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Gennem de seneste artier har der varet
fokus pé at erstatte kemisk syntese eller
biomasse-ekstrahering med fermente-
ring eller enzymatisk syntese i hab om
at opné en mere effektiv og baeredygtig
produktion. Dette er isar relevant, hvor
udbyttet er lavt grundet en kemisk
syntese med mange trin eller et lavt
indhold eller urenheder i biomassen. En
god kandidat til enzymatisk syntese er
p-kumarinsyre, det primare giftstof i
kanel, men ogsé en interessant forleber
(precursor) blandt andet til produktio-
nen af organiske halvledere til brug i
elektronik [1]. Da p-kumarinsyre har
antimikrobielle egenskaber, har enzy-

matisk syntese frem for fermentering
vist sig at vaere det bedste bud i forbin-
delse med produktion af p-kumarinsyre
[2]. Dog har produktinhibering af det
relevante enzym vist sig at hemme
reaktionen [3].

Her beskrives vores udvikling af et
vandigt to-fasesystem, som kan afhjelpe
dette problem.

Produktinhibering af enzymet
tyrosin ammoniak lyase
P-kumarinsyre kan dannes fra amino-
syren tyrosin ved fraspaltning af am-
moniak (figur 1), katalyseret af enzymet
tyrosin ammoniak lyase (TAL). TAL-
enzymer har begreensede katalytiske
kapaciteter (%), og dette forverres

ved hgje produktkoncentrationer, da
p-kumarinsyre kan binde til det aktive
center og konkurrerer med substratet ty-
rosin i at f4 adgang. Dette kan beskrives
med en udvidelse af Michaelis Men-

ten ligningen for enzymkinetik til at

inkludere en inhibitor [4], i dette tilfeelde
p-kumarinsyre,

kcat*[E]*[S]

[S1+Km(1+4)
l

hvor v er reaktionshastigheden, [E] er
enzymkoncentrationen, [S] er substrat-
koncentrationen, [I] er inhibitorkoncen-
trationen, K,, er affiniteten til substra-
tet, og K; er affiniteten til inhibitoren.
Selvom vi har identificeret en variant
af TAL med relativt hej affinitet til
tyrosin i forhold til p-kumarinsyre, er
produktinhibering stadig et problem pa
grund af den lave opleselighed af tyro-
sin. Det er muligt at oge opleseligheden
af tyrosin ved at gge temperaturen og
pH [5,6] samt ved brug af kosolventer
[7].

Der er dog en evre graense for, hvad
enzymet kan tale, og det har vist sig
ikke at veere muligt i tilstraekkelig grad
at forhindre produktinhibering alene via
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Figur 1. Den enzymatiske rute fil p-kumarinsyre samt eventuel applikation. TAL, tyrosin ammoniak lyase.
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Figur 2. Ekstrapoleret produktinhibering baseret pé& eksperimentielt bestemte kine-
tiske parametre for TAL, indsat i den udvidede Michaelis Menten ligning (1). pKS,

pkumarinsyre; Tyr, tyrosin.

temperatur, pH og brug af kosolventer
(figur 2).

Vandigt to-fasesystem til
ekstrahering af p-kumarinsyre
Vi ognskede en metode til at fjerne
p-kumarinsyre in situ, samtidig med
at det blev dannet. En typisk metode
til in situ produktfjernelse er et to-
fasesystem med en organisk fase oven
pé en vandig fase til ekstrahering af
produktet. Dette virker dog ikke for p-
kumarinsyre i denne enzymproces, da
reaktionen foregér i en basisk oples-
ning, hvor TAL har hgjere aktivitet og
tyrosin har hejere opleselighed. I ba-
sisk oplesning er p-kumarinsyre ladet
og foretreekker den vandige fremfor
den organiske fase. Derfor undersogte
vi brugen af et vandigt to-fasesystem
til ekstraktionen, som dannes, nar
to ikke-blandbare polymerer eller en
polymer og en salt blandes i en vandig
oplesning.

