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Kurzfassung

Die Optimierung von mechanischen, chemischen und biologischen Systemen stellt eine essenzielle Auf-
gabe fiir Ingenieure dar. Um diese Systeme zu verbessern, sind effiziente Methoden und ein tiefes Ver-
standnis der zugrunde liegenden Prozesse erforderlich, da sie wesentlich zur Funktionalitat und Effizienz
beitragen. Die modellhafte Darstellung und Berechnung solcher Systeme wecken grofRes Interesse in Wis-
senschaft und Wirtschaft. Die Anwendung von computerbasierten Optimierungsmethoden ermdglicht
eine wirtschaftliche und effiziente Verbesserung dieser Systeme durch Variation der Parameter. Die Ge-
staltung von produktiven und ressourcenschonenden Prozessen kann in verschiedenen GréRenordnun-
gen erfolgen. Neben den tiblichen makroskopischen GroRen, wie beispielsweise den Reaktordimensionen,
konnen auch mikroskopische GroRen (wie PartikelgroRe und -anordnung) sowie Nanostrukturen (wie Mo-
lekiilanordnung) optimiert werden. Um die Optimierung auf verschiedenen GroRRenebenen durchzufiih-
ren, sind verschiedene Modelle erforderlich, die die Abldufe von Stromungskraften bis hin zu elementaren

Reaktionsvorgdngen beschreiben.

Die Bionik, also die technische Anpassung natiirlicher Phanomene, wird seit Jahrhunderten zur Entwick-
lung neuer Technologien und Systeme genutzt. Ein komplexes Beispiel fir Optimierung ist die menschli-
che Zelle. Durch Evolution wurde eine selektive und effiziente Methode zur Regulation komplexer Pro-
zesse in der menschlichen Zelle ermdglicht. Die Kompartimentierung in der Zelle ermdoglicht die
Anordnung von Enzymen in Reaktionsnetzwerken in Volumina oder auf Oberflachen, wodurch die Selek-
tivitat und Produktivitdt des gesamten Reaktionsnetzwerks erhéhten und unerwiinschte Nebenprodukte
vermieden werden kénnen. Dieses Prinzip wird in der Technik mit der DNA-Origami-Technologie adap-
tiert. Mit Hilfe der japanischen Faltkunst konnen DNA-Strange synthetisiert und funktionalisiert werden,
um automatisch eine bestimmte Geometrie zu bilden. Durch genetische Manipulation kénnen Enzyme
spezifisch markiert und auf den DNA-Nanostrukturen immobilisiert werden, um sie in technischen Pro-

zessen zu nutzen.

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, ein biochemisches Reaktorsystem auf verschiedenen GroRenordnun-
gen modellhaft zu betrachten. Das untersuchte Reaktorsystem ist ein Mikroreaktor mit einem liberstrom-
ten Partikelbett am Boden, wobei die Partikel einen Durchmesser von 2,8 um haben. Die Partikel sind
superparamagnetisch und werden mittels acht alternierenden Neodym-Magneten im Reaktor gehalten.
Als biologisches Beispiel wird die zweistufige Reduktion von 5-Nitrononan-2,8-Dion mit einer Ketoreduk-
tase untersucht. Ein zuséatzliches Regenerationssystem mit einer Dehydrogenase wird verwendet, um den
teuren Kofaktor NADPH fir diese Reduktionen zu regenerieren. Neben der Entwicklung einzelner Modelle
untersucht diese Arbeit auch die Ubertragbarkeit von Ergebnissen zwischen den verschiedenen Ebenen

und resultiert schlieBlich in einer makroskopischen Systemoptimierung unter Berlcksichtigung
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okonomischer Aspekte. Die untersuchten Modelle auf den unterschiedlichen Skalenebenen sind wie folgt:
Auf makroskopischer Ebene werden mehrdimensionale Berechnungen des Reaktorumsatzes durchge-
flihrt, auf mikroskopischer Ebene wird die Bildung des Partikelbetts und die Partikelanordnung betrachtet,
und auf molekularer Ebene werden Diffusionsprozesse von Substraten und die Auswirkungen der Enzyma-

nordnung analysiert.

Auf molekularer Ebene wird eine Brown‘sche Dynamik-Modellierung (GeomBD) eingesetzt, um die Aus-
wirkungen der Enzymkonfiguration (Abstand und Orientierung) sowie das Vorhandensein einer flachen
DON (5-Nitrononan-2,8-Dion) zu untersuchen. Geringe Abstdnde und die Beeintrachtigung der Molekiil-
bewegung durch die DON fiihren zu Verbesserungen der Assoziationsgeschwindigkeiten und somit zu ei-

ner Erhohung des Umsatzes. Dies zeigt das Potenzial der DNA-Nanotechnologie.

Die optische Analyse und Partikelsimulationen mit der Lattice-Boltzmann-Software OpenLB liefern cha-
rakteristische GroRen des Partikelbetts, wie die durchschnittliche Hohe und Porositat, die fiir die makro-
skopische Simulation benétigt werden. Durch die Verwendung von Magneten unter dem Reaktorchip
werden die Partikel im Reaktorkanal gehalten und bilden ein Partikelbett mit Erhebungen an den Enden
und Anfangen der Magneten. Untersuchungen des Anfangs und der Mitte des Partikelbetts ergaben eine

durchschnittliche Partikelbetthéhe von 94,8 um und eine durchschnittliche Porositdt von 0,309.

Die makroskopische Betrachtung des Reaktors wurde in verschiedenen Modellen umgesetzt. Diese Arbeit
vergleicht ein pseudo2D-Modell in Matlab mit Strémungssimulationen in Fluent fur den 2D- und 3D-Fall
hinsichtlich ihrer Ergebnisse, Genauigkeit und des numerischen Aufwands. Das pseudo2D-Modell erwies
sich als effizienteste Methode und wurde anschlieBend im Rahmen einer systematischen Optimierung
nach der Multi-Level-Reactor-Design-Methode angewendet. Dafiir wurde die Techno-6konomische Leis-
tung (engl.: Techno-Economic Performance, TEP), eine Kombination aus Raumzeitausbeute, Produktivitat
der Reduktionsenzyme sowie einmaligen und laufenden Kosten, definiert und mit Hilfe eines genetischen
Algorithmus optimiert. Im Vergleich zum Ausgangsfall konnte die Raumzeitausbeute verdoppelt und die
Produktivitdat um den Faktor 3,5 verbessert werden. Gleichzeitig ergab sich bei der Optimierungsmethode

eine Reduktion der Kosten und letztlich eine Verbesserung der TEP auf einen Faktor von 15.

Diese Arbeit verdeutlicht die Moglichkeiten und Herausforderungen der computergestiitzten Optimie-
rung. Insbesondere fiir komplexe Reaktorsysteme kénnen dabei erstaunliche und unvorhergesehene Op-

timierungsmoglichkeiten aufgedeckt werden, die mit herkdmmlichen Methoden nicht realisierbar sind.
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The optimization of mechanical, chemical, and biological systems is a central task for engineers. Improving
these systems requires not only an efficient methodology but also a deep understanding of the underlying
processes that significantly contribute to the functionality and efficiency of the system. The modeling and
calculation of such systems are of great interest to science and industry. Determining the theoretical be-
havior through parameter variations enables cost-effective and efficient computer-assisted system opti-
mization. Adapting the design of productive and resource-efficient processes can be conducted on differ-
ent scales. In addition to the usual macroscopic scale (e.g., reactor dimensions), it is also possible to
optimize on a microscopic scale (e.g., particle size and arrangement) and even down on the nanometer
scale (e.g., molecular arrangements). Applying computer-assisted methods for optimization across multi-
ple scales requires different models, which serve to describe the processes involved, from fluid dynamics

to elementary reaction processes.

The method of bionics, which involves the technical adaptation of naturally occurring phenomena, has
been used for centuries to develop innovative technologies and systems. One of the most complex and
interesting biological system is the mammal cell. Evolution has enabled a selective and efficient method
of regulating complex processes within the cell. The principle of compartmentalization can be observed
in these cells, which results in arranging enzymes, which are dependent on each other in reaction net-
works, within volumes or on surfaces. This increases the selectivity and productivity of the entire reaction
network and avoids unwanted by-products. The adaptation of this principle in technology is achieved
through DNA origami technology. Inspired by the Japanese art of paper folding, DNA strands can be syn-
thesized and functionalized to automatically form a tailored geometry. By genetically manipulating en-
zymes, they can be specifically labeled and immobilized on DNA nanostructures for use in technical pro-

cesses.

This goal of this work is to investigate a biochemical reactor system at different scales with computational
methods, elaborate on fundamental behavior and improve it with regards to these. The investigated re-
actor system is a microreactor with a stationary bed of particles with a diameter of 2.8 um at the bottom
of the reactor. The particles are superparamagnetic and are held in the reactor by eight alternating neo-
dymium magnets. As an exemplary reaction system, the two-stage reduction of 5-nitrononan-2,8-dione
with a ketoreductase is studied. An additional regeneration system with a dehydrogenase is used to re-
generate the expensive cofactor (NADPH) for these reductions. Besides the definition and application of
the individual models, this work also addresses the transfer of essential results between the different
scales, resulting in a macroscopic system optimization regarding performance and economic considera-

tions. The investigated models on different scales are as follows: macroscopic scale — overall reactor
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conversion and behavior; microscopic scale - formation of the particle bed and particle arrangement; mo-
lecular scale — reaction kinetics and diffusion processes of substrates and the influence of enzyme ar-

rangements.

At the molecular scale, a Brownian dynamics software (GeomBD) is used to investigate the effects of en-
zyme configuration (distance and orientation) as well as the presence of a flat DON. Small distances and
the hindrance of molecular movement by the DON show improvements in association rates and thus an

increase in conversion, demonstrating the potential of DNA nanotechnology.

Optical analysis and particle simulations using the Lattice-Boltzmann software OpenLB provide character-
istic parameters of the particle bed, such as average height and porosity. These are essential for the mac-
roscopic simulation. The magnets underneath the reactor chip hold the particles in the reactor channel
and form a particle bed with elevations at the ends and beginnings of the magnets. Investigations of the
distinct parts of the particle bed (beginning and middle) concluded in an average particle bed height of

94.8 um, corresponding to an average porosity of 0,309.

The macroscopic consideration of the reactor was implemented in different models. This work compares
a pseudo-2D model in Matlab with numerical fluid dynamics simulations in Fluent in 2D and 3D regarding
their accuracy and numerical efficiency. The pseudo-2D model proves to be the most efficient and is sub-
sequently applied in a systematic optimization using the Multi-Level Reactor Design method (MLRD). For
this purpose, the Techno-Economic Performance (TEP), a combination of space-time yield, productivity of
the reduction enzymes, capital and operation costs, is introduced and calculated and optimized with a
genetic algorithm. Compared to the initial case, the space-time yield was doubled and the productivity
improved by a factor of 3.5. With lower costs the optimized reactor design results in a 15-fold improve-

ment in TEP.

This work demonstrates the possibilities and challenges of computer-assisted optimization. Especially for
complex reactor systems, it reveals remarkable and unforeseen optimization opportunities that are not

achievable with conventional methods.
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1 Einleitung

1.1 Enzymkatalytische Bionik - Enzymkaskaden in
Flussreaktoren

Der britische Naturforscher Sir David Attenborough beschreibt die Natur als ,,gréRte Quelle der Begeiste-
rung, [...] Schonheit und [...] des intellektuellen Interesses. Sie ist die grofite Quelle fiir so vieles im Leben,

was das Leben lebenswert macht.”

It seems to me that the natural world is the greatest source of excitement; the greatest source of visual
beauty; the greatest source of intellectual interest. It is the greatest source of so much in life that makes

life worth living.” — Sir David Attenborough.

Wissenschaftler lernen schon seit Jahrhunderten von der Vielseitigkeit, Komplexitat und Spezifitat der
Natur. Leonardo da Vinci war einer der ersten, der aus der Wissensquelle ,Natur” schépfte. Durch die
Beobachtung, Abstraktion und technische Umsetzung des Fliigelschlags von Vogeln entwickelte er eine
Flugmaschine, die durch die Bewegung der Tragflichen Auf- und Vortrieb erzeugt (Da Vinci 1505). Damit
legte Leonardo da Vinci den Grundstein fiir die bemannte Luftfahrt. Seither sind zahlreiche neue Erfin-
dungen und Innovationen durch die Beobachtung der Natur entstanden unter anderem in Bereichen der
Formgestaltung, Robotik, Verfahrensentwicklung aber auch der Systemik und der biomedizinischen Tech-
nik (Nachtigall 2013). Die Entwicklung technischer Innovationen durch die Beobachtung der Natur wird
als Bionik bezeichnet, einer Kombination aus den Wértern ,,Biologie” und , Technik”. Die Bionik teilt sich
in drei Teilschritte auf: Die Analyse der Natur, die Abstraktion der Befunde und die technische Umsetzung
(Nachtigall 2010). Durch Beobachtung, Beschreibung und Beurteilen der Natur entwickelt sich ein Ver-
standnis Giber Funktionen von Objekten, Materien und Verhalten. Daraus werden abstrakte Befunde als
allgemeine Prinzipien herausgearbeitet und in einem letzten Schritt konzeptualisiert bzw. technisch um-

gesetzt.
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Abbildung 1.1 Stoffwechselsystem in einer menschlichen Zelle. Jeder Punkt steht fiir eine Komponente (Metabolit)
und jede Bindung flr eine Reaktion, katalysiert von einem Enzym (Sadava et al. 2019, S. 215-244).

Die Vorbilder aus der Natur wirken aufgrund ihrer Komplexitat teilweise erschlagend und verlangen in der
technischen Umsetzung nach Vereinfachung. Ein Paradebeispiel hierbei ist die menschliche Zelle. Dort
gibt es tausende unterschiedliche von Proteinen mit verschiedenen Funktionen, die zum Stoffwechsel in
der Zelle beitragen (Milo et al. 2010). Die Komplexitat macht sich in der Veranschaulichung der Reaktions-
wege und Komponenten des Stoffwechselsystems bemerkbar (Abbildung 1.1) (Sadava et al. 2019, S. 215—-
244). Das Stoffwechselsystem einer Zelle ist essenziell fiir die Umwandlung von Stoffen im menschlichen
Korper. Bestehend aus verschiedenen Teilprozessen bzw. Zyklen, die unterschiedliche Aufgaben in der
Zelle erfllen, ist die Kontrolle Gber die Reaktionsbedingungen und der Reaktionsschritte essenziell. Diese
Teilsysteme ermoglichen beispielsweise die Umsetzung der Nahrungsmittel zu vitalen Stoffen. Dazu zahlt
die Produktion von organischen Grundbaustoffen und Energiebausteinen in Form von Adenosintriphos-
phat (ATP). Die Reaktionen und Stoffwechselwege der einzelnen Teilsysteme sind miteinander verbunden
und durch Enzyme reguliert, die Reaktionswege in einem Teilsystem beschleunigen und erméglichen. Ein
Enzym ist ein Protein, das mit spezifischen Substanzen Komplexe bildet und somit eine koordinierte Re-

aktion bestimmter funktionalen Gruppen erméglicht.
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Aufgrund der Anzahl der beteiligten Molekiile, der ablaufenden Reaktionen und der Vernetzung der Teil-
systeme in menschlichen Zellen ist es beeindruckend, wie schnell, flexibel und effizient diese funktionie-
ren. Die Optimierung eines solch komplexen Systems ist in der Biotechnologie utopisch. Jedoch ist eine
Orientierung an diesem System und wie es durch Anordnung verschiedenster Enzyme die Optimierung
umsetzt von groRem Interesse. Dadurch wird eine erhdhte Ausbeute, geringerer Nebenproduktabfall und
eine erhohte Wirtschaftlichkeit der Prozesse ermoglicht (Wang und Hou 2011). Die Erstellung einer kiinst-
lichen Zelle mit allen zugehdrigen Stoffwechselsystemen ist mit dem heutigen Wissen und der heutigen
Technik nicht moglich. Dennoch ermoglicht uns die Untersuchung von Teilsystemen oder Teilreaktionen
einer Zelle, Erkenntnisse zu gewinnen und Nutzungspotentiale zu erkennen. Mit den nétigen Teilschritten

der Bionik kann dabei ein Teil zum Verstandnis der Zellprozesse beigesteuert werden.

Um das Prinzip der Bionik auf ein Teilsystem in einer menschlichen Zelle anzuwenden, kann beispielhaft
die Umwandlung eines Substrats zu einem Produkt beobachtet werden. Der Reaktionsweg dieses Teilsys-
tems bezieht sich auf unterschiedliche enzymatisch katalysierte Redoxreaktionen, da unterschiedliche,
funktionelle Gruppen verandert werden missen. Oft werden in den einzelnen Reaktionsschritten unter-
schiedliche Enzyme genutzt. Eine sequenziell ablaufende Umsetzung mit verschiedenen Enzymen zum
Endprodukt wird als Enzymkaskade bezeichnet und beschreibe die Syntheseroute. Solche Synthesen er-
moglichen eine gezielte Umsetzung von funktionellen Gruppen. Bei diesen Syntheserouten ist neben der
ortlichen Ndhe auch die Anordnung der Enzymkaskade von groRRer Bedeutung. Die Anordnung der Enzyme
kann somit neben dem Umsatz auch die Selektivitdt des Systems verbessern (Ke et al. 2016). Um die Effi-
zienz und die Funktionsweise der Enzymkaskade zu garantieren, werden die Enzyme in einer Zelle raum-
lich gruppiert (Rabe et al. 2017). Dieses Prinzip wird Kompartimentierung genannt und kann in echten
Zellen beobachtet werden (Abbildung 1.2 A). Die Kompartimentierung einer Enzymkaskade kann in einer
Zelle in drei verschiedenen Varianten beobachtet werden: Eine Gruppierung der Enzyme in einem be-
grenzten Volumen (Kompartiment), an der Zellwand oder auf molekularen Geristen. Alle diese Methoden
basieren auf dem Einschluss oder der Immobilisierung der notwendigen Enzyme. Fiir ein Substrat, das mit
zwei oder mehreren Enzymen umgesetzt wird, verkiirzen sich durch diese Gruppierung die zurlickzule-
genden Wege (Diffusionswege). Dadurch erfolgt eine Beschleunigung der gesamten Reaktion in allen drei
Varianten der Kompartimentierung. Die unterschiedlichen Varianten unterscheiden sich aber in der mog-

lichen Anordnung der Enzymkaskade.
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Abbildung 1.2 A: Enzymkaskaden in natlrlichen Zellen mit raumlichen Nahordnungen W: an der Zellwand; K: in einem
Kompartiment; M: auf einem molekularen Gerust (Design nach Good et al. (Good et al. 2011)). B: Kompartimentie-
rung in der Biotechnologie mit geordneter Orientierung und Positionierung von Enzymen auf unterschiedlichen Gro-
Renordnungen: 1. Begrenzte Volumen mit unterschiedlichen Enzymen (mm); 2. Immobilisierung auf Oberflichen
(um) und 3. Immobilisierung auf molekularen Strukturen (nm) (Design nach Rabe et al. (Rabe et al. 2017)).

In einem begrenzten Volumen (Kompartiment) bewegen sich die Enzyme frei und kénnen sich somit zu-
fallig anordnen. Bei der Kompartimentierung an der Zellwand bzw. anderen Oberflachen sind die Enzyme
an diese Flachen gebunden, was zu einer festen, aber ungerichteten Anordnung fiihrt. Die Fixierung auf
einer Oberflaiche ermdglicht hierbei eine zufillige Gruppierung der Enzyme mit Abstdnden in einer
Mikrometer-GroRenordnung (ca. 20-facher Durchmesser eines Enzyms). Noch kirzere Diffusionswege er-
moglicht die Anordnung der Enzymkaskade auf einer molekularen Struktur. Die Immobilisierung der En-
zyme kann an spezifischen Stellen erfolgen, wodurch individuelle, vorausgeplante Anordnungen im
Nanometerbereich (wenige Durchmesser eines Enzyms) erreicht werden kénnen. Wenn die Enzyme nach
der Reaktionsreihenfolge angeordnet sind, erhoht sich die Reaktionsgeschwindigkeit, da die Molekiile
,nur” zu einem benachbarten, nahen Enzym diffundieren mussen. Mit Hilfe dieser Kompartimentierung
werden Reaktionen bzw. Reaktionssysteme in einer Zelle in ihrer Produktivitat, Selektivitdt und Robust-

heit optimiert (Rabe et al. 2017).

Die Anwendung der Kompartimentierung fiir biotechnologische Anwendungen verspricht eine Leistungs-
steigerung durch eine Anordnung der Enzyme (vgl. Abbildung 1.2 B) (Ke et al. 2016; Agapakis et al. 2012).
Wie beim biologischen Vorbild kann die Gruppierung der Enzyme technisch unterschiedlich umgesetzt
werden, was eine Kompartimentierung auf unterschiedlichen GréRBenskalen ermdglicht. Die serielle Ver-
kettung von Reaktorvolumina mit einzelnen Enzymen ordnet die Enzymkaskade im Millimeterbereich an.

Dies kann durch serielle Satzreaktoren oder einem kontinuierlichen Reaktor mit abgegrenzten,
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durchstromten Reaktorvolumina umgesetzt werden. Die Vorteile durch die Kompartimentierung sind

hierbei jedoch gering, da die Diffusionswege verhaltnismaRig groR sind.

Die Kompartimentierung durch die Enzymimmobilisierung auf Tragern wie z.B. magnetischen Partikeln,
ermoglicht eine Anordnung der Enzyme im Mikro- und Nanometermalistab (Sheldon und Brady 2018;
Hartmann und Jung 2010). Viele dieser Methoden finden in der Forschung ihre Anwendung vor allem in
Kombination mit kontinuierlichen Reaktoren (Znidarsi¢-Plazl 2019; Kim und Herr 2013). Bei der Auswahl
des richtigen Tragermaterials in einem kontinuierlichen Reaktor gibt es zwei wichtige Kriterien: i) die tech-
nische Umsetzung der Enzymimmobilisierung (nicht Teil dieser Arbeit) und ii) das Rickhalten des Trager-
materials im Reaktorvolumen. Fir die Riickhaltung werden in der Wissenschaft hauptsachlich Enzyme an
der Reaktorwand (MiloZi¢ et al. 2018; Ender et al. 2016), auf Partikeln (Peschke et al. 2017b; Burgahn et
al. 2020) und in Hydrogelen (Bitterwolf et al. 2019; Peschke et al. 2018) immobilisiert. Die einzelnen Tra-
germaterialien der immobilisierten Enzyme im Reaktorvolumen unterscheiden sich in ihrer reaktortech-
nischen Charakteristik und sind von Zhu et al. (Zhu et al. 2020) in Tabelle 1.1 gut zusammengefasst wor-
den. Diese Tabelle wurde um die letzte Spalte, dem Partikelbett erganzt. Das liberstromte Partikelbett
wird in dieser Arbeit als eine Kombination der Immobilisierung auf der Reaktorwand und auf Partikeln

untersucht.

Tabelle 1.1 Vergleich unterschiedlicher Optionen zur Kompartimentierung: spezifische Oberflache, Druckverlust, Dif-
fusionslange, Warmetransport und mechanische Stabilitdt. Die einzelnen Methoden werden untereinander vergli-
chen. Pfeile zeigen den Trend und das anschlieBende Zeichen wertet den Trend (Zhu et al. 2020). Die letzte Spalte
bezieht sich auf das Reaktorsystem, das in dieser Arbeit untersucht wurde.

Uberstromtes
Partikelbett

Wand-
Immobilisierung

Durchstromtes
Hydrogel

Durchstromtes

Methode Partikelbett

T W AYAYAYAYAY
4r € &£ @
/)

Skizze B

ar :
“ ‘—|—LJ|:| IEWAWAWAY R WA

Spez. Oberflache ! — T+ T+ T+

Druckverlust L+ T - T - -0
Diffusionsldange T— I+ T— -0
Waéarmetransport T+ l - -0 -0
Mech. Stabilitat T+ - -0 -0

Jede Methode hat ihre Vor- und Nachteile, weshalb bei der Auswahl des Tragermaterials der Immobilisie-
rung der Nutzen und der Aufwand fiir das jeweilige System und das jeweilige technische Ziel abgewogen
werden muss. Beispielsweise sticht die Immobilisierung auf Partikeln aufgrund der Anzahl und der GroRe
der Partikel (um — nm) und der damit verbundenen grofRen spezifischen Oberflache heraus. Dadurch

kann eine groBe Anzahl an Enzymen immobilisiert werden. Gleichzeitig erhéhen sich dadurch der
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Durchstromungswiderstand und der Druckverlust. Da die Partikel und damit auch die Enzyme im gesam-
ten Reaktorvolumen verteilt und Giberstréomt sind, reduzieren sich die Diffusionswege der Komponenten.
Gleichzeitig ist der Warmetransport fiir diese Immobilisierungsmethode gering, da die Partikel in Punkt-
kontakt stehen und somit die Warmibertragungsflache sehr klein ist. Der Warmetransport erfolgt haupt-
sachlich durch das stromende Medium, was eine schlechtere Warmeleitfahigkeit aufweist. Letztlich wer-
den die Partikel mechanisch im Reaktor gehalten. Das kann jedoch bei hohen Volumenstromen zum

Austrag von Partikeln fihren.

In dieser Arbeit wird eine Kombination aus der Immobilisierung auf der Reaktorwand und auf Partikeln
untersucht, die eine hohe spezifische Oberflaiche mit einem geringen Druckverlust vereint. Mit Hilfe von
magnetischen Partikeln wird eine Partikelschicht am Boden des Reaktors gebildet, die Giberstromt wird
(Burgahn et al. 2020; Peschke et al. 2017b). Dadurch wird eine verbesserte, mechanische Stabilitat ge-
wahrleistet. Diese Form eines kontinuierlichen Reaktors mit immobilisierten Enzymen ist einzigartig und
bislang wenig erforscht, weshalb die Auswirkungen auf die Diffusionswege und potenzielle Stofftransport-

hemmungen fir ein solches Reaktordesign noch unklar sind.

Fir alle Methoden der Enzymimmobilisierung lassen sich mehrere Enzyme auf den Oberflachen halten.
Bei der Immobilisierung mehrerer Enzyme auf einer Oberflache ordnen sich die Enzyme zufallig an, da
kein Einfluss auf die Immobilisierungsposition genommen werden kann. Fiir eine exakte Positionierung
der Enzyme und Enzymabstande von wenigen nm kann eine molekulare Hilfsstruktur genutzt werden.
Solche Hilfsstrukturen lassen sich wiederum auf Tragern immobilisieren, die die Applikation in einem kon-

tinuierlichen Reaktor ermdoglicht.

Synthetische
DNA

DNA-GerUst DNA-Nanostruktur

W%

Abbildung 1.3 Prinzip der DNA-Nanotechnologie von der Synthese eines DNA-Strangs zur DNA-Nanostruktur

Mit Hilfe der sogenannten DNA-Nanotechnologie kdnnen maligeschneiderte Strukturen aus Desoxyribo-
nukleinsduren (DNA, engl.: deoxyribonucleic acid) mit spezifischen Bindestellen fiir die Enzyme erstellt
werden (Sacca und Niemeyer 2011). Bei dieser Technologie faltet sich ein chemisch und mechanisch ro-
buster DNA-Strang, der sich selbsténdig mit Faltungsstrangen (engl.: staple strands) zu einer dreidimensi-
onalen Struktur verbindet. Angelehnt an die japanischen Faltkunst werden diese Strukturen ,, DNA-Ori-

gami Nanostrukturen” (DON) genannt. Durch die malgeschneiderte DNA-Sequenzierung konnen
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unterschiedliche, geometrische Formen mit funktionellen Segmenten fiir die Enzymimmobilisierung ge-
bildet werden. Mit Hilfe der DNA-Nanotechnologie lassen sich somit vorberechnete Enzymanordnungen

erstellen und untersuchen.
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Abbildung 1.4 OptimierungsgréRen unterschiedlicher GroBenordnungen, aufgeteilt in Optimierungen der Reaktordi-
mensionen und des Biokatalysators. Die Faktoren der Optimierungen sind dargestellt.

Mit der DNA-Nanotechnologie werden die Optimierungsmoglichkeiten eines Reaktorsystem in einem
kontinuierlichen Reaktor erweitert (Abbildung 1.4). Neben den herkémmlichen OptimierungsgréRen im
Reaktormafstab (zwischen um und cm) wie z.B. der Geometrie der Partikel, des Kanals oder Feed-Zusam-
mensetzung kommen Optimierungsmoglichkeiten auf der molekularen Ebene durch Enzymanordnungen

hinzu.

Experimentell lassen sich DONs aufwandig realisieren und untersuchen (Burgahn et al. 2019). Diese Tech-
nologie ist noch sehr neu und mit sehr groRem Aufwand und hohen Kosten verbunden. Somit stellen sich
bei der Erforschung und Optimierung solcher Systeme groRe finanzielle und zeitliche Herausforderungen.
Ein Ansatz, um den experimentellen Aufwand zu verringern und somit Zeit und Kosten zu sparen, ist die
Verwendung von computergestitzten Methoden (engl.: computer-aided methods). Mit Hilfe von Model-
lierung und Simulation lassen sich Experimente nachstellen bzw. vorhersagen. Die Simulationsergebnisse
konnen Aufschluss Giber mogliche Prozessoptimierungen der Parameter geben (Szymku¢ et al. 2016). Die
computergestitzten Methoden greifen auf Simulationen und Modellierungen des Prozesses zuriick und
missen aufgrund unterschiedlicher GroRenordnungen der Prozesse im System separat in Multiskalensi-

mulationen betrachtet werden.

1.2 Multiskalensimulation von enzymatischen
Reaktorsystemen

Die Simulation eines gesamten Systems ist rechentechnisch aufgrund der GroRen- und Zeitordnung un-
moglich. Um dennoch Effekte aus unterschiedlichen GréBenordnungen zu untersuchen, werden mit Hilfe
von Multiskalensimulationen einzelne Teilsysteme berechnet und miteinander verbunden. Die mobile

bzw. stromende Phase ist fiir alle Teilsysteme gleich. Die zu berechnenden Teilsysteme lassen sich in drei
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unterschiedliche GroRenordnungen (vgl. Abbildung 1.5) aufteilen: makroskopische, mesoskopische und

mikroskopische GréRenordnung.
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Abbildung 1.5 Unterschiedliche GroRenordnungen der Modellierung von Flissigkeiten

Die makroskopische Ebene befasst sich mit der Berechnung von Druck, Geschwindigkeiten und Reaktio-
nen des gesamten Volumens. Druck und Geschwindigkeit des Kontinuums kénnen tber Erhaltungssatze
flir Masse und Impuls berechnet werden. Das Verhalten und der Zusammenhang zwischen Druck und
Geschwindigkeit wird durch die Navier-Stokes-Gleichung beschrieben, die mit Finite-Elemente- (FEM)
oder Finite-Volumen-Methoden (FVM) gelost werden kann. Die Molekiile in den berechneten Volumina
werden in der makroskopischen Modellierung mit durchschnittlichen Geschwindigkeiten und Orten dar-
gestellt. Damit wird die mobile Phase als ein Kontinuum betrachtet. Mit der Navier-Stokes-Gleichung kdn-
nen neben den Geschwindigkeiten und dem Druck auch der diffusive Stoff- und Warmetransport abgebil-
det werden. Der Umsatz einzelner Komponenten (geloster Spezies im Kontinuum) kann Uber
mathematische Modelle dargestellt werden. Formalkinetische, approximierte und mechanistische, ma-
thematischen Gleichungen ermdglichen die Beschreibung enzymatischer Reaktionen, die auf den gebil-
deten Enzymkomplexen basieren. (Saa und Nielsen 2017; Bisswanger 2017) Bei Reaktionen mit mehreren
Substraten kénnen sich viele Komplexe bilden, die die nétige Anzahl an kinetischen Parametern fir eine
mathematische Modellierung der realen Reaktion erhéhen. Die approximierten Formulierungen reduzie-
ren die Parameteranzahl drastisch und werden aus diesem Grund oft in der makroskopischen Modellie-
rungen bevorzugt (Liebermeister und Klipp 2006). Die kinetischen Parameter der approximierten Formu-
lierungen setzen sich aus den Geschwindigkeits- und GleichgewichtsgrofRen der Teilprozesse zusammen

(Cleland 1963).

Eine exakte Betrachtung der Wechselwirkungen und Reaktionen zwischen den Molekiilen in der mobilen
Phase ermdglicht die mikroskopische Modellierung. Hierbei werden einzelne Reaktionsschritte (Quanten-
mechanik, QM) oder Assoziationsprozesse (Molekularmechanische Methoden, MM) beschrieben (Schlick
2010; Waring 2018). Die Simulation einzelner Molekiile und Wechselwirkungen zwischen Molekilen ist
sehr rechenaufwendig. Deshalb werden in solchen Berechnungen nur kleine Volumina einer Flussigkeit
betrachtet. In der Berechnung von Enzymbildungsprozessen werden kristallografische Aufnahmen von

Enzymen genutzt, die Informationen Uber deren Form und Wirkungsweisen beinhalten (Kendrew et al.
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1958). Die kristallografischen Aufnahmen werden in digitale Kopien der Enzyme und Molekiile Gberfihrt.
Uber die letzten Jahrzehnte wurden unterschiedliche Softwareprogramme entwickelt, die die Berechnung
von Molekil- und Atombewegungen basierend auf elektrostatischen und van-der-Waals Kraften ermog-
lichen (Pearson und Gross 1998; Huber und McCammon 2010; Spaar und Helms 2005; Roberts und Chang
2016). Die Softwareprogramme spezialisieren sich auf unterschiedliche Anwendungen. Die Modellierung
von Assoziationsprozessen mit groen Fusionsenzymen (Rezeptor) kann mit der Brown‘sche-Dynamik-
Software ,GeomBD“ der Arbeitsgruppe von Chang untersucht werden. Das Programm wurde speziell fur
die Untersuchung von Substratassoziation und -transfer zwischen Enzymen geschrieben. Dadurch lassen
sich Molekilsysteme mit mehr als 50.000 Atomen berechnen. Speziell fiir die Untersuchung von Enzymen
auf DONs und mogliche Effekte auf der molekularen Ebene ist GeomBD sehr interessant (Roberts und

Chang 2016).

Den breiten GroRenunterschied zwischen der makroskopischen und mikroskopischen Ebene Uberbriickt
die sogenannte mesoskopische Ebene bzw. Modellierung. Sie verbindet die Physik auf molekularer Ebene
mit einer makroskopischen Betrachtung des Systems. Ein Ansatz zur mesoskopischen Modellierung ist die
Lattice-Boltzmann-Methode (LBM). Die zugrundeliegende Boltzmann-Gleichung modelliert eine meso-
skopische Teilchendynamik in einem reguldren Rechengitter. Basierend auf der Gaskinetik ist die Losung
der Boltzmann Gleichung mit LBM konsequent mit der Navier-Stokes Gleichung. Die Veranderungen von
Teilchendichten resultieren in gemittelten GréRen fiir Zeit, Ort und Geschwindigkeit. Die LBM ist eine der
vielversprechendsten Alternativen zu den makroskopischen Methoden (Frisch et al. 1986), da sie eine
effiziente Parallelisierung mit mehreren tausend Prozessorkernen ermdglicht (Wellein et al. 2006). Spezi-
ell Partikelbewegungen, kombiniert mit magnetischen Kraften kénnen mit der LBM Software OpenlLB
(Krause et al. 2020) berechnet werden. Somit lassen sich Sedimentationsprozesse unter Berlcksichtigung

magnetischer Wechselwirkungen in einem System untersuchen.

Diese Simulationsmethoden ermdglichen die Beschreibung und Modellierung eines Enzymreaktors auf
unterschiedlichen Ebenen. Das Reaktions- bzw. Reaktorsystem dieser Arbeit wird in Teilsysteme unter-

teilt, um chemische und physikalische Prozesse sowie das Reaktorverhalten zu berechnen.

1.3 Forschungsfrage

Die Verbindung der Simulationen in unterschiedlichen GréRenordnungen ermdoglicht die Betrachtung der
Auswirkungen von Reaktorbedingungen, -geometrien und Parametern (makroskopisch). Durch die Be-
ricksichtigung und Implementierung von MaRnahmen auf der molekularen Ebene wie z.B. die Anordnung
von Enzymen einer Kaskade lassen sich mogliche Auswirkungen auf das Reaktorverhalten darstellen und

untersuchen.
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Die makroskopische Beschreibung der Einflisse und Effekte aus verschiedenen GroRenordnungen (Mul-
tiskalen) kann zur computergestitzten Optimierung des Reaktor- bzw. Reaktionssystems genutzt werden.
Die Multiskaleneffekte kénnen sich unterschiedlich auf das Reaktorverhalten auswirken und gegenseitig
beeinflussen, womit eine systematische Optimierung nahe liegt. Bei einer solchen Optimierung ist die
Identifikation einflussreicher, experimentell umsetzbarer Parameter und die Wahl aussagekraftiger Ziel-
grolRen eine groRRe Herausforderung. Viele Arbeitsgruppen fiihren experimentelle Reaktoroptimierungen
durch, die einen grofRen experimentellen Aufwand und Kosten zur Folge haben (Dall'Oglio et al. 2017).
Dieser Aufwand kann durch die computergestiitzten Methoden und eine systematische Optimierung ent-

scheidend reduziert werden.

Die Modellierung eines enzymatischen Reaktions- bzw. kontinuierlichen Reaktorsystems wurde von un-
terschiedlichen Arbeitsgruppen untersucht. Weit verbreitet sind eindimensionale Beschreibungen eines
Reaktors mit durchstromten Partikelbett (Hakala et al. 2020; Finnigan et al. 2020). Diese Modelle nutzen
mechanistische Modelle zur Beschreibung der makroskopischen Reaktionen, kénnen aber mogliche kom-
plexere Konzentrationsverteilungen und -gradienten im Reaktor und mogliche Stoff- oder Reaktionslimi-
tierungen nicht abbilden. Weitere Reaktormodelle beschreiben Flussreaktoren mit immobilisierten Enzy-
men auf der Wand, die mittels einer LBM berechnet werden (Strnisa et al. 2018). Die geringe Anzahl der
Arbeiten zur Modellierung von Reaktorsystemen fiir biokatalytische Synthesen zeigt, dass diese Modelle
noch Potential zur Weiterentwicklung aufweisen. Dies gilt speziell fiir unbekannte, komplexe Reaktorsys-
teme, wie das in dieser Arbeit untersuchte, deren Verhalten mit eindimensionalen Modellen nicht zuver-
lassig abgebildet werden kann. Speziell im Fall der Reaktionslimitierung besteht in der Wissenschaft ein

groRer Bedarf fiir mehrdimensionale Modellierung.

Dariiber hinaus ist die Verwendung von detaillierten Modellen zur Optimierung des Reaktorsystems noch
sehr unublich. Finnigan et al. haben sich dieses Vorhabens angenommen und optimierten das Enzymver-
haltnis zwischen den Aminierungsreaktions-Enzymen und den Cofaktor-Regenerations-Enzymen. Sie op-
timierten das Verhaltnis hinsichtlich der Raumzeitausbeute und der Produktivitat fiir eine Enzymkaska-
denreaktion mit einem eindimensionalen Modell eines Reaktors mit durchstromtem Partikelbett
(Finnigan et al. 2020). Diese Modelle und Optimierungsmafnahmen befassen sich mit der Maximierung
der Leistung, ohne den 6konomischen Aspekt zu beriicksichtigen. Dieser ist jedoch mitentscheidend fiir

die Umsetzung kontinuierlicher Bioreaktoren in der Industrie.

Die Reaktions- bzw. Reaktoroptimierung lasst sich in mehreren Ebenen darstellen (Abbildung 1.4). Die
Uiblichen Reaktoroptimierungen betrachten die Dimensionen, Konzentrationen und Bedingungen auf ei-
ner makroskopischen GroRRenordnung. Die Kombination aus DNA-Nanotechnologie und der Fusion von
Enzymen ermdoglicht die Optimierung des Biokatalysators auf molekularer Ebene und zeigt schon im Ex-

periment Vorteile durch ,substrate channeling” (Burgahn et al. 2019). Aufgrund der hohen Kosten der

25



Herstellung solcher Biokatalysatoren ist eine computergestiitzte Untersuchung unabdingbar. In diesem

Feld positioniert sich die vorliegende Arbeit und formuliert folgende Forschungsfragen:

Welche (Multiskala-) Optimierungsmafinahmen erméglichen die Verbesserung eines kontinuierlichen

Mikroreaktors mit immobilisierten Enzymkaskaden?

Wie gestaltet sich ein optimierter, konkurrenzféhiger kontinuierlicher Mikroreaktor mit immobilisierten

Enzymkaskaden fiir die Industrie?

Der Bedarf an héherer Produktivitat und der implizite Bedarf zur Skalierung von Prozessen verstarkt die
Entwicklung von innovativen, griinen Technologien in der Biotechnologie (Tufvesson et al. 2010). Die Im-
mobilisierung von Enzymen ermoglicht nachhaltige, kontinuierliche Prozesse (Sheldon 2007; Woodley
2006). Durch die Immobilisierung konnen das Reaktionsmedium und die Enzyme leicht getrennt und letz-
tere direkt im Reaktor gehalten werden. Die damit méglichen kontinuierlichen Prozesse konnten als nach-
haltige Alternative fir herkdmmliche Satzreaktoren dienen. Aufgrund hoher Kosten in der Immobilisie-
rung der Enzyme miussen Kosten und Aufwand abgewogen werden, um zu klaren ob die Immobilisierung

auch 6konomisch konkurrenzfahig ist (Tufvesson et al. 2010).

1.4 Struktur der Arbeit

Die definierte Forschungsfrage wird in dieser Arbeit mittels Multiskalensimulation theoretisch unter-
sucht. Das gesamte Reaktorsystem wurden in Teilsysteme abhangig von der abgebildeten GroRenord-
nung aufgeteilt. Die Teilsysteme werden von der molekularen Ebene bis zur makroskopischen Ebene
beschrieben (Abbildung 1.6). Dabei werden GroRenbereiche von wenigen Nanometern bis zu Millime-
tern in Simulationen abgebildet. Die Betrachtungen und Simulationen sind bedingt miteinander verbun-
den. Im Kapitel 2 wird die Reaktionskinetik dargestellt und wie sich die Anordnung der eingesetzten
Enzyme auf die Reaktionen und den Umsatz auswirken. Im Anschluss werden in Kapitel 3 die geometri-
schen Eigenschaften beschrieben. In Kombination mit Partikelsimulationen werden die charakteristi-
sche Partikelbetteigenschaften wie die Porositat und Partikelschichtdicke im Mikroreaktor ermittelt.
Diese Eigenschaften dienen als Grundlage fiir die makroskopischen Reaktormodellierung (Kapitel 4) und

die anschlieRende Reaktoroptimierung (Kapitel 5).
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Abbildung 1.6 Unterschiedliche Teilsysteme des Gesamtsystems und die Struktur in dieser Arbeit. Die verwendeten
Simulationsmethoden mit der entsprechenden Software sind unter dem beschreibenden Bild aufgefihrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in enger Kooperation mit dem Institut fir Biologische Grenzflachen von
Prof. C. Niemeyer (IBG-1, Karlsruher Institut fir Technologie) entstanden. Das IBG-1 stellte die experimen-
tellen Daten fiir die Parameterbestimmung und die Flussreaktoruntersuchungen. Einen Uberblick tiber

diese Daten gibt Tabelle 1.2.

Tabelle 1.2 Experimentelle Daten, die vom IBG-1 ermittelt und zur Verfligung gestellt wurden.

Kapitel Kommentar

Untersuchungen zur Bestim-
mung der intrinsischen kineti- 2.3.3
schen Parameter im Satzreaktor

Praparation, Durchfiihrung und Auswertung von
T. Burgahn (Burgahn et al. 2020)

Optische Partikelbettuntersu-

3.4.2 Befiillen des Reaktors von T. Burgahn
chung

Untersuchung der effektiven Ki- Praparation, Durchfiihrung und Auswertung von

netik im Flussreaktor 4.4.2 T. Burgahn (Burgahn et al. 2020)
Untersuchung von Flussraten 45 Praparation, Durchfiihrung und Auswertung von
und Schichtdicken ) T. Burgahn (Burgahn et al. 2020)
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2 Kinetik und Transport auf Nahebene

Dieses Kapitel gibt eine Einfiihrung in das Reaktionssystem (Kapitel 2.1), die Enzymimmobilisierung (Kapi-
tel 2.2) und die kinetischen Grundlagen enzymatisch katalysierter Reaktionen (Kapitel 2.3). AbschlieRend
wird auf OptimierungsmaRnahmen des Biokatalysators eingegangen. Mit Hilfe von Molekularsimulatio-
nen werden Einflisse von Nahordnungen auf das kinetische Verhalten des Reaktionssystems auf moleku-

larer Ebene (Kapitel 2.4) erarbeitet.

2.1 Reaktionssystem

Beispielhaft fur die Untersuchung der kinetischen Einfliisse von Enzymkaskaden in einem Flussreaktor
wurde eine stereoselektive Reaktion von dem Modellsubstrat 5-Nitrononan-2,8-Dion (NDK) untersucht
(Abbildung 2.1). Das NDK ist ein Diketon und wird in einer Redoxreaktion reduziert. Die beiden Ketogrup-
pen des NDKs werden mit Hilfe einer Ketoreduktase (KRED) zu Hydroxygruppen reduziert. Bei der Reduk-
tion der Ketogruppen kénnen aufgrund der Bildung eines chiralen C-Atoms zwei unterschiedliche Stereo-
isomere entstehen. Die raumliche Orientierung der unterschiedlichen Stereoisomere wird mit , R“ bzw.
,S“ bezeichnet. Die beiden Stereoisomere kénnen unterschiedliche Auswirkungen auf Geruch, Geschmack
und pharmazeutische Effekte haben (Schmiermund 2019). Bei der ersten Reduktion konnen somit bis zu
vier unterschiedliche Hydroxyketone (HK) 2a-d entstehen. Die Reduktion der zweiten Ketogruppe resul-

tiert in vier Diolen 3a-d.

(S)-selective reduction
KRED . KRED

OH o OH o OH OH OH

No, No, No, NO,
(5R, 8R)-syn-2a (58S, 8R)-syn-2b

)J\/W‘\ meso-(2R,5R, 8R)-syn-3a (28,8S)-3¢-pseudo-C,
—_— —
OH o OH 9 oH oH oH

o
NO, 1 3 2 2
5-Nitrononan-2.8-Dion N \‘/ ™~ J\ N \l//N ~~ L\ AA(\/\ SN Y\/k

No, NO, NO, NO,
(5R. 8R)-syn-2d (5. 8R)-syn-2¢ meso-(2R.5S, 8S)-syn-3b (2R.8R)-3d-pseudo-C,

(R)-selective reduction

Abbildung 2.1 Zweistufige Reduktion von 5-Nitrononan-2,8-Dion (NDK) mit Ketoreduktasen und den méglichen ste-
reoselektiven Zwischenprodukten bzw. Endprodukten. Abhangig von stereoselektiven Enzymen ent-
stehen (R)- bzw. (S)-selektive Stoffe.

In dieser Arbeit wurde die Methylglyoxal Reduktase Gre2 aus Saccharomyces cerivisiae (Weitere Informa-
tion in der bioinformatischen Datenbank fiir Proteine unter UniProt-Eintrag: Q12068 oder der EC-Num-
mer: EC 1.1.1.283) als KRED genutzt. Dabei dient Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

(NADPH) als Protonendonator und ist, damit der notige Cofaktor fiir die Redoxreaktion. Gre2 ermdglicht

28



die Reaktion mit vielen unterschiedlichen Substraten (Miller et al. 2010) und katalysiert die Reduktion
von Ketogruppen irreversibel und (S)-selektiv. Aufgrund der hohen Selektivitat von 99:1 (2b:2a) der Gre2,
bildet sich hauptséachlich das HK 2b ((5S,8S)-syn) (Peschke et al. 2017b). Im Weiteren wird die Produktion
vom HK 2a ((5R-8R)-syn) vernachlassigt. Nach gleichem Prinzip bildet sich in der zweistufigen Reduktion
mit Gre2 von NDK nur das Diol 3c ((2S,8S)-pseudo-C2). Guo et al. untersuchten die Kristallstruktur und
verweisen auf einen sequenziellen, geordneten Reaktionsmechanismus der Reduktion mit Gre2 (Guo et
al. 2014). Eine genauere Beschreibung moéglicher Mechanismen bei enzymatisch katalysierten Reaktionen

ist in Kapitel 2.3.2 aufgefiihrt.

Um die Reduktion aufrechtzuerhalten, wird ein NADPH-Regenerationssystem genutzt. Durch die Oxida-
tion von D-Glucose zu D-Glucono-1,5-lacton (GluAcid) wird NADPH aus NADP+ regeneriert. Die Regenera-
tion wird mit der homotetrameren Glucose 1-Dehydrogenase aus Bacillus subtilis (GDH) (Weitere Infor-
mation in der bioinformatischen Datenbank fiir Proteine unter UniProt-Eintrag: P12310 oder der EC-
Nummer: EC 1.1.1.47) katalysiert. Die Verwendung eines NADPH-Regenerationssystems ist speziell bei
einer 6konomischen Betrachtung essenziell. NADPH ist sehr teuer und durch die Verwendung von billiger
Glucose kann NADP+ kostenglinstig in-situ regeneriert werden (Sigma Aldrich 2020b, 2020c; Wang et al.
2017).

Die Umsetzung von NADP+ und Glucose unterliegt einem sequenziellen Reaktionsmechanismus, wobei
keine exakte oder praferierte Reihenfolge der Komplexbildung bekannt ist (Kaswurm et al. 2013). Unter
Verwendung von Gre2 und GDH-Enzymen ergibt sich ein Reaktionssystem wie in Abbildung 2.2, das in
dieser Arbeit grundlegend untersucht wurde. Sowohl die Reduktionen und die Regeneration sind Redox-
reaktionen. Im Weiteren wird die zweistufige Reduktion von NDK als Reduktion und die Umwandlung von

NADP+ zu NADPH als Cofaktor-Regeneration bezeichnet.

NDK HK Diol
(5S,8S)-anti (2S,8S)-pseudo-C,
NO, NO, NO,
NADPH NADP NADPH NADP
2x Gluconolacton = » 2x Glucose
GDH

Abbildung 2.2 Reaktionsnetz zur stereoselektiven Reduktion von NDK mit Gre2 mit NADPH (Cofaktor) Regeneration
mit GDH.
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2.2 Enzymimmobilisierung

In der Synthese von organischen Produkten besticht die Katalyse mit Enzymen durch eine hohe Selektivi-
tat und den Betrieb bei milden Prozessbedingungen (pH-Wert, Temperatur und Druck) (Sheldon und
Brady 2018). Insbesondere bei der Herstellung von wertvollen Produkten in geringem Reaktionsvolumen
wie beispielsweise pharmazeutischen Wirkstoffen findet die Enzymkatalyse haufig Anwendung (Woodley
2019). In der Forschung und Entwicklung von Prozessen und deren technologischer Umsetzung ist die
Nachhaltigkeit von groBer Bedeutung (Dunn et al. 2010). Solche griinen Technologien (eng.: green tech-

nolgies) konnen das Anwendungsgebiet der kontinuierlichen biotechnologischen Prozesse erweitern.

