Losung und
der hydrophoben organischen Lésung, beispielsweise durch Rihren, der Entfernung der

organischen Ldsung aus der wassrigen Lésung forderlich.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bedeutet der Begriff ,weist eine Ladung auf*, wie hierin
verwendet, dass eine so charakterisierte Verbindung eine entsprechende Ladung an einer
geeigneten funktionellen Gruppe in wassriger Lésung 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, beispielsweise eine
positive Ladung an einer Ammoniumgruppe. In einer bevorzugten Ausflihrungsform handelt es
sich um eine permanent vorliegende Ladung. In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform
bedeutet der Begriff ,weist eine Ladung auf®, wie hierin verwendet, dass die entsprechende
funktionelle Gruppe oder Verbindung bei pH 7 iberwiegend mit der entsprechenden Ladung
vorliegt, d.h. zu wenigstens 50, bevorzugter 90 noch bevorzugter 99 %. Beispielsweise weist
das Molekil Ethanolamim bei pH 0 eine Ladung auf. Dabei handelt es sich um die protonierte
Ammoniumgruppe. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bedeutet der Begriff ,Gesamtladung®
einer Verbindung hingegen die Summe aller Ladungen an der Verbindung 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.

Beispielsweise weist die Verbindung Glycin in wassriger Losung bei pH 6 zwei Ladungen auf,
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namlich eine negative an der Carboxyfunktion und eine positive an der protonierten

Amingruppe, d. h. insgesamt eine neutrale Gesamtladung.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist der Begriff ,enthaltend” im Sinne von
,umfassend®, d.h. nicht abschliel®end 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 Ausfliihrungsform wird unter dem Begriff ,hydrophob®, wie hierin
verwendet, die Fahigkeit einer Fllissigkeit verstanden, in Anwesenheit von einer wassrigen
Phase und im Gleichgewicht, d. h. insbesondere in Abwesenheit von gegenwirkenden
Mafinahmen wie Riihren, eine eigene, von der wassrigen Phase klar abgegrenzte fliissige
Phase auszubilden. Bei letzterer kann es sich um eine zusammenhangende fllissige Phase
oder um eine Emulsion handeln. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird mit dem
Begriff ,hydrophob®, wie hierin verwendet, die Eigenschaft einer Verbindung verstanden, sich im
Wesentlichen nicht in Wasser zu |6sen. Schliefdlich wird der Begriff in einer weiteren
bevorzugten Ausfliihrungsform, 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 grofier 0, bevorzugter
grofder 0,5, noch bevorzugter grofier 1 und am bevorzugtesten grofder 2 ist. Bevorzugte
organische Losungsmittel umfassen, sind aber nicht beschrankt auf Losungsmittel aus der
Gruppe umfassend bei Raumtemperatur fliissige substituierte und nichtsubstituierte Alkane,
Cycloalkane, Cycloalkene, Aryle, Fettsduren, Fettsaureester, Alkohole, Heterocycloalkane,
Heterocycloalkene und Heteroaryle umfasst. Die hydrophobe organische Lésung kann auch

eine Mischung umfassend mehr als ein hydrophobes organisches Losungsmittel sein.

In einer weiteren Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung ist der flissige lonenaustauscher
nicht oder nur eine mafdig toxisch mit Hinblick auf stoffwechselaktive Zellen, besonders
biotechnologisch relevante Mikroorganismen. Unter dem Begriff ,toxisch®, wie hierin verwendet,
wird in einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung die Eigenschaft einer Verbindung
verstanden, bei Kontakt mit den entsprechenden Mikroorganismen deren
Wachstumsgeschwindigkeit zu senken, deren Stoffwechselaktivitat zu senken, deren

Energieverbrauch zu erhdhen, deren optische Dichte oder Zahl wachstumsfahiger Zellen zu
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senken, deren biotechnologische Stoffwechselaktivitat oder Produktivitat zu verringern oder zu
inhibieren und/oder direkt zu deren Absterben und Lyse zu flihren. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform 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 Toxizitat untersucht
werden kann. Hierzu zahlen beispielsweise die Messung der Atmung entsprechender
Mikroorganismen ber O,-Elektroden oder Abgasanalytik oder das vergleichende Ausplattieren
von Mikroorganismenproben und das anschlieliende Zahlen der koloniebildenden Einheiten
(cfus). In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter einer ,mafigen toxischen Wirkung"
verstanden, dass in einer Wachstumsphase befindliche Mikroorganismen in Anwesenheit der
Verbindung weiter wachsen und/oder stoffwechselaktiv sind, jedoch in geringerem Male als bei
einer Kontrolle, die unter gleichen Bedingungen in Abwesenheit der entsprechenden

Verbindung inkubiert wird, und/oder eine verlangerte Lag-Phase aufweisen.

