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Biokatalysatorers vej il

INdustrien

Miniature-enhedsoperationer giver nye muligheder, som potentielt
kan accelerere udviklingen af nye processer, sGsom processer

baseret pd biokatalyse.

Af Ulrich Krihne, Sgren Heintz, Inés P. Rosinha,
Rolf H. Ringborg, P&r Tufvesson, Krist V. Gernaey,
John M. Woodley, DTU KemiTeknik

Biokatalyse daeekker over brugen af enzymer til at katalysere
kemiske reaktioner i forbindelse med industriel produktion.
Processer baseret pa biokatalyse anses tit som grénnere, mere
selektive og i nogle tilfzlde billigere end deres kemiske mod-
parter, hvilket ogsa forklarer den industrielle interesse. Der er
pa nuverende tidspunkt omkring 200 kommercielle processer
i industrien, der er baseret pa biokatalyse. Stgrstedelen af disse
processer findes i den farmaceutiske sektor [1]. Farmaceutiske
molekyler far i mange tilfzlde deres funktionalitet fra amino-
grupper, og synteseveje til at opna optisk rene chirale aminer
er specielt interessante. Da det oftest er ngdvendigt kun at frem-
stille én specifik chiral form af molekylet, er det ngdvendigt
med metoder, hvorpa dette kan opnas. Det kan f.eks. foretages
ved selektiv krystallisering eller kemisk baseret katalyse.

uden kan produkter og substrater have en inhiberende effekt pa
enzymet, og ofte har disse ogsd lave vandige oplgseligheder.
Ved ferste gjekast er disse processer ikke profitable og ligger
langt fra de industrielle krav. Sadanne processer kan dog gg@res
gkonomisk favorable ved en kombination af proteinmodifice-
ring og forskellige reaktions-, reaktor- og procesingenigrmas-
sige varktgjer, f.eks. in situ produktfjernelsesmetoder eller lig-
nende. I faktaboks 1, side 20, er der givet et kort overblik over
de generelle problemer med o-transaminaser og nogle alment
benyttede teknikker til at forbedre ydeevnen af disse processer
[2,3]. Figur 1 giver et overblik over sammenhang og formalet
ved brugen af de forskellige teknikker.

BIOINTENSE-projektet

I den farmaceutiske industri er tiden, det tager at udvikle patente-

rede processer, kritisk og derfor er det essentielt at kunne screene

og evaluere forskellige procesmuligheder hurtigt og palideligt.
Dette er det centrale koncept bag et nyt EC-projekt, BIOIN-

Institut for Kemiteknik pa DTU.
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Her fokuseres pa fordele

Figur 1. Overblik over forskellige strategier, der benyttes til at forbedre biokatalytiske processer, s&
de potentielt bliver skonomisk favorable. Proteinmodificering benyttes til at aendre enzymerne,
s& de bliver mere hardfere overfor industrielle procesforhold. Procesingenigrmcessige vaerkiajer
benyttes til at forskyde reaktionsligevaegten mod produkisiden og mindske inhiberende effekter.

Biokatalysatorer er specielt interessante i denne sammenhang
grundet deres generelt gode selektivitet.

Der er principielt flere alternativer, hvor forskellige bioka-
talysatorer kan benyttes til fremstilling af chirale molekyler.
Specielt w-transaminase enzymer har varet flittigt undersggt
for at finde S- og i nogle tilfelde R-selektive varianter, samt ef-
fektive mader at kere sadanne processer pa, med det formal at
opna industriel implementering. P4 trods af at o-transaminaser
har god selektivitet og unikke evner til at danne chirale centre,
i teorien med 100% udbytte, sa er disse processer meget svaere
at implementere industrielt. Det skyldes bl.a., at reaktionslige-
vaegten i mange tilfelde er forskudt mod substratsiden. Des-
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og udfordringer relateret til
brugen af mikrosystemer
samt de generelle mal for
BIOINTENSE-projektet.

Miniature-enhedsoperationer

til procesudvikling

Fordele

Miniature-enhedsoperationer refererer til handteringen af

vaesker 1 sma kanaler (uL skala), ogsa kaldet mikrosystemer. Et

eksempel pa et mikrosystem-design kan ses i figur 2. I denne

stgrrelsesorden er effekter som overfladespending og vaske-

filmmodstand dominerende. Disse dominerende effekter ggr

det muligt at udvikle og udf@gre processer pa nye mader.

