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1 Biokatalyse

Der Einsatz von Mikroorganismen und Enzymen wird in der synthetischen Chemie
unter dem Begriff der Biokatalyse zusammengefasst. Hierbei werden die
Biokatalysatoren fir Synthesen eingesetzt, die Uber ihre physiologischen Aktivitédten
oft weit hinausgehen (Breuer und Stirmer 2006; Wenda et al. 2011).

Die Existenz von Enzymen wurde durch den Einsatz eines zellfreien Extrakts zur
Alkoholfermentation bewiesen (Buchner 1897). Dass es sich bei Enzymen meist um
Proteine handelt, konnte mit der Kristallisation der Urease gezeigt werden (Sumner
1926). Diese beiden bahnbrechenden Entdeckungen, jeweils geehrt durch den
Nobelpreis in Chemie (1907 bzw. 1946), ebneten den Weg fiir die erste Phase der
angewandten Biokatalyse. In dieser Phase wurde die Fahigkeit von Komponenten
lebender Zellen ausgenutzt, chemische Substanzen zu synthetisieren. In einer
zweiten Phase (1980er-1990er) begann die Modifikation der Biokatalysatoren durch
den Einsatz erster Proteindesign-Technologien. Die Voraussetzung fir diese
Techniken war zweifelsohne das Verstandnis der chemischen Zusammensetzung
der DNA und des genetischen Codes (Watson und Crick 1953). Schlief3lich begann
die dritte Welle der Biokatalyse in den spaten 1990ern durch die Mdglichkeit der in
vitro Evolution von Biokatalysatoren (Boersma et al. 2007; Bornscheuer et al. 2012).
Friher wurde der Prozess, in den ein Biokatalysator eingesetzt werden sollte, an
dessen Limitierungen angepasst. Heute ist es mdglich, die kiinstliche Evolution eines
Biokatalysators soweit zu beschleunigen, dass das Enzym dem Prozess und dessen
Anforderungen theoretisch uneingeschrankt angepasst werden kann (Bornscheuer et
al. 2012). Dies kann zum einen die molekulare Verdnderung eines Enzyms
beinhalten, um eine gewilnschte Substanz zugénglich zu machen (vgl. 1.2.5.1.1),
zum anderen aber auch eine induzierte Robustheit gegenuber Prozessbedingungen
bedeuten (Clouthier und Pelletier 2012). Die Prozessfuhrung erfordert beispielsweise
den Einsatz organischer L&sungsmittel, um die L&slichkeit von hydrophoben
Substanzen zu erhdéhen. Diese Losungsmittel kénnen jedoch z.B. Stabilitat,

Selektivitat und Aktivitdt der Enzyme beeintrachtigen bzw. verandern. Um Enzyme
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fur den Einsatz in solchen Reaktionssystemen anzupassen, muss verstanden sein,
welchen Einfluss das Reaktionsmedium auf die Enzyme nehmen kann.

Vor Beginn dieser Arbeit gab es insbesondere zur Wirkung organischer
Lésungsmittel und ionischer Flissigkeiten auf Enzyme noch keine systematische

Untersuchung. Dies ist daher das Hauptziel dieser Dissertation.
2 ThDP-abhdngige Enzyme

Die Enzyme, welche in dieser Arbeit untersucht werden, sind Thiamindiphosphat
(ThDP)-abhangige Enzyme. Mit Ausnahme der Transketolasen (Klasse 2:
Transferasen), der Pyruvatoxidasen (Klasse 1: Oxidoreduktasen) und der Pyruvat-
dehydrogenasen (Klasse 1) gehéren ThDP-abhdngige Enzyme der Enzymklasse 4
(Lyasen) an und katalysieren, gemaf der International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, nicht-hydrolytische Spaltungen (1.2.2). ThDP-abh&ngige Enzyme
spielen in den verschiedensten Stoffwechselwegen vieler Organismen eine wichtige
Rolle (Tabelle 1).

Tabelle 1: Thiamindiphosphat-abhdngige Enzyme

Enzym E.C.-Nr. |Stoffwechselweg
Acetohydroxysauresynthase 41318 Synthese verzweigtkettiger
(AHAS) T Aminosauren
Transketolase 22141 Pentosephosphatweg

(TK)

Pyruvatoxidase

(POX) 1.2.3.3 Atmungskette
Benzaldehydlyase .

(BAL) 4.1.2.38 Nicht bekannt
Pyruvatdehydrogenase .

(PDH) 1.241 Citratzyklus
Pyruvatdecarboxylase . x

(PDC) 4111 Alkoholische Garung
?;pl:z)(;ylform|atdecarboxylase 4117 Mandelsaure-Metabolismus
Phenylpyruvatdecarboxylase . .
(PhePDC) 4.1.1.43 Phenylalanin-Metabolismus
Indol-3-Pyruvatdecarboxylase ) .
(InPDC) 41.1.74 Tryptophan-Metabolismus
Verzweigtkettige 2-Ketosdure-decarboxylase 41172 Leucin-Metabolismus
(KdcA)

(1R, 6R)-2-Succinyl-5-enoylpyruvyl-6-hydroxy-

3-cyclohexadiene-1-carboxylate Synthase 2219 Menachinonbiosynthese
(MenD)
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Um katalytisch aktiv zu sein, benétigen diese Enzyme ThDP und Magnesiumionen
(Mg?*) als Kofaktoren (1.2.1). Mg?* verankert das ThDP, an dem die Katalyse erfolgt
(1.2.1).

ThDP-abhangige Enzyme zeigen verschiedenste Aktivitdten und Substrat-
spezifitditen. Diese Divergenz spiegelt sich in ihrer Aminosduresequenz wider.
Werden die verschiedenen Strukturfamilien im Vergleich betrachtet, zeigen sich
signifikante Unterschiede (Widmann et al. 2010). Die Sequenzahnlichkeit ThDP-
abhdngiger Enzyme betragt maximal 40 %. So zeigen PBAL und PpBFD Iediglich
eine Sequenzédhnlichkeit von 24 %, verfliigen jedoch Uber nur wenige strukturelle
Unterschiede (Knoll et al. 2006). Alle ThDP-abhangigen Enzyme zeigen zwei
konservierte Doménen, die stets Uber einen ahnlichen Aufbau verfigen: PYR-
(Pyrimidin-bindende, a) und PP- (Pyrophosphat-bindende, y) Doméne (Duggleby
2006). Innerhalb der PYR-Doméne befindet sich ein konserviertes Glutamat, welches
an der Aktivierung des ThDPs beteiligt ist (1.2.1). Die PP-Doméane verfiigt Gber ein
konserviertes ThDP-bindendes Motiv G-D-G-(X)25.30-N-N (Hawkins et al. 1989). An
der Grenzflache zwischen zwei Untereinheiten entstehen zwei aktive Zentren, wobei
ThDP mit dem Pyrimidinring der PYR-Domé&ne des einen Momomers und der
Phosphatrest (koordiniert tber ein Metallion - meist Mg?*) mit der PP-Doméane des
zweiten Monomers interagiert (Dobritzsch et al. 1998; Hasson et al. 1998;
Mosbacher et al. 2005). Die kleinste mdgliche aktive Form ThDP-abhangiger
Enzyme ist demnach das Dimer mit zwei aktiven Zentren pro Einheit. Diese kleinste
Form findet sich in der Struktur der LIKdcA (Berthold et al. 2007, 1.2.5.4). Die meisten
ThDP-abhéangigen Enzyme liegen jedoch in tetramerer Form vor (Dyda et al. 1993;
Arjunan et al. 1996; Dobritzsch et al. 1998; Hasson et al. 1998; Pang et al. 2002,
Schitz et al. 2003; Pang et al. 2004; Mosbacher et al. 2005; Maraite et al. 2007;
Versees et al. 2007; Gocke et al. 2008), aber auch Oktamere wurden beschrieben
(Pohl et al. 1994; Raj et al. 2002).

2.1 Der Kofaktor Thiamindiphosphat

Thiamindiphosphat (ThDP) ist die biologisch aktive Form des Vitamins B4 (Thiamin)
(Pohl et al. 2012). Wird dieser Kofaktor durch den jeweiligen Organismus nicht zur
Verfiigung gestellt, muss er tber die Nahrung aufgenommen werden. So wurde auch
das Thiamin entdeckt, als die Nervenkrankheit Beri-Beri, die auf neurologischen

Stérungen beruht und mit Gewichtsverlust und Nervenldhmungen einhergeht, durch
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Gabe von abwechslungsreicher Kost geheilt werden konnte (Eijkman 1897a; Eijkman
1897b). Diese Entdeckung durch den hollandischen Arzt Christiaan Eijkman im Jahr
1897 legte die Grundlage fiir die Entdeckung der Vitamine und deren Wirkung. Die
Struktur des Vitamins Thiamin wurde erstmals 1935 beschrieben (Williams et al.
1935). Kurz darauf konnte ThDP als Kofaktor der Pyruvatdecarboxylasen identifiziert
werden (Lohmann und Schuster 1937). Die Eigenkatalyse des ThDPs im
ungebundenen Zustand (Abbildung 1, A) ist sehr schwach. Erst das Enzym aktiviert
das ThDP, bindet es im aktiven Zentrum und bringt die Substrate in einen optimalen
Abstand zum Kofaktor (Kluger und Tittmann 2008).
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Abbildung 1: Chemische Struktur des Kofaktors Thiamindiphosphat (ThDP). (A) ThDP in
Lésung, (B) ThDP koordiniert durch Mg®* im aktiven Zentrum, Elektronentransfers sind eingezeichnet,
ThDP liegt nicht in der aktivierten Form vor, (C) aktivierte Ylid-Form des ThDPs (Frank et al. 2007).

Das ThDP wird im aktiven Zentrum ThDP-abhangiger Enzyme durch ionische
Wechselwirkung mit Mg?*-lonen verankert (Dobritzsch et al. 1998) und liegt in einer
V-Konformation vor (Abbildung 1, C, Jordan 2003). Diese V-Konformation erméglicht
eine raumliche Nahe des Cy-Atoms des Thiazoliumrings und der N4s-Aminogruppe
des Pyrimidinrings. Ein konservierter Glutamatrest im aktiven Zentrum des Enzyms
bildet eine H-Bricke zum Nj-Atom des Pyrimidinrings aus, sodass ein
Protonentransfer stattfinden kann (Abbildung 1, B). Die Basizitat der Ns.~Aminogruppe
wird durch Elektronendelokalisation verstarkt. Im weiteren Verlauf entzieht das
Ns-Atom dem C,-Atom ein Proton, um die negative Ladung auszugleichen; das
C,-Atom wird so deprotoniert. Diese enzymatische Deprotonierung des ThDPs stellt
den ersten Schritt des Reaktionszyklus dar und fiihrt zur aktiven Form des ThDPs,
dem Ylid (Kern et al. 1997, Abbildung 1, C).
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2.2 Reaktionsmechanismus ThDP-abhédngiger Lyasen

In dieser Arbeit werden nur ThDP-abhangige Lyasen untersucht. Aus diesem Grund
wird im Folgenden speziell deren Reaktionsmechanismus betrachtet.

Wenn das ThDP in seiner reaktiven Form vorliegt (Abbildung 1, C), kénnen ThDP-
abhangige Lyasen in ihrem aktiven Zentrum zwei Reaktionen katalysieren. Die
physiologische Reaktion der Enzyme ist die Lyaseaktivitdit (Pohl et al. 2004
Abbildung 2). Die Decarboxylierung (Abspaltung von CO;) stellt einen Spezialfall
dieser Aktivitat dar. Dartber hinaus sind die untersuchten Enzyme in der Lage eine
C-C-Knupfung zu katalysieren. Fir die Lyasen stellt dies eine nicht-physiologische
Reaktion dar.

Der durch Deprotonierung aktivierte Kofaktor (Abbildung 2, A) greift im Fall der
Decarboxylierung einer Ketosdure (Abbildung 2, roter Weg) die Ketogruppe
nukleophil an. Das Substrat ist dadurch Uber das C,-Atom des ThDPs gebunden und
ein instabiles Intermediat entsteht (Abbildung 2, B rot), das durch CO,-Abspaltung
stabilisiert wird. Es entsteht der entsprechende ThDP-gebundene Aldehyd, der
sogenannte ,aktive Aldehyd* (Abbildung 2, C). Nach Protonierung wird dieser
Aldehyd freigesetzt und der Kofaktor im gleichen Schritt regeneriert (Abbildung 2, D -
A).
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Abbildung 2: Reaktionsmechanismus der Lyasereaktion (Decarboxylierung, Benzoinspaltung)
und Carboligation. Dargestellt ist der Reaktionsmechanismus fir die Benzoinspaltung (PfBAL) (blau)
und die Decarboxylierung (Decarboxylasen) (rot). (A-B): Nukleophiler Angriff des Ylids auf die
Ketogruppe der 2-Ketosdure (rot) bzw. des Benzoins (blau) fihrt zu einer instabilen ThDP-
gebundenen Zwischenstufe (B), die sich durch CO, - (rot) bzw. Benzaldehydabspaltung (blau)
stabilisiert. Hierdurch entsteht der sog. ,aktive Aldehyd“ (C). Durch Protonierung wird der
korrespondierende Aldehyd der 2-Ketoséure (rot) oder ein Benzaldehydmolekil (blau) frei (D-A). Tritt
an die Stelle des Protons ein Akzeptoraldehyd, entsteht in der Carboligation ein 2-Hydroxyketon (E)
(Abbildung nach Siegert et al. 2005; Gerhards 2009).

Im Fall der Benzoinspaltung (Abbildung 2, blauer Weg) durch die PBAL wird
zunachst ein Molekil Benzaldehyd frei (Abbildung 2, B - C).

verbleibende zweite Molekil wird anschlieBend ebenfalls nach Protonierung

Das am Kofaktor

freigesetzt und der Kofaktor dadurch regeneriert (Abbildung 2, D - A).

Bei der Carboligation ThDP-abhangiger Enzyme, auf die im Folgenden néher
eingegangen wird, wird der aktivierte Aldehyd (Abbildung 2, C) nicht protoniert,
sondern mit einem zweiten Aldehyd (Akzeptor) zu einem 2-Hydroxyketon verknUpft
(Abbildung 2, C-E).

2.3 Chemoselektivitit ThDP-abhangiger Enzyme
Ein wichtiger Aspekt die Carboligation ThDP-abhangiger Enzyme zu analysieren, ist
die

Chemoselektivitat als die bevorzugte Synthese eines Produkts gegenliber einer

Chemoselektivitdt der Reaktion. Im Fall dieser Enzyme wird die
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Reihe von anderen mdéglichen Produkten definiert. Im Folgenden wird das Konzept
der Chemoselektivitat ndher betrachtet.

Das erste Substrat, welches wahrend der Carboligation an den Kofaktor ThDP
bindet, stellt den Donor der Reaktion dar und entsprechend das zweite Substrat den
Akzeptor (Dinkelmann et al. 2002). Die in dieser Arbeit untersuchten Enzyme
akzeptieren Aldehyde sowohl als Donoren als auch als Akzeptoren. Es gibt jedoch
andere ThDP-abhangige Enzyme, wie z.B. MenD und AHAS (Tabelle 1), bei denen
die Decarboxylierung der korrespondierenden Ketosdure essentiell fir die Erzeugung
eines ,aktiven Aldehyds" ist (Abbildung 2).

Je nachdem welcher Aldehyd die Donor- oder Akzeptorfunktion einnimmt, kann es in
der bimolekularen Carboligation von Acetaldehyd und Benzaldehyd zu vier
verschiedenen Produkten in jeweils beiden enantiomeren Formen kommen
(Abbildung 3).

. A{ J_
OH 6H
(R)-Acetoin (S)-Acetoin

o
J
O QO

Acetaldehyd OH OH

< (R)-Benzoin (S)-Benzoin
+

|
(R)-2-Hydroxy-1-phenyl-propan-1-one  (S)- 2Hydmxy1 phenyl propan-1-one
(R)-HPP)

Benzaldehyd
o

(R)-1- Hydroxy 14 pnenyl propan-2-one  (S)-1-Hydroxy-1-phenyl-propan-2-one
N (R (S-PAC)

Abbildung 3: Mogliche Produkte der bimolekularen Carboligation von Acetaldehyd und
Benzaldehyd.

Wenn Acetaldehyd sowohl als Donor als auch als Akzeptor fungiert, entsteht das
Selbstligationsprodukt Acetoin. Benzoin wird analog aus zwei Molekilen
Benzaldehyd gebildet. Neben diesen Selbstligationsprodukten kénnen zwei
gemischte Produkte auftreten. Im Fall von 1-Hydroxy-1-phenyl-propan-2-one
(Phenylacetylcarbinol, PAC) bindet zunachst Acetaldehyd als Donor an das ThDP.
Benzaldehyd fungiert dabei als Akzeptor. Bei der Synthese von 2-Hydroxy-1-phenyl-
propan-1-one (HPP) ist die Reihenfolge umgekehrt: Benzaldehyd ist der Donor und
Acetaldehyd der Akzeptor dieser Reaktion (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Festlegung der Chemoselektivitat der gemischten Carboligationsprodukte ThDP-
abhadngiger Enzyme. Bindet Benzaldehyd (Rest CgHs) als Donor an das ThDP (orange, koordiniert
durch Mg?*, griin) und Acetaldehyd (Rest CH;) als Akzeptor, entsteht das HPP-Produkt (A). Binden
die beiden Substrate in umgekehrter Reihenfolge, entsteht PAC (B).

Die Chemoselektivitdt ThDP-abhangiger Enzyme wird also durch die

Bindungsreihenfolge der Substratmolekiile determiniert.
2.4 Stereoselektivitit ThDP-abhangiger Enzyme

Die durch die Benzaldehydlyase aus Pseudomonas fluorescens (PBAL, 1.2.5.3)
katalysierte Carboligation von Acetaldehyd und Benzaldehyd fuhrt (unter anderem)
zu dem Produkt (R)-HPP (ee > 99 %, Demir et al. 2001). Die gleiche Reaktion,
allerdings katalysiert durch die Benzoylformiatdecarboxylase aus Pseudomonas
putida (PpBFD, 1.2.5.2), fuhrt zum anderen Enantiomer des HPP-Produkts ((S)-HPP
ee= 92 %, Iding et al. 2000). Die biochemische Charakterisierung zahlreicher
Mutationen der aktiven Zentren, vor allem der PpBFD (Lingen et al. 2002; Lingen et
al. 2003; Siegert et al. 2005; Gocke et al. 2008), und insbesondere die Auflésung der
Kristallstrukturen (PfBAL: Mosbacher et al. 2005; Maraite et al. 2007, PpBFD:
Hasson et al. 1998), ermdglichten die Erkldrung der gegenséatzlichen
Stereoselektivitat dieser beiden Biokatalysatoren (Knoll et al. 2006; Gocke et al.
2008, Abbildung 5).
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Abbildung 5: Vergleich der aktiven Zentren von PfBAL (A) und PpBFD (B). Der Kofaktor ThDP
(orange) ist im aktiven Zentrum durch Mgz* (griin) gebunden. Die beiden Substrate Acetaldehyd (Rest
CHs;) und Benzaldehyd (Rest CgHs) sind in ihrer Orientierung zueinander vor der C-C-Verknipfung
gezeigt. Wahrend es in der PBAL durch die sterischen Gegebenheiten nur zu einer parallelen
Anordnung und so zu einer Bildung von (R)-HPP kommen kann, ermdglicht die S-Tasche der PpBFD
die antiparallele Anordnung der Substrate zueinander und damit den Zugang zu (S)-HPP (Knoll et al.
2006).

Im Gegensatz zur PBAL verfligt die PpBFD (ber eine sterische Besonderheit
innerhalb ihres aktiven Zentrums, die sogenannte S-Tasche. Wie in 1.2.3
beschrieben, bindet bei der HPP-Synthese zunachst Benzaldehyd an das ThDP. Die
CHs-Gruppe des Acetaldehyds findet im Fall der PpBFD Platz in dieser S-Tasche
und kann sich so antiparallel zu dem Donor der Reaktion anordnen. Durch diese
antiparallele Situation entsteht das S-Produkt des HPPs. Eine parallele Anordnung
der Substrate ist zwar immer noch mdglich, die antiparallele Anordnung wird aber
durch die Affinitat der CHs-Gruppe in der S-Tasche besser stabilisiert und liegt daher
bevorzugt vor. In der PMBAL ist keine S-Tasche vorhanden (Abbildung 5B).
Acetaldehyd kann sich daher nur parallel zum Donor ausrichten. Durch diese
Anordnung wird nach Carboligation das R-Enantiomer gebildet.

Nach der Identifikation der S-Tasche im aktiven Zentrum der PpBFD zeigten sich
auch in weiteren ThDP-abhdngigen Enzymen potentielle S-Taschen. Diese sind
jedoch in der wildtypischen Form der Enzyme fiir Substrate nicht zuganglich, da sie
von sterisch anspruchsvollen Aminosaureseitenketten blockiert werden. Die S-
Taschen, die theoretisch in den verschiedenen ThDP-abhangigen Enzymen, mit
Ausnahme der PBAL, vorhanden sind, unterscheiden sich in ihrer GrélRe; wobei
PpBFD < LIKdcA < ZmPDC = ScPDC < ApPDC (vgl. Tabelle 1, Gocke 2007b). Das
Wissen um die potentiell gréf3te S-Tasche in der ApPDC ermdglichte die Modifikation

des R-selektiven Enzyms fir die Synthese des so erstmalig zuganglichen (S)-PACs
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(1.2.5.1). Dabei wurde die blockierende, sterisch anspruchsvolle Aminoséaure
Glutamat in der S-Tasche gegen die kleinere Aminosdure Glycin ausgetauscht
(Rother et al. 2011, 1.2.5.1.1) und die S-Tasche so fir die Anlagerung der
aromatischen Seitenkette des Benzaldehyds geéffnet.

Zusammenfassend ist fur die Stereoselektivitit ThDP-abhdngiger Enzyme die
relative Orientierung der Substratmolekiile zueinander entscheidend. Binden die
Substrate parallel zueinander im aktiven Zentrum so entsteht das R-Enantiomer. Die
antiparallele Anordnung, welche zur Bildung des S-Enantiomers fiihrt, wird durch die

S-Tasche ermdéglicht.
2.5 Spezielle ThDP-abhingige Enzyme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sechs verschiedene ThDP-abhdngige Enzyme
umfassend untersucht. Die einzelnen Vertreter werden in den folgenden Kapiteln

vorgestellt.
2.5.1 Pyruvatdecarboxylase aus Acetobacter pasteurianus

Pyruvatdecarboxylasen (PDCs) sind essentiell fir die anaerobe Umsetzung von
Glukose zu Ethanol und CO,. PDCs wurden in Pflanzen, Hefen, Pilzen und Bakterien
(Holzer et al. 1956; Alvarez et al. 1993; Hossain et al. 1996; Kénig 1998), allerdings
nicht in Sdugetieren beschrieben.

Neben der PDC aus Sacharomyces cerevisiae (ScPDC) ist die ZmPDC aus
Zymomonas mobilis eine der bestbeschriebenen PDCs (Bringer-Meyer et al. 1986;
Neale et al. 1987; Bringer-Meyer und Sahm 1988; Miczka et al. 1992; Bornemann et
al. 1993; Pohl et al. 1994; Bruhn et al. 1995; Pohl et al. 1995; Bornemann et al. 1996;
Lie et al. 2005; Pei et al. 2010). Die Lésung der Kristallstruktur (Dobritzsch et al.
1998) zeigte einen tetrameren Aufbau der ZmPDC und legte den Grundstein fir
intensive Struktur-Funktionsanalysen (Bruhn et al. 1995; Pohl et al. 1998; Siegert et
al. 2005). In dieser Arbeit wird die PDC aus Acetobacter pasteurianus (ApPDC, Graf
2005; Gocke 2007b; Rother et al. 2011) naher betrachtet. Im Gegensatz zu den o. g.
PDCs, katalysiert die ApPDC die Spaltung von Pyruvat zu Acetaldehyd und CO; im
oxidativen Metabolismus von Acetobacter pasteurianus (Raj et al. 2001). Eine in vitro
Decarboxylierung der ApPDC wurde ebenso beschrieben (Raj et al. 2002; Graf 2005;
Gocke 2007b; Rother et al. 2011) wie der Einsatz des Enzyms fir die Carboligation
(Graf 2005; Gocke 2007b; Rother et al. 2011).
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2511 Die Variante ApPDCE469G

Struktur-Funktionsstudien ThDP-abhangiger Enzyme (Pohl et al. 2009; Rother et al.
2011) identifizierten eine potentiell sehr groRe S-Tasche fir die ApPDC (l.2.4), die
jedoch durch eine sterisch anspruchsvolle Aminosaureseitenkette nicht fir Substrate
zugédnglich war. Erst eine Punktmutation im aktiven Zentrum der ApPDC von
Glutamat in Position 469 zu Glycin, o6ffnete die S-Tasche und erlaubte eine
S-selektive Synthese von PAC und -Derivaten (Rother et al. 2011). Die Mutation in
der S-Tasche hatte zur Folge, dass die Decarboxylaseaktivitét der Variante auf etwa
1 % der Aktivitdt des Wildtyp-Enzyms reduziert wurde. Bei der Carboligation sinkt
zwar der Umsatz zu PAC ebenfalls, jedoch zeigte sich in Anwesenheit von 20 vol%
DMSO ein Produkt mit einem ee von 61 % (S) (Rother et al. 2011).

2.5.2 Benzoylformiatdecarboxylase aus Pseudomonas putida

Benzoylformiatdecarboxylasen (BFDs) wurden in verschiedenen Organismen
beschrieben (P. aeruginosa (Barrowman et al. 1986), Bradyrhizobium japonicum
(Wendorff 2006), A. calcoaceticus (Barrowman und Fewson 1985), P. stuzeri
(Saehuan et al. 2007), P. putida (Hegeman 1966; Henning et al. 2006)). Am besten
charakterisiert ist eine der BFDs aus dem Organismus Pseudomonas putida
(Hegeman 1966; Iding et al. 2000; Siegert et al. 2005). Dieses Enzym katalysiert die
Decarboxylierung von Benzoylformiat zu Benzaldehyd und CO; innerhalb des
Mandelsaure-Metabolismus (Tsou et al. 1990). Fur die natlrliche Lyaseaktivitat zeigt
die PpBFD eine hohe Substratspezifitdt fir Benzoylformiat mit 400 U/mg (Gocke et
al. 2008). Sterisch anspruchsvolle Ketosauren werden nur bedingt akzeptiert (Iding et
al.  2000). Neben ihrer Decarboxylaseaktivitdt zeigt das Enzym auch
Carboligaseaktivitdt (Wilcocks et al. 1992) und katalysiert die Synthese des
2-Hydroxyketons (S)-HPP (Demir et al. 1999; Iding et al. 2000; Lingen et al. 2002).
Durch Lésung der Kristallstruktur der PpBFD (Hasson et al. 1998) waren Struktur-
Funktionsuntersuchungen méglich. Diese zeigten warum dieses Enzym, als einziges
bisher entdecktes ThDP-abhangiges Enzym der Decarboxylase-Superfamilie,
S-selektiv fur die bimolekulare Carboligation ist (Wilcocks et al. 1992; Iding et al.
1998) (1.2.4).
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2521 Die Variante PoBFDH281A

Ein  Aminosdureaustausch im aktiven Zentrum der PpBFD konnte die
Akzeptorbindestelle in der Variante PpBFDH281A vergréRern (Polovnikova et al.
2003). Die Decarboxylaseaktivitat dieser Variante ist dadurch zwar im Vergleich zum
Wildtyp-Enzym herabgesetzt, allerdings konnte eine um den Faktor 100 gesteigerte
Aktivitat fur die Benzoinkondensation erreicht werden (0,4 U/mg mit dem Wildtyp-
Enzym, Siegert et al. 2005 und 50 U/mg mit der Variante, Knoll et al. 2006). Eine
asymmetrische Benzoinligation, bei der auch substituierte Benzaldehydsubstrate
akzeptiert werden, wurde neben der PMBAL (1.2.5.3) nun auch mit diesem Enzym

moglich (Dunkelmann et al. 2002; Polovnikova et al. 2003).
2.5.3 Benzaldehydlyase aus Pseudomonas fluorescens

Die Benzaldehydlyase aus Pseudomonas fluorescens wurde erstmals 1989
beschrieben (Gonzalez und Vicuna 1989), spater kloniert und charakterisiert
(Hinrichsen et al. 1994). Isoliert aus Holzresten einer Zellulosefabrik (Gonzalez et al.
1986), war es dem gram-negativen Bakterium durch die PBAL mdglich auf
Kohlenstoffquellen wie Anisoin oder Benzoin als alleiniger C- und Energiequelle zu
wachsen und diese zu metabolisieren. Das 2-Hydroxyketon (R)-Benzoin wird mit
einer Aktivitdt von 74 U/mg in zwei Molekiile Benzaldehyd gespalten (in 15 vol%
PEG, Janzen et al. 2006). Zunachst wurde vermutet, dass diese Spaltungsreaktion
irreversibel sei (Gonzalez und Vicuna 1989). Spater zeigte sich jedoch, dass die
PMBAL auch in der Lage ist, die Carboligation von 2-Hydroxyketonen zu katalysieren
(Demir et al. 2001). Bezuglich der Benzoinsynthese aus Benzaldehyd zeigt das
Enzym eine auflergewdhnlich hohe Aktivitdt von 320 U/mg (Janzen et al. 2006) mit
einem ee von < 99 % (R) (Demir et al. 2001). Durch diese hohe Stereoselektivitat der
PBAL ist ihr Einsatz auch bei der Gewinnung von (S)-Benzoin mittels kinetischer
Racematspaltung méglich. Aus racemischen Benzoin kann so in Gegenwart von
Acetaldehyd (S)-Benzoin und (R)-HPP hergestellt werden (Demir et al. 2001).

Die Kristallstruktur der PBAL (Mosbacher et al. 2005; Maraite et al. 2007) zeigt ein
sehr grofRes aktives Zentrum, was das breite Substratspektrum des Enzyms und die
Bildung von Benzoin erklart. Benzaldehyd mit Substitutionen in ortho-, meta- oder
para-Position werden genauso akzeptiert wie mehrfach substituierte Benzaldehyd-
derivate sowie heteroaromatische und langerkettige aliphatische Aldehyde (Demir et

al. 1999; Sanchez-Gonzalez und Rosazza 2003; Dominguez de Maria et al. 2006;
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Dominguez de Maria et al. 2008a; Dominguez de Maria et al. 2007). Es zeigte sich
allerdings, dass die PMBAL sehr sensibel gegenuber Aldehyden ist und bereits bei
sehr geringen Aldehydkonzentrationen signifikante, jedoch vielfach reversible,
Inaktivierung zeigt (Hildebrand et al. 2007; van de Wittenboer 2009; Schwarz 2011).
Die schlechte Ldslichkeit der Substrate der PBAL (z.B. Benzoin) war der Grund flr
den Einsatz dieses Enzyms in organischen L&sungsmitteln (z.B. Demir et al. 2001;
Demir et al. 2002; Demir et al. 2003; Stillger 2004; Janzen et al. 2006;
Shanmuganathan et al. 2010, 1.3.1.3.1), ionischen Flissigkeiten (Kokova et al. 2009,
1.3.2.1.1), in Zweiphasensystemen (Hischer et al. 2005; Ansorge-Schumacher et al.
2006) und in Immobilisierungsversuchen (Kurlemann und Liese 2004; Sopaci et al.
2009).