Die Immobilisierung von Enzymen bezeichnet das Binden von sonst frei diffundierenden Enzymen auf ei-
nem Trager als Enzymaggregate oder als Einschluss. Die Immobilisierung basiert auf drei unterschiedli-
chen Methoden: Physisorption, ionische/kovalente Bindungen oder das EinschlieRen in Kanalen oder me-
sopordsen Strukturen (Hartmann und Jung 2010; Sacca und Niemeyer 2011). Die Immobilisierung geht in
den meisten Fallen mit einer Verringerung der Aktivitdt und einer Konformationsianderung des Enzyms
einher. Jedoch erméglicht sie u.a. (Burgahn et al. 2019): i) das Halten von Enzymen in einem Flussreaktor
mit lokaler erhéhter Enzymkonzentration; ii) eine Erstellung von Nahordnungen von Enzymkaskaden auf

DONSs mit Enzymabstanden von wenigen Nanometern.

Die Immobilisierung auf Tragern wird in der vorliegenden Arbeit genutzt, um Enzyme auf magnetischen
Partikeln zu binden und diese dann stationar in einem Flussreaktor zu halten. AuRerdem ermaglichen
Immobilisierungsmethoden eine ortsselektive Positionierung auf quadratischen, planaren DONs. Dafiir
werden die Proteine gentechnisch modifiziert und mit Immobilisierung-Tags verbunden. Immobilisie-
rungs-Tags verbinden sich automatisch mit einem entsprechenden Gegenpart auf einem Trédger oder ei-
ner Molekdlstruktur. Unter der Verwendung unterschiedlicher Immobilisierungs-Tags kénnen somit die
Proteine auf unterschiedlichen Partikeln oder an unterschiedlichen Positionen auf DONs gebunden wer-

den.

In dieser Arbeit werden sowohl Halo- bzw. HOB-Tags als auch Snap-Tags zur Immobilisierung auf den Par-
tikeln bzw. den DONs genutzt. Ein reduzierter Uberblick {iber die Immobilisierung der Enzyme auf DONs
ist im Anhang A1l dargestellt. Er beinhaltet eine Beschreibung des Komplexes der Enzyme Gre2 und GDH

mit ihren entsprechenden Binde-Tags und deren Bindereaktion mit dem Gegenpart.

Im Folgenden werden die Annotation der Komplexe aus Enzym und Binde-Tag wie folgt verwendet: Gre2-
HOB und GDH(ST). Der Bindestrich bezieht sich auf die Fusionierung am N- bzw. C-Terminus und die Fusi-

onierung durch Bindung an einer internen Aminosaure ist mit Klammern gekennzeichnet.
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Die genaue Kultivierung, die Erstellung der Fusionsenzyme und die detaillierte Immobilisierung wurden

von T. Burgahn durchgefiihrt und dokumentiert (Burgahn 2019).

2.2.1 Enzymkaskaden auf DNA-Origami-Nanostrukturen (DONs)

Die Immobilisierung von Enzymkaskaden auf einem Trager ermoglicht eine Anordnung der Enzyme ange-
lehnt an der natirlichen Kompartimentierung in Zellen (Good et al. 2011; Rabe et al. 2017). Abhdngig vom
gewahlten Trager kann auf die Abstande, Anordnungen und Stéchiometrie verschiedener Enzyme einer
Kaskade Einfluss genommen werden. Die Trager beinhalten unterschiedliche Materialien, die von funkti-
onalisierten Oberflichen (z.B. Glas (Carvalho et al. 2017), Polymer (Stojkovi¢ und Znidarsi¢-Plazl 2012)
oder Partikeln (Contente et al. 2017; Burgahn et al. 2020)) zu Hydrogelen (Peschke et al. 2018) oder DNA-
Nanostrukturen (Burgahn et al. 2019; Burgahn 2019; Schroder et al. 2009; Sacca et al. 2010) reichen. Die
Enzymimmobilisierung auf funktionalisierten Oberflaichen und in Hydrogelen erlaubt ein Einbinden der
Kaskaden in ein Reaktorsystem. Da die Bindestellen auf den Oberflachen und in den Hydrogelen zuféllig
verteilt sind, kann bei diesen Methoden keine bestimmte Anordnung der Enzyme realisiert werden. Eine
Anordnung auf molekularer Ebene gelingt mit molekularen Tragerstrukturen aus DNA-Stréngen, die En-
zymabstdnde in der GréBenordnung von Nanometern ermoglicht (Sacca und Niemeyer 2012). Durch die
N&he der Enzyme verringern sich die Diffusionswege von Stoffen, die bei mehreren Reaktionen und Enzy-
men beteiligt sind (Intermediate), was zu erh6hten Umsatzraten fiihren kann. Durch die negative Ladung
der DNA-Strangen kénnen die diffundierenden Molekiile an der DON gehalten werden, sodass die Asso-
ziationswahrscheinlichkeit an einem benachbarten Enzym erhoht wird (Chen et al. 2018; Yang et al. 2018).

Dieser Effekt wird oft als ,,substrate channeling” bezeichnet.

Im Folgenden wird ein kompakter Uberblick Giber Aufbau, Herstellung von DONs und Immobilisierung von
Gre2 und GDH auf DONs gegeben. Die Herstellung und Untersuchung von DNA-Nanostrukturen geht zu-
rick auf die bahnbrechende Idee von Seeman, der DNA als Grundmaterial flir geometrische Strukturen
auf Nanometer-Skala definierte (Seeman 1982). Die darauf aufbauenden Forschungen im Bereich der
strukturellen Nanotechnologie erméglichten die Herstellung und Untersuchung unterschiedlicher, selbst-
organisierter Nanostrukturen (Seeman 2005; Rothemund 2006; Mei et al. 2011). Die Spezifizitat der
Watson-Crick-Basenpaarungen (Watson und Crick 1953) in der DNA wird bei der Erstellung der Nano-
strukturen genutzt, um maRgeschneiderte, vorhersehbare, dreidimensionale Strukturen zu bilden. Eine
DNA-Doppelhelix ist eine schraubenférmige Struktur, die aus zwei Strangen der Desoxyribonukleinsdure
besteht (DNA-Strange). Die DNA besteht aus einem Phosphat-Desoxyribose-Riickgrat und einer hetero-

zyklischen Base (Adenin, Guanin, Thymin oder Cytosin) (siehe Abbildung 2.3).
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Abbildung 2.3 Aufbau einer DNA-Helix und Wechselwirkungen zwischen Aminosduren der einzelnen DNA (Burgahn
2019).

Die DNA-Polymerase ermoglicht die Herstellung beliebig langer Strange durch Verkettung an der 5 und
3‘-Position der Desoxyribose. Ein Strukturelement setzt sich somit aus einer Sequenz (3‘-5‘) zusammen.
Bei der Bildung der Helix Struktur bilden sich Basenpaare (Adenin-Thymin und Guanin-Cytosin), die tiber
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert werden. Die Helix Struktur wird durch m-m-Wechselwirkungen
zwischen den Basenpaaren (Basenstapelung; engl.: base stacking) stabilisiert, sodass sie physikalisch und
chemisch robust werden. Somit lassen sich stabile, langkettige DNA-Doppelhelix-Molekiile herstellen.
Durch eine Modifizierung einzelner Strukturelemente wird die Vernetzung von zwei Strangen oder die
Erstellung einer spezifischen Bindestelle mit Binde-Tag ermoglicht. Mit Hilfe von GerUststrangen und ent-
sprechenden Oligonukleotiden (kurzen Klammerstrangen) setzen sich lange, vorentworfene, ringformige
DNA-Stréange zu einem geometrischen Gerist automatisch zusammen (Sacca et al. 2015) (vgl. Abbildung
2.4). Dieser Vorgang wird bei erhohten Temperaturen (ca. 90°C) durchgefiihrt, da sich hierbei die Kom-

plexe aufgrund hoherer Diffusions- und Reaktionsraten schneller bilden (Sobczak et al. 2012).
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DNA-Origami-Nanostruktur

Abbildung 2.4 Herstellung von DNA-Origami Nanostrukturen mit Geriist- und Klammerstrangen. Die Nanostruktur
setzt sich bei erhéhter Temperatur von selbst zusammen (Burgahn 2019).

Durch die Vernetzung wird der DNA-Strang automatisch gefaltet. Dieser Prozess wird durch eine Erhéhung
der Temperatur beschleunigt, da dieser Prozess diffusionsabhangig ist und sehr lange dauert. Angelehnt
an die japanische Faltkunst Origami und der GroRe der Struktur wird sie als ,,DNA-Origami-Nanostruktur”
(DON) bezeichnet (Rothemund 2006). Dadurch kénnen zwei- und dreidimensionale Strukturen erstellt
werden. Die einzelnen Strukturelemente lassen sich modifizieren, sodass Proteine an vordefinierten Po-
sitionen gebunden werden konnen. Dies ermdglichte die Anwendung von DONs in der Biosensorik (Nie-
meyer 2010) und in der Erstellung groRer Enzymkomplexe (Ye et al. 2018). Speziell in der Biotechnologie
ist der Einsatz von Enzymkaskaden auf DONs sehr interessant, da durch die raumliche Anordnung der
Enzyme weitere Einfliisse auf den Biokatalysator ausgelibt werden kénnen. Des Weiteren kann diese
Technologie genutzt werden, um Prozesse in Zellen nachzustellen und deren Funktionsweise zu verstehen
(Rajendran et al. 2017). Die Faltung des DNA-Strangs zu einer Platte ermdglichen eine systematische Un-
tersuchung von unterschiedlichen Anordnungen von Enzymkaskaden. Durch die Anpassung von Abstand,
Immobilisierungsmethode und Enzymverhéltnis lassen sich OptimierungsmaBnahmen fir katalytische
Komplexe untersuchen. Abhangig vom biokatalytischen System kdnnen hierbei stéchiometrisch bevor-
zugte Enzymverhaltnisse sowie Produktselektivitdten ermittelt werden und Limitierungen durch Engpasse

bzw. Mangel von (Co-)Substraten tiberwunden werden.

T. Burgahn untersuchte in ihrer Arbeit unterschiedliche Abstande zwischen einer KRED (Gre2 und LbADH)
und einem Regenerationsenzym (GDH und ICDH) in Experimenten und zeigte eine Aktivitatserhohung bei
geringeren Abstdnden. Darlber hinaus verbessert eine Erhéhung des Verhaltnisses von GDH zu Gre2 die
Reduktionsgeschwindigkeit (Burgahn et al. 2019). Die Ergebnisse aus der Arbeit von T. Burgahn werden in
dieser Arbeit als Grundlage fiir die theoretische Untersuchung der Enzymkaskaden auf DONs genutzt und

diese mit einer molekularmechanischen Simulationsmethode untersucht und verglichen. Daflir werden in
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einem ersten Schritt die DON und die entsprechenden Fusionsenzyme erstellt (Kapitel 2.4.5). Um eine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten, werden in dieser Arbeit die Gre2-HOB und GDH(ST)-SC
auf einer planaren DON untersucht. Gre2-HOB wird an einem CH-modifizierten Oligonukleotid auf der
DON gebunden. Die Immobilisierung von GDH mit der ST/SC-Methode auf DONSs ist im Vergleich zu ande-
ren Regenerationsenzymen schwerer umzusetzen, wird in dieser Arbeit aber als gegeben angenommen.
Nach der Erstellung wurde mit der Software GeomBD die direkte Assoziationsrate von NADPH von der
GDH zur Gre2 untersucht (Kapitel 2.4.6). Aufgrund der Vereinfachungen der Molekilmechanik bzw. der
verwendeten Simulationsmethode (Kapitel 2.4.10) werden nur Tendenzen und grobe Auswirkungen der

untersuchten Falle dargestellt.

2.3 Enzymatisch katalysierte Reaktionen

Eine enzymatisch katalysierte Reaktion basiert auf Komplexbildungsprozessen und der biochemischen Re-
aktion (Cornish-Bowden 2012). Das in dieser Arbeit untersuchte Reaktionssystem beinhaltet die Umset-
zungen von mehreren Substanzen in einer Reaktion. Eine Reaktion mit zwei Edukten (A, B) und zwei Pro-
dukten (P, Q) mit dem Enzym E wird als bi-bi-Reaktion bezeichnet und kann mit dem allgemeinen
Reaktionsschema aus Gleichung 2.1 dargestellt werden.

E
A+B=P+Q 2.1

Der eigentlichen biochemische Reaktion vorgelagert sind dabei Assoziations- und Dissoziationsprozesse

der beteiligten Spezies.

Der Assoziationsprozess beschreibt den Vorgang der Komplexbildung eines Molekils mit dem entspre-
chenden Rezeptor bzw. Enzym. Eine beispielhafte Reaktionsgleichung ist in Gleichung 2.2 dargestellt:
ky

A+E = AE 2.2
k_y

Bei der Assoziation diffundiert ein Substratmolekiil A aus dem Bulk der Lésung zur Bindetasche des En-
zyms und wird dort entweder kovalent oder durch elektrostatische Krafte gehalten. Die dreidimensionale
Struktur des Enzyms beeinflusst die Assoziation durch Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und dem
Substrat. Nach dem Schliissel-Schloss Prinzip kénnen nur spezifische Substrate oder funktionelle Gruppen
einen Komplex mit dem Enzym bilden, wodurch die hohe Selektivitdt von Enzymen erreicht wird (Cornish-

Bowden 2012). Das Verhiltnis der Assoziation- bzw. Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten ist in der

. k_ - . . . .
Assoziationskonstante K,fj’, = k—1 definiert, die in der Literatur auch als Michaelis-Menten Konstante be-
1

zeichnet wird. Die Assoziation ist abhangig von der Form, der Partialladungen der Atome von Substrat und

Enzym sowie der Diffusionsgeschwindigkeit des Substrats und der lokalen Substratkonzentration. Die
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Dissoziation ist nicht abhdngig von der Diffusionsgeschwindigkeit. Nach den letzten Punkten lasst sich ein
Zusammenhang zwischen der Diffusionsgeschwindigkeit D, des Substrats A und der Assoziationsrate bzw.

der Assoziationskonstante bilden (Gl.2.3) (Bisswanger 2017):

k= fO0) = Kt =f(57) 23
Neben der Assoziationsgeschwindigkeit beeinflusst die Reihenfolge der Assoziationen die allgemeine Re-
aktion. Bei Reaktionen mit mehreren Substraten ist die Reihenfolge von groRer Bedeutung. Eine (ibliche
Form der Darstellung der Reihenfolge und der méglichen Komplexe wahrend der Reaktion wurde von
W.W. Cleland gegeben (Cleland 1963). Die Komplexbildungsreihenfolgen sind enzymspezifisch und wer-
den als Mechanismen bezeichnet. Sie unterteilen sich in sequenzielle und Ping-Pong Mechanismen
(Chmiel 2011). Die sequenziellen Mechanismen werden in geordnete und zuféllig ablaufende Komplexbil-
dungen und den Theorell-Chance Mechanismus als Spezialfall unterteilt. In Abbildung 2.5 sind die drei

unterschiedlichen Mechanismen als so genanntes Cleland-Diagramm dargestellt.

A B P Q A
ky ko ky |k ks |K_s Ry |k_y ky |k_y
E EA EAB EQ E E E
EPQ
ordered seq. Theorell-Chance
A P B Q
ky | Ky ky | k_y ks |k_s ks |k_s
E (EA) F (FB) E
FP EQ
random seq. Ping-Pong

Abbildung 2.5 Reaktionsmechanismen in Cleland Nomenklatur fir einen sequenziell geordneten, sequenziell zufalli-
gen, Theorell Chance und Ping-Pong Mechanismus (nach Cleland (Cleland 1963)).

Fiir die Umsetzung der sequenziellen Mechanismen miissen vor der Reaktion beide Substrate zuerst einen
Komplex mit dem Enzym formen. Die Substrate kénnen in einer festen Reihenfolge assoziiert werden,
damit ein geordneter Reaktionsmechanismus entsteht. Bei dem zufalligen Mechanismus ist die Assoziati-
onsreihenfolge nicht gerichtet. Gleiches gilt flir die Dissoziation der Produkte. Der Theorell-Chance-

Mechanismus ist ein Sonderfall des geordneten, sequenziellen Mechanismus, wenn die Assoziationen des
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Cofaktors und die Dissoziationen des Produktes P sehr schnell ablaufen und somit vernachlassigt werden

kénnen.

Bei dem Ping-Pong Mechanismus ist kein Gesamtkomplex (EAB) noétig. Die Substrate werden unabhéngig
voneinander in Teilreaktionen umgesetzt und die transferierten Elemente werden in einem Enzymiber-
gangszustand (F) gehalten. Der Enzymzyklus wird nach der Reaktion des Ubergangszustands mit dem

zweiten Substrat abgeschlossen.

2.3.1 Inhibierung und Aktivierung

Enzymatische Reaktionen sind haufig durch Wechselwirkungen des Enzyms mit anderen Substanzen be-
einflusst. So kdnnen bestimmte Substanzen hemmende (Inhibitoren) oder verstarkende (Aktivatoren) Ef-
fekte auf die Assoziationen und somit die Reaktion haben. Die Aktivierung kann mit einer Aktivierungs-
konstante Kj bzw. die Inhibierung mit der Inhibierungskonstante K,i flr eine Komponente i angegeben
werden. Man unterscheidet vier typische Félle (Abbildung 2.6): normale Assoziation, kompetitive, nicht-

kompetitive und unkompetitive Inhibierung.

A

B c D
—— Substrat kompetitiver
Inhibitor nicht-
kompetitiver
Inhibitor
Enzym

Abbildung 2.6 Schematische Darstellung unterschiedlicher Inhibierungstypen. A: normale Assoziation eines Substrats
an einem Enzym; B: kompetitive Inhibierung; C: nicht-kompetitive Inhibierung; D: unkompetitive Inhibierung. Design
nach Bisswanger (Bisswanger 2017).

unkompetitiver
Inhibitor

Kompetitive Inhibitoren kdnnen in der gleichen Bindetasche des Substrats binden und vermindern somit

den Umsatz. Kompetitive Inhibitoren sind meist dhnlicher Struktur wie das Substrat.

Die nicht-kompetitive Inhibierung ermdglicht ein Binden des Inhibitors am Enzym und Enzym-Substrat-
Komplex. Bei der nicht-kompetitiven Inhibierung wird die biochemische Reaktion verhindert, solange der

Inhibitor an das Enzym gebunden ist.

Unkompetitive Inhibierung beschreibt eine Hemmung durch das Bilden eines nicht reaktiven Komplexes
aus dem Enzym-Substrat Komplexes und dem Inhibitor. Die unkompetitive Inhibierung tritt haufig bei sehr

hohen Substratkonzentrationen auf (Chmiel 2011).

Die Beschleunigung von Assoziationsraten und biochemischen Reaktionen kann durch sogenannte Akti-
vatoren erzielt werden. Die Aktivatoren verdndern bei der Bindung an das Enzym dessen Konformation

und beschleunigen somit die allgemeine Reaktion.
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2.3.2 Mathematische Beschreibung

Die mathematische Formulierung von biochemischen, katalysierten Reaktionen wird im Allgemeinen
durch nicht-lineare Reaktionsraten beschrieben. Im Laufe der letzten Jahrzehnte haben sich unterschied-
liche mathematische Beschreibung von biochemischen Reaktionen entwickelt. Sie teilen sich in drei Kate-
gorien ein: formal kinetische, mechanistische, und approximierte mathematische Formulierungen. Formal
kinetische Formulierungen (engl.: canonical) werden mit einer exponentiellen (f(x) = x*) oder log-line-

aren (f (x) = log(x)) Gleichung beschrieben.

Mechanistische Beschreibungen beziehen sich auf den exakten Mechanismus, welcher der enzymatischen
Reaktion zugrunde liegt. Dabei werden alle Elementarreaktionen beriicksichtigt und beschrieben. Fiir je-
den moglichen Komplex missen zwei Geschwindigkeitskonstanten (Assoziation und Dissoziation) be-
stimmt werden (vgl. Kapitel 2.3). Darlber hinaus werden noch die Reaktionsgeschwindigkeiten des ei-
gentlichen biochemischen Umsatzes benoétigt. Bei grofReren Reaktionsnetzen werden somit viele

kinetische Parameter bendtigt, was den experimentellen Aufwand erhéht.

Die approximierte Formulierung von Reaktionsraten basiert auf den Elementarreaktionen. Durch modell-
spezifische Annahmen leiten sich vereinfachte mathematische Formulierungen mit einer reduzierten An-
zahl an kinetischen Parametern her. Die Parameter vereinen Substrat-bezogene, elementare kinetische
Konstanten und stellen Komplexbildungsprozesse dar (z.B. Assoziationskonstanten K, Inhibierungs-
konstante K; oder Akitivierungskonstante K,) (Cleland 1963). Die beriihmteste approximierte Enzymki-

netik wurde 1955 von Michaelis und Menten vorgestellt (Michaelis und Menten 1913):

V= Vmax “Ca
Ki +c, 2.4

Mit den Annahmen, dass ein Uberschuss an Cosubstraten und geringe Enzymkonzentrationen vorliegen
kénnen die meisten Reaktionen mit der Michaelis-Menten Kinetik hinreichend genau beschrieben wer-
den. In Systemen, die diese Annahmen nicht mehr erfiillen, muss eine andere Kinetik genutzt werden.
Innerhalb der letzten Jahre wurden viele unterschiedlichen Beschreibungen fiir enzymkatalysierte Reak-
tionen entwickelt, die Gber die Grenzen der Michaelis-Menten Kinetik reichen . Die approximierte For-
mulierung von Enzymreaktionen ist aufgrund einer reduzierten Zahl von Reaktionsparametern und einer
standardisierten Reaktionskinetik fiir die Modellierung sehr attraktiv. Speziell in groen Reaktionsnetzen

wird das biologische System dadurch ressourceneffizient dargestellt (Saa und Nielsen 2017).

1.1.1.1 Modulare Kinetik

Ein Ansatz fur eine approximierte Reaktionskinetik ist die modulare Kinetik von Liebermeister (Lieber-
meister et al. 2010). Diese basiert auf der Idee einer allgemeinen Gleichung zur Beschreibung enzymatisch

katalysierter Reaktionen, die abhangig vom untersuchten Reaktionssystem leicht anzupassen ist.
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Liebermeister et al. formulierten fir einen zufélligen, sequenziellen Reaktionsmechanismus eine allge-
meine, mathematische Beschreibung zur Reduktion der Anzahl an Reaktionsparametern und thermody-
namisch konsistenten Parametern (Liebermeister et al. 2010). Unter der Annahme, dass die Assoziations-
prozesse viel schneller als die Dissoziationsprozesse sind (,rapid equilibrium®) und dass die
Bindungsenergien der Komponenten nicht voneinander abhangig sind, leiten Liebermeister et al. die all-
gemeine Gleichung 2.5 her. Die Reaktionsrate ist hiernach abhangig von der Enzymkonzentration cg, ei-
nem Regulierungsfaktor f,, dem allgemeinen Zéhler T, und einem spezifischen Nenner D,. fiir einen zu
wihlenden Mechanismus (Tabelle 2.3) mit Regulierungsterm D;°? (Gl. 2.7). Der Zahler T, (Gl. 2.6) be-
schreibt die Hin- und Riickreaktion mit einer Reaktionsordnung entsprechend dem Stochiometriefaktor
mi;, bezogen auf die Assoziationskonstanten Kj;. Die Stochiometriefaktoren m}; fir Produkte sind posi-
tiv, fir Edukte negativ. Mit Hilfe eines Regulierungsterms D:eg konnen Inhibierung (K,i) oder Aktivierung

(Kj) durch eine Komponente i berlicksichtigt werden. Diese werden als Erweiterung des Nenners (Gl. 2.7)

implementiert. Ohne Inhibierung oder Aktivierung ist D;*? null.

v _Cf—T
r ETDT+D:eg 2.5

c: my c. \ M
-1 -+ T1G)
M M

i i
K} C;
reg __ A i
=Y () 2 (%) 27
L L
Mit:

fr: Regulierungsfaktor (Verstarkung, Ddmpfung, nicht kompetitive Inhibierung)

D,: Von Mechanismus abhéngiger Nenner (Tabelle 2.3)
D;%?: Mechanistischer Regulierungsfaktor (Kompetititve Inhibierung und Aktivierung)
mZ,: Stochiomtriefaktor

Der Nenner in Gleichung 2.5 wird abhangig vom Mechanismus bzw. bei der Formulierung von Liebermeis-
ter et al. abhdngig von dem mathematischen Modell angepasst. Liebermeister definiert unterschiedliche
Nenner, die in Tabelle 2.3 aufgelistet sind. Die Liste wurde in dieser Arbeit mit entsprechenden Formulie-
rungen fiir einen geordneten und Ping-Pong-Mechanismus nach Cleland (Gl. 2.13 und 2.14) erweitert (Cle-
land 1963). Das Zeitgesetz ,,common modular” (CM) ist eine generalisierte Form der Michaelis Menten
Gleichung und bezieht sich auf einen ,zuféllig geordnet” (engl.: random ordered) genannten Mechanis-
mus. In Bezug auf die Reaktionsschritte bedeutet ,zufallig”, dass die Reihenfolge, in der sich Enzym-Sub-

strat-Komplexe bilden, nicht vorgeschrieben ist.

Das zweite Zeitgesetz ,direct binding modular” (DM) enthélt im Vergleich zum Ersten nur die Substrat-

und Produktterme mit der hochsten Ordnung. Dadurch kann man die K}, Werte der Substrate zu einem
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Parameter zusammenfassen. Das bedeutet, dass bei gleichen Werten der kinetischen Parameter die Re-

aktionsgeschwindigkeit bei der Nutzung von DM héher ist.

Im Gegensatz dazu steht das ,simultaneous binding modular” (SM), das zusatzliche Terme im Nenner be-
inhaltet, die eine langsamere Kinetik zur Folge haben. Als viertes Zeitgesetz wurde das ,power-law modu-

lar“ (PM) beschrieben, das als einfachstes Modell nur aus einer Potenzgleichung besteht.

Die letzte Formulierung ist als ,force-dependent modular” (FM) bekannt und ist im Gegensatz zu den
anderen Modellen nicht biochemisch plausibel, da der Nenner null werden kann und die Reaktionsge-
schwindigkeit damit unendlich groR wird. Die direkte Beziehung zwischen Affinitdten und Reaktionsge-
schwindigkeit lasst die FM zu einer guten Approximation in der Nahe des Gleichgewichts bei stationdren
Bedingungen werden.

Tabelle 2.3 Unterschiedliche Mechanismusterme D,. der Reaktion r fiir unterschiedliche Zeitgesetze. CM, DM, SM

und FM sind von Liebermeister et al. definiert (Liebermeister et al. 2010). Die Terme fiir einen geordneten sequenzi-
ellen und Ping-Pong Mechanismus wurden hinzugeflgt.

Modell Mechanismus Term D, Gl.
c
™ D, <1+—><1+ ) <1+—P><1+—%>—1 58
(zufillig seq.) KM KM K, Ky '
_ 144 B, P
DM iy = 1+K,\f} KE KAI;KA?I 2.9
D=(1+ A 1+ Z)(1+2)(1+2
SM T KM KM KJ\}/)I K13 2.10
PM 2.11
FM by = 2.12
Cy c o Cy C
Dr=<1+ ><1+ >+<1+—’;><1+—%>+—ﬁ—’;
Kis Ky Ky Ky/) Kt Ky 2.13
Geordnet seq. Cg Cq , Ca CB Cp  CB Cp Cq
Ky Ky Kit KE Ky~ K&K K
Cy Co C4 Cp
D.=({1+ 1+ 1+—=|1+—=|+—=—
" < KM) < KM) < KM) < K,S) K Ky 214
Ping-Pong CB CQ

Um die thermodynamische Konsistenz zu gewahrleisten, konnen die Haldane-Beziehung (Gl. 2.15) (Briggs

und Haldane 1925) und das Wegscheider-Kriterium (Schuster und Schuster 1989) beriicksichtigt werden.
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Die Haldane-Beziehung setzt die Geschwindigkeitskonstanten K, der Hin- und Rickreaktion mit den As-
soziationskonstanten in Verbindung (Chmiel 2011). Die Gleichgewichtskonstante lasst sich durch das Kon-
zentrationsverhaltnis der Produkte und Edukte in einem Gleichgewichtszustand einfach berechnen. Durch
diese Bedingung kann eine der kinetischen Konstanten durch die Kombination anderer ermittelt werden.
Die thermodynamische Triebkraft A, der Reaktion wird mit der Differenz des chemischen Potentials von
Edukten und Produkten u beschrieben (Gl. 2.18). Mit der Gleichung fiir das chemische Potential kann eine
allgemeingiiltige Reaktionskinetik hergeleitet werden (Gl. 2.19). Diese stimmt exakt mit dem Modell von
Ederer und Gilles iberein, dem ,thermodynamic-kinetic modelling” (TKM) (Ederer und Gilles 2007). Sie
formulierten diese Gleichung, inspiriert durch Formulierungen aus der Elektrotechnik. Die Reaktionsrate

nach Gleichung 2.19 basiert auf der Annahme einer stark verdiinnten, idealen Mischung.

kT Py m L £0
Keq = k_—l_[(KM’r) = ﬂci,eq = exp —m Zmi_#i 2.15
i i i

i

A
mi
Hi =“?+Rngn1_[Ci ‘ 2.16
i
kY = Vktk- 2.17

Ar = —z miw 218
A
14 : T
ki 2sinh (—2 R, )

. mi./z
reg K]’\’/[ i
(D, + D7) T, =

Vr = Cifr 2.19

1.1.1.2 Verwendete kinetisches Modelle
Das in dieser Arbeit untersuchte Reaktionssystem wurde mit modularen Reaktionsraten modelliert. Fiir
die Reduktionen mit Gre2-HOB wurde aufgrund der kristallinen Struktur ein irreversibler, sequenziell ge-
ordneter Mechanismus angenommen (Guo et al. 2014). Da beide Reaktionsstufen NADPH als Cofaktor
bendtigen, bilden sich bei beiden Reduktionen dhnliche Komplexe, wodurch fiir beide Reaktionen die ki-
netischen Konstanten (K#4PPH) als identisch angenommen wurden.

Tabelle 2.4 Angewandte Mechanismen und Inhibierungen der herrschenden Reaktionen. Allen Reaktionen wurde ein
bi-bi-Mechanismus zugeordnet.

Reaktion Mechanismus Gl. Quelle
(Guo et al.
1.Reduktion (Gre2) sequenziell geordnet irr. 2.13 2014)(Guo et al.
2014)
2.Reduktion (Gre2) sequenziell geordnet irr. 2.13 (Guo et al. 2014)
Cofaktor-Regeneration (GDH) sequenziell zuféllig rev. 2.8 -
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Der Mechanismus der reversiblen Cofaktor-Regeneration mit GDH ist in der Literatur nicht erwdhnt. Das
Verhalten der Regeneration wurde mit den unterschiedlichen Mechanismen der modularen Kinetik un-
tersucht und bewertet (Kapitel A2). Am besten geeignet erwies sich die Formulierung fir einen sequenzi-

ell zufalligen Reaktionsmechanismus, die in den folgenden Untersuchungen dargestellt wird.

2.3.3 Bestimmung intrinsischer kinetischer Parameterschiatzwerte

Die intrinsischen kinetischen Parameter wurden mit Experimenten in einem Satzreaktor ermittelt, die
vom Institut fir biologische Grenzflachen (IBG-1) des Karlsruher Instituts fir Technologie durchgefiihrt
wurden. Die Reaktionsbedingungen, Substrat- bzw. Cosubstrat-Konzentrationen wurden in Kooperation
mit dem IBG-1 geplant und orientieren sich an Experimenten aus vorangegangenen Arbeiten mit dem
untersuchten Mikroreaktor (Kapitel 4) (Peschke 2018). Die kinetischen Untersuchungen wurden mit den
Fusionsenzymen (Gre2-HOB und GDH(ST)) der Immobilisierung durchgefiihrt, damit die Einfliisse der Kon-
formationsdanderung der spateren Immobilisierung minimiert werden. Alle kinetischen Parameter wurden
liber eine nicht-lineare Regression in Matlab® (The MathWorks, Inc. 2020) mit einem einzelligen Satzre-
aktor-Modell bestimmt. Die Reaktionsmechanismen und Modelle aus Kapitel 1.1.1.2 wurden fir die Er-
mittlung von Schatzwerten der kinetischen Parameter verwendet. In der Parameterbestimmung wurden
sowohl Anfangsreaktionsraten sowie das Verhalten der Substrat- bzw. Produktkonzentrationen mit der
Zeit verwendet. Dazu wurde die Fehlerquadratsumme der Abweichungen zwischen den experimentellen
Daten und den entsprechenden berechneten Werten minimiert. Die Minimierungsfunktion ist in Glei-
chung 2.20 dargestellt und beinhaltet eine Normierung auf die experimentellen Werte. Die Kombinatio-
nen der zeitlichen Konzentrationsverlaufe und der Anfangsreaktionsraten bedingen die Normierung der
Werte, um die Vergleichbarkeit der Abweichungen zu gewahrleisten. Die erhaltenen Parameterschatz-

werte wurden anschliefend auf ihre Sensitivitat untersucht und gedeutet (Kapitel 2.3.4).

N

. Z Yk,Exp - YkSim
mn 2.20
=1 Yk,Exp

Die reversible Cofaktor-Regenerationsreaktion hat insgesamt sechs Parameter: vier Assoziationskonstan-
ten K,f,,, die Geschwindigkeitskonstante k,, und die Gleichgewichtgskonstante K,,. Fir die Bestimmung
des kinetischen Verhaltens von GDH(ST) wurden Anfangsgeschwindigkeitsversuche bei Glucose-Konzent-
rationen zwischen 0 und 200 mM und NADPH zwischen 0.1 und 1 mM durchgefiihrt (Abbildung 2.7 A).
Die Anfangsgeschwindigkeiten sind unabhangig von der Enzymkonzentration dargestellt und beziehen
sich somit auf die Anzahl der Reaktionen pro Sekunde (TON, engl.: turnover number). AuRerdem wurde
eine zeitabhdngige Aufzeichnung der NADPH-Konzentration mittels Absorptionschromatographie durch-
gefuhrt (Abbildung 2.7 B). Im zeitlichen Verlauf der NADP+ bzw. NADPH-Konzentrationen stellen sich nach

200 s ein stationarer Wert ein, der damit die Gleichgewichtslage beschreibt.
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Abbildung 2.7 Experimente zu Bestimmung der intrinsischen Kinetik fiir die Cofaktor-Regeneration. A: Anfangsreakti-
onsraten TON in % B: NADPH-Konzentrationsverlauf fir unterschiedliche Mechanismen und die NADP+ Anfangskon-

zentrationen von 1 mM und 0,5 mM. Die experimentellen Daten wurden um die Zeit der Injektion bis zum Start der
Messung verschoben (80s).

Fir die NADP+ Anfangskonzentrationen von 0,5 und 1 mM erreicht die Reaktion ihr Gleichgewicht, das
stark auf der Seite von NADPH liegt. Das zeigt sich dadurch, dass die NADPH-Konzentration sich knapp
unter 0,5 bzw. 1 mM einstellt. Ein leichtes Sinken der NADPH-Konzentration ist bei langerer Aufzeichnung
zu beobachten, was auf eine Degradation von NADPH zuriickzufiihren ist (Wu et al. 1986). Mit Hilfe der
Gleichgewichtskonzentration von NADPH in den Konzentrationsverlaufen in Abbildung 2.7 B wurde eine
Gleichgewichtskonstante von 0,2 berechnet. Die restlichen intrinsischen kinetischen Parameterschatz-
wert wurden mit einer nichtlinearen Losungsmethode (nichtlineare Losungsmethode nach der Methode
des kleinsten Quadrat — Isgnonlin solver) der Global Optimization Toolbox (The MathWorks, Inc. 2020)
bestimmt. Die Losungsmethode nutzt einen auf Gradienten basierten Algorithmus (Trust-Region-Verfah-

ren) zur Schatzung der Parameter. Das Trust-Region-Verfahren ist in Kapitel A3 genauer beschrieben.

Nach einer Analyse des Reaktionsmechanismus (Kapitel A2) beschreibt ein sequenzieller, zufalliger Me-
chanismus die experimentellen Daten der Regenerationsreaktion am besten. Die resultierenden kineti-
schen Parameter mit den Vertrauensbereichen (95%) sind in Tabelle 2.5 aufgelistet. Die Anfangsgeschwin-
digkeiten bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen (Abbildung 2.7 A) wurden experimentell (IBG-1)
innerhalb der ersten 20 Minuten bei einer Enzymkonzentration von 90 nM bestimmt. Die Reaktionsmo-
delle geben die experimentell beobachten Trends qualitativ gut wieder. Die Anfangsreaktionsgeschwin-
digkeiten werden mit erhéhten Substrat- (Glukose) und Cosubstrat-Konzentrationen (NADP+) groRer. Da-
bei haben geringe NADP+-Konzentrationen einen groReren Einfluss als geringe Glukose-Konzentrationen,

was sich in einer geringeren Assoziationskonstante darstellt.
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Tabelle 2.5 Gefittete kinetische Parameter der Cofaktor-Regeneration fiir den sequenziellen, zufalligen Mechanismus.
Der zugehorige Vertrauensbereich (95%) der Parameterschatzwerte ist angegeben. Die Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Hin- (k) und Riickreaktion (k_) wurden aus k,, berechnet und hinzugefiigt.

K% K% K% K? k, k, k_
Parameter
[mM] [mM] [mM] [mM] [1/s] [1/s] [1/s]
Wert 39,33 1,01 0,28 0,24 1,17 12,65 0,109
Vertrauensbe-
[29,1; [0,66; [0,0301; [0,0534; [0,0829;
reich - -
49,6] 1,36] 0,387] 326,73] 1,40]
[min; max]

A: Glukose; B: NADP+; P: GluAcid; Q: NADPH

Die Analyse der Cofaktor-Regenerationsparameter liefert eine zuverldssige Charakterisierung des Verhal-
tens innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereichs. Die berechnete Reaktionsgeschwindigkeit der
Ruckreaktion ist geringer im Vergleich zur Hinreaktion und stimmt mit der Gleichgewichtslage Uberein.
Die Vertrauensbereiche sind fiir die Assoziationsparameter der Hinreaktion enger, da die Untersuchungen
mit Startkonzentrationen von Glukose und NADP+ durchgefiihrt wurden. Diese Vorgehensweise legt ei-
nen Fokus auf die Analyse der Reaktionsrichtung, welche zur Bildung von NADPH (Hinreaktion) fuhrt. Die
Regeneration von NADPH mit GDH ist fiir das Reaktionssystem von kritischer Bedeutung, da die
Ketoreduktion (NDK zu HK und HK zu Diol; vgl. Kapitel 2.1) NADPH zu NADP+ umwandelt und das Gleich-
gewicht die Produktion von NADPH begiinstigt. Die Bestimmtheit der Reaktion von NADPH zu NADP+ mit

GDH(ST) ist somit von geringerer Bedeutung.

Die Regeneration von NADPH soll im Reaktionssystem die Reduktion von NDK aufrecht halten. Das Zu-
sammenspiel zwischen Regeneration und Reduktion ist essenziell fiir die Berechnung des Umsatzgrades
im Reaktor. Die zweistufige Reduktion von NDK wurde in unterschiedlichen Experimenten untersucht. Bei
den Experimenten wurde GDH zum Erhalten der NADPH-Konzentration hinzugefiigt. Fur die Bestimmung
der Reaktionsparameter der Reduktion wurden Anfangsgeschwindigkeiten mit 0,1 bis 1 mM NDK
(Abbildung 2.8 A) und zeitliche Konzentrationsverlaufe (Abbildung 2.8 B) mittels HPLC Assay bestimmt
(IBG-1). Das Verfahren der Parameterschatzwertbestimmung der Regenerationsreaktion wurde ebenfalls
auf die Reduktionsreaktion Gbertragen. Dadurch konnten Schatzwerte fiir die kinetischen Parameter der
irreversiblen Reduktion ermittelt werden, die flr einen ordentlichen und sequenziellen Reaktionsmecha-
nismus charakteristisch sind. Die nichtlineare Bestimmung der kinetischen Parameter ergab eine gute
Ubereinstimmung fiir den experimentell bestimmten Konzentrationsverlauf (Abbildung 2.8 B). Bei den
Anfangsgeschwindigkeiten der ersten Reduktion (Abbildung 2.8 A) beschreiben die berechneten die ex-
perimentell bestimmten Daten speziell fiir geringe NDK-Konzentrationen gut. Bei hdheren NDK-Konzent-
rationen zeigen die experimentellen Werte groBe Abweichungen. Der Konzentrationsbereich von NDK ist

in den Untersuchungen dieser Arbeit maximal 5 mmol/L, weshalb die Ungenauigkeiten der
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Reaktionsraten bei hohen Konzentrationen akzeptabel sind. Die entsprechenden intrinsischen, kineti-

schen Parameterschatzwerte der Reduktionsreaktionen sind in Tabelle 2.6 zusammengefasst.

A B
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Abbildung 2.8 Experimente zur Bestimmung der intrinsischen kinetischen Parameter fir die Reduktion von NDK. A:
Enzymkonzentrationsunabhdngige Anfangsreaktionsraten TON in % B: Konzentrationsverlauf von NDK, HK und dem
Diol innerhalb von 8000s.

Durch die Symmetrie des NDK-Molekiils und die Moglichkeit der Bindung beider Ketogruppen am aktiven
Zentrum erhoht sich die Assoziationsgeschwindigkeit im Vergleich zum HK, wodurch sich der Wert der
Assoziationskonstante verringert. Die GrofRe der Assoziations- bzw. Inhibierungskonstanten gibt Auf-
schluss tiber die Hemmung der Reaktionsrate aufgrund der Konzentrationen der entsprechenden Kompo-
nenten. Geringe Werte bedeuten, dass die Reaktionsrate schon bei geringen Konzentrationen gehemmt
wird. Gegenlaufig verhilt sich die Reaktion bei groRen Werten. Somit sind beide Reaktionen stark von der
Konzentration des Cofaktors und des zu reduzierenden Ketons abhangig. Die Parameter der zweiten Re-
duktion fiir HK und die Inhibierungskonstante des Diols haben einen weiten Vertrauensbereich, da expe-

rimentell nur geringe Umsatze fiir die zweite Reaktion gefunden wurden.

Tabelle 2.6 Schatzwerte fiir die kinetischen Parameter der zweistufigen Reduktion fiir einen geordneten, sequenziel-
len Mechanismus mit dem berechneten Vertrauensbereich. Die Werte mit einem Stern (*) gekennzeichnet sind von
dem ersten Reduktionsschritt Gbernommen.

. K% Kf/[ k:ed
Reaktion
[mM] [mM] [1/s]
1. Red. 6,57 0,102 11,26
Vertrauensbereich [min; max] [3,76; 9,37] [0,03; 0,17] [7,66; 14,88]
2. Red. 0,172 0,102 * 0,0274
Vertrauensbereich [min; max] [0,0943; 0,418] [0,03;0,17] * [0,0234; 0,0342]

A: NDK (1. Red.) | HK (2. Red.); B: NADPH
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2.3.4 Sensitivitdtsanalyse der intrinsischen Parameterschitzwerte

Die kinetischen Parameter der beteiligten Reaktionen sind die Grundlage fiir die Reaktormodellierung.
Die Anzahl von Experimenten ist aufgrund wirtschaftlicher und aufwandstechnischer Aspekte begrenzt.
Deshalb weisen die Parameterschdtzwerte unterschiedliche Vertrauensbereiche auf (Vgl. Tabelle 2.5 und
Tabelle 2.6). Um den Einfluss der einzelnen Parameter auf das Reaktionsverhalten im untersuchten Kon-
zentrationsbereich zu untersuchen, wurde eine Sensitivitatsanalyse durchgefiihrt. Hierzu wurde die glo-
bale varianzbasierte Sensitivitatsanalyse nach Sobol (Sobol 2001) herangezogen. Die Methode untersucht
das Verhalten unterschiedlicher Parameter eines Wertebereichs auf eine definierte ZielgroRe und wird in
der Analyse von komplexen Systemen genutzt. Abhdngig von der gewahlten ZielgroRe konnen unter-
schiedliche Effekte und Zusammenhiange bestimmt werden. In diesem Kapitel wird der Einfluss der Para-

meter auf das Residuum der Parameterschatzung (GDH(ST) und Gre2-HOB) aus Kapitel 2.3.3 bestimmt.

In dieser Analysemethode kénnen neben den individuellen Einfliissen (Sensitivitdt erster Ordnung) auch
Einflisse zwischen Parametern ermittelt werden (Sensitivitdt zweiter Ordnung). Letztlich wird mit der to-
talen Sensitivitit der allgemeine Einfluss bestimmt. Parameter, die durch Anderungen groRRen Einfluss auf
die ZielgroRe haben, resultieren in groRen Sensitivitdten. Parameter mit Sensitivitdten geringer als der

Wert 0,05 werden als insignifikant eingestuft (Zhang et al. 2015).

Die Sensitivitatsanalyse der GDH(ST) und Gre2-HOB Parameter wurde jeweils mit 10.000 Stichproben aus
zufédlligen Wertepaarungen der entsprechenden kinetischen Parameter untersucht. Die totale Sensitivitat
der Analyse nach Sobol fir die Cofaktor-Regeneration mit GDH(ST) ist in Abbildung 2.9 A dargestellt. Der
groRte Einfluss ist der Geschwindigkeitskonstante k,, zuzuordnen. Die héchste Auswirkung auf die Reak-
tionsgeschwindigkeit ist der Zusammenhang mit der Geschwindigkeitskonstante. Die Reaktionsrate setzt
sich aus den fundamentalen Umsetzungsschritten der beteiligten Molekiile zusammen. Die Reaktionsrate
ist eine rein chemische Konstante und bleibt unbeeinflusst von stofflichen Transportprozessen. Allerdings
ist die Bedeutung der Assoziationskonstanten komplexer, da sie von der Diffusion der Komponenten und

den Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und dem Substrat beeinflusst werden kénnen.
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Abbildung 2.9 Totale Sensitivitdten der kinetischen Parameter (Assoziationskonstanten Ky, und Inhibierungskonstan-
ten K;) der Cofaktor-Regenerationsreaktion (A) mit GDH(ST) und der Reduktionen mit Gre2-HOB (B).

Die Ergebnisse der Sensitivitditsanalysen der kinetischen Parameter der Reduktionen sind in
Abbildung 2.9 B dargestellt. Die Konzentrationsverlaufe im Satzreaktor sind am meisten beeinflusst durch
die Geschwindigkeitskonstante k*, die Assoziationskonstanten fiir NDK und NADPH. Die Sensitivitit des
Inhibierungsfaktors des Zwischenprodukts HK ist ebenfalls zu beriicksichtigen. Der Einfluss der Assoziati-

onskonstanten der zweiten Reduktion ist vernachlassigbar gering.

Die Sensitivitdatsanalyse stellt mogliche reaktionstechnische Optimierungspotentiale des Reaktionssys-
tems dar. Die Reaktionsrate der Reduktion wird durch die Konzentrationen von NDK und NADPH beein-
flusst, wobei der Effekt von NADPH geringer ist als von NDK. Trotzdem kann eine niedrige NADPH-Kon-
zentration die Reduktion beeinflussen. Daher ist die Regenerationsreaktion von entscheidender
Bedeutung fiir die Reduktion, da sie eine konstante Verfligbarkeit von NADPH sicherstellt. Die Assoziati-
onskonstante basiert auf den Assoziationsprozessen. Damit ist sie abhdngig von der Diffusion der Kompo-
nente. Der Assoziationsprozess kann durch diverse MalRnahmen verbessert werden. Ein Ansatz ist die Er-
héhung des Stofftransports durch eine Stromungsgeschwindigkeit des Mediums um das Enzym. Diese
kann durch eine entsprechende Strémungsfiihrung (Mischung) oder einen hoheren Volumenstrom er-
reicht werden. Es ist jedoch zu beachten, dass diese MaRnahmen negative Auswirkungen auf den Umsatz
und die Lebensdauer der Enzyme haben kénnen. Eine alternative Methode, die diese Nachteile vermei-
det, ist die Verkiirzung der Diffusionswege von NADPH. Nach der Sensitivitdtsanalyse kann somit die Re-
duktion entscheidend verbessert werden. Die weiten Diffusionswege aus der Bulkphase zum Gre2-HOB

kénnen durch eine lokale Regeneration mit Hilfe von GDH(ST) reduziert werden. Eine exakte, gewollte
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Anordnung ist durch die DNA-Nanotechnologie méglich und erlaubt sowohl die theoretische als auch die

experimentelle Untersuchung von Enzymkaskaden auf DONs.

2.4 Simulation von Enzymkaskaden auf DONs

Dieses Kapitel beschreibt den theoretischen Hintergrund zur Simulation von Assoziationsraten von En-
zymkaskaden auf DONs auf molekularer Ebene (Kapitel 2.4.1). Nach der Wahl eines geeigneten Pro-
gramms (Kapitel 2.4.2) wird auf die biologische Darstellung der Enzymkaskaden und die Einbettung in die

Simulationssoftware eingegangen (Kapitel 2.4.3).

2.4.1 Molekiilmechanik

In der Erforschung neuer funktioneller, biologischer Systeme und der Erarbeitung hochleistungsfahiger
Prozesse erlangen computergestiitzte Methoden immer gréRere Bedeutung. Dabei tragt die Untersu-
chung von physikalischen Phdnomenen auf molekularer Ebene einen entscheidenden Schritt zur Erarbei-
tung neuer, funktioneller Materialien bzw. maRgeschneiderter Molekile bei (Satoh 2011; Rabe et al.
2017). Die Reaktionen und die intermolekularen Interaktionen eines biologischen Prozesses basieren auf
der Wechselwirkung zwischen Atomen. Die Teilschritte in einem solchen Prozess decken unterschiedliche
GroRen- (nm bis um) und Zeitskalen (fs bis ms) ab. Typische Teilprozesse reichen in diesen Bereichen von
Bindungsdehnungen, -biegungen (10~1* s) tiber allosterischer Regulierung (10~** — 1077 s) bis zur Pro-
teinfaltung (10~° — 1 s) (Schlick 2010). Zur Abbildung von Assoziationsprozessen mittels Simulationstech-
niken ist eine detaillierte Modellierung unterschiedlicher Langen- und Zeitmalie erforderlich. Eine gréRere
Detailgenauigkeit (kleinere Zeit- und Langeneinheiten) erfordert jedoch einen héheren Rechenaufwand.
Die Berechnung von biologischen Systemen erfolgt mithilfe von zwei verschiedenen Methoden: Quanten-
mechanik (QM) und Molekiilmechanik (MM). Die schnellste modellierte Bewegung bestimmt dabei das

GrolRen- und Zeitmal3. (Abbildung 2.10) (Lorenz und Doltsinis 2017).
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Abbildung 2.10 A: Molekularsimulationsmethoden und das abgebildete GréRen- und Zeitmal (Ozboyaci et al. 2016).
B: Schematischer Verlauf der freien Energie wahrend einer Enzymreaktion mit einem Substrat. Die Teilschritte Asso-
ziation, Reaktion und Dissoziation sind in dem Graphen markiert. Der Graph wurde nach Cornish-Bowden erstellt
(Cornish-Bowden 2012).