« I denne lille skala opnar man stor kontrol over temperaturen
grundet et gget stgrrelsesforhold mellem overfladeareal og
vaskevolumen.
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Faktaboks 1:

-transaminaser er en gruppe af enzymer, der kan syntetise-
re eller spalte chirale aminer. Spaltningen af chirale aminer
er pr. definition begranset til 50% udbytte, mens asym-
metrisk syntese af aminer teoretisk set kan give udbytter pa
100%. I BIOINTENSE-projektet fokuseres der pid asymme-
trisk syntese, som overordnet har 3 udfordringer:

o-transaminase-teknologi

« Lav oplgselighed af substrater og produkter i vandige faser

 Substrater og produkter har i mange tilfaelde inhiberende
effekter pa enzymet

» Reaktionsligevagten er i mange tilfzelde forskudt mod
substratsiden

-transaminaser kan benyttes som isolerede enzymer, im-
mobiliserede enzymer eller i form af hele celler. Fglgende
ingenigrmassige vaerkigjer benyttes til at mindske effekten
af udfordringerne relateret til w-transaminase-applikationer:
« Tofasede processer

« In situ produktfjernelse

* Kontrolleret substrattilfgrsel

* In situ biproduktfjernelse

« Justering af tilfgrselsforholdet mellem substrater

Yderligere information om m-transaminase-teknologier kan
findes i Tufvesson et al. [3].

Brugen af mikrosystemer har generelt mest varet relateret
til applikationer i1 kemisk syntese, f.eks. hvor det har veret
ngdvendigt at kontrollere svare synteser med ustabile reakti-
onskomponenter samt have systemer med gget sikkerhed og
kontrol for hurtige reaktioner. Interessen for at bruge mikro-
systemer i sammenhang med biokatalyse er dog stigende,
grundet potentialet for at opna reducerede omkostninger og
udforske nye procesmuligheder.

I den videnskabelige litteratur er der givet mange eksempler
og argumenter, der indikerer potentialet og fordelene ved at
benytte mikrosystemer (faktaboks 2) [4].

Figur 2. Eksempel pd& et mikrosystem, der f.eks. kan benyttes som
reaktor, til ekstrahering eller lignende. Det viste mikrosystem har
flere Gbninger i begge ender af kanalen, som ger det muligt at
have flere stramme ved siden af hinanden samt at opnd efterfal-
gende separering af stremmene.

* Generelt benyttes mikrosystemer hovedsageligt til procesud-
vikling og i nogle tilfelde til produktion. Procesudvikling er
relateret til at teste og optimere forskellige procesmuligheder,
f.eks. forskellige biokatalysatorer, reaktorkombinationer og
oprensningsmuligheder.

Det vil herudover vare muligt at opnd indblik i fulde proces-
systemer ved kombination af de mest lovende enhedsoperatio-
ner. Fordelen ved at ggre dette i mikroskala er at omkostnin-
gerne til procesudvikling typisk er reduceret pga. mindsket
ressourceforbrug.
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« Efter identificering af de mest lovende kombinationer af
enhedsoperationer er naste skridt at forgge produktiviteten, sa
efterspgrgslen af det givne produkt kan daekkes.

Er efterspgrgslen hgj vil det vere ngdvendigt enten at forgge
produktiviteten ved opskalering (gradvis forggelse af system-
dimensioner - pL. 2>mL-2>L->m?) eller alternativt ved at paral-
lelisere enkeltsystemer. Opskaleringen har sine begrensninger
grundet skiftende dominante krefter som fglge af stigende
procesvolumener. Parallelisering burde principielt vere lige
til, eftersom procesplatformen allerede er udviklet og optime-
ret, men det er i realiteten vanskeligt, da der kan opsta proble-
mer med at kontrollere og evaluere mange parallelle mikrosy-
stemer. Omkostningerne til produktionen af mikrosystemer er
ogsa relativt hgje, sa det vil kraeve en vesentlig reducering for
stgrre udbredelse af disse systemer opnas.

De ovennavnte strategier for procesudvikling og opskalering er

illustreret i figur 3, side 22. Pa denne figur er der ligeledes lavet

en sammenligning med den konventionelle metode. Det skal
dog navnes, at individuelle reaktioner drager forskellige fordele
af at blive udfort i mikrosystemer, og i visse tilfelde giver det
ikke mening at benytte mikrosystemer [5]. Nogle begrensnin-
ger for mikrosystemer diskuteres i naste sektion.

Faktaboks 2: Fordele ved brugen af
mikrosystemer

I den videnskabelige litteratur er der mange eksempler pa

fordele ved brugen af mikrosystemer. Nogle af de fordele er:

* Sma volumener mindsker forbruget af svert tilgzngelige
og dyre ressourcer, f.eks. enzymer

» Forbedret sikkerhed i tilfelde af ulykker pga. den lave
mangde kemikalier til stede i en mikroreaktor

* Hurtig masse- og varmetransport, som en konsekvens af en
stor overflade til vaskevolumen-forhold

* Laminar vaskestromning giver udelukkende blanding
ved diffusion og gor det nemmere at opstille modeller,
der beskriver systemerne, f.eks. vha. Computational Fluid
Dynamics (CFD)

* Modulzre enhedsprocesser i mikroskala ggr det nemt at
teste forskellige procesmuligheder, samt at kombinere dem

Udfordringer

Pi trods af at mikrosystemer har et stort potentiale, er der visse

udfordringer, der skal overkommes, fgr denne teknologi opnar

sit fulde potentiale. Nogle af de generelle udfordringer relateret
til applikation af mikrosystemer er:

* Manuel prgvehédndtering giver store fejlkilder og usikkerhe-
der, grundet de sma volumener der arbejdes med. Implemen-
tering af online malemetoder er ngdvendig for at reducere
disse fejlkilder. Samtidig ggr saidanne malemetoder det muligt
at automatisere platformene. Det kan dog vare et problem at
implementere almindelige online malemetoder, f.eks. NIR,
pga. pladsproblemer.