Bislang ist die PBAL aufgrund ihrer Eigenschaften einzigartig in der Gruppe ThDP-
abhéngiger Enzyme. Es wurden verschiedene weitere potentielle Benzaldehydlyasen
in Sequenzdatenbanken identifiziert, jedoch zeigte keine auch nur anndhernd so
hohe Aktivitdtswerte wie die PBAL (Brosi 2006; Gocke 2007b).

2,54 Verzweigtkettige 2-Ketosauredecarboxylase aus Lactococcus lactis

Verzweigtkettige 2-Ketosauredecarboxylasen wurden in Bacillus subtilis (Oku und
Kaneda 1988), Lactococcus lactis (Amarita et al. 2001) sowie in der dazugehdrigen
Subspezies Lactococcus lactis sups. cremoris (LIKdcA) (Smit et al. 2005)
beschrieben. Die L/IKdcA ist das Schlisselenzym beim Metabolismus der
Aminosaure Leucin zu 2-Methylbutanal (Smit et al. 2005). Dieser Prozess findet vor
allem Anwendung in der Kaseproduktion, bei der der Abbau von Aminoséuren zur
Geschmacksbildung nétig ist (McSweeney und Sousa 2000). 2005 wurde dieses
Enzym hinsichtlich seiner Decarboxylaseaktivitat beschrieben (Smit et al. 2005),
spater konnte auch die Fahigkeit zur Carboligation belegt werden (Gocke et al.
2007a). Nachdem ein Homologiemodell (Yep et al. 2006) und schlieBlich die
Kristallstruktur geldst wurden (Berthold et al. 2007), zeigte sich fur katalytisch aktive
LIKdcA ein dimerer Aufbau.

3 Unkonventionelle Medien

Es ist bekannt, dass das Innere einer Zelle weniger aus Wasser, sondern aus einer
komplexen solartigen Mixtur aus Proteinen, Zuckern, DNA, RNA und weiteren

Komponenten besteht (McGuffee und Elcock 2010). Trotzdem herrschte lange Zeit
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die allgemeine Auffassung, dass Enzyme lediglich in Wasser bzw. wassrigem Puffer
als ihrem naturlichen Reaktionsmedium aktiv seien (Krishna 2002). Historisch
bedingt wird Wasser daher als das konventionelle Reaktionsmedium angesehen und
jedes davon abweichende Medium als unkonventionelles Medium bezeichnet.
Studien zu Enzymen in Systemen, die nicht nur aus Wasser bestehen, sind schon
Ende des 19. Jahrhunderts beschrieben worden (Hill 1898). Hier wurde z.B. der
Einsatz von Enzymen in Glukoselésungen untersucht. In diesem Fall ist die
Mischung von Glukose und Wasser das unkonventionelle Medium. Eine aktuellere
Einteilung unterscheidet vier Gruppen von unkonventionellen Medien:

- organische L&sungsmittel (1.3.1)

- ionische Flussigkeiten (1.3.2)

- Gasphase (z.B. Maugard et al. 2001)

- superkritische Flissigkeiten (z.B. Matsuda et al. 2004)
Die Gemeinsamkeit unkonventioneller Medien ist ein reduzierter Wasseranteil. Es
zeigt sich, dass viele Enzyme z.B. auch in reinem organischem L&sungsmittel bzw. in
Reaktionsmedien mit minimalem Wasseranteil nicht nur aktiv bleiben, sondern dort
Aktivitdten und Selektivitdten zeigen, die in wassrigen Medien nicht méglich wéren.
Der Einsatz von Enzymen in solchen Medien bringt einige Vorteile. Schwer
wasserldsliche Substanzen kénnen in unkonventionellen Medien meist besser geldst
werden. AuRerdem kdnnen chemische Gleichgewichte durch die Medien verandert
werden, so dass theoretisch hdhere Produktausbeuten maéglich sind (Halling 1990;
Vermue und Tramper 1995). Unerwilinschte Nebenreaktionen, die in wassriger
Umgebung ablaufen, kdénnen durch den Einsatz in unkonventionellen Medien
unterdrickt bzw. verhindert werden (Halling 1987; Klibanov 2001). Des Weiteren
kénnen Eigenschaften der Enzyme, wie Chemo- oder Stereoselektivitdt durch das
Medium und die Wechselwirkungen des Enzyms mit dem Medium beeinflusst
werden. Untersuchungen wurden diesbeziglich fur organische L&sungsmittel
(Carrea und Riva 2000; Klibanov 2001) und ionische Flissigkeiten veréffentlicht (Kim
et al. 2001; Kim et al. 2003). Die Mdéglichkeit, Selektivitaten zu beeinflussen, ist wohl
auch eines der Hauptargumente, den Einsatz von Enzymen in unkonventionellen
Medien zu priufen. Die Méglichkeiten und Eigenschaften von Enzymen vervielfachen
sich, wenn statt der wassrigen Umgebung Additive wie organische L&sungsmittel
hinzugegeben werden. Neben den klassischen Methoden des Enzymdesigns, etwa

durch gerichtete Mutagenese zur Veranderung der Eigenschaften eines Enzyms,
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ergeben sich durch Modifikation der Umgebungsbedingungen weitere Optionen.
Neben Verdnderungen der Reaktionsparameter wie Temperatur, pH, Substrat-
konzentration, Puffer und dessen Konzentration, Enzymmenge etc., bietet der
Einsatz unkonventioneller Medien ein zusatzliches Veranderungs- und Optimierungs-
potential. Hier wird nicht das Enzym, sondern die Umgebung des Enzyms veréndert,
um neue katalytische Mdglichkeiten und damit neue Produkte zu erschlieRen (Carrea
und Riva 2000).

Im Folgenden werden die beiden in dieser Arbeit eingesetzten unkonventionellen
Medien bezlglich ihrer Eigenschaften aber auch beziglich ihrer Kombination mit

Enzymen naher betrachtet.
3.1 Organische Losungsmittel

Organische Lésungsmittel sind kohlenstoffhaltige Verbindungen, welche einen Stoff
I6sen, ohne diesen in seinen chemischen und physikalischen Eigenschaften zu
verandern. Viele verschiedene funktionelle Gruppen innerhalb der organischen
Lésungsmittel kbnnen unterschieden werden, wie etwa Ether, aliphatische, zyklische
und aromatische Kohlenwasserstoffe oder Alkohole.

Um organische L&sungsmittel und deren Wechselwirkung mit Enzymen zu
beschreiben, wird der so genannte logP-Wert (1.3.1.2, Leo et al. 1971) und die
Dielektrizitatskonstante (van Vechten 1969) verwendet. Dariiber hinaus spielt bei
organischen Ldsungsmitteln mit minimalem Wassergehalt auch deren Wasser-
aktivitat (1.3.1.1, Gupta und Roy 2004) eine wichtige Rolle.

3.1.1 Wasseraktivitiat organischer Lésungsmittel

Die Wasseraktivitat beschreibt das Verhaltnis des Wasserdampfdrucks Uber einer
Substanz zum Wasserdampfdruck von reinem Wasser bei gleicher Temperatur.
Reines Wasser hat daher per Definition eine Wasseraktivitat von a,, (H,0) = 1,0. Die
Wasseraktivitat, die vereinfacht die Verfligbarkeit von freiem Wasser beschreibt, ist
z.B. in der Lebensmittelindustrie ein wichtiges Kriterium, da Organismen ein
Wachstumsoptimum in Bezug auf die Wasseraktivitat und nicht nur in Bezug auf die
Wasserkonzentration zeigen (Andersson 1980; Grant 2004). Auch bei Enzymen hat
die Wasseraktivitat der Umgebung einen Einfluss auf deren Eigenschaften. So kann
sich etwa die Stereoselektivitdt eines Enzyms je nach Wasseraktivitdt des Mediums

andern (betrachtet die Wasseraktivitat: Carrea et al. 1995, betrachtet den
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Wassergehalt: Klibanov 2003; Dimoula 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht
in reinen organischen L&sungsmitteln, sondern stets in Mischungen von organischen
Lésungsmitteln und Wasser gearbeitet. Hierbei machte prozentual immer wéssriger
Puffer den Hauptteil des Reaktionsmediums aus. Aus diesem Grund kann hier die
Wasseraktivitat in der Betrachtung der Einflisse auRen vorgelassen werden.

Grolkere Bedeutung hat in dieser Arbeit die Polaritat der eingesetzten organischen

Ldsungsmittel.
3.1.2 Polaritit organischer L6sungsmittel

Die Polaritat einer chemischen Substanz beschreibt die Fahigkeit zur Ausbildung von
Ladungsschwerpunkten durch Ladungsverschiebung. Die Substanz bildet mit der
Ladungsverschiebung ein Dipolmoment aus. Die Polaritdt von organischen L&sungs-
mitteln wird durch den logP angegeben. Hierbei beschreibt P die Konzentrations-
verteilung eines Stoffs in einem 2-Phasensystem aus Oktanol und Wasser. Ein
positiver logP-Wert gibt eine hohere Léslichkeit der untersuchten Substanz in
Oktanol als in Wasser an. Dieser Stoff zeigt demnach eine geringe Polaritat bzw. ist
unpolar. Ist die Loéslichkeit in Wasser besser als in Oktanol, so ergibt sich ein
negativer logP-Wert und die Substanz verfugt ber ein stabiles Dipolmoment.
Werden organische Ld&sungsmittel in Kombination mit Enzymen verwendet, so
scheint der logP des Lésungsmittels entscheidend fir den Einfluss auf das Enzym zu
sein (Laane et al. 1985). Der Theorie nach soll ein unpolares Lésungsmittel besser
fur den Einsatz in einer enzymatischen Reaktion geeignet sein, da das Wasser,
welches das Enzym umgibt, durch das L&sungsmittel nicht verdrangt wird. Ein
polares L&sungsmittel hingegen, kénnte die essentielle Wasserschicht um das
Enzym verdrdngen und das Enzym somit inaktivieren. So seien Einflisse reiner
organischer L&sungsmittel auf eine Interaktion mit dem enzymgebundenen Wasser
und nicht auf eine direkte Interaktion mit dem Katalysator zurlickzufiihren (Carrea
und Riva 2000). Zur Einteilung der Eignung organischer L&sungsmittel in
Kombination mit Enzymen wurden folgende Beobachtungen zu Regeln
zusammengefasst, die sich auf den Einsatz in reinen organischen L&sungsmitteln
beziehen (Laane et al. 1987; Gupta 1992):

logP < 2 schlechte Aktivitat

logP 2 —4 unterschiedliche Ergebnisse

logP >4 gute Aktivitat
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Im weiteren Verlauf wurde das logP-Konzept durch die Dielektrizitdtskonstante
erweitert (Halling 1990). Es zeigte sich, dass ein Zusammenhang zwischen dem logP
eines Losungsmittels und der Aktivitdt eines in diesem Ldsungsmittel geldsten

Enzyms besteht.

Der logP kann jedoch nicht immer den Einfluss eines Lésungsmittels auf ein Enzym
ausreichend beschreiben. Es wurde neben der Polaritat auch die funktionelle Gruppe
eines Losungsmittels betrachtet (Villela et al. 2003; Stillger 2004).

Abbildung 6 zeigt die in dieser Arbeit eingesetzten organischen Lésungsmittel.

~OH )oi ¢l cl )ClCI /I\OJ\ (Q’ @

Ethanol Isopropanol Dichlormethan Trichlormethan  Diisopropylether 1,4-Dioxan Tetrahydrofuran
EtOH iProp DCM TCM DIPE Dioxan

P S GRS G O

Ethylacetat Dimethylsulfoxid Aceton Methylisobutylketon tert. Methylbutylether 2-Methyl-Tetrahydrofuran
EtOAc DMSO Aceton

Abbildung 6: In dieser Arbeit verwendete organische Lé6sungsmittel.

Im Folgenden wird der Einfluss organischer Lésungsmittel auf Enzyme und damit der

Einsatz dieser unkonventionellen Medien in der Biokatalyse zusammengefasst.
3.1.3 Organische Losungsmittel in der Biokatalyse

Bereits 1933 beschrieb Sym die Aktivitdt von Enzymen in unkonventionellen Medien
(Sym 1933). Diese Entdeckung blieb lange Zeit unbeachtet und wurde erst 1980
wieder aufgegriffen (Klibanov 2000). Obwohl Wasser fir die native Struktur von
Enzymen entscheidend ist (Serdakowski und Dordick 2008), verfigen Enzyme in
Gegenwart organischer Lésungsmittel haufig Gber eine verbesserte Stabilitat (Gupta
1992). Diese Stabilitdtserhdhung kann durch eine verringerte Rigiditdt der
Biokatalysatoren erklart werden (Secundo et al. 2011).
Die Vorteile des Einsatzes organischer L&sungsmittel in Biotransformationen sind
(Sellek und Chaudhuri 1999):

- eine héhere Loslichkeit von hydrophoben Substanzen wird erreicht

- die Spezifitdt des Katalysators kann verandert werden

- die reduzierte Wasseraktivitat verandert das hydrolytische Gleichgewicht

- unerwiinschte Nebenreaktionen, die in wéssriger Umgebung stattfinden

kébnnen minimiert werden
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- unpolare organische Lésungsmittel verdréngen das enzymgebundene
Wasser nicht
- Substrat- und Produktverteilung werden beeinflusst, was zu héheren
Ausbeuten fiihren kann und die Separation erleichtert
- verminderte mikrobielle Kontamination
- erhohte Stabilitdt von Katalysatoren in unpolaren organischen
Lésungsmitteln méglich
Allerdings durfen auch folgende mdgliche Nachteile nicht unbeachtet bleiben (Sellek
und Chaudhuri 1999):
- eventuelle Reduktion der Enzymaktivitat
- dadurch héherer Enzymeinsatz nétig
- polare organische Ldsungsmittel kbnnen Enzyme denaturieren
- in Zweiphasensystemen auftretende Grenzflachen kénnen Katalysatoren
inaktivieren
- die Wasseraktivitdt muss kontrolliert werden, besonders im Fall von
Kondensationsreaktionen
Wie bei den Vorteilen zum Einsatz organischer Lésungsmittel genannt, kann neben
der Stabilitat ebenso ein Einfluss auf die Selektivitdt der Enzyme auftreten (Zaks und
Klibanov 1986; Yang et al. 1997; Castro und Knubovets 2003). Einige Studien
beschéftigten sich mit dem Einfluss auf die Stereoselektivitat von Lipasen (Mine et al.
2003; Chang und Hsu 2005). Durch Zugabe organischer Lésungsmittel konnte eine
Stereoinversion, von 39 % (S) (in Anwesenheit von Aceton) zu 39 % (R) (in
Tetrachlormethan und n-Hexan (1:1), Ueji et al. 1992) oder sogar von 60 % (R) zu
67 % (S) beobachtet werden. Lipasen sind besonders gut fiur den Einsatz in
organischen Ldsungsmitteln geeignet, weil auch ihre natirliche Aktivitdt an einer
Lipid-Wasser-Schicht und damit an einer Grenzflaiche stattfindet. Durch ihre
Bevorzugung einer hydrophoben Umgebung nehmen Lipasen in Kombination mit
organischen Ldsungsmitteln eine Sonderstellung ein (Santaniello et al. 1993). Der
Einfluss reiner organischer Ldsungsmittel wurde daher hauptséchlich fiir Lipasen
untersucht (Ueiji et al. 1992; Bornscheuer et al. 1993; Shin et al. 2000; Ciuffreda et al.
2003; Klibanov 2003; Singh et al. 2010).
Neben den Arbeiten zur Stereoselektivitdt der Lipasen wurde auch der Einfluss
organischer Losungsmittel auf die Stereoselektivitdt von Proteasen beschrieben
(Broos et al. 1995; Wescott et al. 1996).
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Des Weiteren gibt es einige Arbeiten, die den Einfluss von Mischungen organischer
Lésungsmittel mit Wasser auf Enzyme beschreiben, zum Beispiel beim Einfluss auf
die Struktur von Lipasen (Luque et al. 1998), Alkoholdehydrogenasen (Olofsson et al.
2005) oder Monooxygenasen (Secundo et al. 2011). Kaul et al. beschrieben einige
generelle Trends verschiedener wassermischbarer organischer L&sungsmittel in
Bezug auf den Umsatz und die Stereoselektivitat einer Nitrilase in Korrelation zu den
logP-Werten (1.3.1.2) der Lésungsmittel und deren dielektrischen Konstanten (Kaul
und Banerjee 2008).

Obwohl schon einige Studien durchgefihrt wurden, z.B. zu dem kinetischen
Verhalten von a-Chymotrypsin in organischen Lésungsmitteln (Belyaeva et al. 2002),
ist es bis jetzt schwer, generelle Tendenzen zum Einfluss organischer Lésungsmittel
auf Enzyme abzuleiten. Mechanistische Erkldrungen sind nur fir ganz spezifische
Systeme anwendbar (Rariy und Klibanov 2000) und Solventeffekte noch lange nicht
verstanden. Wenige Studien befassen sich systematisch mit dem Einfluss
organischer L&sungsmittel auf verschiedene Enzyme. So wurde etwa mit
verschiedenen organischen Lésungsmitteln und ionische Flussigkeiten ein Einfluss
auf die Stereoselektivitdt der Schweineleberesterase (PLE) beschrieben (u.a.
Dominguez de Maria et al. 2005; Wallert et al. 2005; Masterson et al. 2009), jedoch
erst in diesem Jahr eine umfassendere Untersuchung publiziert (Smith et al. 2012).
Diese beschreibt zwar die Effekte zusammenfassend, mechanistische Erklarungen
werden aber nicht geliefert.

Auch in Bezug auf ThDP-abhangige Enzyme in Kombination mit organischen

Lésungsmitteln wurden bereits einige Untersuchungen durchgefihrt.
3.1.3.1 Einfluss organischer Lésungsmittel auf ThDP-abhangige Enzyme

PfBAL

Besonders das Verhalten der PBAL (Dominguez de Maria et al. 2006; Kokova et al.
2009; Schmidt et al. 2009; Shanmuganathan et al. 2010) in einphasigen Mischungen
aus organischem Lo&sungsmittel und Wasser wurde untersucht. Diese Studien
befassten sich ausschlieRlich mit der Synthese von Benzoin bzw. HPP. Bereits 10 —
20 vol% Aceton, Ethanol und Isopropanol beeintréchtigen die Aktivitdt des Enzyms
(Kokova 2008). Demgegenuber kann die Zugabe von 5 vol% Methyltertbutylether
(MTBE) die Halbwertszeit der PMBAL bei 4 °C um den Faktor 75 steigern. In
Gegenwart von 20 — 30 vol% DMSO nimmt die Lyaseaktivitat der PBAL ab, wéahrend
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die Ligaseaktivitat fir das Benzoinprodukt unberihrt bleibt (Stillger 2004). Allerdings
erhoht sich die Lagerstabilitdt durch DMSO sogar um den Faktor 150 (Stillger 2004).
Ein Nachteil in der PMBAL-katalysierten Synthese in Gegenwart von DMSO st die
erschwerte Aufarbeitung von Produkten aus diesem Lésungsmittel im Vergleich etwa
zu MTBE (Stillger 2004; Dominguez de Maria et al. 2006).

Die PMBAL zeigt ebenfalls eine hohe Stabilitdt in wassrig-organischen
Zweiphasensystemen. Hierbei erweisen sich offenkettige Ether mit verzweigten
aliphatischen Seitenketten als besonders giinstige Additive. MTBE steigert die
Halbwertszeit in Puffer von 15 h auf einen Wert von 1150 h (im homogenen System).
Stillger konnte in seinen Untersuchungen keine Korrelation des Einflusses der
Lésungsmittel auf die PBAL und deren logP-Werte finden. In Bezug auf die Stabilitat
der PBAL scheint eine Einteilung der L&sungsmittel aufgrund ihrer chemischen
Struktur besser zu sein (Stillger 2004). Diese Arbeit beschaftigte sich bis heute am
ausfihrlichsten mit dem Einfluss verschiedener organischer L&sungsmittel auf ein
ThDP-abhéngiges Enzym. Ein Einfluss auf die Stereoselektivitdt der PBAL wurde

hier nicht beobachtet.

PpBFDH281A

Neben der PMBAL wurde auch das Verhalten der PpBFDH281A in einphasigen
Mischungen aus organischen L&sungsmitteln und Wasser intensiv untersucht
(Kokova et al. 2009). Es zeigten sich ahnliche Ergebnisse wie fir die PBAL. 10 —
20 vol% Aceton, Ethanol und Isopropanol beeintrachtigen die Aktivitat der
PpBFDH281A signifikant (Kokova 2008). Die Stabilitdt des Enzyms wird im
Gegensatz zur PBAL durch Zugabe von DMSO nicht verbessert (Kokova 2008),
jedoch wird die initiale Aktivitdt des Enzyms (in Puffer) in Gegenwart von 10 vol%
DMSO verdoppelt (Kokova 2008). Auch in diesen Studien wurde ausschlieBlich die

Synthese von Benzoin bzw. HPP betrachtet.

LIKdcA und ApPDC

Neben der PBAL und der PpBFDH281A wurden weitere ThDP-abhdngige Enzyme
in Gegenwart organischer Lésungsmittel untersucht. Diese Studien befassten sich
jedoch bei weitem nicht so umfangreich mit den Einflissen dieser Medien. Es wurde
lediglich der Einfluss von DMSO auf die Stabilitdt der Enzyme untersucht. Im Fall der
L/IKdcA wurde in Gegenwart von 20 vol% DMSO eine verbesserte Stabilitdt des
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Enzyms beschrieben (Gocke et al. 2007a). Auch auf die Wildtyp-ApPDC zeigte sich
eine stabilisierende Wirkung des DMSOs (Graf 2005).

3.2 lonische Fliissigkeiten

lonische Flussigkeiten sind in der Katalyse (Parvulescu und Hardacre 2007) und
Biokatalyse (van Rantwijk und Sheldon 2007) von groRer Bedeutung.

Per Definition sind ionische FlUssigkeiten Salze, die meist bei Raumtemperatur in
ihrer fliossigen Form vorliegen (Earle und Seddon 2000). Die niedrige
Schmelztemperatur wird durch eine instabile Packung aus einem grof3en
asymmetrischen Kation in Kombination mit einem schwach koordinierenden Anion
erreicht (Dominguez de Maria 2012). lonische Flussigkeiten verfligen Uber einen
vernachldssigbaren Dampfdruck und sind nicht brennbar (Earle et al. 2006).
Aufgrund dieser Eigenschaften gelten sie oft auch als ,griine” Lésungsmittel. Trotz
dieser Vorteile ist der Einsatz ionischer FlUssigkeiten umstritten, da die Frage nach
der Toxizitat nicht umfassend geklart, jedoch fiir einige ionische Flissigkeiten bereits
gezeigt wurde (Quijano et al. 2010). Es wird daran gearbeitet, besonders die
Herstellung ionischer Flussigkeiten umweltvertraglicher zu gestalten (Holbrey et al.
2002; Fukumoto et al. 2005; Morrissey et al. 2009). AuBerdem kann es beim Einsatz
von ionischen Flussigkeiten zu Einflissen kommen, die durch etwaige
Verunreinigungen aus dem Herstellungsprozess verursacht werden und dadurch
nicht reproduzierbar sind (Kohimann und Greiner 2012). Trotz dieser Bedenken ist
ein entscheidender Vorteil, bei der Anwendung von ionischen Flissigkeiten, dass die
physio-chemischen Eigenschaften durch geschickte Kombination und Variation der
lonenpaare verdndert werden kénnen (Cantone et al. 2007). Durch Verknipfung mit
chiralen Komponenten ist es aullerdem mdglich, chirale ionische Flussigkeiten
herzustellen (Kitazume 2001; Zhao et al. 2006; Bica und Gaertner 2008; Prechtl et al.
2009; Olivier-Bourbigou et al. 2010). Das Zusammenbringen chiraler L&sungsmittel
mit chiralen (Bio-)Katalysatoren wird als attraktive Option zur Entwicklung neuer
Ansatze betrachtet (Dominguez de Maria und Maugeri 2011). Diese Mdglichkeiten
der Modulation der Eigenschaften sind in dem MafRe mit organischen Lésungsmitteln
nicht gegeben. Ein weiterer Punkt, warum das Interesse an ionischen Flussigkeiten
stetig wachst, ist das Bestreben, fliichtige organische Lésungsmittel durch die nicht

flichtigen ionischen Flissigkeiten zu ersetzen (van Rantwijk und Sheldon 2007). So

” 35



EINLEITUNG

ist es prinzipiell méglich jedes konventionelle L&sungsmittel durch eine ionische
Flussigkeit zu ersetzen (Plechkova und Seddon 2008).

Bereits 1914 wurde die erste ionische Flussigkeit beschrieben (Walden 1914). Lange
Zeit spater erschien ein Patent, welches von der Zellulosel6slichkeit einiger
Pyridinium-basierter geschmolzener Salze berichtet (Graenacher 1934). In der
Literatur werden drei Generationen unterschieden, die auch den erst spaten Erfolg
der ionischen Flussigkeiten dokumentieren:

lonische Flissigkeiten der ersten Generation (1960-1990) verfigten meist Gber
Kationen, die aus Dialkylimidazolium- oder Alkylimidazoliumderivaten bestanden. Die
Anionen waren oft Chloroaluminate oder andere Metallhalogenidstrukturen. Diese
ionischen Flissigkeiten hatten den Nachteil, sensitiv gegentiber Wasser und Luft zu
sein, was deren Einsatz und Fortschritte in der Anwendung verhinderte (Dominguez
de Maria 2012).

Die zweite Generation von ionischen Flissigkeiten (ab 1990) verflgte Uber schwach
koordinierende Anionen wie BF4 oder PFe¢ und war als deutlicher Fortschritt
gegeniber ionischen FlUssigkeiten der ersten Generation Wasser- und Luft-stabil.
Diese ionischen Flussigkeiten sind Gegenstand vieler grundlegender Forschungen
des letzten Jahrzehnts. Vor allem neue Anwendungen in der Chemie wurden voran-
getrieben. Der kommerzielle Einsatz ionischer Flissigkeiten ist aber immer noch,
wahrscheinlich aufgrund o6konomischer Faktoren, auf Einzelfadlle reduziert
(Dominguez de Maria und Maugeri 2011).

lonische Flissigkeiten der dritten Generation (ab 2000) sollen umweltvertraglicher
sein, da sie aus biologisch abbaubaren natirlichen Basen (z.B. Cholin),
Aminosauren oder Carboxylsduren bestehen (Wilkes 2002; Gorke et al. 2010).

Die in dieser Arbeit eingesetzten ionischen FlUssigkeiten sind in Abbildung 7

dargestellt und gehoéren zu den ionischen Flissigkeiten der zweiten Generation.
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Abbildung 7: In dieser Arbeit verwendete ionische Fliissigkeiten.

Bei den verwendeten Additiven handelt es sich um achirale (IL-1 - IL-10) und chirale

(IL-11 - IL-14) ionischen Flussigkeiten.
3.2.1 lonische Fliissigkeiten in der Biokatalyse

Der erste Einsatz eines Enzyms (Alkalische Phosphatase) in einer ionischen
Flussigkeit (Ethylamoniumnitrat) wurde bereits 1984 beschrieben (Magnuson et al.
1984), stie® jedoch auf wenig Interesse. Erst im Jahr 2000 wurden weitere Einsatze
von Enzymen in ionischen Flissigkeiten publiziert (Erbeldinger et al. 2000; Lau et al.
2000). Es =zeigte sich, dass etwa bei der Synthese von Z-Aspartam durch
Thermolysin in der ionischen Flussigkeit [BMIM][PFs] die Aktivitat, Stabilitdt und
Selektivitdt des Enzyms verbessert werden konnte (Erbeldinger et al. 2000). Auch
der Einsatz ganzer Zellen in ionischen Flissigkeiten wurde erstmals in diesem Jahr
dargestellt (Cull et al. 2000).

Von diesem Zeitpunkt an gab es zahlreiche Publikationen und Patente tGber Enzyme
oder ganze Zellen in ionischen Fllssigkeiten. Sie wurden als Losungsmittel, als
Kosolventien oder als Zusatz zur Verbesserung der Aktivitdt, Stabilitdt oder
Selektivitét eingesetzt. Die meisten dieser Untersuchungen beschéftigen sich mit
dem Einsatz ionischer Flissigkeiten der zweiten Generation, aber auch ionische
Flussigkeiten der dritten Generation finden immer mehr Anklang (Dominguez de

Maria 2012). In den ersten Jahren befasste sich die Forschung verstarkt mit dem

” 37



EINLEITUNG

Einsatz von Hydrolasen in mit ionischen FlUssigkeiten angereicherten Medien
(Kohlmann und Greiner 2012). Es zeigte sich jedoch, dass viele Enzyme in einem
weiten Spektrum an ionischen Flissigkeiten aktiv sind und kaum eine ionische
Flussigkeit vorhanden ist, die von keinem der Enzyme toleriert wird (van Rantwijk et
al. 2003; van Rantwijk und Sheldon 2007).
Die Vorteile, die sich allgemein beim Einsatz von Enzymen in ionischen Flussigkeiten
zeigen, sind nach Moniruzzaman (Moniruzzaman et al. 2010):

- variable chemische Eigenschaften

- in manchen Féllen wird die Prozess- und Thermostabilitét verbessert

- verbesserte Lslichkeit fiir schwer I6sbare Substanzen

- mégliche Anderung der Substratspezifitat

- einfaches Enzymrecycling

- einfache Produktaufarbeitung durch Verdampfung oder Auswaschung mit

unpolaren Lésungsmitteln

- Unterdriickung von wasserabhangigen Seitenreaktionen

- Enzymimmobilisierung in hoch viskosen ionischen Flussigkeiten méglich
Wird der Einfluss ionischer Flissigkeiten auf die Selektivitédt von Biokatalysatoren
betrachtet, sind einige Beispiele zu finden. So konnte die Selektivitat zweier Lipasen
durch die Anwesenheit von ionischen Flissigkeiten um den Faktor 25 gesteigert
werden (Kim et al. 2001) sowie eine Steigerung der Selektivitdt im Vergleich zur
Selektivitdt in organischen L&sungsmitteln erreicht werden (Park und Kazlauskas
2001; Nara et al. 2004). Auch die Stabilitdit der Enzyme kann durch ionische
Flussigkeiten positiv beeinflusst werden, z.B. im Fall von Proteasen, bei denen der
Einfluss der verschiedenen ionischen Fliussigkeiten mit der Hofmeister-Reihe
korreliert (Zhao 2005; Zhao et al. 2006). Beschrieben werden auch Einflisse
ionischer Flussigkeiten auf die Stereoselektivitdt verschiedener Enzyme. Zum einen
finden sich Belege, dass der ee reduziert wird bzw. unbeeinflusst bleibt (Howarth et
al. 2001; Itoh et al. 2004), zum anderen ist auch eine Verbesserung der
Stereoselektivitdt durch Anwesenheit ionischer Flussigkeiten méglich. Besonders fiir
Lipasen scheint durch die Zugabe von ionische Flissigkeiten die Stereoselektivitat
verbessert zu werden (Schofer et al. 2001; Pilissao und Nascimento 2006).
lonische Flussigkeiten missen fur ihren Einsatz an den jeweiligen Prozess
angepasst werden (Ke et al. 1996). Hierbei ist zu beachten, dass der Einfluss von

ionischen Flussigkeiten auf Biotransformationen scheinbar nicht auf eine oder
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wenige Eigenschaften wie etwa logP o0.4. reduziert und erklart werden kann (van
Rantwijk und Sheldon 2007). Aus diesem Grund sind generelle Trends nicht
identifiziert worden (Roosen et al. 2008).