Die QM beschreibt Elektronenbewegungen und Interaktionen zwischen Atomen in einem System,
wodurch chemische Reaktionen abgebildet werden konnen (Abbildung 2.10 B). Die QM (z.B. density func-
tional theory oder ab initio molecular orbital theory) simulieren nur wenige Atome, die an der Reaktion
beteiligt sind. QM-Simulationen berechnen das Verhalten im GréRenintervall von Nanometern (nm) und
einem Zeitintervall von wenigen Mikrosekunden (us). Mit der QM lassen sich dabei wichtige Reaktions-
schritte (Bindungsbriiche, -bildungen oder Ubergangszustinde) berechnen. Ein gesamtes, biologisches
System mit QM zu berechnen ist aufgrund der GroRBe und der Anzahl der Atome nicht méglich (Masgrau

et al. 2017).

Die MM ist eine Technik, die klassische Ansatze der Mechanik verwendet, um molekulare Systeme zu
beschreiben und ihre Bewegungen zu berechnen. Die MM ist ein wertvolles Werkzeug zur Modellierung
von Atom- und Molekiilbewegungen und bietet die Moglichkeit, Prozesse wie Assoziation, Dissoziation
und Konformationsdanderungen von Molekilen zu untersuchen und zu berechnen (Abbildung 2.10 B). Da-
bei werden die Atome als Partikel mit einer festen Masse und Partialladung dargestellt. Die Bindungen
zwischen den Atomen werden als mechanische Federn beschrieben. Kréfte, die durch die Umgebung (z.B.
durch andere Molekiile, das Losungsmittel oder geléste lonen) auf die Atome induziert werden, werden

durch Kraftfelder beschrieben. Die Bewegung eines Atoms bzw. Partikel i folgt der klassischen Mechanik
mit der Newtonschen Gleichung (F =m- %). Als stochastische Alternative zur klassischer Newtonschen

Dynamik beschreibt die Langevin-Dynamik (Tuckwell 1995) die Kraft auf ein Partikel Gber den Gradienten

des herrschenden Potentials E, abhangig vom Ort 7; der Partikel.
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Die Erweiterung der Langevin-Gleichung (Gl. 2.21) durch die Inklusion systemspezifischer Terme ermog-

licht die Modellierung von komplexeren Wechselwirkungen. Diese Wechselwirkungen werden durch

Krafte auf die Atome reprasentiert, die durch die Definition geeigneter Kraftfelder oder Potentiale E dar-

gestellt werden konnen. Die Kombination verschiedener Potentiale ist gemaR dem Newtonschen Gesetz

additiv (Gl. 2.22). Die auf die Atome wirkenden Krafte unterteilen sich in kurz- und weitreichende Krafte.

Kurzreichende Krafte resultieren aus intra- und intermolekularen Wechselwirkungen. Intramolekulare

Wechselwirkungen bestimmen die Potentiale, die in einem Molekiil herrschen. Ein Uberblick Gber die

wichtigsten Potentiale ist in Tabelle 2.7 dargestellt. Die mathematische Beschreibung der Potentiale ent-

spricht einem Federkraftpotential mit der Federkonstante k (Schlick 2010).

Tabelle 2.7 Potentiale fir unterschiedliche intramolekulare Wechselwirkungen mit grafischer Darstellung.

Potential Gleichung Darstellung
Harm. 1 eq\2
Schwingung By = Ekb(Rij - Ri]g e C (ﬁ) ( )
Morse Epy = Dij[l - eXp(—a(Rij - Rf}-"))]z 2.24
0k
. 1 eq\2
Winkel E, = Ekw(eijk — 0k 2.25
Uneigentliche 1 2 @
E, ==k o — péd 2.26
Torsionswinkel 472 d(d)”kl ¢Ukl
Dijki
_ v, cq i
Torsion Er = > [1 + cos (njjp; — ¢ijkl 2.27

®ijki

Bindungspotentiale zwischen zwei Atomen werden durch harmonische und bei Bindungsbriichen und gro-

Ber Auslenkung mit Morsepotential beschrieben (Gl. 2.23). Die Morsedehnung ersetzt die harmonische
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7]

Dehnung nach Gl. 2.24 mit der Dissoziationsenergie D;; und a = (2 )w. Dabei beschreibt u die redu-

zierte Masse und w die harmonische Schwingungsfrequenz.

Das Potential der Beugeschwingung E,, bezieht sich auf den Winkel 8;;;, der durch drei Atome aufge-

spannt wird. Die Beugeschwingung wird mit einem harmonischen Potential beschrieben (GI. 2.25).

Wechselwirkungen zwischen vier Atomen werden (iber den uneigentlichen Torsionswinkel (Gl. 2.26) und
das Torsionspotential (Gl. 2.27) beschrieben. Das Potential des uneigentlichen Torsionswinkels halt bei-
spielsweise Benzol planar und wird mit dem Winkel ¢, ;;; berechnet, der sich zwischen den Ebenen durch
die Atome ijk bzw. jkl aufspannt. Das Torsionpotential erlaubt die Rotation einer Bindung mit der Torsi-

onsbarriere V, und mit der Anzahl n der Potentialminima (Schlick 2010; Lorenz und Doltsinis 2017).

Bei intermolekularen Wechselwirkungen wird zwischen van-der-Waals (VdW) und elektrostatischen
Wechselwirkungen unterschieden. Die VdW-Krafte zwischen den Atomen von zwei Molekilen kénnen mit

dem Lennard-Jones-Potential (12,6) (Gl. 2.28) beschrieben werden, das sich aus der Potentialmulde €;;
und dem minimalen Abstand o;; (Berlhrpunkt der Atomradien) zusammensetzt. €;; = ,/€;€; berechnet
sich mit den beiden atombezogenen Potentialmulden (bzw. Einzugsradien) und g;; = % mit den Atom-

radien g; und o;. Beide Werte werden nach der Lorentz-Berthold-Methode berechnet (Lorentz 1881). Mit

dem VdW-Potential werden schwache nicht-kovalente An- und AbstoRungskrafte beschrieben.

12 6
1) (&)
Rij R”

Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen zwei Atomen kdnnen mithilfe des Coulombschen Ge-

2.28

setzes quantifiziert werden, was in einer Berechnung des entsprechenden Potentials Egg resultiert (Gl.
2.29). Das Potential Egg setzt sich aus den Partialladungen q;, q; der Atome, deren Abstand R;; und der
Dielektrizitdatskonstante €, zusammen. Abhangig von der Ladung der Atome ziehen sich diese an (entge-

gengesetzte Ladung) oder stoBen sich ab (gleiche Ladung).

Egs = Ime Ry, 2.29

Die elektrostatischen Wechselwirkungen haben eine groflere Reichweite und tragen einen GroRteil zur

Konformation und zum Assoziationsverhalten zweier Molekiile bei.

Die Modellierung der inter- und intrapartikularen Krafte werden in der MM genutzt, um das Molekilver-
halten zu simulieren. Abhangig von der GréRen- und Zeitskala wird die MM in die molekulardynamische
Simulation (engl.: molecular dynamics, MD) und die Simulation starrer Kérper (engl. coarse grained me-
thods) unterteilt. Die MD-Simulationen ermdoglichen die Simulation mehrerer Molekile in einem festen

Volumen. In Anwesenheit von Losungsmittel und anderen gelésten Molekilen wird dabei das elastische
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Verhalten der Molekiile und der intramolekularen Atomanordnungen berechnet. Somit kdnnen geringe
Konformationsanderungen und allosterische Regulationen dargestellt werden. Generell werden die
MD-Systeme in einem GréRenbereich von 10 nm und fiir wenige 1 Nanosekunden berechnet. In den letz-
ten Jahren wurden auch groRRere MD-Systeme berechnet, die jedoch einen groBen numerischen Aufwand

mit sich bringen (Bhattacharya et al. 2011; Yoo et al. 2020).

Die Simulation von Molekiilen als starre Korper erlaubt die Berechnung gréRRerer Zeitskalen durch Appro-
ximation der Interaktionen zwischen einem Molekil und dem Lésungsmittel, vernachlassigt jedoch Kon-
formationsanderungen der Molekiile. Diese Methode wird als Brown‘sche-Dynamik (BD) Simulationen
bezeichnet. Die BD basiert auf der Annahme, dass die Bewegung der in der Simulation betrachteten Mo-
lekiile im Losungsmittel durch zuféllige Brown‘sche Molekularbewegungen beschrieben werden kann. Im
Allgemeinen sind die simulierten Molekile viel groRer als das Losungsmittel, wodurch ihre Bewegung
durch die Hydrodynamik des Losungsmittels bestimmt wird (Bian et al. 2016; Mizuta et al. 2019). Bei dif-
fundierenden Molekiilen, die dhnlich groR wie das Losungsmittel sind, gelangt die BD an ihre Grenzen
(Schmidt und Skinner 2003). Wie die MD basiert die BD auf dem Langevin-Modell, vernachlassigt jedoch
die intramolekularen Krafte und die explizite Simulation der Lésungsmittelmolekdile. Der Einfluss des L6-

sungsmittels und die Brown‘sche Bewegung erweitern die Langevin-Gleichung (GI. 2.21):

F=-VE(r;)) +&u + Fb(¢t) 2.30
Der zweite Term auf der rechten Seite in Gl. 2.30 beschreibt den Einfluss des Lésungsmittels mit der Re-
lativgeschwindigkeit u der Partikel und dem Reibungsfaktor ¢ = 6mnd fur den Partikeldurchmesser d und
die dynamische Viskositat 7 des Lésungsmittels. Die Langevin-Kraft F?(¢) ist eine zufillige Kraft aufgrund
von ZusammenstolRen zwischen Losungsmittelmolekiilen und dem bewegten Molekil. Sie ist eine
stochastische Variable, die ein normalverteiltes weiles Rauschen darstellt (engl.: zero mean Gaussian
noise). In der BD wird die Bewegung als statistischer, zufélliger Prozess modelliert. Dadurch ist der Mittel-
wert der Langevin Kraft F? konstant, zeitunabhangig und kann als null angenommen werden (Gl. 2.31).
Weiterhin wird angenommen, dass die Korrelationszeit infinitesimal klein ist, wodurch sie proportional

zur Delta-Funktion mit der Gewichtung des Diffusionskoeffizienten D; wird (Gl. 2.32) (Kubo 1966).

(FP())=0 2.31
(FP(FP(t)) = 2D;6(t — t) 2.32
D; = k,T/¢ 2.33

Die Implementierung der Brown’schen Dynamik erfolgt mit der Einstein-Smoluchowski-Beziehung
(Gl. 2.33) als ortsaufgeloste, gedampfte Langevin-Gleichung. Mit einem definierten Zeitschritt kann somit
die Brown‘sche Bewegung nach Gleichung 2.35 berechnet werden.

dT'L' Di de (t)
—l=__LyE+ /2D,
dt = Jgr ' VAT 234
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D:
r;(t + At) = 1 (t) — ﬁVEAt + /2D;At FP(t) 235
b

Das Losungsmittel hat neben der Beeinflussung der Bewegung der Partikel auch einen abschirmenden
Effekt auf die elektrostatischen Kréfte. Aus diesem Grund wird das Coulombsche Potential Egg in der BD
angepasst (engl.: screened Coulomb potential). Das Coulombsche Potential (Gl. 2.29) wird mit der inversen

Debye Lange k = 1/, als Abschirmungsparameter angepasst:

— keqlq] eKRij

ES,s = 2.36

ij

e — L /M
Mit: k = Fr copT 2.37

In Gleichungen 2.36 und 2.37 wird mit der Coulombschen Konstante k., der Boltzmann Konstante k;, und
der Temperatur T das abgeschirmte elektrostatische Potential Egg ¢ berechnet. Die lonenstdrke des L6-
sungsmittels ist in dem Abschirmungsparameter fiir die Ladung Q, und der Konzentration ¢, des entspre-

chenden a-wertigen Salzes enthalten.

Die BD ermoglicht es, grofRere, biologische Systeme mit bis zu 500.000 Atomen und fir Simulationszeiten
bis zu wenigen ms abzubilden (Ozboyaci et al. 2016). Einer der vielversprechendsten Anwendungsberei-
che der BD-Simulation ist die Berechnung von Assoziationsprozessen zweier Molekiile. In dieser Arbeit
wird das grundlegende Verhalten der NADPH Assoziation mit Gre2-HOB und der Einfluss von DONs mit

BD-Simulationen untersucht.

2.4.2 Brown‘sche-Dynamik (BD) Simulations-Software

In den letzten Jahrzehnten wurden unterschiedlichste BD-Programme geschrieben, die abhangig von ihrer
Anwendung unterschiedliche BD-Algorithmen nutzen (Northrup et al. 1982; Northrup et al. 1984; Elcock
2004; Roberts und Chang 2016). Ein Uberblick iiber eine Auswahl an Programmen wird in Tabelle 2.8 ge-
geben. Die Protein-Protein (P-P) und Substrat-Protein (S-P) Assoziation mit flexiblen Molekilen wurde mit
MakroDox und University of Houston Brownian Dynamics (UHBD) Software untersucht und dient als
Grundlage fur viele BD-Programme (Pearson und Gross 1998; Huber und Kim 1996; Rojnuckarin et al.
2000). Basierend auf Assoziationsereignissen bei den Berechnungen fiihrt die UHBD die Berechnung der
Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten (AGK) ein. Die ,,Simulation of Diffusional Association” (SDA) Soft-
ware ermoglicht die Berlicksichtigung von Umgebungsbedingungen wie pH-Wert oder Salzgehalt (Spaar
und Helms 2005) und inspirierte die Erstellung von Browndye (Huber und McCammon 2010). Ein weiteres
Programm zur Untersuchung bimolekularer Systeme ist GeomBD. Mit der dritten Version des Programms
wurde neben der Berechnung von Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten auch das Simulieren des
Transportverhaltens fiir Substrate bzw. Intermediate einer Enzymkaskade ermdglicht (Roberts und Chang

2015, 2016). Die Software wurde speziell fir die Untersuchung von auf DONs immobilisierten Enzymen
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entwickelt. Die Berechnung von Substratdiffusion und -assoziation in Dimensionen einer Zelle kann mit
Mcell, ChemCell oder Smoldyn modelliert werden (Stiles und Bartol 2001; Plimpton und Slepoy 2005;

Andrews et al. 2010).

Tabelle 2.8 Simulationsprogramme basierend auf BD und ihre Anwendung. Die Assoziation von zwei Proteinen wird
mit P-P und von einem Substrat und einem Protein mit S-P abgekdirzt.

Programm Anwendung Quellen

P-P/S-P Assoziation
MakroDox (Pearson und Gross 1998)
Flexible Molekiile

P-P/S-P Assoziation
(Huber und Kim  1996;
UHBD Flexible Molekiile, Berechnung von Assoziationsge-
Rojnuckarin et al. 2000)
schwindigkeitskonstanten

P-P/S-P Assoziation (Spaar und Helms 2005)
SDA Starre Molekile, Umgebungseffekte, Kompetitive

Assoziation

P-P/S-P Assoziation
Browndye Starre Molekile, Umgebungseffekte, Kompetitive (Huber und McCammon 2010)

Assoziation

P-P/S-P Assoziation + Substrat Transfer
(Roberts und Chang 2015; Gao
GeomBD3 Starre Molekile, Umgebungseffekte,
et al. 2016)
Simulation von DON-Enzymkomplexen

(Stiles und Bartol 2001; Plimp-
Mcell, ChemCell,
Assoziationen in Zellen ton und Slepoy 2005; Andrews
Smoldyn
et al. 2010)

Wegen der Einbindung von DNA-Nanostrukturen in der BD-Simulation wurde in dieser Arbeit GeomBD fiir
die Simulationen auf molekularer Ebene gewahlt. Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick tiber die Soft-

ware GeomBD und deren Anwendungen gegeben.

Der Algorithmus basiert auf der Brown‘schen Bewegung (Gl. 2.30-2.37). Intramolekulare Wechselwirkun-
gen werden nicht berechnet, da die Molekiile als starre Kérper betrachtet werden. In den Simulationen
werden die relativen Diffusionen des Liganden zum Rezeptor (Protein oder Protein-DON Komplex) be-
rechnet. Sowohl der translatorische (Gl. 2.38), als auch rotatorische Diffusionskoeffizient (Gl. 2.39) wer-

den nach der Stokes-Einstein-Gleichung mit dem hydrodynamischen Durchmesser berechnet:

D _ k,T 1 4 1
translation — 6mn Tigand | Treceptor 2.38
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5 k,,T( L, 1 )
tation = 5~
roratten 87-[7] rl%gand rr?:ecepto‘r 2.39

Die Berechnung der Kraftfelder von Van-der-Waals- (VdW) und abgeschirmten elektrostatischen Wech-
selwirkungen (Gl. 2.28 und Gl. 2.36) erfolgt vor der Simulation mittels eines festen Gitters (LJ-Gitter engl.:
Lennard-Jones grid; bzw. ES-Gitter engl.: electrostatic grid). Zudem bietet das Programm die Mdglichkeit,
das Volumen des Rezeptors durch Ausschluss aus dem Gitter zu definieren, um Uberlappungen von Mo-
lekiilen zu verhindern (EX-Gitter; engl.: exclusion grid). Die BD-Simulation erméglicht die Simulation von
zwei verschiedenen Szenarien: (i) indirekte Northrup-Allison-McCammon-Simulation (NAM-Simulation)
flr Assoziationen aus dem Bulkvolumen und (ii) direkte Simulation des Transports eines Substrats oder

Intermediats zwischen zwei Enzymen. Diese beiden Szenarien sind in Abbildung 2.11 dargestellt.

A B

Abbildung 2.11 Schematische Darstellung der Anwendungsfalle von GeomBD. A: indirekte/NAM Methode (Adsorp-
tion aus der Bulkphase) b: Startradius der Liganden qg: Austrittsradius. B: direkte Methode (Substrattransfer zwischen
zwei Rezeptoren).

Bei der indirekten Assoziation wird ein Ligand an einer zufalligen Position mit dem Abstand b vom Rezep-
tor erzeugt. Liganden, die sich weiter als die Austrittsentfernung g aufhalten, werden vernachlassigt, da
die Wahrscheinlichkeit einer Assoziation minimal ist. Sowohl b als auch g werden abhéngig von dem Re-
zeptor gewahlt. Fir kleine Rezeptoren betragen diese beispielsweise b = 13,5 nm und ¢ = 67,5 nm
(Roberts und Chang 2015). In der direkten Assoziation (Substrat Transfer) werden Liganden an einem vor-
definierten Ort erstellt. Die Startposition des Liganden bzw. Substrats kann beispielsweise in der Ndhe des
aktiven Zentrums des Ausgangsenzyms festgelegt werden. Sobald ein Binde- oder Austrittsereignis statt-
findet, ist die Berechnung des entsprechenden Liganden abgeschlossen und es wird ein neuer Ligand an
einem Startpunkt erstellt. Mit Hilfe der BD-Simulation lassen sich die Geschwindigkeiten der Assoziation

unterschiedlicher Substrate berechnen. Die Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten (AGKs) berechnen
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sich fir beide Methoden (iber die Bindeereignisse. Das Ereignis fiir die Bindung eines Substrates kann liber
zwei Methoden definiert werden. Daflir muss ein Bereich fiir eine erfolgreiche Assoziation angegeben
werden (Kugelvolumen mit Bindezentrum und Radius). Sobald entweder (i) das Zentrum des Liganden
oder (ii) ein vordefiniertes Atom des Liganden in das Kugelvolumen eintritt, wird die Assoziation als abge-
schlossen angenommen. Informationen iber Methoden, Anzahl der berechneten Liganden, Umgebungs-

variablen und Bindebedingungen werden in einer Eingabe-Datei angegeben.

Crystal structure Receptor
(protein data bank)
GED input
Modification
(MolProbity)
Structural Structural. electrostatic ) )
information » Parameterization 2 information .l ?Erg EI'_rfaE;T 3 Simulation
(PDE file) (POR file) ree e

F Y

GeomBD
Ligand creation Parameter library

{Avogadro) T

L3

Calculation of
partial charges

iStructural formular.-_" (AMBER) X
Ligand

h 4

Abbildung 2.12 Flussdiagramm des Vorgehens einer Simulation mit GeomBD. Die nétigen strukturellen Molekilda-
teien (Blau: Ligand; Gelb: Rezeptor) werden entweder erstellt oder von Proteindatenbanken bezogen. Nach der Zu-
weisung von Partialladungen werden Kraftfeldgitter erstellt, die in der BD-Simulation genutzt werden. Allgemeine
Informationen fiir die Methode, Bindung und Anzahl der berechneten Liganden werden in einer ,,GBD-Input“-Datei
angegeben. Modifikationen (MolProbity (Williams et al. 2018)), Ligand Erstellung (Avogadro (Hanwell et al. 2012))
und die Berechnung der Partialladungen von kleinen Molekillen (AMBER (Case et al. 2005)) werden mit zusatzlichen
Programmen durchgefiihrt.

Das Vorgehen zum Erstellen einer Simulation zur Berechnung einer AGK eines Substrats (Ligand) an einem
Enzym (Rezeptor) mit GeomBD ist in Abbildung 2.12 dargestellt. Im ersten Schritt miissen die molekularen
Informationen des Rezeptors und des Liganden bereitgestellt werden. In Protein-Datenbanken (z.B. RCSB:
https://www.rcsb.org/; Protein Data Bank Europe: https://www.ebi.ac.uk/pdbe/) kann auf unterschiedli-
che digitalisierte Kristallstrukturen (PDB-Dateiformat) zugegriffen werden. Die Kristallstrukturen werden
entweder mit Rontgenkristallographie, NMR-Spektroskopie oder mit Elektronenmikroskopie ermittelt
und umgewandelt. Je nach Aufnahmemethode missen die Kristallstrukturen nachbearbeitet werden.
Dies beinhaltet die Erganzung von fehlenden Atomen, wie Wasserstoffatomen oder das Reparieren von
Strukturen, das durch das online Tool MolProbity ermdglicht wird (Williams et al. 2018). Eine weitere
Modifikation kann die Fusionierung mehrerer Molekile beinhalten. Fir die Untersuchung von Enzym-
kaskaden auf DONs werden die entsprechenden Enzyme tiber Verbindungsmolekiile (Linker, z.B. Tags) mit
den DONs zusammengefiihrt. Die korrekte Bezeichnung und Nummerierung der Kristallstruktur (PDB-Da-

tei) ist fir die Parametrisierung und Berechnungen mit GeomBD essenziell, da ansonsten falsche
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Ergebnisse produziert werden. In GeomBD ist eine Datenbank mit Partialladungen von Standard-Amino-
sauren hinterlegt, die bei der Parametrisierung genutzt wird, um Atomen deren entsprechende Partialla-
dung zuzuweisen. Die Parameter basieren auf AMBER, GAFF und 14SB Kraftfeldern (Case et al. 2005; Sa-
lomon-Ferrer et al. 2013; Ponder und Case 2003; Tian et al. 2020). Durch die Parametrisierung wird aus
der Datenbank und der PDB-Datei eine PQR-Datei erstellt. Die PQR- Datei enthalt neben den strukturellen
auch elektrostatische Informationen der Atome. Ein Uberblick zu den einzelnen Dateiformaten und deren
Syntax wird in Kapitel A4 gegeben. Kleine Molekiile sind nicht in den Proteindatenbanken zu finden und
kénnen anhand ihrer Strukturformel (z.B. mit ihrem SMILE-Code) mit dem Programm Avogadro konstru-
iert werden (Hanwell et al. 2012). Die Energie der erstellten Liganden wird anschlieRend minimiert. Da die
meisten kleinen Molekdle nicht aus Standard-Aminos&uren aufgebaut sind, werden die partiellen Ladun-
gen der Atome mit AMBER berechnet und in die GeomBD-Datenbank eingepflegt (Case et al. 2005). Mit

der bereitgestellten Parametrisierung werden anschlieRend PQR-Dateien des Liganden erstellt.

Nach erfolgreicher Erstellung der Dateien zu Rezeptor- und Liganden-Molekiilen, die strukturelle und
elektrostatische Informationen enthalten, werden die Potentialgitter generiert. Die Gitter fir VdW- und
abgeschirmte elektrostatische Wechselwirkungen (LJ- und ES-Gitter) werden mit Informationen Uber
Reichweite, Gitterabstande und lonenstarke des Losungsmittels berechnet. Die Konfigurationen der Git-
tererzeugung wurden bei allen Berechnungen konstant gehalten. Ein Exklusions-Gitter (EX-Gitter) kann
bei Bedarf berechnet werden, welches ein Uberlappen der Molekiile verhindert. Im Anhang (Kapitel A5)
sind die Standardeinstellungen und die Befehle zur Handhabung von GeomBD angegeben. Im letzten
Schritt wird die Simulation gestartet. GeomBD bietet die Moglichkeit einer parallelisierten Berechnung,

vorausgesetzt der genutzte Compiler unterstitzt Cilk Plus (Asai und Vladimirov 2015).

2.4.3 Berechnung von Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten

Die Berechnungen mit GeomBD, beschrieben in Kapitel 2.4.2, ermoglichen die Ermittlung der AGK k,,
(direkte Assoziation) und der Transfergeschwindigkeitskonstanten (TGK) K;,girect (indirekte Assoziation)
aus den Assoziations- und Austrittsereignissen. In der direkten Simulationsmethode ist der Zusammen-
hang zwischen der AGK zweiter Ordnung nach Gleichung 2.40 gegeben (Roberts und Chang 2016). Dabei
ist B das Assoziationsverhéltnis aus Assoziationsereignissen bezogen auf alle Ereignisse (Assoziation und
Austritt). k;(r) = 4mrD wird fur den Startradius b und Austrittsradius ¢ mit dem relativen Diffusionsko-
effizienten D berechnet. Damit ergibt sich eine Assoziationsrate nach Gleichung 2.41. Dabei entspricht

die beobachtete AGK k;P? der indirekten AGK k.

Bka(b)

kon =
1-0-PEG
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Vass = ki P [E][A] = kon[E][A] 2.41
Die Berechnung der AGK kfpp' fiir einen Enzymkomplex mit Nahordnung bertlicksichtigt zur indirekten
Assoziation aus der Bulkphase noch die direkte Assoziation eines nahen Enzyms. Fir die Berechnung der
resultierenden Assoziationsrate (Gl. 2.42) missen somit beide Falle berechnet werden. Die indirekte AGK
(Gl. 2.43) berechnet sich aus der Assoziationsrate aus der Bulkphase und beriicksichtigt die direkt assozi-
ierten Liganden. Die direkte TGK bildet sich aus dem Assoziationsverhaltnis B4irex: Und der durchschnitt-

lichen Zeit tpinq,qvg, die ein Ligand beim Transfer bendtigt (Gl. 2.44).

Vass = kfppl[E] [A] = kdirekt [E] + kindirekt [E] [A] 2.42
kingirece = (1 = Bairect)Kon 2.43
1 2.44

kairect = Bairect ¢
bind,avg

In der Reaktionsgleichung der makroskopischen Reaktion aus Kapitel 2.3.2 kann mit der neuen beobach-
teten AGK kfpp' der Einfluss einer Nahordnung eingebunden werden (GI. 2.45). Der Nenner des letzten
Terms kann als ein Verstarkungsfaktor verstanden werden. Ohne direkte Assoziation nimmt er den Wert

1 an und vergroRert sich mit einer schnelleren, direkten Assoziation.

KA,app — k—l — k—l . 1
M kfpp’ Kindirect (1 + r kdirect[A]) 2.45
indirect

Wie schon in Kapitel 2.3.4 erwdhnt, ist die Verfligbarkeit von NADPH wichtig zum Aufrechterhalten der
Reduktion. Die Diffusion von NADPH ist im Vergleich zu NDK und HK langsamer, weshalb eine Reduktion
der Diffusionswege von NADPH einen groReren Einfluss hat. Speziell bei Fallen einer Hemmung der Re-
duktion aufgrund von NADPH-Mangel kénnte eine kiirzere Diffusionsstrecke aufgrund von Nahanordnun-
gen profitabel sein. Der Einfluss von direkter NADPH Assoziation durch eine Nahordnung auf die Anfangs-
reaktionsrate der ersten Reduktion wurde exemplarisch flir unterschiedliche NADPH-Konzentrationen
und verschiedene Werte der direkten TGK berechnet. Das Verhaltnis von v ..+ zuU einer Reaktionsrate
ohne Einfluss durch Nahordnungen v, ist in Abbildung 2.13 dargestellt. Der Bereich der NAPDH-Konzent-
rationen entspricht den Werten aus der Parameterbestimmung aus Kapitel 2.3.3 (Abbildung 2.8 A). Die
Nahanordnung hat keinen Einfluss auf den Diffusionsweg von NDK, da dieses aus der Bulkphase diffun-
diert. Aus diesem Grund wurde dessen Assoziationskonstante als unbeeinflusst betrachtet. Die konzent-

rationsunabhangige TGK k4. Wurde linear erhéht, wahrend die indirekte TGK konstant blieb.
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Abbildung 2.13 Effekt der direkten Assoziation durch Verstarkung der Anfangsreaktionsrate vgi,ect, bezogen auf die
freie Anfangsreaktionsrate v, fir unterschiedliche NADPH-Konzentrationen bei linear skalierter TGK. Die Kurve fir
0,01 mM NADPH ist aufgrund der Grenzen der Y-Achse abgeschnitten (*).

Ohne Einfluss der direkten Assoziation (kg4i.c: = 0) ist keine Verbesserung der Anfangsreaktionsrate zu
vermerken. Die Vorteile der direkten Assoziation werden bei niedrigen Konzentrationen von NADPH of-
fensichtlich. Der Verbesserungsfaktor v i ec:/Vy ist reziprok proportional zur NADPH-Konzentration. Das
ist der Grund fiir die Erhohung der Reaktionsrate bei geringeren NADPH-Konzentrationen. Hierbei domi-
nieren die Ereignisse der direkten Assoziation im Vergleich zur indirekten. Umgekehrt sind die Assoziatio-
nen aus der Bulkphase bei hoherer NADPH-Konzentration wahrscheinlicher als die direkte Assoziation.
Eine Nahanordnung der Enzymkaskade zur Verringerung der Diffusionswege und somit der Assoziations-
konstante von NADPH wirde also eine Verbesserung der Reaktionsgeschwindigkeit der ersten Reduktion
ergeben. Speziell bei geringen NADPH-Konzentrationen profitiert das System von der Nahanordnung der

Enzyme.

Dieser Effekt wird in dieser Arbeit durch die Berechnung die NADPH Assoziation solcher Systeme mit
GeomBD untersucht. In einem ersten Schritt wurde die Assoziation aus der Bulkphase berechnet, da diese
ebenfalls fir die Bestimmung der direkten AGK benétigt wird. In einem weiterfiihrenden Schritt wurde
die direkte Assoziation von einem GDH(ST) Enzym mit unterschiedlichen Abstdnden zwischen den Enzy-

men untersucht und bewertet.
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2.4.4 Indirekte Assoziation

Die indirekte Assoziation wurde fiir den Rezeptor Gre2-HOB mit dem Liganden NADPH untersucht. Im
Folgenden wird das Vorgehen bei der Simulation eines Rezeptor-Liganden-Systems nach Abbildung 2.12
beschrieben. NADPH wurde mit dem SMILES-Code (PubChemlID: 5884) mit Avogadro erstellt. NADPH
wurde anschliefend mittels Avogadro energetisch minimiert. In AMBER wurden die Partialladungen der

Atome mit dem 14SB Kraftfeld berechnet und in die Datenbank von GeomBD eingebunden.

Der Rezeptor ist ein fusioniertes Enzym aus der KRED Gre2 (PDBID: 4pvd) (Guo et al. 2014) und dem HOB-
Tag (PDBID: 6U32) (Deo et al. 2021). Die Proteinstruktur wurde tiber die RCSB-Protein-Datenbank bezo-
gen. Fehlende Wasserstoffatome wurden mit MolProbity hinzugefiigt. Die beiden Molekiile wurden mit
einen GGGGS-Linker (Chen et al. 2013), erzeugt in Pymol (Schrédinger und Warren Delano), am C- bzw.
N-Terminus verbunden. Das entstehende Fusionsprotein wurde mit MD-Simulationen energetisch mini-
miert und ist in Abbildung 2.14 dargestellt. NADPH geht nach MD-Simulationen von Guo et al. mit LYS169
der Gre2 eine Bindung ein (Guo et al. 2014). Die entsprechende Bindetasche ist als ein griines Kugelvolu-
men mit einem Radius von 15 A visualisiert. Die Assoziation gilt als erfolgreich, wenn sich das Zentrum

des diffundierenden NADPH Molekil innerhalb des griinen Volumens befindet.

Abbildung 2.14 Darstellung der Oberflachen des Gre2-HOB Fusionsproteins mit gefarbten Oberflachen zur Identifizie-
rung der Komponenten. Orange: Gre2 mit der Bindetasche (Griin); Rot: GGGGS-Linker; Beige: HOB.

Die Struktur des Fusionsproteins zeigt eine Orientierung der Bindetasche. Dadurch haben die Liganden
abhangig von ihrer Startkoordinate unterschiedliche Diffusionswege und Wahrscheinlichkeiten zur Asso-
ziation. Der GGGGS-Linker definiert den Abstand der beiden Proteine und erméglicht eine Rotation der

beiden Proteine zueinander und gibt somit der Orientierung der Bindetasche einen Freiheitsgrad.
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In der Vorbereitung der Simulation wurden LJ-, ES- und EX-Potentialgitter erstellt. Die Liganden werden
auf einem Startradius von b = 100 A erstellt und treten bei einer Entfernung von g = 300 A aus dem
Simulationsvolumen aus. Zur Untersuchung unterschiedlicher Einflisse von Kraftfeldern wurden die Kom-
binationen: ES+EX und ES+LJ untersucht. Die Simulationen wurden mit 10.000 zufallig positionierten Lig-
anden auf einem Hochleistungs-Computercluster (BwForCluster) durchgefiihrt (Details in Kapitel A5). Auf-
grund des stochastischen Charakters der Modellierungsmethode wurden die Berechnungen dreifach
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2.15 dargestellt. Die Berechnung von knapp 140000 Lig-
anden ergab eine konvergierte AGK von 7,51 + 0,15 - 108 M~1s~1(Konvergenzkriterium: 2e-3). Uber die
Steigung des Verhaltnisses von Bindeereignissen zur Zahl der Ereignisse (Abbildung 2.15 C) berechnet sich

das Assoziationsverhaltnis § zu 0,0164.
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Abbildung 2.15 Diagramme der indirekten Assoziationsberechnungen bezogen auf alle Ereignisse (Assoziation und
Austritt). A: Konvergenzverhalten der Rechnungen; B: indirekte Assoziationsgeschwindigkeitskonstante k,,; C: An-
zahl der Bindeereignisse zu den gesamten Ereignissen; D: Start der Simulation mit auf einer Kugel zufallig verteilten
NADPH Molekilen an Gre2-HOB mit der Bindetasche (Grin).

Die Simulationen mit ES und EX-Potentialfeld zeigen ein lineares Verhalten der Bindungs- und der gesam-
ten Ereignisse (Abbildung 2.15 C) und damit ein konstantes Assoziationsverhéltnis . Untersuchungen des
LJ-Potentials resultieren in Assoziationen von Liganden an ungewollten Positionen der Enzymoberflache,
die den Rechenaufwand erhéhen. Diese Liganden werden nicht als assoziiert angenommen, sodass ihre
Bewegung weiterhin berechnet wird. Wie in Abbildung 2.16 dargestellt, halten die LI-Krafte die Liganden

fest und verhindern somit ein Austreten oder eine Assoziation.

60



Die mit dem LJ-Potential verbundenen, schwachen VdW-Krafte verringern danach die Assoziationsrate,
was den Ergebnissen aus der Literatur widerspricht. Dort wird ein verstarkender Effekt beobachtet
(Roberts und Chang 2016). Dieses Phanomen wurde in dieser Arbeit als Artefakt der Simulation festgehal-
ten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde keine Lésung fiir dieses Phanomen gefunden, weswegen in den wei-
teren Berechnungen lediglich die abgeschirmten, elektrostatischen Wechselwirkungen bericksichtigt

werden.

Abbildung 2.16 Bindung an der Enzymoberflache von Gre2-HOB mit der entsprechenden Bindetasche (Griin) unter-
schiedlicher Liganden.

2.4.5 DNA-Origami-Nanostrukturen (DON) mit Enzymkaskaden

Auf der molekularen Ebene lassen sich mittels DONs Nahanordnungen von Enzymkaskaden untersuchen.
Diese Systeme profitieren von erhdéhten, lokalen Enzymkonzentrationen und kénnen durch substrate
channeling die Reaktionsraten des Systems erhohen. Basierend auf den experimentellen Untersuchungen
von T. Burgahn (Burgahn 2019) werden in dieser Arbeit DONs erstellt und mit Enzymen besetzt. Um eine
Einheitlichkeit des betrachteten Reaktions- bzw. Enzymsystems zu gewahrleisten, wurde in dieser Arbeit

die Gre2-HOB und GDH(ST)-SC auf DNA-Strukturen kiinstlich platziert und untersucht.

Die Erstellung eines Gesamtkomplexes (Supramolekiil) aus DONs und den Enzymen der Enzymkaskade
wurde mit einem Python-Skript automatisiert. Details (iber das Skript und dessen Anwendung sind im
Anhang A6 dargestellt. Mit dem Skript werden planare 50x50 nm DONs mit zwei unterschiedlichen Enzy-
men gebildet. Daflir werden die entsprechenden Enzyme und ein DNA-Molekil bendtigt. Grundlegend fiir
die DON wurde mit AMBER (Case et al. 2005) eine Beta-Helix Struktur mit der Lange 50 nm erstellt. Die
Partialladungen der Atome des DNA-Molekils wurden mit AMBER berechnet (siehe Anhang A6) und in
GeomBD eingepflegt. Das Fusionsenzym Gre2-HOB aus Kapitel 2.4.4 wurde als Zielenzym genutzt. Das
NADPH-Regenerationsenzym GDH (Tetramer) wurde von einer Proteindatenbank (PDBID: 1GCO) (Yama-
moto et al. 2001) bezogen und mit dem ST (ST/SC PDB: 2X5P) (Oke et al. 2010) anstelle der Aminosauren
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D202 und P203 in ein GDH Molekil eingebaut (Burgahn 2019). Das Fusionsenzym GDH(ST)-SC wurde ener-
getisch minimiert und ist in Abbildung 2.17 dargestellt. Fehlende Atome der verwendeten Molekiile wur-
den mit MolProbity hinzugeftigt (Williams et al. 2018). Die PDB-Datei beinhaltet gebundenes NADP+, wel-
che die gleiche Bindetasche mit NADP+ teilt. Die NADP+ Atome wurden entfernt und ausgehend von ihrer
Position wurden die Startpositionen (SP) definiert. Die Startpositionen SP1 bis SP4 wurden radial vom
GDH-Mittelpunkt um 5 um nach auRen verschoben, um ein Uberlappen der Molekiile zu vermeiden. Die
Hauptachsen fir Gre2-HOB und GDH(ST)-SC wurden ermittelt und orthogonal zur DON ausgerichtet.
Durch Rotation um die Hauptachse (Vertikale in Abbildung 2.17) ist eine Orientierung der SPs und der

Bindetasche moglich.

sp 1 GDH(ST)

Abbildung 2.17 Darstellung von GDH(ST) mit SC. Das Tetramer GDH (Rottone) ist mit dem ST fusioniert und mit dem SC (Trkis)
verbunden. Drei Startpositionen SP 1-3 sind als lila Kugeln dargestellt. Die vierte Startposition ist von der GDH verdeckt.

Ein 50 nm langer DNA-Strang wurde kopiert und verschoben, so dass eine quadratische DON entsteht,
siehe Abbildung 2.18 A. AnschlieRend wurden die Enzyme auf der DON platziert. Der Abstand zwischen
den Enzymmittelpunkten d,,, wird durch die Position von GDH (Rot) definiert. Eine Energieminimierung
des kompletten Systems ist aufgrund der GroRRe nicht durchgefiihrt worden. Der Linker zwischen den En-
zymen ermoglicht eine Rotation der Enzyme um ihre Hauptachse (orthogonal zur DON), was in den Simu-

lationen Berucksichtigung fand.
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Abbildung 2.18 Aufbau des DON-Enzymkaskaden-Systems mit Draufsicht. A: Schematischer Aufbau der DON mit ver-
schobenen DNA-Molekiilen, GDH (roter Kreis) und Gre2 (orangener Kreis) im Abstand dg,,. B: Zusammengesetztes
Supramolekiil mit GDH(ST)-SC (Rot) und Gre2-HOB (Orange) auf einer DON fiir einen Abstand d,,, von 30 nm. Die
vier Startpositionen (Lila) und die Zielbindetasche (Griin) sind als Kugeln dargestellt.

wu 09

Sowohl der Abstand und die Orientierung der Enzyme als auch die DON kdénnen einen Einfluss auf den
Diffusionsweg von NADPH haben und wurden in dieser Arbeit untersucht. Unterschiedliche Supramole-
kile wurden erstellt und mit GeomBD parametrisiert und berechnet. Fir den Abstand d,,,, wurden Werte
von 10, 20 und 30 nm untersucht. In der Rotationsuntersuchung wurden die Orientierungen der Bindeta-
sche von Gre2-HOB fiir 0°, 90°, 180° und 270° untersucht und sind in Abbildung 2.19 dargestellt. Die Ro-
tation von GDH(ST)-SC wurde aufgrund der unterschiedlich orientierten Startpositionen nicht untersucht.
Fir alle Abstande und Orientierungen wurden komplementare Falle mit und ohne DON zur Ermittlung des
Einflusses der DON erstellt. Die entstandenen Supramolekiile bestehen aus 240.000 Atomen mit DON und
16.000 Atomen ohne DON. Insgesamt wurden 24 Supramolekiile produziert und fiir die Simulation der

direkten Assoziation mit GeomBD vorbereitet.

denz

Abbildung 2.19 Orientierung der Bindetasche (Griin) von Gre2-HOB (Orange) flr die Winkel zwischen 0° und 270°. Die
Startpositionen 1-4 (Lila) von GDH(ST) (Rot) bleiben fest fur unterschiedliche Orientierungen und Abstande d,,,,
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2.4.6 Einfliisse von Nahordnungen

Die erstellten Supramolekile (Kapitel 2.4.5) wurden zur Berechnung der direkten TGK kg i-0c: gENUtZzL.
Nach der Parametrisierung der Supramolekiile wurden die Potential-Gitter (ES, LJ und EX) fir NADPH (Ka-
pitel A5) berechnet. Fiir die Berechnung der direkten Assoziation werden NADPH-Molekiile an den Start-
positionen 1-4 erstellt und ihr Diffusionsverhalten zur Bindetasche an Gre2 untersucht. Von jeder Start-
position werden 1000 NADPH-Molekiile gleichzeitig erzeugt. Nach einem Bindeevent oder einem
Austrittsevent bei einem Abstand von ¢ = 50 nm wird ein neuer Ligand an der Startposition erzeugt. Die
direkten TGK werden fiir jede Startposition berechnet (Gl. Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden.). Die kombinierte, direkte TGK aus allen vier Startpositionen berechnet sich aus deren Mittel-
wert. Aufgrund der GréRe der Supramolekile bendtigen die Falle viel Zeit, um den Diffusionsprozess und
die Assoziation zu berechnen. Alle Simulationen wurden dreifach auf dem BwForCluster NEMO (Details in
Kapitel A5) durchgefiihrt und mit Hilfe von Matlab analysiert. Die resultierenden Werte der TGK K jirect
fir unterschiedliche Abstéande (A-C), Gre2-HOB Orientierungen, sowie mit und ohne DON sind in Abbil-

dung 2.20 dargestellt.
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Abbildung 2.20 Ergebnisse der GeomBD Simulation mit und ohne DON: Direkte Transfergeschwindigkeitskonstante
Kgirect fur die Abstande d,;,, von 10 nm (A), 20 nm (B) und 30 nm (B) fiir unterschiedliche Orientierungen der Binde-
tasche (0°-270°). D: Visualisierung der Orientierung und des Enzymabstands d;,,.

Der Einfluss der Orientierung beschreibt ein abstandsunabhéngiges Verhalten. Bei der Ausrichtung der
Bindetasche zum Regenerationsenzym finden die meisten Assoziationen statt, da der Diffusionsweg von

allen Startpositionen aus der geringste ist. Bei den Simulationen wurde eine verringerte

64



Assoziationswahrscheinlichkeit fiir die 90°-Orientierung beobachtet. Unter der Annahme eines symmet-
rischen, kugelférmigen Enzyms miisste die direkte Assoziation fiir die Orientierung von 90° und 270° gleich
sein. Die geringere TGK fiir 90° weist auf eine Hinderung oder verlangerte Diffusionswege der Liganden

fir die Konfiguration von 270° hin.

Die Anwesenheit der DON verstarkt die direkte Assoziation in allen Fallen. Dieses Verhalten hat seinen
Ursprung einerseits in der negativen Ladung der DON, aber auch in der sterischen Hinderung der Diffusion
der Liganden durch die DON. Wie erwartet hat die Entfernung der Enzyme einen grofRen Einfluss auf die
direkte TGK. Unter der Annahme, dass jede Orientierung der Gre2-HOB gleich wahrscheinlich ist, wurde
eine durchschnittliche, direkte TGK kg;,.c; berechnet. Die beobachtete AGK k;7?, bezogen auf die indi-
rekte AGK aus Kapitel 2.4.4, setzt sich aus der AGK und der TGK zusammen. Die AGK bezieht sich auf die
NADPH-Konzentration im Bulk (0,5 mM). Bei einem Abstand von 10 nm zeigt sich eine Erhéhung der all-
gemeinen Assoziationsrate um 150%. Mit vergroRRertem Abstand der Enzyme verringert sich die gemit-
telte, direkte Assoziationskonstante und somit verringern sich auch die Vorteile durch die Nahanordnung.
Bei einem Abstand von 30 nm wird der gesamte Assoziationsprozess um 6% beschleunigt. Des Weiteren
verringert sich der Effekt der DON verglichen mit freien Enzymen. Die Vorteile der DON minimieren sich
mit groBem Abstand der Enzyme und stellen nochmals die Wichtigkeit einer exakten Positionierung der

Enzyme auf den DONs dar.

Tabelle 2.9 Gemittelte direkte TGK, der beobachtete AGK bezogen auf die indirekte Assoziation (7,51 - 108M~1s~1) (Kapitel 2.4.4)
bei einer NADPH Bulk-Konzentration von 0,5 mM und Anfangsreaktionsrate v, der ersten Reduktion fiir die Gre2 Kine-
tik, Konzentration aus Kapitel 2.3.3.

Abstand d,,,, 10 nm 10nm 20nm  20nm  30nm 30nm
DON - v - v . v
Kairect [10° 571 1,492 2,501 | 0,196 | 0,447 | 0,052 0,098
klllpp
Kindirect_ 1,398 1,667 | 1,053 | 1,119 | 1,0161 1,026
1+ kdirect >
kindirect [A]
vO,red,direct
= 1,2041 1,3153 | 1,052 | 1,119 | 1,0158 1,0235
vO,red

Die Auswirkungen der erhdhten Assoziationsrate wurden fiir die verwendeten Reaktionsmechanismen
(Kapitel 1.1.1.2) und Parameterschatzwerten (Kapitel 2.3.3) berechnet. Die Reaktionsrate erhoht sich fur
alle Falle. Die groRte Verbesserung der Reaktionsrate ist beim Abstand von 10 nm zu beobachten (131,5

%). Hierbei ist zu vermerken, dass bei diesem Vergleich der mogliche Aktivitatsverlust der Gre2 durch die
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Immobilisierung auf den DONs nicht beriicksichtigt wird. In der Arbeit von T. Burgahn wurde ein Aktivi-
tatsverlust von etwa 80% durch die Immobilisierung auf DONs der Gre2-HOB festgestellt (Burgahn 2019).
Sie untersuchte die Anordnung der Gre2 mit dem Regenerationsenzym ICDS bei Abstianden von 30 nm
und 6 nm. Durch die Verringerung des Abstands konnte ein mehr als doppelt so hoher Umsatzgrad beo-
bachtet werden. Da das Regenerationssystem sich zwischen der theoretischen und den experimentellen
Untersuchungen unterscheidet, sind Unterschiede zu erwarten. In den hier berechneten Reaktionsraten
ist eine Steigerung von ca. 30% bei einer Verringerung des Abstandes von 30 auf 10 nm zu beobachten.
Ein Grund dafir ist einerseits, dass die hier aufgefiihrte Untersuchung keinen Verlust der Enzymaktivitat
durch die Immobilisierung berticksichtigt. Andererseits beschrankt sich die Berechnung der Reaktionsra-
ten lediglich auf den Effekt der direkten Assoziation von NADPH und GDH mit Gre2, wahrend die Assozia-
tionen anderer Substrate und die Dissoziation von Produkten auch von den DONs beeinflusst werden
kénnen. SchlieRlich bezieht sich die Simulation auf starre Korper, was zur Folge hat, dass Konformations-
anderungen durch Liganden sowie Interaktionen zwischen einzelnen Liganden nicht in Betracht gezogen
wurden. Diese Vereinfachungen kénnten in zuklnftigen Berechnungen, die auf einer hybriden Simulation

von MM und QM basieren, berticksichtigt werden (Senn und Thiel 2009).

Eine Beschreibung des gesamten Reaktionssystems mit immobilisierten Enzymen auf DONs ist komplex
und bedarf einer Betrachtung aller Assoziations- und Dissoziationsprozesse. Die Grundstrukturen zur Fall-
und Supramolekulerstellung sind in dieser Arbeit dargestellt und erlauben auch die Untersuchung andere
Assoziationen bzw. anderer Enzymsysteme. Enzymverhaltnisse und andere DON-Formen kdénnen weiter-
hin einen Einfluss auf das Reaktionssystem haben (Chen und Silver 2012). Diese MafRnahmen ermdoglichen
eine weiter detaillierte Optimierung auf der molekularen Ebene. Trotz der Verbesserungen der Enzym-
kaskaden auf DONs ist deren Einsatz aufgrund der hohen Herstellungskosten und aufwendigen Verfahren

noch offen (Keller und Linko 2020).

2.5 Zusammenfassung

Dieses Kapitel befasst sich mit der Charakterisierung eines enzymatischen Reaktionssystems, welches eine
stereoselektive Reduktion mit einer Cofaktor-Regenerierung beinhaltet und legt die Grundlagen fiir deren
mathematische Modellierung. AuRerdem werden Methoden der Immobilisierung der Enzymkaskade im
Hinblick auf die Applikation im Flussreaktor dargestellt und mit der in dieser Arbeit untersuchten Methode
verglichen. Experimentelle Studien (durchgefiihrt von IBG-1) wurden genutzt, um intrinsische kinetische
Parameter der Fusionsenzyme (Enzym mit Immobilisierungstag) zu schatzen, welche als Basis der Reak-
torberechnung und fiir Studien zu moglichen Einflissen durch die Immobilisierung dienen. Das Verhalten
der Reaktionen konnte mit einer Multisubstratkinetik basierend auf einer modularen Kinetik von Lieber-

meister et al. (Liebermeister et al. 2010) beschrieben werden.
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Eine Brown‘sche Dynamik-Modellierung wurde genutzt, um die Nahanordnung der beteiligten Enzyme
auf einer DNA-Origami-Nanostruktur (DON) zu untersuchen. Uber die Newtonsche Beschreibung des Mo-
lekiilsystems Gber Kugelmassen und Federkradfte ermoglicht das Softwarepaket GeomBD die Simulation
von Assoziationsprozessen (direkte und indirekte Assoziation) von grofRen Molekilsystemen unter Be-

ricksichtigung elektrostatischer und VdW-Krafte.