Das Kontaktieren von wassriger und organischer Losung findet unter geeigneten Bedingungen
und insbesondere (iber einen Zeitraum statt, der fiir einen ausreichenden Ubertritt der
organischen Verbindung aus der wassrigen Phase in die organische Phase ausreicht,
idealerweise sogar flr die Einstellung des entsprechenden Gleichgewichts. Diese Zeitdauer und
Bedingungen kann der Fachmann im Rahmen routinemafigen Experimentierens bestimmen. In
einer bevorzugten Ausflihrungsform dauert Schritt b) wenigstens 0,25,0,5,1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9,10, 12, 18, 24, 36 oder 48 Stunden oder langer als eine solche Zeitdauer an. Zusatzliche
Angaben zur moglichen Wegen zur Ausfihrung der Erfindung sind in der EP11154707

beschrieben.

Die Temperatur bei Schritt b) hangt nicht nur von den Eigenschaften des fliissigen
Kationenaustauschers ab, sondern, insbesondere fir den Fall, dass das Kontaktieren der
wassrigen und der organischen Losung bei ablaufender Reaktion in der wassrigen Phase
stattfindet, auch von den Temperaturerfordernissen etwaiger, in der wassrigen Phase
stattfindenden Reaktionen. Insbesondere flir den Fall, dass eine stoffwechselaktive Zelle in der
wassrigen Phase katalytisch aktiv ist, muss die Temperatur fir die Erhaltung dieser Aktivitat
geeignet sein. In einer bevorzugten Ausfihrungsform betragt die Temperatur bei Schritt b) O 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, des Stofflibergangs der geldsten, organischen Verbindung in die Phase des
flissigen lonenaustauschers, der Stabilitat von Edukten, Produkten, Zwischenprodukten oder
Agenzien Rechnung tragen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform betragt der pH-Wert 3 bis 8,
bevorzugter 6 bis 8, noch bevorzugter 6,2 bis 7,2. Gdf. ist es notwendig, den pH-Wert in der
wassrigen Losung konstant zu halten bzw. anderweitig zu steuern oder zu regeln und damit

Korrekturmittel (z.B. Ammoniakwasser/-gas, Schwefelsaure 0.4.) zuzufiihren.

Um die organische Verbindung aus der wassrigen Phase mdglichst vollstandig in die
organische zu Uberflihren, ist eine ausreichende Menge des fllissigen hydrophoben
Kationenaustauschers erforderlich. In einer bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden
Erfindung betragt das Stoffmengenverhaltnis von flissigem Kationenaustauscher und
organischer Verbindung bei wenigstens einem Schritt, bei einem kontinuierlichen Prozess liber
den gesamten Ablauf der Reaktion summiert, wenigstens 1, d. h. pro Molekil der organischen
Verbindung wird wenigstens ein Molekiil flissiger hydrophober Kationenaustauscher
eingesetzt. In einer noch bevorzugteren Ausfihrungsform ist das Verhaltnis grofker als 2, 3, 5,
10, 15, oder 20, bevorzugt 1,5 bis 3.

Das Volumenverhaltnis der organischen Losung zur wassrigen Losung ist, zusammen mit dem
Stoffmengenverhaltnis Kationenaustauscher/organische Verbindung, fur ein effizientes
Verfahren bedeutend. In einer besonderen Ausfiihrungsform betragt 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.

Neben dem flissigen hydrophoben Kationenaustauscher kann die hydrophobe organische
Phase weiterhin ein hydrophobes Losungsmittel enthalten. Dies kann dazu dienen, die
Aufnahmekapazitat eines fllissigen hydrophoben Kationenaustauschers in der hydrophoben
Phase zu erhéhen und unerwiinschtes Verhalten, beispielsweise Ausflocken, zu verhindern. In
einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem Lésungsmittel um ein Edukt einer
in der wassrigen Lésung ablaufenden Reaktion, am starksten bevorzugt das Substrat einer in
der wassrigen Losung ablaufenden enzymkatalysierten Reaktion. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform handelt es sich um einen Fettsaureester. In einer besonders bevorzugten

Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem Lésungsmittel um einen Fettsdureester, bevorzugt -
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methylester, einer Fettsaure, die als flissiger hydrophober Kationenaustauscher dient. Es
kdnnen auch Mischungen von mehr als einem Ldsungsmittel und einem oder mehr als einem
flissigen hydrophoben Kationenaustauscher als hydrophobe organische Lésung verwendet

werden.

Der Anteil des Losungsmittels, sofern vorhanden, an der hydrophoben organischen Phase
betragt in einer bevorzugten Ausfiihrungsform 1 bis 99 Volumenprozent (Vol.-%). In einer
bevorzugten Ausflihrungsform betragt der Anteil des Lésungsmittels 10 bis 90, noch