Dennoch werden ionische Flussigkeiten haufig als Kosolventien in wéssrigen
biokatalytischen Prozessen eingesetzt. In vielen Féllen zeigte sich eine bessere
Stabilitdt der Enzyme im Vergleich zu klassischen Kosolventien, wie z.B. DMSO
(Gorke et al. 2010; Moniruzzaman et al. 2010; Dominguez de Maria und Maugeri
2011). Hierbei ist es wichtig anzumerken, dass durch den Einsatz von ionischen
Flussigkeiten in wassrigen Systemen in den meisten Féllen ein Verlust der ionischen
Interaktion einhergeht (Dominguez de Maria 2012).

3.21.1 Einfluss ionischer FlUssigkeiten auf ThDP-abhéngige Enzyme

Bisher wurden die meisten Studien zum Einsatz von unkonventionellen Medien mit
ThDP-abhangigen Enzymen unter Zugabe von organischen L&sungsmitteln
durchgefuhrt (1.3.1.3.1). Nur die PBAL sowie die PpBFDH281A wurden in
Anwesenheit einiger ionischer Flissigkeiten charakterisiert (Kokova 2008). Die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit der PBAL kann durch die ionischen Flissigkeiten
Ecoeng 21M und Ecoeng 1111P bezuglich ihrer Benzoinbildungs-Aktivitat gesteigert
werden, wahrend die Stereoselektivitdt der Benzoinsynthese weder fir die PBAL
noch fir die PpBFDH281A beeinflusst wird. Die Stereoselektivitat fir das HPP-
Produkt wurde sowohl durch die ionischen Flissigkeiten als auch durch organische
Lésungsmittel in der PBAL gesteigert, wohingegen die PpBFDH281A lediglich in
Anwesenheit von ionischen Flissigkeiten selektiver wurde. Der unterschiedliche
Einfluss auf die Stereoselektivitdt der HPP-Produktion wurde durch minimale
strukturelle Unterschiede in der S-Tasche (1.2.4) der Enzyme erklart, welche die

Bindung des Akzeptoraldehyds beeinflussen (Kokova 2008).
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Il. MOTIVATION UND ZIELSETZUNG

Wie in Kapitel | beschrieben, ist es heute mdglich, Enzyme durch eine in vitro
beschleunigte Evolution an einen gewiinschten Prozess anzupassen. Dabei werden
Enzyme auch unter Konditionen eingesetzt, die lange Zeit nicht als optimale Medien
fur Biokatalysatoren galten. Hierzu gehoéren organische Lésungsmittel und ionische
Flussigkeiten. Um Enzyme =zu entwickeln, die an den Einsatz in diesen
unkonventionellen Medien angepasst sind, ist es von entscheidender Bedeutung, die
Einflisse dieser Lésungsmittel in Bezug auf Aktivitat, Selektivitat sowie Stabilitat zu
verstehen. Die biochemischen sowie strukturell gut charakterisierten
Thiamindiphosphat (ThDP)-abhédngigen Lyasen stellen ein geeignetes System fir
umfassende Untersuchungen dar. Bislang fehlt ein globales Verstandnis sowie ein
Erklarungsansatz zum Einfluss unkonventioneller Medien auf diese Enzyme, da sich
initiale Arbeiten zu diesem Thema lediglich auf die Synthese von einzelnen
Produkten mit maximal zwei Vertretern dieser Enzymgruppe beschrankten.

Ziel dieser Dissertation ist es, den Einfluss organischer Lésungsmittel und ionischer
Flussigkeiten auf die bimolekulare Carboligation verschiedener ThDP-abhangiger
Enzyme umfassend zu untersuchen. Der Fokus liegt dabei auf einer mdglichen
Beeinflussung der ausgewahlten Additive hinsichtlich Anderungen der Chemo- und
Stereoselektivitat unter stets gleichbleibenden experimentellen Bedingungen. Hierbei
wurde als Modellreaktion die Carboligation von Benzaldehyd und Acetaldehyd
gewdhlt. Der Vorteil dieser Reaktion ist die mdgliche Synthese von vier
verschiedenen Produkten in jeweils beiden enantiomeren Formen. Je nach
Selektivitdt der Enzyme in wassriger Umgebung erlaubt dieser Ansatz innerhalb der
Chemo- und Stereoselektivitét vielfache Verschiebungen. Das Verhalten von sechs
ThDP-abhéngigen Enzymen in Kombination mit 13 verschiedenen organischen
Ldsungsmitteln und 14 ionischen Flussigkeiten in unterschiedlichen Konzentrationen
wurde mittels instrumenteller Analytik detailliert erforscht.

Die Untersuchungen sollten dazu beitragen, den Einfluss von organischen
Lésungsmitteln und ionischen Flussigkeiten auf ThDP-abhangige Enzyme zu

detektieren, wenn méglich Trends zu identifizieren und diese erklaren zu kénnen.
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lll.MATERIAL UND METHODEN

1 Material

1.1 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Chemikalie ID Bezugsquelle

(2-Hydroxyethyl)trimethyl-

ammonium dimethylphosphat IL-8 [ Solvent innovation (heute Merck Chemicals)

Ammoeng 100 (C1EG) IL-1 | loLiTec lonic Liquids Technologies GmbH
Ammoeng 101 IL-2 | Solvent innovation (heute Merck Chemicals)
Ammoeng 102 (T2EG) IL-3 | loLiTec lonic Liquids Technologies GmbH
Ammoeng 112 (P51P) IL-4 | Evonik Goldschmidt GmbH*

Ecoeng 110 (1-Ethyl-3-

Methylimidazolium IL-5 | Solvent innovation (heute Merck Chemicals)

methansulfonat)
Ecoeng 2111P (1-Ethyl-3-

Methylimidazolium IL-6 | Solvent innovation (heute Merck Chemicals)
dimethylphosphat)

Ecoeng 2122P (1-Ethyl-3-

Methylimidazolium IL-7 | Solvent innovation (heute Merck Chemicals)
diethylphosphat)

Tris-(2-Hydroxyethyl)-
Methylammoniummethylsifat

* Diese ionische Flussigkeit wurde freundlicherweise durch Herrn Dr. Schwab (Evonik Goldschmidt GmbH)
als Muster zur Verfigung gestellt.

IL-9 | Sigma-Aldrich

Alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders
angegeben von den Firmen Fluka (Steinheim, Deutschland, heute Sigma Aldrich
Chemie GmbH), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,

Deutschland) bezogen.
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1.2 Gerite

Tabelle 3: Gerateliste

Gerat Hersteller Bezeichnung

Autoklav Systec Systec DX-65

Dunnschicht- .

chromatographie-Folie Merck DC Kieselgel 60 Fass
Dannschicht- Merck PLC Kieselgel 60 Fs, 0,5 mm

chromatographie-Platte

Faltenfilter

Schleicher & Schill

S&S Faltenfilter, 595%, @ 125 mm

Feinwaage Sartorius Analytic AC 210P
Flussigchromatograph Amersham Biosciences
Fraktionssammler LKB Bromma 2070 ULTRORAC® II

GC-Saule CS Chromatographie FS-Cyclodex beta-I/P

GC-System Agilent Technologies 6890N Network GC system
Gefriertrockner Christ Alpha 2-4

HPLC-Autosampler (achiral) | Dionex ASI-100 Automated Sample Injector
HPLC-Autosampler (chiral) | Dionex GINA 50

HPLC-Degaser (chiral) Gynkotek Degasys DG 1310

HPLC-Detektor (achiral) Dionex uUvD170U

HPLC-Detektor (chiral) Dionex uUvD170U

HPLC-Ofen (achiral)

Thermotechnic Products
GmbH

Column-Thermostat Jetstream Il Plus

HPLC-Ofen (chiral) Jasco
HPLC-Pumpe (achiral) Dionex P680 HPLC Pump
HPLC-Pumpe (chiral) Gynkotek High-precision pump model 480
R ® R ®
HPLC-Saule (achiral) Merck Hibar~ 250-4 LiChrospher~ 100 RP-8

(5 um)

HPLC-Saule (chiral)

Daicel Chemical IND

Chiralpak IC, 4,6 x 250 mmL (5um)

HPLC-Saule (chiral)

Agilent

Chiracel OD-H

Kihlaggregat

Lauda

RC6 CS Lauda

Magnetrihrer

IKA Labortechnik

IKAMAG RET-G

Mikrotiterplatten-
Verschlussfilm

Roth

Rotilabo®-Verschlussfilm fiir
Mikrotiterplatten aus Polyester

Millipore Anlage

Millipore Corporation

Milli-Q

pH-Elektrode

Nordantec GmbH

pH Elektrode pH 0-14, 0-60 °C, 1J44

pH-Meter Metrohm 691 pH Meter
Pipetten Eppendorf Research
PMMA Einmal-Kivetten Brand Plastibrand® 1,5 mL halbmikro

PP-Mikrotiterplatte

greiner bio-one

PP-Microplate, sterile 96 Well, F-
bottom

PS-Mikrotiterplatten

greiner bio-one

96 Well Microplate, PS, F-bottom

Quarzglas Kuvetten Hellma QS 10,00 mm
Quarzglas Mikrotiterplatten [ Hellma QG
Rotationsverdampfer Buchi Rotavapor R-114
Rotationsverdampfer-Bad Bichi Waterbath B-480
Rotationsverdampfer- Biichi Vac® V-513
Vakuumpumpe

Rotor (Hettich Zentrifuge)

Hettich Zentrifugen

4x130 g, RPM 400, 1624

Schittelinkubator

Infors HAT

Multitron Standard
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Gerat Hersteller Bezeichnung
Thermometer Precision Ama-digit ad 15th
UV-Lampe LTF-Labortechnik CN-6
Vakuumpumpe Leybold DIVAC 2.4 L
Zentrifuge Hettich Zentrifugen Universal 32 R

1.3 Puffer

KPi-Puffer (50 mM, pH 7,0)

39 mL KH,PO,4-Stammlésung (0,5 M)

61 mL Ko;HPO4-Stammlésung (0,5 M)

2,5 mM MgSO,
0,1 mM ThDP

KPi-Puffer (50 mM, pH 6,5)

68,5 mL KH,PO,-Stammlésung (0,5 M)

31,5 mL K;HPO,-Stammlésung (0,5 M)

2,5 mM MgSO,
0,1 mM ThDP

50 mM Triethanolamin
2,5 mM MgSO,
0,1 mM ThDP

TEA-Puffer (50 mM)

Alle Puffer wurden mit voll entsalztem und filtriertem Millipore-Wasser auf 1L

aufgefiillt. Der pH-Wert der KPi-Puffer wurde mit Phosphorsaure, der des TEA-

Puffers mit Salzséure eingestellt.

1.4 Enzyme

Alle verwendeten Enzyme waren in der AG Pohl durch vorangegangene Arbeiten

verfligbar (Tabelle 4).

Tabelle 4: Verwendete Enzyme

Enzym Bezugsquelle
ApPDC (Rother et al. 2011)
ApPDCE469G | (Rother et al. 2011)
L/IKdcA (Gocke et al. 2007a)
PBAL (Janzen et al. 2006)
PpBFD (Iding et al. 2000)

PpBFDH281A | (Iding et al. 2000)
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1.5 Computerprogramme

ChemBioOffice 2010 Zeichnung chemischer Formeln und Gleichungen
Microsoft Office 2010 Datenauswertung, Prasentation

Origin 8.5 Datenprasentation

Mestrec23 Analyse von NMR Rohdaten

2 Methoden

2.1 Chemische Methoden
211 Destillation des Benzaldehyds

Bei der Lagerung von Benzaldehyd kann es zur Bildung des Oxidationsprodukts
Benzoesdure kommen. Auch wenn die Aldehydentnahme stets unter Argon
durchgefuhrt worden ist, konnte mittels GC-MS (l11.2.3.4.2) gezeigt werden, dass in
einigen Fallen eine Verunreinigung des Benzaldehyds durch Benzoesaure vorlag.
Vorbeugend wurde das zu verwendende Substrat Benzaldehyd destilliert, um eine
hdéhere Reinheit zu erlangen und keine Nebensubstanzen in die enzymatische
Reaktion einzusetzen. Da Benzaldehyd einen Siedepunkt von 179 °C hat und der der
Benzoesaure bei 250 °C liegt, sind diese Substanzen durch Destillation sehr gut
voneinander zu trennen. Die verunreinigte Benzaldehydlésung wurde in einem
Rundkolben vorgelegt und in einem Olbad erhitzt. Auf dem Rundkolben wurde eine
kurze Vigreux-Kolonne mit Thermometer befestigt. Die Vakuumpumpe wurde vor
dem Ansaugen von Substanzen durch eine Kihlfalle mit Stickstoffkiihlung geschiitzt.
Je nach Starke des Vakuums konnte Benzaldehyd bei einer Kopftemperatur von 60 —
110 °C destilliert werden. Die Reinheit des Destillats wurde durch NMR-Messungen

Uberpriift. Demnach konnte Benzoeséure vollstédndig entfernt werden.
21.2 Léoslichkeit von Benzaldehyd in wassrigem Puffer

Zur Bestimmung der Loéslichkeit von Benzaldehyd in wassrigem Puffer bei niedrigen
Temperaturen wurde bei Raumtemperatur (RT ~ 20 °C) eine 18 mM Benzaldehyd-
I6sung in TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQ,4, 0,1 mM ThDP, pH 7,5) hergestellit.
Diese Loésung wurde auf zwei Eppendorff-Reaktionsgefalte aufgeteilt. Ein Ansatz
wurde bei Raumtemperatur, der zweite bei 5 °C im Kuhlschrank fir 24 h inkubiert.

Um eventuelle Mikrotropfen von ungelostem Benzaldehyd pelletieren zu kdnnen,

44 ”



MATERIAL UND METHODEN

wurden beide Proben nach Inkubation zentrifugiert und zigig 200 yL aus dem
oberen Flussigkeitsbereich entnommen. Im Anschluss daran wurden die beiden
Lésungen gut durchmischt und erneut 200 pL entnommen. Diese vier Proben wurden
auf der achiralen HPLC (ll1.2.3.3.1) vermessen, um festzustellen, ob sich die
Loslichkeit bei Raumtemperatur und 5 °C unterscheidet. Ein Léslichkeitsunterschied

konnte nicht festgestellt werden.
2.1.3 Léoslichkeit organischer L6sungsmittel in wassrigem Puffer

Die Lé&slichkeitsgrenzen, gerade fiur die nicht vollstédndig mit Wasser mischbaren
organischen L&sungsmittel, wurden im Vorfeld fir die Mischung mit Puffer
untersucht. Dazu wurden fiir jedes Lo&sungsmittel Konzentrationsreihen mit
steigendem Ldsungsmittelanteil in KPi-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO4, 0,1 mM
ThDP, pH 7,0) und TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,4, 0,1 mM ThDP, pH 8,0)
hergestellt. Basierend auf den maximalen L&slichkeiten, der nicht vollstandig
mischbaren organischen L&sungsmittel in reinem Wasser wurden sinnvolle
Konzentrationsreihen der L&ésungsmittel in Puffer hergestellt. Fir die in reinem
Wasser vollstédndig mischbaren Lésungsmittel wurden Volumenanteile von 10, 50
und 95 % (v/v) angesetzt. Jeder Ansatz wurde griindlich gemischt und flr
mindestens 16 h bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die verschiedenen
Ansatze visuell auf Zweiphasigkeit Uberprift und ggf. weitere eingrenzende

Konzentrationsreihen zur Bestimmung der Léslichkeit erstellt.
2.1.4 Dichtebestimmung der organischen Lésungsmittel/ Wasser-Gemische

Fir die computergestitzte Modellierung der Carboligation ausgewahlter ThDP-
abhéngiger Enzyme (11.2.4.2) musste die Dichte der L&sungsmittelgemische der
organischen Ldésungsmittel mit wassrigem Puffer bestimmt werden. Dazu wurden die
Gewichte der Mischungen mittels einer Analysenwaage und das Volumen der
Mischung in einem Standzylinder bestimmt, um die Dichte als Masse/Volumen

berechnen zu kdénnen.
2.1.5 Bestindigkeitsstudien von Kunststoffen gegeniiber Additiven

Um Hochdurchsatzanalytik in Mikrotiterplatten durchfihren zu kdnnen, wurde die
Bestandigkeit von Kunststoff-Mikrotiterplatten (96-well, greiner bio-one) aus

Polystyrol (PS) wund Polypropylen (PPL) gegenliber allen eingesetzten
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Lésungsmitteln untersucht. Hierfir wurden in je 8 Vertiefungen (wells) 100 pL reines
Lésungsmittel pipettiert und die Mikrotiterplatten mit Verschlussfilm (Roth) aus
Polyester abgedichtet. Obwohl nicht angenommen wurde, dass diese Folien alle
Ldésungsmittel zurlickhalten, wurde erprobt, inwieweit sie sich eignen, um die
Verdunstung der Lésungsmittel zu reduzieren. Es folgte eine Inkubation von
mindestens 16 h bei 30 °C. Waren beide Plattenarten nicht bestédndig gegeniiber den
Lésungsmitteln konnten Mikrotiterplatten aus Quarzglas eingesetzt werden. Letztere
sind Lésungsmittel-stabil, missen aber nach jedem Test gereinigt werden, weshalb
Mikrotiterplatten aus Plastik, wenn mdglich, zu bevorzugen sind.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Bestdndigkeit von Mikrotiterplatten aus Polypropylen (PPL) und Polystyrol (PS)
gegeniiber organischen Losungsmitteln. Inkubation fur mind. 16 h bei 30 °C, Einsatz von reinem
Lésungsmittel. - : keine Besténdigkeit, +: Besténdigkeit, n.b.: nicht bestimmt

Bestandigkeit (bei 30 °C) gegenulber
PS PPL

1,4-Dioxan -
Aceton -
Dichlormethan (DCM) -
Diisopropylether (DIPE)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol (EtOH)
Ethylacetat (EtOAc) -
Isopropanol (iProp)
4-Methyl-pentan-2-on (MIBK) -
tert-Butylmethylether (MTBE) -
Trichlormethan (TCM) -
Tetrahydrofuran (THF) n.b.
2-Methyltetrahydrofuran (MTHF) [n.b.

L&sungsmittel

+ |+ [

+

]+

Der Einsatz von PS-Mikrotiterplatten war nur in Kombination mit den Lésungsmitteln
Ethanol (EtOH), DMSO und Isopropanol (iProp) mdglich. Alle anderen Lésungsmittel
konnten in PPL-Mikrotiterplatten verwendet werden. Fir den langeren Einsatz von
Lésungsmitteln wie Diisopropylether (DIPE) standen zudem Mikrotiterplatten aus
Quarzglas zur Verfigung. Obwohl die getesteten PPL-Platten Gber 16 h stabil waren,
garantiert der Hersteller keine Besténdigkeit gegentber diesem Ldsungsmittel.

Die eingesetzten ionischen Flussigkeiten (Abbildung 7) konnten alle in Kombination

mit den einfachen PS-Mikrotiterplatten verwendet werden.
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2.1.6 Herstellung gesittigter L6sungen mit organischen Lésungsmitteln

Fir die Herstellung gesattigter Lésungen von Puffer und organischem Lésungsmittel
wurden Puffer und Lésungsmittel in einem Scheidetrichter kraftig durchmischt. Nach
der Phasentrennung wurden beide Phasen separat aufgefangen. Die entstandene

Interphase wurde verworfen.
2.1.7 Trocknung von Losungsmitteln und Syntheseprodukten

L&sungsmittel nehmen bei ldngerem Kontakt mit der Luft geringe Anteile an Wasser
auf und missen daher je nach Anwendungsanforderungen getrocknet werden. Um
dies zu erreichen, wurde Natriumsulfat (oder Magnesiumsulfat) zu der zu
trocknenden Flussigkeit gegeben und ca. 30 min in einem verschlossenen
Glaskolben gerihrt. Mit Hilfe eines Faltenfilters wurde das Trocknungsmittel
abgetrennt. Im Falle der Trocknung von Syntheseprodukten, wurde das
Trocknungsmittel im Anschluss nochmals mit wasserfreiem Ldsungsmittel

nachgewaschen, um die Produktausbeute bei der Aufarbeitung zu erhéhen.
2.1.8 Abtrennen von Lésungsmitteln mittels Rotationsverdampfer

Organische Lésungsmittel aus verschiedenen Ansatzen, z.B. bei der Herstellung der
Referenzprodukte  (I11.2.1.11) wurden mittels Rotationsverdampfer unter
vermindertem Druck (MTBE bei 560 mbar und 40 °C, Cyclohexan bei 235 mbar und
40 °C, DCM bei atmospharischem Druck und 40 °C) entfernt. Sollte die Probe nicht
nur von ihrem Volumen her eingeengt, sondern vollstédndig getrocknet werden (wie
im Falle der HPP (111.2.1.11.2, 1ll.2.2.5)- oder PAC (l11.2.1.11, 111.2.2.6)- Reinigung),
so wurde im Anschluss fir mehrere Stunden mit maximalem Vakuum (ca.

10-20 mbar bei 40 °C) Lésungsmittel entzogen.
2.1.9 Karl-Fischer-Titration

Zur Bestimmung des Wassergehalts von ionischen Flussigkeiten wurde eine Karl-
Fischer-Titrationsanlage (665 Dosimat, 718 STAT Titrino, 728 Stirrer) der Firma
Metrohm (Filderstadt, Deutschland) verwendet. Die beiden L&sungen zur
Bestimmung des Wassergehalts waren ,Hydranal Solvent® und ,Hydranal Composite

2“ der Firma Riedel-de Haén (Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH).
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Die chemische Grundlage dieser Messung ist die Reduktion von lod (gelbrot) zu
lodid (farblos). Wasser wird fiir diese Reduktion gebraucht und lod wird nur reduziert,
solange Wasser vorhanden ist. Diese Reduktion kann elektrochemisch erfasst
werden. Durch die Menge der zugegebenen lodlésung, welche hinzu titriert wird
solange Wasser vorhanden ist, kann auf die Aquivalente an Wasser geschlossen
werden, die sich in der eingespritzten Lésung befanden. Durch Bestimmung des

Gewichts der zu testenden Lésung kann der Wassergehalt in % berechnet werden.

2.1.10 Schnelltest zur Bestimmung der Carboligaseaktivitat (TTC-Test)

TTC-Lésung (10 ml; 0,4 % (w/v)) 10mg TTC
2,5 mL 70 % (v/v) EtOH,ps.
7,5mL 1 M NaOHg

Der 2,3,5-Triphenyltetrazolimchlorid (TTC)-Test (Breuer et al. 2002; Muller et al.
2009) ist ein Schnelltest zur Untersuchung der Carboligaseaktivitdt. Mittels eines
Farbumschlags des Redoxfarbstoffs TTC von farblos zu rosa bis rot in Gegenwart
von 2-Hydroxyketonen kdnnen letztere spezifisch nachgewiesen werden. Das TTC
wird unter Aufnahme von zwei Elektronen und einem Proton zu 1,3,5-
Triphenylformazan reduziert. Hierdurch wird der Tetrazoliumring geéffnet, was mit

einer Verschiebung des Absorptionsmaximums (auf 510 nm) einhergeht (Abbildung

' e
OO v OnO
N

2,3,5-Triphenyltetrazolimchlorid 1,3,5-Triphenylformazan

Abbildung 8: Reaktionsschema des TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid)-Tests. 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid wird in Anwesenheit von 2-Hydroxyketonen zu 1,3,5-Triphenylformazan
reduziert. 2-Hydroxyketone werden dabei zu Diketonen oxidiert.

Der TTC-Test wurde in Mikrotiterplatten durchgefuhrt. Fir 100 yL enzymatische
Testlésung (0,1 - 0,4 mg/mL Endkonzentration im Test) wurden 40 pL der basischen
TTC-Lésung verwendet. Entsprechend der Menge an entstandenem Produkt zeigt

sich eine mehr oder weniger intensive Rotfarbung. Es handelt sich bei diesem Test
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um eine Endpunktbestimmung, mit der lediglich die Bildung von 2-Hydroxyketonen
nach einer bestimmten Reaktionszeit nachgewiesen werden kann. Es kann keine
Aussage Uber Produktmischungen, die Konformation der gebildeten Produkte bzw.
deren Stereochemie gemacht werden.

Zur Dokumentation wurden unmittelbar nach Zugabe der TTC-Lésung Fotos
angefertigt bzw. die Mikrotiterplatte gescannt. Entsprechendes wurde nach einer,

funf und zehn Minuten wiederholt.
2.1.11 Synthese von Referenzprodukten

2.1.11.1 Reinigung von (R)-PAC aus einer Hefefermentation

Laufmittel 90 % (v/v) Cyclohexan
10 % (v/v) Ethylacetat

In der Firma BASF wurde das 2-Hydroxyketon Phenylacetylcarbinol (PAC) mittels
Hefefermentation synthetisiert. Diese Probe enthielt neben PAC zuséatzliche
Verunreinigungen von HPP, Benzaldehyd, Benzylalkohol, Benzoesaure und Benzoin,
weshalb eine Reinigung unumganglich war.

Um die Benzoesaure von den anderen Komponenten zu trennen, wurde die Probe
zundchst basisch extrahiert. Dazu wurden 10 mL der BASF-Probe in 15 mL
Dichlormethan (DCM) gel6st und gegen 120 mL gesattigte Natriumhydrogen-
carbonatlésung extrahiert. Die organische Phase wurde gesammelt und die wéssrige
weitere viermal mit je 15 mL DCM extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden mit Wasser und gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen. AnschlielRend
wurde die organische Phase lber Natriumsulfat getrocknet (I11.2.1.7), um dann unter
vermindertem Druck eingeengt zu werden (111.2.1.8).

Im Anschluss wurde eine Destillation durchgefihrt, um Benzaldehyd und den
Benzylalkohol zu entfernen. Mit dem Destillationsriickstand wurde anschlief3end eine
sdulenchromatographische Reinigung vorgenommen (I11.2.3.2). In diesem Schritt
wird Benzoin von dem gewilinschten PAC abgetrennt (Petrolether/ Ethylacetat
90:10).
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21.11.2 Synthese von racemischem HPP

Nach dem Protokoll von Chen et al. wurde racemisches HPP synthetisiert (Chen et
al. 2008). Abweichend von diesem Protokoll wurde das Rohprodukt durch Séaulen-
chromatographie (111.2.3.2, Petrolether/Ethylacetat = 90:10) gereinigt. Das so aufge-
arbeitete 2-Hydroxyketon konnte mit einer Ausbeute von 31 % gewonnen werden
(Sehl et al. 2012).

21.11.3 Zugang zu Acetoin und Benzoin

Die beiden Selbstligationsprodukte Acetoin und Benzoin sind kommerziell erhaltlich
(Sigma Aldrich).

2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.21 Aufschluss von E. coli Zellen

Vor der Reinigung rekombinanter Proteine (111.2.2.3) mussten die fermentierten
Zellen (aus friheren Arbeiten vorhanden, Kultivierung und Reinigung: PfBAL
(Schwarz 2011), PpBFD/PpBFDH281A (lding et al. 2000), LIKdcA (Gocke et al.
2007a), ApPDC/ApPDCE469G (Rother et al. 2011)) des gewinschten Enzyms
aufgeschlossen werden. Es wurden ca. 15 g Zellen fur eine Reinigung verwendet.
Dazu wurde eine 10 — 20 %ige Suspension in Kpi-Puffer hergestellt und unter
Rihren geldst. Anschlielend folgte eine 30-minltige Inkubation mit 1 mg/mL
Lysozym unter Riihren auf Eis. Daran schloss sich die Ultraschallbehandlung an. Die
Zellsuspension wurde 4 x 5 min (Sonotrode SD14) mit je 5 min Pause auf Eis
beschallt. Alternativ wurde eine Durchflusszelle verwendet, welche kontinuierlich
beschallt werden konnte.

Im Anschluss wurde der enzymhaltige Rohextrakt durch Zentrifugation (45 min,
18000 Upm, 4 °C, SS34) von den Zelltrimmern getrennt.

2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (nach Bradford, 1976)

Lésungen Coomassie Brilliant Blau G250 100 mg/L
Ethanol p.a. 50 mL/L
Phosphorséure (85 %) 100 mL/L
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Fir einen Liter Lésung wurden 100 mg Coomassie Brilliant Blue G250 in 50 mL
EtOH gelést. Nach Zugabe von 100 mL Phosphorsaure, rihrte die L&sung
mindestens 1 h. Anschliellend wurde die Mischung mit Wasser auf 1 L aufgefullt und
aufgekocht. Nach der Filtration der Bradford-Lésung, konnte sie im Dunkeln gelagert
oder verwendet werden.

Die Proteinkonzentration einer unbekannten Probe wurde relativ zum Proteingehalt
bekannter Proben mit Rinderserumalbumin (BSA) bestimmt. Hierfir wurde zunachst
eine Kalibriergerade mit BSA aufgenommen.

Anhand der Absorptionen der unbekannten Probe mit der Bradford-Losung kann der

Proteingehalt tiber die Geradengleichung der Kalibriergerade bestimmt werden.
2.2.3 Reinigung von rekombinanten Proteine

2.2.31 Immobilisierte Metallchelat-Affinitdtschromatographie (IMAC, Porath et
al. 1975; Sulkowski 1985)

NiZ“NTA-Reinigung  ApPDC/ApPDCE469G (pH 6,5)
PpBFD/PpBFDH281A (pH 6,5)
LIKdcA (pH 6,5)
PMAL (pH 6,5)

Aufschlusspuffer 50 mM Kaliumphosphatpuffer (Kpi-Puffer)
0,1 mM Thiamindiphosphat (ThDP)
2,5 mM Magnesiumsulfat

Aquilibrierungspuffer 50 mM Kpi-Puffer

Waschpuffer 50 mM Kpi-Puffer
50 mM Imidazol

Elutionspuffer 50 mM Kpi-Puffer

250 mM Imidazol
Unabhédngig von dem benétigten pH-Wert wurde der Elutionspuffer auf einen Wert von pH 7,5
eingestellt, um das Imidazol zu deprotonieren und eine bestmdgliche Verdrangung des Zielproteins
aus der Ni?*-NTA-Matrix zu erreichen.
Entsalzungspuffer 10 mM Kpi-Puffer

0,1 mM ThDP

2,5 mM Magnesiumsulfat

Alle Puffer wurden Uber eine Vakuumpumpe (limvac) sterilfiltriert (0,2 ym

Membranfilter, Sartorius) und in einem Ultraschallbad (15 min) entgast. Alternativ
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wurden einige Puffer durch Sattigung mit Argon entgast. Durch die Filtration und die
Entgasung wurden kleine Partikel und Luftblasen entfernt, die sich im
chromatographischen System festsetzen, die Detektion behindern und das S&ulen-
material verunreinigen kénnten.