Kristallographische Strukturen wurden verwendet, um Supramolekiile mit Enzymkaskaden auf DONs zu
erstellen und die Auswirkungen der DONs sowie des Abstands und der Orientierung zwischen GDH und
Gre2 Enzymen auf die Assoziation des Cofaktors (NADPH) an Gre2 zu untersuchen. Es wurde festgestellt,
dass die Ladung der DONs in Kombination mit ihrer sterischen Hinderung die Assoziationsgeschwindigkeit
von NADPH erhéhen. Mit geringeren Abstanden erhoht sich der Einfluss der Nahanordnung und somit der
direkten Assoziation. Dies ermoglicht eine theoretische Verstarkung der Reduktionsgeschwindigkeit um
bis zu 30% mit DON und 15% ohne DON. Aufgrund der langeren Diffusionswege verringert sich die Ver-
starkung mit gréBeren Enzymabstdanden. Sie ist bei einem Abstand von 30 nm kaum merklich. Diese Er-
gebnisse zeigen das Potential und die Grenzen der Kompartimentierung mithilfe der DNA-Nanotechnolo-
gie. Zukinftige Studien kdnnten den Einfluss von Enzymverhaltnissen und der Form der Nanostruktur auf
die beobachteten Reaktionsraten untersuchen. Dies wiirde eine weitere Optimierung auf molekularer

Ebene ermdglichen.
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3 Geometrische Reaktoreigenschaften

Das in Kapitel 2 beschriebene Reaktionssystem zur selektiven Reduktion von NDK mit Cofaktor-Regenera-
tion wurde in dieser Arbeit in einem Mikroreaktor theoretisch und in Kooperation mit dem IBG-1 auch
experimentell untersucht. In diesem Kapitel wird auf die geometrischen Eigenschaften des Reaktorsystem
eingegangen, die den Experimenten und den makroskopischen Reaktormodellierungen zugrunde liegen.
Die Enzyme werden auf paramagnetischen Partikeln immobilisiert, welche mit Magneten im Reaktor ge-
halten werden. Dieses Kapitel befasst sich mit den Eigenschaften des Reaktorchips sowie dem tberstrom-
ten Partikelbett. Der Reaktor und das Partikelbett wurden mit einem 3D-Profilometer (Sensors S neox)
auf deren charakteristische Eigenschaften untersucht (Kapitel 3.4). Um den Bildungsprozess des Partikel-
betts zu berechnen, wurden Simulationen durchgefiihrt. Die Bewegung der Partikel bei der Befiillung des

Reaktorkanals wurde mit OpenlLB simuliert. Das dafiir notige Magnetfeld wurde mit COMSOL® berechnet.

Die erhaltenen Erkenntnisse tiber Schichtdicke und Porositat bilden die Grundlage fiir die anschlieRende

mathematische, modellhafte Beschreibung des Reaktorsystems.

3.1 Reaktorbeschreibung

Der untersuchte Reaktor ist ein Kunststoffchip aus Polymethylmethacrylat (PMMA) der Firma ,,Microflu-
idic Chipshop“ (Microfluidic ChipShop 2021) (Abbildung 3.1). Der Chip beinhaltet vier identische, gerade
Kanale mit einem rechteckigen Querschnitt und den MaRen 58,5 mm x 0,2 mm x 1 mm (Ldnge x H6he x
Breite). Eingespannt auf einer temperierten Messingplatte wird der Chip mittig in einer Aussparung posi-
tioniert und betrieben. Unter den Reaktorkanalen des Chips befinden sich Vertiefungen in der Messing-
platte, in denen acht Neodym-Dauermagnete mit den MaBRen 6 mm x 3 mm x 1 mm (Lange x Hohe x
Breite) (IBS Magnet 2021) mit alternierender Orientierung der magnetischen Pole festgeklebt sind. Die
Magnete und das induzierte Magnetfeld ermoglichen ein Halten magnetischer Partikel im Reaktor. Bei
dem Beladungsvorgang wird eine wassrige Suspension mit magnetischen Partikeln in den Kanal gepumpt

und ein Partikelbett bildet sich am Boden des Reaktorkanals tiber den Magneten.
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Abbildung 3.1 PMMA-Chip mit vier Mikrokandlen mit unterschiedlicher Menge an magnetischen Partikeln (braun). Der Chip ist auf
einer temperierten Messingplatte eingespannt und unter den Kanalen sind acht Neodym Magnete platziert, die die Partikel im Kanal
halten.

3.2 Magnetfeld

Der Magnetismus beruht auf den Ladungen und der Ladungsverteilung der Elemente eines Objekts. Ent-
scheidend dafiir ist die Elektronenbesetzung der Schalen eines Atoms bzw. Elements. Im Allgemeinen
kénnen Elemente in diamagnetisch, paramagnetisch, ferromagnetisch, antiferromagnetisch und superpa-
ramagnetisch unterteilt werden. Nach der Atomtheorie und dem Schalenmodell wird zunachst die du-
Rerste Schale mit Elektronen aufgefiillt, bevor die ndchste begonnen wird. Jedes Elektron besitzt ein Bahn-
moment und einen Spin. Bei manchen Elementen des Periodensystems wird eine neue Schale
angefangen, bevor die letzte voll besetzt ist. Diese Elemente befinden sich in der Eisengruppe (Elemente
19-28) und in der Gruppe der seltenen Erden (Elemente 58-71). Das magnetische Moment eines Atoms
hat einen Wert groRer Null und ist raéumlich orientiert. Bei Schalen, die komplett abgeschlossen sind, he-
ben sich die Bahnmomente und Elektronenspins auf. Dieser Effekt tritt bei Elementen mit abgeschlosse-
nen Schalen auf (z.B. Edelgase). Elemente mit einem magnetischen Atommoment von Null werden als
diamagnetisch bezeichnet und werden von einem Magnetfeld abgestoRen. Elemente mit permanenten
magnetischen Atommomenten groBer als Null verhalten sich paramagnetisch in einem Magnetfeld. Das
magnetische Moment richtet sich nach dem angelegten Magnetfeld aus und wird von diesem angezogen.
Ohne ein Magnetfeld ist das magnetische Moment von Paramagneten ungeordnet. Die Elemente der Ei-
sengruppe sind paramagnetisch und haben aufgrund der ungerichteten Elektronenspins ein groBes mag-
netisches Moment. Benachbarte Atome eines kristallinen Ferromagneten richten sich nach benachbarten
Elementen parallel aus. Einzelne Korner eines Ferromagneten (Weiss‘sche Bezirke oder Domanen) kén-
nen unterschiedliche Orientierungen aufweisen, da die Parallelisierung von den Korngrenzen limitiert
wird. Aufgrund ihrer Eigenschaften werden die Elemente als ferromagnetisch (Eisen, lat.: ,ferrum“) be-

zeichnet. Wird ein ferromagnetischer Werkstoff von einem starken Magnetfeld beeinflusst, richten sich
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die Elementarmagnete der Domanen nach dem Magnetfeld aus und behalten diese Ausrichtung, auch
nach Entfernung des Magnetfeldes (Magnetisierung). Kristalline Stoffe, bei denen eine anti-parallele Aus-
richtung die Elementarmagnete energetisch begiinstigt ist, werden als antiferromagnetisch bezeichnet.
Zuletzt kann noch ein superparamagnetisches Verhalten einem Atom zugeschrieben werden. In Prasenz
eines Magnetfeldes beeinflussen sich die magnetischen Momente benachbarter Atome, dhnlich wie beim
Ferromagnetismus. Nach Entfernen des Magnetfeldes desorientieren sich die Elementarmagnete des Su-
perparamagnetes. Ein solches Verhalten ist auch bei kleinen ferromagnetischen Partikeln zu beobachten

(Schiler und Brinkmann 1970).

Ein magnetisches Feld kann mit der Maxwell-Gleichung beschrieben werden und wird durch die magne-
tische Flussdichte B charakterisiert. Im Folgenden beziehen sich fett gedruckte Buchstaben auf Vektoren
mit drei Dimensionen. Die Flussdichte B ist abhangig von der Magnetfeldstdrke H, der magnetischen Per-
meabilitdt y; und der Magnetisierung M, nach Gleichung 3.1 definiert. Die magnetische Permeabilitat
beschreibt die Durchlassigkeit von Materie i fiir magnetische Felder. Die Magnetisierung M bestimmt wie
ein magnetisierbares Material sich im Magnetfeld verhalt. Die Homogenitat des Feldes wird durch Glei-

chung 3.2 ausgedriickt

B = u;(H + M) 3.1

VB =0 3.2
Die Darstellung von Potentialfeldern wird tblicherweise mit Feldlinien umgesetzt. Die geordneten Feldli-
nien stellen Orte mit gleichem Potential dar (Abbildung 3.2 A). Dauermagnete haben einen Nord- und
Sudpol. Die Feldlinien verlaufen vom Nord- zum Sudpol. Fir einzelne, quadratische Magnete lassen sich

die Magnetfeldlinien analytisch berechnen (Camacho und Sosa 2013).

Abbildung 3.2 A: Magnetische Feldlinien eines Dauerstabmagneten. Nord- und Stidpol sind mit N und S abgekiirzt und
farblich dargestellt. B: Alternierende Anordnung der Magnete unter dem Reaktorchip.

Das Magnetfeld des Reaktordesigns in dieser Arbeit ist essenziell fiir das Halten der superparamagneti-
schen Partikel im Reaktor und damit fiir das entstehende Partikelbett. Die Uberlagerung der Magnetfelder
von acht hintereinander platzierten, alternierenden Neodym-Dauermagneten (NeoDelta NE361, IBS Mag-

net (IBS Magnet 2021)) macht eine explizite Beschreibung komplex. Die magnetische Orientierung der
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Magnete alterniert, wie in Abbildung 3.2 B dargestellt. Dadurch ist die Montage der Magnete durch die
Anziehungskrafte zwischen den Nord- und Slidpolen benachbarter Magnete vereinfacht. Die Form des
Magnetfeldes ist entscheidend fiir die lokalen magnetischen Krafte, die auf die superparamagnetischen

Partikel wirken.

3.3 Superparamagnetische Partikel

Die magnetischen Partikel Dynabeads der Firma Thermo Fischer Scientific (Thermo Fischer 2020) beste-
hen aus einem Kern aus y — Fe, 05 und Fe3; 0, und einer Polymerbeschichtung. Die Partikel sind einheit-
liche, kompakte Kugeln mit einem Durchmesser von 2,8 um. Die funktionelle Polymerschicht ermdglicht
unterschiedliche Immobilisierungsmethoden und verhindert eine Reaktion der Prozessmedien mit dem
Eisenkern. Die Partikel verhalten sich superparamagnetisch und reagieren somit auf ein angelegtes Mag-
netfeld. Benachbarte magnetisierte Partikel beeinflussen sich zusatzlich gegenseitig und ermdoglichen die

Bildung von Partikelketten.

Die Magnetisierung von superparamagnetischen Partikeln ist abhangig von der Feldstarke des angelegten
Magnetfeldes. Das magnetische Moment einer Partikel orientiert sich an dem Magnetfeld und induziert,
abhangig von seiner Magnetisierung M, ein eigenes Magnetfeld. Die Magnetisierung fiir superparamag-
netische Partikel kann mit der Langevin-Funktion (Gl. 3.3) beschrieben werden und erreicht bei einer ho-
hen Feldstdrke die Sattigungsmagnetisierung M,. Weitere Parameter sind die Dichte p und die magneti-

sche Flussdichte B.

1
M = Mup (coth(1BD) ~ 57) 33

Eine superparamagnetische Partikel verliert ihren ferromagnetischen Charakter, sobald das angelegte
Magnetfeld verschwindet. Das Verhalten der magnetischen Flussdichte und der Partikelmagnetisierung
ist in Abbildung 3.3 dargestellt und beschreibt eine Hystereseschleife. Bei den Daten, die in der Arbeit von
Fonnum et. al (Fonnum et al. 2005) gemessen wurden, ist keine Remanenz und Koerzitivfeldstarke zu

erkennen, was typisch fiir superparamagnetische Partikel ist.
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Abbildung 3.3 Hysterese-Schleife der Magnetisierung von Dynabeads M-280 fiir die magnetische Flussdichte zwischen
-1 und 1 T bei Raumtemperatur (Abbildung nach Fonnum et al. (Fonnum et al. 2005)).

Die GroRe der Partikel wurde mit REM(Rasterelektronenmikroskop)-Aufnahmen untersucht (vgl. Abbil-
dung 3.4). Die Partikel wurden mit T-TEMg-Puffer gespilt und anschliefend fiir die REM-Aufnahmen ge-
trocknet. Die Partikel bildeten wahrend des Trocknungsprozesses Agglomerate, die aus spharischen Ku-

geln mit einer rauen Oberflache bestehen.

A

100pm KIT
10.0kv SET NOR

- e 1pm
10.0kv SEL X 10,000 10.0kV SET

Abbildung 3.4 REM-Aufnahmen mit unterschiedlichen VergroRerungen (A: x150; B: x1.000; C: x5.000; D: x10.000).
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Die REM-Aufnahmen wurden in Matlab mit einer Bildanalyse mit vorhergehenden Bildbearbeitung (Kon-
trastanpassung und Binarisierung) untersucht (Kapitel A7). Die Anpassung einer Normalverteilung des
Partikeldurchmessers ergab einem Mittelwert von 2,65 um und eine Varianz von 0,1 um. Dies weicht
somit leicht von den Herstellerangaben (2,8 um) ab. Die Verkleinerung der Partikeln und die raue Ober-
flache lasst sich auf den Trocknungsprozess zurlickfiihren. Allerdings liegen die Abweichungen im Rahmen

der Genauigkeit der Bildanalyse.

Fonnum et al. charakterisierten unterschiedliche Dynabeads mit Réntgenstreuungs-, REM-Analyse, M&ss-
bauer-Spektren und Magnetisierungsmessungen. Die Daten fir die untersuchten Dynabeads

M-280 wurden in dieser Arbeit genutzt und sind in Tabelle 3.1 aufgelistet (Fonnum et al. 2005).

Tabelle 3.1 Eigenschaften der superparamagnetischen Partikel Dynabeads M-280 nach Fonnum et al. (Fonnum et al.
2005): Partikeldurchmesser dp, Standardabweichung des Partikeldurchmessers, Dichte Py, Eisenanteil, magnetischen
Suszeptibilitat bezogen auf die Masse y,,, bzw. auf das Volumen yy,, Sattigungsmagnetisierung M, und spontane Mag-
netisierung Mj.

Durchmesser | Abweichung Dichte Eisen | yn,-107° Xv M, M
dp [um] ol 4] | 2] [m_] ] [Amj [“4]
cm?3 g kg kg m

2,83 1,4 1,4 118 54 0,756 10,8 336

3.3.1 Krafte auf superparamagnetische Partikel

Partikel, die sich in einem Newtonschen Fluid befinden bzw. bewegen, erfahren verschiedenste Krafte
(Abbildung 3.5), die zur Berechnung der Bewegung von (superparamagnetischen) Partikeln in einer Stro-

mung mit angelegtem Magnetfeld benotigt werden (Lindner et al. 2013).

Abbildung 3.5 Wirkende Krafte auf eine superparamagnetische Partikel in einer Strémung mit angelegtem Magnet-
feld.

Stromungskrafte auf eine Partikel bei schleichenden Stromungen (Re<1) kdnnen mit der Widerstandkraft
F, (engl.: drag force) fuir spharische Partikel beschrieben werden. Sie berechnet sich mit der dynamischen

Viskositdt , dem Partikeldurchmesser d,, und der relativen Geschwindigkeit u wie folgt:

Fd = —3m7dpu 3.4
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Weiterhin gilt die Gewichtskraft F 5, unter Berucksichtigung des Auftriebs der Partikeln mit dem Volumen

, und den Dichten der Partikeln p,, und des Fluids (Wasser) p,,,:

Fy=V,(pp — Pw)g 3.5
Die Kraft auf eine magnetische Partikel ist abhangig von ihrer GroRe, dem Unterschied in der magneti-
schen Suszeptibilitdt 4y, = xyp — Xv.m (Mit xy,n = —9,05 - 107° fiir Wasser (Arrighini et al. 1968)) so-
wie dem Gradienten des Magnetfeldes (Pamme 2006):
V. -

Axy
Fmag = p'u—o (B-V)B 3.6

Neben der magnetischen Kraft F,,,, erfahrt die Partikel auch ein Drehmoment T,. Die Orientierung des
magnetischen Moments der Partikel ist beeinflusst vom anliegenden Magnetfeld und den benachbarten
magnetisierten Partikeln. Beim Durchstrémen des Kanals ist die Anderung des magnetischen Moments
durch eine Rotation der Partikel mit einem Drehmoment umgesetzt. Die Rotation der Partikel hat keinen
Einfluss auf die angreifenden Krafte durch die Stromung, die Erdbeschleunigung oder das Magnetfeld. Das
Drehmoment setzt sich aus der Orientierung des magnetischen Moments der Partikel und des Magnet-

feldes zusammen:

T = poVpMp X H 3.7
Magnetisierte superparamagnetische Partikeln kénnen ein eigenes Magnetfeld induzieren und auf be-
nachbarte Partikel i und j magnetisch und mechanisch einwirken. Hierdurch kann es zu einer Serienord-
nung der Partikel in Form von Ketten kommen. Wenn sich eine Kette bildet, werden die magnetischen
Momente der Partikel in Richtung des Mittelpunkts der benachbarten Partikeln ausgerichtet, entspre-
chend der Magnetfeldrichtung innerhalb der Kette. Wenn zwei Ketten nebeneinander entstehen, sto-
Ben sich die Ketten aufgrund der gegensatzlichen magnetischen Momente ab, wodurch Liicken zwischen

den Ketten entstehen (Jamari et al. 2020).

Die Partikeln iben eine interpartikulare Kraft und ein Drehmoment aufeinander aus (Satoh et al. 1999):

3ol Ml | M|
mij = —0471—;1,4,] (=(ni - my) +5(n; - ) (n; - )ty — [(m; - t)ma + (na - ty)my]) 3.8
3uo|M;| | M|
Tij = —W("i xm; — 3(n; - ty)n; X t;;) 3.9

In den Gleichungen 3.8 und 3.9 beschreiben die n; und n; die Orientierungen der magnetischen Momente,

1;; ist der Vektor zwischen den Mittelpunkten der Partikeln mit dem Einheitsvektor ¢;;.
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Abbildung 3.6 Schematische Darstellung der mechanischen Kréfte F,, ;; und Fy ;;, die zwischen zwei Partikeln wirken,
wenn diese in Kontakt stehen.

Die Wechselwirkung zwischen zwei superparamagnetischen Partikeln knnen mit einem Feder-Dampfer
Modell dargestellt werden, welches auf der Uberlappungs- oder Komprimierungslidnge & beruht (vgl. Ab-
bildung 3.6). Die Partikel (iben aufgrund dieser Uberlappung eine mechanische Kraft aufeinander aus, die
sich nach einem Federelastizitditsmodell beschreiben lasst (Lindner et al. 2013). Durch diese Betrachtung
ist die Berechnung von Haufwerken oder Partikelpackungen moglich. Die Krafte unterteilen sich in Nor-
mal- und Tangentialkréfte mit dem Normal- und Tangentialvektor n;; und t;;. Die Normalkraft wird mit
Gleichung 3.10 beschrieben. Neben der Federkonstante k, (Gl. 3.11), der Démpfungskonstante 1,,;; (Gl.
3.12) und der relativen Geschwindigkeit in Normalenrichtung u,; »;; beschreibt &, die Uberlappungs-
lange der Partikeln in Normalenrichtung. Bei der Berechnung von k und 7 ist E das Elastizitatsmodul des

Partikelmaterials, m die Masse und ¢, = 0,3.

Fn,ij = kn5131/2 ~ NMn,ij * Ureln,ij 3.10
R
n = m 3.11
9( mym;
r]n,ij = _Cn\ji (ml;_n{l]>\/gkn 3.12

Der tangentiale Anteil der mechanischen Kraft berechnet sich aus einem Dampfungsterm mit der tangen-

tialen Dampfungskonstante 7, ;; und der relativen Geschwindigkeit U, ;. Mit der tangentialen Feder-

konstante k; (Gl. 3.14) berechnet sich . ;; (Gl. 3.15) mit dem Schubmodul G (Deen et al. 2007).

Fiij = —Ngij - Wrelij 3.13
G
ke =2 /znj-mq/ﬁ 3.14

3.15
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3.4 Das Partikelbett

Das Partikelbett im Reaktorkanal entsteht aufgrund des Anziehungsfelds, das durch die Dauermagnete
induziert wird. Bei voller Beladung werden 4,5 mg superparamagnetische Partikeln im Kanal gehalten,
was in einer Gesamtbettlange von ca. 50 mm resultiert. Die acht Magnete unter dem Kanal haben eine
Gesamtlange von 48 mm. Das Haufwerk steht aufgrund des Magnetfeldes ca. 1 mm vor und nach dem
ersten bzw. letzten Magneten Uber. Die Materialdaten des Herstellers (Thermo Fischer 2020) weisen da-
rauf hin, dass sich bei voller Beladung ca. 280 Millionen Partikel im Reaktor befinden. In Abbildung 3.7 ist

die Partikelpackung als braun-rote Schicht sichtbar.

Abbildung 3.7 Beladener Reaktorkanal mit dem Partikelbett (braun) und schematischem Querschnitt in Seitenansicht.

3.4.1 Physikalische Betteigenschaften

Makroskopisch kann die Partikelpackung als pordses Bett oder Schicht betrachtet werden. Das pordse
Bett ist durch seine Porositat &;,4 und die Tortuositat t,.4 charakterisiert. Die Porositat ist das Verhaltnis

aus dem freien und dem gesamten Volumen des Betts (Gl. 3.16) und nimmt Werte zwischen 0 und 1 an.

Die Tortuositdt beschreibt den Grad der Gewundenheit eines Transportweges in der Packung. GemaR
dem Kapillarmodell von Hagen (Hagen 1839) wird die effektive Wegldnge l.ff, die ein Molekil beim
Durchwandern des pordsen Volumens zuriicklegen muss, durch die Tortuositdt in Beziehung zur kiirzesten

Weglénge [ gesetzt (Gl. 3.17).

%
Eped = ;m_pty 3.16
total
2
_ (lesr
Thed = ] 3.17

Die Berechnung des Volumens des Partikelbetts kann durch die Masse der Magnetpartikel (MB engl.:
magnetic beads) erfolgen. Das Bettvolumen kann vereinfacht mit der mittleren Betthéhe und der Bett-
lange berechnet werden. Durch Form und Grof3e der Partikeln bzw. Einfllisse der Umgebung kénnen sich
unterschiedliche Anordnungen bilden. Abgesehen von natirlich auftretenden Fehlern in Packungen wird
zwischen Partikelanordnungen uniformer Partikel unterschieden (analog zu Kristallstrukturen). Die Poro-
sitat fur verschiedene Kristallstrukturen ist in Tabelle 3.2 aufgelistet: kubisch dichteste Packung (FCC engl.:

face centered cubic), hexagonal dichteste Packung (HCP engl.: hexagonal close-packed), kubisch
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raumzentrierte Packung (BCC, engl.: body centered cubic), zufallige Packung und kubisch reguldre Packung
(SC, engl.: simple cubic packing) (StieR 2009, S. 62).
Tabelle 3.2 Porositat unterschiedlicher Partikelschiittungen bzw. vergleichbarer kristalliner Strukturen: kubisch dich-

teste Packung (FCC), hexagonal dichteste Packung (HCP), kubisch raumzentrierte Packung (BCC), einer zufilligen Pa-
ckung und einer kubisch reguldren Packung (SC).

Kristalline Struktur FCC/HCP BCC Zufallig SC
Porositat € [-] 0,259 0,320 0,37 0,476

Beim Beladungsvorgang wird eine definierte Menge an magnetischen Partikeln my in den Kanal ge-
pumpt. Die Anzahl der zugeflihrten Partikeln ergibt sich aus der Dichte p,,z und dem Partikelvolumen V5

(vgl. GI. 3.18).

N, = _"MB_ 3.18

9 pusVus '
Mit der Annahme eines homogenen Partikelbetts kann das Volumen und die durchschnittliche Bettdicke
berechnet werden. Die maximale Schichtdicke ergibt sich aus der Breite, der effektiven Ladnge des Parti-
kelbettes und dem Partikeldurchmesser d,, fiir ideal gestapelte Partikel. Diese Dicke entspricht der ku-

bisch regularen Packung (SC) (vgl. Gl. 3.19).

dp
dpeasc = Nyes B Ly ’ dp 3.19
e
1 - sSC
dped,i = Abea,sc 1—e 3.20
L

Mit Gleichung 3.20 kann diese Schichtdicke fiir die anderen Packungsarten mit der entsprechenden Poro-
sitdt umgerechnet werden. Fir eine kubisch reguldre Packung und eine Partikelmasse von 4,5 mg mit
einer Bettldnge von 48,5 mm ermittelt sich die durchschnittliche Betthéhe zu dp.q s¢c = 125 pum. Mit der
entsprechenden Porositat einer Packung lasst sich eine durchschnittliche Schichtdicke berechnen. Fir
eine dichteste Kugelpackung ergibt sich beispielsweise eine durchschnittliche Schichtdicke von dyeq roc =

88 um.

3.4.2 Optische Partikelbettuntersuchung

Die Form des Partikelbetts im Kanal wurde mit Hilfe von optischen Messmethoden untersucht. Einzelne
beladenen Kandle wurden mit einem 3D-Profilometer betrachtet (Sensofar S neox) (Sensofar 06.07.21).
Eine Ubersicht tiber die Funktionsweise und die verwendeten Einstellungen ist in Anhang A8 gegeben. Die
Partikelmenge von 4,5 mg (M-280) wurde in einer wissrigen Suspension in den Kanal mit 10 uL/min
gepumpt. Nach dem Beladen wurden die Mitte und der Anfang des Partikelbettes optisch analysiert. Das

Ergebnis der optischen Untersuchung der Mitte eines Kanals ist in Abbildung 3.8 A dargestellt.
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Abbildung 3.8 A: Optische Messung der Partikelschicht in der Draufsicht der Mitte des Kanals liber drei Magnete. Die Magnete unter
dem Reaktorkanal sind mit roten Umrandungen gekennzeichnet. Zur Darstellung der Hohenunterschiede des Betts ist die Farbskala
angepasst (nichtlinear). B: Durchschnittliche Hohe tiber die Lange von einem Magneten (in z-Richtung) des Partikelbettes aus A. Der
Querschnitt des Kanals wurde eingezeichnet (gestrichelt).

Die Partikelschicht bildet gleich hohe Hiigel iber den Kontakten zweier Magneten (rote Kasten). Mit der
Software SensoSCAN (Sensofar 06.07.21) wurden die optischen Messungen analysiert. Die durchschnitt-
liche Hohe des Partikelbettes wurde tber die Lange eines Magneten (in x-Richtung) berechnet (Abbildung
3.8 B). Mit einem visuellen Bezugspunkt (Hohe 0) des Bodens des Kanals wurde eine durchschnittliche
Betthohe zwischen zwei Hiigeln bzw. zwischen dem Anfang und dem Ende des Magneten von 99 um er-
rechnet. Eine leichte Erh6hung in negativer z-Richtung des Betts ist zu erkennen, die auf eine schrige Lage
des Chips oder der Magnete zuriickzufiihren ist. Die Anhdufungen deuten groRe magnetische Krafte tiber

den Magnetibergangen an.

Wie sich das Partikelbett am Anfang des Reaktors durch die magnetische Kraft gestaltet, ist in Abbildung

3.9 B gezeigt.
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Abbildung 3.9 A: Durchschnittliche Betthohe liber der Breite des Kanals im Verlauf der ersten drei Magnete des Reaktors. Die Daten
(schwarz) wurden fur die Darstellung geglattet (rot). Die durchschnittlichen Dicken des Anfangsbereichs und zwischen Hugeln sind
gekennzeichnet (gestrichelt). B: Profilometrie des Partikelbetts am Anfang. Die Blase wurde handisch aus dem Datensatz ausge-
schnitten und in der Schichtberechnung ausgeschlossen.

Bei dem Hohenprofil der Schichtdickenanalyse am Anfang des Kanals lassen sich Erhéhungen erkennen.
Die Schichtdicke am Anfang des Kanals steigt schnell an und erreicht ein Plateau mit der Héhe 82,0 um.
Uber dem Kontakt der ersten beiden Magnete entsteht ein Hiigel mit vergleichbarer Héhe wie bei der
Messung in der Mitte des Kanals (Abbildung 3.8 A). Das Hohenprofil des anschliefenden Bereichs tiber
dem zweiten Magneten (in x-Richtung) ist dem eines Magneten in der Mitte (Abbildung 3.8) sehr dhnlich.
Das zeigt sich auch in der durchschnittlichen Héhe von 98,7 um. Im Vergleich zu den Erhéhungen zwi-
schen den Magneten ist der Hiigel am Anfang der Magnete ca. 40 um kleiner. Durch das Fehlen eines

zweiten Magneten sind die magnetischen Krafte geringer.

Mit der Annahme, dass die Partikelschicht am Ende sich dhnlich ausbildet wie am Anfang, kann eine durch-
schnittliche Partikelbetthohe berechnet werden. Mit jeweils einem Anfangs- bzw. Endmagneten und
sechs Magneten mit Nachbarmagneten ergibt sich eine durchschnittliche Betthéhe von 94,5 um. Nach
Gleichung 3.20 entspricht diese durchschnittliche Betthéhe einer Porositat von &;,,4 = 0,307. Dieser Wert
liegt zwischen der Porositat einer FCC- und BCC-Packung. Eine genaue Aussage Uber die Art der Packung
der Partikeln ist schwer zu treffen. Diese setzt sich vermutlich aus unterschiedlichen Arten zusammen. Die

Higel signalisieren hohe magnetische Krafte, die Gber der Mitte der Magnete geringer sind. Starke
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magnetische Krafte resultieren in hohen Sedimentationskraften iber Magnetiibergdngen, was auf eine
dichte Partikelpackung hindeutet. Jedoch fiihrt die starke Magnetisierung der Partikel zu erh6hter Absto-
Bung bzw. Anziehung zwischen den Partikeln. Das kann zur Bildung von Partikelketten fiihren und somit
zu groferen Liicken zwischen den Ketten und zu einer héheren Porositat. Die geringeren magnetischen
Krafte zwischen den Higeln erhohen die Wahrscheinlichkeit von Fehlern in der Packung und beeinflussen
somit die Porositdt und die Schichtdicke des Partikelbetts. Ein eindeutiges Zuordnen einer bestimmten
Packungsart ist somit nicht moglich. Daraus resultierend stellt sich die Frage, ob und wie sich diese Effekte

auf die Betteigenschaften (Héhe und Porositat) auswirken.

3.5 Simulation magnetischer Partikel in einem Mikrokanal

Die Simulation des Beladungsvorgangs des Reaktors bedarf der Definition bzw. Berechnung des Magnet-
feldes mit COMSOL® (COMSOL AB, Stockholm, Sweden 2021) und der Partikelsimulation mit
OpenlLB® (Krause et al. 2020). Grundlage dafir ist der verwendete Flussreaktor, beschrieben in Kapitel

3.1

3.5.1 Berechnung des Magnetfeldes

Um die magnetischen Krafte auf die superparamagnetischen Partikeln zu ermitteln, wurde das lberla-
gerte Magnetfeld, das im Reaktorkanal herrscht, mit COMSOL® (COMSOL AB, Stockholm, Sweden 2021)
berechnet. Die Simulationen wurden mit dem AC/DC Modul durchgefiihrt. Die Berechnung teilt sich in die

Geometrie-, Gittererstellung, Definition der Randbedingungen und Ermittlung des Magnetfeldes auf.

Eine digitale, dreidimensionale Kopie des Reaktorsetups nach den Angaben der Hersteller des Reak-
torchips und der Magnete (siehe auch Kapitel 3.1) wurde erstellt. Vier Magnete wurden direkt unter dem
Reaktorchip mit alternierender, magnetischer Orientierung platziert. Den einzelnen Volumina im Berech-
nungsraum wurden Materialeigenschaften zugeordnet. Als Medium im Kanalvolumen wurde Wasser an-
genommen. Das freie Volumen wurde als Luft angesehen. Die Materialeigenschaften fir den PMMA-Chip
und die Magnete wurden aus der Material-Bibliothek von COMSOL (ibernommen. Die Begrenzungen des
Berechnungsraums wurden fiir die Konservierung des magnetischen Felds mit einer Neumann-Randbe-
dingung gesetzt. Die magnetischen Eigenschaften der Dauermagnete wurden mit einer festen, in y-Ach-

senrichtung (Abbildung 3.10) orientierten Flussdichte von 1,21 T gesetzt (IBS Magnet 2021).
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Abbildung 3.10 Berechnetes Magnetfeld Giber den ersten beiden Magneten, dargestellt mit normalisierten schwarzen
Pfeilen. Auf einer Schnittebene in der Mitte des Kanals ist die absolute Magnetfeldstarke dargestellt. Das Kanalvolu-
men ist Gber den Magneten sichtbar.

Bei der Gittererstellung wurde ein Tetraeder-Gitter genutzt. Die Auflésung des Reaktorkanalvolumens
wurde an die GroRe der Partikeln angepasst, um mogliche Fehler bei der Feldibertragung in OpenlLB zu
minimieren. Das magnetische Feld (Abbildung 3.10) zeigt am Anfang der Magnete typische Feldlinien ei-
nes Dauermagneten. Bei den Ubergingen zwischen zwei Magneten fiihren die Feldlinien direkt zum be-

nachbarten Magneten, da diese alternierend angeordnet sind. Die Feldstdrke an den Ubergéngen ist deut-

lich groRer als am Anfang.
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Abbildung 3.11 Gradient der Flussdichte im Reaktorkanal, dargestellt mit schwarzen, normalisierten Pfeilen. Auf einer Schnittebene
in der Mitte des Reaktorkanals ist die absolute Hohe des Gradienten der Magnetfeldstarke dargestellt.

Die magnetische Kraft durch die Dauermagnete ist abhangig vom Gradienten der magnetischen Fluss-
dichte (Gl. 3.6). Um die Krafte und deren Orientierung abzuschatzen, ist in Abbildung 3.11 der Fluss-
dichtengradient durch Pfeile im Anfangsbereich des Reaktorsystems dargestellt. Hier ist offensichtlich,
dass die grofSten Gradienten und somit Krafte Gber dem Anfang bzw. Ende der Magnete auftreten. Zwi-
schen benachbarten Magneten ist die Kraft erhoht. Diese Beobachtungen erklaren die beobachtete Inho-
mogenitat der Hohe des Partikelbetts in Kapitel 3.4.2. Die Gradienten und damit die Kraft Giber der Mitte
der Dauermagnete sind wesentlich geringer als an den Ubergéngen. Somit kdnnte die Sedimentation der
Partikeln durch Aufstauen dieser Partikeln zwischen zwei Anhdufungen und die Gravitationskraft be-

stimmt sein. Die Gradienten deuten auf starke Anziehung zum Anfang bzw. Ende der einzelnen Magnete
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hin, was die Hiigel aus Kapitel 3.4.2 erklart. Fur die Implementierung in OpenLB wurden die Magnetfeld-

starke und der Gradient der Flussdichte fiir ein dquidistantes Gitter gemal des OpenlLB Gitters exportiert.

3.5.2 Partikelsimulation

Bei der Uberstromung der Nd-Magnete unterhalb des Kanals bildet sich ein Partikelbett, welches in Kapi-
tel 3.4 optisch analysiert wurde. In diesem Kapitel wird die LBM-Software OpenlLB (Krause et al. 2020)
genutzt, um die Bettbildung (Kapitel 3.5.4) und Packungseigenschaften des gebildeten Betts (Kapitel 3.4.2)
zu untersuchen. Zuerst wird ein kurzer Uberblick iiber die Lattice-Boltzmann-Methode (LBM) gegeben mit
Fokus auf die Simulation eines durchstrémten Kanals und die Partikelbewegung. Eine gute Ubersicht (iber

die LBM ist in der Arbeit von Kriiger et al. (Krliger et al. 2017) zu finden.

3.5.3 Lattice-Boltzmann Methode (LBM)

Die LBM basiert auf der kinetischen Gastheorie, die eine Teilchenverteilung eines Gases beschreibt. Die
Teilchenverteilung ist eine GroRe abhangig von der Zeit und der Stol3zeit (mittlere freie Flugzeit). Die ki-
netische Gastheorie ldsst sich mit Erweiterungen auf alle Fluide anwenden. Die Teilchenverteilung wird
mit der Verteilungsfunktion f(x, &, t) der Teilchen beschrieben. Die Verteilungsfunktion beschreibt die
Dichte des Fluids mit der Information tber die Teilchengeschwindigkeit & an dem Ort x und der Zeit t. Mit
der Verteilungsfunktion konnen beispielsweise die Massendichte (Gl. 3.21), Impulsdichte (Gl. 3.22) und
die Energiedichte eines Systems berechnet werden. Diese sind direkt mit den makroskopischen GréRen

Druck p, Geschwindigkeit u und Energie E verbunden.

p(x,6) = f &0 d3¢ 321

PG UGt = [ £ 60 % 3.22
Das Verhalten der Verteilungsfunktion ist tiber die Boltzmann Gleichung (BG) nach Gleichung 3.23 mit
dem Kollisionsoperator 2(f) = l;—’: definiert. Der Kollisionsoperator beschreibt die zeitliche Anderung der

Verteilungsfunktion durch interpartikuldre Interaktionen. In Gl. 3.23 beschreiben die Indizes der Nabla-
Operatoren die partielle Ableitung in Bezug auf Ort x und Teilchengeschwindigkeit ¢.

df F_
TR §V.f +;st =Q(f) 3.23

In der klassischen BG wird der Kollisionsoperator liber eine aufwandige, doppelte Integration der Teil-
chengeschwindigkeit berechnet (WeiR 2006). Dieser berticksichtigt alle Kollisionen zweier Teilchen, ab-
hangig von intermolekularen Kraften. Grundlegend fiir die LBM in Bezug auf Fluidstrémungen formulier-
ten Bhatnagar, Gross und Krook (BGK Kollisionsoperator) eine vereinfachte Form des Kollisionsoperators

(Bhatnagar et al. 1954):
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Q) =-—(f = fD 3.24
Der BGK-Kollisionsparameter beschreibt die Relaxation der Dichteverteilung in einen Gleichgewichtszu-

stand f°9. Die Relaxationszeit T (StoRzeit) bestimmt dabei wie schnell das Gleichgewicht erreicht wird

und ist abhangig von Diffusion, Viskositat und Warmeleitung.
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Abbildung 3.12 Grafische Darstellung eines D2Q9-Gitters. Der Diskretisierungsparameter h definiert den Abstand der
Knoten. Jedem Knoten ist eine Teilchengeschwindigkeit §; zugeordnet, die zu einem Knotenwechsel bendtigt wird.

Die Diskretisierung der Kombination aus der BG und dem BGK-Kollisionsoperator (BG-BGK) resultiert in
der LBM. Die inverse Schallgeschwindigkeit ¢, definiert den Diskretisierungsparameter h und approxi-
miert die BG-BGK fir die Teilchengeschwindigkeit finiter, dquidistanter Knoten. Abhangig von der betrach-
teten Dimension d hat jeder Knoten g Nachbarknoten. Spezielle LBM werden mit DdQgq benannt, wobei
D2Q9 und D3Q18 die tiblichen Modelle sind. Zur Darstellung der Methode ist in Abbildung 3.12 das Gitter
far D2QQ visualisiert. Eine Fluidpartikel an einem Knoten hat ¢ — 1 mogliche Geschwindigkeiten, die eine
Verschiebung zu einem benachbarten Knoten bewirken (vgl. Abbildung 3.12). Zusétzlich gibt es eine Mog-
lichkeit an dem Ursprungsknoten zu bleiben. Somit lasst sich die diskrete Geschwindigkeit durch die Bolt-
zmann Gleichung (DVBE, engl.: discrete velocity Boltzmann equation) definieren:
df;

E+fvxfi=9i+ﬁi,i=1,...,q—1 3.25

Die Abhdngigkeit der Verteilungsfunktion f von der Geschwindigkeit wird durch q Gleichungen ersetzt.
Hierbei wird die Verteilungsfunktion, der Term fiir die Kraft und der Kollisionsoperator aus Gleichung 3.23

mit der verkiirzten Hermite-Erweiterung in f;, Q; und F; approximiert.

321 - p(x,t) = ff(x.&t) d*¢ = Ywif; 3.26
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3.22 - p(x, Hulx,t) = fff(x,f, t) d3¢ = Iwiif; +7Fi 3.27

Mit der Diskretisierung der Geschwindigkeit wird das Integral mit einer Summe und einem gitterabhangi-
gen Gewichtungsfaktor w ersetzt. Der Einfluss einer wirkenden Kraft F; wird in der Impulsgleichung (GI.

3.28) bericksichtigt.

Fiir die numerische Berechnung der DVBE werden eine weitere Diskretisierung in Zeit und Ort, die Integra-
tion der charakteristischen GréRBen und die Anwendung der Trapezregel bendtigt. Damit kann die allge-

meine Lattice-Boltzmann Gleichung beschrieben werden:

flx + &ALt + AL = f; — %(fi(x, t) — f2(x, t))At + FiAt 3.28

In der LBM wird die Lattice-Boltzmann Gleichung in zwei Schritte unterteilt:

" 1 ,
fi. ) =fi— = (fite, ) = £ (x, ©))At + FiAt 3.29

file + &AL t+AD = f; 3.30
Der erste Schritt beschreibt die Kollision der Teilchen (Gl. 3.29) und der zweite das Strémen der Teilchen

(Gl. 3.30). Die beiden Vorgange sind in Abbildung 3.13 fiir D2Q9 dargestellt.

o) el o) o) 0 0 o o el o ° o °
o o) o o . \ / o]
Kollision Strémung
o] © o} Q0 — %%» —_— - o= 0O
(o] (o] (e} o] ] / O\ (o]
O C O O O O O O O O O O o]

Abbildung 3.13 Ablauf eines Zeitschritts in der LBM. Nach der Berechnung der Kollision wird der Einfluss der Stromung
auf die Knoten berlicksichtigt.

Die LBM ermoglicht die numerische Losung unterschiedlicher Differentialgleichungen, wie die kompres-
sible, inkompressible Navier-Stokes Gleichung oder die Poisson-Gleichung. Die Anwendung der LBM auf
die Navier-Stokes-Gleichung schafft ebenfalls die Grundlage fiir die Berechnung von Druck und Geschwin-

digkeit durch die Berechnung der Momente der Verteilungsfunktion.

Um die Simulation in einem begrenzten Volumen umzusetzen, werden den Knoten des Gitters Anfangs-
und Randbedingungen zugeordnet. In einem dquidistanten Gitter kdnnen komplexe Strukturen beschrie-
ben werden. Die Knoten kdnnen als Randbedingungen dquivalent zu makroskopischen Modellierungsme-
thoden definiert werden. Diese beinhalten beispielsweise Dirichlet (definierter Wert), Neumann (definier-
ter Gradient), periodische und symmetrische Randbedingungen. Fir Partikelsimulationen werden diese

noch mit Abprall-Bedingungen (engl.: bounce back) erweitert.
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In dieser Arbeit wird die Software OpenLB benutzt. Das Programm wurde von der Arbeitsgruppe von M.J.
Krause entwickelt und findet in vielen Bereichen Anwendung (z.B.: mehrphasige, Partikeln beladene, tur-
bulente und thermische Stromung) (Krause et al. 2020). Die Partikelbewegung und die Einflisse des Mag-
netfeldes auf die Sedimentation der Partikel werden, mit Hilfe existierender Module von OpenLB, unter-
sucht (Lindner et al. 2013). Diese beinhalten Stromung nach der Navier-Stokes Gleichung, Strémung durch

poroses Volumen (Kapitel 1.1.1.3) und Partikelstrémungen in einem magnetischen Feld (Kapitel 1.1.1.4).

1.1.1.3 Durchstréomtes poroses Medium

Fiir die Losung der Navier-Stokes Gleichung wird die Formulierung der Gleichgewichtsteilchenverteilung
fieq angepasst. Basierend auf der LBM (Gl. 3.29) formulierten Guo und Shu die Gleichgewichtsverteilungs-

funktion fur die Navier-Stokes Gleichung ohne angreifende Kréfte (Guo und Shu 2013):

ué;  (u-c)? _u-u>

eq _
U, t)=wp|1+—=+
fi (x,t) Wlp( 2 o 22 3.31

Mit der Chapman—Enskog Erweiterung (Chapman und Cowling 1998) kann die LBG in die makroskopische
Navier-Stokes Gleichung tberfiihrt werden (Guo und Shu 2013). Die kinematische Viskositat v kann durch

die Relaxationszeit und die Schallgeschwindigkeit dargestellt werden:

5 ( At)
v=ci|lT——=
s 2 3.32
Die Durchstromung einer pordsen Struktur kann mit einer angepassten Navier-Stokes Gleichung nach

Brinkmann (Brinkman 1949), basierend auf Darcys’ Gesetz, berechnet werden (Guo und Zhao 2002):

ou u 1
—+@-V) (—) =——V(ep) +vAu + F,
€ p

ot 3.33
V-u=0

Gleichung 3.33 beinhaltet die Kraft F; auf das Fluid, aufgrund des durchstrémten Kérpers mit der Porositat

g, fur die gilt:
£ K
_ f .2
FF=——u——=u
€ a Ja 3.34

Die Kraft teilt sich in einen linearen Darcy-Term (laminare Stromung) und den nicht-linearen Forchheimer-
Term (turbulente Strémung) auf. Die Permeabilitdt & und die Forchheimer-Konstante Ky werden experi-

mentell nach Gleichung 3.35 mit dem Partikeldurchmesser d,, und der Porositét € bestimmt.

175 3 dje’
1= T50e3 . 150(1—¢)? 3.35

Fiir eine Porositdt von € = 1 geht die angepasste Navier-Stokes-Gleichung in ihre urspriingliche Form

Giber. Die Simulation fir porése, durchstromte Medien ermdglicht die Definition von porésen Regionen in
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einem Rechenvolumen wie z.B. pordse Schichten. Dies ermdglicht eine Beeinflussung der Stromung durch

agglomerierte und abgelagerte Partikeln im Rechenvolumen.

1.1.1.4 Berechnung von Partikeln in einer Strémung

Die Simulation von Partikeln in einer Stromung findet in vielen Bereichen Anwendung. Die Modellierung
der Partikeln kann durch die Berechnung diskreter Partikeln (Lagrange Methode) oder als kontinuierliches
Medium (Euler Methode) umgesetzt werden. In der Lagrange Methode werden direkte Krafte und Parti-
kelinteraktionen fiir jede Partikel beschrieben, was die Massen- und Impulserhaltung erleichtert, aber fiir
erhohte Partikelanzahl auch rechenaufwandiger wird. In der Euler-Methode bezieht man sich auf ein de-
finiertes Volumen und berechnet die Durchstromung von Partikeln, wobei der Rechenaufwand der Euler-

Methode unabhangig von der Anzahl der Partikeln ist.

Zur Simulation mit Partikeln beladenen Stromungen kdnnen die beiden Phasen (Fluid und feste Partikeln)
unterschiedlich beschrieben werden. In dieser Arbeit wurde der Euler-Lagrange Ansatz gewahlt, der die
flissige Phase (Flussigkeit) als Euler System und die feste Phase (Partikeln) als Lagrange System betrach-
tet. Flr ein System mit geringen Partikelkonzentrationen und hinreichend kleine Partikeln wird der Ein-
fluss der bewegten Partikeln auf die Strémung vernachlassigt (Einweg-Kopplung, engl.: one-way coupling).
Das Euler System wird mit der Navier-Stokes-Gleichung beschrieben (Kapitel 1.1.1.3). Die Partikeln des
Lagrange Systems werden nach Gleichung 3.36 beschrieben. Die Position r;, der Partikel k mit dem Durch-

messer dp und der Masse my wird durch die auf die Partikeln wirkenden Krafte beschrieben.

d’n. dw,  F
dtz - dt - ak - mk 3.36

Die auf die Partikeln wirkenden Krafte werden additiv berechnet und sind systemspezifisch. Diese bein-
halten die Partikelkrafte aufgrund von duBeren Bedingungen und benachbarten Partikeln (Kapitel 3.3.1).
Die Widerstandskraft (Gl. 3.4) beschreibt den Einfluss des Euler Systems auf die Partikeln. Weitere Krafte
sind die Kraft durch die Erdbeschleunigung (Gl. 3.5) und die magnetischen Krafte durch ein angelegtes

Magnetfeld (Gl. 3.6 und 3.7).

Interpartikuldre Krafte verhindern das Uberlappen zweier Partikel. Diese werden in der klassischen Lag-
range Methode mit mechanischen Feder- und Dampfungsmodellen beschrieben (GI. 3.10 — 3.15). Bei Par-
tikelbewegungen von superparamagnetischen Partikeln miissen weiterhin die interpartikularen magneti-

schen Krafte berlcksichtigt werden (Gl. 3.8 und 3.9).

3.5.4 Simulation der Befiillung des Reaktorkanals

Bei Beflllung des Reaktorkanals wird eine wassrige Suspension mit superparamagnetischen Partikeln bei

einer Flussrate von 10 uL/min in den Kanal gepumpt. Es bildet sich bei diesem Vorgang ein Partikelbett
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am Boden des Kanals (Kapitel 3.4) aus, abhdngig vom anliegenden Magnetfeld. Aufgrund der GréRRe und
Anzahl der magnetischen Partikeln (d, = 2,8 um) wird der Anfangsbereich des Kanals mit OpenLB be-
rechnet. Weiterhin wurde die Breite des Kanals reduziert (2mm x 200 um x 20 um, Lange x Hohe x
Breite). Der Ausschnitt ist in Abbildung 3.14 dargestellt. Das Magnetfeld wurde mit COMSOL® berechnet
(Kapitel 3.5.1).
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Abbildung 3.14 Skizzierungen der Querschnitte des Berechnungsvolumen mit dem Nord- und Stidpol der Dauermag-
nete (N und S) und der berechneten Region (rot gestrichelt) des Befiillungsvorgangs. Die GroRen sind nicht malstabs-
getreu. A: Seitenansicht; B: Sicht von oben.