bevorzugter 20 bis 80, am bevorzugtesten 25 bis 75 Vol.-%.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei der stoffwechselaktiven Zelle um
eine rekombinante Zelle, die mit Enzymen zur Herstellung der Verbindung der Formel (1) oder
() ausgestattet ist und wenigstens eines davon, bevorzugt alle Gberexprimieren. Geeignete
Enzyme, die zur Herstellung von organischen Verbindungen der Formel (1) oder (ll) verwendet
werden kénnen, insbesondere Alkanhydroxylasen, AIKL, Transaminasen,
Aldehyddehydrogenasen und Alanindehydrogenasen sind im Stand der Technik beschrieben,
beispielsweise in der DE10200710060705, der EP11004029 oder in der PCT/EP2011/053834.
In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem Begriff ,stoffwechselaktive Zelle®, wie
hierin verwendet, eine lebende Zelle mit Stoffwechselaktivitat verstanden, bevorzugt eine Zelle,
die ein fiir die biotechnologische Herstellung des interessierenden Produktes relevantes Enzym
in aktiver Form exprimiert oder noch bevorzugter iberexprimiert. Bei der Zelle kann es sich um
einen Prokaryonten, einschlie8lich Archaeen, oder um einen Eukaryonten handeln, im Falle
eines Prokaryonten bevorzugt aus der Gruppe von Gattungen umfassend Pseudomonas,
Corynebacterium und Escherichia. In einer noch bevorzugteren Ausfiihrungsform handelt es
sich bei der Zelle um eine bakterielle Zelle, noch bevorzugter um eine Gram-negative
bakterielle Zelle, am bevorzugtesten um E. coli. In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform
handelt es sich um eine eukaryontische Zelle, bevorzugter um eine Pilzzelle, noch bevorzugter
um eine Hefezelle, am bevorzugtesten um Saccharomyces oder Candida, Pichia, insbesondere
Candida tropicalis. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bedeutet der Begriff ,niederer
Eukaryont®, wie hierin verwendet, ein in sémtlichen Phasen seiner Existenz unizellularer
Eukaryont, im Gegensatz zu héheren Eukaryonten, die den liberwiegenden Teil ihres Lebens in
Form eines mehrzelligen Organismus mit Geweben umfassend differenzierte Zellen verbringen.
Der Begriff ,Zelle® wird, in einer besonderen Ausfiihrungsform, in dieser Anmeldung

gleichbedeutend und austauschbar mit dem Begriff ,Mikroorganismus® verwendet. Weiterhin
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kann es sich bei der Zelle um eine isolierte Zelle oder eine Mischung verschiedener Zellen

handeln.

Das Verfahren kann verwendet werden, um Fettsauren oder deren Ester zunachst zu oxidieren
und anschlieffend zu aminieren. Dazu eignet sich beispielsweise ein Enzymsystem, wie es in
der internationalen Patentanmeldung WO 2009/077461 beschrieben ist. Bei der
stoffwechselaktiven Zelle handelt es sich in diesem Fall um eine Zelle, die eine rekombinante
Alkanhydroxylase und eine Transaminase aufweist, bevorzugt dariiber hinaus wenigstens ein
Enzym aus der Gruppe umfassend Alkoholdehydrogenase, Alanindehydrogenase und

Lactamhydrolase.

In der bevorzugtesten Ausfilhrungsform handelt es sich bei der Alkanhydroxylase um eine
Alkanhydroxylase des AlkB-Typs. AlkB stellt eine Oxidoreduktase aus dem AIkBGT-System aus
Pseudomonas putida dar, die fiir ihre Hydroxylase-Aktivitat bekannt ist. Diese ist von zwei
weiteren Polypeptiden, AlkG und AIKT abhangig, die bevorzugt co-exprimiert werden. AIKT wird
als FAD-abhangige Rubredoxin-Reduktase charakterisiert, die Elektronen aus NADH an AIkG
weitergibt. AlkG ist ein Rubredoxin, ein eisenhaltiges Redoxprotein, das als direkter
Elektronendonor fur AlkB fungiert. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird unter dem Begriff
LAlkanhydroxylase des alkB-Typs®, wie hierein verwendet, eine membransténdige
Alkanmonooxidase verstanden. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem
selben Begriff ,Alkanhydroxylase des alkB-Typs® ein Polypeptid mit einer Sequenzhomologie
von zunehmend bevorzugt wenigstens 75, 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98 oder 99 % zur Sequenz
des AlkB von Pseudomonas putida Gpo1 (Datenbankcode: CAB54050.1) verstanden. In einer
weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem Begriff eine cytochromunabhangige
Monooxygenase verstanden. In einer weiteren bevorzugten Ausfliihrungsform wird unter dem
Begriff ,Alkanhydroxylase des alkB-Typs“ 5 eine cytochromunabhangige Monooxygenase
verstanden, die wenigstens ein Rubredoxin oder Homologon als Elektronendonor verwendet. In
einer besonders bevorzugten Ausfitlhrungsform wird unter dem Begriff eine membranstandige,
cytochromunabhanige Alkanhydroxylase mit zunehmend bevorzugt wenigstens 60, 70, 80, 80,
85, 90, 92, 94, 96, 98 oder 99 % zur Sequenz des AlkB von Pseudomonas putida Gpo1
verstanden, die als Elektronendonor wenigstens AlkG (CAB54052.1), bevorzugt aber die
Kombination von AlkG mit der Reduktase AIKT (CAB54063.1) bendtigt, 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 Aminosauresequenz eines Polypeptides
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und/oder die daflir codierende Nukleinsduresequenz beziehen. In einer weiteren bevorzugten
Ausfuhrungsform handelt es sich bei einer ,Alkanhydroxylase des alkB-Typs®, wie hierin
verwendet, um eine Cytochrom-unabhangige Oxidoreduktase, d.h. eine Oxidoreduktase, die
nicht Cytochrom als Cofaktor umfasst. Bei samtlichen in dieser Anmeldung angegebenen
Datenbankcodes handelt es sich um Codes der NCBI-Datenbanken in der am 1. August 2012