Zu Beginn einer Reinigung wurde die Ni**-NTA-S&ule (~35 mL, Ni-NTA Superflow,
Qiagen) mit Aquilibrierungspuffer gespiilt. AnschlieRend wurde der Rohextrakt
mithilfe eines Superloops aufgetragen. Nach Bindung des Zielproteins an die Ni2*-
NTA-Matrix konnten ungebundene Proteine mit Aquilibrierungspuffer ausgewaschen
werden (Durchlauf). Durch die sich anschlieRende Elution mit Waschpuffer incl.
geringer Imidazolkonzentration (50 mM) wurden unspezifisch gebundene Proteine
eluiert. Die gebundenen Proteine wurden mit Elutionspuffer (250 mM Imidazol) von
der Matrix verdrangt. An diese Reinigung schloss sich eine Entsalzung durch
Grofienausschlusschromatographie an, um das Imidazol aus der Proteinfraktion zu

entfernen.
2.23.2 Entsalzung des Eluats nach IMAC

Zur Entsalzung des Eluats aus der IMAC wurde eine Sephadex® G-25-Saule (GE
healthcare) verwendet. Die Saule wurde mit zwei Saulenvolumen Entsalzungspuffer
aquilibriert. Nach dem Auftrag der Probe wurde bis zur Elution des Proteins mit
Entsalzungspuffer gespilt. Die zurlickgehaltenen Salze konnten anschlieRend
alternativ zum Puffer auch durch 20 % (v/v) Ethanoliecn. eluiert werden, um die Saule
simultan zu konservieren.

Alternativ zur Entsalzung Uber die GréRenausschlusschromatographie wurde die
Ultrafiltration mithilfe einer Amiconzelle (amicon Millipore) durchgefiihrt. Hierbei wird
das Zielprotein durch eine Membran passender PorengréRe (z.B. 30 kDa
Ausschlussvolumen. Das kleinste verwendete Enzym L/KdcA hat ein Molekular-
gewicht von 146 kDa) zuriickgehalten und durch Austausch der Pufferlésung und

anschlieflender Volumenreduktion schrittweise verdiinnt und damit entsalzt.
2.2.4 Gefriertrocknung und Lagerung von gereinigten Proteinen

Fur die Gefriertrocknung wurde die gereinigte und entsalzte Proteinfraktion
(Konzentration bis max. 1,0 mg/mL) in einer flachen Glasschale bei -20°C
eingefroren (Fillhéhe max. 2 cm). Die Probe musste beim Einbringen in die

Gefriertrocknung vollstandig gefroren sein, damit das Wasser, welches entzogen

52 ”



MATERIAL UND METHODEN

werden sollte, vollstdndig sublimieren konnte, ohne vorher zu schmelzen. Fir
gewdhnlich dauerte die Gefriertrocknung ca. 48 h. AnschlieBend wurde das
Lyophilisat bei -20 °C gelagert. Der Proteingehalt betrug je nach Enzym und
Reinigung 10 — 40 %.

2.2.5 Enzymatische Synthese von (S)-HPP durch PpBFDwt

Syntheseansatz (15 ml) 18 mM Acetaldehyd
18 mM Benzaldehyd
KPi-Puffer 50 mM, 2,5 mM MgSQ,, 0,1 mM ThDP, pH 6,5

30 % (v/v) DMSO
15 + 10 mg Enzym-Lyophilisat
Reaktionszeit ca.18 h

Bedingungen 30 °C bei 110 Upm schutteln

Alternativ zur chemischen Synthese von HPP (111.2.1.11.2) wurde auch ein
enzymatischer Ansatz zur Produktion dieses 2-Hydroxyketons durchgefihrt, um
enantiomerenreines (S)-HPP zur Etablierung der chiralen Produktanalytik zu
erhalten.

Acetaldehyd und Benzaldehyd wurden in 4,5 mL DMSO gel6st (Endkonzentration
18 mM). AnschlieBend wurde die Lésung mit KPi-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQ,,
0,1 mM ThDP, pH 6,5) auf 15 mL aufgefillt. Nach Zugabe von 15 mg Enzym-
Lyophilisat erfolgte eine Inkubation fiir mindestens 18 h bei 30 °C und 110 Upm.
Nach etwa 10 h wurden noch mal 10 mg Lyophilisat hinzugegeben.

Die Extraktion des gebildeten (S)-HPPs erfolgte mit Ethylacetat. Der Ansatz wurde
1 min grindlich gemischt und anschlieRend zentrifugiert. Dieser Schritt wurde
zweimal wiederholt und die organischen Phasen vereint. AnschlieBend wurde das
Ethylacetat bei vermindertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt (111.2.1.8,
240 mbar, 40 °C). Die Trennung der geldsten Substanzen erfolgte entweder durch
praparative DuUnnschichtchromatographie (I11.2.3.1.2) oder durch S&ulenchromato-
graphie (111.2.3.1.2).
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2.2.6 Enzymatische Synthese von (S)-PAC durch ApPDCE469G

Syntheseansatz (15 ml) 18 mM Acetaldehyd
18 mM Benzaldehyd
KPi-Puffer 50 mM, 2,5 mM MgSQ,, 0,1 mM ThDP, pH 6,5

30 % (v/iv) DMSO
15 + 10 mg Enzym-Lyophilisat
Reaktionszeit ca.18 h

Bedingungen 30 °C bei 110 Upm schutteln

(S)-PAC wurde zur Etablierung der chiralen Produktanalytik mit der ApPDCE469G
Variante hergestellt. Die Produktaufarbeitung erfolgte analog der Reinigung von (S)-
HPP (111.2.2.5).

2.2.7 Carboligaseaktivitits-Screening
2271 Einfluss organischer Lésungsmittel auf den TTC-Schnelltest

Bevor die verschiedenen Enzyme im TTC-Schnelltest (111.2.1.10) unter Einfluss
organischer L&sungsmittel untersucht werden konnten, musste der Einfluss des
jeweiligen L&ésungsmittels auf den Farbumschlag untersucht werden. Die
Nachweisgrenzen fir die mdglichen Produkte wurden hierzu unter Einfluss der

Lésungsmittel bestimmt (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Einfluss organischer Losungsmittel auf den TTC-Test. Angegeben sind die
Nachweisgrenzen der vier Carboligationsprodukte (Acetoin, Benzoin, PAC, HPP) in Gegenwart
verschiedener Losungsmittel. Fir die mit Wasser mischbaren Lésungsmittel ist jeweils der 50 %ige
Anteil und das reine Lésungsmittel (100 % oLM) angegeben. Im Fall der nicht vollstdndig mischbaren
Lésungsmittel wurden I6sungsmittelgeséattigte Puffer (ges.) und puffergesattigte Losungsmittel (ges K.
/T.) hergestellt. Alle Grenzen wurden in Kpi (K, 50 mM, pH 7,0, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP) und
TEA-Puffer (T, 50 mM, pH 8,0, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP) bestimmt. n.b.: nicht bestimmt; oLM:
organisches Losungsmittel; ges.: gesattigt.

Lésungsmittel Puffer mit oLM (% (v/v)) f‘;ﬁ?m I(an,r\}lz)om Fnt?l\(i) ?r:l\ljl))
KPi (0 %) 0,25 0,25 025 |nb.
Puffer
TEA (0 %) 0,25 0,25 n.b. n.b.
Kpi (50 %) 0,25 0,25 025 |nb.
1,4-Dioxan TEA (50 %) 0,25 0,25 n.b. n.b.
100 % oLM n.b. n.b. 025 |05
Kpi (50 %) 0,25 0,25 025 |n.b.
Aceton TEA (50 %) 0,25 0,25 n.b. n.b.
100 % oLM 0,25 0,05 0,05 0,05
Dimethylsulfoxid Kpi (50 %) 0,25 0,05 025 0,05
TEA (50 %) 0,25 0,05 n.b. n.b.
(DMSO) 8
100 % oLM n.b. n.b. n.b. n.b.
Kpi (50 %) 0,25 0,25 025 |nb.
Ethanol TEA (50 %) 0,25 0,25 n.b. n.b.
100 % oLM 0,05 0,05 025 0,25
Kpi (50 %) 0,25 0,25 025 |nb.
Isopropanol TEA (50 %) 0,25 0,25 n.b. n.b.
100 % oLM 0,05 0,05 025 |05
Kpi (ges.) 0,25 0,5 025 |nb.
. oLM (ges.K)* 0,25 0,05 n.b. n.b.
Dichlormethan TEA (ges.) 0,25 05 nb. | nb.
oLM (ges.T)? 0,25 0,5 n.b. n.b.
Kpi (ges.) 0,25 0,5 0,25 n.b.
; oLM (ges.K)’ 0,25 0,5 025 |nb.
Diisopropylether TEA (ges.) 0,25 05 nb. | nb.
oLM (ges.T)? 0,25 0,5 n.b. n.b.
Kpi (ges.) 0,5 0,5 0,25 n.b.
oLM (ges.K)? 0,5 0,5 n.b. n.b.
Ethylacetat TEA (ges.) 05 05 nb. |nb.
oLM (ges.T)? 0,5 0,5 n.b. n.b.
Kpi (ges.) 0,25 0,5 025 [nb.
4-Methyl-pentan-2-on | oLM (ges.K)2 0,25 n.b. n.b. n.b.
(MIBK) TEA (ges.) 0,25 0,5 n.b. n.b.
oLM (ges.T)? 0,25 n.b. n.b. n.b.
Kpi (ges.) 0,25 0,5 0,25 n.b.
tert-Butylmethylether | oLM (ges.K)? 0,25 n.b. 025 |n.b.
(MTBE) TEA (ges.) 0,25 0,5 n.b. n.b.
oLM (ges.T)? 0,25 n.b. n.b. n.b.
Kpi (ges.) 0,25 0,25 025 |nb.
. oLM (ges.K)* 0,25 n.b. 025 |nb.
Trichlormethan TEA (ges.) n.b. 0,25 nb. | nb.
oLM (ges.T) n.b. n.b. n.b. n.b.

7100 % DMSO n.b., da der TTC-Test ab einer Konzentration von 80 vol% DMSO nicht mehr aussagekréftig ist.
2 2-Phasigkeit nach Zugabe der TTC-L6sung
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Die unteren Nachweisgrenzen fiir die méglichen Carboligationsprodukte und somit
die Testsensitivitdten werden durch die organischen Lésungsmittel beeinflusst. Eine
Erniedrigung der Nachweisgrenze trat nicht auf, jedoch kam es in zahlreichen Féllen
zu einer Erhéhung der Detektionsgrenze (z.B. durch Ethylacetat fiir Acetoin). Diese
Erhéhung fiel allerdings so gering aus, dass der TTC-Test dennoch in Anwesenheit
aller Losungsmittel durchgefihrt werden konnte. Die einzige Ausnahme bildete
DMSO; hier zeigte sich ab einer Konzentration von 80 vol% eine deutliche
Beeinflussung des Tests. Da dieses Ldsungsmittel allerdings nur bis zu einer
Konzentration < 50 vol% eingesetzt wurde, stellte auch dies kein Problem dar. Der
Vollstdndigkeit halber wurden auch die nicht komplett mit Wasser mischbaren
Lésungsmittel in ihrer héchsten, mdglichen Konzentration auf Testkompatibilitat
untersucht (hierbei handelt es sich um die mit Puffer gesattigt Losungsmittel, Tabelle
6, ,ges. K* (mit Kpi-Puffer) und ,ges. T* (mit TEA-Puffer)). Hier zeigte sich allerdings
in allen Fallen eine zweite Phase nach Zugabe der TTC-Losung. Tatsachlich

eingesetzt in den enzymatischen Test werden diese Konzentrationen jedoch nicht.
22.7.2 Einfluss achiraler ionischer Flussigkeiten auf den TTC-Schnelltest

Neben den organischen L&sungsmitteln wurde auch der Einfluss ionischer
Flussigkeiten auf den TTC-Test untersucht. In diesem Fall wurde allerdings auf den
testweisen Einsatz der gemischten Carboligationsprodukte HPP und PAC verzichtet.
AuRerdem wurden die Analysen lediglich in KPi-Puffer durchgefiihrt, da sich fiir die
organischen L&sungsmittel gezeigt hatte, dass der Puffer keinen Einfluss auf den
TTC-Test hat (Tabelle 6). Die Ergebnisse zur Verschiebung der Nachweisgrenzen fur

Benzoin und Acetoin sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
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Tabelle 7: Einfluss ionischer Flussigkeiten auf den TTC-Test. Angegeben sind die
Nachweisgrenzen der zwei Carboligationsprodukte (Acetoin, Benzoin) unter Einfluss verschiedener
ionischer Flussigkeiten. Alle Messungen erfolgten in Kpi-Puffer (50 mM, pH 7,0, 2,5 mM MgSQ,,
0,1 mM ThDP). Die kleinen und chiralen ionischen Flissigkeiten (Abbildung 7, IL-10, IL-11/-12, IL-13/-
14) wurden erst im spéateren Verlauf der Arbeit aufgenommen und hier nicht mitgefthrt.

lonische Flissigkeit Puffer mit IL [ Acetoin Benzoin
(% (WiV)) (mM) (mM)
Puffer KPi (0 %) 0,25 0,25
Ammoeng 100 (IL-1) KPi (9 %) 0,1 0,1
Ammoeng 101 (IL-2) KPi (9 %) 0,25 0,1
Ammoeng 102 (IL-3) KPi (9 %) 0,1 0,1
Ammoeng 112 (IL-4)’ KPi (9 %) 1 0,5
Ecoeng 110 (IL-5) KPi (9 %) 1 0,25
Ecoeng 2111P (IL-6) KPi (9 %) 1 0,25
Ecoeng 2122P (IL-7) KPi (9 %) 1 0,25
IL-8 KPi (9 %) 1 0,25
IL-9 KPi (9 %) 5 0,5

TAmmoeng 112 (IL-4) bewirkt deutliche Hintergrundfarbung des TTC-Tests

Die Sensitivitdt des TTC-Tests wurde in Gegenwart verschiedener ionischer
Flussigkeiten deutlich beeintrachtigt. Besonders die ionische Flissigkeit IL-9 erhéhte
die untere Nachweisgrenze von Acetoin auf 5 mM. Zusétzlich zur Erhéhung der
Nachweisgrenze, zeigte eine der ionischen Flissigkeiten (Ammoeng 112 (IL-4)) eine
Hintergrundfarbung. Diese beiden ionischen Flussigkeiten reduzierten das
Tetrazoliumsalz bereits ohne Zugabe von 2-Hydroxyketonen leicht bis mittelstark
(Tabelle 7). Um Farbumschlage nicht mit enzymatischen Umsétzen zu verwechseln,
wurde darauf geachtet, dass bei der Verwendung von ionischen Flussigkeiten im

TTC-Test stets eine Kontrolle ohne Zugabe von 2-Hydroxyketonen mitgeflihrt wurde.

2273 TTC-Schnelltest der Carboligation mit organischen Lésungsmitteln

Substrate 18 mM/180 mM Acetaldehyd

18 mM Benzaldehyd

18 mM/180 mM Acetaldehyd + 18 mM Benzaldehyd
Puffer KPi-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP, pH 7)

TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSOy, 0,1 mM ThDP, pH 8)
Organische Lésungsmittel 0,5—50 % (v/v)

Enzymkonzentration 0,1 — 0,4 mg/mL nach Bradford
Reaktionszeit ca.18 h
Bedingungen 30 °C bei 50 Upm schutteln, Mikrotiterplatte (PS/PP/Quarzglas) mit 96

Vertiefungen
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Zur Untersuchung des Einflusses der organischen L&sungsmittel auf die Carboli-
gaseaktivitdt der verschiedenen ThDP-abhdngigen Enzyme in einem TTC-Schnell-
test (111.2.1.10) wurden geeignete Mikrotiterplatten (Materialauswahl je nach
Lésungsmittelbestandigkeit) mit 96 Vertiefungen verwendet. Die L&sungsmittel-
gemische wurden mit KPi-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP, pH 6,5)
und TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSOQOy, 0,1 mM ThDP, pH 6,5) angesetzt. In jede
Vertiefung wurden 50 uL Enzymlésung (Endkonzentration im Test: 0,1 — 0,4 mg/mL)
und 50 yL Substratlésung pipettiert. Es wurden Substratldsungen in einer
Endkonzentration von 18 mM/180 mM Acetaldehyd (zur Analyse der Selbstligation
des Acetaldehyds zu Acetoin), 18 mM Benzaldehyd (zur Analyse der Selbstligation
des Benzaldehyds zu Benzoin) sowie einem Gemisch aus 18 mM/180 mM
Acetaldehyd und 18 mM Benzaldehyd zugesetzt.

Die Ansatze der Lésungsmittel, welche in jedem Verhaltnis mit KPi-Puffer bzw. TEA-
Puffer mischbar sind, enthielten 10, 20, 30, 40 und 50 % (v/v) Lésungsmittel. Die
Ansatze der Lésungsmittel, welche nicht in jedem Verhaltnis mit KPi-Puffer bzw.
TEA-Puffer mischbar sind, enthielten den Lésungsmittelanteil der L&slichkeitsgrenze
in Puffer. Als Referenz dienten Anséatze mit reinem Puffer und zur Kontrolle Ansétze
ohne Substratzugabe.

Nach einer Inkubation der Mikrotiterplatte von ca. 18 h bei 30 °C und 50 Upm wurden
die gebildeten 2-Hydroxyketone durch Zugabe von 40 pyL basischer TTC-L&sung

(111.2.1.10) nachgewiesen.
2274 TTC-Schnelltest der Carboligation mit ionischen Fliissigkeiten

Substrate 18 mM/180 mM Acetaldehyd
18 mM Benzaldehyd
18 mM/180 mM Acetaldehyd + 18 mM Benzaldehyd

Puffer KPi-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP, pH 7)
TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP, pH 8)

lonische Fliissigkeiten 1-9% (w/v)1

Enzymkonzentration 0,1 - 0,4 mg/mL nach Bradford

Reaktionszeit ca.18 h

Bedingungen 30 °C bei 50 Upm schiitteln, Mikrotiterplatte (PS) mit 96 Vertiefungen

! Aufgrund von vorangegangenen Studien (Magnuson et al. 1984; Dreyer und Kragl 2008; Kohlmann
et al. 2009) war fiur die ionischen Flissigkeiten ein Einsatz bis zu einer Konzentration von 9 % (w/v)
angedacht.
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Um den Einfluss ionischer Flissigkeiten auf die ThDP-abh&ngigen Enzyme in einem
ersten Schritt grob charakterisieren zu kénnen, wurde analog zum Screening mit
organischen Lésungsmitteln (111.2.2.7.3) ebenfalls ein TTC-Schnelltest (111.2.1.10) in
Gegenwart ionischer Flissigkeiten durchgefiihrt. Im Fall der ionischen Flissigkeiten
kann die Standard-Mikrotiterplatte aus Polystyrol eingesetzt werden. Die Durch-
fuhrung des Schnelltests wurde analog zu dem Screening mit organischen Lésungs-
mitteln durchgefiihrt (siehe 111.2.2.7.3).

2275 Temperatur- und pH-Abhangigkeit der Carboligation
Substrate 18 mM/180 mM Acetaldehyd
18 mM Benzaldehyd
Puffer TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP, pH 6,5 — 8,0)
Enzymkonzentration 0,02 - 0,1 mg/mL Endkonzentration
Reaktionszeit ca.24 h
Bedingungen 5 —30 °C bei 550 Upm im Thermomixer

Zur Bestimmung optimaler Reaktionsbedingungen der einzelnen ThDP-abhéngigen
Enzyme, wurden pH-Studien durchgefihrt. Der Carboligationsansatz wurde
entsprechend den Standardansatzen in den Tests mit Additiven (111.2.2.7.7,
111.2.2.7.8) angesetzt. Der pH-Wert wurde in der Messungen von pH 6,5 — pH 8,0
variiert.

Die Carboligationsansdtze zur Ermittlung des pH-Optimums wurden mittels
instrumenteller Analytik (111.2.3.3, 111.2.3.4) untersucht. Aus Griinden der Vergleich-
barkeit wurde die Anzahl verschiedener pH-Werte auf ein Minimum reduziert.
Entsprechend den Ansédtzen mit den verschiedenen pH-Werten wurden auch
Carboligationen bei verschiedenen Temperaturen untersucht, um dadurch eine
erhohte Flexibilitdt der Enzyme zu induzieren und ihr Verhalten in Bezug auf Chemo-
und Stereoselektivitdt zu beurteilen. Die Ansatze erfolgten analog den Standard-
anséatzen, lediglich die Temperatur wurde variiert. Die Analyse erfolgte mittels
instrumenteller Analytik (111.2.3.3, 111.2.3.4)

2.2.7.6 Substratkonzentrations-Abhangigkeit der Carboligation
Substrate 18 mM/180 mM Acetaldehyd
18 mM Benzaldehyd
Puffer TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP, pH 7,5/pH 8,0)
Enzymkonzentration 0,02 - 0,1 mg/mL Endkonzentration
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Reaktionszeit ca.24 h

Bedingungen 20 °C bei 550 Upm im Thermomixer

Analog zu der Temperatur- und pH-Abhangigkeit der Carboligation ThDP-abhangiger
Enzyme, wurde die Abhéngigkeit der Carboligation von der Konzentration der
Substrate untersucht. Hier sollten die optimalen Startbedingungen fir den
Standardansatz fir jedes der einzelnen Enzyme festgelegt werden. Aufgrund der
Loslichkeitslimitierungen des Benzaldehyds wurde Ublicherweise nur die
Konzentration des aliphatischen Acetaldehyds variiert.

Die Carboligationsansatze wurden teils mittels instrumenteller Analytik (111.2.3.3,
111.2.3.4) und teils mithilfe des TTC-Tests (I11.2.1.10) untersucht.

2277 Carboligation in Gegenwart organischer Lésungsmittel
Substrate 18 mM/180 mM Acetaldehyd
18 mM Benzaldehyd
Puffer TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP, pH 7,5/pH 8,0)

Organische Losungsmittel 1 — 30 % (v/v) (vgl. Tabelle 18 und Achsenbeschriftungen in den
Kapiteln 1V.3.1 und 1V.4.1)

Enzymkonzentration 0,02/0,1/0,4 mg/mL Endkonzentration
Reaktionszeit ca.24h
Bedingungen 20 °C bei 550 Upm im Thermomixer

Nachdem ein TTC-Schnelltest (l11.2.2.7.3) durchgefihrt wurde, konnten die
Rahmenbedingungen der Detailanalysen festgelegt werden. Daraus lie sich
ableiten, bis zu welcher Lésungsmittelkonzentration das Enzym aktiv ist und welche
Lésungsmittel daher fir detailliertere Studien eingesetzt werden sollten. Um die
Carboligation nicht nur qualitativ durch den TTC-Test beschreiben zu kdénnen,
sondern auch quantitative Aussagen treffen zu kdnnen, wurden Carboligations-
ansatze mittels instrumenteller Analytik untersucht (111.2.3.3, 111.2.3.4).

Alle Reaktionen wurden im 800 yL-Maflstab in 1,5 mL-Reaktionsgefalien
durchgefiihrt. Die Substrate Benzaldehyd (18 mM Endkonzentration im Test) und
Acetaldehyd (18 mM (ApPDC, ApPDCE469G, PfBAL) oder 180 mM (PpBFD,
PpBFDH281A, LIKdcA) Endkonzentration im Test) wurden in TEA-Puffer (50 mM,
2,5 mM MgSO,4, 0,1 mM ThDP, pH 7,5 (Ausnahme PfBAL pH 8,0)) angesetzt. Eine
Enzymlésung von 0,1 mg/mL (Ausnahme PfBAL 0,02 mg/mL) wurde ebenfalls in

TEA-Puffer vorbereitet. Die unterschiedlichen Reaktionsbedingungen waren nétig,
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um eine bestmdgliche Produktbildung fiir eine verlassliche Produktanalytik zu
gewdahren. Allerdings war der Standartansatz fur die jeweiligen Enzyme immer
gleich, d.h. dass der einzige Unterschied in nachfolgenden Experimenten lediglich
die Zugabe und Konzentration der verschiedenen Additive war. Wenn die
Produktkonzentration zu gering war, um zuverldssige Enantiomerenverhéltnisse
bestimmen zu kénnen, wurde die Enzymkonzentration im Test auf 0,4 mg/mL
angehoben. Die organischen Lésungsmittel wurden entsprechend der gewiinschten
Endkonzentrationen dem Carboligationsansatz zugegeben.

Die Anséatze wurden zunachst nur in Einfachbestimmung angesetzt, um dann ganze
Reihen oder einzelne interessante Reaktionen nochmals als Triplikat zu wiederholen.
In seltenen Féllen waren die Ergebnisse nach einer Dreifachbestimmung immer noch
unsicher und wurden in Vierfachbestimmung erneut angesetzt. Zu jeder Versuchs-
reihe wurden verschiedene Kontrollen mitgefihrt (Ansatz ohne Enzym, Ansatz ohne
Substrat). Des Weiteren wurde in einem separaten Versuch mit Substrat und ohne
Enzym eine Hintergrundaktivitdt durch den Einsatz organischer L&sungsmittel
ausgeschlossen.

Alle Ansatze wurden nach der angegebenen Inkubationszeit mittels achiraler und
chiraler HPLC (l11.2.3.3) sowie chiraler GC (111.2.3.4.1) analysiert.

2.2.7.8 Carboligation in Gegenwart ionischer Flissigkeiten
Substrate 18 mM/180 mM Acetaldehyd
18 mM Benzaldehyd
Puffer TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQy,, 0,1 mM ThDP, pH 7,5/pH 8,0)
lonische Fliissigkeit 1,2,5und 9 % (w/v)"'
Enzymkonzentration 0,02/0,1/0,4 mg/mL Endkonzentration
Reaktionszeit ca.24h
Bedingungen 20 °C bei 550 Upm im Thermomixer

Neben dem Einfluss organischer Lésungsmittel auf die Carboligation wurde auch der
Einfluss ionischer Flissigkeiten auf die Carboligation ThDP-abhangiger Enzyme im
Detail untersucht. Auf der Grundlage des oben beschriebenen TTC-Tests (111.2.2.7.4)

wurden die Konzentrationen fiir die ionischen Flissigkeiten ausgewahlt. Die Carbo-

! Aufgrund von vorangegangenen Studien (Magnuson et al. 1984; Dreyer und Kragl 2008; Kohlmann
et al. 2009) war fiur die ionischen Flissigkeiten ein Einsatz bis zu einer Konzentration von 9 % (w/v)
geplant.
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ligationsansatze waren analog zu denen in Gegenwart organischer Lésungsmittel
(.2.2.7.7).

Auch diese Ansatze wurden in Einzelbestimmungen oder bis zu
Vierfachbestimmungen untersucht, wobei die Kontrollen stets mitgefiihrt wurden
(ohne Enzym, ohne Substrat). Eine katalytische Aktivitat der ionischen Flussigkeiten

wurde ebenfalls in einem separaten Experiment ausgeschlossen.
2279 Carboligation in Gegenwart sonstiger Additive

Neben organischen L&sungsmitteln und ionischen Flussigkeiten wurden chirale
ionische Flissigkeiten sowie kleine ionische Flussigkeiten und ausgewahlte
Natriumsalze als Additive der enzymatischen Carboligation zugesetzt. Die Ansatze
erfolgten analog zu denen mit organischen Losungsmitteln (111.2.2.7.7) und ionischen
Flussigkeiten (111.2.2.7.8). Die Konzentrationen der Additive variierten. Alle kleinen
und chiralen ionischen Flissigkeiten (kclLs) wurden analog den achiralen ionischen
Flussigkeiten in den Konzentrationen: 1, 2,5 und 9 % (w/v) in enzymatische Tests
eingesetzt (Ausnahme: IL-12 aufgrund von schlechter Léslichkeit: 0,1, 0,5 und 0,9 %
(W/v)).

Die Natriumsalze wurden in den Konzentrationen 0,05, 0,125, 0,5, 1,25 und 4,5 %
(w/v) eingesetzt (vgl. Tabelle 19).

Diese Ansatze wurden in Einfach- oder Doppelbestimmungen angesetzt, wobei die
Kontrollen stets mitgefihrt wurden (ohne Enzym, ohne Substrat). Hintergrund-
aktivitdten durch den Einsatz sonstiger Additive wurden in Kontrollexperimenten

ausgeschlossen.
2.3 Chromatographische Methoden
2.3.1 Dinnschichtchromatographie (DC)

2.3.1.1 Analytische Dinnschichtchromatographie

Laufmittel 90 % (v/v) Cyclohexan
10 % (v/v) Ethylacetat

Die analytische Dunnschichtchromatographie diente zur schnellen Identifizierung der

Substrate und Produkte im Extrakt der enzymatischen und chemischen Synthese

von PAC und HPP. Die stationdre Phase stellte eine Diinnschichtchromatographie-
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Folie aus Aluminium mit Kieselgel 60 F254 (Merck) dar. Die mobile Phase
(Laufmittel) setzte sich aus 90 % (v/v) Cyclohexan und 10 % (v/v) Ethylacetat
zusammen. Die Dunnschichtchromatographie-Kammer wurde mindestens 1 h
aquilibriert, bevor der Extrakt auf die DC-Platte aufgetragen und in die Kammer
gestellt wurde. Nachdem das Laufmittel Gber die Halfte der DC-Foliengrofie
hochgestiegen war, erfolgte die Detektion durch UV-Licht (A = 254 nm, Rynepy = 0,3,
Repac) = 0,1).

2.31.2 Praparative DUnnschichtchromatographie

Laufmittel 90 % (v/v) Cyclohexan
10 % (v/v) Ethylacetat

Die praparative Dinnschichtchromatographie (DC) diente zur Reinigung der Extrakte
der enzymatischen Synthesen von HPP und PAC.

Die Diinnschichtchromatographie wurde entsprechend 111.2.3.1.1, allerdings mit einer
Kieselgelplatte aus Glas durchgefiihrt. Die Bande mit der Zielsubstanz wurde mit
dem Kieselgel von der Glasplatte geschabt. Die Elution der adsorbierten Stoffe aus
dem Kieselgel wurde durch finfmindtiges Schiitteln in MTBE erreicht. AnschlieRend
wurde das Kieselgel mittels Faltenfilter (Schleicher & Schiill, 120 mm) abfiltriert. Das
MTBE mit enthaltender Zielsubstanz wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das

Lésungsmittel anschlieftend entfernt (111.2.1.8).