Vi afprevede forskellige salte og
polymerer, og fandt, at en oplesning
af kaliumfosfat og poly(etylenglykol)
dannede et stabilt vandigt to-fasesy-
stem samt ekstraherede p-kumarin-
syre til den gvre polymerfase med en
fordelingskoefficient pa op mod 13
afhangig af koncentrationerne. P-ku-
marinsyre absorberer lys i det synlige
spektrum, hvilket giver det en gylden
farve i tilstrekkelige koncentrationer,
som let kan observeres med det blotte
gje (figur 3).
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In situ produkifjernelse af
p-kumarinsyre

Selvom vi har identificeret et effektivt
vandigt to-fasesystem til ekstrahering af
p-kumarinsyre, var en proces til in situ
produktfjernelse endnu ikke pé plads,
og yderligere udfordringer matte lases.
Det forste var at teste TAL-enzymet i
saltfasen, da den hgje ionstyrke poten-
tielt kunne have en negativ virkning pa
enzymet. Vi opdagede da ogsé et fald i
TAL-aktivitet, selv i en 10 procent veegt
fosfatoplesning (figur 4), sa vi fortyn-
dede systemet og identificerede den
laveste fosfatkoncentration nedvendig
til at bevare to-fasesystemet. Det naste
var at bevare enzymet i saltfasen og ude
af polymerfasen. I stedet for et oprenset
enzym benyttede vi en E. coli-stamme,
som udtrykker TAL, men cellerne flad
op til polymerfasen pa grund af den heje
densitet af saltfasen.

Vi immobiliserede derfor TAL-
cellerne i kugler af en hydrogel (figur 5),
s vi kunne pakke dem i en roterende
kolonnereaktor (rotating bed reactor)
placeret i saltfasen. Typisk pakker man
immobiliserede enzymer i en kolonne-
reaktor (packed-bed reactor) og pumper
substratet igennem kolonnen kontinu-
erligt, men dette ville ikke fungere i
naervaerende enzymproces pa grund af
den lave opleselighed af tyrosin, som
ville give en meget fortyndet produkt-
strom. | stedet benyttede vi en batch-
reaktion, hvor tyrosin er til stede i en
opslemning, kolonnen roterer for at age

overferslen af substrat igennem enzy-
met, og tyrosin gar gradvist i oplesning,
i takt med at den bliver omdannet til den
mere opleselige p-kumarinsyre. Nar re-
aktionen er til ende, kan de to faser tap-
pes hver for sig, og p-kumarinsyren kan
udfeldes fra polymerfasen ved at senke
pH. De immobiliserede TAL-celler er
klar til at blive genbrugt i neste batch,
og salt og polymerfasen kan muligvis
ogsa genbruges.

Fortsat udvikling

af processen

Mens et forsgg med de immobiliserede
TAL-celler beskrevet her, nu er gen-
nemfort (figur 6), har vi endnu ikke
sammenlignet systemet med en kon-
trol, hvorfor der endnu ikke foreligger
resultater pa, hvor effektiv metoden er til

IR o

Polymerfase

Saltfase

Figur 3. Det vandige to-fasesystem
ekstraherer gyldent p-kumarinsyre til
polymerfasen.
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Figur 4. Hgje fosfatkoncentrationer inhiberer TAL-aktivitet. U, umol p-kumarinsyre /
(min * g TAL); CAPS, N-cyclohexyl-3-aminopropansulfonsyre; PO4, kaliumfosfat.

implementeringen af et vandigt to-fase-
system til in situ produktfjernelse, hvil-
ket kan inspirere fremtidige processer.
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Figur 5. Det er ikke ris, men E. coliimmobi-
liseret i hydrogel-kugler.

at gge p-kumarinsyre-produktionen. Vi
haber dog at kunne vise en forbedring

i p-kumarinsyre-produktionen, og at
metoden kan bidrage til kommercialise-
ringen af p-kumarinsyre produktion via
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. . Figur 6. Far- og efterbilleder aof batchreaktionen med det faste uoplaselige tyrosin i saltfa-
enz_ymaftlsk syntese, selvom ycllerhgere. sen sammen med den roterende kolonnereaktor, samt polymerfasen med p-kumarinsyre
optimering kan vere nedvendig. Samti- gverst. Den ringe sigtbarhed skyldes tilstedevcerelsen af en kappe til opvarmning samt
dig er dette projekt et af f4 eksempler pa tilstedevcerelsen af tyrosin partikler og p-kumarinsyre i oplgsning.
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