online verfiigbaren Version.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem Begriff ,Alkoholdehydrogenase®, wie
hierin verwendet, ein Enzym verstanden, das einen Aldehyd bzw. ein Keton zu dem
entsprechenden primaren bzw. sekundaren Alkohol reduziert. Beispiele umfassend die
Alkoholdehydrogenasen von Ralstonia eutropha (ACB78191.1), Lactobacillus brevis
(YP_795183.1), Lactobacillus kefiri (ACF95832.1), aus Pferdeleber, von Paracoccus
pantotrophus (ACB78182.1) und Sphingobium yanoikuyae (EU427523.1) sowie die jeweiligen

Varianten davon.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird unter dem Begriff ,Transaminase®, wie hierin
verwendet, ein Enzym verstanden, das die Ubertragung von Aminogruppen von einem Donor-,
bevorzugt einer Aminosaure, auf ein Akzeptormolekil, bevorzugt eine a-Ketocarbonsaure,
katalysiert. Beispielsweise kann die Transaminase von Chromobacterium violaceum ATCC
12472 (Datenbankcode NP_901695) verwendet werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem Begriff ,Alanindehydrogenase®, wie
hierein verwendet, ein Enzym verstanden, das die Umwandlung von L-Alanin unter Verbrauch
von Wasser und NAD" zu Pyruvat, Ammoniak und NADH katalysiert. Beispielsweise konnen die
Alanindehydrogenasen aus Bacillus subtilis (Datenbankcode L20916), Rhizobium
leguminosarum (Datenbankcode CP001622), Vibrio proteolytikus (Datenbankcode AF070716),
Mycobacterium tuberculosis (Datenbankcode X63069), Enterobacter aerogenes
(Datenbankcode AB013821) verwendet werden.

In der bevorzugtesten Ausfiihrungsform handelt es sich bei der Alkanhydroxylase um eine
Alkanhydroxylase des AlkB-Typs. AlkB stellt eine Oxidoreduktase aus dem AIkBGT-System aus
Pseudomonas putida dar, die fiir ihre Hydroxylase-Aktivitat bekannt ist. Diese ist von zwei
weiteren Polypeptiden, AlkG und AIKT abhangig, die bevorzugt co-exprimiert werden. AIKT wird
als FAD-abhangige Rubredoxin-Reduktase charakterisiert, die Elektronen aus NADH an AIkG
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weitergibt. AIKG ist ein Rubredoxin, ein eisenhaltiges Redoxprotein, das als direkter
Elektronendonor fur AlkB fungiert. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird unter dem Begriff
L<Alkanhydroxylase des alkB-Typs®, wie hierein verwendet, eine membranstandige
Alkanmonooxidase verstanden. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem
selben Begriff ,Alkanhydroxylase des alkB-Typs® ein Polypeptid mit einer Sequenzhomologie
von zunehmend bevorzugt wenigstens 75, 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98 oder 99 % zur Sequenz
des AlkB von Pseudomonas putida Gpo1 (Datenbankcode: CAB54050.1) verstanden. In einer
weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem Begriff eine Cytochrom-unabhangige
Monooxygenase verstanden. In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform wird unter dem
Begriff ,Alkanhydroxylase des alkB-Typs“ 5 eine cytochromunabhangige Monooxygenase
verstanden, die wenigstens ein Rubredoxin oder Homologon als Elektronendonor verwendet. In
einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem Begriff eine membranstandige,
cytochromunabhanige Alkanhydroxylase mit zunehmend bevorzugt wenigstens 60, 70, 80, 80,
85, 90, 92, 94, 96, 98 oder 99 % zur Sequenz des AlkB von Pseudomonas putida Gpo1
verstanden, die als Elektronendonor wenigstens AlkG (CAB54052.1), bevorzugt aber die
Kombination von AlkG mit der Reduktase AIKT (CAB54063.1) bendtigt, wobei es sich bei alkG
und/oder alkT auch um ein Homologon des jeweiligen Polypeptides handeln kann. Der Begriff
L~sequenz®, wie hierin verwendet, kann sich auf die Aminosauresequenz eines Polypeptides
und/oder die daflir codierende Nukleinsduresequenz beziehen. In einer weiteren bevorzugten
Ausfuhrungsform handelt es sich bei einer ,Alkanhydroxylase des alkB-Typs®, wie hierin
verwendet, um eine Cytochrom-unabhangige Oxidoreduktase, d.h. eine Oxidoreduktase, die