2.3.2 Saulenchromatographie

Laufmittel 90 % (v/v) Cyclohexan
10 % (v/v) Ethylacetat

Reichten die Reinigungen durch die praparative DC (lll.2.3.1.2) fur die
Anforderungen nicht aus, so wurde eine Reinigung im gréReren Malistab mithilfe
einer Saulenchromatographie durchgefiihrt. Fir das Saulenmaterial wurde Kieselgel
(50 g Kieselgel pro g Rohprodukt, 0,063 — 0,2 mm Korngréf3e, Merck) im Laufmittel
aufgeschlammt und in eine entsprechende Glassaule gefillt. AnschlieRend wurde die
Saule mit einem Korkring abgeklopft, um die Packungsdichte zu erhéhen und
eingeschlossene Luft zu entfernen. Der zuvor eingeengte (l11.2.1.8) Extrakt wurde auf
die Saule gegeben und nach dem Einsinken mit etwas Laufmittel iberschichtet. Der

kontinuierliche Fluss des Laufmittels durch das Saulenmaterial wurde durch leichten
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Druck mittels eines Luftballons oder einer Pumpe beschleunigt. Das Eluat wurde
durch einen Fraktionssammler aufgefangen und jede Fraktion mittels analytischer
DC (Ill.2.3.1.1) oder instrumenteller Analytik (I11.2.3.3, 111.2.3.4) auf enthaltene

Substanzen Uberpriift.

2.3.3 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatographie, HPLC)

2.3.3.1 Achirale HPLC

Trennsaule LiChrospher® 100 RP-8 5 pm (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Laufmittel 25 % (vIv) Acetonitril zq), 60 % (v/v) Acetonitrilaq

Programm 0-12min 25 % Acetonitril s

12-13min  Gradient 25 % - 60 % Acetonitril )
13-20min 60 % Acetonitril zq
20-23min  Gradient 60 % - 25 % Acetonitriloq
23-25min 25 % Acetonitril

Fluss 1 mL/min

Injektion 20 yL

Detektion A =200 nm PAC, HPP, Benzaldehyd, Benzoin
A =250 nm HPP, Benzaldehyd, Benzoin

Retentionszeiten PAC 11,2 min (8,8 min)
HPP 13,6 min (10,5 min)
Benzaldehyd 21,0 min (16,4 min)
2-Methoxybenzaldehyd 22,0 min (17,0 min)
Benzoin 23,6 min (17,9 min)

Die Werte in Klammern beziehen sich auf die Retentionszeiten einer neuen Séaule, die wahrend der

Arbeit eingesetzt worden ist.

Die achirale HPLC-Analytik wurde angewendet, um die Produkte und Substrate der
Carboligation identifizieren und quantifizieren zu kénnen. Benzaldehyd, Benzoin,
HPP und PAC waren hierbei bei 250 nm bzw. 200 nm detektierbar (Abbildung 9).

64 ”



MATERIAL UND METHODEN

—=—HPP
100 -
003 /0\. & PAC
* BZ
w0\ / —+—BA
< ° ? ¢
= n
= 60+ &
S o Vs X
— Y £l
g LB g
2 40 *
: ok k 7 \
b \
20 N ® *
u /. ‘w—“"\‘\
- . b L0
0 i : - .\T‘-#T_. To.ooog_u»o—;—l
200 220 240 260 280 300

Wellenlange [nm]

Abbildung 9: Wellenldngenscan der Produkte, welche auf der achiralen HPLC nachgewiesen
werden sollten. Da keine reinen HPP- und PAC-Proben vorhanden waren (sie enthielten noch
Verunreinigungen aus der Synthese und Aufarbeitung), wurde dieser Wellenlangenscan auf der
achiralen HPLC durchgefiihrt.

Fur die Probenvorbereitung wurden 200 pL des Carboligationsansatzes mit 200 pL
Acetonitril (inklusive 0,4 yL/mL 2-Methoxybenzaldehyd (2-MBA) als interner
Standard) vermischt. AnschlieBend wurde diese Mischung zentrifugiert, um eventuell
prazipitiertes Enzym zu pelletieren. 200 uL wurden danach aus dem Reaktionsgefafy
entnommen und in ein GC-Vial gefillt. 20 yL dieses Ansatzes wurden injiziert und
vermessen.

Die Identifikation und Quantifizierung der einzelnen Substanzen war Uber eine
vorangegangene Kalibrierung mit Referenzsubstanzen mdéglich. Das achirale HPLC-
System wurde mit jeder Substanz mindestens zweimal, unabhdngig voneinander,
solange kalibriert bis die Standartabweichung der Kalibrierungen weniger als 15 %

betrug. Die Kalibrierungen sind in Abbildung 10 zusammengefasst.
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Abbildung 10: Kalibrierungen der achiralen HPLC mit den Substanzen Benzaldehyd (A),
Benzoin (B), HPP (C) und PAC (D). Angegeben ist jeweils der Mittelwert (MW) des
Umrechnungsfaktors (Steigung der Kalibriergeraden, f) und dessen Standartabweichung (SA) absolut
und in Klammern in %. Der Umrechnungsfaktor bezieht sich auf einen mit dem internen Standard
korrigierten Wert.

Die angegebenen Umrechnungsfaktoren (Steigungen der Kalibriergeraden) beziehen
sich auf einen Uber den internen Standard korrigierten Wert (Berechnung des
korrigierten Werts: Flache (Substanz)/ Flache (2-MBA) * Mittelwert der Flachen (2-
MBA)). Das heildt, dass zunachst eine Messreihe intern Uber den Mittelwert der
Standardfléche korrigiert wird und dann mithilfe des Umrechnungsfaktors f in die
jeweiligen Konzentrationen umgerechnet werden kann (Rechnung: Korrigierter
Flachenwert/ Umrechnungsfaktor). So wird der Injektionsfehler von Messreihe zu

Messreihe korrigiert und die Werte angepasst.

2332 Chirale HPLC

Trennsaule Chiralpak IC, 250 mm x 4,6 mm, 5 um/Chiracel OD-H 250 mm x 4,6 mm
Laufmittel Isopropanol/n-Heptan 25:75

Programm isokratisch 24 min

Fluss 0,5 mL/min

Injektion 20 yL

Detektion A =200 nm PAC, HPP, Benzaldehyd, Benzoin

A =250 nm HPP, Benzaldehyd, Benzoin
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Retentionszeiten Benzaldehyd 11,3 min
(R)-PAC 12,5 min
(S)-PAC 13,1 min
(R)-HPP 14,2 min
(S)-HPP 25,6 min
(R)-Benzoin 16,8 min
(S)-Benzoin 17,8 min

In der chiralen HPLC wurden die Enantiomere der Carboligationsprodukte PAC, HPP
und Benzoin sowie Benzaldehyd voneinander getrennt. Da diese Analytik nur
qualitativ zur Bestimmung des Enantiomereniiberschusses (ee-Werts) herangezogen
wurde, war eine Kalibrierung, ebenso wie der Einsatz eines Injektionsstandards fur
dieses System nicht notwendig.

Fir die Probenvorbereitung wurden 200 uL des Carboligationsansatzes mit 200 yL
n-Heptan/iProp kraftig vermischt. Anschlielend wurde diese Mischung zentrifugiert,
um die Phasentrennung zu erreichen. 180 pL wurden darauf folgend aus der
organischen Phase entnommen und in ein GC-Vial gefullt. 20 yL dieses Ansatzes
wurden injiziert und vermessen.

Zunachst wurde eine Chiracel OD-H-Saule verwendet. Diese ist gegeniber
organischen Ldsungsmitteln nicht so robust, wie die anschliefend verwendete
Chiralpak IC-Saule. Alle Vorversuche wurden mit der Chiracel OD-H vermessen und
alle Ansatze zum Einfluss organischer Lésungsmittel und ionischer Flussigkeiten

sind auf der Chiralpak IC durchgefiihrt worden.

2.3.4 Gas Chromatographie (GC)

2.3.4.1 Chirale GC
Trennsaule FS-Cyclodex beta-1/P, 50 m x 0,32 mm
Tragergas H»
Programm 0-53min 75°C

10 °C/min auf 180 °C (3 min halten)
Injektion 1 L (Split: 50)
Retentionszeiten (R)-Acetoin 5,3 min

(S)-Acetoin 5,6 min

Decan 7,5 min
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Die beiden Enantiomere des Carboligationsprodukts Acetoin wurden auf der chiralen
GC detektiert. Fir die Probenvorbereitung wurden 200 uL des Carboligations-
ansatzes mit 200 yL Ethylacetat (incl. 0,1 yL/mL Decan als interner Standard) kraftig
vermischt. AnschlieRend wurde diese Mischung zentrifugiert, um die Phasen-
trennung zu erreichen. Anschlieend wurden 180 yL aus dem Reaktionsgefal
entnommen und in ein GC-Vial gefiillt. 1 uL dieses Ansatzes wurde injiziert und
vermessen.

Die Identifikation und die Quantifizierung der einzelnen Enantiomere waren Uber eine
vorangegangene Kalibrierung méglich. Das chirale GC-System wurde mit Acetoin
dreimal unabhangig voneinander kalibriert, solange, bis die Standartabweichung der
Kalibrierungen untereinander weniger als 15 % betrug. Die Kalibrierungen sind in

Abbildung 11 zusammengefasst.

140

120 /
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404 MW (f): 6,04 pA*min*mM-1

SA (f): 0,32 (5,3 %) pA*min*mM-!

Fléche Acetoin [pA*min]

20

Konzentration [mM]

Abbildung 11: Kalibrierungen der chiralen GC mit Acetoin. Angegeben ist der Mittelwert (MW) des
Umrechnungsfaktors (Steigung der Kalibriergeraden, f) und dessen Standartabweichung (SA) absolut
und in Klammern in %. Der Umrechnungsfaktor bezieht sich auf einen mit dem internen Standard
korrigierten Wert.

Der angegebene Umrechnungsfaktor (Steigung der Kalibriergeraden) bezieht sich
auf einen uber den internen Standard korrigierten Wert (Berechnung des Korrigierten
Werts: Flache (Acetoin)/ Flache (Decan) * Mittelwert der Flachen (Decan)). Der
Mittelwert der Standardflachen wurde aus den anderen Werten der Messungen in

diesem Durchlauf ermittelt, um dadurch den Fehler der GC-Injektion zu minimieren.
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2.34.2 Achirale GC-MS

Trennséaule Agilent HP-5, 30 m x 0,32 mm, 0,25 ym
Tragergas Helium

Ofentemperatur 0,5 mL/min

Injektion 1 yL (Split: 100)

Um wahrend einer Synthese die Identitat des Produkts bestatigen zu kénnen, wurde
ein GC-System (Varian CP 3800) mit gekoppeltem Massenspektrometer (Varian
Saturn 2000 MS) verwendet. Durch die Fragmentierung der Molekile nach der
chromatographischen Trennung konnte so z.B. zwischen HPP (Massenpeaks: 51,
77, 105) und PAC (Massenpeaks: 51, 77, 107) differenziert werden. Auch die
Qualitat des verwendeten Substrats Benzaldehyd (Massenpeaks: 51, 77, 105) wurde
mittels GC-MS Uberprift, ob es eventuell durch das Oxidationsprodukt Benzoeséure

(111.2.1.1, Massenpeaks: 51, 77, 105, 122) verunreinigt war.
2.4 Sonstige Methoden
241 Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR)

NMR-Spektren wurden in Kooperation mit dem Institut fir Bioorganische Chemie
(IBOC) der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf im Forschungszentrum Jilich mit
einem Bruker ARX ('H: 300 MHz; Bruker BioSpin GmbH, Deutschland) von Herrn

Dipl.-Ing (FH) Rainer Goldbaum aufgenommen.

2.4.2 Modellierungen der Carboligation in wassermischbaren organischen

Lésungsmitteln

Die Modellierungen zur Affinitdt der Substrate und organischen L&sungsmittel zum
aktiven Zentrum ausgewahlter ThDP-abhangiger Enzyme wurde in Kooperation mit
Dr. rer. nat. Marco Bocola aus dem Institut fiir Biotechnologie der RWTH Aachen

unter Verwendung der jeweils aktuellsten Version der Software Yasara durchgefiihrt.
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IV. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1 Festlegung der Rahmenbedingungen zur Untersuchung der
Einfliisse von Additiven auf die Carboligation ThDP-abhédngiger

Enzyme
1.1 Loslichkeit der Additive in wassrigem Puffer
1.1.1 Léslichkeit organischer Lésungsmittel

Um eventuelle Einflisse von auftretenden Grenzfldchen auf die Enzyme und deren
Aktivitat auszuschlieRen, wurden alle Untersuchungen ausschlie3lich in einphasigen
Systemen durchgefiihrt. Zunachst mussten die Loslichkeitsgrenzen der jeweiligen
einzusetzenden organischen Lésungsmittel Uberpriift werden. Die Loslichkeit wurde
in Kpi- und TEA-Puffer untersucht (Tabelle 8), wobei sich TEA-Puffer im weiteren

Verlauf der Arbeit als der geeignetere Puffer herausstellte.

Tabelle 8: Loslichkeit der verwendeten organischen Lésungsmittel in Kpi- und TEA-Puffer im
Vergleich zu deren Léslichkeit in Wasser. Inkubation mind. 16 h, Kpi-Puffer (50 mM, 2,5 mM
MgSQO,4, 0,1 mM ThDP, pH 7,0), TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP, pH 8,0). n.b.:
nicht bestimmt.

Léslichkeitsgrenze (%) (v/v) in

Lésungsmittel - y

KPi-Puffer (30 °C) | TEA-Puffer (30 °C) | Wasser (20 °C)
1,4-Dioxan mischbar mischbar mischbar
Aceton mischbar mischbar mischbar
Dichlormethan 1,4 1,4 1,5
Diisopropylether 1,0 1,0 1,3
Dimethylsulfoxid (DMSO) mischbar mischbar mischbar
Ethanol mischbar mischbar mischbar
Ethylacetat 7,0 75 9,6
Isopropanol mischbar mischbar mischbar
4-Methyl-pentan-2-on (MIBK) | 1,8 2,0 2,5
tert-Butylmethylether (MTBE) (4,5 4,5 5,7
Trichlormethan 0,4 0,4 0,5
THF n.b. n.b. mischbar
MTHF n.b. n.b. 16,4

" Laslichkeitsgrenzen n. b., sondern der GESTIS-Stoffdatenbank (Stand Mérz 2010) entnommen.
2 aus (Aycock 2006)

Die Loslichkeiten in den beiden Puffersystemen lagen bei nicht vollstadndig mit

Wasser mischbaren Lésungsmitteln immer unterhalb der publizierten Lslichkeit in
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Wasser. Alle wassermischbaren Lésungsmittel waren ebenfalls in den verwendeten
Puffern 16slich. Die L&slichkeitsgrenzen fur das wassermischbare Tetrahydrofuran
(THF) und 2-Methyltetrahydrofuran (MTHF) wurden nicht ermittelt, da sie &quivalent
zu den bereits publizierten Studien mit der Benzaldehydlyase aus Pseudomonas
fluorescens (PMAL) in enzymatische Tests eingesetzt wurden (Shanmuganathan et
al. 2010).

1.1.2 Léslichkeit ionischer Fliissigkeiten

Bei den ionischen Flussigkeiten handelte es sich bis auf eine Ausnahme (IL-12,
Abbildung 7) um wassermischbare ionische Flussigkeiten. Eine Bestimmung der

Léslichkeitsgrenze musste daher nicht durchgefiihrt werden.
1.2 Rahmenbedingungen der enzymatischen Anwendung

Nachdem der Einfluss ausgewahlter Additive auf das Testsystem analysiert wurde,
sollten im weiteren Verlauf die Rahmenbedingungen fiir den enzymatischen Einsatz
festgelegt werden. Hierbei lag der Fokus darauf, bestmdgliche Ausgangs-
bedingungen zu finden, welche eine Verbesserung als auch eine Verschlechterung
der Enzymaktivitdt bzw. Selektivitdt zulieRen. Dadurch sollte es méglich sein, den
moglichen Einfluss organischer Lésungsmittel und ionischer Flussigkeiten mdéglichst

breit charakterisieren zu kénnen.
1.21 pH-Optimum ThDP-abhéngiger Carboligation

Zunéchst wurde in diesem Rahmen die pH-Abhangigkeit der von ThDP-abh&ngigen
Enzymen katalysierten Carboligation analysiert. Die feinen Abstufungen wurden

mittels instrumenteller Analytik (111.2.3) bestimmt.
ApPDCE469G

Beispielhaft ist die pH-Abhé&ngigkeit der Carboligation fir die Variante ApPDCE469G
(1.2.5.1.1) mittels instrumenteller Analytik gezeigt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: ApPDCE469G: pH-Optimum mittels instrumenteller Analytik.
Reaktionsbedingungen: 18 mM Benzaldehyd, 18 mM Acetaldehyd, Reaktionszeit ca. 24 h, 0,1 mg/mL
ApPDCE469G, 20 °C, TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP, pH 6,0 — 9,0).

Hier konnten nun die gebildeten Produkte genau zugeordnet werden. Zudem war es
moglich, die Stereoselektivitdt der ApPDCE469G zu untersuchen (Abbildung 12B).
Es zeigte sich, dass nicht Uber den ganzen pH-Bereich die gleiche Menge an
2-Hydroxyketonen gebildet wurde. Vielmehr findet sich ein Konzentrationsmaximum
bei pH 7,5 fir das Selbstligationsprodukt Acetoin und das gemischte Produkt PAC
(Abbildung 12A). Benzoin wurde nur in sehr geringem Maf3e produziert und blieb fur
die Festlegung des pH-Optimums der ApPDCE469G unbericksichtigt.

Alle weiteren Vertreter ThDP-abhdngiger Enzyme wurden ebenfalls pH-Analysen
unterzogen (Abbildung 65 - Abbildung 68). Tabelle 9 fasst alle Ergebnisse

Zusammen.

Tabelle 9: Verwendeter pH-Wert fiir die Carboligation von Acetaldehyd und Benzaldehyd durch
ThDP-abhédngige Enzyme. Bei den angegebenen Werten handelt es sich teils um einen Kompromiss
aus Aktivitat und Stabilitdt und teils um eine Anpassung an die anderen Enzyme, um die Zahl der pH-
Werte bei den Untersuchungen auf ein Minimum zu beschranken.

Enzym pH Referenz

LIKdcA 7,5 Anhang: Abbildung 68
ApPDC 7,5 Anhang: Abbildung 65
ApPDCE469G 7,5 Abbildung 12

PpBFD 7,5 Anhang: Abbildung 67
PpBFDH281A 7,5 Anhang: Abbildung 66
PBAL 8,0 Stillger 2004

Die angegebenen pH-Optima waren nicht immer direkt aus den einzelnen Analysen
abzuleiten. Es kam vor, dass die einzelnen Produkte einer Carboligation mit
unterschiedlichen Optima gebildet wurden (z.B. PpBFDH281A: HPP-Optimum > pH
8,5, Benzoin-Optimum = pH 6,5, Abbildung 66). Ein Wert von pH 7,5 war als
Kompromiss fir alle untersuchten Enzyme geeignet. Jedoch wurde fiir die PBAL

pH 8,0 als Mittelwert aus Stabilitdt und Aktivitdt in der Carboligation ausgewahit

72 ”



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

(Stillger 2004), weil ein Einsatz bei pH 7,5 fir dieses Enzym wegen der zu geringen

Aktivitat nicht moglich war.
1.2.2 Optimale Substratkonzentration ThDP-abhéangiger Carboligation

Neben dem optimalen pH-Wert muss auch die optimale Konzentration der Substrate
in der bimolekularen Carboligation festgelegt werden. Hierbei konnte teilweise auf
publizierte Untersuchungen zuriickgegriffen werden (Lingen et al. 2002; Stiliger
2004; Kokova 2008; Kolter 2010; Rother et al. 2011).

LIKdcA

Fir die LIKdcA sowie die ApPDCE469G waren keine Daten verfigbar. Diese
Enzyme wurden im TTC-Test (111.2.1.10) als auch mittels instrumenteller Analytik
(111.2.3.3, 111.2.3.4) untersucht. Abbildung 13 zeigt die Untersuchungen der L/KdcA.

A 20 mMAA
100 mM AA
200 mM AA
20 mM AA + BA
100 mM AA + BA
200 MM AA + BA (@)

20 mM BA

Produktkonzentration [mM]

o 0 100 200
Acetaldehyd [mM]

Abbildung 13: LI/KdcA: Optimale Substratkonzentrationen mittels TTC-Test (A) und
instrumenteller Analytik (B). Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM
ThDP), 0,1 mg/mL L/KdcA, 24 h, Substratkonzentration: jeweils 20 mM Benzaldehyd (BA),
Acetaldehyd (AA) variabel.

Getestet wurde eine Konzentration von 20 mM Benzaldehyd in Kombination mit
Acetaldehyd in der gleichen Konzentration sowie in einem 5-fachen (100 mM) und
einem 10-fachen (200 mM) Uberschuss. Fir die L/KdcA zeigte sich bereits im
TTC-Test (Abbildung 13A), dass vor allem fur die gemischten Carboligationsprodukte
ein Uberschuss an Acetaldehyd fiir gute Umséatze nétig war. In der detaillierten
Analyse (Abbildung 13B) wurde deutlicher, dass die Produktkonzentration von
Acetoin und den gemischten Carboligationsprodukten HPP und PAC ein Maximum
mit einem 10-fachen Uberschuss an Acetaldehyd, bezogen auf die eingesetzte

Konzentration an Benzaldehyd, erreichte.

ApPDCE469G
Analoge Untersuchungen wurden fiir die ApbPDCE469G durchgefuhrt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: ApPDCE469G: Optimale Substratkonzentration mittels TTC-Test (A) und
instrumenteller Analytik (B). Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM
ThDP), 0,1 mg/mL ApPDCE469G, 24 h, Substratkonzentration: jeweils 20 mM Benzaldehyd (BA),
Acetaldehyd (AA) variabel.

Die Analyse mittels TTC-Test (Abbildung 14A) lies vermuten, dass fur alle drei
Kombination an Substratverhéltnissen scheinbar gleich viel Produkt entstand.
Lediglich in der Kombination 200 mM Acetaldehyd mit 20 mM Benzaldehyd scheint
die Produktion leicht riickgéngig. Ein Blick in die Detailanalysen (Abbildung 14B)
zeigte, dass die Produktkonzentration fir Acetoin mit steigendem Uberschuss an
Acetaldehyd verbessert wurde. Die Produktkonzentration von PAC nahm gleichzeitig
ab. Auch wenn die gesamte Aktivitdt hdher war, wenn mehr Acetaldehyd im Ansatz
vorhanden war, so wurde ein aquimolares Verhéltnis der beiden Substrate
bevorzugt, da die gemischten Carboligationsprodukte im Fokus dieser Analysen
standen.

Die letztlich eingesetzten Substratverhaltnisse sind in Tabelle 10 fir alle Enzyme

zusammengefasst.

Tabelle 10: Optimale Substratkonzentrationen fiir die Carboligation von Benzaldehyd und
Acetaldehyd ThDP-abhingiger Enzyme. Hierbei wurde immer die Gesamtaktivitdt und
Chemoselektivitat betrachtet. Bei anderen Substratverhaltnissen ist es durchaus mdglich, dass die
Aktivitdt zu einem der moglichen Produkte erheblich gesteigert werden kénnte (z.B. Abbildung 14
zeigt, dass eine hohere Acetaldehydkonzentration zu einer verstarkten Acetoinproduktion fihren
wirde).

Substratkonzentration (mM)

Enzym Referenz

Benzaldehyd Acetaldehyd
LIKdcA 18 180 Abbildung 13
ApPDC 18 18 Rother et al. 2011
ApPDCE469G |18 18 Abbildung 14
PpBFD 18 180 Lingen et al. 2002
PpBFDH281A (18 180 Kokova 2008; Kolter 2010
PBAL 18 18 Stillger 2004
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Fazit

Die sechs verschiedenen ThDP-abhangigen Enzyme konnten nicht alle mit den
gleichen Substratkonzentrationen vermessen werden. Es war wichtig, dass vor allem
die im Fokus dieser Arbeit stehenden gemischten 2-Hydroxyketone in einer

Konzentration gebildet wurden, die eine verlassliche Analytik erlaubten.
1.2.3 Temperaturabhangigkeit der Carboligation ThDP-abhéngiger Enzyme

Neben dem pH-Wert und dem Verhaltnis der Substratkonzentrationen wurde die
Carboligation auch in Abhangigkeit der Temperatur untersucht. Diese Ergebnisse

sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Tabelle 11: Temperaturabhéngigkeit der Carboligation verschiedener ThDP-abhéangiger
Enzyme. TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP) pH 7,5 (alle Enzyme)/pH 8,0 (PfBAL),
Substratkonzentration 18 mM Benzaldehyd, 18 mM Acetaldehyd (PBAL, ApPDC, ApPDCE469G)
bzw. 180 mM Acetaldehyd (L/KdcA, PpBFD, PpBFDH281A), Temperatur variabel, Reaktionszeit 24 h.
Die Lo&slichkeit von 18 mM Benzaldehyd bei 5 °C wurde Uberpriift und war gegeben (111.2.1.2).
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Far die Enzyme LI/KdcA, PpBFDH281A, PpBFD und PMBAL zeigten sich
vergleichbare Trends fur die temperaturabhdngige Chemoselektivitat. Mit steigender
Temperatur erhdhte sich die Produktkonzentration der jeweils kleineren 2-Hydroxy-
ketone im Vergleich zu den gréReren 2-Hydroxyketonen. Im Falle der L/IKdcA etwa
nahm die relative Produktverteilung (rpv) von HPP zu Gunsten der Acetoin-
konzentration ab. Dasselbe galt fur die PpBFD. Im Falle der PBAL und der
PpBFDH281A nahm die rpv fir Benzoin mit steigender Konzentration ab, wahrend
die rpv fur HPP gesteigert wurde. Fir die PpBFDH281A wurde ebenfalls die Acetoin-
rpv gesteigert. Fir die Enzyme ApPDCE469G und ApPDC zeigte sich kein Einfluss
der Temperatur im gewahlten Rahmen. Auffallig war zudem, dass das PAC-Produkt
in keinem der Félle signifikant beeinflusst wurde.

Dieses Phanomen ist mit dem bisherigen Verstdndnis des aktiven Zentrums in
Einklang zu bringen (I.2). Die PDCs bevorzugen Acetaldehyd als Donor. Die
Temperatur scheint die Enzyme besonders stark in der Position der Donorbindestelle
zu beeinflussen. Bei den PDCs ist das kleine Substrat Acetaldehyd der bevorzugte
Donor. Werden als Produkte HPP und Benzoin gebildet, so ist Benzaldehyd der
Donor. Die Ergebnisse in Tabelle 11 zeigen, dass mit steigender Temperatur
Benzaldehyd zunehmend gegen Acetaldehyd ausgetauscht wird, wodurch im Falle
aller untersuchten Enzyme mit Ausnahme der ApPDC und deren Varianten eine
Verschiebung von Benzoin zu HPP bzw. von HPP zu Acetoin beobachtet wurde.

Eine Mdglichkeit, um den vorliegenden Sachverhalt zu erklaren, wére eine
Flexibilitdtserhéhung der Enzymstruktur durch die erhéhte Temperatur. Es ist
vorstellbar, dass durch eine erhéhte Molekilbewegung der Platz besonders in der
Donorbindestelle verkleinert wird, was zur Folge hat, dass ein im Vergleich groRRes
Benzaldehydmolekil gegen ein kleineres Acetaldehydmolekill ausgetauscht werden

muss, weil der urspriingliche Donor keinen Platz mehr findet.
Fazit

In Tabelle 12 werden die Reaktionsbedingungen der einzelnen Enzyme

zusammengefasst.
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Tabelle 12: Reaktionsbedingungen der eingesetzten ThDP-abhidngigen Enzyme in der
gemischten Carboligation. Alle Reaktionen werden bei 20 °C und in TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
MgSO,, 0,1 mM ThDP) durchgefiihrt.

Substratkonzentration (mM)
Enzym Konzentration (mg/mL) pH
Benzaldehyd Acetaldehyd
LIKdcA 0,1 18 180 7,5
ApPDC 0,1 18 18 7,5
ApPDCE469G |0,1 18 18 7,5
PpBFD 0,1 18 180 7,5
PpBFDH281A (0,1 18 180 7,5
PBAL 0,02 18 18 8,0

2 Charakterisierung der Carboligaseaktivitait ThDP-abhangiger

Enzyme

In den vorangehenden Abschnitten wurde beschrieben, wie die Rahmenbedingungen
zum Einsatz organischer L&sungsmittel und ionischer Flissigkeiten sowie die
optimalen Operationspunkte fir ThDP-abhangige Enzyme in der bimolekularen
Carboligation festgelegt wurden. Im Folgenden werden die Aktivitdten der
ausgewahlten Enzyme in Gegenwart unkonventioneller Medien (l.3) untersucht.
Zundchst wurde die Aktivitdt der Enzyme in einem Schnelltest (111.2.1.10) analysiert,
um die Grenzen abstecken zu konnen, in denen Additivkonzentrationen toleriert
werden und Messungen mdéglich waren (Beispiel ApPDCE469G und L/KdcA im
Anhang Abbildung 69 - Abbildung 72). Mit dem TTC-Test konnte die Abnahme einer
enzymatischen Aktivitdt grob bestimmt werden. Jedoch reicht die Sensitivitat dieses
Tests fir die geplanten Untersuchungen nicht aus. Aus diesem Grund werden die
detaillieten TTC-Analysen aller Enzyme hier nicht gesondert aufgefiihrt. Die
Betrachtung der genaueren Untersuchungen mittels instrumenteller Analytik war
aussagekraftiger und wird in den folgenden Kapiteln dargestellt. Dazu wurden
800 uL-Ansatze entsprechend Kapitel 111.2.2.7 angesetzt und die Konzentration und
Stereoselektivitat aller mdglichen gebildeten Produkte mittels achiraler, chiraler
HPLC (Benzoin, HPP, PAC, I11.2.3.3) bzw. chiraler GC (Acetoin, 111.2.3.4) untersucht.
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2.1 Carboligaseaktivitit ThDP-abhdngiger Enzyme in Gegenwart organischer

Lésungsmittel

LIKdcA

Im TTC-Schnelltest der L/IKdcA (Abbildung 69) zeigte sich, dass das Enzym in
Anwesenheit organischer Lésungsmittel aktiv ist und hauptsé&chlich die Bildung von
Acetoin und der gemischten Produkte PAC und/oder HPP katalysiert. Die
detaillieten HPLC- und GC-Messungen ergaben ein genaueres Bild der Aktivitat
dieses Enzyms (Abbildung 15).

Die LIKdcA stellt eines der Enzyme mit dem weitesten Produktspektrum dar, denn
HPP, PAC und Acetoin sind zugénglich (Gocke et al. 2007a). Dies liegt an einer
geringen Chemoselektivitdt des Enzyms bezlglich der Donorsubstrate Acetaldehyd
und Benzaldehyd. Lediglich die Produktion des sterisch anspruchsvollen Selbst-
ligationsprodukts Benzoin wurde unter den hier gewahlten Bedingungen nie
beobachtet.
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Abbildung 15: Chemoselektivitit der L/IKdcA in Gegenwart organischer Lésungsmittel’.
Dargestellt ist die jeweilige Produktkonzentration (A) und die relative Produktverteilung (B).
Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSOQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1
mg/mL L/KdcA, wenn Umsatz zu gering 0,4 mg/mL L/KdcA; Substratkonzentration: 180 mM
Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei unabhangigen
Messungen (Darstellung der Ergebnisse in %: Abbildung 73).