Die Berechnung der Befiillung eines Kanals wurde in mehreren Schritten durchgefiihrt. Ein Uberblick Giber
den Ablauf der Simulation ist in einem Flussdiagramm (Abbildung 3.15) dargestellt. Eine detaillierte Be-
schreibung des Setups ist im Anhang A9 zu finden. Das Reaktorsetup (Kapitel 3.1) definiert die Abstande
und Anordnungen der Reaktorkanidle und der Magnete, sowohl fiir die Magnetfeldberechnung als auch
das Berechnungsvolumen der Partikelsimulation. Fiir den Kanal im Anfangsbereich wurde ein dquidistan-
tes Knotennetz fiir die Stromungssimulation erstellt. Flir ein entsprechendes dquidistantes Netz wurden
sowohl die Magnetfeldstarke als auch der Gradient der Flussdichte aus COMSOL® exportiert und in

OpenlB eingelesen.
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Abbildung 3.15 Ablauf der Simulation einer partikelbeladenen Stromung fir die Partikelbettbildung. Die Simulation
ist in die Berechnung der kontinuierlichen Phase (Euler-Methode, blau) und der Partikeln (Lagrange-Methode, grau)
aufgeteilt.

Die Berechnung der partikelbeladenen Strémung teilt sich in zwei sich wiederholende Simulationsstufen
auf: i) Stromungssimulation der mobilen Phase mit der Navier-Stokes-Gleichung fir durchstromte, pordse
Medien (Kapitel 1.1.1.3) und ii) Partikelsimulation von paramagnetischen Partikeln (Kapitel 1.1.1.4). Nach
der Partikelsimulation werden abgelagerte Partikeln ermittelt, die in der darauffolgenden Stromungssi-

mulation als pordse Region bericksichtigt werden.

Flr die Stromungssimulation wurden Standard-Randbedingungen gewahlt: Einlass: definierte Poisson-Ge-
schwindigkeitsverteilung; Auslass: konstanter Druck; Boden und Decke: Haftbedingung. Flr die beiden
Seiten wurden ein Geschwindigkeitsgradient von Null angenommen, um einen Ausschnitt in der Mitte des
Kanals zu beschreiben (engl.: slip boundary condition). Mit dem stationaren Stromungsfeld werden die
Widerstandskréafte auf die Partikeln berechnet, die fiir die Partikelsimulation im zweiten Schritt benoétigt

werden.

In jeder Wiederholung der Berechnung wird eine feste Anzahl uniformer, paramagnetischer Partikeln
(2500 Partikeln) zuféllig im Anfangsbereich des Kanals erzeugt. Die Anfangsgeschwindigkeit der Partikeln
entspricht der durchschnittlichen Geschwindigkeit des Fluids. Die Orientierung des magnetischen Mo-
ments wurde mit (1,0,0)(x, y, z)angenommen. Die Partikeleigenschaften wurden nach Kapitel 3.3 imple-
mentiert. An den Grenzen des Berechnungsvolumens werden die Partikel mit einem ideal elastischen StoR3
reflektiert (engl.: bounce-back condition). Die auf die Partikeln wirkenden Krafte werden nach Kapitel
3.3.1 berechnet und bestimmen die Position und die Orientierung des magnetischen Moments der Parti-

keln.
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Nach Abschluss der Bettbildung der simulierten Partikeln (Abbruchkriterium fiir die durchschnittliche Po-
sition und die Geschwindigkeit der Partikeln) werden Partikelanhaufungen (Agglomerate) im Volumen
definiert. Im Idealfall sollte nur ein Agglomerat bzw. eine Anhaufung (das Partikelbett) vorliegen. In einem
letzten Schritt wird eine pordse Region definiert, die sich aus den abgelagerten Partikeln des groRten Ag-
glomerats ergibt. Partikeln in den obersten beiden Schichten werden als nicht abgelagert angenommen,
da sie noch durch neu anstrémende Partikeln der nachsten Iteration beeinflusst werden kénnten. An-

schlieend wiederholt sich die Berechnung des Stromungsfeldes mit einem neuen Satz an Partikeln.

7500 particles B 20000 particles

Velocity [m/s]
2.68-02

— 0.02

— 0015

30000 particles 001

[ 0.005
0.0e+00

Abbildung 3.16 Partikelbettbildung nach Iteration 3 (A, 7500 Partikeln), 8 (B, 20000 Partikeln), 12 (C, 30000 Partikeln),
16 (D, 40000 Partikeln). Stromungslinien sind eingezeichnet, Boden und Decke sind schematisch eingezeichnet.

Die Ergebnisse der Simulation der partikelbeladenen Stromung nach aussagekraftigen Iterationen sind in
Abbildung 3.16 dargestellt. Das Partikelbett baut sich am Anfang des Magneten durch die magnetische
Kraft aufgrund des anliegenden Magnetfeldes auf. Durch den Eintrag der Partikeln erhoht sich die Anhau-
fung, die den frei durchstromten Querschnitt Gber dem Partikelbett verkleinert. Nach dem Kontinuitats-
gesetz erhoht sich dort die Stromungsgeschwindigkeit und damit die Widerstandskraft (Gl. 3.4) auf die
Partikeln und beeinflusst, wie sich das Partikelbett formt. Gleichzeitig werden die stromenden Partikeln
Giber die Partikelschicht umgeleitet, wodurch sich der Abstand zum Magneten erhéht und somit geringere
magnetische Krafte auf die Partikeln wirken. Ab der 16. Iteration und 40000 sedimentierter Partikeln ist
die Kraft der Stromung gréRer als die magnetische Kraft und die Partikeln tGberstromen das Partikelbett.
Das Partikelbett fillt in diesem Zustand ca. die Hélfte des Kanals aus. Die Partikeln nachfolgender Iterati-
onen Uberstromen das Partikelbett und werden aus dem Berechnungsvolumen ausgetragen. Diese Parti-
keln stromen weiter durch den Kanal bis sie zum nachsten Bereich Gber einem Ende oder Anfang eines

Magneten gelangen, wo wieder stirkere magnetische Krafte wirken.
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Abbildung 3.17 Effekte der superparamagnetischen Partikeln in einem magnetischen Feld. A: Ausrichtung der mag-
netischen Momente der Partikeln mit Bildung von Partikelketten. Die Magnetfeldlinien sind schwarz dargestellt und
einzelne Partikeln mit ihrem magnetischen Moment sind hervorgehoben. B: Fluoreszenzaufnahme der oberen Schicht
(Burgahn 2019). C: Partikelketten der oberen Partikelschicht.

In den Partikelsimulationen richten sich die magnetischen Momente der Partikeln zum magnetischen Feld
aus (Abbildung 3.17 A). Durch die magnetischen, interpartikuldren Krafte bilden sich Partikelketten ent-
lang der magnetischen Feldlinien. T. Burgahn (Burgahn 2019) beobachtete diese Ketten auf der Oberfla-
che parallel zur Strémungsrichtung (Abbildung 3.17 B), die auch in der Simulation abgebildet werden (Ab-
bildung 3.17 C).

Die Dicke der Partikelschicht aus der Partikelsimulation spiegelt die Tendenzen des Anfangs des Partikel-
bettes aus der Profilometrie (Kapitel 3.4) wider. Die Berechnung der Hohe des Partikelbetts weist einen
groReren Wert auf als die optische Untersuchung. Es gibt jedoch eine Reihe von Faktoren, die eine Abwei-
chung vom tatsachlichen System verursachen kénnen. Dazu gehdren ungenaue Werte von Materialien,
insbesondere von Magneten und magnetischen Partikeln, die zu Unterschieden zwischen Simulationen
und der realen Partikelanordnung oder Schichtdicke fihren kénnen. Ein in der Simulation nicht beriick-
sichtigter Einfluss auf die Bettbildung ist die Polymerschicht auf den magnetischen Partikeln. Ein weiterer
Faktor, der in der Simulation nicht berticksichtigt wurde, ist die Wirkung der Polymerschicht auf die mag-
netischen Partikel. Die groRte Ursache fiir Abweichungen wird auf geometrische Ungenauigkeiten in der
Beschreibung des gesamten Systems zuriickzufiihren sein. Diese werden in der Simulation nicht bertck-
sichtigt. Sie beinhalten zusitzliche Materialien zwischen dem Chip und den Magneten (Kleber 0.A.) oder
Fertigungsfehler (gebogener Chip), wodurch der Abstand zwischen dem Reaktorkanal und den Magneten
erhoht wird. Die magnetische Kraft ist stark abhangig vom Abstand zum Magneten (vgl. Kapitel 3.5.1),
wodurch schon kleine Erhéhungen des Abstands zu geringeren Kraften auf die Partikeln und somit zu

geringeren Betthohen fiihren kénnen.
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Abbildung 3.18 Darstellung der Partikelanordnung in der Mitte der Anhaufung in der Seitenansicht nach der 16. Ite-
ration und 40000 sedimentierten Partikeln.

Die Partikelsimulation des Beladungsvorgangs zeigt weiterhin Partikelanordnungen auf. In Abbildung 3.18
ist die Partikelanordnung der 16. Iteration in der Mitte der Packung dargestellt. Am Boden des Reaktors,
wo die groRte magnetische Kraft auf die Partikel wirkt, entsteht eine geordnete Partikelpackung. In Abbil-
dung 3.18 lassen sich Bereiche entdecken, die héchst geordnet sind (dichteste Packung). Bei den oberen
Schichten des Partikelbettes verkleinern sich diese Bereiche. Die magnetische Kraft auf die Partikel ist in
den oberen Lagen des Partikelbettes geringer, weshalb sich dort mehr Fehler finden und sich somit eine

porosere Packung bildet.

Diese Befunde legen nahe, dass die Partikelanordnung im Bett nicht uniform ist, sondern von den wirken-
den Kraften abhangt. Bereiche, in denen starke Sedimentationskrafte wie die magnetische Kraft wirken,
zeigen eine stark geordnete Partikelpackung. Daher kann die Frage aus Kapitel 3.4.2, wie Sedimentations-
oder Kettenbildungskrafte die Eigenschaften des Betts beeinflussen, aufgrund dieser Beobachtungen be-
antwortet werden. Uber den Ubergingen von Magnetfeldern dominiert die Sedimentationskraft insbe-
sondere in den tieferen Schichten. In der oberen Grenzschicht verliert sie jedoch ihre Wirkung und es

kommt zur Bildung von Partikelketten.

3.5.5 Partikelbetteigenschaften

Die Simulation der Partikelsuspension ermdoglicht die Betrachtung des Aufbaus des Bettes auf Partikel-
ebene. Die Bildung eines langeren Abschnittes des Reaktors ist aufgrund der Anzahl der Partikel sehr re-
chenaufwandig. Ein solcher Bereich misste mindestens zwei Magnete umfassen, damit sich zwei Higel
bilden. Erst nachdem die beiden Hiigel sich gebildet haben, fillt sich der Bereich dazwischen auf. Die Un-
tersuchung der Partikelverteilung im Bett wurde aus diesem Grund in zwei charakteristischen Bereichen
verfolgt. Der Bereich liber dem Anfang der Magnete (Ergebnisse aus Kapitel 3.5.4) wurde reprasentativ
fr Partikelstrukturen mit erhohter magnetischer Kraft untersucht. Der zweite Bereich befindet sich tiber

der Mitte eines Magneten, in der eine geringere magnetische Kraft vorliegt.
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Die Berechnung der Partikelverteilung und letztlich der Porositdt in den untersuchten Bereichen wurde
mit Matlab durchgefiihrt. Ein Untersuchungsvolumen in Form eines Quaders wurde im Rechenvolumen
definiert. Um eine moglichst genaue Untersuchung des Partikelbetts zu ermdglichen, wurden das Unter-
suchungsvolumen an die Partikelschicht angepasst. Die Breite des Untersuchungsvolumens (Z-Richtung)
ist kleiner als die Breite des Rechenvolumens. Um die Einfliisse von Wanden bzw. Grenzen des Berech-
nungsvolumen zu minimieren, wurde die Breite des Untersuchungsvolumens um zwei Partikeldurchmes-
ser an beiden Seiten reduziert. Die Lange (X-Richtung) und die Hohe (Y-Richtung) wurden an die Partikel-
packung angepasst, so dass moglichst viele Partikel im Volumen eingeschlossen sind. Das Volumen der
Partikeln im Berechnungsvolumen ergibt mit dem gesamten Volumen die Porositat (Gl. 3.16). Partikeln,
die teilweise im Berechnungsvolumen sind, wurden als Kugelsegment beriicksichtigt. Der entsprechende
Teil des Partikelvolumens im Berechnungsvolumen wurde durch (mehrmaliges) Schneiden mit den ent-

sprechenden Flachen berechnet. Die Porositatsberechnungen wurden in Matlab durchgefiihrt.

A C

x10°4
26—
24—

22—

1. S — PG
00136 0.01365 00137 001375 00138 0.01385 0.0139 001395 0.014 0.01405 0.0141

0.0136 0.01365 0.0137 0.01385 0.0139 0.01395 0.014 0.01405 0.0141

Abbildung 3.19 Verteilung der Partikelmittelpunkte in Seitenansicht (A, C) und Draufsicht (B, D). Das Volumen zur
Berechnung der Porositat ist rot gekennzeichnet. Die Partikelberechnungen von Bereich 1 (iber dem Anfang des ers-
ten Magneten) sind in A und B dargestellt. Das berechnete Partikelbett in Bereich 2 (mittig Gber den Magneten) ist in
C und D dargestellt.

Das Berechnungsvolumen und die dazugehorige Partikelverteilung (iber dem Anfang des ersten Magneten
(Kapitel 3.5.4) ist in Abbildung 3.19 in der Seiten- (A) und Draufsicht (B) dargestellt. Die Ergebnisse der
Porositatsberechnungen des ersten Bereichs finden sich in Tabelle 3.3. Im untersuchten Bereich wurde
eine Porositdt von 0,287 bestimmt. Dieser Wert ist groBer als die minimale Porositat, die einer Packung

mit runden Partikeln zu erwarten ware.
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Tabelle 3.3 Ergebnisse der Porositatsbestimmung der Partikelsimulationen fiir die Bereiche Gber dem Anfang des
ersten Magneten (Bereich 1) und Uber der Mitte eines Magneten (Bereich 2). Berechnungsvolumen V., gesamtes
Partikelvolumen }}V;, Bettporositat €54 und relative, durchschnittliche Uberlappung der Partikel und korrigierte Po-
rositat €,,4-

d \
Vcalc z VP Eped overlap/dp €ped
3 _ —
[m’] ] -] % -]
Bereich 1
2,12-1071% | 1,51-10713 0,287 1,99 0,353
(Anfang des Magneten)
Bereich 2
544 -1071* | 3,49.1071* 0,358 1,84 0,407
(Mitte des Magneten)

Dieses Verhalten kann auf die Berechnung der mechanischen Partikelkrafte (Kapitel 3.3.1) und das Uber-
lappen von Partikeln zuriickgefiihrt werden. Die mechanischen Krafte werden Gber eine Federkraft abge-
bildet. Befinden sich zwei stationare Partikeln in standigen Kontakt, so heben sich die wirkenden Krafte
auf. Aufgrund der Federkraft Gberlappen sich die Volumina der benachbarten Partikeln. Bei Systemen mit
geringer Partikelanzahl ist dieser Effekt vernachlassigbar. Bei diesem System sind jedoch mehrere tau-
sende Partikeln im Volumen, wodurch eine geringe Abweichung die Ergebnisse beeinflusst. Fiir eine ge-
nauere Betrachtung der méglichen Einfliisse der Uberlappungen wurde die mittlere Uberlappungslinge
zweier, in Kontakt stehender Partikeln berechnet und eine korrigierte, maximale Porositat €54, berechnet.
Die korrigierte Porositat stellt mit 0,353 eine obere Grenze der Porositat dar. Durch die hohen magneti-
schen Krafte entsteht eine geordnete, dichteste Packung. Einzelne Packungsfehler erhéhen die Partikel-

abstande, wodurch eine erhohte Porositat zustande kommen.

Wie in den vorrangegangenen Simulationen dargestellt, sammeln sich die Partikeln zuerst am Anfang des
ersten Magneten an, da dort grofRe magnetische Krafte auf die Partikeln wirken. Die Anhaufung vergro-
Bert sich mit weiteren einstromenden Partikeln. Mit mehr Partikeln und héherer Anhaufung verringert
sich die durchstromte Querschnittsflaiche und somit die Stromungsgeschwindigkeit und die Stromungs-
kraft auf die Partikeln. Die Partikeln tiberstromen die erste Anhaufung, sobald die Stromungskraft gréRer
als die magnetische Kraft ist. Die magnetische Kraft hinter der Anhdufung (mittig Glber dem Magneten) ist
zu gering, um die Partikeln festzuhalten. Deshalb stromen diese bis zum Ende des Magneten weiter. Hier
ist wiederum ein magnetisches Kraftzentrum, das eine Anhaufung erzeugt. Somit bilden sich zuerst zwei
Partikeln-Anhaufungen, die anschlieBend als mechanische Hiirden fiir die Partikeln dienen. Uber der Mitte
des Magneten, wo vor der Ausbildung der zweiten Anhdufung die magnetischen Krafte zu gering waren,
um die Partikeln zu halten, fihren die mechanischen Hiirden zum Auffiillen dieses Bereichs, entgegenge-
setzt zur Stromungsrichtung. Das sich ausbildende Partikelbett ist somit starker durch die Gewichtskraft
und schwécher von der magnetischen Kraft beeinflusst. Des Weiteren werden die Partikeln schwacher

magnetisiert und eine Partikelkettenbildung ist unwahrscheinlicher.
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Da die Berechnung der Ausbildung des Partikelbetts iber die zwei Anhdufungen und dem Bereich dazwi-
schen rechentechnisch zu aufwandig ist, wurde eine weitere Berechnung fiir ein Volumen mittig Gber
einem Magneten definiert und untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.19 C und D dargestellt. Die
Partikeln wurden an der Decke des Berechnungsvolumens erstellt. Im Bereich Gber der Mitte der Magnete
hat die Stromung einen sehr geringen Einfluss auf die Partikelanordnung im Bett. Es stellt sich heraus,
dass die Gewichtskraft den groRten Einfluss auf die Sedimentation hat, weshalb fiir die Ablagerung Gber
der Mitte eines Magneten die Strémung vernachlassigt wurde. Dadurch kann das Abtragen der Partikel
nicht abgebildet werden und somit keine Dicke des Partikelbettes bestimmt werden. Dennoch kann die
Anordnung der Partikeln analysiert werden. Das berechnete Partikelbett weist eine Porositat von 0,358
auf. Durch geringe Sedimentationskrafte ordnen sich die Partikeln zufallig an. Durch Fehler in der Parti-
kelpackung erhéht sich weiterhin die Porositit der Packung. Weiterhin reduziert sich die Uberlappung der
Partikeln aufgrund der geringeren Sedimentationskrifte. Die geringe, gemittelte Uberlappung der Parti-
keln (1,84 %) kann die berechnete Porositdt beeinflussen und resultiert in einer maximalen korrigierten

Porositat von 0,407.

Wie schon erwdhnt wird die Hohe des Partikelbetts in diesem Bereich durch das Verhaltnis zwischen den
Sedimentationskraften und der Kraft durch die Stromung bestimmt. Die Higel der Magnetiibergangsbe-
reiche dienen als Blockade vor und hinter dem Bereich, wodurch sich Partikeln aufstauen. Somit kann die
Hohe des Partikelbettes nicht héher sein als die der Ubergangsbereiche. Durch die geringeren magneti-
schen Kréfte ist eine Mulde im Bereich mittig Gber den Magneten zu erwarten, wie sie in der Profilometrie

beobachtet wurde.

3.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde eine Untersuchung der geometrischen Eigenschaften des betrachteten Reaktor-
systems durchgefiihrt. Das Reaktordesign wurde detailliert beschrieben und mittels einer optischen Ana-
lysemethode wurde eine Charakterisierung der Partikelschicht innerhalb eines rechteckigen Reaktorka-
nals durchgefiihrt. Das Partikelbett wurde in zwei Reaktorbereichen untersucht (iber dem ersten bzw.
letzten Magneten und lGber einem mittleren Magneten). Die Dicke des Partikelbettes an der Bodenflache
des Reaktorkanals ist nicht homogen verteilt. An den Anfangen bzw. Enden der Magnete wurden Anhau-
fungen beobachtet, wobei die Héhe des Bettes liber den Kontaktpunkten zweier Magnete am grofSten ist.
Die optische Analyse ergab eine durchschnittliche Bettdicke von 94,8 um berechnet, die einer durch-

schnittlichen Porositat von 0,309 entspricht.

Die Berechnung des Magnetfeldes und der magnetischen Kraft auf die Partikeln wurde mit COMSOL
durchgefiihrt. Hierfir wurde eine digitale Kopie des Reaktorsetups erstellt und das magnetische Feld in

dem Kanalvolumen berechnet. Die magnetische Kraft, die aus dem Gradienten der magnetischen
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Flussdichte resultiert, erklart die beobachteten Schichtdicken. An den Anfangen und Enden der Magnete

ist die magnetische Kraft sehr grol3, weshalb sich dort beim Beladungsvorgang Erh6hungen bilden.

Weiteren Aufschluss Uber die Partikelverteilung im Bett und damit die Porositat in unterschiedlichen Be-
reichen des Kanals ergab sich durch Partikelsimulationen des Beladungsvorgangs in OpenLB. Bei den Be-
rechnungen wurden die Magnetfelddaten aus den Berechnungen mit COMSOL genutzt, um die Bildung
des Partikelbettes Giber dem Anfang des ersten Magneten darzustellen. Der Partikelhligel am ersten Mag-
neten baut sich am Kraftzentrum auf bis ca. 40000 Partikeln sedimentiert waren. Die Hohe des Partikel-
betts ergibt sich aus dem Verhéltnis zwischen der Widerstandskraft durch die Strémung liber dem Bett
und den dort herrschenden Sedimentationskraften. Nach der vollstandigen Ausbildung der Partikelanhau-
fung Giberstromen neue, anstromende Partikeln diese und gelangen zum nachsten Kraftzentrum. Die Be-
reiche Uber der Mitte der Magnete werden aufgefiillt, sobald die Anhdufungen Gber den Magnetiibergén-

gen ausgebildet sind.

In einem letzten Schritt wurden die Eigenschaften des Partikelbetts untersucht. Daflir wurden zwei
exemplarische Bereiche simuliert und die Partikelanordnung der Anhdufungen analysiert. Im ersten Be-
reich wurde die Partikelanordnung iber dem Anfang des ersten Magneten untersucht, der Falle mit ho-
hen magnetischen Sedimentationskréften reprasentiert. In diesem Bereich (liber dem Anfang des ersten
Magneten) stellt sich eine Partikelschicht von ca. 100 um ein. Die Schichtdicke ist groRer als die in der
Profilometrie beobachtete Schichtdicke. Griinde dafiir sind Unterschiede in der Geometrie und in den
Eigenschaften der Materialien, die fiir die Simulationen angenommen wurden. Weiterhin konnte durch
die Beriicksichtigung der intermolekularen Krifte in den Modellierungen eine Uberlappung der Partikeln
beobachtet werden. Unter Beriicksichtigung der Uberlappung berechnet sich eine Porositét im ersten Be-
reich zwischen 0,287 und 0,353. Dieser Wert deckt sich mit der Beobachtung, dass sich die Partikeln in

Bereichen mit hohen magnetischen Kraften moglichst dicht anordnen.

Der zweite Bereich ist mittig Gber den Magneten und reprasentiert Fille mit geringen magnetischen Se-
dimentationskraften. Die Partikelpackung in diesem Bereich wurde in einer separaten Simulation ohne
den Einfluss der Strémung untersucht. Die Wahrscheinlichkeit von Fehlern in der Partikelpackung ist fir
diesen Bereich aufgrund geringerer magnetischer Krafte hoher, wodurch sich die Porositat erhéht. Unter
Beriicksichtigung der Partikeliiberlappung berechnet sich eine Porositat zwischen 0,358 und 0,407, die

auf eine Packung mit zufélliger Anordnung mit Gitterfehlern hinweist.

Die Untersuchung der geometrischen Eigenschaften des in dieser Arbeit untersuchten Reaktors ist ein
essenzieller Teil des Optimierungsprozesses. Die Informationen tGber den Zusammenhang der Anordnung
der Magnete, deren Starke und Einfluss auf das Partikelbett stellen die Grundlage einer detaillierten Re-

aktormodellierung dar.
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4 Reaktormodellierung

Die mathematische Modellierung eines Reaktors basiert auf dem Verstandnis der geometrischen Eigen-
schaften des Reaktors und seiner Reaktions- und Transportvorgange. In der vorliegenden Arbeit wurde
ein Reaktor mit Uberstromtem Partikelbett und immobilisierten Enzymen in unterschiedlichen Modellen
dargestellt und untersucht. Die zugrundeliegenden physikalischen und chemischen Prozesse und deren
Modellierung werden in Kapitel 4.1 beschrieben. Ein pseudo 2D-Modell basierend auf einem Zellmodell
wurde in Matlab erstellt (Kapitel 4.4). Uber angepasste Reaktionsparameter wurde der Einfluss der Im-
mobilisierung auf die KRED mit in-situ experimentellen Daten (erstellt von IBG-1 (Burgahn 2019)) und mit
einem nichtlinearen Fit ermittelt. Fir eine realistischere Darstellung des Reaktors wurden auflerdem ein
2D und ein 3D Modell in ANSYS Fluent (Finite-Volumen-Methode (FVM)) erstellt (Kapitel 4.6). Die Reakti-
onskinetik aus Kapitel 2.3 wurden in allen Modellen implementiert. Die Vor- und Nachteile der Modelle

wurden herausgearbeitet und fiir die Anwendbarkeit einer Optimierungsstudie bewertet (Kapitel 4.7).

4.1 Modellierung der physikalischen Prozesse

Die mathematische Beschreibung von physikalischen Prozessen ist die Grundlage fiir numerische Metho-
den in der Reaktormodellierung. Diese Formulierungen erméglichen die Berechnung des Verhaltens von
einphasigen, mehrphasigen, kompressiblen, inkompressiblen und reaktiven Medien mit unterschiedli-
chen Methoden und Programmen. Die Erhaltungssatze fiir Impuls, Masse und Energie gewahren Kontinu-
itdt im Simulationsvolumen und den enthaltenen Medien. Ein Medium kann aus unterschiedlichen Kom-
ponenten bestehen, die auf makroskopischer Ebene als ein Kontinuum angenommen werden kénnen. In
diesem Kapitel wird auf die Erhaltungssatze (Kapitel 4.1.1) und die Diffusion (Kapitel 4.1.2) in FlUssigkeiten

und in pordsen Medien (Kapitel 4.1.3) eingegangen, die als Grundlage fiir die Reaktormodelle dienen.

4.1.1 Erhaltungssatze

Zur Modellierung eines Reaktors mit dem beschriebenen Reaktionssystem werden physikalische und che-
mische Prozesse miteinander gekoppelt. Die Modellierung von Reaktionen ist in Kapitel 2.3.2 dargestellt.
Um physikalische Prozesse in einem makroskopischen System zu beschreiben, werden Modelle genutzt.

Flr die Systeme gelten die Erhaltungssatze fir Impuls, Masse und Energie des Mediums bzw. Kontinuums.

Die Impulserhaltung und damit das Strémen des Mediums wird durch die Navier-Stokes Gleichung (Gl.
4.1) mathematisch beschrieben. Sie beschreibt das Verhalten der Geschwindigkeit u und Dichte p des
Mediums, abhdngig von Druck p, kinematischer Viskositdit 7y und moglichen angreifenden

Massenkraften f.
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D(pu) d(pu J(u
(Dpt)= (5t)+V(puu)=p%+p(u-V}u=—Vp+T)szu+f 4.1

ap
T V(pu) =Vu =0 4.2

Die Massenerhaltung (Gl. 4.2) gewahrleistet, dass keine Masse im System verloren oder erzeugt wird. Die

Dichte inkompressibler Medien kann als konstant angenommen werden.

Die Energieerhaltung ist flir Falle mit groBen Temperaturschwankungen, energetischen Quellen oder Sen-
ken wichtig. Die Temperatur beeinflusst die Materialeigenschaften des Mediums, die Diffusion geldster
Stoffe und die Reaktionsgeschwindigkeit. Die Berechnungen in dieser Arbeit wurden fir ein isothermes
System aufgrund der Temperierung des Reaktors durchgefiihrt. Ein guter Uberblick iber die Energieer-

haltung ist in Baehr und Stephan dargestellt (Baehr und Stephan 2010).

Die Durchstromung von porosen Packungen wird hier mit dem Modell von Ergun (Gl. 4.3) angenommen
(Ergun 1952). Aus dieser Gleichung geht die Berechnung der Widerstandskraft fiir die Durchstrémung des
Partikelbetts analog der LBM aus Kapitel 1.1.1.3 hervor. Die Gleichung beschreibt den Druckverlust 4p,
abhédngig vom Partikeldurchmesser d,,, der Porositdt der Packung &,¢4 mit der Permeabilitdt @ und dem
Forchheimer-Koeffizienten K. Dabei beschreibt der Term mit der Permeabilitdt die laminare Durchstré-

mung und der Term mit dem Forchheimer-Koeffizienten die turbulente Durchstromung der Packung.

2

A 150 v (1 — &3,4)° 1.75p (1 — ¢
P= ( 3bed) ut p( 3beal)u =a-v-u+Kf'p'u2 43
L dj €hed dyp €ped '

Die aus den Erhaltungssatzen resultierenden partiellen Differentialgleichungen kénnen mit unterschiedli-
chen numerischen Methoden geldst werden. Konventionelle Lésungsmethoden zur numerischen Berech-
nung des makroskopischen Fluidsystems sind die Finite-Differenzen-Methode (FDM), die Finite-Elemen-
ten-Methode (FEM) und die Finite-Volumen-Methode (FVM). Wie in Kapitel 3.5.3 beschrieben, ist die
Losung auch mit der LBM moglich. Die kommerziell meistgenutzten Programme wie ANSYS Fluent, ANSYS
CFX, Siemens STAR-CCM+ oder OpenFoam basieren auf der FVM. In dieser Arbeit wird ANSYS Fluent zur

Reaktormodellierung in 2D und 3D genutzt (Kapitel 4.6).

4.1.2 Diffusion in Flussigkeiten

Die Bewegung einzelner Molekiile in einem Volumen im stationaren Zustand kann mit dem 1. Fick‘schen
Gesetz (Gl.4.4) beschrieben werden. Der Stoffstrom Ni der Komponente i ist durch die Konzentrationsun-
terschiede und die komponentenspezifischen Diffusionskoeffizienten D; definiert. Mit einer Erweiterung
des Fick’schen Gesetzes mit einem Quellterm kénnen zuséatzliche Einflisse auf den Stofftransport abge-

bildet werden (z.B. aufgrund einer Reaktion R;).

N; = —=D;Vc; + R; 4.4
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Unter der Voraussetzung, dass ein diffundierendes Molekiil wesentlich gréBer ist als das Molekil des Me-
diums, kann es als Fremdkoérper in einem Kontinuum betrachtet werden, der die Stromung des Fluids
nicht beeinflusst. Albert Einstein formulierte unter Verwendung der Stokes‘schen Reibung den Diffusions-
koeffizienten fur ein kugelférmiges Molekil mit dem Radius Ry, bei der Temperatur T und der dynami-

schen Viskositat i des Kontinuums (Stokes-Einstein Gleichung):

k,T

= 6Tk Ry 4.5

i
Basierend auf der Stokes-Einstein Gleichung haben sich viele Korrelationen entwickelt. Eine weit verbrei-
tete ist das Modell von Wilke und Pin Chang (Wilke und Chang 1955), das in den Berechnungen dieser

Arbeit genutzt wurde.

(XMK)O'ST
— -8
Di = 7,4 -10 W 4.6
. i . g
M;: Molekulargewicht des Losemittels [—]
mol
x : Lésemittelspezifischer Faktor (Wasser:2,6)
3
m
Vin: Molekularvolumen der diffundierenden Komponente i py

Der Stofftransport aus einem Phasenkern zu einer Oberflache wird als Stofflibergang bezeichnet und mit
dem Stoffiibergangskoeffizienten 8 beschrieben. Der Stoffiibergangskoeffizient § kann gemaR der Film-
theorie mit der Sherwood-Zahl berechnet werden. Die Sherwood-Zahl stellt das Verhdltnis aus konvekti-
vem zu natdrlichen, diffusivem Stofftransport dar und wird empirisch abhangig von der Geometrie, den
Materialeigenschaften und der Geschwindigkeit der stromenden Phase fur unterschiedliche Falle be-
stimmt. Diese kdnnen durch die Reynolds- und die Schmidt-Zahl zusammengefasst werden. Im Falle der
Filmtheorie wird die Anderung der Konzentration zwischen der Bulkphase und der Phasengrenze als linear
angenommen. In dieser Arbeit wird der Stofftransport zwischen dem strémenden Medium und der poro-
sen Schicht unbeeinflusst von den seitlichen Randern angenommen. Somit kann der Stofftransportkoeffi-
zient f gemal einer Uberstromten Schicht und einer mobilen Phase angenommen werden und wie folgt
nach Kockmann berechnet werden (Gl. 4.7) (Kockmann 2007, S. 243).

dh 0,45 ﬁ . L
Sh=B8 (1 +0,095" Re -SC) == 47

Mit:

B = 7,54 fur parallele Platten

d, = 4%; Hydraulischer Durchmesser
L: Lange des Kanals

Re = uvﬂ: Reynolds-Zahl

Sc = % : Schmidt-Zahl

mZ
v: kinematische Viskositat [T]
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4.1.3 Diffusion in porésen Medien

Die Charakterisierung des Stofftransports im pordsen Bett oder in der Packung ist von entscheidender
Bedeutung fiir die Uberfithrung des Reaktors in ein mathematisches Modell, da die Eigenschaften der
Packung die Verweilzeit und Diffusion einzelner Komponenten beeinflussen. Die makroskopische Betrach-
tung des Reaktors ermoglicht keine Auflosung der magnetischen Partikeln und stellt die Partikelpackung

als pordses Bett mit den Merkmalen Porositat €,.4 und Tortuositat 7,.4 dar.

Fiir uniforme Partikel in einer Packung kdnnen sich — orientiert an Kristallgittern — unterschiedliche Nah-
ordnungen einstellen. Die optische Analyse (Kapitel 3.4.2) ergab eine Partikelbettanordnung, mit geringer
Porositat, die sich im Bereich einer dichtesten und raumzentrierten Packung bewegt. Die modellhafte Be-
schreibung der Tortuositat ist fiir Partikelpackungen, die sich unter magnetischen Kraften bilden, schlecht
erforscht. Deshalb wurde, auf Korrelationen von Packungen mit kristallinen Anordnungen zuriickgegrif-
fen. Da die Krafte im Kanal sehr groR sind, kann von einer geringeren Porositdt ausgegangen werden.
Darum wurde dem pordsen Bett eine homogene Porositate,.g = 0,259 (entsprechend einer kubisch dich-

testen (FCC) Packung) zugesprochen.

Die Diffusion einer Komponente kann mit Hilfe der Porositat &4 und der Tortuositat ;.4 mit dem Kapil-
larmodell (Gl. 4.8) bestimmt werden. Das freie Volumen in der Packung kann als viele kleine Kapillaren
betrachtet werden, durch die eine Komponente diffundiert. Nach dem Kapillarmodell (Hagen 1839) wird
die Diffusion durch die Packung gehemmt. Das Modell nimmt an, dass sich die Diffusionswege in einem
porosen Volumen aufgrund der Windung und der GréRe der Kapillare verlangern (Baehr und Stephan

2010, S. 281).

Eped

Dieps = Dy - Thod 48

Weissberg untersuchte die Tortuositdt abhangig von der Partikelanordnung einheitlicher Partikeln (Weiss-
berg 1963). Er formulierte eine mathematische Korrelation (Gleichung 4.9) und validierte diese fur unter-

schiedliche Partikelpackungen. Die Tortuositat fiir eine dichteste Packung berechnet sich zut = 1,67.

1
T=1- Eln (&vea) 4.9

4.2 Kinetische Hemmung im Partikelbett

Die Immobilisierung von Enzymen beeinflusst ihr kinetisches Verhalten. Im Allgemeinen verliert das im-
mobilisierte Enzym an Aktivitdt und die Immobilisierung wirkt sich auf unterschiedliche Enzyme und Im-

mobilisierungsmethoden verschieden aus (Peschke et al. 2018; Burgahn 2019) . Dieses Verhalten beruht
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auf unterschiedlichen chemischen und physikalischen Phdnomenen. Einerseits konnen Konformationsan-
derungen durch die Fusionierung der Enzyme mit den Bindetags auftreten, die die Assoziationsprozesse
beeinflussen kénnen (Burgahn 2019). Die intrinsischen kinetischen Schatzparameter beziehen sich auf die
Fusionsenzyme, die auf den Partikeln immobilisiert werden. Da nur das Binde-Tag Protein bei der Immo-
bilisierung mit der Zieloberflache interagiert, ist die Konformationsanderung des funktionellen Enzyms
sehr gering. Aus diesem Grund kann eine Verringerung der Aktivitat durch Konformationsanderung ver-
nachlassigt werden. Des Weiteren kénnen nahe gelegene Oberflachen oder Molekiile die Reaktion beein-
flussen. Solche Oberflachen bzw. Hindernisse erhdhen die Diffusionswege einzelner Komponenten und

kénnen somit die Komplexbildungen der Reaktion verlangsamen.

In der makroskopischen Modellierung dieser Effekte andern sich die Assoziationskonstanten K,f,, der be-
teiligten Komponten unter der Annahme, dass die Immobilisierung einen vernachlassigbaren Einfluss auf
die Konformation des Enzyms hat. In dieser Arbeit wurden neue, gehemmte Assoziationskonstanten fir

die bei der Reduktion beteiligten Komponenten bestimmt.

4.3 ReaktorkenngroRen

Im Rahmen der Charakterisierung eines Flussreaktors werden in dieser Studie verschiedene KenngrofRen
definiert, die zur Darstellung, Analyse und Optimierung des Reaktorsystems verwendet werden. Kenngro-
Ren, die sich auf den Umsatzgrad X von Komponenten beziehen, sind die Ausbeute Y, die Selektivitat S,
die Raumzeitausbeute (STY; engl.: space-time yield) (Gl. 4.10) und die (enzymatische) katalysatorbezo-

gene Produktivitat (Gl. 4.11).

STY = —
Ve Ve 4.10
4 mp  Vec,Mp - OT
proQeqs = mg = mg 4.11

Die STY beschreibt den Zusammenhang zwischen dem Produktstrom mp und dem Reaktorvolumen V.

Das Reaktorvolumen setzt sich aus dem freien Kanalvolumen und dem Partikelbettvolumen zusammen.

Die katalytische Produktivitat prod.,; beschreibt, wie viel Produkt Giber eine bestimmte Betriebszeit OT
im Verhaltnis zur eingesetzten Menge an Enzym im Reaktor produziert wird. Fir die Reaktoranalysen wur-
den die STY und die Produktivitat auf das Intermediat der Reduktion (HK) und die entsprechend Menge

an Gre2-HOB bezogen.

Eine KenngroRe, die Informationen Uber das Reaktorsystem gibt, ist der enzymatische Wirkungsgrad ng
(EU; engl.: enzymatic utilization). Diese KenngréRe bezieht sich auf den kompletten Reaktor und be-

schreibt, wie gut die immobilisierten Enzyme im Reaktor genutzt werden (Gl. 4.12). Die Definition bezieht
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sich auf den durchschnittlichen Wirkungsgrad einzelner Segmente 7;, die seriell in Stromungsrichtung
angeordnet sind (Gl. 4.12). Der durchschnittliche Wirkungsgrad 77; berechnet eine volumenbezogene Ab-
weichung der Reaktionsraten im Segment zur durchschnittlichen Reaktionsrate im Segment. 77; kann
Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Kleine Werte beschreiben ein Segment, in dem die Reaktion haupt-
sachlich in einem kleinen Bereich des Segments stattfindet. Dies wiirde einer Oberflachenreaktion an der
Phasengrenze entsprechen. Bei einem Wert von 1 sind die Reaktionsraten im gesamten Bett konstant.
Somit hat jedes Enzym gleiche Reaktionsbedingungen. In diesem Fall liegt keine Stofftransportlimitierung

im Bett vor.

Lend

ﬁiAX
Nr = 4.12
- Lend
i=0
1%
T =% ZR(CL'J)AJ’L’ 4.13
j“bed i=0

4.4 Pseudo 2D-Modell

Das Pseudo 2D-Modell basiert auf der Idee des Zellenmodells, das den Flussreaktor in einzelne, seriell
angeordnete Segmente unterteilt (Baerns et al. 2013). Die einzelnen Segmente werden als ideal durch-
mischte Volumina berechnet. Im einfachsten Fall wird ein eindimensionales Modell erstellt. Diese Art von
Modell ist in der Anwendung fiir Reaktoren mit homogenen Reaktionen oder durchstrémten Packungen
weit verbreitet (Baronas et al. 2018). Fur die Untersuchung von Reaktoren mit tiberstromter Partikelpa-
ckung und immobilisierten Enzymen mit komplexeren Reaktionssystemen ist diese Herangehensweise
nur bedingt ausreichend. Mehrsubstrat Reaktionen kdnnen erliegen, sobald eines der Substrate nicht vor-
handen ist. Verschiedene Szenarien kdnnen dies bewirken wie z.B. verschiedene Anfangskonzentrationen
der Substrate oder Mangel durch Stofftransport. Im Falle dieser Arbeit konnen beide Szenarien auftreten.
Fiir diesen Reaktor ist der Stromungswiderstand im Bett, bedingt durch den kleinen Durchmesser der
Partikeln, so groR, dass dort der Stofftransport von der Diffusion dominiert wird. Aus diesem Grund wird
jedes Segment in zwei Voluma (Bettvolumen V,,.; und freies Kanalvolumen V) aufgeteilt (Abbildung 4.1
A). Die beiden Volumina sind tiber den Stofftransport miteinander verkniipft und im Bettvolumen wird
allein die Diffusion quer zur Stromungsrichtung bericksichtigt. Die einzelnen Segmente sind Gber das freie
Kanalvolumen (ber einen konvektiven Strom miteinander verbunden. Mit diesen Annahmen resultiert

ein pseudo 2D-Modell.
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Abbildung 4.1 A) Schematische Darstellung des Reaktors mit Stoffibergang vom freien Kanalvolumen V,. zur Ober-
flache des Partikelbetts V4. B) Infinitesimales Volumen im Bettvolumen mit Transport- und Quelltermen.

Ein finiter Stofflibergang zwischen dem porésen Bett und dem freien Kanalvolumen wurde mit Hilfe einer
Sherwood-Korrelation nach Kockmann (Kockmann 2007, S. 243) fir Gberstromte Partikelbetten zwischen
parallelen Platten geldst. Das porése Bett wird als homogene Partikelschiittung aus gleichférmigen Parti-
keln mit einer kubisch raumzentrierten Partikelanordnung modelliert. Die Berechnung der Schicht erfolgt
liber das Losen der gewohnlichen Differentialgleichung mit Fick’schem Stofftransport (Gl. 4.4). Die Kon-
zentrationen im Partikelbett wurden mit einer Finite-Differenzen-Methode in Matlab (Randwertproblem-
Loser bvp4c) bestimmt. Um Diskretisierungsungenauigkeiten zu vermeiden und die Berechnung der ein-
zelnen Zellen zu beschleunigen, wurde das Bettvolumen quer zu Strémungsrichtung in 60 Elemente un-
terteilt. Anhand der zu erwarteten Gradienten und Reaktionsraten wurden die Elemente zur Phasen-
grenze und eine entsprechende Matrix als Puffer fiir den Solver erstellt. Das Modell beschreibt jede Zelle
im Bett nach Gleichung 4.14 bzw. 4.15 und ist in Abbildung 4.1 B dargestellt. Die Stoffmenge bzw. die
Konzentration in einer Zelle mit konstantem Volumen wird durch die eingehenden Stoffstréme benach-
barter Zellen und einem Reaktionsquellterm beschrieben (Gl. 4.14). Die Packungseigenschaften verlan-
gern den Diffusionsweg der Komponenten, was mit dem effektiven Diffusionskoeffizienten D; .¢¢ (Kapil-
larmodell) beriicksichtigt wird. Eine axiale Diffusion zwischen benachbarten Segmenten ist nicht

berlcksichtigt.

dN; .
il = i|]-_1 - Ni|]_ + R;dV 4.14
dc; dc; ac;
AV —== Dy dy . - gi dx W + R;dV 4.15

Mit:

] _rmol
¢; + Konzentration der Komponente i [T]
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mol
R; : Reaktionsrate der Komponente i [K]

Das Partikelbett wird als quasihomogen angenommen, wodurch die Konzentration der immobilisierten
Enzyme als durchschnittliche Konzentration berechnet wird (Gl. 4.16). Die durchschnittliche Enzymkon-
zentration Cg jmm. berechnet sich aus der Enzymbeladung EL, der eingesetzten MB Massse m,,; bezogen

auf das Volumen Vg, und der Porositat des Betts €.

_ _ EL * mMB 1
CE,imm. - VBett € 4.16
Mit:
mol
Cg imm.: Durchschnittliche Enzymkonzentration [T]
EL : Enzymbelad [ mol
: Enzymbeladung kg (MB)

Fir die Losung der Differentialgleichung werden Randwerte bzw. Randbedingungen bendtigt. Am Boden
des Reaktors wird eine Neumann-Bedingung (siehe Gl. 4.17) definiert. An der Phasengrenze ist ein finiter
Stofflibergang als Randbedingung 3. Art (Gl. 4.20) angenommen. Die Reaktorbilanz wird mit der Randbe-
dingung und der idealen Durchmischung verbunden und ist als Dirichlet-Randbedingung implementiert.
Die Randbedingung wird iterativ mit einem Schwellenwert ermittelt. Die konvergierte Losung eines Seg-
mentes wird an das darauffolgende Segment als Startwerte ibergeben, um die Berechnung zu beschleu-
nigen. Flr das erste Element wurden Startwerte berechnet, die das Konvergenzverhalten der Berechnung

verbessern sollen.

dCi

dy 4.17

y=0

Reaktorbilanz:

0=u Heff(ci,in - Ci,out) - B(Ci,out - Cilyzl)Ax + R(Ci,out) - Ax Heff 4.18
Randbedingung:

Ci|y=1 = Ciout 4.19

dc;
Di.eff d_yl| ) = .B(Ci,out - Cily:l) 4.20
y:

4.4.1 Systembedingungen

Das beschriebene Modell wurde in Matlab objektorientiert implementiert und automatisiert. Um das Re-
aktorverhalten nach den entsprechenden Experimenten zu reproduzieren bzw. vorherzusagen, missen

die richtigen Rand- und Anfangsbedingungen spezifiziert und Gibergeben werden.

Enzymimmobilisierung. Je nach Reaktorfall werden Systeme entweder mit alleiniger immobilisierten

Gre2-HOB und geloster GDH(ST) (Standardfall) oder Immobilisierung beider Enzyme (Kapitel 2.1)
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untersucht. Bei der gleichzeitigen Immobilisierung werden die Enzyme auf separaten magnetischen Par-
tikeln immobilisiert und (iber das Partikelverhaltnis wird eine durchschnittliche Enzymkonzentration be-
rechnet. Daflir wird eine ideale Durchmischung der Partikel angenommen. Die Enzymbeladung fiir Gre2-
HOB auf M-280 dynabeads betrdgt 24 pmol/mg und fir GDH(ST) auf M-270 dynabeads 55 pmol/mg.
Die Enzymbeladungen wurden von Teresa Burgahn (Burgahn 2019) und Sandra Kroll des IBG-1 experimen-

tell bestimmt.

Isothermie. Die stoffspezifischen Eigenschaften wie Viskositat, Dichte des Mediums (Verein Deutscher
Ingenieure 2013) und Diffusionskoeffizient (Wilke und Chang 1955) wurden fir eine konstante Tempera-
tur von 30°C berechnet. Aufgrund der Temperierung des Reaktors und der geringen Reaktionsumsatze ist

die Annahme eines isothermen Reaktors gerechtfertigt.

Partikelschichtdicke. Diese Experimente wurden fiir einen Kanal durchgefiihrt, der mit einer Partikel-
masse von 4,5 mg lber die maximale Partikelbettldnge (48,5 mm) beladen wurde. Der Reaktorkanal be-
findet sich direkt Gber den Magneten, entsprechend zu Kapitel 3.4.2. Komplementar zu den optischen
Untersuchungen des Partikelbettes wurde eine dichteste Packung angenommen, womit sich eine Bett-
hdhe von 88 um ergibt (Gl. 3.20). Die immobilisierten Enzyme sind als ideal verteilt betrachtet. Im Modell

wird der Stofftransport an der Kopfflache des Betts vernachlassigt.

Feed-Konzentrationen. Der Feed ist eine wéssrige Losung aus dem Edukt (NDK), Glucose, NADP+, GDH
(Tetramer) und T-TEMg-Puffer (vgl. Tabelle 4.1). Der Puffer halt den pH-Wert konstant auf 7,6. Die Kon-
zentration bzw. Konzentrationsverteilung des Puffers wurde in den Berechnungen nicht untersucht. Durch
das geloste Regenerationsenzym wird der Feed vorinkubiert, wodurch am Anfang des Betts NADP+ und

NADPH im Gleichgewicht vorliegen.

Tabelle 4.1 Reaktoreintrittskonzentrationen fir den Standardfall. NADPH und NADP+ sind nicht im Gleichgewicht.

Komponente | NDK | Glucose | NADP+ | GDH(ST)

Konzentration

[mmol/L]

5 100 1 5-1073

Stromungsgeschwindigkeit. Die Feed-L6sung wurde mit 0,5 uL/min (Standardfall) mit Spritzenpumpen
in den Reaktor gepumpt. Der reduzierte Querschnitt durch das Partikelbett ergibt eine Stromungsge-

schwindigkeit von 74,94 um/s, eine Reynoldszahl von Re = 0,005. Dies entspricht einer mittleren hyd-

rodynamische Verweilzeit von 7 = % = 787 s. Die hydrodynamische Verweilzeit beschreibt, wie lange

die Strémung braucht, um Uber die Partikelschicht zu strémen und ergibt sich aus dem Volumenstrom V
und dem freien Kanalvolumen V,.. Die konvektive Strémung durch die pordse Schicht ist aufgrund des

Widerstands vernachlassigbar.
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Diffusionskoeffizienten. Fir die berechneten Komponenten wurde der Diffusionskoeffizient nach Wilke
und Chang (Gl. 4.7) bestimmt (Tabelle 4.2). Nach Gleichung 4.8 ist der effektive Diffusionskoeffizient fiir
eine dichteste Packung berechnet worden.

Tabelle 4.2 MolekiilmasseM; und molekularer Diffusionskoeffizient D; nach Wilke und Chang fir die berechneten
Komponenten. GDH(ST) liegt als Tetramer vor.