nicht Cytochrom als Cofaktor umfasst.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei der Alkanhydroxylase um
eine Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie. In einer bevorzugten
Ausfihrungsform wird unter dem Begriff ,Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-
Familie* eine cytosolische Oxidase verstanden, die Teil eines 3 Komponenten-Systems ist, das
weiterhin ein Ferredoxin und eine Ferredoxin-Reduktase umfasst, mit einer Alkan-Bindestelle
und der Fahigkeit, Alkane zu hydroxylieren. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform
handelt es sich um ein Enzym, das zu wenigstens 80, bevorzugt 90, am bevorzugtesten 95
oder 99 Prozent Sequenzidentitat zur Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie
aus Alcanivorax borkumensis SK2 (Datenbankcode YP_691921) aufweist oder um ein Enzym,
das eine Polypeptidsequenz umfasst, die wenigstens 80, bevorzugt 90, am bevorzugtesten 95

oder 99 Prozent Sequenzidentitat zur Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie
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aus Alcanivorax borkumensis SK2 (Datenbankcode YP_691921) aufweist und darliber hinaus
Alkanhydroxylase-Aktivitat aufweist. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist unter dem Begriff
»Alkanhydroxylase-Aktivitat®, wie hierin verwendet, die Fahigkeit zu verstehen, die
Hydroxylierung von Alkanen oder unsubstituierten linearen Alkylresten umfassend wenigstens
funf, bevorzugt zwolf Kohlenstoffstoffreste zu katalysieren. In einer weiteren bevorzugten
Ausfihrungsform wird unter dem Begriff ,Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-
Familie“ eine nicht membrangebundene Oxidase verstanden, die eine Bindestelle fiir Alkane,
unsubstituierte lineare Alkylreste umfassend wenigstens funf, bevorzugt zwolf Kohlenstoffreste
oder einfach hydroxylierte Alkane und deren Polypeptidkette das Motiv LL(I/L)(V/I)\GGNDTTRN
umfasst. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei einer ,Cytochrom P450-
Monooxygenase der CYP153-Familie®, wie hierin verwendet, um eine Cytochrom P450-
Monooxygenase der CYP153-Familie aus Alcanivorax borkumensis SK2 (Datenbankcode

YP_691921) oder eine Variante, die bevorzugt Alkanhydroxylaseaktivitat aufweist.

Zur optimalen Versorgung der Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie mit
Elektronen aus dem Reduktionsmittel, bevorzugt NADH, ist es bevorzugt, dass die
Monoxygenase zusammen mit funktionell mit ihr wechselwirkender Ferredoxin-Reduktase und
funktionell mit ihr wechselwirkendem Ferredoxin verwendet wird. Dabei kann es sich um
isolierte oder bei der Verwendung einer stoffwechselaktiven Zelle um co-exprimierte
Polypeptide oder um N- oder C-terminal mit der Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-
Familie fusionierte Polypeptide handeln. Ob eine Ferredoxin-Reduktase oder ein Ferredoxin mit
einer gegebenen Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie mit einander
funktionell wechselwirken, kann der Fachmann leicht dadurch feststellen, dass das
Reduktionsmittel in Gegenwart eines Alkansubstrates und der drei Polypeptide oxidiert wird.
Alternativ kann der von Scheps, D., Malca, H., Hoffmann, B., Nestl, B. M, und Hauer, B. (2011)
Org. Biomol. Chem., 9, 6727 beschriebene Enzymtest verwendet werden, der im Fall funktionell
wechselwirkender Polypeptide eine deutliche Erhdhung der Reaktionsgeschwindigkeit zeigt. In
einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform stammen die Cytochrom P450-Monooxygenase
der CYP153-Familie, das Ferredoxin und die Ferredoxin-Reduktase aus dem gleichen
Organismus. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich um die
Ferredoxin-Reduktase aus Alcanivorax borkumensis SK2 (Datenbankcode YP_691923) oder
eine Variante davon, das Ferredoxin aus Alcanivorax borkumensis SK2 (Datenbankcode
YP_691920) oder eine Variante davon und die Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-
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Familie aus Alcanivorax borkumensis SK2 (Datenbankcode YP_691921) oder eine Variante

davon.

Die Lehre der vorliegenden Erfindung kann nicht nur unter Verwendung der bzw. auf die
exakten Aminosaure- oder Nukleinsduresequenzen der hierin beschriebenen biologischen
Makromolekiile ausgefihrt bzw. angewendet werden, beispielsweise durch Knock out eines
Gens, das flr ein eine der Reaktionen der B-Oxidation katalysierendes Enzym kodiert, sondern
auch unter Verwendung von bzw. auf Varianten derartiger Makromolekiile, die durch Deletion,
Addition oder Substitution einer oder mehr als einer Aminosauren oder Nukleinsauren erhalten
werden kbénnen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bedeutet der Begriff ,Variante® einer
Nukleinsduresequenz oder Aminosauresequenz, im Folgenden gleichbedeutend und
austauschbar mit dem Begriff ,Homologon® gebraucht, wie hierin verwendet, eine andere
Nukleinsdure- oder Aminosauresequenz, die mit Hinblick auf die entsprechende urspriingliche
Wildtyp-Nukleinsdure- oder -aminosduresequenz eine Homologie, hier gleichbedeutend mit
Identitat 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 Aminosauren oder
fur die Struktur oder Faltung essentielle Aminosauren 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 Ausmalf} von Homologie von zwei Sequenzen zu berechnen, z. B.
Arthur Lesk (2008), Introduction to bicinformatics, 3™ edition. In einer weiteren bevorzugteren
Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung weist die Variante einer Aminosaure- oder
Nukleinsduresequenz, bevorzugt zusatzlich zur oben genannten Sequenzhomologie, im
Wesentlichen die gleiche enzymatisch Aktivitat des Wildtypmolekiils bzw. des urspriinglichen
Moleklils auf. Zum Beispiel weist eine Variante eines als Protease enzymatisch aktiven
Polypeptids die gleiche oder im Wesentlichen die gleiche proteolytische Aktivitat wie das
Polypeptidenzym auf, d.h. die Fahigkeit, die Hydrolyse einer Peptidbindung zu katalysieren. In
einer besonderen Ausfihrungsform bedeutet der Begriff ,im Wesentlichen die gleiche
enzymatische Aktivitat“ eine Aktivitat mit Hinblick auf die Substrate des Wildtyp-Polypeptids, die
deutlich Uber der Hintergrundaktivitat liegt oder/und sich um weniger als 3, bevorzugter 2, noch
bevorzugter eine Grofienordnung von den Ky- und/oder k.oi- Werten unterscheidet, die das
Wildtyppolypeptid mit Hinblick auf die gleichen Substrate aufweist. In einer weiteren
bevorzugten Ausflihrungsform umfasst der Begriff ,Variante® einer Nukleinsaure- oder