LIKdcA ist ein Beispiel dafur, dass die Anwesenheit organischer Lésungsmittel die
Produktkonzentration erhéhen konnte. Dies war der Fall mit einigen Lésungsmitteln

bei der Produktion von Acetoin und PAC, wohingegen die Produktkonzentration von

"Um den Probenaufwand auch fir die Analytik pro Experiment in einem sinnvollen Rahmen zu halten, mussten einige
Messreihen getrennt voneinander durchgeftihrt werden. Fir jede Teilreihe wurde eine separate Substratlésung angesetzt.
Diese Substratkonzentrationen schwankten aufgrund von Pipettierungenauigkeiten und machten das Mitfiihren einer eigenen
Referenz in Puffer (Puffer) sowie der beiden Negativkontrollen (oE und oS) unerlésslich. Es zeigte sich, dass die einzelnen
Referenzen teils stark voneinander abwichen. Aus diesem Grund musste jede Messung mit der dazugehérigen Referenz
verglichen und in Bezug auf diese bewertet werden. Diese befindet sich jeweilige stets am Ende einer Versuchsreihe. Die
Negativkontrollen zeigten keine Produktbildung und wurden je nur einmal abgebildet.
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HPP durch nahezu alle L&sungsmittel reduziert wurde (Abbildung 15A).
Umsatzerh6hende Lésungsmittel fir die Acetoinproduktion mit L/KdcA waren:
10 vol% EtOH, 10 — 30 vol% Aceton, 10 — 30 vol% DMSO, 10 und 20 vol% iProp,
5 und 10 vol% Dioxan, 1 vol% DCM, 1 vol% DIPE, 7 vol% EtOAc, 0,5 vol% TCM und
1,8 vol% MIBK. Bei den L&sungsmitteln, die in verschiedenen Konzentrationen
getestet wurden, verstarkte sich der umsatzsteigernde Effekt mit steigender
Lésungsmittelkonzentration. In  Gegenwart dieser L&sungsmittel konnte die
Produktkonzentration flir Acetoin nach 24 h von 2,3 mM in Puffer auf Werte von
2,9-254mM (héchster Wert mit 30 vol% DMSO, Abbildung 15A) verbessert
werden. Die PAC-Produktion in Puffer (2,1 mM) wurde auf Werte zwischen 2,2 und
4,7 mM gesteigert. Diese Zunahme konnte durch Zusatz von 0,5 vol% TCM, 1 vol%
DCM, 10 vol% EtOH, 20 vol% iProp, 10 und 30 vol% DMSO, 5 und 10 vol% Dioxan
sowie 10 vol% Aceton erreicht werden.

Um Verédnderungen der Chemoselektivitét besser zu verstehen, war die Betrachtung
der relativen Produktverteilung (rpv) am besten geeignet (Abbildung 15B). Hierbei
wurde die Konzentration des jeweiligen Produkts in Relation zur Gesamtproduktion
aller gebildeten Produkte (= 1,0) gesetzt, um die Verteilung innerhalb der mdéglichen
Produkte unterscheiden zu koénnen (Berechnung: [Al/([A]+[B]+[C]+[D])). L/KdcA
akzeptiert die aliphatischen und aromatischen Donorsubstrate Benzaldehyd und
Acetaldehyd ungeféahr gleich gut und ist aus diesem Grund unselektiv, wenn die
Chemoselektivitat dieses Enzyms betrachtet wird (Gocke et al. 2007a). Wurde z.B.
die Relation der gebildeten Produkte zueinander betrachtet (Abbildung 15B), so
zeigte sich, dass unter den gewahlten Reaktionsbedingungen (18 mM Benzaldehyd,
180 mM Acetaldehyd) und in Abwesenheit organischer L&sungsmittel, PAC und
Acetoin mit einem ungefahr gleichen rpv-Wert produziert wurden (PAC: rpv = 0,24,
Acetoin: rpv = 0,27). HPP hingegen erreichte einen zweimal hdéheren rpv-Wert (HPP:
rov = 0,49). Mit steigender Konzentration an wassermischbaren organischen
Lésungsmitteln (EtOH, iProp, Aceton, DMSO und Dioxan) nahm die relative
Produktverteilung von HPP stetig ab. Das Gleiche geschah fiir die rpv von PAC im
Fall von Aceton, Dioxan und DMSO. Steigende Konzentrationen an EtOH und iProp
veranderten die rpv an PAC-Produkt nicht erheblich bzw. erhéhten diese sogar. Die
rpv des Acetoins wurde mit ansteigender Konzentration aller wassermischbarer
organischer Lésungsmittel stetig gesteigert. Das bedeutet, dass sich durch diese

Lésungsmittel die Chemoselektivitdt der LIKdcA auf Kosten von PAC und besonders
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auf Kosten von HPP in Richtung des kleinsten Selbstligationsprodukts Acetoin
verschob.

AuBer der Chemoselektivitdt wurde auch der Einfluss der organischen Lésungsmittel
auf die Stereoselektivitat der LIKdcA betrachtet (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Stereoselektivitit der L/KdcA in Gegenwart organischer Loésungsmittel.
Dargestellt ist der ee-Wert fur jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5 mM MgSOQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL L/KdcA, wenn Umsatz zu gering
0,4 mg/mL L/KdcA; Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten
Werte sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen.

Die Katalyse der L/IKdcA fiihrte zu den gemischten Produkten HPP und PAC mit sehr
hohen ee-Werten (PAC ee > 99 % (R), HPP ee = 95 % (R)). Diese gute Stereo-
selektivitdt wurde in Gegenwart organischer Losungsmittel nicht verdndert. Im
Gegensatz dazu war die Stereoselektivitdt der Acetoinsynthese recht gering
(19 % ee (R)). Es war nicht méglich, die Selektivitdt dieses Enzyms weiter in
Richtung des R-Enantiomers zu verbessern. Allerdings flhrte die Zugabe von 10 —
30 vol% Aceton zu einem proportionalen Anstieg des S-Enantiomers mit einem
ee-Wert von 21 % (S) (durch 30 vol% Aceton). Neben Aceton war eine Inversion der

Stereoselektivitat ebenfalls mit EtOH, iProp und Dioxan méglich.

PpBFD

Mit der PpBFD wurden unter den gewdahlten Bedingungen in allen Féllen nur die
Produkte HPP (Produktkonzentration nach 24 h: 9,8 mM) und Acetoin
(Produktkonzentration nach 24 h: 2,8 mM) detektiert. Demgegeniber war Benzoin,

obwohl es in vorangegangenen Arbeiten unter anderen Bedingungen gefunden
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wurde (Siegert et al. 2005), nicht detektierbar. PAC konnte ebenfalls nicht
nachgewiesen werden (Abbildung 17A).
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Abbildung 17: Chemoselektivitit der PpBFD in Gegenwart organischer Loésungsmittel.
Dargestellt ist die jeweilige Produktkonzentration (A) und die relative Produktverteilung (B).
Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQ,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1
mg/mL PpBFD, Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten
Werte sind Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Messungen (Darstellung der Ergebnisse in %:
Abbildung 74).

In fast allen Fallen wurde die Produktkonzentration der beiden Produkte HPP und
Acetoin in Gegenwart der organischen Losungsmittel leicht reduziert (Abbildung
17A).

Bei Betrachtung der relativen Produktverteilung (Abbildung 17B) zeigte sich
besonders im Fall der mit Wasser mischbaren organischen L&sungsmittel ein

eindeutiger Trend. Mit Ausnahme von DMSO nahm die rpv fur Acetoin mit steigender
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Konzentration an organischem L&sungsmittel auf Kosten des rpv-Werts fiir HPP zu.
Es trat also eine Verschiebung der Chemoselektivitat in Gegenwart von EtOH, iProp,
Aceton und Dioxan zum kleineren Produkt Acetoin auf. Dabei verschoben 30 vol%
iProp den rpv-Wert fiir Acetoin von rpv = 0,22 (in Puffer) auf den maximalen Wert von
rpv = 0,36. Im Fall der nicht wassermischbaren organischen Lésungsmittel zeigte die
PpBFD in Gegenwart von DIPE und DCM eine leicht gesteigerte Acetoin-rpv bzw.
keine Veranderung. Alle weiteren organischen L&sungsmittel bewirkten bei der
PpBFD einen erniedrigten rpv-Wert flr Acetoin und verschoben die Chemo-
selektivitdt des Enzyms leicht in Richtung des gemischten Produkts HPP.

Die Stereoselektivitat der PoBFD (Abbildung 18) fir das selektiv produzierte (S)-HPP
(ee = 91 % (S) in Puffer) wurde im Vergleich zum unselektiven Produkt (R)-Acetoin
(ee = 17 % (R) in Puffer) nur geringfiigig beeinflusst. Der ee fir (R)-Acetoin wurde

z.B. durch 30 vol% iProp mehr als verdoppelt (ee = 46 % (R)).
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Abbildung 18: Stereoselektivitit der PpBFD in Gegenwart organischer Loésungsmittel.
Dargestellt ist der jeweilige ee-Wert fir jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
B0mM, 25mM MgSO,, 0,1mM ThDP), pH 7,5 20°C, 24 h, 0,1 mg/mL PpBFD;
Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen.

Wie bereits fur die Chemoselektivitat dieses Enzyms gezeigt, findet sich ebenfalls ein
konzentrationsabhdngiger Einfluss der wassermischbaren organischen L&sungs-
mittel auf die Stereoselektivitdt. Mit steigender Konzentration der Ldsungsmittel
EtOH, iProp, Aceton, Dioxan und DMSO wurde der ee fir (R)-Acetoin proportional
verbessert (in Puffer ee = 17 % (R) auf maximal ee = 47 % (R) in Gegenwart von

30 vol% iProp). Im Gegensatz dazu wurde der ee fur (S)-HPP (in Puffer ee = 91 %
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(S) auf ee = 73 % (S) in Gegenwart von 30 vol% iProp) stetig verschlechtert. Die
Ergebnisse zeigen also eine Verschiebung der Stereoselektivitdt der PpBFD in
Richtung der R-Enantiomere durch wassermischbare organische Ldsungsmittel. Im
Gegensatz dazu fiel der Einfluss nicht wassermischbarer organischer Lésungsmittel
auf die Stereoselektivitdt weniger ausgepragt aus, was auch an der geringen
Konzentration liegen kann, mit der diese L&sungsmittel eingesetzt wurden. Mit
Ausnahme von EtOAc blieb der ee fiir (S)-HPP mit 91 % (S) relativ stabil (maximale
Reduktion auf ee = 85 % (S) in Gegenwart von 7 % EtOAc). Im Falle des Acetoins
kam es zu leichten Schwankungen (in Puffer ee = 17 % (R), maximale Verbesserung
auf ee = 25% (S) in Gegenwart von 7 vol% EtOAc), die allerdings nicht so
ausgepragt waren, wie die Anderungen, welche durch den Einfluss der

wassermischbaren organischen Lésungsmittel verursacht wurden (Abbildung 18).

PpBFDH?281A

Die Variante PpBFDH281A hat relativ zum Wildtyp-Enzym ein vergrof3ertes aktives
Zentrum, da dieses Enzym rational zur verbesserten Produktion von Benzoin
entworfen wurde (Polovnikova et al. 2003). Unter den gewdahlten Reaktions-
bedingungen (18 mM Benzaldehyd, 180 mM Acetaldehyd) katalysierte diese
Variante die Bildung aller vier méglichen 2-Hydroxyketone (Abbildung 19A). Die
PpBFDH281A ist demnach bezuglich der Chemoselektivitat sehr unselektiv.
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Abbildung 19: Chemoselektivitit der PobBFDH281A in Gegenwart organischer Losungsmittel.
Dargestellt ist die Produktkonzentration (A) wund die relative Produktverteilung (B).
Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSOQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1
mg/mL PpBFDH281A; Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die
gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei unabhéangigen Messungen (Darstellung der Ergebnisse in
%: Abbildung 75).

In Abwesenheit organischer L&sungsmittel wurden alle Produkte in einer
Konzentration von je < 3 mM synthetisiert. Dies entspricht, bezogen auf das Substrat
Benzaldehyd, einem Umsatz von ca. 16 %.

Wie im Falle der PpBFD wurden die Produktkonzentrationen auch in der
PpBFDH281A-Katalyse durch nahezu alle organischen Ld&sungsmittel reduziert
(Abbildung 19A). Dennoch konnte die HPP-Konzentration durch den Einfluss der
Lésungsmittel 10 vol% DMSO, 0,5 vol% TCM und 1 vol% DIPE auf bis zu 2,2 mM
erhbht werden. Zusatzlich erhéhten 10 — 20 vol% DMSO, 10 vol% EtOH, 10 vol%
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iProp, 10 vol% Aceton, 1vol% DCM, 0,5vol% TCM sowie 1vol% DIPE die
Benzoinkonzentration auf einen Wert von bis zu 3,7 mM (durch 0,5 vol% TCM) nach
24 h Reaktionszeit.

Zur Bewertung der Chemoselektivitdt wurde die relative Produktverteilung betrachtet
(Abbildung 19B). Mit steigender Konzentration der wassermischbaren organischen
Lésungsmittel wurde der rpv-Wert fir HPP stets reduziert. Dies traf ebenfalls, mit
Ausnahme des DMSO, auf den rpv-Wert fir Benzoin zu. Dem steht eine stete
Erhéhung des rpv-Werts fur Acetoin und, wieder mit Ausnahme von DMSO, ebenso
eine Erhdéhung des rpv-Werts fur PAC gegenilber. Benzoin und HPP wurden also zu
Gunsten von Acetoin und PAC reduziert. Dies zeigt, dass die wassermischbaren
organischen L&sungsmittel die Chemoselektivitdt der PoBFDH281A so verandern,
dass Acetaldehyd als Donor (Akzeptor Acetaldehyd = Acetoin; Akzeptor
Benzaldehyd = PAC) gegeniiber Benzaldehyd (Akzeptor Acetaldehyd = HPP;
Akzeptor Benzaldehyd = Benzoin) bevorzugt wird. Im Fall der nicht
wassermischbaren organischen L&sungsmittel zeigte sich im Durchschnitt eine
Verschlechterung des rpv-Werts fur HPP, wahrend die enzymatische Bildung von
Benzoin in keinem der Falle abnahm.

Die Variante PpBFDH281A war das einzige Enzym, welches den Zugang zu allen
vier Produkten in so hohen Konzentrationen erméglichte, dass eine Bestimmung der

Stereoselektivitat aller Produkte zuldassig war (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Stereoselektivitdt der PoBFDH281A in Gegenwart organischer Lésungsmittel.
Dargestellt ist der jeweilige ee-Wert fir jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
(50 mM, 2,5mM MgSO,, 0,1mM ThDP), pH 7,5, 20°C, 24 h, 0,1 mg/mL PpBFDH281A,;
Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind
Mittelwerte aus drei unabhdngigen Messungen. (Ausnahme: ** hier wurde der PAC-Wert fur die
Chemoselektivitat lediglich aus zwei Messungen berechnet).
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(R)-Benzoin wurde in enantiomerenreiner Form gebildet (ee > 99 % (R)). Dies
anderte sich auch nicht durch die Anwesenheit organischer Lésungsmittel. (R)-PAC
wurde in Abwesenheit organischer L&sungsmittel mit einem ee von 93 % (R)
gebildet. Der Enantiomereniiberschuss des Enzyms fiir dieses Produkt wurde durch
verschiedene L&sungsmittel, wie z.B. 20 vol% Dioxan in Richtung des S-Produkts
verschoben (ee = 25 % (R)). Ein ahnlicher Effekt zeigte sich fur (S)-HPP. Der ee von
47 % (S) wurde z.B. in Gegenwart von 7 vol% EtOAc auf einen Wert von ee = 17 %
(S) reduziert. Fir das kleinste Produkt Acetoin verbesserte sich der ee von 25 % (R)
in Puffer zu einem Wert von ee = 56 % (R) in Gegenwart von 7 vol% EtOAc. Dies ist
eines der wenigen Beispiele in diesen Untersuchungen, in denen organische

Lésungsmittel die Stereoselektivitat eines Enzyms verbessern.

ApPDC

Acetoin, PAC und Spuren von Benzoin waren durch die Katalyse der ApPDC unter
den gewahlten Reaktionsbedingungen (18 mM Benzaldehyd, 18 mM Acetaldehyd) in
Abwesenheit organischer Losungsmittel zuganglich (Abbildung 21A).
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Abbildung 21: Chemoselektivitit der ApPDC in Gegenwart organischer L&sungsmittel.
Dargestellt ist die jeweilige Produktkonzentration (A) und die relative Produktverteilung (B).
Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h,
0,1 mg/mL ApPDC, Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten
Werte sind Einfachbestimmungen (Darstellung der Ergebnisse in %: Abbildung 76).

In Puffer wurde Acetoin bis zu einer Konzentration von 4 mM nach 24 h produziert.
Dieser Wert konnte in Gegenwart von 30 vol% Aceton auf eine Endkonzentration von
5 mM gesteigert werden. Obwohl einige L&sungsmittel die PAC-Produktion der
ApPDC reduzierten, war eine Steigerung der Produktkonzentration von 1,8 mM in
Puffer auf einen Wert von 3,1 mM durch Anwesenheit von 5 vol% MTHF ebenfalls
moglich. Weitere Lésungsmittel, welche die PAC-Produktion des Enzyms verbessern
konnten, waren DMSO, Dioxan, EtOAc und iProp. Im Vergleich zu den anderen

Produkten war die finale Produktkonzentration fiir Benzoin nach 24 h mit einem Wert
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von 0,06 mM sehr gering und wurde durch die meisten organischen L&sungsmittel
weiter reduziert.

Im Fall der Chemoselektivitdt der ApPDC zeigte sich wieder ein ahnliches Bild, wie
schon bei den zuvor beschriebenen Enzymen (Abbildung 21B). Mit steigender
Konzentration = wassermischbarer  organischer  Ldsungsmittel wurde die
Chemoselektivitat der ApPDC in Richtung des Acetoins verschoben, wahrend die rpv
fur PAC reduziert wurde. Eine Ausnahme bildete erneut DMSO. Fur die nicht
wassermischbaren organischen L&sungsmittel zeigte sich, dass MTHF und EtOAc
die Chemoselektivitdt des Enzyms im Gegensatz dazu auch in Richtung des PAC-
Produkts verschieben konnten.

Im Vergleich zu den anderen getesteten Enzymen war der Effekt auf die Stereo-
selektivitat der ApPDC sehr gering (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Stereoselektivitit der ApPDC in Gegenwart organischer Ldsungsmittel.
Dargestellt ist der jeweilige ee-Wert fiir jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
B0mM, 25mM MgSO,, 0,1mM ThDP), pH 75 20°C, 24 h, 0,1 mg/mL ApPDC;
Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind
Einfachbestimmungen.

PAC (ee > 99 % (R) in Puffer) und Benzoin (ee > 99 % (R) in Puffer) wurden mit sehr
hohem Enantiomerenliberschuss produziert, der durch die organischen L&sungs-
mittel nicht beeintrachtigt wurde. Im Gegensatz dazu entstand (S)-Acetoin mit einem
ee von 28 % (S) in Puffer, der in Gegenwart von 5 vol% THF auf einen ee von 13 %

(S) reduziert wurde.

90 ”



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

ApPDCE469G
In vorangegangenen Arbeiten wurde die ApPDC in Position 469 von Glutamat (E) zu
Glycin (G) mutiert, um eine S-selektive Variante zur PAC-Produktion zu erhalten
(Rother et al. 2011, 1.2.5.1.1). Diese Variante wurde in Anwesenheit organischer
Lésungsmittel untersucht (Abbildung 23A).
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Abbildung 23: Chemoselektivitat der ApPDCE469G in Gegenwart organischer Léosungsmittel.
Dargestellt ist die jeweilige Produktkonzentration (A) und die relative Produktverteilung (B).
Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5; 20 °C, 24 h,
0,1 mg/mL ApPDCE469G, wenn Umsatz zu gering 0,4 mg/mL ApPDCE469G; Substratkonzentration:
18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhdngigen Messungen (Darstellung der Ergebnisse in %: Abbildung 77).

Die Produktivitdt der ApPDCE469G wurde, unter den gewahlten Reaktions-
bedingungen (18 mM Benzaldehyd, 18 mM Acetaldehyd), durch fast alle getesteten
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organischen L&sungsmittel reduziert. Eine Ausnahme bildete die Acetoinproduktion,
welche durch die Anwesenheit von 10 und 20 vol% DMSO gesteigert werden konnte.
Die Gesamtproduktivitdt des Enzyms wurde durch viele organische L&sungsmittel
herabgesetzt. Zusatzlich war eine Beeinflussung der Chemoselektivitat zu erkennen
(Abbildung 23B). In weitestgehend allen messbaren Ansédtzen zeigte sich eine
Erhéhung des rpv-Werts fir Acetoin auf Kosten von PAC. Auch mit diesem Enzym
wurde somit eine Verschiebung der Chemoselektivitdt zum kleineren Produkt
beobachtet.

Im Vergleich zum Wildtyp-Enzym war die Stereoselektivitdt der ApPDC469G sehr

empfindlich gegenlber organischen Lésungsmitteln (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Stereoselektivitit der ApPDCE469G in Gegenwart organischer Losungsmittel.
Dargestellt ist der jeweilige ee-Wert fur jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
(50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL ApPDCE469G, wenn
Umsatz zu gering 0,4 mg/mL ApPDCE469G; Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM
Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen. Die
Stereoselektivitdt des Benzoins ist nicht abgebildet, weil die Produktkonzentrationen zu gering fir eine
verldssliche Enantiomerenzuordnung waren.

(S)-PAC wurde in Puffer mit einem ee von 87 % (S) gebildet. Die Zugabe von z.B.
0,5vol% TCM fihrte zu einer Stereoinversion und einem Uberschuss des
R-Enantiomers (ee = 49 % (R)). Dieses Beispiel beschreibt einen der starksten
Effekte, welcher durch organische Lésungsmittel in dieser Studie beobachtet wurde.

Der gleiche Trend wurde fur die ApPDCE469G-katalysierte Acetoinbildung
festgestellt. Der ee von 85 % (S) in Puffer wurde durch Anwesenheit von 30 vol%

EtOH auf einen Wert von ee = 28 % (S) reduziert. Fur die ApPDCE469G wurde sehr
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haufig ein Effekt gefunden, der mit steigender Konzentration des L&sungsmittels

entsprechend proportional verstarkt werden konnte.

PfBAL

Die PMBAL ist eine hoch aktive Carboligase, welche bei der Carboligation
Benzaldehyd als Donor bevorzugt (1.2.5.3, Janzen et al. 2006). Daher sind durch
dieses Enzym in der bimolekularen Carboligation die Produkte HPP und Benzoin
zuganglich. Einige Studien zeigten bereits, dass die PBAL in Gegenwart organischer
Lésungsmittel aktiv bleibt und ihre Stabilitdt z.B. durch DMSO verbessert werden
kann (Dominguez de Maria et al. 2006). Die Ergebnisse der PBAL-Katalyse in

Gegenwart der ausgewahlten organischen Losungsmittel zeigt Abbildung 25A.
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Abbildung 25: Chemoselektivitit der PfBAL in Gegenwart organischer Losungsmittel.
Dargestellt ist die jeweilige Produktkonzentration (A) und die relative Produktverteilung (B).
Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,4, 0,1 mM ThDP), pH 8,0, 20 °C, 24 h,
0,02 mg/mL PBAL, Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten
Werte sind Einzelbestimmungen (Darstellung der Ergebnisse in %: Abbildung 78).

In Puffer wurden innerhalb von 24 h 3,7 mM HPP und 7,5 mM Benzoin durch die
PBAL produziert. Zusatze von EtOH, iProp, Aceton, Dioxan sowie DMSO konnten
die HPP-Konzentration auf 8 - 9,3 mM steigern. Fir DMSO war die Steigerung der
HPP-Konzentration nach 24 h proportional zur eingesetzten Konzentration dieses
L&sungsmittels. In Gegenwart von 10 vol% DMSO wurden 7,3 mM HPP synthetisiert,
durch 20 vol% DMSO 7,7 mM und nach Zugabe von 30 vol% DMSO sogar 8,1 mM.
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Im Gegensatz zur Chemoselektivitdt wurde die Stereoselektivitdt der PBAL in
Gegenwart organischer Losungsmittel nicht beeinflusst (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Stereoselektivitit der PMBAL in Gegenwart organischer Losungsmittel.
Dargestellt ist der jeweilige ee-Wert fur jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
B0mM, 25mM MgSO,, 0,1mM ThDP), pH 8,0, 20°C, 24 h, 0,02 mg/mL PfBAL,
Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind
Einzelbestimmungen.

o

(R)-Benzoin sowie (R)-HPP wurden enantiomerenrein (ee > 99 % (R)) gebildet,
unabhédngig davon, welches Ldsungsmittel dem enzymatischen Ansatz zugesetzt

wurde.

Fazit
Zusammenfassend kénnen mehrere Tendenzen formuliert werden, die den Einfluss

organischer Lésungsmittel auf die Chemo- und Stereoselektivitdt ThDP-abh&ngiger
Enzyme beschreiben:

- Die Produktivitdt und somit die Aktivitdt der Enzyme wird in Gegenwart
organischer L&sungsmittel haufig reduziert. Es zeigen sich jedoch auch
Beispiele, in denen eine Steigerung der Produktkonzentration verursacht wird,
z.B. Acetoin bei der L/KdcA, HPP bei der PBAL und PAC im Falle der
ApPDC. Diese Steigerung wird durch den Einfluss verschiedener
Lésungsmittel erreicht, eines davon ist jedoch immer DMSO. Die einzige
Ausnahme ist die PpBFD, bei der keines der Lo&sungsmittel eine

Konzentrationserhéhung bewirken konnte.
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- Durch die Anwesenheit organischer Lésungsmittel zeigte sich im Falle der
Chemoselektivitdt der Enzyme hé&ufig eine Verschiebung zum kleineren
2-Hydroxyketon. Ausnahmen hierbei sind die PAC-Produktion durch L/KdcA
bzw. PpBFDH281A, bei denen die Bildung von HPP reduziert wird und die
rpv-Werte fir PAC sowie Acetoin gesteigert werden. Hier zeigt sich ein Trend
zum kleineren Donorsubstrat. Die anderen Ausnahmen sind PpBFD, bei der
die rpv-Werte fur Acetoin und HPP variieren, allerdings keine Verschiebung in
Richtung des Acetoins auftritt und ApPDC, bei der gar keine Verschiebung
detektiert werden kann.

- Der Einfluss der organischen Lésungsmittel auf die Stereoselektivitdt ThDP-
abhéngiger Enzyme ist gering, wenn das Enzym das jeweilige Produkt in

Puffer bereits mit einem sehr hohen ee bildet.

2.2 Carboligaseaktivitit ThDP-abhangiger Enzyme in Gegenwart ionischer

Fliissigkeiten

Analog zu den organischen L&sungsmitteln wurde in einer weiteren Versuchsreihe
der Einfluss verschiedener ionischer Flussigkeiten auf die Chemo- und
Stereoselektivitat ThDP-abhangiger Enzyme untersucht. Im Folgenden wird der
Einfluss der ionischen Flissigkeiten auf die sechs Biokatalysatoren detailliert

beschrieben.

LIKdcA

Wie schon fiir die organischen Lésungsmittel beschrieben, ist durch die L/IKdcA der
Zugang zu den 2-Hydroxyketonen Acetoin, PAC und HPP mdglich. Die ionischen
Flussigkeiten Ammoeng 100 (IL-1), Ammoeng 101 (IL-2) sowie Ammoeng 102 (IL-3)
setzten die Aktivitat dieses Enzyms erheblich herab (Abbildung 27A).
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Abbildung 27: Chemoselektivitit der LIKdcA in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Dargestellt

Produktverteilung  (B).

relative

und die

(A)
Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,4, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h,

Produktkonzentration

jeweilige

die

ist

0,1 mg/mL L/KdcA, wenn Umsatz zu gering 0,4 mg/mL L/KdcA, Substratkonzentration: 180 mM

Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen

Messungen (Darstellung der Ergebnisse in %: Abbildung 79).
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Wahrend die Produktkonzentration von HPP und PAC im Vergleich zum gepufferten
Referenzsystem meist reduziert wurde, wird die Endkonzentration an Acetoin durch
die Anwesenheit ionischer Flissigkeiten haufig gesteigert. Dies zeigte sich auch fur
die relativen Produktverteilungen (rpv, Abbildung 27B). Die rpv fir HPP und PAC
wurden bei der LIKdcA mit steigender Konzentration an ionischer Flissigkeit
reduziert, wahrend die Bildung von Acetoin in Relation zu den anderen Produkten
gesteigert wurde. Dieses Ergebnis zeigt, dass es auch in Gegenwart der ionischen
Flussigkeiten zu einer Verschiebung der enzymatischen Chemoselektivitdt zum
kleineren 2-Hydroxyketon kam. Besonders ausgeprégt war dieser Effekt mit
Ammoeng 102 (IL-3) und Ammoeng 112 (IL-4). In den Untersuchungen zum Einfluss
der ionischen Flussigkeiten auf die Stereoselektivitdt der L/IKdcA (Abbildung 28)
zeigte sich ein ahnliches Bild, wie bei den organischen L&sungsmitteln (Abbildung
16).
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Abbildung 28: Stereoselektivitit der LIKdcA in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Dargestellt
ist jeweils der ee-Wert firr jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5; 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL L/KdcA, wenn Umsatz zu gering
0,4 mg/mL L/KdcA, Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten
Werte Mittelwerte aus drei unabhéangigen Messungen.

Die gemischten 2-Hydroxyketone HPP und PAC wurden mit sehr hoher Stereo-
selektivitat produziert (HPP: ee = 97 % bzw. 96 % (R); PAC: ee > 99 % (R),
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Abbildung 28). Solange der Umsatz zu diesen Produkten hoch genug war, um eine
verlassliche chirale Analytik zu gewdhrleisten, zeigte sich keine signifikante
Anderung dieser Werte. Wie auch schon im Fall der organischen L&sungsmittel
wurde lediglich der ee-Wert fir das Selbstligationsprodukt Acetoin stark beeinflusst.
Im Gegensatz zu den Reaktionen in Gegenwart von organischen Lésungsmitteln
(Abbildung 16), wurde die geringe Stereoselektivitdt von 21 - 26 % (R) in Puffer
durch Zugabe von ionischen Flissigkeiten nicht in einen Uberschuss an (S)-Acetoin
umgekehrt. Die geringe R-Selektivitdt der LIKdcA wurde lediglich weiter reduziert.
Die ionischen Flussigkeiten verursachten demnach in Bezug auf die
Stereoselektivitat der LIKdcA einen Trend zum S-Produkt, der in die gleiche Richtung
geht wie der Einfluss organischer L&sungsmittel, jedoch dort stérker ausgepragt zu

sein scheint.