Komponente NDK Glucose | NADP+ | NADPH | GDH(ST) | GluAcid HK Diol

M; [%] 201,22 | 180,16 | 745,42 | 743,41 | 104705 | 178,14 | 202,22 | 203,22

2
m
Di[ﬂT 828,32 | 1168,31 | 588,42 | 588,40 22 1171 828 828

SegmentgrofRe. Die segmentweise Berechnung des Pfropfstromreaktors (PFR) bedingt, dass die Segment-
groRe angepasst wird, sodass im freien Kanalvolumen eine ideale Durchmischung erfillt wird. Im Zellmo-
dell wird weiterhin der konvektive Transport im freien Kanalvolumen als Pfropfstromung angenommen,
die mit einer hinreichend kleinen SegmentgrofRe gewehrleistet wird. Die theoretische, maximale Seg-
mentgréfe kann mit der Bodenstein-Zahl Bo (Gl. 4.21) berechnet werden. Mit dieser SegmentgroRe kann
auBerdem die axiale Diffusion abgebildet werden. Fiir den Standardfall berechnet sich die Bodensteinzahl
flir NADPH auf Bo = 12400. NADPH ist das groRRte Molekil mit der geringsten Diffusionsgeschwindigkeit,

das bei den Reaktionen umgesetzt wird. Flir NADPH ergibt sich somit die hochsten Bo-Zahl. In der Litera-

tur wird die Segmentgrofle mit N = Bz—o = 6200 berechnet (Baerns et al. 2013, S. 192). Eine Analyse der

Ldnge der Segmente ergab, dass fiir dieses System schon eine Segmentanzahl von N = BS—O ~ 800 aus-

reicht, sodass der Fehler geringer als 0,025% ist (Anhang A10). Diese Erkenntnis lasst sich auf das diffusi-
onsbestimmte Reaktorverhalten zuriickfiihren. Da im freien Kanalvolumen geringe Quellterme zu erwar-
ten sind, wird eine ausreichende Durchmischung des Volumens auch schon bei gréBerer Segmentldange
erreicht.

ul

Bo =
Dy, 421

Reaktion. Die mathematische Beschreibung der Reaktionen (Kapitel 2.3) wurde in das Modell implemen-

tiert. Die intrinsischen, kinetischen Parameter wurden bei der Ermittlung der gchemmten Parameter als

Startwerte genutzt.

Stationaritat. Die partielle Differentialgleichung Gl. 4.15 beschreibt das Diffusions- und Reaktionsverhal-
ten in jedem Segment. Diese Gleichung kann in Matlab mit der der Funktion pdepe (The MathWorks, Inc.
2020) mit entsprechenden Randbedingungen gelost werden. Somit lasst sich das transiente Verhalten der
Konzentrationen im eindimensionalen Raum (senkrecht zur Stromungsrichtung) berechnen. Die tran-

siente Losung ndhert sich mit fortschreitender Zeit einer stationdren Losung an. Fir eine stationare
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Losung wird dc;/dt in Gl. 4.15 Null und aus der partiellen Differenzialgleichung wird eine gewohnliche
Differentialgleichung, die in Matlab mit der Funktion bvp4c und entsprechenden Randbedingungen (The
MathWorks, Inc. 2020) gelost werden kann. Ein Vergleich der transienten und stationdren Lésung des
Systems ergab identische Ergebnisse ab einer Reaktorlaufzeit von 2000 s (ca. 3 - Tg), was in den Experi-
menten gewahrleistet ist (Anhang A11). Somit werden in den Berechnungen nur stationare Losungen be-

trachtet.

Extra Module. Fiir das pseudo 2D-Modell wurden weitere Funktionen bzw. Module implementiert, die in
Zukunft genutzt werden konnen. Diese sind fallspezifisch und wurden aufgrund von fehlenden Informati-
onen und zeitlichen Griinden nicht in dieser Arbeit genutzt. Ein Uberblick der Module und deren Anwen-

dungsfallen ist im Anhang A12 dokumentiert.

4.4.2 Bestimmung gehemmter kinetischer Parameter

Mit Hilfe des pseudo 2D-Modells kann das Reaktorverhalten vorhergesagt werden. Um den Einfluss der
Immobilisierung zu untersuchen, wurden kinetische Parameter (Kapitel 4.2) fiir die Hemmung aufgrund
der Immobilisierung von Gre2-HOB auf den magnetischen Partikeln bestimmt. Die Untersuchungen zu
effektiven Aktivitdat von Gre2-HOB, immobilisiert auf den magnetischen Partikeln im Reaktor, wurden ex-
perimentell von der Arbeitsgruppe von C. Niemeyer durchgefiihrt (Burgahn 2019). In den Experimenten
wurden vier unterschiedliche Bettlangen mit entsprechenden Partikelmassen untersucht. Dies ermoglicht
eine ortsaufgeldste Betrachtung des Umsatzes im Reaktor. Die daraus bestimmten Daten ermdglichen die
Bestimmung von Parameterschatzwerten fir die beiden gehemmten Reduktionsreaktionen. Die Immobi-
lisierung der Enzyme auf den Partikeln verdndert die Konformation der Enzyme nicht, weshalb die ele-
mentare Umsatzreaktion des Enzym-Substrat-Komplexes sein Verhalten nicht verandert. Aus diesem
Grund wurden die Schitzwerte fiir die Geschwindigkeitskonstanten der Reduktionen (k; und k3) als iden-
tisch zu den intrinsischen angenommen. Die Parameter umfassen die gehemmten Assoziationskonstanten

der Edukte und Inhibierungskonstanten der Produkte.

In der Reaktormodellierung werden haufig 1D-Modelle genutzt, um das Reaktorverhalten zu untersuchen.
Obwohl solche Modelle oft eine schnelle Berechnung des Umsatzes ermoglichen, werden viele Annahmen
zur Dimensionsreduktion getroffen. Insbesondere wird hierbei der Stofftransport in orthogonaler Rich-
tung zur Stromung vernachlassigt. Das katalytische Reaktorbett in dem hier untersuchten Reaktordesign
wird Giberstromt. Aufgrund der PartikelgréRe und der daraus folgenden Widerstandskraft des Betts gegen
eine Durchstromung, wird der Stofftransport gréRtenteils durch Diffusion gepragt. Aus diesem Grund ist
die 2D-Betrachtung und die damit verbundene Diffusion im Reaktorbett essenziell fir eine fundierte Be-
rechnung des Reaktorverhaltens. Dariber hinaus ermoglicht die Berlicksichtigung der Diffusion die Er-

mittlung des Einflusses der Immobilisierung auf das katalytische Verhalten der Enzyme.
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Die Untersuchung einzelner Partikeln mit immobilisierten Enzymen wurde ebenfalls betrachtet. Jedoch
ist der Umsatz von wenigen Partikeln sehr gering und konnten nicht gemessen werden. Bei Experimenten
mit mehreren Partikeln verklumpten sich diese. Somit bildet sich wiederum ein System mit moglicher

Stofftransporthemmung.
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Abbildung 4.2 A: Ergebnis der Bestimmung der gehemmten Reaktionsparameter mit dem pseudo 2D-Modell. Darge-
stellt ist die Komponentenkonzentration im freien Reaktorvolumen im Verlauf des Reaktors und die experimentellen
Werte. B: Bild und schematische Darstellung der unterschiedlichen Reaktorsetups mit unterschiedlich langen Parti-
kelschichten (braun) von oben (Burgahn et al. 2020).

Analog zu den Parameterbestimmungen in Kapitel 2.3.3 wurde ein nichtlinearer Solver in Matlab mit der
Methode der kleinsten Quadrate verwendet, um Parameterschatzwerte zu bestimmen. Die Berechnung
der Abweichung wurde mit der Konzentration im freien Reaktorvolumen an der entsprechenden Position

des Reaktors durchgefiihrt. Der Verlauf der Konzentrationen entlang des Reaktors in Strémungsrichtung
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mit den neuen Parameterschatzwerten (Tabelle 4.15) ist in Abbildung 4.2 dargestellt und zeigt eine sehr

gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Werten.

Die neuen geschatzten Assoziationskonstanten haben sich im Vergleich zu den intrinsischen Parameter-
schatzwerten erhoht, was auf einen erhohten Widerstand in den Assoziationsprozessen zurlickzufihren
ist. Dadurch sinkt bei gleichen Bedingungen die Reaktionsgeschwindigkeit. Die Werte vergréRern sich um
bis zu einer Potenz. Die Vertrauensbereiche der Parameter weisen eine grofle Varianz auf. Die Parameter
der zweiten Reduktion zeigen einen relativ groRen Vertrauensbereich auf, was auf die niedrigen Umsétze
in den Experimenten zurlickzufiihren ist. Die Untersuchung einer langsamen Folgereaktion benétigt lange
Verweilzeiten oder einen Feed mit hohem Anteil an Zwischenprodukt. Die Ausbeute der zweiten Reduk-
tion (Diol) macht nur ca. 2 % aus. Dieser Wert ist im Bereich der Ungenauigkeit der Modellierungsergeb-
nisse, wodurch die Signifikanz der kinetischen Parameterschatzwerte der zweiten Reduktion sinkt.

Tabelle 4.3 Bestimmte kinetische Parameterschatzwerte am freien Enzym (aus Tabelle 2.6) und fir die gehemmte

zweistufige Reduktionsreaktion mit den entsprechenden Vertrauensbereichen (95%). Die Reaktionsgeschwindigkeits-
konstanten der beiden Stufen entsprechen den intrinsischen, kinetischen Parameterschatzwerte (*).

1. Reduktion 2. Reduktion

Parameter KAM Kﬁ k-{_red KAM k;.red
[mM) [mM] [1/5] [mM] [1/s]

intrinsische Reaktion 6,57 0,10 11,27 0,17 0,027

Vert ich

ertrauensbereic [3.76; [0,03; [7,66; [0,09; [0,019;
[min; max] 9,37] 0,17] 14,88] 0,42] 0,034]
gehemmte Reaktion 36,09 0,32 11,27* 2,75 0,027*
Vertrauensbereich [11,09; [0,04; [7,66; [1,03; [0,019;
[min; max] 61,09] 0,60] 14,88] * 6,53] 0,034] *

Tabelle 4.15 zeigt die bestimmten, gehemmten, kinetischen Parameterschatzwerte der Assoziations-
konstanten Kji und KZ fiir die zweistufige Reduktion mit an magnetischen Partikeln immobilisierten
Gre2-HOB im Vergleich zu den Parameterschatzwerten, die mit den freien Enzymen im Satzreaktor be-
stimmt wurden. Weiterhin sind die entsprechenden Vertrauensbereiche (95 %) dargestellt. Die kineti-
schen Konstanten k.4 und k3., wurden als unbeeinflusst durch die Immobilisierung angenommen.
Durch die Symmetrie von NDK und die Méglichkeit beider Ketogruppen zur Assoziation mit dem aktiven
Zentrum erhoht sich die Assoziationsrate, womit sich der Wert der Assoziationskonstante verringert. HK
hat nur eine Moglichkeit der Assoziation, weshalb dessen Assoziationskonstante groRer ist als die von

NDK. Die Parameter der zweiten Reduktion fiir HK und die Inhibierungskonstante des Diols haben einen
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weiten Vertrauensbereich, da die experimentellen Daten nur geringe Umsatze der zweiten Reaktion be-

schreiben.

Wie oben erwadhnt bietet das Pseudo-2D-Modell im Vergleich zu herkdmmlichen 1D-Modellen von en-
zymatisch katalysierten Reaktoren einen Vorteil in Bezug auf die Modellierung des Katalysators oder in
diesem Fall des Katalysatorbettes. Der Einfluss der Diffusion auf das Reaktorverhalten und die entspre-
chenden Konzentrationen und Reaktionsraten im Reaktor und im Katalysatorbett ist in Abbildung 4.3 fir
den Standardfall gezeigt.

P
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Abbildung 4.3 Zweidimensionale Darstellung der Reaktionsraten der Reduktionen (A: erste Reduktion, B: zweite Re-
duktion) und der Konzentrationen von NDK und NADPH. Die Kanalprojektionen mit den Partikelbett (braun) sind
schematisch dargestellt (oben: Draufsicht; rechts: Seitenansicht). Abbildung aus Burgahn et al. (Burgahn et al. 2020).

Die Reaktionsrate der ersten Reduktion (Abbildung 4.3 A) erreicht aufgrund der maximalen Edukt-Kon-
zentrationen am Anfang des Reaktors ihre hochsten Werte. Im Verlauf des Reaktors sinkt die Reaktions-
geschwindigkeit mit fallender NDK-Konzentration (Abbildung 4.3 C). Im gesamten Reaktorbett sind die
Reaktionsgeschwindigkeiten an der Phasengrenze zum freien Kanalvolumen am gréBten. Der Grund dafiir
ist eine in die Tiefe des Betts niedriger werdende Cofaktor (NAPDH) Konzentration (Abbildung 4.3 D). Die
Regeneration von NADPH und der Stofftransport aus dem freien Kanalvolumen reicht nicht aus, um hohe
Reduktionsraten in der Schicht aufrecht zu erhalten (Cofaktor-Regenerationsreaktion Limitierung).

NADPH wird in der porésen Schicht fast komplett aufgebraucht. Es stellt sich ein Gleichgewicht aus
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Stofftransport und Reaktion des Cofaktors ein. Die zweite Reduktion (Folgereaktion) wird in Abbildung 4.3
B dargestellt und zeigt in der Schicht die gleiche Tendenz wie die erste Reduktion. Die Folgereaktion ist
am Anfang des Reaktors langsamer, da zunachst kein Edukt (HK) vorhanden ist. Die Reaktionsgeschwin-
digkeit der zweiten Reduktion ist im letzten Drittel des Reaktors konstant im Bett, da ausreichend NADPH
und HK vorhanden sind und die Geschwindigkeit fiir die parallele erste Reduktion aufgrund kleiner NDK-

Konzentrationen kaum noch stattfindet.

Die Konzentrations- und Reaktionsratenverteilungen zeigen weiterhin die Limitierungen bzw. das mogli-
che Optimierungspotential des Standardfalls. In diesem Fall sind die Reaktionen im Partikelbett aufgrund
der geringen NADPH-Konzentration limitiert. Diese kann sowohl durch Verstarkung der Regeneration oder
durch Erhéhung des Stofftransports erreicht werden. Fiir dieses Ergebnis der Reaktorberechnung sind in
Tabelle 4.4 die ReaktorkenngrofRen aus Kapitel 4.3 angegeben. Neben den tiblichen ReaktorkenngrofRen
(Raumzeitausbeute (STY, engl.: space-time yield), Produktivitdt, dem Reaktorumsatz, Reaktorselektivitat

etc.) ist auch der (enzymatische) Katalysatornutzungsgrad (EU, engl.: enzymatic utilization) festgehalten.

Tabelle 4.4 ReaktorkenngroRen fur den Standardfall mit gechemmten, kinetischen Parametern: Verweilzeit 7, STY,
Produktivitdt (bezogen auf einen Tag) und enzymatischer Nutzungsgrad.

I E
Verweilzeit 7, STY Produktivitat Nutzungz‘glz d (EU)
[s] (gL~ day™"] [g(HK)g(Gre2)™" ]
Ngr[—]
Wert 787 53,90 155,9 0,74

Ein Vergleich zwischen dem Flussreaktor und einem konventionellen Satzreaktor (OD transiente Reakti-
onsmodellierung) zeigt die Vorziige eines kontinuierlichen Systems. Das theoretische Verhalten eines
Satzreaktors mit nicht immobilisierten Enzymen wurde ebenfalls untersucht und mit dem des Flussreak-
tors im Standardfall (Kapitel 4.4.1) verglichen. Nach einer Betriebszeit von zwei Stunden erreicht der Satz-
reaktor seine maximale HK-Ausbeute, womit sich eine Produktivitit von 63,2 g(HK)g(Gre2)™! und ei-
ner STY von 11,6 gL 'day™! berechnet. Um diese Werte aufrecht zu halten, misste die
Wiederverwendbarkeit der Enzyme gewahrleistet werden. Weiterhin muss die Ristzeit flr einen neuen
Ansatz beriicksichtigt werden. Die Produktivitat eines kontinuierlichen Reaktors steigt mit der Betriebs-
zeit. Flr den in diesem Unterkapitel beschrieben Reaktor (Standardfall) ergibt sich ein Break-Even-Point

nach einer Betriebszeit von fiinf Stunden.

4.5 Modellvalidierung

Die Modellierung eines Flussreaktors ist flir eine systematische Optimierung essenziell und erfordert nach
der Ermittlung der nétigen kinetischen Parameter eine experimentelle Validierung. Das Reaktorverhalten

mit unterschiedlichen Volumenstrémen und Partikelmassen wurde untersucht und mit den Ergebnissen
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Flowrate
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[g(HK)g(Gre2)™'] Exp. | 132,24+ 5,7 91,3108 48,9+ 0,2
STY Sim. 417,7 310,7 184,6
[gL tday™] Exp. | 500,0+21,6 | 3452+ 3,0 | 1846+ 09

des pseudo 2D-Modells verglichen. Die Experimente wurden von T. Burgahn durchgefiihrt und analysiert

(Burgahn 2019).

Abbildung 4.4 Austrittskonzentrationsverteilung und ReaktorkenngréRen (STY, Produktivitat und EU) fur Volumen-
stréme von 0,5 bis 2,0 uL/min. Der Reaktorkanal ist beladen mit 4,5mg Partikeln mit immobilisierter Gre2-HOB. A:
Bild und Schema des Reaktorkanals. B: Austrittskonzentrationsverteilung fiir die Experimente und die Berechnungen
mit dem pseudo 2D-Modell. Abbildung adaptiert aus Burgahn et al. (Burgahn et al. 2020).

Der Volumenstrom wurde von 0,5 uL /min (Standardfall) bis zu 2 uL /min fir einen voll beladenen Reak-
torkanal mit 4,5 mg MBs mit immobilisierter Gre2-HOB variiert. Entsprechende Simulationen wurden mit
dem pseudo 2D-Modell durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Die Berechnungen
mit dem Modell stimmen qualitativ mit den Experimenten (iberein. Das Modell sagt flir erhéhte Volumen-
strome einen niedrigeren Umsatz vorher. Die Menge an produziertem Diol und HK deckt sich gut mit den
Experimenten. Die Erh6hung des Volumenstroms reduziert die Verweilzeit der Komponenten im Reaktor.
Damit sinkt deren Kontaktzeit mit der porésen Schicht und letztlich der Umsatz von NDK, die Produktivitat
und der Enzymnutzungsgrad EU. Fur groBere Volumenstrome erhdht sich die STY, da die Verweilzeit sinkt.
Flr Aufreinigungsverfahren, die nach dem Reaktor geschaltet sind, bedeutet ein geringer Umsatzgrad des

Edukts einen erhohten Aufwand an Separations- und Aufreinigungsstufen.
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T T T layer thickness (channel length)
0.5 pl/min
Channel length 0,5x 0,25x 0,5x
Layer thickness 1x 1x 0,5x
Applied MB [mg] 2,25 1,125 1,125
Productivity Sim. 262,2 168,6 208,7
[g(HK)g(Gre2)™'] Exp. 259,3+2,0 [187,1+351 | 1863+ 7,6
STY Sim. 499,1 380,7 397,3
[gL tday™'] Exp. 440,04+ 3,9 |422,7+794 | 3546+ 1,6

Abbildung 4.5 Austrittskonzentrationsverteilung und ReaktorkenngroRen (STY, Produktivitdt und EU) fiir Falle mit un-
terschiedlichen durchschnittlichen Schichtdicken (1x entspricht dem Standardfall). Auf den Partikeln ist Gre2-HOB
immobilisiert. A: Bild und Schema des Reaktorkanals. B: Austrittskonzentrationsverteilung fiir die Experimente und
die Berechnungen mit dem pseudo 2D-Modell. Abbildung adaptiert aus Burgahn et al. (Burgahn et al. 2020).

In einer zweiten Verifikationsreihe wurde der Einfluss der Bettdicke auf das Reaktorverhalten untersucht.
Hierflir wurde im Experiment ein Objekttrager der Dicke 100 um zwischen den Reaktorchip und die Mag-
nete gelegt. Die magnetischen Krafte auf die Partikeln im Kanal sind geringer, wodurch sich eine diinnere
Partikelschicht aufbaut. Bei dem Befiillungsvorgang wurde der Kanal mit 1,125 mg Partikel beladen. Das
entstehende Partikelbett (Abbildung 4.5 A) verlduft Giber 4 Magnete (halbe maximale Befiillungslange). In
der Modellierung wurde eine Schichtdicke dj,.4 von 44 um (die Halfte des Standardfalls) angenommen.
Wie Abbildung 4.5 A zeigt, sind die Betten nicht komplett kontinuierlich. Dies bestatigt ein weiteres Mal
das Auffillungsverhalten, beschrieben in Kapitel 3.4.2. Die experimentell bestimmten und mit dem
pseudo 2D-Modell vorhergesagten Reaktoraustrittskonzentrationsverteilungen sind in Abbildung 4.5 B
dargestellt. Die Simulation liberschéatzt fiir ein diinneres Partikelbett den NDK-Umsatz. Dies legt nahe,
dass der Stofftransport in die Schicht leicht Giberschatzt wird und in der Folge ein erhdohter NDK-Umsatz

berechnet wird.

Abbildung 4.5 zeigt auBerdem Vergleichsfalle mit der Standard-Partikelbettdicke aus der Parameterbe-
stimmung (Kapitel 4.4.2) mit gleicher Partikelbettlange (links) und gleicher Partikelmasse (halbe Partikel-
bettldnge). Der Vergleich zwischen den Fallen mit gleicher Partikelbettlange (linke und mittige Spalte in
Abbildung 4.5) verdeutlicht, dass fiir die hohere Partikelmenge auch ein erhéhter Umsatzgrad erzielt wird.

Die Versuche mit gleicher Partikelmenge (mittige und rechte Spalte in Abbildung 4.5) weisen geringe
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Unterschiede auf. Zu bemerken ist eine groRBere Standardabweichung fiir das dickere Bett, das einen ex-
perimentellen Fehler nahelegt. Die Simulation stellt ein plausibles Verhalten dar. Mit geringerer Schicht-
dicke ist die Schichtoberflache geringer und somit sind Enzyme in tieferen Schichten des Partikelbetts
einfacher erreichbar (geringere Diffusionslange). Des Weiteren wird dieser Effekt durch eine erhéhte hyd-
rodynamische Verweilzeit verstarkt. Durch das diinnere Bett erhéht sich die Verweilzeit um 40 % auf 1100
s (bezogen auf eine maximale Lange des Reaktorbetts). Dadurch haben die Komponenten langer Zeit in
die Partikelschicht zu diffundieren und somit eine langere Kontaktzeit mit den Enzymen. Dadurch steigt

der Umsatz, Produktivitdt und damit der Enzymnutzungsgrad fiir diinnere Partikelschichten.

Die Unterschiede zwischen der Simulation und den Experimenten kdnnen unterschiedliche Griinde ha-
ben. Wie in optischen Untersuchungen der Partikelschicht beobachtet, sind die Partikelschichten i) nicht
homogen dick und ii) weisen Verkettungen der Partikel auf, die aus interpartikularen magnetischen Kraf-
ten resultieren. Durch i) verdndert sich die theoretische Grenzflache zwischen dem Partikelbett und dem
freien Kanalvolumen. Dariiber hinaus kénnen sich durch die Verkettung Liicken im Partikelbett bilden und

die Porositat und somit die Diffusion der Komponenten beschleunigen.

Die Validierung zeigt, dass das Modell Trends fir erhéhte Volumenstrome und diinnere Partikelbettdicken
abbilden kann. AuRerdem zeigen die Untersuchungen, dass der Standardfall ein groRes Verbesserungspo-
tential aufweist. Vor allem die Reduktionsreaktion in der Schicht ist durch die sinkende NADPH-Konzent-
ration im Partikelbett limitiert. Die Regulierung der Cofaktorregenerations- und Reduktionsreaktion ist

eine der zentralen Aufgaben bei der Optimierung dieses Systems.

4.6 Numerische FVYM-Modelle

Das Pseudo-2D Modell in Matlab basiert auf der Projektion des dreidimensionalen Reaktors auf eine 1D-
bzw. Pseudo-2D Ebene. Diese Vereinfachungen kénnen einen Einfluss auf das Reaktorverhalten haben.
So miissen in Modellen mit reduzierter Dimension komplexe Strémungen und Einfliisse von geometri-
schen Formen durch Annahmen und Vereinfachungen dargestellt werden. Speziell im Pseudo-2D Modell
sind die Annahmen der Hydrodynamik, des Stoffiibergangs mittels der Sherwood-Korrelation, die axiale
Diffusion (in Stromungsrichtung) und die homogene Komponentenverteilung liber die Breite des Kanals
diskussionswiirdig. Um die Einfliisse dieser Annahmen zu untersuchen, wurde der Reaktor und die Mo-
dellgrundlage fiir das Pseudo-2D Modell in ein 2D und 3D Modell in ANSYS Fluent® (iberfiihrt. Diese wer-

den im Folgenden ,Fluent 2D“ und ,,Fluent 3D genannt.
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4.6.1 Numerisches Setup

Die Reaktormodellierung mit ANSYS Fluent und die Reaktorberechnung basieren auf den Erhaltungssat-
zen aus Kapitel 4.1. Diese vollstandige Beschreibung der Hydrodynamik im Reaktor ermoglicht eine phy-
sikalisch genauere Beschreibung des experimentellen Reaktors. Die Erstellung der Reaktormodelle fir den
2D bzw. 3D Fall teilt sich in verschiedene Stufen auf: Erstellen der Geometrie, Diskretisierung des Berech-
nungsvolumens (Gittererstellung), Definition von System-, Anfangs- und Randbedingungen und numeri-
sche Berechnung. Die Systembedingungen fiir Enzymimmobilisierung, Isothermie und Feed-Konzentrati-

onen entsprechen denen aus dem Pseudo-2D Modell (Kapitel 4.4.1).

Geometrie. Die Modelle bilden einen Reaktor mit der Hohe 200 yum und der Breite 2 mm (3D-Modell) ab.
Die Lange des untersuchten Kanals wurde abhangig von der Zellenanzahl des Gitters und dem Rechenauf-
wand angepasst (2D: 25mm 3D: 1mm). Im Reaktorkanal wurden Regionen definiert, die zwischen dem
freien Volumen und der Partikelschicht unterscheiden. In der zweidimensionalen Betrachtung sind die
Volumina in der Breite als infinitesimal diinn betrachtet. Die Partikelschicht ist als homogene, pordse
Schicht mit einer konstanten Hohe von 88 ym angenommen. Die Porositat der Schicht wird mit der Per-
meabilitit & = 1,9 - 1071° m? und der Porositit £,,4 = 0,269 beriicksichtigt. Der turbulente Term wird
aufgrund der geringen Stromungsgeschwindigkeiten (Re<1) vernachlassigt. Die Stirnflaichen der Partikel-

schicht werden in den Modellen vernachlissigt und lediglich das Uberstrémen der Schicht betrachtet.

Diskretisierung. Die Diskretisierung bzw. die Erzeugung des Rechengitters teilt das Volumen des Reaktors
in Zellen auf. GrofRe und Anzahl der Zellen haben einen Einfluss auf die Berechnungszeit, die Stabilitat aber
auch auf die Ergebnisse, falls zu grob gewahlt. Die Bereiche fiir den freien Kanal und die Partikelschicht
wurden mit rechteckigen (2D) bzw. quaderférmigen Zellen (3D) beschrieben. Die Hohe der Zellen wurde
abhangig von den zu erwartenden Gradienten in der Konzentration und der Geschwindigkeit angepasst.
Im 3D-Modell wurde die Breite der Zellen an den Wanden adaptiert. Somit ergaben sich Verfeinerungen
an den Wanden des Kanals und an der Phasengrenze zwischen freiem und porésem Bereich. Die Lange
der Zellen wurde in allen Fallen konstant gehalten (2 um). Die entstehenden Gitter der Modelle umfassen
3 Millionen Zellen fur 25 mm des 2D-Modells und 8 Millionen Zellen fiir 1 mm des 3D-Modells. Am Anfang
des Reaktors sind die groRten Gradienten und Reaktionsumsatze zu erwarten. Deshalb wurde dieser als

reprasentativ fir die Modelle untersucht.

Diffusion. Die molekularen und effektiven Diffusionskoeffizienten wurden wie in Kapitel 4.4.1 fir die be-
teiligten Komponenten berechnet. Die Implementierung der Diffusionskoeffizienten wurde mittels einer
User-Defined-Function (UDF) und dem Makro ,,DEFINE_DIFFUSIVITY“ den Komponenten und Bereichen

zugeschrieben.
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Randbedingungen. Die ZweckmiRigkeit von Randbedingungen besteht darin, eine Uber- oder Unterbe-
stimmtheit des mathematischen Modells zu vermeiden und die Interaktion zwischen den Gitterbereichen
zu gewabhrleisten. Das freie Volumen Uber dem Partikelaufbau wurde als ein rechteckiger Durchstro-
mungskanal betrachtet. Eine Dirichlet-Randbedingung (feste Eintrittsgeschwindigkeit) und eine
Neumann-Randbedingung (fester Druckgradient) wurden am Einlass des Kanals angewendet. Im Gegen-
satz dazu wurde am Auslass eine Referenzdruckbedingung von Null bar (Umgebungsdruck) fiir den Druck
angenommen. Eine Haftbedingung wurde fiir die Wande des Kanals und an der Oberflache des porésen
Mediums definiert. Beim Einlass und Auslass wurden die Stoffstréme im Bereich der Partikelschicht auf-

grund der geringen Permeabilitdt vernachlassigt.

Stromungsgeschwindigkeit. Die mittlere Stromungsgeschwindigkeit wurde nach der Kontinuitatsglei-
chung fiir einen Volumenstrom von 0,5 uL /min berechnet und in die Modelle eingearbeitet. Die Eintritts-

geschwindigkeitsverteilung wurde in einer separaten Stromungssimulation mit dem Modell bestimmt.

Reaktionskinetik. In Fluent kann auf Standard-Reaktionsmechanismen in Form von n-ter Reaktionsord-
nung zuriickgegriffen werden. Spezifische Reaktionsmechanismen - wie in dieser Arbeit - missen Uber
eine User-Defined-Function (UDF) beschrieben und implementiert werden. Fluent ermdéglicht zwei unter-
schiedliche Methoden fiir die Implementierung von Reaktionen mit UDFs. In einem Vergleich der Metho-
den (Kapitel A13.1) wurde die Implementierung der Reaktionskinetik untersucht und bewertet. Fir den
Fall einer schnellen Reaktion im Vergleich zum Stofftransport wird der ,stiff-chemistry Solver” in Fluent
empfohlen, der eine sehr gute Ubereinstimmung mit Berechnungen aus Matlab zeigt. Parameterschatz-

werte flr die Assoziationskonstanten gemaR Tabelle 4.15 wurden in der UDF angegeben.

Numerische Berechnung. Die Berechnung der Losung der Reaktormodelle wurde in zwei separate Schritte
aufgeteilt. Die Stromung des Mediums wurde in einem ersten Schritt ohne die Berlicksichtigung des
Stofftransports der Komponenten berechnet. Das resultierende Stromungsfeld wurde als unbeeinflusst
von der Komponentenverteilung angenommen. In einem zweiten Schritt wurde die Komponentenvertei-
lung unter Vernachldssigung der Impulsberechnung ermittelt. Fiir die Vergleichbarkeit der Modelle wur-
den stationdre Zustande mit dem transienten Losungsverfahren berechnet. Die stationdre Berechnungs-
methode, die in ANSYS Fluent verfligbar ist, hat zu keinem konvergierten Ergebnis gefiihrt, das
physikalisch schlissig war. Dies wurde auf eine schnelle Reaktionskinetik im Vergleich zum Stofftransport
zuriickgefiihrt. Daher wurde eine transiente Berechnung des Reaktorverhaltens verwendet. Die Stationa-
ritdat der Berechnungen wurde durch die Berechnung des Mittelwerts der Komponentenkonzentration im

Berechnungsraum definiert.

Weitere Details Gber die numerischen Hintergriinde der FVM-Modelle sind im Anhang A13 fiir das 2D und
3D-Modell zu finden. Die Berechnungen mit den Fluent Modellen wurden auf einem Hochleistungsrech-

ner mit 16 Kernen und 128 GB RAM durchgefiihrt.
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4.7 Modellvergleich

In diesem Kapitel werden die beschriebenen Modelle Pseudo-2D, Fluent 2D und Fluent 3D verglichen. Die
Evaluierung der Modelle erfolgt auf Basis ihrer Genauigkeit und numerischen Effizienz, um zu beurteilen,
ob der héhere numerische Aufwand der Finite-Volume-Methoden (FVM) gerechtfertigt ist. Die Implemen-
tierung der kinetischen Modelle (Kapitel 2.3.2) wurde erfolgreich Gber eine UDF durchgefihrt und mit

einem Satzreaktormodell in Fluent validiert (Kapitel A13.1).

Die Pseudo-2D und Fluent 2D Modelle beschreiben den Reaktor in zwei Dimensionen und weisen nur
geringe Unterschiede auf. Dies macht es moglich, die Modelle direkt miteinander zu vergleichen und die
getroffen Annahmen bzw. Vereinfachungen des Matlab Modells zu beurteilen. Im Folgenden werden Kon-

zentrationen im freien Kanal als gemittelte Konzentrationen lber die Hohe des Kanals verglichen.
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Abbildung 4.6 Verlauf der durchschnittlichen Konzentrationen im freien Kanalvolumen tber die Halfte der Reaktor-
lange fir die beiden zweidimensionalen Modelle aus Matlab (durchgehende Linien) und Fluent (gestrichelte Linien).

Das berechnete Reaktorverhalten beider Modelle wird durch die Konzentrationen im freien Kanalvolumen
beschrieben (Abbildung 4.6). Um einen Vergleich zwischen dem pseudo 2D-Modell in Matlab und dem
Fluent 2D Modell zu ermdoglichen, wurde eine gemittelte Konzentration der Komponenten im freien Ka-
nalvolumen berechnet. Flr das Fluent 2D Modell wurden dafiir die Konzentrationen in den Zellen, abhéan-
gig von der Geschwindigkeit und bezogen auf die mittlere Geschwindigkeit im freien Kanalvolumen, ge-
wichtet und gemittelt. Die ermittelten Konzentrationen der beiden Modelle weichen leicht voneinander

ab. Die Unterschiede vergroRern sich nicht im Verlauf des berechneten Reaktors. Nach 25 mm der
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Reaktorkanalldnge betragt die Abweichung der HK-Konzentration 3,4 % des Pseudo-2D Modells im Ver-
gleich zum Fluent 2D Modell. Die Konzentrationen fir NADPH und NADP+ weichen anfangs ab und nahern
sich wieder an. Durch die geringeren Umsatzraten der Reduktionsreaktionen erreicht die Regenerations-
reaktion ihr Gleichgewicht, wodurch die Anndherung der Konzentrationen erklart wird. Die Griinde fiir die
Unterschiede der Konzentrationsverldufe beider Modelle basieren auf den zusatzlichen Annahmen des
Pseudo-2D Modells. Die Veranschaulichung der Griinde wird im Anfangsbereich des Reaktors sichtbar.

Die Komponentenkonzentrationen am Anfang des Reaktors sind in Abbildung 4.7 dargestellt.
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Abbildung 4.7 Konzentrationsverlauf am Anfang des Reaktors im pordsen Bett und im freien Kanalvolumen fir das
pseudo 2D-Modell in Matlab (durchgehende Linien) und das Fluent 2D Modell (gestrichelte Linien). Die Phasengrenze
ist mit einer vertikalen, gestrichelten, grauen Linie gekennzeichnet. Die Phasengrenze ist vergroBert dargestellt.

Der Vergleich zwischen dem Pseudo-2D-Modell und dem Fluent 2D-Modell ergab, dass es bei den Kon-
zentrationsverlaufen im Partikelbett keine signifikanten Unterschiede gibt. Der Hauptunterschied zwi-
schen den Modellen zeigt sich jedoch an der Phasengrenze, insbesondere im strémenden Medium. Fiir
das Pseudo-2D Modell ist die modellierte Filmschicht dargestellt. Dadurch ergeben sich eckige Verlaufe
der Konzentration. Die Filmschichtdicke ist mit dem Stoffiibergangskoeffizienten f und dem Diffusions-
koeffizienten D berechnet und in der Abbildung zu erkennen. Der Verlauf der Berechnungen vom Fluent
2D-Modell ist kontinuierlich und bendtigt keine Sherwood-Korrelation zur Berechnung des Stoffiiber-
gangs. Der Konzentrationsverlauf der beiden Methoden zur Berechnung des Stofflibergangs an der Pha-
sengrenze ist in Abbildung 4.7 vergroRert. Im Fluent 2D-Modell ist die NDK-Konzentration leicht erhoht,

was fir einen geringeren Stofftransport zwischen den beiden Bereichen bzw. Phasen spricht. Dies legt
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nahe, dass die angewendete Sherwood-Korrelation den Stofftransport Giberschatzt und somit die Reduk-

tionen in der Partikelschicht beschleunigt.
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Abbildung 4.8 Konzentrationsverteilungen des Pseudo-2D Modells in Matlab und des Fluent 2D Modells fiir die ersten
zwei Millimeter des Reaktors fir NDK, HK und Diol. Ein Schema der Bereiche und die Farbskalen sind rechts neben
den Plots dargestellt.

Die Modelle kénnen weiterhin bzgl. der Konzentrationsverteilung der einzelnen Komponenten verglichen
werden. In Abbildung 4.8 sind die Konzentrationen von NDK, HK und dem Diol in den ersten zwei Millime-
tern des Reaktors dargestellt. Wie auch schon in Abbildung 4.7 sind die Verldaufe bzw. Konzentrationsver-
teilungen im pordsen Bett sehr dhnlich. Der groBte Unterschied ist im freien Kanalvolumen zu erkennen.
In dem Fluent 2D Modell kdnnen Konzentrationsgradienten in der Hohe (y-Koordinate) berechnet wer-

den, wohingegen im Pseudo-2D Modell die Konzentrationen aufgrund der Annahmen konstant sind.

Das Pseudo-2D Modell vernachlassigt die axiale Diffusion zwischen den Segmenten, wahrend sie in den
Fluent Modellen bericksichtigt wurde. Dieser Effekt kann speziell bei groRen Gradienten in der Konzent-
ration einen signifikanten Einfluss haben. Der Vergleich der beiden Konzentrationsverteilungen im An-
fangsbereich (Abbildung 4.8) weist kaum Unterschiede auf. Das bedeutet, dass die axiale Diffusion hier
einen geringen Einfluss auf den Reaktorumsatz hat. Weiterhin zeigt dies, dass die Segmentanzahl bzw.

GroRe des pseudo 2D-Modell angemessen gewahlt wurde.

Trotz dieser Unterschiede zwischen den Modellen in Berechnungsmethoden und Diskretisierung zeigen
sich nur geringe Unterschiede im Umsatz und in der Konzentrationsverteilung der zweidimensionalen Mo-
delle. Aufgrund der Abbildung der Stromung und Komponentenverteilung im freien Kanalvolumen ergibt

das Fluent 2D Modells physikalisch sinnvollere Ergebnisse im Vergleich zum pseudo-2D Modell.

Die VergroRerung der Modelldimension stellt eine Moglichkeit dar, die digitale Simulation dem realen
Reaktorkanal nadher zu bringen, allerdings auf Kosten eines héheren numerischen Aufwands. Das Fluent

3D Modell ist in der Lage, das Reaktorverhalten fiir den eckigen Kanal zu berechnen und bietet somit eine

118



Erweiterung gegeniiber den bereits beschriebenen Vorteilen des Fluent 2D Modells. Somit kdnnen die
geometrischen Einfllisse der Ecken oder Inhomogenitdten tber die Breite des Kanals berechnet werden.
Aufgrund des erhéhten numerischen Aufwands wurde bei der Reaktorberechnung nur der Anfangsbe-
reich des Reaktors beriicksichtigt. Das Modell wurde genutzt, um den ersten Millimeter des Reaktors zu
berechnen. Die entsprechenden durchschnittlichen Konzentrationen im freien Kanalvolumen sind in Ab-
bildung 4.9 im Vergleich zu den beiden zweidimensionalen Modellen dargestellt. Das dreidimensionale
Modell beschreibt den gleichen Verlauf wie das Fluent 2D Modell. Fiir alle Komponenten sind die Unter-
schiede vernachlassigbar gering. Nach einem Millimeter betrdgt der Unterschied zwischen den Fluent 3D
und Fluent 2D Modellen 0,1 % in der HK-Konzentration. Die geringen Unterschiede bzw. Einfliisse der
Geometrie des Reaktorkanals lassen sich auf die geringe Stromungsgeschwindigkeit zurickfihren

(Re K 1).
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Abbildung 4.9 Verlauf der durchschnittlichen Konzentrationen im freien Kanalvolumen Uber die Halfte der Reaktor-
lange fur die beiden zweidimensionalen Modelle aus Matlab (durchgehende Linien), Fluent 2D (gestrichelte Linien)
und Fluent 3D (Kreuze).

Der Vergleich der unterschiedlichen Modelle dient neben den Untersuchungen der modellspezifischen
Annahmen auch zur Ermittlung des Anwendungsgebietes der entsprechenden Modelle. Der Anwendungs-
bereich ergibt sich sowohl aus der numerischen Effizienz als auch aus der physikalischen Genauigkeit der
untersuchten Modelle. Ein Uberblick (iber die berechneten Reaktorfille, deren GittergréRe und Rechen-
dauer mit den entsprechenden Abweichungen zum komplexesten Modell (Fluent 3D) sind in Tabelle 4.17

gegeben.
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Tabelle 4.5 Uberblick Giber den numerischen Aufwand und die Genauigkeit der drei untersuchten Modelle. Dargestellt
sind die untersuchten Langen, Anzahl der Gitterzellen, Rechenzeit und Abweichung vom Fluent 3D Modell nach 1 mm.

Pseudo-2D Fluent 2D Fluent 3D

———

Linge 50 mm (100 %) 25 mm (50 %) 1mm (2 %)
Anzahl der Zellen 35000 3 Millionen 8 Millionen
Berechnungszeit 4 min 7 Tage 7 Tage
Abweichung nach 1 mm +3.5% +0.1 % Vergleichswert

Wie schon erwahnt erhoht sich die Anzahl der Zellen des Rechengitters und damit die Rechenzeit der
untersuchten Falle. So wurden innerhalb einer Woche mit dem Fluent 2D-Modell die Halfte des Reaktors
und mit dem Fluent 3D-Modell 1 mm berechnet. Aufgrund der geringen Strémungsgeschwindigkeiten
und der Symmetrie des Reaktorkanals kdnnen die Einfliisse der Geometrie vernachladssigt werden. Die
Anwendung des Fluent 3D Modells ist fiir einen stromungstechnisch komplexeren Reaktor oder ein kom-
plexeres System mit hoheren Stromungsgeschwindigkeiten von Vorteil. Aufgrund des groRen numeri-
schen Aufwands ist das Fluent 3D-Modell fiir den in dieser Arbeit untersuchten Reaktor nicht vertretbar.
Die Berechnungszeiten der beiden Fluent Modelle sind sehr hoch, da transiente Berechnungen zur Ermitt-
lung des stationdren Zustands genutzt wurden. Die Verwendung der stationaren Berechnungsmethode
mit Fluent war aufgrund der erwahnten Instabilitdten nicht moglich. Die aufwandigere und langsamere
transiente Methode reduziert den Anwendungsbereich dieser Modelle. Dadurch kann das Fluent 2D Mo-
dell zwar eine sehr genaue Berechnung des Reaktorverhaltens erreichen, ist jedoch bezogen auf numeri-
sche Effizienz im Vergleich zum Pseudo-2D Modell unterlegen. Das Pseudo-2D Modell vereint die zweidi-
mensionale Darstellung des Reaktors mit einer effizienten Berechnung des Reaktorverhaltens und einem
vertretbaren Verlust der Genauigkeit im Vergleich zu den Fluent Modellen. Mit einer Berechnungszeit von
vier Minuten flir den gesamten Reaktor eignet sich das Pseudo-2D Modell fiir einen Optimierungsprozess

des untersuchten Reaktorsystems.

Bei der Berechnung strémungstechnisch anspruchsvollerer Fille, beispielsweise mit einer gezielten Um-
walzung der Stromung mit Leitelementen, stoRt das Pseudo-2D Modell an seine Grenzen. Hier lohnt sich

der rechentechnische Mehraufwand der Fluent Modelle.
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4.8 Zusammenfassung

Die Modellierung eines biochemischen Reaktors mit Gberstromter, poroser Schicht, bietet eine Moglich-
keit, das Reaktorverhalten fiir verschiedene Félle theoretisch zu untersuchen. Basierend auf physikali-
schen Prozessen und deren mathematischer Beschreibung wurden drei unterschiedliche Modelle (pseudo
2D, 2D Fluent und 3D Fluent) erarbeitet. Das grundlegende Pseudo-2D Modell wurde in Matlab imple-
mentiert und beschreibt den Reaktor durch die serielle Berechnung einzelner Reaktorsegmente. Dieses
Modell wurde fiir die Bestimmung von Parameterschatzwerte der Reaktion fiir im Reaktor immobilisierte
Gre2-HOB genutzt. Das Reaktorverhalten flir unterschiedliche Strémungsgeschwindigkeiten und die re-
duzierte Schichtdicke wurde mit bereitgestellten experimentellen Daten (IBG-1) validiert. Das Modell er-
méglicht die Berechnung der Tendenzen durch die Anderung von Strémungsgeschwindigkeit und Schicht-
dicken. Die Analyse der Modellergebnisse zeigte, dass der Umsatzgrad von NDK im Reaktor aufgrund eines
Mangels an Cofaktor (NADPH) in der Schicht limitiert ist. Insbesondere in den tieferen Schichten der Par-
tikelpackung ist die Reduktion stark eingeschrankt, was das Optimierungspotential des Systems verdeut-

licht.

Das Pseudo-2D Modell wurde in ein zwei- bzw. dreidimensionales Modell in ANSYS Fluent tberfihrt, un-
tersucht und verglichen. Der Vergleich zeigt, dass das Pseudo-2D Modell den Ubergang von Stoffen zwi-
schen dem strémenden Fluid und der porésen Schicht geringfligig tiberbewertet, was einen um 3,5 %
erhéhten Umsatz in NDK aufweist. Eine dreidimensionale Modellierung des Reaktorkanals erhoht den
numerischen Aufwand und damit die Rechenzeit. Das hat jedoch nur geringfligige Auswirkung auf die HK-
Austrittskonzentration (0,1 %) im Vergleich zum 2D Fluent Modell. Die Betrachtung von Aufwand und
Nutzen der unterschiedlichen Modelle ergab eine anwendungsspezifische Aufteilung der Modelle. Auf-
grund der Ermittlung des stationaren Zustands mit transienten Berechnungen, haben die Fluent Modelle
einen groRen numerischen Aufwand. Aus diesem Grund sollten diese Modelle lediglich in speziellen Féllen

mit komplexen Strémungen genutzt werden.

Das Pseudo-2D Modell vereint eine numerisch effiziente Berechnung des gesamten Reaktors mit einem
wahrheitsgetreuen Reaktorverhalten. Dadurch eignet sich das Modell zur Untersuchung von Optimie-
rungsmalinahmen bezogen auf verbesserte Reaktorperformance, um Wettbewerbsfahigkeit im Vergleich

zum Satzreaktor zu erreichen.
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5 Systemoptimierung

Die Optimierung eines Reaktorsystems erfordert ein grundlegendes und tiefes Verstandnis des Systems
und seines Verhaltens. Mittels computergestiitzter Methoden sind Optimierungen komplexer Systeme
durch rechenintensive Methoden moglich. Im Folgenden wird die Systemoptimierung eines Mikroreak-
tors mit Uberstromten Partikelbett und immobilisierter Enzymkaskade beschrieben. Die Systemoptimie-
rung wendet die Multi-Level-Reactor-Design (MLRD) Optimierungsmethode mit einem zusatzlichen 6ko-
nomischen Einflussfaktor an. Die Berechnungen wurden mit dem Pseudo-2D Modell durchgefiihrt, da

dieses sich als ein Kompromiss aus numerischer Effizienz und Genauigkeit erwies (Kapitel 4.7).

Dieses Kapitel gibt eine Ubersicht méglicher Optimierungsmethoden und stellt die in dieser Arbeit ge-
nutzte und adaptierte Multi-Level-Reaktor-Design (MLRD) Methode vor. Nach der Abschatzung des Ein-
flusses der Immobilisierung des Regenerationsenzyms (GDH(ST)) (Kapitel 5.2) werden Einfliisse des En-
zymverhaltnisses, der Katalysatormasse und der Cofaktor-Konzentration im Feed (Kapitel 5.3.2) ermittelt.
Effekte der einzelnen Optimierungsparameter auf Ausbeute und Produktivitdt des Zwischenprodukts der

Reduktion (HK) und die letztlichen Reaktordesigns werden dargestellt und diskutiert.

5.1 Optimierungsmethode

Die Optimierung von Systemen ist eine zentrale Aufgabe in der Verfahrenstechnik, wodurch Prozesse
moglichst effizient und nachhaltig gestaltet werden konnen. Hierflir knnen verschiedene Optimierungs-
methoden genutzt werden, die Daten und Informationen aus Berechnungen bzw. Experimenten nutzten.
Flr alle Optimierungsmethoden bedarf es neben der Definition von Parametern und deren mdoglichen
Wertebereichen auch die Formulierung einer Zielfunktion oder -groRe, die es zu optimieren gilt (Minimum
oder Maximum). In der Literatur sind zahlreiche Optimierungsmethoden mit entsprechendem Anwen-
dungsgebiet dokumentiert (Hoffmann und Hofmann 1971). Die einfachste und schnellste Methode ist die
lineare Optimierung, die eine lineare Anderung der Zielfunktion zwischen zwei Datenpunkten approxi-
miert. Die Anwendung dieser Optimierungsmethode ist jedoch in der Praxis oft nicht sinnvoll, da Prob-
leme meistens komplexer sind und mehrere lokale Optima aufweisen. Fiir diese Falle werden nichtlineare
Optimierungsmethoden genutzt. Diese werden in heuristische Methoden und Gradientenmethoden un-
terteilt. Die Wahl der Methode ist abhangig von der Anzahl der Parameter, der Zielfunktion, dem Aufwand
der Auswertung und den zur Verfliigung stehenden Rechenressourcen (Meywerk 2007, S. 265-307). Um
das Verhalten von einfachen Systemen zu analysieren und zu optimieren, bedarf es meistens keines gro-
Ben Fachwissens. Steigert sich jedoch die Komplexitat und somit auch die Anzahl der einflussreichen Pa-
rameter, wird die Anwendung der Optimierungsmethode herausfordernd. Um eine umfangreiche, ro-

buste Optimierung durchzufiihren, sollte ein Grundverstandnis fir die chemischen und physikalischen
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Prozesse im System und deren beeinflussende Parameter vorhanden sein. Erst mit diesem tiefgreifenden
Wissen lassen sich einflussreiche Parameter und eine sinnvolle Zielfunktion definieren. Mit Hilfe der Op-
timierungsmethode wird anschlieBend die Gewichtung der Parameter bzw. der internen Prozesse ermit-

telt und genutzt, um die Zielfunktion zu optimieren.