« Faste partikler i mikrosystemer foréirsager i langt de fleste
tilfaelde tilstopning af kanalerne efter kort tids drift [6]. For
biokatalytiske processer er dette et stort problem grundet
varieret formulering af biokatalysatorer, f.eks. som isolerede
enzymer, immobiliseret pa overflader, i partikler eller som
hele celler. Generelt er det gkonomisk fordelagtigt at kunne
bruge enzymerne i sa uren form som muligt, pga. mindskede
oprensningsomkostninger [7].

« Integrering af udstyr pa mikrosystemerne, f.eks. pumper, ven-
tiler, maleinstrumenter eller varme/kgle-regioner, kan veere
ret udfordrende grundet manglende plads.
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Antal procesmuligheder Antal procesmuligheder

samt bedre forstielse for
komplekse interaktioner i

Antal procesmuligheder

Tid

! Industriel produktionsskala og reducere udviklingsom-

biokatalytiske systemer.

Et andet motiverende
aspekt er de entusiastiske
og engagerede industrielle
partnere, savel som vores
andre akademiske partnere,
som alle er overbeviste om
ngdvendigheden af at ud-
vikle miniatureverktgjer, der
kan hjzlpe med at undersgge
og screene forskellige pro-
cesmuligheder. Det forven-
tes potentielt at accelerere
udviklingen af nye processer

Figur 3. De tre tragte reprcesenterer forskellige metoder til at udvikle biokatalytiske processer samt den
relative tid udviklingen tager. Pillerne i hver fragt reproesenterer forskellige procesmuligheder. Forskellen
mellem metoderne er relateret til de enhedsoperationer, der benyttes, og hvilket substrat, produkt eller

kostninger, hvilket vi ogsé
vil forsgge at pavise under
projektets levetid. En anden

enzym der undersages. Den orange fragt repreesenterer procesudvikling og screening i konventionel viglig motivationsfaktor er
skala i laboratorium, med tilherende opskalering til industriel produktionsskala. Den blé og grenne muligheden for at have auto-
fragt reprcesenterer alternativ accelereret procesudvikling og screening i mikrosystemer, med efterfgl- matisk kontrol af systemerne
gende opskalering eller parallelisering for at @ge fil industriel produktionsskala. Det vil vaere muligt at samt bedre proceskontrol.

teste flere processer i mikrosystemer som en konsekvens af mindsket ressourceforbrug og at gere det

hurtigere i automatiserede “lab-on-a-chip”-systemer.

Fremtidsudsigter

Milet med BIOINTENSE-projektet er at udnytte miniature-
enhedsoperationer til at accelerere procesudviklingen af
o-transaminase processer. Yderligere information om BIOIN-
TENSE kan findes pa projektets hjemmeside (www.biointense.
nu). Pa nuverende tidspunkt er det svert at forudsige, hvilke
resultater BIOINTENSE-projektet opnir, og hvor god virk-
ningsgrad mikrosystemerne kommer til at have. Indledende

Faktaboks 3: Industrielle og akademiske
partnere i BIOINTENSE-projektet

Akademiske partnere

e Danmarks Tekniske Universitet (koordinator) (DK)
* Det Tekniske Universitet i Graz (AUT)
* Universitetet 1 Ljubljana (SVN)

« Universitetet i Gent (BEL)

* Universitetet i Manchester (ENG)
 Universitetet i Lund (SWE)
Industrielle partnere

 Sigma-Aldrich Production GmbH (SUI)
* DSM Innovative Synthesis BV (NED)

* VITO (BEL)

* Mikrofluidic ChipSHop GmbH (GER)
 iX-factory GmbH (GER)

* Lentikat’s a.s. (CZE)

¢ c-LEcta GmbH (GER)

* Luxcel (IRL)

resultater er dog positive og i visse tilflde meget overraskende,

hvilket er meget lovende mht. hvor meget dette projekt rent
faktisk forventes at opna. Mikrosystemerne forventes at kunne
bidrage til at opna effektiv screening af procesforhold og deri-
gennem opna forbedret adgang til essentielle procesparametre.
Ydermere kan mikrosystemerne benyttes til at udvide forstael-
sen af og viden om andre vigtige materiale transportparametre,
sasom diffusionshastigheder af substrater og produkter [8],
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Den forbedrede proces-
kontrol vil ggre det muligt
at screene og producere
ustabile reaktionskomponenter, hvilket ikke er muligt i kon-
ventionelle udviklingsplatforme. De involverede industrielle og
akademiske partnere er listet i faktaboks 3.

BIOINTENSE-projektet — Mastering Bioprocess integra-
tion and intensification across scales (Bevillingsaftale num-
mer: 312148) - er finansieret fra EU FP7-programmet.
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