PpBFD

Untersuchungen mit PpBFD als Katalysator zeigten, dass die Produktkonzentration
von HPP und Acetoin durch einige ionischen Flussigkeiten gesteigert werden konnte
(Abbildung 29A). Die deutlichste Steigerung in Bezug auf die HPP-Bildung dieses
Enzyms (in Puffer ca. 8 mM auf 11 mM) wurde durch die héchste Konzentration an
Ammoeng 112 (IL-4) ausgeldst. Steigerungen der Produktivitat fir Acetoin (in Puffer
ca. 1,7 mM) fielen im Vergleich, mit maximaler Steigerung auf 2,5 mM (durch 1 %
(w/v) Ecoeng 2122P (IL-7)), geringer aus. Dies wurde auch bei der Betrachtung der
Chemoselektivitat (Abbildung 29B) deutlich.
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Abbildung 29: Chemoselektivitat der PoBFD in Gegenwart ionischer Flissigkeiten. Dargestellt

ist die jeweilige Produktkonzentration (B) und die relative Produktverteilung (A). Reaktions-

bedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO,4, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL
PpBFD; Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind
Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Messungen (Darstellung der Ergebnisse in %: Abbildung 80).
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In den meisten Fallen wurde die Chemoselektivitdt der PpBFD auf Kosten des
Acetoins zum HPP-Produkt verschoben. Dieser Effekt wurde mit steigender Additiv-
Konzentration noch verstéarkt. Eine Ausnahme stellte die Messung mit 1 % (w/v)
Ecoeng 2122P (IL-7) dar. Hier war die Chemoselektivitdt der PbBFD im Vergleich
zum gepufferten System zum Acetoin verschoben. Insgesamt stellte das Enzym in
dieser Analyse eine Ausnahme bezlglich der bis hierhin formulierten Trends in der
Chemoselektivitat dar. Im Gegensatz zu vielen Beispielen wurde in diesem Fall die
Selektivitat nicht zum kleineren 2-Hydroxyketon, sondern zum GréReren verschoben.
Beziglich der Stereoselektivitat der PoBFD (Abbildung 30) zeigte sich fir HPP (in
Puffer ee = 85 — 90 % (S)) kaum ein Einfluss. Lediglich mit Ammoeng 100 (IL-1) und
Ammoeng 101 (IL-2) wurde der ee fur (S)-HPP leicht auf ee = 81 % (S) reduziert
(durch 2,5 % (w/v) Ammoeng 101 (IL-2)). Fir Acetoin (ee = 16,8 — 23 % (R)) wurde
der ee durch 2,5 % (w/v) Ammoeng 101 (IL-2) maximal auf ee = 42 % (R) gesteigert.
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Abbildung 30: Stereoselektivitit der PpBFD in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Dargestellt ist
der jeweilige ee-Wert fur jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5mM MgSO,4, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL PpBFD; Substratkonzentration:
180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhangigen Messungen.

PpBFDH281A
Auch in Gegenwart der ionischen Flussigkeiten waren alle vier méglichen Produkte
durch die PpBFDH281A zuganglich (Abbildung 31A).
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180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten

Werte geben teilweise den Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an (Ammoeng 101 (IL-

Chemoselektivitait der PpBFDH281A in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten.
2)/102 (IL-3)); fiur alle anderen Werte sind Einzelbestimmungen gezeigt (Darstellung der Ergebnisse

Dargestellt ist die jeweilige Produktkonzentration (A) und die relative Produktverteilung (B). Reaktions-

bedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL
102 "

PpBFDH281A; Substratkonzentration:

in %: Abbildung 81).

Abbildung 31:
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Im Vergleich zur Messung ohne Additive wurde die Benzoinkonzentration durch
verschiedene ionische Flussigkeiten gesteigert, wobei die besten Ergebnisse mit
2,5 % (w/v) IL-8 erzielt wurden, was eine Erhéhung der Benzoinkonzentration von
2,5 - 3 mM auf max. 4,6 mM bewirkte.

Bezilglich der Chemoselektivitat (Abbildung 31B) der PpBFDH281A zeigte sich im
Fall von Ammoeng 100 (IL-1), 101 (IL-2), 102 (IL-3) und Ecoeng 110 (IL-5), dass die
rpv des Enzyms fiir Benzoin minimiert wurde, wahrend diese fir Acetoin, HPP und
teils auch fur PAC gesteigert wurde. Auch hier erfolgte eine Verschiebung der
Chemoselektivitat zum kleineren 2-Hydroxyketon. Demgegeniber wurde der
umgekehrte Effekt durch die Additive Ecoeng 2111P (IL-6), 2122P (IL-7), IL-8 und
IL-9 beobachtet, durch die die rpv fiir Benzoin auf Kosten der fiir Acetoin gesteigert
wurde.

Die Stereoselektivitat der PpBFDH281A fiir Benzoin wurde durch die verschiedenen
ionischen Flussigkeiten nicht beeinflusst (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Stereoselektivitit der PpBFDH281A in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten.
Dargestellt ist der jeweilige ee-Wert fir jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
(50 mM, 2,5mM MgSO,, 0,1mM ThDP), pH 7,5, 20°C, 24 h, 0,1 mg/mL PpBFDH281A,
Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd, die gezeigten Werte geben
teilweise den Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an (Ammoeng 101 (IL-2)/102 (IL-3)); fur
alle anderen Werte sind Einzelbestimmungen gezeigt.
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Die PAC- und die Acetoinsynthese unterlagen in Bezug auf die Stereoselektivitat in
Gegenwart ionischer Flissigkeiten méaRigen Schwankungen. Der gréRte Einfluss
wurde allerdings bei HPP durch Ammoeng 100 (IL-1) und Ammoeng 101 (IL-2)
hervorgerufen. Der ee fur (S)-HPP im Puffer betrug 55 % (S). Ammoeng 101 (IL-2)
senkte diesen auf einen Wert von ee = 10 % (S). Demgegenlber entstand in
Anwesenheit von Ammoeng 100 (IL-1) sogar ein geringfugiger Uberschuss an (R)-
HPP (ee = 18 % (R)).

ApPDC

Mit steigender Konzentration der ammoniumbasierten ionischen Flissigkeiten
(Ammoeng-ILs) zeigte sich besonders im Fall der ApPDC eine Reduktion der
Produktkonzentration fir PAC (Abbildung 33A). Alle anderen ionischen Flissigkeiten
beeinflussten die PAC-Konzentration nicht signifikant. Allerdings fiihrte hier eine
Erhéhung der Konzentrationen der ionischen Flissigkeiten zu einer Steigerung der

Acetoinbildung (Ausnahme Ammoeng 100 (IL-1)).
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Abbildung 33: Chemoselektivitdt der ApPDC in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Dargestellt

ist die Produktkonzentration (A) und die relative Produktverteilung (B). Reaktionsbedingungen: TEA-

Puffer (50 mM, 2,5mM MgSO,, 0,1mM ThDP), pH 7,5, 20°C, 24 h, 0,1 mg/mL ApPDC,

Substratkonzentration:

18 mM Benzaldehyd, die gezeigten Werte geben

18 mM Acetaldehyd,

(IL-1)/112

unabhangigen Messungen an (Ammoeng 100

teilweise den Mittelwert aus drei

(IL-4)/Puffer); fur alle anderen Werte sind Einzelbestimmungen gezeigt (Darstellung der Ergebnisse in

%: Abbildung 82).
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Steigerung der enzymatischen Acetoinbildung und die Reduktion der PAC-
Bildung hatte auch Auswirkungen auf die Chemoselektivitat (Abbildung 33B). Jeweils
mit steigender Konzentration der ionischen Flissigkeiten wurde die rpv fiur PAC
reduziert. Gleichzeitig wurde die rpv fur Acetoin gesteigert. Folglich wurde durch
Zugabe ionischer FlUssigkeiten die Chemoselektivitdt der ApPDC analog zu dem
Einfluss organischer Losungsmittel zum kleineren Produkt verschoben.

Fur die Stereoselektivitat der ApPDC (Abbildung 34) zeigte sich ein einheitliches Bild.
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Abbildung 34: Stereoselektivitit der ApPDC in Gegenwart ionischer Fliussigkeiten. Dargestellt
ist der ee-Wert unter Einfluss der jeweiligen ionischen Flussigkeit. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
(50 mM, 2,5 mM MgSQ,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 0,1 mg/mL ApPDC, Substratkonzentration: 18 mM
Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte geben teilweise den Mittelwert aus drei
unabhangigen Messungen an (Ammoeng 100 (IL-1)/112 (IL-4)/Puffer); fur alle anderen Werte sind
Einzelbestimmungen gezeigt.

Ebenso entsprechend dem Einfluss organischer Lésungsmittel (Abbildung 22) wurde
durch ionische Fliissigkeiten bei der ApPDC keine signifikante Anderung der Stereo-
selektivitdt hervorgerufen. (R)-PAC wurde unverdndert mit einem sehr guten
Enantiomereniberschuss gebildet (ee > 99 % (R)). Der ee-Wert fur das gebildete
(S)-Acetoin (ee = 28 — 31 % (S)) blieb ebenfalls in Gegenwart aller ionischen

Flissigkeiten nahezu unveréndert.
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ApPDCE469G

Die Variante ApPDCE469G war in Anwesenheit der ausgewahlten ionischen
Flussigkeiten aktiv (Abbildung 35A), zeigte aber geringe Umsétze. Die
Produktkonzentration von PAC (in Puffer 0,51 — 1,14 mM) wurde durch geringe
Konzentrationen von Ecoeng 110 (IL-5) sowie Ammoeng 112 (IL-4) im Vergleich zum
Puffer leicht verbessert. In allen anderen Féllen wurde die Produktkonzentration der
enzymatischen Synthese reduziert. Bezogen auf die Kontrolle ohne Additive wurde
die Acetoinkonzentration (0,57 — 0,91 mM) durch Anwesenheit hoher Ammoeng 112

(IL-4)-Konzentrationen signifikant auf 1,53 mM gesteigert.
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Abbildung 35: Chemoselektivitit der ApPDCE469G in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten.

relative  Produktverteilung (B).

und die

Produktkonzentration  (A)

die

ist

Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,4, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h,

Dargestellt

0,1 mg/mL ApPDCE469G, wenn Umsatz zu gering 0,4 mg/mL ApPDCE469G, Substratkonzentration:
18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd, die gezeigten Werte geben den Mittelwert aus drei

unabhdngigen Messungen an (Darstellung der Ergebnisse in %: Abbildung 83).
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Der Einfluss ionischer Flissigkeiten auf die Chemoselektivitdt der ApPDCE469G
folgte einem generellen Trend (Abbildung 35B), der sich in der Reduktion der rpv von
PAC mit steigender Konzentration der ionischen Flussigkeiten dufierte, wahrend der
rpv-Wert flr Acetoin anstieg. Die einzige Ausnahme bildete hier IL-8. Diese ionische
Flussigkeit beeinflusste weder den rpv-Wert fir PAC noch fir Acetoin signifikant.
Auch hier wurde die Verschiebung der Chemoselektivitat in Gegenwart von ionischen
Flussigkeiten zum kleineren 2-Hydroxyketon beobachtet.
Wie im Fall der organischen Lésungsmittel, zeigten die ionischen Flissigkeiten einen
starken Einfluss auf die Stereoselektivitat der AbPDCE469G (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Stereoselektivitit der ApPDCE469G in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten.
Dargestellt ist der jeweilige ee-Wert fir jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
(50 mM, 2,5 mM MgSO,4, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL ApPDC469G, bei zu
geringem Umsatz 0,4 mg/mL ApPDCE469G, Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM
Benzaldehyd, die gezeigten Werte geben den Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an.

Im Vergleich zu der jeweiligen Referenzmessung wurde der ee-Wert fiir Acetoin (ee
=87 % - 99 % (S)) durch die ionischen Flussigkeiten nicht signifikant beeinflusst. Fur
die Stereoselektivitdt des PAC-Produkts (ee = 86 % (S)) zeigte sich ein anderes Bild.
Wahrend Ecoeng 110 (IL-5), 2122P (IL-7), 2111P (IL-6) sowie IL-8 und IL-9 lediglich
eine moderate Reduktion des Enantiomerenlberschusses auf ee = 65 % fur (S)-PAC

im Reaktionsansatz mit ApPDCE469G bewirkten, wurde dieser Einfluss durch die
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Ammoeng-ILs verstarkt. Ammoeng 100 (IL-1), 101 (IL-2) und 112 (IL-4) reduzierten
die Stereoselektivitat fur (S)-PAC bis hin zu nahezu racemischen Verhaltnissen.
Durch Ammoeng 102 (IL-3) wurde im Gegensatz dazu, der Enantiomereniberschuss
des (S)-PACs mit steigender Konzentration in einen (R)-Uberschuss umgekehrt.
Ausgehend von einer stereoselektiven Synthese von (S)-PAC mit ee = 86 % (S) (in
Puffer) wurde die Enzymselektivitdt durch 9 % (w/v) Ammoeng 102 (IL-3) auf ee =
60 % (R) veréndert.

PfBAL

Die PMBAL blieb auch in Gegenwart der untersuchten ionischen Flussigkeiten hoch
aktiv (Abbildung 37A).
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Abbildung 37: Chemoselektivitat der PBAL in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Dargestellt ist

die Produktkonzentration (A) und die relative Produktverteilung (B). Reaktionsbedingungen: TEA-

Puffer (50 mM, 2,5mM MgSO,, 0,1 mM ThDP), pH 8,0, 20°C, 24 h, 0,02 mg/mL PBAL,

Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd; die gezeigten Werte geben den
Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an (Darstellung der Ergebnisse in %: Abbildung 84).
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Im Vergleich zur Messung ohne Additive zeigte sich jedoch, dass besonders durch
Ammoeng 102 (IL-3) und Ammoeng 112 (IL-4) in nahezu allen Féllen die
Produktkonzentration fir Benzoin reduziert wurde. HPP hingegen wurde in allen
Fallen mit steigender Konzentration an ionischer Flissigkeit in héheren
Konzentrationen  produziert. Dabei steigerten besonders die héchsten
Konzentrationen an ionischer Flussigkeit die HPP-Bildung im Vergleich zur Referenz.
Bei der Betrachtung der Chemoselektivitat (Abbildung 37B) zeigte sich, dass der rpv-
Wert flr Benzoin, bis auf eine Ausnahme (IL-9) durch alle ionischen Flissigkeiten
herabgesetzt wurde. Zudem zeigte sich erneut ein konzentrationsabh&ngiger Trend
analog des Einflusses der organischen L&sungsmittel (IV.2.1): Mit steigender
Konzentration der einzelnen ionischen Flissigkeiten wurde die Chemoselektivitat der
PBAL in Richtung des kleineren 2-Hydroxyketons, in diesem Fall des HPPs,
verschoben.

Auch der Einfluss ionischer Flissigkeiten auf die Stereoselektivitat (Abbildung 38)

zeigte den Trend, der mit organischen Losungsmitteln bereits beobachtet wurde.
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Abbildung 38: Stereoselektivitit der PBAL unter Einfluss ionischer Fliissigkeiten. Dargestellt ist
der jeweilige ee-Wert fir jedes gebildete Produkt. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5mM MgSO,, 0,1 mM ThDP), pH 8,0, 20 °C, 24 h, 0,02 mg/mL PfBAL, Substratkonzentration:
18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd, die gezeigten Werte geben den Mittelwert aus drei
unabhangigen Messungen an.
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Die beiden Produkte HPP (ee > 99 % (R)) und Benzoin (ee > 99 % (R)) wurden mit
einem sehr hohen ee-Wert produziert. Wie im Fall der organischen Ldsungsmittel
(Abbildung 26) zeigte keine der untersuchten Additive einen Einfluss auf die

Stereoselektivitdt der PBAL-katalysierten Synthesen.

Fazit

Zusammenfassend kénnen mehrere Trends formuliert werden, die den Einfluss
ionischer Flussigkeiten auf die Chemo- und Stereoselektivitdt ThDP-abhangiger
Enzyme beschreiben:

- In Anwesenheit ionischer Flissigkeiten zeigt sich in den meisten Féllen eine
Verschiebung der Chemoselektivitdt in Richtung des kleineren 2-Hydroxy-
ketons (L/KdcA, PpBFD, ApPDC, ApPDCE469G, PMBAL). Es kann teilweise
aber auch der gegenldufige Trend beobachtet werden (PpBFDH281A,
Abbildung 31).

- Wie schon mit organischen L&sungsmitteln beobachtet, ist eine in Puffer hoch
stereoselektive enzymatische Synthese weniger anféllig fur Einflisse durch

ionische Flussigkeiten, als eine weniger selektive Reaktion.

3 Einfluss von Additiven auf die Chemoselektivitait ThDP-

abhédngiger Enzyme

Im Folgenden werden die Beobachtungen der vorangegangenen Kapitel
zusammengefasst, um generelle Tendenzen fir die gesamte Gruppe ThDP-
abhangiger Enzyme identifizieren zu kdnnen. Hierbei wird die Beeinflussung der
Chemoselektivitat jeweils in Gegenwart organischer L&sungsmittel und ionischer

Flussigkeiten umfassend und vergleichend betrachtet.

3.1 Einfluss organischer Lésungsmittel auf die Chemoselektivitat ThDP-

abhangiger Enzyme

Zur besseren Visualisierung der Einflisse von organischen L&sungsmitteln auf die
Chemoselektivitat ausgewahlter ThDP-abhangiger Enzyme, wurde die nach 24 h
gemessene Produktkonzentration in Puffer in Relation zu der prozentualen Anderung
dieses Werts in Gegenwart eines organischen L&sungsmittels in einer definierten

Konzentration gegenubergestellt (Abbildung 39A).
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Abbildung 39: (A) Zusammenhang zwischen der Anderung der Produktkonzentration (%)
hervorgerufen durch organische Losungsmittel und der Produktkonzentration nach 24 h in
wassrigem Puffer (mM) ohne Losungsmittelzugabe. (B) Zusammenhang zwischen der
Anderung der relativen Produktverteilung (rpv) durch organische Lésungsmittel (%) und der
rpv ohne Lésungsmittelzusatz. Die Symbole représentieren jeweils das Enzym und die Farbe des
Symbols das jeweilige gebildete Produkt. Jeder Datenpunkt gibt den Einfluss eines organischen
Lésungsmittels in einer bestimmten Konzentration wieder (fur Details siehe IV.2.1). Datenpunkte im 1.
Quadranten zeigen eine erhdhte Produktkonzentration nach 24 h (A) oder rpv (B) nach 24 h relativ zur
Messung in Puffer. Punkte im 4. Quadranten geben eine reduzierte Produktkonzentration (A) oder rpv
(B) in Abhangigkeit des Lésungsmittels an. A - B (A) und A - C (B) beziehen sich auf Beispiele, welche
im Text genannt werden. Die gestrichelten Linien im 1. Quadranten und bei 100 % im 4. Quadranten
zeigen die Grenze der maximal méglichen Anderung aufgrund der prozentualen Darstellung an.
Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd (alle Enzyme) und 18 mM (ApPDC, ApPDCE469G,
PBAL) oder 180 mM (L/KdcA, PpBFD, PpBFDH281A) Acetaldehyd. Reaktionsbedingungen: vgl.
Abbildung 15, Abbildung 17, Abbildung 19, Abbildung 21, Abbildung 23, Abbildung 25 und 111.2.2.7.7.
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In diesem Graph wurden die vier mdéglichen Produkte unabh&ngig voneinander
betrachtet. Auf der x-Achse wurde die Produktkonzentration nach 24 h in Puffer ohne
Zugabe eines organischen Ld&sungsmittels aufgetragen. Die Ver&dnderung der
Produktkonzentration durch ein organisches Lésungsmittel wurde bezogen auf den
Wert im Puffer (in %) berechnet. Werte y > 0 zeigen eine Steigerung der
Produktkonzentration, hervorgerufen durch organische L&sungsmittel, Punkte bei
y <0 eine Reduktion dieses Werts. Wie dieser Plot zu lesen ist, wird an folgendem
Beispiel deutlich: Die Enzymvariante ApPDCE469G produziert Acetoin in einer
Endkonzentration von 0,68 mM (Abbildung 23, Abbildung 39A, Punkt A auf der x-
Achse). Hierbei handelt es sich um die Messung ohne Zugabe eines organischen
Lésungsmittels. Die Zugabe von beispielsweise 20 vol% DMSO steigert die
Produktkonzentration von Acetoin auf einen Wert von 1,05 mM (Abbildung 23). Die
prozentuale relative Steigerung um 54,4 % dieses Produkts durch das Additiv wird
Uber der Startkonzentration von 0,68 mM aufgetragen (Abbildung 39A, Punkt B im 1.
Quadranten). Der Einfluss von 20 vol% DMSO ist somit durch einen Punkt in diesem
Graphen reprasentiert. Jedes weitere organische Lésungsmittel in einer bestimmten
Konzentration wird durch einen der anderen Punkte représentiert.

Zusammengefasst war in 26 % aller Falle eine Steigerung der Produktkonzentration
nach 24 h méglich. Hingegen fihrte der Zusatz eines organischen Lésungsmittels bei
74 % der Messungen zu einer Reduktion der Produktkonzentration im Puffer.

Wie schon in IV.2.1 beschrieben, werden Anderungen der Chemoselektivitat
besonders gut durch Betrachtung der relativen Produktverteilung (rpv) deutlich, weil
hier die Relation der einzelnen Produkte zueinander betrachtet wird (Abbildung 39B).
Der Einfluss der einzelnen Lésungsmittel auf die verschiedenen ThDP-abhéangigen
Enzyme wurde bereits ausfihrlich diskutiert (IV.2.1). Hier werden nun die generellen

Einflisse betrachtet.

Verschiebung der Chemoselektivitét zum kleineren 2-Hydroxyketon

In Gegenwart organischer L&sungsmittel wurde h&ufig eine Verschiebung des
Spektrums zu einem Produkt beobachtet, welches den kleineren Aldehyd
(Acetaldehyd) als Donor enthalt. Dies geschieht auf Kosten des Produkts mit dem
grofReren Donor (Benzaldehyd). Dieser Effekt gilt fur die organischen Losungsmittel

generell.
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So zeigte sich bei den Ergebnissen mit der LIKdcA in fast allen Fallen eine Reduktion
der relativen Produktverteilung fur HPP (Donor = Benzaldehyd), wahrend Acetoin
(Donor = Acetaldehyd) entsprechend zunahm. Im Fall der PoBFDH281A werden die
Werte der rpv fir Acetoin (Donor = Acetaldehyd) und PAC (Donor = Acetaldehyd)
gesteigert, wahrend die rpv fir Benzoin (Donor = Benzaldehyd) und im Besonderen
fur HPP (Donor = Benzaldehyd) abnahm.

Neben der Donorposition scheint auch die Akzeptorposition durch die Anwesenheit
organischer Lésungsmittel beeintrachtigt zu werden. So zeigen die folgenden beiden
Beispiele, dass eine Verschiebung der Chemoselektivitdt zum kleineren 2-
Hydroxyketon erfolgt, der Donoraldehyd jedoch beibehalten wird. Dies wurde erstens
bei der Variante ApPDCE469G in Gegenwart von organischen L&sungsmitteln
beobachtet, wobei die rpv fir Acetoin (Akzeptor = Acetaldehyd) mit einigen
Ausnahmen stieg, wahrend die rpv fir PAC (Akzeptor = Benzaldehyd) reduziert
wurde (Abbildung 23). Zweitens zeigten die Ergebnisse mit der PBAL eine Senkung
der rpv fiir Benzoin (Akzeptor = Benzaldehyd) bei gleichzeitiger Erhéhung des HPP-
Anteils (Akzeptor = Acetaldehyd) (Abbildung 25).

Geringe Chemoselektivitat bedingt stérkeren Einfluss der organischen Lésungsmittel
auf die rpv

Neben der Verschiebung der Chemoselektivitdt zum kleineren 2-Hydroxyketon, kann
ein zweiter genereller Trend beziiglich des Einflusses organischer Lésungsmittel auf
ThDP-abhéngige Enzyme beobachtet werden. In mehreren Féllen zeigte sich, dass
es bei einer chemoselektiven Synthese von nur ein bis zwei Produkten in Gegenwart
organischer Ldsungsmittel seltener zu einer Verschiebung des Produktspektrums
kam.

Wahrend in PpBFD-katalysierten Reaktionen die Konzentration an gebildetem HPP
(in Puffer rpv = 0,78, Abbildung 39B, A) z.B. in Gegenwart von 30 vol% iProp nur
maximal um 22 % abnahm, zeigte sich fur Acetoin (Abbildung 39B, B, in Puffer
rpv = 0,22 Abbildung 17) eine Reduktion um bis zu 58 % relativ zur Referenz in
Puffer (Abbildung 39B, C).

Fir die PoBFDH281A-katalysierten Synthesen war erkennbar, dass die rpv von HPP
relativ zu Benzoin eine starkere Reduktion erfuhr (Abbildung 19), obwohl beide
Produkte Benzaldehyd als Donorsubstrat enthalten. Auch im Fall der ApPDC wurde

Acetoin mit einer hohen rpv = 0,69 weniger stark durch die Anwesenheit organischer
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Lésungsmittel reduziert, als die Produkte mit den geringeren rpv-Werten PAC (rpv =
0,3) und Benzoin (rpv < 0,01) (Abbildung 21).

Fazit

Die graphische Darstellung der Ergebnisse zur Chemoselektivitat in Abbildung 39
lassen allgemeine Tendenzen bei den verschiedenen Enzymen und Lésungsmitteln
erkennen. Insbesondere wird die Verschiebung der Chemoselektivitdt hin zum
kleineren 2-Hydroxyketon als genereller Trend deutlich, der mit allen getesteten
Lésungsmitteln beobachtet wurde, unabhéngig von deren Konzentration. Weiterhin
werden in Puffer hoch chemoselektive enzymatische Reaktionen beziiglich ihrer
Selektivitdt deutlich weniger stark beeinflusst als solche mit geringerer
Chemoselektivitat.

Obwohl die Gegenwart organischer Lésungsmittel in den meisten Fallen zu einer
Verringerung der Produktbildung fuihrt, kann in einzelnen Féllen auch eine Zunahme
der Produktkonzentrationen beobachtet werden.

Es kann verschiedene Grinde fur die beschriebenen Einflisse organischer
Lésungsmittel auf ThDP-abhéngige Enzyme geben. Im Folgenden werden die

wahrscheinlichsten molekularen Ursachen diskutiert.
3.1.1  Einfluss organischer Lésungsmittel auf die Enzymflexibilitét

Der Einfluss organischer L&sungsmittel auf die Flexibilitat (als ein MaR fur die
Beweglichkeit der Struktur) von Enzymen wird in der Literatur nicht einheitlich
beschrieben. Die Flexibilitdt von Enzymen wird mit der Wasseraktivitat (1.3.1.1)
korreliert. So scheint eine hohe Hydratation zu einer héheren Flexibilitdt und damit zu
einem aktiveren Enzym zu fuhren (Jénsson et al. 1998). In der Literatur wird durch
Erhéhung der Wasseraktivitdt von einer erhdhten Stereoselektivitdt berichtet
(Hogberg et al. 1993). Es gibt Beispiele, dass eine erhdhte Wasseraktivitat die
Stereoselektivitat aber auch herabsetzte (Orrenius et al. 1995). Andererseits gibt es
Literaturstellen, die den Einfluss der Flexibilitdt auf die Selektivitdt eines Enzyms
ausschlie3en, zumindest in reinen organischen Lésungsmitteln (Rariy und Klibanov
2000). Unter der Voraussetzung einer prazisen Versuchsdurchfihrung und —analytik
scheint der Einfluss abhangig zu sein vom Enzym, dessen Struktur sowie dem
Reaktionsmechanismus. Darliber hinaus scheinen wassermischbare organische

Lésungsmittel Enzyme anfélliger fur Entfaltungen zu machen (Secundo et al. 2011)
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und die allgemeine Aktivitdt herabzusetzten. Zusammenfassend gibt es keine zu
verallgemeinernde Tendenz zum Einfluss der organischen L&sungsmittel auf die
Flexibilitdt und das Verhalten von Biokatalysatoren.

Um zumindest fiir ThDP-abhangige Enzyme einen Eindruck zu erhalten, wie die
organischen L&sungsmittel Einfluss auf die Enzyme nehmen, wurde die
temperaturabhangige Chemoselektivitat untersucht (1V.1.2.3, Tabelle 11). Mit einer
erhdhten Temperatur kann innerhalb des Enzyms eine Erhéhung der Molekul-
bewegung und damit eine gesteigerte Flexibilitdt erreicht werden. So sollten
Hinweise zum Einfluss einer erhdhten Enzymflexibilitdt auf die Carboligaseaktivitat
abgeleitet werden. Die Carboligation von Benzaldehyd und Acetaldehyd wurde dazu
in Abwesenheit organischer L&sungsmittel bei verschiedenen Temperaturen
untersucht (IV.1.2.3, Tabelle 11). Die Ergebnisse zeigen, dass eine Temperatur-
erhéhung einen signifikanten Einfluss auf die Chemoselektivitat der Enzyme hat. Im
Fall der LIKdcA wurde mit steigender Temperatur die Chemoselektivitdt von HPP
zum Acetoin verschoben (IV.1.2.3, Tabelle 11). Derselbe Zusammenhang wurde mit
der PpBFD beobachtet (IV.1.2.3, Tabelle 11). Im Fall der PbBFDH281A nahm die rpv
fur Benzoin mit steigender Temperatur ab, wahrend dieser Wert fur Acetoin und HPP
zunahm (1V.1.2.3, Tabelle 11). Auch in PBAL-katalysierten Reaktionen zeigte sich
eine Verschiebung der Chemoselektivitdit von Benzoin zu HPP mit steigender
Temperatur (IV.1.2.3, Tabelle 11). Zusammenfassend werden also durch
Temperaturerhbhung und L&sungsmittelzusdtze synchrone Effekte auf die
Chemoselektivitdt der ThDP-abhangigen Enzyme PfBAL, PpBFD, PpBFDH281A,
LIKdcA bewirkt. Im Gegensatz dazu ist die Chemoselektivitdt der ApPDC und der
Variante ApPDCE469G nicht temperaturempfindlich (IV.1.2.3, Tabelle 11), obwonhl
mit organischen L&sungsmitteln eine Veranderung dieser Selektivitdt beobachtet
werden konnte (IV.2.1). Dies kdnnte darin begriindet sein, dass diese beiden
Enzyme die einzigen in der untersuchten Reihe sind, welche Acetaldehyd in der
Donorposition bevorzugen und Benzaldehyd dort so gut wie nicht akzeptieren. Falls
eine héhere molekulare Bewegung aufgrund erhéhter Temperatur zur Verkleinerung
der Donorbindetasche fiihrt, kann dies bei den ApPDCs nicht zu einem Wechsel des
Donoraldehyds fiihren, weil ein kleinerer als Acetaldehyd in der Reaktion nicht
verflgbar ist. Alle anderen getesteten Enzyme haben jedoch zwei Moglichkeiten die

Donorposition zu besetzten, entweder mit Benzaldehyd oder mit Acetaldehyd. Hier
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wird durch die Temperatursteigerung die Verschiebung der Donorpréferenz von
Benzaldehyd zu Acetaldehyd induziert.