Eine der am meisten genutzten Optimierungsmethoden ist die Design-of-Experiments (DoE) Methode, da
sie mit systematisch gewdhlten Versuchspunkten effizient Informationen tiber das Verhalten des Systems
berechnet (Brown et al. 2018; Finnigan et al. 2020). Die DoE Methode variiert einzelne Parameter und
berechnet die Sensibilitdt der Parameter in Bezug auf das Verhalten des Systems. Zusatzlich werden Ein-
flisse und Effekte, die durch mehrere Parameter induziert werden, dargestellt. Mit dieser Optimierungs-

methode kdnnen somit einflussreiche Parameter herausgearbeitet und optimiert werden.

Einen anderen Optimierungsansatz verfolgen Freund und Sundmacher (Freund und Sundmacher 2008)
mit sogenannten elementaren Prozessfunktionen (EPF; engl.: elementary process functions). Die EPFs ba-
sieren auf grundlegenden, chemischen und physikalischen Prozessen, die im Modell als unterschiedliche,
unabhangige Module bezeichnet werden. Im Optimierungsprozess werden diese Module, also die grund-
legenden Prozesse untersucht. Im Vergleich zur DoE kann somit eine Optimierung des Reaktorsystems
erreicht werden, die sich an physikalischen bzw. chemischen Prozessen orientiert. Diese Methode wurde
erfolgreich fiir verschiedene Systeme angewandt: Maximierung des Reaktorleistung in Beriicksichtigung
von Katalysatordeaktivierung durch Anpassung der Temperatur (Xie und Freund 2018); Auswahl aus drei
Ausgangsstoffen zur Synthese von Maleinsdureanhydrid mit Optimierung der Reaktorleistung durch An-
passung der Reaktortemperatur (Mauliner et al. 2019); Optimierung der Reaktorleistung einer Methanol-
synthese durch Anpassung der Reaktorbedingungen und Katalysatorpartikel (Kaiser und Freund 2019).
Basierend auf der Methode von Freund und Sundmacher (Freund und Sundmacher 2008) wurde die Multi-

Level-Reactor-Design Methode (MLRD) erarbeitet (Freund et al. 2011).
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Ebene 3

Technische

Technische Realisierung und
Anwendu ng Verbesserung
Reaktorkonzept
Ebene 2 Limitierung durch
Limitierende Flisse Cofaktor Regeneration
und Stofftransport
AN /
l ™ . b ™ - ‘ ™
Fall 1.1 Fall 1.2 Fall 1.3
Ebene 1 Unendliche + Limitierung + Limitierung
Unendliche Fliisse Cofaktor Regen. & durch Cofaktor durch
Stofftransport Regen. Stofftransport

Abbildung 5.1 MLRD Ebenen nach Freund et al. (Kaiser und Freund 2019) und die spezifischen Anpassungen fiir das
in dieser Arbeit untersuchte Enzymkaskade mit Cofaktor-Regeneration und Stofftransportlimitierung.

Die MLRD teilt die Optimierung in drei Ebenen auf (vgl. Abbildung 5.1): Ebene 1: Optimale Reaktionsbe-
dingungen; Ebene 2: Optimale Reaktorbedingungen und Ebene 3: Reale Bedingungen im technischen Re-
aktor. Die MLRD-Methode wurde auf verschiedene chemische Reaktionssysteme angewandt. Beispiels-
weise flr die Methanolsynthese (Kaiser und Freund 2019), die Ethylenoxidsynthese (Peschel et al. 2012)
und die pharmazeutische Herstellung von Pichia pastoris (Emenike et al. 2018). Die Methodik der EPFs
und MLRD zeigt grofRes Potential vor allem in der computergestiitzten Reaktoroptimierung basierend auf

chemischen und physikalischen Phanomenen.

Die Anwendung der MLRD-Methode auf das in dieser Arbeit untersuchte Reaktions- und Reaktorsystem
bedarf einer Adaptierung der Methode. In der ersten Ebene werden keine Limitierungen durch Warme-
und Stofftransport beriicksichtigt, wodurch Katalysatoren bzw. Reaktionen unter optimalen Bedingungen
ablaufen kénnen. Da in realen Systemen diese Bedingungen nie zu finden sind, kdnnen die in dieser Ebene
berechneten Optima nur theoretisch erreicht werden. Das Reaktionssystem, beschrieben in Kapitel 2.1
kann in zwei elementare Reaktionen aufgeteilt werden, die Reduktionen und die Cofaktor-Regeneration.
Ein weiterer wichtiger, elementarer Prozess ist der Stofftransport, der zu Limitierungen im Reaktorsystem
fihren kann. Somit kann die erste Ebene in drei unterschiedliche Fille unterteilt werden, in denen der

Einfluss der Cofaktor-Regenerierung und des Stofftransports auf die Reduktion untersucht werden:

Fall 1.1 Unbegrenzte Cofaktor-Regenerierung und Stofftransport

Fall 1.2 Unbegrenzte Cofaktor-Regenerierung (Stofftransport Limitierung)

Fall 1.3 Unbegrenzter Stofftransport (Cofaktor-Regeneration Limitierung)
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In der zweiten Ebene werden Transportprozesse mitbericksichtigt, wodurch Flisse bzw. Flussverhéltnisse
optimiert werden. Diese beinhalten die geometrische Form und GrofRe von Bestandteilen des Reaktors.
Dadurch werden Reaktordesigns mit bestmoglichem Verhéltnis zwischen Reaktionsgeschwindigkeit(en)
und Reaktionsvolumen identifiziert. In dieser Ebene werden optimierte Parameter mit kompletter Limi-

tierung aller Prozesse und damit die besten Bedingungen beziiglich der Zielfunktion ermittelt.

In der dritten Ebene werden technische Lésungen des Reaktoroptimums bestimmt. Das endgiiltige Design
stellt eine Abwagung aus optimalen Reaktions-, Reaktorbedingungen und technischer Umsetzbarkeit des

untersuchten Systems dar.

Die Optimierung wurde mit dem Pseudo-2D Modell in Matlab durchgefiihrt. Das Modell berechnet einen
realen, technisch umsetzbaren Reaktor, wodurch die zweite und dritte Ebene kombiniert werden kénnen.
Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Optimierung bezieht sich auf den Reaktor ohne zusétzliche Up- und

Downstream-Prozesse, die in der Regel weitere Einfllisse auf die Reaktorleistung haben.

5.1.1 Optimierungsparameter

Die Optimierung des Reaktorsystems kann fiir unterschiedliche Parameter durchgefiihrt werden. Die De-
finition von signifikanten Parametern eines Systems kann anhand des bekannten Reaktorverhaltens ab-
geleitet werden und basiert in dieser Arbeit auf den ersten Erkenntnissen aus Kapitel 4.5. Wie dort dar-
gestellt, ist die NADPH Regeneration wichtig zur Aufrechterhaltung der Reduktion. Im Partikelbett kommt
es zu einem NADPH Mangel, der zur Limitierung der Reduktionsreaktionen fiihrt. Um den NADPH Bedarf
der Reduktionsreaktionen auszugleichen, kdnnen unterschiedliche Prozesse angepasst werden: i) Erho-
hung des Stofftransports (z.B. Verringerung der Diffusionswege) oder ii) Verstarkung der NADPH Regene-
rationsreaktion. Die mit diesen Prozessen in Verbindung gebrachten Parameter kdnnen weiterhin in Re-
aktor- und Flussparameter aufgeteilt werden (Abbildung 5.2). Die Reaktorparameter bezeichnen
geometrische oder objektbezogene Parameter. Neben der Betthohe (proportional zur Partikelmasse) ist
im Falle einer GDH-Immobilisierung auf separaten Partikeln das Enzymverhaltnis bzw. das Partikelverhalt-
nis von Gre2 (Mgyez) und GDH (mgpy) interessant (vgl. Abbildung 5.2, hellgrau). Die Flussparameter be-
ziehen sich auf die Feed-Konzentrationen. Der hohe NADPH-Bedarf kann auch mit erh6hter NADP+ Feed-
Konzentration reguliert werden. Da NADPH dreimal so teuer wie NADP+ ist (Sigma Aldrich 2020b, 2020c)
und im Reaktorsystem ein NADPH-Regenerationsenzym GDH genutzt wird, wird in der Optimierung die

NADP+-Konzentration im Feed als Parameter betrachtet.
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Optimierungs-

Parameter
Reaktor- Fluss-
Parameter Parameter
| ] ]
Partikelverhaltnis
Partikelmenge Mgrez Enz. Partikel- GDH NADP*/H
£Betthéhe Merez + Mepy beladung Konzentration KOnzentration

Abbildung 5.2 Optimierungsparameter, die in der Systemoptimierung beriicksichtigt werden. Parameter, die spezi-
fisch fir immobilisierte GDH sind, sind in Hellgrau gekennzeichnet und diejenigen fiir geléste GDH in
Dunkelgrau.

5.1.2 Randbedingungen

Das Verhalten eines Reaktorsystems ist abhangig von unterschiedlichsten Faktoren. Damit die Effekte der
verschiedenen Parameter herausgearbeitet werden kénnen, wurden Randbedingungen definiert, die sich
an experimentell umsetzbaren Bedingungen orientieren (Burgahn et al. 2020; Peschke et al. 2018). In den
Berechnungen wurde das Reaktorverhalten fiir einen kommerziell erhaltlichen PMMA-Chip (Kapitel 3.1)
berechnet. Die untersuchten Falle wurden fiir eine maximale Ausbeute des Intermediats (HK) ausgelegt.
Um eine maximale HK-Ausbeute zu erreichen, wurde der Volumenstrom V' und damit die Verweilzeit 7’
angepasst. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den untersuchten Fallen zu gewahrleisten, wurde die NDK-
Konzentration (10 mM) und die Glukose-Konzentration (100 mM) im Feed konstant gehalten. In allen Be-

rechnungen wurde eine konstante Temperatur von 30 °C und ein pH-Wert von 7,6 angenommen.

Die in Flussexperimenten bestimmten kinetischen Parameterschatzwerte (Kapitel 4.4.2) wurden fir die
Optimierungen genutzt. Der Aktivitatsverlust der GDH durch deren Immobilisierung ist nach Experimen-
ten von Peschke et al. vernachlassigbar (Peschke et al. 2017a). Deswegen wurde angenommen, dass die
kinetischen Parameter fir freie und immobilisierte GDH identisch sind. Eine Katalysatordeaktivierung

wurden in der Optimierung nicht untersucht.

Das Katalysatorbett wurde als quasihomogen mit einer konstanten Hohe angenommen. Die Bettdicke ist
abhéngig von der in den Kanal eingefiillten Partikelmenge. Fiir den Standardfall ergeben 4,5 mg MBs eine
Bettdicke von 88 um. Um die Betthdhe zu verdndern, muss das Magnetfeld entsprechend verstarkt bzw.
geschwacht werden. Die experimentelle Umsetzung eines exakt eingestellten Magnetfeldes stellt neue

Herausforderungen an das Reaktorsetup. Das ist mit dem in dieser Arbeit verwendeten Setup nicht
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umsetzbar. Fiir die Optimierung wurde angenommen, dass das Magnetfeld so angepasst werden kann,
dass die eingesetzte Partikelmenge sich lber eine Lainge von 50 mm homogen verteilt. Aufgrund der un-
terschiedlichen Immobilisierungsmethoden (Kapitel 2.2) kénnen Gre2 und GDH nicht co-immobilisiert
werden, weshalb sich die gesamte Partikelmenge sowohl aus mit Gre2 und GDH beladenen Partikeln zu-
sammensetzt (M¢ptqr = Merez + Meup)- Beim Einsatz von immobilisierter GDH reduziert sich somit bei
gleicher Betthohe die Gre2-Menge im Reaktor. Fir beide Immobilisierungen wurde die Annahme getrof-
fen, dass eine maximale Enzymbeladung vorliegt (Gre2-HOB: 24 pmol/mg; GDH(ST): 55 pmol/mg). Die

genaue Bestimmung der Enzymbeladung ist im Anhang A14 beschrieben.

5.1.3 Okonomisches Modell

Die Performance eines Bioreaktors unterliegt unterschiedlichen Anforderungen. Neben einer hohen Aus-
beute und maximaler Produktivitdt sind die anfallenden Kosten ein wichtiger Faktor in der Realisierung
eines Reaktorkonzepts. Aus diesem Grund wurde ein 6konomisches Modell zur Bewertung des Reaktor-

konzepts erarbeitet.

Die 6konomische Performance eines biokatalytischen Prozesses wird durch Kapitalkosten (CapEx; engl.:
capital expenditure) und Betriebskosten (OpEx; engl.: operating expenditure) definiert (Tufvesson et al.
2010). CapEx beziehen sich auf die Kosten fiir Apparaturen, Pumpen, Analytik, etc. Da eine komplette
okonomische Betrachtung aufwendig ist und oft essenzielle Daten fehlen, wurde in dieser Arbeit ein stark
vereinfachtes Modell entwickelt, das sich auf die grundsatzlichen Materialkosten beschrankt. In dieser
Methode zur Parameteroptimierung werden lediglich die wiederverwendbaren Materialien beriicksich-
tigt. Die Investitionen wie Pumpen, der PMMA-Reaktorchip etc. sind fiir alle untersuchten Systeme gleich,
weshalb diese im Kostenmodell nicht berlicksichtigt werden. Das Kostenmodell bezieht sich somit auf die
austauschbaren, wiederverwendbaren oder laufenden Produktionsmaterialien wie die Komponenten im
Feed und den magnetischen Partikeln mit immobilisierten Enzymen. Somit berechnet sich der CapEx mit
der eingesetzten Menge an magnetischen Partikeln. Durch die Wiederverwendbarkeit der Partikel wer-
den diese den Fixkosten zugerechnet. Die Modifizierung der Enzyme, die eine Immobilisierung ermaoglicht,
erhoht die Herstellungskosten der Enzyme um 90% (Tufvesson et al. 2010). Darin sind Kosten fiir das Ver-
fahren, die Ausriistung und die Personenstunden, jedoch nicht die Trager enthalten (Tufvesson et al.
2010). Die beiden Enzyme Gre2-HOB (Streptavidin-Partikel) und GDH(ST) (Epoxy-Partikel) werden auf un-
terschiedlichen Tragerpartikel immobilisiert, wodurch sich die Kosten hier unterscheiden. Fir Gre2-HOB
werden Streptavidin-Partikel und fiir GDH(ST) Epoxy-Partikel verwendet. Die Kosten der Streptavidin-Par-
tikel sind in etwa 5 Mal so hoch wie die flir Epoxy-Partikel (Thermo Fischer 2020). Die CapEx lassen sich
somit nach der Gleichung 5.1 mit der Masse m der entsprechenden Partikel, der Stoffmenge der Enzyme

N, deren Molmasse M und den Preisen aus Tabelle 5.1 berechnen.
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CapEx = Mgreppriceyp gre + MepubTiceypcpn +

_ . _ . 5.1
NereaMereapricegrez imm + NepuMepuPricecpn,imm

Tabelle 5.1 CapEx fur die unterschiedlichen Materialien im Reaktor in €/g.

Material Price [€/g]
Dynabeads M280 (Gre2-MB) 19.0002
Dynabeads M270 (GDH-MB) 4.7602
Gre2-HOB (imm.) 1.832.000P
GDH(ST) (imm.) 1.900¢

a: vom Hersteller bereitgestellt (Thermo Fischer 2020)

b: Nicht modifizierte Gre2 nach MyBioSource (MyBioSource 2021), kombiniert mit zusatzlichen Kosten fiir die Immo-
bilisierung nach Tufvesson et. al. (Tufvesson et al. 2010)

c¢: Nicht modifizierte GDH nach Innosyn (Innosyn 2020), kombiniert mit zusatzlichen Kosten fiir die Immobilisierung
nach Tufvesson et. al. (Tufvesson et al. 2010)

Die Betriebskosten (OpEx) umfassen die kontinuierlichen Kosten in € pro Zeiteinheit. Das beinhaltet neben
den kontinuierlichen Materialkosten auch den Energiebedarf, Instandhaltungs-, Reinigungs- und Perso-
nalkosten. Unter der Annahme, dass in allen Fallen die Betriebskosten fiir Ausriistung gleich sind, werden
in der Ermittlung der OpEx nach Gleichung 5.2 die Feed-Konzentrationen, die Molmasse M, der Material-
preis und der adaptierte Volumenstrom V' in € pro Sekunde beriicksichtigt. Die Preise der Materialien
sind in Tabelle 5.2 aufgelistet. Die Kosten stellen sich hauptsachlich aus NADPH bzw. NADP+ und dem
moglichen, gelésten Enzym GDH(ST) zusammen. Die restlichen Komponenten haben aufgrund ihrer Kos-

ten einen vernachlassigbaren Einfluss.

Tabelle 5.2 OpEx der Feed-Komponenten in €/g.

Material Price [€/g]
GDH (aq.) 1.0000P
NADP+ 434a
NADPH 1.330a

a: Bereitgestellt von Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich 2020a, 2020b, 2020c)
b: Bereitgestellt von Innosyn (Innosyn 2020)

Aus CapEx und OpEx lassen sich somit die Produktkosten flr das gewollte Produkt, das Intermediat (HK)
nach Gleichung 5.3 in €/g berechnen. Die OpEx werden auf eine Betriebszeit von einer Woche bezogen.
Zusammen mit den CapEx ergeben sich die Gesamtkosten, mit denen sich die Produktkosten berechnen

lassen. Dabei werden die Gesamtkosten auf die austretende Produktmasse in einer Woche bezogen.

Nr.of species
OpEx = Z Creea,i - M; - price; - V' 5.2
i=1
(CapEx + OpEx - OT)
V'-cp-Mp-OT

product cost = 53
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5.1.4 Techno-Okonomische Leistung

Zur Optimierung des Reaktorsystems werden die ReaktorkenngroRen (Kapitel 4.3) mit dem 6konomischen
Modell (Kapitel 5.1.3) zu einem allgemeinen MaR fiir die techno-6konomische Leistung (TEP; engl.:
Techno-Economic Performance) zusammengefasst. Die TEP vereint die Raumzeitausbeute (STY), die bi-
okatalytische Produktivitat (Prod.,;) und die Produktkosten (vgl. Gl. 5.4). Die Werte beziehen sich alle
auf Reaktorberechnungen fiir maximale HK-Ausbeute und die entsprechende Verweilzeit 7’. Die TEP be-
zieht sich auf die TEP des Standardfalls (TE Py..f) aus Kapitel 4.4.2. (aq. GDH; 4,5 mg MBs; 0,5mM NADP+).

In der Optimierung wird die TEP fur die in Kapitel 5.1.1 beschriebenen Parameter maximiert.

STY - prod q: 1

TEP = .
product cost TEP,..f

54

5.2 Immobilisierung Cofaktor-Regeneration

In einem ersten Schritt wird die Immobilisierung von GDH(ST) und deren Effekt auf die Reaktorcharakte-
ristiken und letztlich die TEP untersucht. Es wurde das Reaktorverhalten eines komplett beladenen Kanals
mit 4,5 mg magnetischen Partikeln, das einer Bettdicke von 88 um entspricht, untersucht. Der Fall mit
gelostem GDH(ST) entspricht dem Standardfall aus Kapitel 4.4.2, da dieser experimentell leicht umzuset-
zen ist. Neben identischen Feed-Konzentrationen der reagierenden Spezies weisen die beiden Falle un-
terschiedliche Vor- und Nachteile auf: Der Standardfall ermdglicht ein Vorinkubieren der einstromenden
Substratldsung, wodurch am Anfang der Uberstrémung des Bettes bereits NADPH vorhanden ist. Weiter-
hin wird im gesamten Reaktor NADPH regeneriert. Da die Losung nach dem Reaktordurchlauf verworfen
wird und das GDH(ST) damit verloren ist, erhdhen sich die Betriebskosten signifikant. Die Immobilisierung
der GDH(ST) ermdglicht eine volumenbezogene, hohe quasihomogene Konzentration im Partikelbett fur
immobilisierte GDH(ST) (15-mal so groR wie bei geloster GDH(ST)). Durch die Immobilisierung verliert das
System die NADPH-Regeneration im freien, stromenden Kanalvolumen. Dadurch ist keine Vorinkubierung
des Substratstroms moglich. Somit muss NADPH fiir eine Reduktion des NDKs zuerst im Bett regeneriert
werden. Die Partikeln mit immobilisierter GDH(ST) ersetzen einen Teil der Gre2-HOB Partikel, wodurch

weniger Gre2-HOB im Reaktor ist.

Um den Effekt der Immobilisierung herauszuarbeiten, wurden die Reaktorbedingungen so angepasst, dass
sich fiir beide Falle die gleiche Raum-Zeit-Ausbeute (engl.: space-time-yield STY) ergibt. Im Falle der im-

mobilisiertem GDH(ST) wurde das Partikelverhéltnis BR = % angepasst. Es wurde iterativ ein Parti-
total

kelverhaltnis von 0,6 ermittelt. Die entsprechenden, charakteristischen GroRen sind in Tabelle 5.3 aufge-
listet. Die Ergebnisse zeigen, dass die Immobilisierung die Produktivitdt verbessert, wahrend die Kosten

sinken. Damit ergibt sich eine TEP von 2,49. Die Optimierung zeigt sich auch im Enzym-Nutzungsgrad, der
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einen hohen Wert von 89% annimmt. Die Reduktion der Produktkosten ist auf die Stationaritat der En-
zyme im Kanal zurlickzufihren, was den Erkenntnissen aus der Literatur entspricht (Wang et al. 2017;
Tufvesson et al. 2010). Der Fall mit geléster GDH(ST) beschreibt den Standardfall und hat dementspre-
chend einer TEP von 1,0.

Tabelle 5.3 Charakteristische GroRen fiir geléste GDH und immobilisierte GDH mit gleicher Raumzeitausbeute. Dar-

gestellt sind STY, Volumenstrom, Enzym-Nutzungsgrad, CapEx, OpEx, Produktkosten, Produktivitdt und TEP. Alle
Werte beziehen sich auf eine Woche Betriebszeit.

Flussrate Enzym
STY v Nutzungs- | CapEx | OpEx | Kosten Produktivitat TEP
- — -1 -1 -1 _
[9L7 day™] | [uimin-1] | 84 (EY) | [€] | [€h7T] | [€g7] | [g(HK)g(Gre2)™ ] | [
Nr[—]
GDH
aq 53,90 0,47 0,74 85,83 | 0,025 | 20330 155,9 1.00
GDH
imm 53,91 0,47 0,89 59,56 | 0,009 | 15091 263,5 2,49

Wie bereits in Kapitel 4.5 beschrieben, ist die NADPH-Regeneration und damit deren Konzentration im
porosen Bett fiir den Standardfall limitierend (Abbildung 5.3A). Abbildung 5.3 zeigt die Verteilung der
NADPH-Konzentration am Anfang des Reaktors sowie die hohen Eintrittskonzentrationen und den schnel-
len Abfall der Konzentration im Standardfall. Im Fall der immobilisierten GDH(ST) wird das NADPH dort
erzeugt, wo es gebraucht bzw. verbraucht wird. Damit ist die relevante NADPH-Konzentration am Ort der
Reaktion erhoht. Die Konzentration von NADPH spiegelt das dynamische Gleichgewicht zwischen der Re-
duktion und Regeneration wider. Bei hohen NADPH-Konzentrationen kann die Reduktion schnell ablau-
fen, jedoch ist die STY nicht optimal. Bei geringen NADPH-Konzentrationen sinkt die Geschwindigkeit der
Reduktion und somit auch die Produktivitat der Reduktion. Daher ist die Regulierung der NADPH-Konzent-
ration ein essenzieller Faktor fiir die systematische Optimierung des Reaktor-Systems. Es zeigt sich, dass
die Immobilisierung von GDH(ST) sowohl vorteilhaft beziiglich der Leistung als auch der Okonomie des
Reaktors ist. Im Folgenden wurde die Immobilisierung von GDH(ST) als Grundvoraussetzung fir die Opti-

mierung angesehen, weshalb der Vergleich mit freier GDH(ST) vernachlassigt wurde.
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Abbildung 5.3 NADPH-Konzentration in den ersten 10% des Reaktors fiir ag. GDH(ST) (A) und immobilisierte GDH(ST)
(B).

5.3 Systematische Optimierung

Die Optimierung des Reaktorsystems wurde mit einer adaptierten MLRD-Methode (Kapitel 5.1) in Bezug
auf die Techno-Okomische Leistung (TEP) durchgefiihrt. Wie in 5.2 beschrieben, ermédglicht die Immobili-
sierung des Regenerationsenzyms eine allgemeine Verbesserung des Systems. Deshalb wird in den fol-

genden Schritten ausschliefRlich diese behandelt.

Zunachst werden Einflisse der Limitierung der Cofaktor (NADPH) Regeneration und des Stofftransports
untersucht. In einem zweiten Schritt erfolgt die Optimierung des Reaktordesigns mit besonderem Augen-
merk auf dem Einfluss folgender Parameter auf das System: Partikelverhaltnis, NADP+-Konzentration im

Feed und Partikelmenge.

In allen Untersuchungen wurden die Reaktorberechnungen mit dem Pseudo-2D Modell in Matlab durch-
gefiihrt. Die Optimierung erfolgte mit einer globalen, genetischen Optimierungsmethode zur Maximie-

rung der TEPs (Kapitel 5.1.4) (The MathWorks, Inc. 2020).

5.3.1 Ebene 1- Unbegrenzte Stoffstromdichten

Der erste Schritt bei der Ermittlung eines optimierten Systems beinhaltet die Untersuchung der unter-

schiedlichen Limitierungen und deren Auswirkungen auf das Reaktorsystem. In dieser Ebene werden
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optimale Reaktionsbedingungen mit den entsprechenden Partikelverhaltnissen und der optimalen Feed
Konzentration von NADP+ berechnet. Daflir werden drei unterschiedliche Falle untersucht, in denen die
limitierenden Prozesse der Cofaktor-Regeneration und des Stofftransports kiinstlich angepasst werden.
Das lIgnorieren der Regenerationslimitierung von NADPH setzt die Regenerationsgeschwindigkeits-
konstante (ktpy) auf unnatiirlich groBe Werte. Dadurch stellen sich sofort die Gleichgewichtkonzentra-
tion von NADPH und NADP+ ein. Die maximale Konzentration ist dabei abhangig von der Feed-Konzent-

ration von NADP+. Fir den Fall ohne Stofftransportlimitierung werden die Diffusionskoeffizienten der
2
Komponenten auf sehr hohe Werte gesetzt (D; = 10° %). Die Einfllisse der beiden limitierenden Fak-

toren werden in drei Féllen untersucht:

Der Fall 1.1 (unbegrenzte Cofaktor-Regeneration und unbegrenzter Stofftransport) stellt den utopischen
Idealfall des Systems dar und dient als obere Grenze fiir die Reaktorleistung bzw. untere Grenze der Pro-

duktkosten.

Der Fall 1.2 (unbegrenzter Stofftransport) beschreibt als einzige Limitierung die Cofaktor-Regeneration
und wird fiir die Bestimmung der optimalen NADP+-Feed-Konzentration genutzt. Die Vernachlassigung
des Stofftransportwiderstands fiihrt zu Reaktorelementen ohne Gradienten (orthogonal zur Stromungs-

richtung), also zu einer idealen Durchmischung.

Im Fall 1.3 (unbegrenzte Cofaktor-Regeneration) wird die Abhéngigkeit des Enzymverhaltnisses bzw. des
Partikelverhaltnisses BR dargestellt. Bei einer optimalen Cofaktor-Regeneration wird hierbei das optimale

Enzymverhaltnis bestimmt.

Fir die Falle 1.2 und 1.3 wird mit Hilfe eines genetischen Algorithmus fiir Partikelmengen zwischen 0,45
mg bis 4,5 mg die ZielgroRe die TEP maximiert. Dabei ergibt sich eine ideale NADP+-Feed Konzentration

von 8,4 mM und einem Partikelverhaltnis von 0,743 % Mit diesen Parametern wird das Reaktorver-
total

halten fiir Fall 1.1 fur die Partikelmengen von 0,45 mg bis 4,5 mg berechnet.

Die Ergebnisse fiir die unterschiedlichen Falle sind in Abbildung 5.4 fir den enzymatischen Wirkungsgrad
(EU)ng (A), STY im Vergleich zur Produktivitat (B), Produktkosten (C) und TEP (D) dargestellt. Der Wir-
kungsgrad (Abbildung 5.4 A) ist fur die Falle 1.1 und 1.2 konstant auf dem Wert 1, wahrend fur Fall 1.3
(Berticksichtigung des Stofftransports) mit héherer Partikelmenge der Wirkungsgrad sinkt. Im STY-Pro-
duktivitat-Graph (Abbildung 5.4 B) bleibt die Produktivitat fur Fall 1.1 und 1.2 konstant mit steigender STY
bei erhohter Partikelmenge. Dabei werden bei Fall 1.1 héhere Werte fiir die Produktivitat und die STY
erreicht, da in diesem Fall zusatzlich Giberall eine maximale Cofaktor-Konzentration vorliegt. Fall 1.3 na-
hert sich mit sinkender Partikelmenge der Produktivitdt und STY wie bei Fall 1.1 an. Die Produktkosten

(Abbildung 5.4 C) sind fur Fall 1.1 und 1.2 konstant mit hoheren Produktkosten fiir Fall 1.2. Fall 1.3 hat
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wiederum vergleichbare Produktkosten wie Fall 1.1 bei geringeren Partikelmengen. Mit steigender Parti-
kelmenge steigen auch die Produktionskosten fiir Fall 1.3. letztlich zeigt Abbildung 5.4 D wie sich die TEP
fiir die Falle verhalt und kombiniert die drei vorherigen Graphen A-C. Die TEP hat fiir alle Falle vergleich-
bare Werte bei geringerer Partikelmenge, mit dem geringsten Wert fur Fall 1.2. Die TEP flr die Falle 1.1
und 1.2 steigt mit erhdhter Partikelmenge an, mit héheren Werten fiir Fall 1.1. Fur Fall 1.3 steigt die TEP
ebenfalls, durchlduft jedoch einer maximalen TEP bei knapp 3 mg MB und einer TEP von 15. In den Gra-
phen B-D in Abbildung 5.4 ist weiterhin ein Schnittpunkt von Fall 1.2 und Fall 1.3 zu vermerken, was auf

ein mogliches Optimum hinweist.
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Abbildung 5.4 Ergebnisse der ersten Ebene der MLRD-Methode fiir Fall 1.1 (schwarze Vierecke, unbegrenzte Cofaktor-
Regeneration und Stofftransport), Fall 1.2 (rote Kreise, mit Cofaktor-Regenerationslimitierung) und Fall 1.3 (blaue
Dreiecke, mit Stofftransportlimitierung) fir unterschiedliche Partikelmengen. A: Enzymatischer Wirkungsgrad (EU)
Ngr. Die Cofaktor-Regenerationslimitierung hemmt die Reduktion im Partikelbett, wodurch der Wirkungsgrad sinkt; B:
STY und Produktivitdt. Mit steigender Partikelmasse steigt STY, fur Fall 1.1 und 1.2 bei konstanter Produktivitat. Fall
1.2 hat eine geringere Produktivitat aufgrund von Stofftransporthemmung. Durch geringeren Wirkungsgrad sinkt die
Produktivitat und STY. Bei geringer Partikelmassen nahert sich Fall 1.3 den Werten von Fall 1.1 an.; C: Produktkosten.
Die Produktionskosten fiir Fall 1.1 und 2.2 sind konstant fur verschiedene Partikelmasse, mit hoheren Kosten fir 1.2.
Durch eine Verringerung des Wirkungsgrads sinkt der Umsatz und somit steigen die Kosten fiir Fall 1.3. D: Techno-
6konomische Leistung (TEP). Die Kombination aus den Verldufen und Beobachtungen aus A, B und C fiihrt zu TEP-
Verlaufen, die bei Fall 1.1 und 1.2 steigende und leicht abflachende Werte beschreiben. Fiir Fall 1.3 wird ein Maximum
von 10 bei einer Partikelladung von 2,75 mg erreicht.
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Das Verhalten des enzymatischen Wirkungsgrads ist fiir die Falle mit unbegrenztem Stofftransport (Fall
1.1 und 1.2) ideal, d.h. nz = 1, da keine Konzentrationsgradienten in der Schicht vorhanden sind. Dem-
entsprechend hat die Partikelmenge (Partikelschichtdicke) im Reaktor keinen Einfluss auf Produktivitat

bzw. Produktkosten und somit steigt die TEP mit erhohter Partikelmenge.

Die Cofaktor-Regeneration limitiert die zur Verfiigung stehende Cofaktor Konzentration, sodass die Pro-
duktivitat sich verringert. Aus diesem Grund erhdhen sich die Produktkosten und dies erklart weiterhin

die reduzierte TEP fir Fall 1.2.

Im Fall 1.3 wirkt der Stofftransport limitierend. Mit erhohter Partikelmenge und héherem Partikelbett
steigt der Einfluss des Stofftransports, da die Diffusionswege zunehmen. Mit sinkender Partikelmenge

(Partikelbetthdhe) konvergieren alle Werte in Abbildung 5.4 zum Idealfall (Fall 1.1).

In Abbildung 5.4 B, C und D schneiden sich die Kurven von Fall 1.2 und Fall 1.3 bei einer Partikelmenge
von ungefdhr 2 mg. Bei dieser Menge sind die limitierenden Effekte der Cofaktor-Regeneration und des
Stofftransports gleich. Bei erhohter Partikelmenge dominiert die Stofftransportlimitierung und bei gerin-

gerer Menge die Cofaktor-Regeneration.

5.3.2 Ebene 2 und 3 - (Technisches) Reaktorkonzept

Im nachsten Schritt werden die Ergebnisse aus der ersten Ebene (Kapitel 5.3.1) genutzt, um Reaktorkon-
zepte mit optimalen Reaktorbedingungen fir unterschiedliche MB-Mengen (Partikelschichtdicken) unter
Berucksichtigung von Cofaktor-Regenerations- und Stofftransportlimitierung zu ermitteln. Hierzu wurde
ein genetischer Algorithmus verwendet. Die TEP, beschrieben in Kapitel 5.1.4, wurde als ZielgroRe defi-
niert und durch die Anpassung von Partikelverhaltnis und der NADP+-Feed-Konzentration maximiert. Als
Referenz flr die TEP gilt der Standardfall mit geléster GDH(ST). Zu den in Kapitel 5.1.2 beschriebenen
Randbedingungen wurde das Partikelverhéltnis BR zwischen 0 und 1 bzw. die NADP+-Konzentration im
Feed zwischen 0 und 20 mM variiert. Als Startpunkt wurde die STY fir immobilisierte GDH(ST) (Kapitel

5.2) gewahlt.
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Abbildung 5.5 Ergebnisse des genetischen Algorithmus fir A: NADP+-Konzentration im Feed und B: Partikelverhaltnis

BR fiir Partikelmengen von 0,9 bis 5,4 mg. Eine Kurve fiir die maximalen TEP-Werte wurde fir die Partikelmenge
hinzugefiigt. Als Stern ist der Startpunkt gekennzeichnet.

Die Ergebnisse der untersuchten Parameterkombinationen sind in Abbildung 5.5 bis Abbildung 5.7 darge-
stellt. In Abbildung 5.5 werden die optimalen Parameter (A: NADP+-Feed-Konzentration; B: Partikelver-
héltnis) fur unterschiedliche Partikelmengen gezeigt. Fiir jede Partikelmenge wurde eine farbliche, gestri-
chelte, maximale Begrenzungslinie eingefiigt, um die Trends und die Maxima zu verdeutlichen. In
Abbildung 5.5 A steigen die Kurven linear und durchlaufen ein Maximum fiir TEP bei einer NADP+-Feed-
Konzentration von 10 mM und sinken anschliefend wieder linear mit geringer Steigung. Im steigenden
Anfangsbereich kompensiert eine verbesserte Produktivitat die Erhohung der Kosten durch die erhohte
NADP+-Konzentration. Nach dem Maximum sinkt die TEP, weil der h6here NADP+-Preis nicht mehr durch
die erhohte Ausbeute von HK ausgeglichen werden kann. Die TEP durchlduft ebenfalls ein vom Partikel-

verhaltnis unabhangiges Maximum bei einem Wert von 0,74 % Das hochste Maximum der TEP wird
total

fir Partikelmengen zwischen 2,7 und 3,6 mg mit einem TEP von 15 erreicht. Fiir geringere Partikelverhalt-
nisse gibt es eine Uberproduktion an Cofaktor, der nicht schnell genug von der Reduktion verbraucht wird,

wodurch die Leistung des Reaktors sinkt. Das umgekehrte Verhalten liegt bei hoheren Partikelverhaltnis-

sen vor.

Die bestimmten, optimalen Werte fiir das Partikelverhaltnis unterscheiden sich von den Werten der ers-
ten Ebene aus Kapitel 5.3.1. Das Optimum des Partikelverhaltnisses ist nahezu identisch, jedoch ist die
optimale NADP+-Feed-Konzentration erhoht. Im realen Reaktor wirkt eine Kombination aus Cofaktor-Re-

generations- und Stofftransportlimitierung, wodurch sich eine Erhéhung der optimalen NADP+-Feed-

135



Konzentration ergibt. Die Verschiebung der optimalen Werte zeigt die Vielschichtigkeit der Reaktoropti-

mierung des Systems.
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Abbildung 5.6 Ergebnisse des genetischen Algorithmus der MLRD-Optimierung zur Identifizierung eines geeigneten (technischen)
Reaktorkonzepts. Die Symbole der einzelnen Partikelmengen sind in Abhangigkeit von ihrem TEP farblich dargestellt (Rot bis Griin).
Abbildung A zeigt zusatzlich den Startpunkt (Stern) und die Linien der Optima (schwarz, gestrichelt). Abbildung B enthalt zusatzlich
den Einfluss des Partikelverhaltnisses BR (schwarz) und der NADP+ Feed Konzentration (rot).

Abbildung 5.6 A stellt die Reaktorkenngrofen STY und Produktivitdt der untersuchten Parameterkombi-
nationen dar, entsprechend den Punkten aus Abbildung 5.5. Die Datenpunkte sind farblich mit ihren TEP
von Rot bis Griin im Wertebereich 0 bis 15 dargestellt. Weiterhin ist der Startpunkt und eine Linie flr
maximal mogliche Produktivitat und STY fiir unterschiedliche Partikelmengen dargestellt. Auffallig ist,
dass die Parameterkombinationen mit maximaler TEP (dunkelgriin) nicht auf den Maxima-Linien (gestri-
chelte Linien) liegen. Durch die 6konomische Betrachtung in der Optimierung verschiebt sich die Linie des
Optimums in das Innere der Punktemenge, da sich die erhéhte Produktivitdt bzw. STY nicht mehr lohnt.
Um das Verhalten, abhangig von den betrachteten Parametern darzustellen und einen Zusammenhang
mit der parameterspezifischen Darstellung (Abbildung 5.5) herzustellen, sind in Abbildung 5.6 B die Ten-
denzen der Effekte visualisiert. Dafiir wurden sowohl bei konstanter NADP+-Feed-Konzentration (BR-Ef-
fekt) als auch bei konstantem BR (NADP+-Effekt) die Tendenzen herausgearbeitet. Das Partikelverhaltnis
definiert die Form fir die maximale STY und die Produktivitat, da sie proportional zur Gre2-HOB Menge
im Reaktor ist. Die Produktivitat erhoht sich fiir geringere Partikelverhaltnisse aufgrund optimaler Reakti-
onsbedingungen fiir die Gre2-HOB Enzyme. Die STY durchlauft fir alle Partikelverhaltnisse ein Maximum.
Fir unterschiedliche NADP+ Konzentrationen ist diese Form dhnlich. Bei der Erh6hung der NADP+-Kon-
zentration verschiebt sich die Kurve zu erhéhter STY und Produktivitdt. Um eine maximale STY und Pro-
duktivitat zu erreichen, ist ein hoher Aufwand nétig (hohe NADP+ Konzentrationen). Mit Hilfe des 6kono-
mischen Modells wird dieser Aufwand relativiert. Diese Beriicksichtigung verschiebt die Betriebspunkte
mit optimaler TEP in Richtung niedrigerer NADP+-Feed-Konzentrationen. Somit werden optimale Parame-

terkombinationen fiir variierende Partikelmengen ermittelt, wobei eine maximal TEP fur 3,1 mg MB

136



erreicht wird. Hierbei steigt die STY auf von 54 %{fy) auf 110 %{fy) und die Produktivitdt von

156 2K 5yf 550 LUK

g(Gre2) g(Grez)
Die Form der Optimum-Linie weist Ahnlichkeiten zum Fall 1.3 (Abbildung 5.4 B) auf. Dies legt nahe, dass
fir alle betrachteten Partikelmengen eine Stofftransportlimitierung vorliegt. Der Stofftransport im Parti-
kelbett kann durch die untersuchten Parameter nicht verbessert werden. Analog zu den Erkenntnissen in
Kapitel 5.3.1 verringert sich der Effekt der Stofftransportlimitierung mit sinkender Partikelmenge. Die Er-

héhung der NADP*-Feed-Konzentration kann die Cofaktor-Regenerationslimitierung minimieren.
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Abbildung 5.7 Reaktoreigenschaften der Optima aus dem genetischen Algorithmus fiir unterschiedliche Partikelmengen A: Umsatz

von NDK zu HK und Diol, B: enzymatischer Wirkungsgrad (EU) iz, C: Produktkosten, die sich aus CapEx und OpEx zusammensetzen,
D: TEP.

Eine Ubersicht der optimalen Reaktorbedingungen fiir unterschiedliche Partikelmengen ist in Abbildung
5.7 dargestellt. Abgebildet sind der Umsatz und die Selektivitat (A), der enzymatische Wirkungsgrad (EU)

(B), die Produktkosten, die sich aus CapEx und OpEx zusammensetzen (C) und letztlich der TEP (D).

Mit steigender Partikelmenge erhdhen sich auch die Partikelbettdicke und der Diffusionsweg durch diese.

Das HK, das im Partikelbett produziert wird und aus der Schicht in den freien Kanal transportiert wird, hat
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somit eine héhere Verweilzeit im Partikelbett und dadurch auch eine erhéhte Wahrscheinlichkeit redu-
ziert zu werden. Daraus resultiert, dass der Anteil an Diol steigt bzw. die Reaktorselektivitat zu HK sinkt.
Die Unterschiede des NDK-Umsatzes sind fiir alle Partikelmengen dhnlich, weshalb eine vergleichbare ma-
ximale HK-Ausbeute zu beobachten ist. Dies ist auf die Anpassung des Volumenstroms zurlickzufiihren,
um eine maximale HK-Ausbeute zu bekommen. Lingere Diffusionswege resultieren in starkerer
Stofftransportlimitierung und verringern den enzymatischen Wirkungsgrad (EU) ng. Der Einfluss der
Stofftransportlimitierung kann fir groRere Partikelmengen durch die Regenerationsreaktion ausgeglichen

werden, weshalb die EU sich einem Grenzwert (g i = 0,75) annahert.

Die Aufteilung der Produktkosten nach einer Woche Betriebszeit zeigt ein zu erwartendes Verhalten. Die
OpEx sind aufgrund identischer optimaler Feed-Konzentrationen fiir alle Falle gleich. Mit der Partikel-
menge steigen die CapEx. Bei sinkender Partikelmenge ndhern sich die CapEx Produktkosten von 5000 €/g
an. Die CapEx kénnen nicht den Wert Null erreichen, da hier Kosten auf die produzierte HK-Menge nach
einer Woche Betriebszeit bezogen werden. Durch einer geringe STY haben die CapEx in der Kostenberech-

nung eine grofRere Gewichtung, was wiederum das Produktkostenverhalten erklart.

Das Verhalten in Ausbeute, Produktivitat und Produktkosten driickt sich schlieRlich in der Techno-Okono-
mischen Leistung (TEP) fir optimierte Reaktorbedingungen aus (Abbildung 5.7 D). Die MLRD-Methode
ergibt eine maximale TEP firr eine Partikelmenge von 3,2 mg. Durch die Anpassung der NADP+-Feed-Kon-
zentration und des Partikelverhéltnis ergibt sich eine minimale Limitierung durch den Stofftransport bzw.
Cofaktor-Regeneration, wodurch eine Verbesserung der TEP auf 14,8 bezogen auf den Standardfall mit

geldsten GDH(ST) ermoglicht wird.
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Abbildung 5.8 TEP fiir unterschiedliche Partikelmengen bei verschiedenen Betriebszeiten (OT) von 1 h bis 3 Wochen.
TEP bezieht sich auf den entsprechenden TEP des Standardfalls mit geléster GDH und 4.5 mg Partikel bei der entspre-
chenden OT. Das TEP-Maximum sinkt und verschiebt sich zu héheren Partikelmengen fir langere OTs.

Die Berechnung der Kosten (Gl. 5.3) zeigt, dass die Gewichtung der CapEx von der Betriebszeit (OT) ab-
hangig ist. Somit werden die Produktkosten mit kiirzerer Betriebszeit grofRer und das TEP-Maximum ver-
schiebt sich. Der Einfluss der Betriebszeit auf die TEP bei Betriebszeiten von 1h bis 3 Wochen ist in Abbil-
dung 5.8 aufgezeigt. Kurze Betriebszeiten erhohen den Einfluss der CapEx, wodurch das TEP-Maximum
sich zu geringeren Partikelmengen verschiebt. Bei einer Stunde Betriebszeit existiert ein Optimum bei
einer Partikelmenge von 3 mg. Fir langere Betriebszeiten wird die Kurve gestaucht, wobei sich das Maxi-
mum verringert und leicht in Richtung hoherer Partikelmengen verschiebt. Die TEP bezieht sich auf die
Betriebszeit (OT) und erreicht bei geringen OTs Werte bis zu 21, was eine signifikante Verbesserung ge-
genliber dem Standardfall darstellt. Mit langeren Betriebszeiten verringert sich dieser Faktor auf maximal
9 bei einer Betriebszeit von 3 Wochen. Die Betriebszeit hat somit einen entscheidenden Einfluss auf die

Okonomie des Reaktorsystems.

5.4 Zusammenfassung

Die Systemoptimierung eines chemischen Prozesses basierend auf der mathematischen Modellierung ist
ein effizientes und vielseitiges Werkzeug. Computergestiitzte Methoden ermdglichen die Ermittlung res-
sourcenschonender Einsichten und Informationen eines Reaktorsystems die experimentell sehr aufwen-
dig oder nicht zuganglich sind. Dazu zdhlt neben dem allgemeinen Reaktorverhalten auch die Darstellung
von limitierenden Prozessen und Faktoren. Ziel der Systemoptimierung ist es Limitierungen zu minimieren

und somit die Leistung zu verbessern. Um das Verstandnis der beteiligten Prozesse zu untersuchen, hat
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sich die Methode des Multi-Level-Reactor-Designs (MLRD) als vielversprechend erwiesen. Mit der MLRD
wurde in dieser Arbeit der Einfluss unterschiedlicher elementarer Prozesse und ihre Effekte dargestellt.
Fir das in dieser Arbeit untersuchte Reaktorsystem beziehen sich die elementaren Prozesse auf den
Stofftransport in der Partikelschicht und die Cofaktor-Regeneration. Der Mikroreaktor mit liberstromtem
Partikelbett und immobilisierten Enzymen zur stereoselektiven Reduktion mit Cofaktor-Regeneration
wurde in Bezug auf die Techno-Okonomische Leistung (TEP, engl.: Techno-Economic Performance) opti-
miert. Die TEP setzt sich aus den Reaktorleistungen und einem 6konomischen Modell zur Bewertung der

Produktkosten des Intermediats (HK) der zweistufigen Reduktion zusammen.

A B
— ®  aq. GDH 104
& 150+ = imm. GDH _
© P T
Il m  optimized —_
2 g0
o -m T
© 1004 o, Ny
= vy =
2 "
£ 0,
'q_'J 504 .—')l %
[&] c
®© M w o,
Q.
(7]
0 : : . - 0,0+
0 200 400 600 800 aq. GDH imm. GDH optimized
roductivity [g/t
C p y [9/d] — D
—20
BN CapEx
20k A P OpEx
<15k
I
o
w,
+ 10k
[%2]
Q
(@]

[¢)]
=
L

aq. GDH imm. GDH optimized aq. GDH imm. GDH optimized

Abbildung 5.9 Verlauf der Optimierungsmethode vom Standardfall mit gel6ster GDH (schwarz), immobilisierter GDH
(rot) und optimierter Systemparameter (blau) fir 4,5 mg Partikel; A: STY und Produktivitdt; B: enzymatischer Wir-
kungsgrad (EU) ng; C: Produktkosten; D: TEP.

In Abbildung 5.9 sind die unterschiedlichen OptimierungsmalRnahmen dieses Kapitels dargestellt. Ausge-
hend vom Standardfall mit geléster GDH Ulber den Einfluss der Immobilisierung von GDH bis zum opti-

mierten Reaktordesign mit der MLRD wird das Reaktorverhalten grundlegend verbessert.

In einem ersten Schritt wurde der Effekt der Immobilisierung des Regenerationsenzyms GDH(ST) auf se-
paraten Partikeln untersucht. Die Immobilisierung der GDH(ST) verringert die maximale Anzahl an Gre2-

HOB im Reaktorsystem und verbessert bei gleichem STY die Produktivitdt des Reaktorsystems mit
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geringeren Produktkosten. Das ist auf die Enzymbeladung der einzelnen GDH(ST) Partikel zurtickzufiihren.

Somit erhoht sich der enzymatische Wirkungsgrad 1 (EU) und letztlich wird die TEP mehr als verdoppelt.

Das Reaktorsystem mit immobilisierter GDH(ST) wurde in einem letzten Schritt mit der MLRD untersucht

und bezlglich der NADP+-Konzentration im Feed, dem Partikelverhaltnis BR Tarez

und der Partikelmenge
Mtotal

optimiert. Die eingesetzte Partikelmenge wird hierbei als proportional zur Partikelschichtdicke angenom-

men. Bei der Optimierung wurde ein von der Partikelmassen unabhangiges TEP-Maximum beobachtet,

bei einer NADP+ Feed Konzentration von 10 mM und einem Partikelverhaltnis von 0,74 ZiGrez per opti-

Mtotal

mierte Reaktor erreicht eine erhéhte STY von 54 ‘(i(HK) i(HK)

anstelle von 110 =——= und die Produktivitat er-
day day

9HE) auf 550 2 it einer Partikelmenge von 3,1 mg. Gleichzeitig halbieren sich

hoht sich von 156
g(Gre2) g(Gre2)

die Produktkosten bezogen auf der Betriebszeit. Zusammengefasst ergibt die Optimierung eine Verbes-
serung der TEP um den Faktor 15. Flr das weitere Vorgehen und die letztliche Bewertung der in diesem

Kapitel dargestellten Ergebnisse ist eine experimentelle Verifizierung essenziell.

Das System kann durch Aufbereitungsverfahren weiterfiihrend optimiert werden. Durch ein NADP+ und
NADPH-Recycling kann die TEP des Reaktors weiter verbessert werden. Durch die Wiederverwendung des
austretenden NADP+ bzw. NADPH werden die OpEx reduziert. Jedoch erhdhen sich die CapEx aufgrund
der nachgeschalteten Trennmethode und muss in einer weiteren 6konomischen Betrachtung bericksich-
tigt werden. Das Potential solcher Recycling-MaRnahmen zeigen Baumer et al. beispielhaft fir ein Zwei-

Phasen-System und eine Extraktion zweier in sich unléslicher Fliissigkeiten (FLLEX) (Baumer et al. 2020).