Aminosauresequenz wenigstens einen aktiven Teil/oder Fragment der Nukleinsdure- bzw.
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Aminosduresequenz. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform bedeutet der Begriff
»aktiver Teil“, wie hierin verwendet, eine Aminosauresequenz oder eine Nukleinsduresequenz,
die eine geringere als die volle Lange der Aminosauresequenz aufweist bzw. fur eine geringere
als die volle Lange der Aminosauresequenz kodiert, wobei die Aminosauresequenz oder die
kodierte Aminosauresequenz mit geringerer Lange als der Wildtyp-Aminosauresequenz im
Wesentlichen die gleiche enzymatische Aktivitat wie das Wildtyppolypeptid oder eine Variante
davon aufweist, beispielsweise als Fettsaureimporter, als Enoyl-CoA-Hydratase bzw. FadE oder
als Acetyl-CoA-Acyltransferase bzw. FadB. In einer besonderen Ausflihrungsform umfasst der
Begriff ,Variante“ einer Nukleinsaure eine Nukleinsdure, deren komplementarer Strang,
bevorzugt unter stringenten Bedingungen, an die Wildtyp-Nukleinsdure bindet. Die Stringenz
der Hybridisierungsreaktion ist fir den Fachmann leicht bestimmbar und hangt im Allgemeinen
von der Lange der Sonde, den Temperaturen beim Waschen und der Salzkonzentration ab. Im
Allgemeinen bendtigen langere Sonden hdhere Temperaturen zum Hybridisieren, wohingegen
kirzere Proben mit geringen Temperaturen auskommen. Ob Hybridisierung stattfindet, hangt im
Allgemeinen von der Fahigkeit der denaturierten DNA ab, an komplementare Strange zu
annellieren, die in ihrer Umgebung vorhanden sind, und zwar unterhalb der Schmelztemperatur.
Die Stringenz von Hybridisierungsreaktion und entsprechende Bedingungen sind ausfihrlicher
in Ausubel et al. 1995 beschrieben. Anleitungen zur Identifizierung von DNA-Sequenzen mittels
Hybridisierung findet der Fachmann unter anderem im Handbuch “The DIG System Users
Guide for Filter Hybridization® der Firma Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Deutschland,
1993) und bei Liebl et al. (International Journal of Systematic Bacteriology 41: 255-260 (1991)).
Die Hybridisierung findet in einer bevorzugten Ausflihrungsform unter stringenten Bedingungen
statt, das heift, es werden nur Hybride gebildet, bei denen Sonde und Zielsequenz, d. h. die mit
der Sonde behandelten Polynukleotide, mindestens 70% identisch sind. Es ist bekannt, dass
die Stringenz der Hybridisierung einschliel3lich der Waschschritte durch Variieren der
Pufferzusammensetzung, der Temperatur und der Salzkonzentration beeinflusst bzw. bestimmt
wird. Die Hybridisierungsreaktion wird im Allgemeinen bei relativ niedriger Stringenz im
Vergleich zu den Waschschritten durchgefiihrt (Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited,
Teddington, UK, 1996). Fir die Hybridisierungsreaktion kann beispielsweise ein Puffer
entsprechend 5x SSC-Puffer bei einer Temperatur von ca. 50°C - 68°C eingesetzt werden.
Dabei kénnen Sonden auch mit Polynukleotiden hybridisieren, die weniger als 70% ldentitat zur
Sequenz der Sonde aufweisen. Solche Hybride sind weniger stabil und werden durch Waschen
unter stringenten Bedingungen entfernt. Dies kann beispielsweise durch Senken der

Salzkonzentration auf 2x SSC und gegebenenfalls nachfolgend 0,5x SSC (The DIG System
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User’s Guide for Filter Hybridisation, Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland, 1995)
erreicht werden, wobei eine Temperatur von in der Reihenfolge zunehmender Bevorzugung ca.
50°C - 68°C, ca. 52°C — 68°C, ca. 54°C - 68°C, ca. 56°C — 68°C, ca. 58°C - 68°C, ca. 60°C —
68°C, ca. 62°C — 68°C, ca. 64°C — 68°C, ca. 66°C — 68°C eingestellt wird. Temperaturbereiche
von ca. 64°C — 68°C oder ca. 66°C — 68°C werden bevorzugt. Es ist gegebenenfalls méglich die
Salzkonzentration bis auf eine Konzentration entsprechend 0,2 x SSC oder 0,1 x SSC zu
senken. Durch schrittweise Erhdhung der Hybridisierungstemperatur in Schritten von ca. 1 -
2°C von 50°C auf 68°C kénnen Polynukleotidfragmente isoliert werden, die beispielsweise in
der Reihenfolge zunehmender Bevorzugung mindestens 70% oder mindestens 80% oder
mindestens 90%, mindestens 91%, mindestens 92%, mindestens 93%, mindestens 94%,
mindestens 95%, mindestens 96%, mindestens 97%, mindestens 98% oder mindestens 99%
Identitat zur Sequenz des eingesetzten Nukleinsauremolekils. Weitere Anleitungen zur
Hybridisierung sind in Form sogenannter Kits am Markt erhaltlich (z.B. DIG Easy Hyb von der
Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland, Catalog No. 1603558). In einer
bevorzugten Ausflihrungsform umfasst der Begriff ,Variante® einer Nukleinsaure, wie hierin
verwendet, eine beliebige Nukleinsduresequenz, die fir die gleiche Aminosauresequenz wie die
ursprlingliche Nukleinsaure oder eine Variante dieser Aminosauresequenz im Rahmen der

Degeneriertheit des genetischen Codes kodiert.

Nach dem zweiten Schritt wird die hydrophobe organische Losung von dem wassrigen
Kulturmedium abgetrennt. Dies ist aufgrund der inharenten Fahigkeit dieses Systems zur
Ausbildung zweier Phasen ein flr den Fachmann leicht durchzufiihrender Vorgang, der einfach
durch Stehenlassen des Gefaltes und anschlieRendes Abdekantieren einer Phase vonstatten
gehen kann. Alternativ kann ein Scheidetrichter Verwendung finden. Im Falle ausreichend
verschiedener Siedepunkte besteht die Moglichkeit, die bei niedrigeren Temperaturen siedende
Phase, bei der es sich in der Regel um die organische Phase handeln wird, durch das Anlegen
von Unterdruck abzuziehen. Geringe Mengen von in der organischen Phase verbliebenem
Wasser kdnnen unter Verwendung von anorganischen Trockenmitteln wie Calciumhydrid,
wasserfreiem Calciumchlorid, Kieselgel, wasserfreiem Natriumsulfat, Natriumhydroxid oder

dergleichen entfernt werden.

Weitere Anleitungen zur Ausfiuihrung der Erfindung kénnen der PCT/EP2011/071491
entnommen werden, wobei die darin beschriebenen Fettsauren durch die erfindungsgemafien

zU ersetzen sind.
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Anspriiche

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

umfassend die Schritte

a) Bereitstellen der wassrigen Losung, die die organische Verbindung enthalt, und einer
hydrophoben organischen Lésung, wobei letztere einen fllissigen hydrophoben

Kationenaustauscher umfasst,
b) Kontaktieren der wassrigen Lésung und der hydrophoben organischen Lésung, und
c) Abtrennen der hydrophoben organischen Losung von der wassrigen Losung,
wobei es sich bei dem flissigen hydrophoben Kationenaustauscher um eine gesattigte
Alkansaure mit wenigstens einem Alkylsubstituenten handelt, die bevorzugt wenigstens 12
Kohlenstoffatome umfasst,
wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine organische Verbindung mit

wenigstens einer positiven Ladung und einer neutralen oder positiven Gesamtladung
handelt.

. Verfahren nach Anspruch 1, wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine

Verbindung der Formel

NR?R*H*-A-COOR" (1) oder

NRZR3*H"-A- NR*R°H" (1),

handelt,
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wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl oder eine negative Ladung ist,

wobei A eine Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens sechs, besonders

bevorzugt acht Kohlenstoffatomen ist, die bevorzugt unsubstituiert und geradkettig ist

und wobei R?, R®, R*, und R?® jeweils und unabhangig voneinander aus der Gruppe

ausgewahlt sind, die Wasserstoff, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst.

. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 2, wobei der pH-Wert in der wassrigen Losung

bei Schritt b) 6 bis 8, bevorzugt 6,2 bis 7,2, betragt.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei das Stoffmengenverhaltnis von

flissigem Kationenaustauscher zu organischer Verbindung bei Schritt b) wenigstens 1

betragt.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei das Volumenverhaltnis von organischer

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

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei der fliissige Kationenaustauscher eine

verzweigte Fettsdure der Formel (H;C),CH-(CH,),-COOH oder eine unprotonierte Form
davon ist und n wenigstens 4, bevorzugt wenigstens 8 betragt und am bevorzugtesten 14

ist.

7. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 6, wobei der flissige Kationenaustauscher eine

verzweigte Fettsdure ist, die ausschlief3lich andere als zyklische Substituenten umfasst.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die wassrige Losung weiterhin eine

stoffwechselaktive Zelle umfasst.

9. Verfahren nach Anspruch 8, es sich bei der organischen Verbindung um eine fiir eine Zelle,

bevorzugt eine bakterielle Zelle, toxische Verbindung handelt.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die organische Lésung dartiber hinaus
mindestens ein organisches Losungsmittel enthalt, bevorzugt eine Fettsdure und/oder einen

Fettsaureester.

Verfahren nach Anspruch 10, wobei die hydrophobe organische Lésung den fllissigen
hydrophoben Kationenaustauscher in einem Volumenanteil von 20 bis 80 %, bevorzugt 25
bis 75 % enthalt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei es sich bei der organischen
Verbindung um ein Diamin aus der Gruppe handelt, die 1,4-Butandiamin, 1,5-Pentandiamin,
1,6-Hexandiamin, 1,8-Octandiamin, 1,14-Tetradecandiamin, 1,18-Octadecandiamin, 2-
Methyl-1,5-Diaminopentan, 2,2-Dimethyl-1,5-diaminopentan, 4,4’-
Diaminodicyclohexylmethan, 3,3’-Dimethyl-4 4’-diaminodicyclohexylmethan, 3,3',5,5-
Tetramethyl-4,4’-diaminodicyclohexylmethan, m- oder p-Xylylendiamin, 2.2.4- oder 2.4.4-
Trimethylhexamethylendiamin, 1.4-Diaminocyclohexan, 4.4‘-Diaminodicyclohexylpropan,
Isophorondiamin, Metaxylylendiamin und Paraxylylendiamin

umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei die Temperatur bei Schritt b)

zwischen 28 und 70 °C, bevorzugt zwischen 30 und 37 °C liegt.

Reaktionsmischung umfassend eine wassrige Losung, die eine organische Verbindung

enthalt, und eine hydrophobe organische Ldsung,

wobei die hydrophobe organische Lésung einen fllissigen hydrophoben

Kationenaustauscher umfasst,

wobei es sich bei dem flissigen hydrophoben Kationenaustauscher um eine gesattigte
Alkansaure mit wenigstens einem Alkylsubstituenten handelt, die bevorzugt wenigstens 12

Kohlenstoffatome umfasst,
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und wobei es sich bei der organischen Verbindung um eine organische Verbindung mit
wenigstens einer positiven Ladung und einer neutralen oder positiven Gesamtladung
handelt.

Reaktionsmischung nach Anspruch 14, wobei es sich bei der organischen Verbindung um

eine Verbindung der Formel
NR?R®H*-A-COOR (I) oder
NR?R3*H"-A- NR*R°H" (1),
handelt,
wobei R' Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl oder eine negative Ladung ist,

wobei A eine Alkylengruppe mit wenigstens drei, bevorzugt wenigstens sechs, besonders

bevorzugt acht Kohlenstoffatomen ist, die bevorzugt unsubstituiert und geradkettig ist

und wobei R?, R®, R*, und R?® jeweils und unabhangig voneinander aus der Gruppe

ausgewahlt sind, die Wasserstoff, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst.

Reaktionsmischung nach einem der Anspriiche 14 bis 15, wobei der flissige hydrophobe
Kationenaustauscher eine verzweigte Fettsaure der Formel (H;C),CH-(CH;),-COOH oder
eine unprotonierte Form davon ist und n wenigstens 4, bevorzugt wenigstens 8 betragt und

am bevorzugtesten 14 ist.

Reaktionsmischung nach einem der Anspriiche 14 bis 16, wobei der flissige
Kationenaustauscher ein verzweigte Fettsaure ist, die ausschlie3lich andere als zyklische

Substituenten umfasst.

Reaktionsmischung nach einem der Anspriiche 14 bis 17, wobei die wassrige L6sung

weiterhin eine stoffwechselaktive Zelle umfasst.



10

WO 2014/029577 PCT/EP2013/065563

28

19. Reaktionsmischung nach einem der Anspriiche 14 bis 18, wobei es sich bei der
organischen Verbindung um ein Diamin aus der Gruppe handelt, die Butandiamin, 1,5-
Pentandiamin, 1,6-Hexandiamin, 1,8-Octandiamin, 1,14-Tetradecandiamin, 1,18-
Octadecandiamin, 2-Methyl-1,5-Diaminopentan, 2,2-Dimethyl-1,5-diaminopentan, 4,4’-
Diaminodicyclohexylmethan, 3,3’-Dimethyl-4,4’-diaminodicyclohexylmethan, 3,3’,5,5'-
Tetramethyl-4,4’-diaminodicyclohexylmethan, m- oder p-Xylylendiamin, 2.2.4- oder 2.4.4-
Trimethylhexamethylendiamin, 1.4-Diaminocyclohexan, 4.4°-Diaminodicyclohexylpropan,
Isophorondiamin, Metaxylylendiamin und Paraxylylendiamin

umfasst.