Dieses Kapitel zeigt die Vielseitigkeit und das Potential computergestitzter Optimierungsmethoden fiir
biochemische Reaktorsystem. Die Verbindung zwischen Reaktorleistung und der 6konomischen Betrach-
tung zeigt, dass die 6konomische Betrachtung einen maligeblichen Faktor darstellt. Speziell in der Etab-
lierung von Flussreaktoren in der Wirtschaft bedarf es attraktiver Reaktorsysteme, die durch Optimierung

weniger Abfall produzieren und hohe Nutzungsgrade aufweisen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung

Die Anwendung der Bionik, basierend auf dem Phanomen der Kompartimentierung in menschlichen Zel-
len, wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von verschiedenen Simulationsmethoden auf unterschiedlichen Gro-
Renordnungen untersucht. Die Anordnung von Enzymkaskaden auf der molekularen Ebene erméglicht
neben einer hohen Selektivitat durch die Verkiirzung der Diffusionswege verschiedener Substrate auch
eine Beschleunigung der Umsetzung. Enzymkaskaden mit Abstanden von wenigen nm (molekulare Gro-
Benordnung) stellen somit optimierte Biokatalysatoren dar. Die Leistung solcher optimierten Biokatalysa-
toren stoRt in der Technik auf groRes Interesse, speziell bei der Anwendung in kontinuierlichen Mikrore-
aktoren. Die technische Umsetzung ist jedoch eine groRe Herausforderung. Die Kombination der DNA-
Origami-Technologie und der Enzymimmobilisierung ermdoglicht die Applikation von Biokatalysatoren mit
geordneten Enzymkaskaden auf molekularer Ebene. Aufgrund hoher Herstellungskosten gestaltet sich die
elementare Untersuchung von verschiedenen Nahordnungen als zentrale Aufgabe in der Erforschung von
Nahordnungen von Enzymkaskaden. Mithilfe der Kombination aus Modellierung bzw. Simulation und
computergestitzte-Methoden kdnnen optimierte Biokatalysatoren und deren Anwendung in der Reak-
tortechnik analysiert und optimiert werden. In dieser Arbeit wurden Simulationsmethoden fiir Prozesse
auf unterschiedlichen GréRenordnungen untersucht. Dabei wurde das Potential der verschiedenen Me-
thoden und deren abgebildete Prozesse fiir die Optimierung des kontinuierlichen Reaktors ausgearbeitet.
SchlieRlich wurde das Reaktordesign, fur das in dieser Arbeit untersuchte, kontinuierliche Reaktorsystem
mit einem Uberstromten Partikelbett herausgearbeitet, das die Konkurrenzfahigkeit eines solchen Sys-

tems gegeniiber einem konventionellen Satzreaktor verbessert.

Die theoretische Untersuchung und Optimierung eines Mikroreaktorsystems mit einer immobilisierten
Enzymkaskade in unterschiedlichen GroRenordnungen kénnen in drei libergeordnete GréRenordnungen
gegliedert werden: die Molekilebene (wenige nm) (Kapitel 2), die mikroskopische Ebene (wenige um)
(Kapitel 3) und die makroskopische Ebene (wenige mm) (Kapitel 4 und 5). Die in dieser Arbeit erarbeiteten

Ergebnisse werden im Folgenden festgehalten.

Auf der Molekiilebene wurden die (bio-)chemischen Prozesse zum Umsatz des untersuchten Reaktions-
systems beschrieben. Dabei wurde die enzymatisch katalysierte, stereoselektive Reduktion eines Diketons
unter Verwendung eines zusatzlichen Cofaktor-Regenerationssystems als Modellreaktion betrachtet. Ba-
sierend auf kinetischen Experimenten konnte das Verhalten der einzelnen Reaktionen und des Reaktions-
system mit einer Multisubstratreaktionskinetik beschrieben werden. Brown‘sche Dynamik-Simulationen

ermoglichten die theoretische Analyse des Einflusses von DNA-Origami-Platten (DON) auf den
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Assoziationsprozess des Cofaktors. Hierbei wurde die indirekte Assoziation aus der Bulkphase und die di-
rekte Assoziation von einem benachbarten Regenerationsenzym simuliert. Die Einfliisse des Enzymab-
stands und der Prasenz der DON wurden mit festen Enzymabstdanden zwischen 10 und 30 nm untersucht.
Zur Ermittlung des Einflusses der DON wurden zwei identische Falle mit und ohne DON erstellt und simu-
liert. Enzymabstdnde in dieser GroRenordnung sind fiir freie Enzyme (ohne DON) sehr unwahrscheinlich
und dienen hierbei als Vergleich. Die Immobilisierung und Anordnung der Enzyme auf der DON verstarkt
die Reduktionsreaktionsrate aufgrund erhéhten Assoziationsgeschwindigkeiten (AGK) des Cofaktors. Ab-
hangig vom Enzymabstand erhoht sich die AGK. Der Effekt der Substrat-Kanalisierung (engl.: substrate
channeling) resultiert aus der Prasenz der DON. Die DON ist einerseits eine physikalische Barriere und halt
weiterhin aufgrund elektrostatischer Krafte das polare Zwischenprodukt an der Oberflache und erhoht
somit die Assoziationswahrscheinlichkeit. Fiir den geringsten Enzymabstand erhéht sich die AGK aufgrund
der DON und der Substrat-Kanalisierung von 40% auf 67% verglichen mit AGK fuir Substrate, die aus der
Bulkphase zum Enzym diffundieren. Der Assoziationsprozess des Cofaktors erhoht die Reaktionsrate.
Durch die Nahordnung der Enzyme wird diese bei einem Abstand von 10 nm um 21% (ohne DON) bzw.
31% (mit DON) erhoht. Mit VergréRerung der Enzymabstande verringert sich die Verstarkung und ist bei
einem Abstand von 30 nm kaum noch zu beobachten. Diese Tendenzen sind in kinetischen Satzreaktor-
Experimenten mit immobilisierten Enzymkaskaden ebenfalls beobachtet worden. Jedoch weichen die
Reaktionsraten von den in den Simulationen berechneten Werten ab. Es wurde deutlich, dass die
Brown‘sche Simulationen die Beobachtungen aus Experimenten darstellen kénnen und weiterhin das Op-

timierungspotential der Anordnung der Enzymkaskaden auf molekularer Ebene aufzeigen.

Auf der mikroskopischen Ebene befasst sich diese Arbeit mit dem Reaktordesign und den geometrischen
Eigenschaften des Reaktors. Die Dicke der Partikelschicht aus kompakten, magnetischen Partikeln wurde
optisch analysiert. Uber den Anfingen bzw. Enden der alternierenden Neodym-Magneten bilden sich Hii-
gel, die Giber dem Kontakt zweier Magnete erhoht sind. Die durchschnittliche Partikelschichtdicke betragt
94,8 um und die Porositat betragt 0,309. Zur weiteren Untersuchung der Partikelschicht wurde der Bela-
dungsvorgang (Bildung der Partikelschicht) in einer Partikelsimulation untersucht. Mit einem berechneten
Magnetfeld (COMSOL) wurde die Bildung des ersten Partikelhiigels in zwei Bereichen (starke und schwa-
che magnetische Sedimentationskrafte) exemplarisch simuliert und die Partikelanordnung bzw. Porositat
bestimmt (OpenLB). Im ersten Bereich, Giber dem Anfang des ersten Magneten, wurde der priméar ent-
standene Hugel untersucht. Nach der Simulation von mehr als 40.000 Partikeln entsteht ein Higel der
Hoéhe von ca. 100 um mit kompakt gepackten Partikeln mit einer Bettporositat zwischen 0,287 und 0,353.
Der zweite Bereich liegt Gber der Mitte des ersten Magneten, wo geringere magnetische Krafte wirken.
Hier ist das Partikelbett anfallig fiir Packungsfehler und es ergibt sich eine Bettporositat zwischen 0,358

und 0,407.
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Auf der makroskopischen Ebene wurden die Erkenntnisse fiir das Reaktionssystem und die geometrischen
Reaktoreigenschaften zur Erstellung von mathematischen Modellen genutzt. Ein pseudo-2D Modell
wurde in Matlab erstellt, um den Reaktorumsatz zu beschreiben. Veranderungen der kinetischen Assozi-
ationsparameter der beteiligten Reaktionen aufgrund der Enzymimmobilisierung wurden mit Hilfe von in-
situ-Untersuchungen des Ausgangsfalls rekalibriert. Anhand einer Flussraten- und Partikelschichtvariation
wurde das Reaktormodell validiert. Der Vergleich der Ergebnisse aus Modell und Experiment weist (iber-
einstimmende Tendenzen auf, wobei bei dem Modell ein leicht erhdhter Reaktorumsatz vorhergesagt
wurde. Die Abweichungen wurde auf eine Uberschitzung des Stofftransportes zwischen dem Partikelbett
und dem freien Kanalvolumen zuriickgefiihrt. Mit der Uberfiihrung des Modells in ein zweidimensionales
und dreidimensionales Modell in ANSYS Fluent wurde die Genauigkeit des pseudo-2D Modells und der
Validitat getroffenen Annahmen untersucht. Diese detaillierteren Reaktormodelle erhéhen die Genauig-
keit auf Kosten der Rechenleistung. Der Vergleich der Reaktorberechnungen der drei Modelle ergab eine
Abweichung von 3,5 % des Reaktorumsatzes vom pseudo-2D Modell bezogen auf das 3D-Modell. Das
pseudo-2D Modell stellte sich als bester Kompromiss aus Genauigkeit und Rechenaufwand in Bezug auf
OptimierungsmaBnahmen heraus. Die Reaktormodellierung ermdglichte und verdeutlichte Regionen im
Reaktor, die unzureichend genutzt werden und fungiert des Weiteren als Werkzeug zum Prozessparame-
ter-Screening. Das Modell veranschaulichte, dass Bereiche im Reaktor durch die Regenerationsreaktion

und den Stofftransport limitiert sind.

Das Pseudo-2D Modell wurde anschlieBend zur Optimierung des Reaktorsystems und Identifikation ge-
eigneter Prozessparameter genutzt. Dabei wurden die Limitierungen durch Stofftransport und Cofaktor-
Regeneration minimiert bzw. optimiert. Das Reaktordesign wurde beziiglich einer techno-6konomischen-
Leistung (engl.: Techno-Economic Performance, TEP) optimiert, wobei die Produktivitat, die Raumzeitaus-
beute (STY) und die Produktionskosten berticksichtig werden. In einem ersten Schritt wurde die Immobi-
lisierung des zuvor im Feed gelosten Regenerationsenzyms untersucht. Aufgrund unterschiedlicher Im-
mobilisierungsmethoden und Trager wurde bei diesem Vergleich das Enzymverhaltnis fiir gleiche
Raumzeitausbeute angepasst. Die Immobilisierung des Regenerationsenzyms stellte sich als vorteilhafter
in Bezug auf die Produktivitdt, Kosten und somit die TEP heraus. Darauf aufbauend wurde die Cofaktor-
Feed-Konzentration, das Enzymverhaltnis aus Reduktions- und Regenerationsenzymen im Reaktor und
die Partikelschichtdicke mit Hilfe der Multi-Level-Reactor-Design (MLRD) Methode optimiert. Die Unter-
suchung der elementaren Prozesse offenbarte den Effekt der drei Optimierungsparameter. Durch eine
Balance der beteiligten Reaktionen und des Stofftransports, bezogen auf die TEP wurde der Reaktor im

Zuge der Optimierung um den Faktor 15 verbessert. Dies beinhaltet die mogliche Erhohung der Produkti-

vitat (156 9HE) 4 uf 550 -2EK) ) und der spezifischen Raumzeitausbeute (54M auf 110 M), in Re-
g(Gre2) g(Gre2) Lday Lday

lation zum Ausgangsfall. Diese theoretisch berechneten Verbesserungen konnen in der Realitdt abwei-

chen und missen noch experimentell validiert werden. Dennoch zeigen sie, dass die computergestiitzte
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Optimierung erstaunliche, unvorhergesehene Optimierungsmoglichkeiten offenbart, die fiir komplexe

Reaktorsysteme moglich sind.

6.2 Ausblick

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse bilden das Fundament fiir weiterfiihrende Untersuchungen.
Im Folgenden sind Ideen bzw. Untersuchungen aufgelistet, die im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriinden

nicht mehr durchgefiihrt werden konnten:

e Die molekularen Simulationen sollten auf mehrere bzw. neue Enzym- bzw. Reaktionssysteme an-
gewandt werden. Die Simulationen sind stark von der molekularen Struktur der Enzyme und den
Immobilisierungsmethoden abhangig. In der Literatur werden u.a. unterschiedliche Regenerati-
onssystemen erfolgreich genutzt, die eine einfachere Immobilisierungsmethode ermdglichen,
verglichen mit GDH.

o Weitere Molekularsimulationen sollten sich auf den Einfluss unterschiedlicher Enzymverhaltnisse
auf den DONs fokussieren. Dadurch kdnnte eine Optimierung des Katalysators auf molekularer
Ebene ermdglicht werden.

e Neben Enzymen kdnnen auch nicht katalytisch aktive Molekiile auf den DONs immobilisiert wer-
den, die ein Abschirmen oder Leiten der Intermediate ermdglichen. Sowohl die Positionierung
als auch die Orientierung solcher Molekiile konnte mittels molekularer Simulationen ermittelt
und in Experimenten kontrolliert werden.

e Die Anwendung von optimierten Katalysatoren mit Hilfe von DNA-Nanotechnologie sollte im Wei-
teren in einem kontinuierlichen Mikroreaktorsystem mit den mathematischen Modellen vorher-
gesagt werden und in Experimenten untersucht werden.

e Diein dieser Arbeit entwickelten MaRnahmen zur Optimierung der NADPH-Feed-Konzentrationen,
des Enzym- bzw. Partikelverhaltnisses und der Partikelschichtdicke sollten experimentell validiert
werden.

e Die computergestitzte Optimierungsmethode sollte im Hinblick auf Cofaktor-Recycling untersucht
werden. Speziell sollten hierbei die Mehrkosten der Separierung in Bezug auf die Wiederverwen-
dung von Cofaktor und letztlich dessen Einfluss auf die techno-6konomische Leistung betrachtet
werden.

e Des Weiteren sollte die Katalysatoroptimierung auf molekularer Ebene mit den Reaktoroptimie-
rung verbunden werden. Es sollte auRerdem analysiert werden, wie sie sich auf die Leistung des
Reaktors auswirken. Speziell sollte hierbei ein groBes Augenmerk auf die Kosten gerichtet wer-

den, da die Herstellung solcher optimierten Katalysatoren mit hohen Kosten einhergeht.
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Essenziell in der Umsetzung dieser Moglichkeiten und Ideen ist eine exakte Kontrolle der Reaktorbedin-
gungen. Das beinhaltet neben der Kontrolle tiber Temperatur, Feed und eine effiziente Enzymimmobili-
sierung eine exakte Kontrolle tiber die Form des Partikelbetts bzw. des Magnetfeldes. Um dies zu ermog-

lichen wurde eine neue Chiphalterung entworfen und erstellt (siehe Abbildung 6.1).

Abbildung 6.1 Chiphalterung mit eingebauten Magnethalterung aus Kunststoff (ldngs und quer angeordnete Mag-
nete).

Diese Halterung ermdglicht eine genaue Einstellung des Abstands zwischen Reaktorchip und den Magne-
ten mit einer Genauigkeit im Mikrometerbereich. Dartiber hinaus kann der Reaktorchip einseitig gehoben
bzw. gesenkt werden, wodurch der Chip gekippt wird. Somit ermoglicht dieses System einen weiteren

Freiheitsgrad der Partikelschichtoptimierung.
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Anhang

Al Immobilisierungsmethoden

Im Folgenden werden die in den Experimenten verwendeten Immobilisierungsverfahren beschrieben.

Eine detaillierte Ubersicht ist in der Arbeit von Burgahn zu finden (Burgahn et al. 2020).

Al.1  Gre2 Immobilisierung

Die Immobilisierung der Gre2 wurde mit einem modifizierten Halo-Tag, dem HOB-Tag (engl.: halo-based
oligonucleotide binder) umgesetzt. Der HOB-Tag ist ein Protein aus 297 Aminosauren und wird Gber einen
flexiblen GGGGS-Linker (Chen et al. 2013) mit dem zu immobilisierenden Enzym (Gre2) am N-Terminus

fusioniert. Dadurch bildet sich ein Enzym-Tag Fusionsprotein (Gre2-HOB).

Um Gre2-HOB an einem Trager (z.B. Partikel, Molekulstruktur) muss auf dem Trager ein Chlorhexan vor-
handen sein. Bei der Immobilisierung verbindet sich Chlorhexan (CH) unter Abspaltung eines Chlor-lon an
die Asparaginsdure (Asp;9¢ Aminosaure des HOB-Tag gebunden (Los et al. 2008). Das Chlor-lon wird durch
im immobilisierten Gre2-HOB Komplex an Wasserstoffatomen von Asparagin (Asn,; Aminosaure) und
Tryptophan (Trp;o7 Aminosaure) des HOB-Tags gehalten. Das Reaktionsschema und die Bindekonfigura-
tion sind in Abbildung A 1 dargestellt. Je nachdem an welcher Position auf dem Trager das CH gebundenen

ist, kann das gewlinschte Protein an spezifischen Stellen des Tragers gebunden werden.

Gre2

SN
Carrierts’-‘ +

Chlorhexan
(CH)

Carrier

Aspios

Abbildung A 1 Reaktionsschema der Funktionsweise der Immobilisierung eines Proteins mit dem HOB-Tag. Die betei-
ligten Atome des HOB-Tags (hellgrau, Aminosauren Asngq, Aspiggund Trp,¢7) sind dargestellt.

Al.2 GDH Immobilisierung

Die Immobilisierung der GDH hat wie bei der Immobilisierung von Gre2 ein Tag und einen Gegenpart. Die
GDH-Immobilisierung kann mit Hilfe eines Spy-Tags (ST) und einem Spy-Catcher (SC) realisiert werden. ST

und SC werden durch ein Enzym des Bakteriums Streptococcus pyogenes gewonnen. Hieraus ergibt sich

172



die Abkirzung ,Spy“. Die Fusionierung der tetrameren GDH mit dem ST wurde innerhalb der Aminosaure
Kette eines GDH-Enzyms realisiert. Das Fusionsprotein (GDH(ST)) wies kleine Anderungen in der Konfor-

mation und vernachlassigbare Unterschiede in der Aktivitat auf (Burgahn 2019).

Der SCund der ST gehen eine selbststandige Bindung ein. Eine Isopeptid-Bindung bildet sich der Asparagin
Aminosdure des STs und dem Lysin (Lys,, Aminosdure) des SCs aus. Das allgemeine Reaktionsprinzip der

SC/ST Immobilisierngsmethode ist in Abbildung A 2 dargestellt.

Carrier'?‘%_
Spycatcher (SC) GDH

SpyTag(ST) Lysa

Gluzz

Abbildung A 2 Reaktionsschema der Immobilisierung mit ST/SC-Methode auf einem Trager. Die beteiligten Atome des
Spy-Catchers (dunkelgrau, Residuen Lyssq, Glu;;) und des Spy-Tags (hellgrau, Asp Aminosdure) sind dargestellt.

Al1.3 Enzymimmobilisierung auf Partikel

Die Immobilisierung dient im Flussreaktor der Positionierung und dem Festhalten der Enzyme. Die Immo-
bilisierungsmethoden, beschrieben in Kapitel 2.2 werden genutzt, um Gre2 und GDH auf magnetischen

Partikeln zu binden.

Das Fusionsprotein Gre2-HOB wird auf Streptavidin (STV) beschichteten magnetischen Partikeln (dynabe-
ads 280) (Thermo Fischer 2020) gebunden, die vorher funktionalisiert werden. In Abbildung A 3 ist die
Funktionalisierung und das anschlieBende Binden mit Gre2-HOB dargestellt. Die Partikel werden mit ei-
nem bifunktionellen Linker Btn-PEG-CH (Promega) zu STV-Partikeln funktionalisiert, die das Binden der
Gre2 auf den Partikeln ermdglicht. Bei der Funktionalisierung geht das Btn des Linkers eine nicht kovalente

Bindung mit dem STV ein.
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Biotin > Chlorhexan Streptavidin mmm Spap-Tag

‘ GDH (Monomere)

(Btn) (CH) (STV) B  snap-catcher
A B
+ @ » + =
Btn—PET—-CH

Epoxy Layer ‘

Gre2

Gre2-HOB on STV-MB (non-covalent) GDH(ST) on Epoxy-MB (covalent)

Abbildung A 3 Immobilisierungsprozess der Gre2 und GDH auf magnetischer Partikel. A: Die Funktionalisierung der
STV-Partikel mit Btn-PEG-CH Linker mit anschlieRendem Binden der Gre2-HOB. (Abbildungen nach Burgahn) (Burgahn
2019) B: Binden des GDH(ST) Fusionsproteins an einen mit SC beschichtete Epoxy Partikel.

Die Immobilisierung von GDH ist auf magnetischen Partikeln mit einer Epoxy-Beschichtung durchgefiihrt
worden. Die Epoxy Partikel wurden mit dem Spy-Catcher beschichtet und anschlieBend mit dem GDH-
Tetramer beladen. Das modifizierte GDH-Tetramer geht bei diesem Vorgang eine kovalente Bindung mit

dem zugehdrigen Spy-Tag ein.

Die Bestimmung der Enzymbeladung der beiden magnetischen Partikel ist in Kapitel A14 dokumentiert

und wurde von Teresa Burgahn und Sandra Kroll (IBG-1, Karlsruher Institut fiir Technologie) durchgefiihrt.

A2  Reaktionsmechanismus Untersuchung der Cofaktor-
Regeneration Reaktion mit GDH

Da der Reaktionsmechanismus der Regenerationsreaktion nicht eindeutig in der Literatur beschrieben
wurde, sind unterschiedliche Mechanismen auf die experimentellen Daten angewandt und verglichen
worden. Die reversible Cofaktor-Regenerationsreaktion hat insgesamt sechs Parameter: vier Assoziations-
konstanten K,f,,, Geschwindigkeitskonstate k, und die Gleichgewichtgskonstante K,,. Mit Hilfe der Gleich-
gewichtskonzentration von NADPH in der Konzentrationsverldufe Abbildung 2.7 B wurde eine Gleichge-
wichtskonstante von 0,2 berechnet. Die restlichen intrinsischen kinetischen Parameter wurden mit einer
Giber eine Globale Toolbox fur alle Mechanismen aus Kapitel 2.3.2 ermittelt und in Tabelle A 1 zusammen-

gefasst. Wie die kinetischen Parameter zeigen, kdnnen alle Mechanismen die Experimentellen Ergebnisse
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abdecken. Jedoch weist der sequenziell zufdllige Mechanismus den besten Fit (geringste Abweichung, Re-

siduum) auf

Tabelle A 1 Kinetische Parameter der Cofaktor-Regeneration fiir unterschiedliche Mechanismen. Die Standardabwei-
chung ist hinter den Zahlen angehéangt. Die Aufsummierte Abweichung zu den experimentellen Werten ist im Residual

aufgefiihrt.

Mechanismus Ky [mM] K% [mM] K% [mM] K [mM] k,[1/s] Residuum
CM (Seq. zufillig) | 71.16 1.16 0.27 0.26 1.20 5.65E-05
DM 9.29 8.07 0.27 0.27 0.60 6.48E-05
SM 71.23 1.18 0.59 0.59 2.73 5.66E-05
PM 7.18 5.06 9.32 9.32 7.68 1.01E-04
FM 913.55 970.23 677.56 627.61 9.98E-09 | 8.57E-04
Seq. geordnet 19.01 0.27 2.33 0.27 2.08 5.71E-05
Ping-Pong 981.75 13.47 3.50 4.01 8.54 5.80E-05

A: Glucose; B: NADP+; P: GluAcid; Q: NADPH

A3  Trust-Region-Verfahren

Der Trust-Region Algorithmus ist eine Gradienten-basierte Vorgehensweise, die eine Zielfunktion f mini-
miert. Flir die Minimierung wird an der aktuellen Stelle der Funktion der Verlauf der Zielfunktion mit einer
vereinfachten Funktion g approximiert. Diese vereinfachte Funktion ist nur fir einen benachbarten Be-
reich N der Zielfunktion gultig und wird auch Vertrauensbereich (engl.: trust-region) genannt. Die Mini-
mierung der Zielfunktion kann nun auf die regional definierte, vereinfachte Funktion tbertragen werden.

Die Werte der vereinfachten Funktion werden fiir alle Nachbarn N in Hilfsschritten s minimiert.

msin[q(s), seN] (A1)

Der aktuelle Punkt wird verschoben (x + s). Falls f(x) < f(x + s) wird der aktuelle Punkt nicht verscho-

ben und der Vertrauensbereich N wird verkleinert.

Die vereinfachte Funktion hat im Allgemeinen eine quadratische Form mit den ersten zwei Termen einer

Taylor-Reihe:

1
min ESTHS + sTg,sodass ||Ds|| < A] (A2)

Hier ist g der Gradient von f am Punkt x, H ist die Hesse-Matrix (symmetrische Matrix der zweiten Ablei-

tung), D ist die Diagonalmatrix zum Skalieren und A ist ein positiver skalarer Wert.
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A4 Proteindatenbank Dateiformate

Das gangigste Dateiformat zum Speichern von Kristallstrukturen von Proteinen ist das PDB-Format. Es gibt
Aufschluss liber die Benennung der einzelnen Aminosaduren und ihrer Atome und definiert C- und N-Ter-
minus des Proteins. Eine Erweiterung des PDB-Formats ist das sogenannte PQR-Format, das zusatzlich
Informationen der Partialladungen der Atome beinhaltet. Die Informationen beider Formate sind strikt

nach Spalten einer Zeile sortiert und sind in Tabelle A 2 dargestellt.

176



Tabelle A 2 Darstellung der Informationen im PDB und PQR-Dateiformat.

PDB
Funk-

tion

Spalten

PQR
Funk-

tion

Spalten

Mo-
del
1-4

Mo-
del
1-4

Atom
Nr.
7-11

Atom
Nr.
7-11

Atom
Name

13-16

Atom
Name

13-16

Resi-
due

18-20

Resi-
due

18-20

Chain

22

Chain

22

Residue
Nr.
23-26

Residue
Nr.
23-26

X-Koordi-
nate

31-38

X-Koordi-
nate

31-38

Y-Koordi-
nate

39-46

Y-Koordi-
nate

39-46

Z-Koordi-
nate

47-54

Z-Koordi-
nate

47-54

Temperatur
Faktor

61-66

Ladung

61-66

Ra-
dius
73-
76

Ra-
dius
73-
76

177

Ele-
ment

77-78



A5 GeomBD Befehle

Nach dem Vorgehen in Abbildung 2.12 wird das Aufsetzen einer Simulation mit GeomBD mit den folgen-
den Befehlen durchgefiihrt. Die Parametrisierung der PDB-Dateien wird mit dem Python Skript ,,Parame-
terize.py” durchgefiihrt. Die hinterlegten Parameter sind im Ordner ,5GeomBD/Parameter/“ hinterlegt.

(SGeomBD ist das Installationsverzeichnis vom GeomBD):
Parameterize.py -d [Parm.gbdp] -i [Molecule.PDB] -o [Molecule.PQR]

Mit den PQR-Dateien des Rezeptors und Liganden werden die Potentialgitter erstellt. Mit den Befehlen
Gridder-EX, Gridder-ES und Gridder-LJ werden die entsprechenden Potentialfelder erzeugt. Die Einstel-
lungen zur Gittererstellung wurden bei allen Fallen gleich gehalten. Die Standardeinstellungen (siehe Be-
fehle) wurden genutzt. Die lonenstarke des Losungsmittels wurde nach der Konzentration des T-TEMg der
Experimente gewahlt (lon-1: 0.025 M; lon+2=0.0125M).

Gridder-EX -r [Receptor.PQR] -o [Output] -n [N_THREADS] (-p [Padding=5A] -s
[Spacing=1.0A] -x [RadiiScaling=1.0])

Gridder-ES -d [FF.gbdp] -r [Receptor.PQR] -1 [Ligand.PQR] -o [Output] -n
[N_THREADS] (-p [Padding=40A] -s [Spacing=0.5A] -q [[Ion+1](=0.001M),[Ion-
1](=0.001M), [Ion+2](=6M), [Ion-2](=6M)])

Gridder-LJ -d [FF.gbdp] -r [Receptor.PQR] -1 [Ligand.PQR] -o [Output] -n
[N_THREADS] (-p [Padding=4@A] -s [Spacing=0.5A])

Letztlich wird die Simulation tGber den ,,GBD” Befehl gestartet.

GBD -i INPUT_FILE -1 LOG_FILE -o TRAJ_FILE.pgr

In der Input Datei sind alle Informationen zur Umgebungsbedingung, Methoden, Bindeoptionen, Liganden
Anzahl etc. definiert. Eine genaue Beschreibung der Input Datei ist auf http://chemcha-gpu0.ucr.edu/ge-
ombd3/ zu finden. Die Simulationen wurden fiir eine Temperatur von 30°C und einer dynamischen Visko-

sitdt von 0,809 mPas fiir Wasser bei 30°C (Verein Deutscher Ingenieure 2013) durchgefihrt.

A6 DON-Enzymkaskaden Erstellung

Fiir eine exakte und einfache Erstellung von DON-Enzymkaskaden wurde ein Python-Skript mit grafischer
Oberflache geschrieben (Abbildung A 4). Das Skript erstellt eine planare DON mit variablen MaRen. Die
notigen Molekildateien sind unter DNA (DNA-Baustein), Rezeptor 1 (Rec_1), Rezeptor 2 (Rec_2) etc. an-
zugeben. Die Molekile sollten im Voraus zur orthogonal auf der DON liegenden Achse ausgerichtet sein.
Mit Hilfe des ,Add“ Knopfes lassen sich weitere Rezeptoren hinzufiigen. Die Male der eingelesenen Mo-

lekile sind neben deren Namen angegeben.
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Basierend auf dem eingelesenen DNA-Molekil (PDB-Format) und den angegebenen MaRen verschiebt
das Skript Kopien des DNA-Bausteins, sodass die angegebene GrofRe der DON erstellt wird. Wichtige Male
sind: Mesh GroRe (engl.: mesh size), Abstand zwischen DON und Rezeptor (Dist R-DNA), Abstand vom
Rand (Dist R-edge), Anzahl der Rezeptoren (# Receptors) und dem Abstand zwischen den Rezeptoren (Dist
R-R); Alle GréRen in A (10~1%m). Uber ,Calculate Mesh“ wird nach den GréRen ein interaktives Gitter
erstellt. Uber das (mehrfache) Klicken der Felder lassen sich an spezifischen Punkten der DON die Rezep-
toren platzieren. In dieser Arbeit wurde standardmaRig die folgenden GréBen genutzt: Mesh size:

500x1x500; Dist R-DNA: 10; Dist R-Edge:10; # Receptors: 2; Dist R-R 5.

Letztlich erstellt das Skript in einem neuen Ordner die verschobenen DNA und Rezeptor Molekiile und
erstellt ein Bash-Skript ,,combineDNA_XXX_XXX.sh“ im Ausgangsordner. Das Bash-Skript erstellt unter-
schiedliche kombinierte Supramolekiile: alle Molekile (DON+Recl+Rec2), nur die Rezeptoren
(Recl+Rec2). Somit kann der Einfluss der DON mit exakten Replika untersucht werden. Die Rotation der
Rezeptoren ist nicht implementiert und muss im Vorhinein durchgefiihrt werden (z.B. mit dem Skript

»,pdb_rotate.py” von GeomBD)

M ™ @ Molecule creation

File [Name] Size [A]

DNA DNA_90nm.pdb| 19.59  20.57  895.83
Add Rec_1 B_GGGS_GreZ_y.# 55.6  115.87  64.51
Rec_2 BﬁGGGSiﬁreziy.ﬁ 55.6  115.87  64.51

Meshsettings:
X ¥ z
Meshsize: 900 |1 900
Dist R-DNA |20 A Dist R-edge |0 inxy.z
# Receptors 2 Dist R-R |50 A
Calculate Mesh

Create structure

Abbildung A 4 Grafische Nutzeroberflache zur Erstellung von DON-Enzymkaskaden mit mehreren Rezeptoren, basie-
rend auf einem DNA-Molekil.

A7 Bildanalyse zu PartikelgroBenbestimmung

Die PartikelgréRe ist mit Matlab® durch die Analyse der REM-Aufnahmen ermittelt worden. Das Vorgehen

und die Ergebnisse sind in Abbildung A 5 dargestellt. Das REM-Bild wurde in Matlab eingelesen (A) und
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danach mit einem Schwellenwert binarisiert (B). Mit der Matlab Funktion imfindcircles wurden anschlie-
Rend Kreise in dem Bild ermittelt und ausgewertet (C). zum Schluss wurde eine Gauss’sche Normalvertei-
lung auf die ermittelten GroRen gefittet. Die Bildanalyse resultierte in einem durchschnittlichen Radius

von 1,325 um mit einer Varianz von 0,05 um.

Dynabeads M-280,.bmp
IR

D 1 ~Hommal distsibition; : ' 150

100

50

~
i

1.1 1.15 12 1.25 13 135 14 145 15

Abbildung A 5 PartikelgroRenbestimmung. A: REM-Bild; B: Binarisierung des Bildes; C: Ermittlung kreisformiger Ob-
jekte mit erkannten Kreisen (rot); C: Darstellung der Normalverteilung und der Haufigkeit der ermittelten Kreise.

A8  Optische Partikelschichtanalyse

Die gebildete Partikelschicht im Mikroreaktor wurde mit Hilfe des 3D-Oberflachen Analysegerat Sensofar
S neox (Sensofar 06.07.21) untersucht. Daflir wurde der Kanal standardgemaR befillt und anschlieRend

untersucht.

Die Konfokale Analyse ist eine hochauflésende Technik zur Charakterisierung von Materialien. Die Technik
nutzt ein laserbasiertes System, bei dem ein schmaler Lichtstrahl auf die Oberflache gerichtet wird, wah-
rend ein Detektor das zuriickgeworfene Licht erfasst. Die Technik ermoglicht es, dreidimensionale Infor-
mationen Uber die Hohenprofile und -verteilungen der Oberflachen zu gewinnen, indem das Licht nur an

einem bestimmten Punkt der Oberflache fokussiert wird.

Die Konfokale Analyse kann Schicht fur Schicht durchgefiihrt werden, wodurch eine hohe raumliche Auf-
I6sung erreicht wird. Die Technik findet Anwendung in Bereichen wie Biologie, Materialwissenschaften
und Halbleitertechnik, um Oberflachen zu charakterisieren. Die Vorteile der Konfokalen Analyse umfassen

eine hohe Auflésung, eine minimale Probenstérung und eine gute Wiederholbarkeit der Messergebnisse.
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Mit Hilfe der konfokalen Analyse wurde der Anfang und die Mitte des Partikelbetts untersucht. Eine Be-
trachtung des gesamten Kanals war nicht moglich, da der Reaktorchip aufgrund der Herstellungsmethode
und der Einspannung auf der Messingplatte nicht komplett planar ist. Aus diesem Grund wurde sich auf

kleinere Abschnitte des Partikelbetts konzentriert.

Die Messmethode wurde durch eine Erweiterung des Aufnahmebereichs um 50% in Bezug auf die Breite
des Partikelbettes bzw. Kanals erweitert. Hierbei wurde die Oberflache der Magnete als Bezugshéhe ge-
nutzt. Fir eine prazise Fokussierung der Oberflache der Partikelschicht war es erforderlich, einen spezifi-

schen Hohenbereich zu wahlen, der nicht mit der Decke des Reaktorkanals Uberlappt.

Nach der Aufzeichnung der Profilinformationen wurden Artefakte (unphysikalische Spitzen) entfernt und
die Daten auf die Bezugsebene (Magnetoberflache) ausgerichtet. Um durchschnittliche Hohenprofile zu

erstellen, wurden die Daten entweder in Flussrichtung des Kanals oder tiber die Aufnahmeldnge gemittelt.

A9  Partikelsimulationssetup

Die Partikelsimulationen wurden mit der Software OpenLB (Krause et al. 2020) durchgefiihrt. In diesem
Abschnitt sind die Einstellungen und Randbedingungen der einzelnen Rechnungen aus Kapitel 3.5 doku-
mentiert. Das beinhaltet das Aufsetzten eines Cases, die Implementierung des Magnetfeldes aus Comsol

und das Postprocessing.

A9.1 Fallerstellung

Die folgenden GroRen wurden fiir alle untersuchten und berechneten Falle konstant gehalten. Dazu zah-
len die Partikeleigenschaften, die GroRe und Positionierung des Berechnungsvolumens, der Bereich der
Partikelgenerierung, Knotenabstand und Relaxationswert. Die Gesamtlange der Berechnungen im Bereich
1 (Anstromung und Aufbau des ersten Partikelhaufens) am Anfang des ersten Magneten hat eine Lange
von 2 mm, eine Breite von 50 um und die Hohe 200 um. Der Knotenabstand betrdgt 2 um, wodurch sich
305.000 Knoten ergeben. Die Partikeln wurden als homogen und uniform angenommen mit den Eigen-
schaften aus Kapitel 3.5.5. Die Partikeln werden in einem Volumen am Anfang des Berechnungsbereich

zufallig erzeugt.

A9.2 Bestimmung der oberen Schichten einer Partikelmenge

Die Bestimmung von noch beweglichen Partikeln in einem Agglomerat ist (iber die Suche von benachbar-
ter Partikel implementiert worden. Der maximale Abstand bei der Nachbarsuche wurde auf den doppel-

ten Radius gesetzt (Abbildung A 6). Entscheidend fiir die Bestimmung der beweglichen Schichten ist die
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Anzahl der Partikeln oberhalb (Ay > 0) des betrachteten Partikels. Ab einem Schwellenwert von 10 Par-
tikeln oberhalb des betrachteten Partikels wird dieses als abgesetzt betrachtet. Der Schwellenwert wurde
iterativ bestimmt. Mit dieser Methode werden manche Partikeln am Rand des Berechnungsvolumens
nicht erfasst, sind jedoch durch ihre (bewegungslosen) Nachbarn gefangen. Der erhéhte Rechenaufwand

wurde in Kauf genommen.

o

Abbildung A 6 Aufteilung der Partikeln fiir abgesetzte (rot) und bewegungsfreite Partikel (blau). Das Prinzip der Nach-
barschaftssuche mit einem definierten Abstand der Mittelpunkte (gestrichelter Kreis) ist schematisch dargestellt.

A10 Abschatzung Bodenstein-Zahl

Fiir die Abschatzung der notigen Segmentenanzahl fiir das pseudo 2D-Modell wurde mit Hilfe der Boden-
stein-Zahl eine maximale Segmentenanzahl ermittelt. Anschliefend wurde mit den Systemparametern
aus Kapitel 4.4.1 die Auswirkungen von einer reduzierten Segmentenanzahl Gber die Austrittskonzentra-
tion von HK untersucht. In Abbildung A 7 ist die HK-Konzentration am Ende des Reaktors angeben. Die aus
Gleichung 4.21 berechnete Bodenstein-Zahl ist 12400 (6200 Elemente) in Bezug auf die Diffusions-
konstante von NDK. Die Allgemeine Abweichung der HK-Konzentration betrdgt unter 2,5%. Bei Segmen-
tenanzahl unter 150 ist die Abweichung gréRer als 0,5 %. Der Rechenaufwand steigt linear mit der Anzahl

der Segmente und ab 800 Elemente ist keine signifikante Verdanderung des Umsatzes zu bemerken.
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Abbildung A 7 Abweichung der Konzentration fiir unterschiedliche Segmenten Anzahl in Bezug auf die Austrittskon-
zentration mit 3100 Elementen und dem Rechenaufwand.

All Stationaritadt der Reaktorsegmente

Um eine stationdre Bedingung fiir das pseudo 2D-Modell zu untersuchen, wurde das Diffusionsverhalten
von GDH(ST) gewahlt. GDH(ST) hat die grofRte Molmasse und damit liegt nahe, dass es die Komponenten
mit dem geringsten Diffusionskoeffizienten ist. Die Konzentration von GDH(ST) wurde fiir Betriebszeiten
von 2 bis 4000 s (>1h) untersucht. Mit dem transienten pdepe-Solver von Matlab ergeben sich Konzent-
rationsverlaufe im Partikelbett eines Segments nach Abbildung A 8. Da GDH(ST) keine Reaktionssenken
im System hat, steigt die Konzentration, bis sie homogen im porésen Bett geringer ist. Die Konzentration
ist nach 3000 s (unter 1 h) konstant im Bett. In den Experimenten wird der Reaktor mindestens drei Stun-
den, woraus i) eine konstante GDH-Konzentration im Partikelbett gewdhrleistet ist und ii), dass die Reak-

tionsbedingungen, unter Vernachldssigung von Desaktivierungsphdnomen stationar ist

5e-06 *

2s
——250s
500s
———750s
~———1000s
2000s
——3000s
4000s

4e-06

3e-06 -

2e-06 [

GDH concentration [mol/L]

1e-08 - t1

0 0.2 0.8 1

04 06
y-position in bed y/dbe d[-]

Abbildung A 8 Konzentrationsverlaufe im Partikelbett eines Segments des pseudo 2d-Modell fiir Betriebszeiten zwi-
schen 2 s und 4000 s.
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Al12 Zusatzliche Module des pseudo 2D-Modells

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick Giber zusatzliche Module des im pseudo 2D-Modells. Aufgrund fehlen-
der Informationen oder zeitlichen Griinden wurden diese in dieser Arbeit nicht genutzt. Die Module wer-

den hier fur einen zukiinftigen Gebrauch dokumentiert:

Transiente Reaktorberechnung. Im Modell wurde die partielle Differentialgleichung (Gl. 4.15) und die
Randbedingungen in das Format fiir den entsprechenden Solver in Matlab (pdepe) (The MathWorks, Inc.
2020) formatiert und implementiert. Dies ermdoglicht die Berechnung des transienten Reaktorverhalten
bei beliebiger Reaktorlaufzeiten. Wie schon in Kapitel 4.4.1 erwahnt und in Anhang A11 dargestellt sind

die Reaktorlaufzeiten in den Experimenten so groR, dass die stationdre Losung immer erreicht wird.

Inhomogene Partikelschicht. Die Partikelschicht ist als eine homogene, pordse Schicht mit konstanter
Hohe angenommen. Diese Vereinfachung weicht von der realen Schicht ab (vgl. Kapitel 3). Aus diesem
Grund wurde fir das pseudo 2D-Modell ein Modul implementiert, das die Schichtdicke fiir jedes Segment
andern kann. Anhand einer analytischen Funktion oder Wertetabelle Gber die Hohe (dpqq (x) = f(x)) und
Porositat (e(x) = f'(x)) kann die Partikelschicht in Reaktorlaufrichtung x angepasst werden. So lassen

sich Inhomogenitaten in der Hohe und Porositat abbilden.

14
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Abbildung A 9 Schichtdickendnderung mit abnehmender (links) und zunehmender (rechts) Schichtdicke fur Partikel-
mengen von 2,7 mg bis 4,5 mg.

Ein Beispiel ist in Abbildung A 9 dargestellt, das eine normierte TEP” =15 (bezogen auf
TEPstandard

MB = 4,5 mg und planaren Schicht) fir Schichten mit abnehmender oder zunehmender Schichtdicke fir

unterschiedliche Partikelmengen (MB) abbildet. Abhangig von der verwendeten Partikelmenge schwankt
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die TEP* um 10% (MB = 2,7 mg) bis 25% (MB = 4,5 mg) mit einem Maximum bei leicht dicker werden-

der Partikelschicht. Dieses Modul wurde in dieser Arbeit aufgrund von mangelnder Zeit nicht verwendet.

Komponentenrecycling. Das Recycling von Reaktorprodukten speziell der Cofaktor NADPH bzw. NADP*
ist eine Methode zur weiteren Optimierung des Reaktorsystems. Die Abscheidung und Riickfiihrung dieser
Produkte ergeben sich technische Herausforderungen, die die Investitionskosten erhéhen, aber die Be-
triebskosten reduzieren kénnen. In Abbildung A 10 ist das Recycling schematisch dargestellt. Technische
Informationen wie der Abscheidungsgrad W, also wie gut sich NADPH und NADP* vom Produktstrom se-

parieren lassen, sind fir das Recycling sehr wichtig.

ﬁ

Reaktor Abscheider
W

Abbildung A 10 Schematische Darstellung einer Rickflihrung mit Abscheider (Abscheidungsgrad W).

Unter der Annahme, dass NADPH und NADP* nicht altern bzw. ihre Reaktivitdt behalten wurde eine Riick-
flihrung mit frei wahlbarem Trenngrad W in Matlab implementiert. Die Anwendung dieses Moduls tber-

schritt den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit.

Al13 FVM-Modell Anhang

Dieses Kapitel gibt einen kleinen Uberblick iiber die Modelle in ANSYS Fluent. Das beinhaltet die Imple-
mentierung der mathematischen Beschreibung der Reaktionen und die Darstellung der Rechengitter und

deren Besonderheiten.

Al13.1 Kinetik-Implementierung

Um eine Multisubstratkinetik in Fluent zu implementieren, werden User-Defined-Function (UDFs) mit den
entsprechenden kinetischen Gleichungen aus Kapitel 2.3.2 definiert und in Fluent eingelesen. Ein Satzre-

aktor Modell wird genutzt, um die richtige Berechnung in Fluent zu kontrollieren.

Das Einbinden der Kinetik kann entweder Gber die Makros ,DEFINE_VR_RATE” (volumetrische Reaktions-

rate) oder ,NET_REACTION_RATE“ (Komponenten spezifische Reaktionsrate) erfolgen. Bei der
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volumetrischen Reaktionsrate werden die Reaktionsraten der einzelnen Reaktionen in der UDF definiert
und die Zuordnung der netto Reaktionsraten der Komponenten wird (iber die in Fluent definierter Stoch-
iometrie zugewiesen. Fluent gewahrleistet dadurch eine korrekte Stéchiometrie. Dies muss bei dem
Makro ,NET_REACTION_RATE” vom Nutzer angegeben werden. Jedoch ermdglicht er die Nutzung des
Stiff Chemistry Solvers. Der Stiff Chemistry Solver ist speziell fir Systeme geeignet, in denen die Reakti-

onsrate im Vergleich zum vorliegenden Stofftransport sehr groR.

Die Unterschiede in der Berechnung mit beiden Makros sind in Abbildung A 11 dargestellt. Der Stiffche-
mistry Solver bewirkt eine genauere Berechnung der Konzentrationen und verbessert die Genauigkeit von
0,2245 % Abweichung zu 0,0012% Abweichung zu den in Matlab berechneten Daten. Aus diesem Grund

wurde der Stiffchemistry Solver fir alle Rechnungen angewendet.
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Abbildung A 11 Konzentrationsverlaufe von NDK und HK flr unterschiedliche Implementierungsmethoden in Fluent
im Vergleich zu Matlab Berechnung. VR: Volumenrate (gestrichelt) NRR: Net Reaction Rate (gepunktet) und Matlab
(durchgezogen)

Die UDF wird in Fluent mit dem Makro ,,NET_REACTION_RATE” eingelesen. In der UDF miissen alle Reak-
tionsraten der Komponenten definiert werden. Zur Berechnung der Reaktionsraten greift der Stiff Che-
mistry solver auf die UDF zu. Der Stiff Chemistry Solver ist speziell fir Systeme geeignet, in denen die
Reaktionsrate sehr grofs im Vergleich zum vorliegenden Stofftransport ist. In Abbildung A 12 sind die Kon-
zentrationsverlaufe fiir die Regenerationsreaktion (A) und des gesamten Reaktionssystems (B) dargestellt.
Die Ergebnisse zeigen sehr gute Ubereinstimmung der Modelle und belegen dadurch eine korrekte Imple-

mentierung der Kinetik in Fluent.
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Abbildung A 12 A: Konzentrationsverlauf von NADP und NADPH der alleinigen Regenerationsreaktion im Vergleich
zwischen Matlab und Fluent im Batchmodell. B: Konzentrationsverldufe des allgemeinen Reaktionssystems mit Cofak-
tor Regenerationsreaktion im Vergleich zwischen Matlab und Fluent im Batchmodell.

A13.2 Gittererzeugung

Die Erstellung des Gitters setzt sich aus zwei Bereichen zusammen: Das freie Reaktorvolumen 1. und das
Volumen der Packung V4. Die Hhe der Packung wird als konstant angenommen. Um Diskretisierungs-
fehler in der Berechnung der Transportgleichung zu vermindern, wurden ausgehend von einem einfachen
Blockgitter regionale Verfeinerungen durchgefiihrt. Wie in Abbildung A 13 dargestellt wurden die Verfei-
nerungsbereiche in der Ndhe von Wanden, der Phasengrenze zwischen pordser Schicht und freiem Kanal
gewahlt. Eine starke Verfeinerung wurde in Regionen mit sehr hoch erwarteten Reaktionsraten (an der

Schichtoberflache) durchgefiihrt.

Abbildung A 13 Schematische Darstellung des Rechengitters mit regionaler Verfeinerung, gekennzeichnet in rot
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Al14 Bestimmung der Enzymbeladung der Partikel

Die Kapazitat von Gre2 und GDH auf magnetischen Beads wurde aufgrund unterschiedlicher Immobilisie-
rungsmethoden separat bestimmt. Die Bestimmungen wurden gemal Literatur durchgefiihrt (Peschke et

al. 2017h).

Die Menge an Gre2-HOB auf den Magnetpartikeln wurde fur nicht-kovalente STV-Btn abgeleitet. Bindun-
gen zwischen CH-PEG-Btn und mit STV beschichteten Magnetpartikeln wurden durch Erhitzen der enzym-
funktionalisierten Magnetpartikeln in SDS auf 95 °C aufgebrochen. Die Proben sowie Kalibrierungsproben
mit definierten Mengen des entsprechenden gereinigten Proteins wurden mittels Standard-SDS-Polyac-
rylamid-Gelelektrophorese analysiert. Eine vergleichende Graustufenanalyse wurde mithilfe der Software

Image) 1.48v durchgefiihrt. Die Enzymbeladung von Gre2 auf Streptavidin-Perlen wurde zuvor auf 24

pmol/g bestimmt (Burgahn et al. 2020).

Fir kovalent gebundenes GDH (ST-His) wurde die Menge der Proteine auf den Magnetpartikeln mithilfe
des verbleibenden Uberstands nach dem Immobilisierungsprozess bestimmt. Der Uberstand ungebunde-
nem GDH (ST-His) wurde separiert und zusammen mit Kalibrierungsproben mittels Standard-SDS-Polyac-
rylamid-Gelelektrophorese analysiert. Eine vergleichende Graustufenanalyse ergab die Menge an nicht
gebundenen Proteinen. Der Unterschied zwischen der eingesetzten Menge und der verbleibenden Menge
an GDH fiihrte zur Bestimmung der GDH-Enzymbeladung der Magnetperlen, die auf 55 pmol/mg be-

stimmt wurde.
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