Es gibt mehrere mdgliche Begrindungen, warum organische L&sungsmittel einen
ahnlichen Effekt wie eine Temperaturerhbhung auf ThDP-abhangige Enzyme
bewirken. Einerseits kdnnte das organische Lésungsmittel die Flexibilitdt der Enzyme
beeinflussen, so wie es auch durch Temperaturverschiebung mdglich ist. Es ist
denkbar, dass die Bindung eines kleineren Donoraldehyds dadurch erzwungen wird,
dass es zu sterischen Behinderungen aufgrund einer erhdhten molekularen
Bewegung der Aminosdureseitenketten im aktiven Zentrum der Enzyme kommt.
Andererseits kénnen die organischen L&sungsmittel, ebenso wie die Temperatur
einen Einfluss auf die Mikroreaktionsraten der Reaktion und die Affinitdt der
Substrate zum Enzym nehmen. Dies ist durch eine Anderung der dreidimensionalen
Struktur, veranderte Molekilbewegungen sowie eine verdnderte Loslichkeit von
Substraten und Produkten mdglich. Dies wirde in einer entsprechenden

Verschiebung des mdéglichen Produktspektrums resultieren.

3.1.2 Einfluss organischer Lésungsmittel auf die Léslichkeit von Substraten,

Intermediaten und Produkten

Organische L&sungsmittel beeinflussen die L&slichkeit aller Komponenten eines
Reaktionsansatzes, besonders wenn schwer wasserlésliche aromatische
Substanzen wie Benzaldehyd oder Benzoin involviert sind. Die Anderung der
Loslichkeit von Komponenten kann auch zu einer Beeinflussung der kinetischen
Parameter flir diese Komponente und damit der Reaktion flhren. Die
temperaturabhangige Chemoselektivitdt der PBAL (1V.1.2.3, Tabelle 11) ist ein sehr
gutes Beispiel, um den Einfluss der Léslichkeit der Komponenten auf das Verhalten
des Enzyms zu untersuchen. Der Grund fur diese Eignung ist das Auftreten eines
schwer 6slichen Zwischenprodukts wahrend der HPP-Synthese dieses Enzyms.
Vorangegangene Studien zeigten, dass die Katalyse von HPP durch die PBAL nur
Uber Benzoin erfolgt (Demir et al. 2001, Abbildung 40).
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Benzaldehyd Acetaldehyd (R)-Benzoin (R)-HPP

Abbildung 40: Carboligation von Benzaldehyd und Acetaldehyd durch die PfBAL zu (R)-HPP.
Bei dieser Carboligation entsteht zundchst (R)-Benzoin aus der Selbstligation von zwei
Benzaldehydmolekilen als Zwischenprodukt. Dieses wird im Anschluss wieder gespalten und das
ThDP-gebundene Benzaldehydmolekil mit einem Molekil Acetaldehyd zu (R)-HPP verkniipft (Demir
et al. 2001).

Zuerst werden zwei Molekile Benzaldehyd zu Benzoin ligiert, bevor dieses wieder
gespalten werden kann und ein ThDP-gebundenes Benzaldehyd vorliegt. Dieser
gebundene Donor kann dann mit dem Akzeptor Acetaldehyd zu HPP reagieren
(Demir et al. 2001). Benzoin allerdings zeigt nur eine sehr geringe Loslichkeit in
wassrigen Medien (< 1 mM) und fallt wahrend der bimolekularen Reaktion als weiler
Niederschlag aus. Eine Konsequenz daraus ist, dass jedes Molekll Benzoin,
welches ausfallt, der Reaktion zwei Molekiile Benzaldehyd entzieht. Nattrlich ist der
Donor dadurch dem System nicht dauerhaft entzogen, weil Benzoin wieder in Lésung
gehen kann. Jedoch wird temporar die Verfligbarkeit des Benzaldehyds verringert.

Im Fall der PBAL kann bei erhdéhter Temperatur beobachtet werden, dass die
Konzentration fir Benzoin nach 24 h reduziert wird, wéhrend diese Konzentration flr
HPP deutlich gesteigert wird. Dies ist moglicherweise auf die erhdhte Lslichkeit von
Benzoin zurtckzufuhren. Eine erhdhte Temperatur, die hier gleichgesetzt wird mit
einer erhéhten Komponentenldslichkeit, verschiebt die Chemoselektivitat der PBAL
in gleichem MaRe in Richtung des kleineren 2-Hydroxyketons, wie dies in
Anwesenheit organischer Losungsmittel beobachtet wurde. Die Ergebnisse stitzen
daher die Vermutung, dass die organischen L&sungsmittel die Lo&slichkeit der
einzelnen Komponenten beeinflussen und dadurch Einfluss auf die Chemoselektivitat
ThDP-abhéngiger Enzyme nehmen.

Es muss andere mdogliche Erklarungen fir den beobachteten Sachverhalt geben,
denn die PMBAL ist das einzige der ausgewahlten Enzyme, welches Uber die
beschriebene Besonderheit in seinem Reaktionszyklus verfiigt und dadurch anfallig
fur Loslichkeitsschwankungen ist. Allerdings ist diese Biotransformation aufgrund der
Bildung des schwer I8slichen Benzoins ein gut messbares Beispiel. Wahrscheinlich
wird auch bei den anderen Reaktionen eine veranderte L&slichkeit der Substrate und

Produkte zu veranderten Mikroreaktionsraten fiihren. Wie stark dieser Einfluss neben
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den anderen Einflissen ist, konnte mit den verfigbaren Messmethoden nicht

nachgewiesen werden.

3.1.3 Direkte Interaktion der organischen Lésungsmittel mit dem aktiven

Zentrum ThDP-abhéangiger Enzyme

Des Weiteren kann eine direkte Interaktion der organischen Lésungsmittel mit den
Aminosaureresten des aktiven Zentrums ThDP-abhdngiger Enzyme auftreten. Die
aktiven Zentren besitzen alle hydrophobe Bereiche, mit denen eine Interaktion
stattfinden  kénnte. Werden die  Ldsungsmittelausschluss-Volumina  der
verschiedenen organischen Ldsungsmittel mit den Volumina der Substrate und
Produkte verglichen (Tabelle 13), so zeigt sich deutlich, dass die meisten
Lésungsmittel kleiner sind als das kleinste mdgliche Produkt Acetoin. Keines der
Lésungsmittel ist zudem gréRer als die gemischten 2-Hydroxyketone HPP, PAC oder
Benzoin. Theoretisch misste es also allen Lésungsmitteln mdglich sein, sich in den
aktiven Zentren der Enzyme zu arrangieren und durch direkte Interaktion mit Teilen
des aktiven Zentrums lokale Blockaden zu verursachen. Diese Blockaden, etwa im
Bereich der Donorbindestelle, kdnnten erklaren, warum eine generelle Tendenz zum
kleineren Donoraldehyd zu beobachten ist.

Auf die Mdéglichkeit der selektiven Blockade wird im Verlauf dieser Arbeit mit weiteren

Untersuchungen noch genauer eingegangen (IV.4.1.1).

3.2 Einfluss ionischer Flissigkeiten auf die Chemoselektivitit ThDP-

abhangiger Enzyme

Analog zu den organischen L&sungsmitteln wurde auch der Einfluss der ionischen
Flussigkeiten auf die Chemoselektivitdt zusammenfassend grafisch dargestellt
(Abbildung 41).
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Abbildung 41: (A) Zusammenhang zwischen der Anderung der Produktkonzentration (%)
hervorgerufen durch ionische Fliissigkeiten (ILs) und der Produktkonzentration nach 24 h in
wiassrigem Puffer (mM) ohne IL-Zugabe. (B) Zusammenhang zwischen der Anderung der
relativen Produktverteilung (rpv) durch ionische Fliissigkeiten (%) und der rpv ohne IL-Zugabe.
Die Symbole représentieren jeweils das Enzym und die Farbe des Symbols das jeweilige gebildete
Produkt. Jeder Datenpunkt gibt den Einfluss einer ionischen Flissigkeit in einer bestimmten
Konzentration wieder (fur Details siehe IV.2.2). Datenpunkte im 1. Quadranten zeigen eine erhdhte
Produktkonzentration (A) oder rpv (B) nach 24 h relativ zur Messung in Puffer. Punkte im 4.
Quadranten geben eine reduzierte Produktkonzentration (A) oder rpv (B) in Abhangigkeit des ILs an.
Die gestrichelte Linie im 1. Quadranten und bei 100 % im 4. Quadranten zeigt die Grenze der maximal
méglichen Anderung aufgrund der prozentualen Darstellung an.

Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd (alle Enzyme) und 18 mM (ApPDC, ApPDCE469G,
PBAL) oder 180 mM (L/KdcA, PpBFD, PpBFDH281A) Acetaldehyd. Reaktionsbedingungen: vgl.
Abbildung 27, Abbildung 29, Abbildung 31, Abbildung 33, Abbildung 35, Abbildung 37 und 111.2.2.7.8.
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In den meisten Fallen wurde die Produktkonzentration durch Anwesenheit ionischer
Flussigkeiten relativ zur Referenz in Puffer minimiert (Abbildung 41A), was darauf
hindeutet, dass ionische Flussigkeiten die Enzymaktivitdt negativ beeinflussen.
Demgegeniber konnte eine Konzentrationssteigerung der Produkte durch einige
ionische Flussigkeiten erreicht werden. Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit
organischen Lo&sungsmitteln, wo die HPP-Produktion der PBAL, mit einer
Ausnahme, durch alle organischen Lésungsmittel gesteigert wurde (Abbildung 39),
konnte keines der Produkte durch den Einfluss aller ionischer Flissigkeiten in seiner
Endkonzentration gesteigert werden. Wird die relative Produktverteilung (Abbildung
41B) berlcksichtigt, so zeigt sich ein &ahnliches Bild wie beim Einfluss der

organischen Lésungsmittel auf die Chemoselektivitat (Abbildung 39B).

Verschiebung der Chemoselektivitdt zum kleineren 2-Hydroxyketon

Auch ionische Flissigkeiten bewirken allgemein eine Verschiebung der
Chemoselektivitat zum kleineren Produkt. Wahrend die rpv fur HPP durch PBAL in
Anwesenheit ionischer FlUssigkeiten verbessert wurde, wurde die Benzoinproduktion
reduziert (Abbildung 37). Im Fall der AbPDCE469G und der ApPDC wurde die rpv flr
Acetoin auf Kosten der PAC-Bildung gesteigert (Abbildung 35, Abbildung 33).

Geringe Chemoselektivitét bedingt stdrkeren Einfluss der ionischen Fliissigkeiten auf
die rpv

Wahrend die rpv fir Acetoin in der PpBFD-Synthese durch die ionischen
Flussigkeiten herabgesetzt wurde, steigt der rpv-Wert fur HPP (Abbildung 29). Hier
scheint es eventuell wieder zu einem wie bereits in 1V.3.1 beschriebenen Effekt zu
kommen: Die relativen Produktverteilungen von Produkten mit einer hohen rpv in
Puffer werden weniger stark durch ionische Flissigkeiten beeinflusst, als Produkte
mit einem niedrigeren rpv-Wert. Im Fall der PpBFD zeigte HPP in Puffer eine
rov =0,78, wahrend die rpv von Acetoin bei 0,2 lag (Abbildung 29). Die
Chemoselektivitdt wurde in diesem Fall nicht zum kleineren Produkt verschoben,
sondern zum GroReren, welches in Puffer schon eine hdhere relative

Produktverteilung zeigte.
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Bezilglich der molekularen Einflisse ionischer Flissigkeiten auf die Chemo-
selektivitat ThDP-abhangiger Enzyme kommen ebenfalls die bereits fiur die

organischen L&sungsmittel diskutierten méglichen Einflussfaktoren (IV.3.1) in Frage.

3.21 Einfluss kleiner achiraler sowie chiraler ionischer Fliissigkeiten auf die

Chemoselektivitit ThDP-abhidngiger Enzyme

Neben den auch in den Kapiteln IV.2.2 und 1V.3.2 bereits beschriebenen Additiven
wurden kleine achirale bzw. chirale ionische Flissigkeiten eingesetzt und in der
bimolekularen Carboligation ThDP-abhdngiger Enzyme getestet. Die Vermutung lag
nahe, dass die GréRe der Additive eine entscheidende Rolle dafiir spielt, ob es zu
einer Beeinflussung der Chemo- oder Stereoselektivitdt kommt (dass dem so ist, wird
in 1V.4.1.1 ausfuhrlich diskutiert). Kleine Additive kbnnen mdglicherweise besser ins
aktive Zentrum gelangen als Grof3e. Der Einsatz speziell von chiralen Additiven war
vor dem Hintergrund, dass Enzyme selbst aus chiralen Aminoséauren aufgebaut sind,
die die Struktur des aktiven Zentrums bestimmen, interessant. Aus diesem Grund ist
es evtl. mdglich, dass sich chirale ionische Fliissigkeiten anders im aktiven Zentrum
anlagern als achirale ionische Flissigkeiten. Die zusatzlichen Additive sind noch mal
in Abbildung 42 dargestellt.

OH

OH
c® O\'\\‘;\? OI\L/’?
e 4O @L@ 4O @L\\

OH

(+-)-2-Hydroxypropyl[MIM][CI]
IL-10

achiral

(18,2S)-cis-OH-Bu-X
IL-11 (X = BFy)
IL-12 (X = NTf,)

(18,3R)-cis-OH-Bu-X
IL-13 (X =Cl)
IL-14 (X = Br)

chiral

Abbildung 42: Struktur der verwendeten kleinen und chiralen ionischen Fliissigkeiten. Bei IL-10
handelt es sich um die kleinste verwendete achirale ionische Flissigkeit. IL-11/-12 und IL-13/-14 sind
chirale ionische FIl'J::,::,igkeiten.1

Da sich der Einfluss dieser speziellen ionischen Flissigkeiten nicht deutlich von dem
der anderen Additive unterschied, wurde in diesem Fall darauf verzichtet, die

Einflisse fir jedes Enzym einzeln zu zeigen. Wie fir die Analysen der weiteren

! Diese ionischen Flussigkeiten wurden durch Caroline E. Paul aus der Arbeitsgruppe von Dr. Vicente
Gotor Fernandez als Kooperationspartner der Universitdt Oviedo (Institut fir organische und
anorganische Chemie) zur Verfiigung gestellt.
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Additive, wird zundchst die Produktkonzentration nach 24 h Reaktionszeit fiir alle

Enzyme zusammenfassend betrachtet (Abbildung 43A).
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Abbildung 43: (A) Zusammenhang zwischen der Anderung der Produktkonzentration (%)
hervorgerufen durch kleine und chirale ionische Fliissigkeiten (kclLs) und der
Produktkonzentration nach 24 h in wéassrigem Puffer (mM) ohne Zugabe von kclLs. (B)
Zusammenhang zwischen der Anderung der relativen Produktverteilung (rpv) durch kclLs (%)
und der rpv ohne Zugabe von kclLs. Die Symbole reprasentieren jeweils das Enzym und die Farbe
des Symbols das jeweilige gebildete Produkt. Jeder Datenpunkt gibt den Einfluss eines kclLs in einer
bestimmten Konzentration wieder. Datenpunkte im 1. Quadranten zeigen eine erhohte
Produktkonzentration (A) oder rpv (B) nach 24 h relative zur Messung in Puffer. Punkte im 4.
Quadranten geben eine reduzierte Produktkonzentration (A) oder rpv (B) in Abhangigkeit des kclLs
an. Die gestrichelte Linie im 1. Quadranten und bei 100 % im 4. Quadranten zeigt die Grenze der
maximal méglichen Anderung aufgrund der prozentualen Darstellung an.

Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd (alle Enzyme) und 18 mM (ApPDC, ApPDCE469G,
PBAL) oder 180 mM (L/KdcA, PpBFD, PpBFDH281A) Acetaldehyd. Reaktionsbedingungen: vgl.
Kapitel 111.2.2.7.9.
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Die kleinen und chiralen ionischen Flissigkeiten bewirkten, ebenso wie die bereits
oben beschriebenen ionischen Flussigkeiten, lUberwiegend eine Verminderung der
Produktkonzentrationen im Vergleich zu der Messung in wéssrigem Puffer. Nur im
Falle der Benzoinproduktion der PBAL oder der Acetoinsynthese der LIKdcA wurden
gesteigerte Produktkonzentrationen beobachtet. Die Auftragung der relativen
Produktverteilung (rpv, Abbildung 43B) zeigte nicht die nach den Messungen der
organischen Lésungsmittel und ionischen FlUssigkeiten erwarteten Ergebnisse. Im
Falle von ApPDC wurde zwar die Verschiebung der Chemoselektivitat zum kleineren
2-Hydroxyketon beobachtet (PAC reduziert, Acetoin leicht gesteigert), der
gegenlaufige Trend war allerdings haufiger erkennbar (PpBFD: Acetoin reduziert,
HPP leicht gesteigert; PpBFDH281A: HPP reduziert, Benzoin gesteigert). In den
Fallen, in denen auch mit den anderen Additiven der Trend zum kleineren
2-Hydroxyketon gefunden wurde, wie etwa im Fall der PBAL (Verschiebung von
Benzoin zu HPP) zeigte sich keine zu verallgemeinernde Tendenz. Es schien sowohl
eine Verschiebung zu HPP als auch zu Benzoin stattzufinden.

Bei den kleinen und chiralen ionischen Flissigkeiten kann aus diesen
Beobachtungen keine direkte Interaktion mit den aktiven Zentren abgeleitet werden,
vielmehr ist eher ein Einfluss der anderen in den Abschnitten IV.3.1.1 und 1V.3.1.2
diskutierten Parameter, wie Enzymflexibilitdt und I6slichkeitsvermittelnde Effekte

wahrscheinlich.

Fazit

Der Einfluss kleiner und chiraler ionischer Flissigkeiten folgt nicht den mit
organischen Ld&sungsmitteln und gréReren achiralen ionischen Flissigkeiten
beobachteten Tendenzen. Es wurde keine generelle Verschiebung hin zum kleineren

2-Hydroxyketon beobachtet.

4 Einfluss von Additiven auf die Stereoselektivitit ThDP-

abhangiger Enzyme

Neben den in Kapitel V.3 beschrieben Einflissen der verschiedenen Additive auf die
Chemoselektivitdit ThDP-abhéngiger Enzyme wurde im Folgenden der Einfluss
dieser Additive auf die Stereoselektivitdt untersucht. Der Einfluss der einzelnen
Zusatze auf die jeweiligen Enzyme wurde in den Kapiteln 1V.2.1 und 1V.2.2 detailliert

beschrieben und wird hier zusammenfassend diskutiert.
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4.1 Einfluss organischer Lésungsmittel auf die Stereoselektivitait ThDP-

abhéngiger Enzyme

Der Einfluss organischer Losungsmittel auf die Stereoselektivitat der bimolekularen
Carboligation ThDP-abhangiger Enzyme war von zentralem Interesse, um das
Potential des solvent engineering fir die asymmetrische Katalyse beschreiben zu

kénnen. Der Einfluss der Additive auf die Stereoselektivitdten ist in Abbildung 44

dargestellt.
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Abbildung 44: Zusammenhang zwischen dem Einfluss organischer Lésungsmittel auf den
Enantiomereniiberschuss (ee) in % und dem ee in wassrigem Puffer (auf der x-Achse). Die
Symbole reprasentieren das jeweilige Enzym und die Farbe des Symbols das jeweils gebildete
Produkt. Jeder Datenpunkt zeigt den Einfluss eines Lésungsmittels in einer bestimmten Konzentration
(Details in IV.2.1). Die grauen Bereiche zeigen eine Inversion der Stereoselektivitat. Auf der x-Achse
ist der ee in wassrigem Puffer ohne Zugabe eines Lésungsmittels im Bereich von 100 % (S) bis 100 %
(R) dargestellt. Auf der y-Achse ist die Veranderung bezogen auf den ee in Puffer gezeigt. A-K
beziehen sich auf Beispiele im Text. Der gestreifte graue Bereich bezieht sich auf die Diskussion im
Vergleich mit Abbildung 46. Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd (alle Enzyme) und 18 mM
(ApPDC, ApPDCE469G, PBAL) oder 180 mM (L/KdcA, PpBFD, PpBFDH281A) Acetaldehyd.
Reaktionsbedingungen: vgl. Abbildung 16, Abbildung 18, Abbildung 20, Abbildung 22, Abbildung 24,
Abbildung 26 und 111.2.2.7.7.

Es zeigte sich sehr deutlich, dass die Variationen der Stereoselektivitét, bedingt
durch die Anwesenheit organischer Losungsmittel, sehr unterschiedlich ausgepragt
sind. Der Einfluss hangt vom jeweiligen Enzym und dessen Stereoselektivitat in
wéssrigem Puffer ab. Es wurden sowohl Anderungen in Richtung des R-Enantiomers

(3. und 4. Quadrant) als auch Anderungen in Richtung des S-Enantiomers (1. und 2.
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Quadrant) beobachtet. Alle Datenpunkte in den Quadranten 1 und 3 die Gber 100 %
liegen, zeigen eine Stereoinversion an (graue Bereiche). Alle Werte in den
Quadranten 2 und 4, die Uber 100 % liegen, zeigen einen mehr als verdoppelten
Enantiomereniiberschuss (ee) in Bezug auf den ee-Wert in Puffer (x-Achse) an. Die
deutlichsten Effekte organischer Losungsmittel auf die Stereoselektivitdit ThDP-

abhangiger Enzyme werden im Folgenden zusammenfassend diskutiert:

Verbesserung der Stereoselektivitét

Im Fall der PpBFD wurde der ee fur das in wassriger Umgebung unselektiv
produzierte Acetoin (ee = 17 % (R) in Puffer) etwa durch 30 vol% iProp (ee = 46 %
(R)) mehr als verdoppelt (Abbildung 18, Abbildung 44 C und D).

Auch in der Biotransformation mit der Variante PpBFDH281A konnte fiir das kleinste
Produkt (R)-Acetoin die Stereoselektivitét signifikant von 25 % (R) in Puffer auf
56 % (R) in Gegenwart von 7 vol% EtOAc gesteigert werden (Abbildung 20,
Abbildung 44 G). Eine Stereoselektivitdt von 56 % fiir (R)-Acetoin stellt die hdchste
R-Selektivitat fur Acetoin dar, die je mit einem ThDP-abhangigen Enzym erzielt
werden konnte (Dominguez de Maria et al. 2007).

Die Verbesserung einer S-Selektivitdt war durch Zugabe organischer Losungsmittel,
mit Ausnahme einer geringen Steigerung in der S-selektiven Synthese der
PpBFDH281A fiir HPP, nicht zu beobachten.

Verschlechterung der Stereoselektivitat

Acetoin wurde durch die LIKdcA nur mit einem geringen ee produziert (19 % ee (R)).
Eine weitere Verbesserung in R-Richtung war nicht méglich, jedoch konnten z.B.
10 — 30 vol% Aceton proportional die S-Selektivitdt verbessern. Dies flihrte maximal
zu einem ee von 21 % (S) mit 30 vol% Aceton (Abbildung 16, Abbildung 44 B).

Die R-selektive Synthese der PpBFDH281A fur PAC (in Puffer ee = 93 % (R),
Abbildung 20) wurde z.B. durch 20 vol% Dioxan verschlechtert, dadurch jedoch in
Richtung des S-Produkts verschoben (ee = 25 % (R) Abbildung 20, Abbildung 44 E).
Ein ahnlicher Effekt zeigte sich fiir (S)-HPP. In dieser Reaktion wurde der ee in
Puffer von 47 % (S) etwa durch 7 vol% EtOAc auf einen Wert von ee = 17 % (S)
reduziert (Abbildung 20, Abbildung 44 F).

Auch die Stereoselektivitdt der ApPDC wurde durch organische L&sungsmittel

herabgesetzt. (S)-Acetoin, welches in Puffer mit einem ee von 28 % (S) produziert
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wurde, entstand in Gegenwart von z.B. 5vol% THF nur noch mit einem ee von
13 % (S) (Abbildung 22, Abbildung 44 H).

Im Vergleich zum Wildtyp-Enzym war die S-selektive Variante ApPDCE469G
gegeniiber der Zugabe von organischem Ldsungsmittel sehr sensibel. Der ee fur
(S)-PAC (ee = 87 % in Puffer) wurde durch Anwesenheit von z.B. 0,5 vol% TCM
reduziert und in einen Uberschuss des R-Enantiomers umgewandelt (ee = 49 % (R)
Abbildung 24, Abbildung 44 1). Dieses Beispiel beschreibt einen der grofiten Effekte
eines organischen L&sungsmittels auf den ee-Wert in dieser umfassenden
Untersuchung. Derselbe Effekt wurde auch fur Acetoin beobachtet. In Puffer wurde
Acetoin mit einem ee von 85 % (S) produziert, jedoch reduzierte sich dieser Wert in
Gegenwart von 30 vol% EtOH auf ee = 28 % (S) (Abbildung 24, Abbildung 44 J). Fir
die ApPDCE469G stieg die Anderung der Stereoselektivitdt proportional mit

steigender Konzentration des L&sungsmittels an.

Kein Einfluss auf die Stereoselektivitét

L/IKdcA macht die gemischten 2-Hydroxyketone HPP und PAC mit einem sehr guten
ee zuganglich (PAC > 99 % ee (R), HPP 95 % ee (R)). Diese Selektivitdt wurde
durch die organischen Ldésungsmittel nicht beeinflusst (Abbildung 16, Abbildung 44
A).

Ein &hnlicher Trend zeigte sich in Ansdtzen mit PpBFD. Die Stereoselektivitat des
Enzyms fur (S)-HPP (ee = 91 % in Puffer) wurde nur leicht beeinflusst.

Die Variante PoBFDH281A katalysiert ohne Zusatz organischer Losungsmittel die
Synthese von enantiomerenreinem (R)-Benzoin (ee > 99 % (R), Abbildung 20), was
durch organische Lésungsmittel nicht beeinflusst wurde.

Der Effekt organischer Lésungsmittel auf ApPDC war ebenfalls gering. PAC (ee >
99 % (R) in Puffer Abbildung 22, Abbildung 44) und Benzoin (ee > 99 % (R) in Puffer
Abbildung 22, Abbildung 44) wurden unabh&ngig von eventuellen Additiven sehr
stereoselektiv produziert.

Ebenso wurde die hochselektive PMBAL in ihrer Stereoselektivitdt durch organische
Lésungsmittel nicht beeinflusst. (R)-Benzoin und (R)-HPP wurden, unabhangig vom
hinzugegebenen L&sungsmittel, enantiomerenrein produziert (ee > 99 % (R))
(Abbildung 26, Abbildung 44 K).
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Fazit

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in allen Féllen, in denen die
Stereoselektivitdt zu einem Produkt in der wassrigen Kontrolle bereits sehr hoch war
(ee > 95 %), die Zugabe eines organischen Lésungsmittels kaum einen Einfluss auf
diese Stereoselektivitdt hatte. Im Gegensatz dazu neigen enzymatische Synthesen,
die weniger stereoselektiv ablaufen, zu einer starkeren Beeinflussung durch
organische Losungsmittel. Ausgehend von einer R-Selektivitat kann diese zum einen
verbessert werden und zum anderen in Richtung des S-Enantiomers verschoben
werden. Es treten Falle auf, wo der Zusatz organischer Lésungsmittel sogar eine S-
Selektivitat induziert. Auch eine S-Selektivitdt kann durch verstérkte Bildung des R-
Enantiomers reduziert und sogar bis zum R-Uberschuss verschoben werden. Im

Gegensatz dazu scheint die Verbesserung einer S-Selektivitat unmdglich.

Molekulare Erkldrungsmodelle

Die Frage, warum eine S-Selektivitat nicht verbessert werden konnte, sondern je
nach Enzym, in Richtung des R-Enantiomers verschoben wurde, wird in Kapitel
IV.4.1.1 ausfihrlich besprochen. Wenn aber die S-Selektivitdt nicht verbessert
werden kann, wie kann dann eine R-Selektivitdt in eine S-Selektivitdt umgekehrt
werden, wie es etwa bei der Acetoinproduktion durch die L/IKdcA beobachtet wurde
(Abbildung 16)?

Um diese Frage zu beantworten, muss zunéchst die Stereoselektivitat der (S)-HPP-
Synthese betrachtet werden. In diesem Fall muss Acetaldehyd als Akzeptor
antiparallel zum Donormolekil Benzaldehyd angeordnet werden (1.2.3). Die
S-Tasche der LI/IKdcA st durch Aminosaureseitenketten blockiert und laut
Kristallstruktur nicht zuganglich (Gocke et al. 2007a). Dennoch wird auch im
wassrigen System eine geringe Bildung des S-Produkts beobachtet, was zu einem
ee von 956 % an (R)-HPP fihrt. Dies wiederum bedeutet, dass 97,8 % des
R-Produkts und damit 2,2 % des S-Produkts durch die L/IKdcA produziert werden. Es
scheint, als sei eine antiparallele Anordnung des Acetaldehyds im aktiven Zentrum
der L/KdcA trotz blockierter S-Tasche mdoglich. Diese Anordnung kénnte durch die
geringe Grolke der Methylgruppe des Acetaldehyds erreichbar sein. Nur diese
Methylgruppe misste in der S-Tasche Platz finden, um (S)-HPP zu bilden. Auf der
anderen Seite kdnnte es auch der Fall sein, dass in der LIKdcA ein alternativer S-

Weg zur Verfigung steht. Dieser alternative S-Weg wurde bereits fur die ApPDC
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diskutiert (Rother et al. 2011). Hierbei wirde nicht wie Ublich ein re-Seitenangriff das
S-Produkt zugénglich machen, sondern ein paralleler si-Seitenangriff von der
Ruckseite des ThDPs (Abbildung 45).

o

I
OH
ThOP L . —
- ch, (S)-HPP
.= CeHs
Abbildung 45: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums der L/KdcA. Es ist die Situation

vor C-C-Kniipfung gezeigt. Der si-Seiten Angriff des Acetaldehyds als Akzeptor kdénnte einen
alternativen Weg zur Produktion von (S)-HPP darstellen.

(]
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Eine andere Erklarung kénnte sein, dass nicht etwa die S-Selektivitdt durch die
organischen Ld&sungsmittel verbessert wurde, sondern dass der R-Weg selektiv
blockiert wird. Resultierend wirde die Konzentration des R-Produkts verringert und
damit der ee fur das S-Produkt verbessert werden. Ein Hinweis auf diese Erklarung
ist die Tatsache, dass die Anwesenheit von EtOH (20 vol%) sowie THF (2,5 vol%)
nicht nur die S-selektive Produktion von Acetoin verbessern (5,9 % ee bzw.
unselektiv), sondern auch die Gesamtaktivitdt des Enzyms bezlglich der
Acetoinbildung minimieren (Abbildung 15, Abbildung 16). Diese Erklarung wird
aullerdem gestitzt durch Beobachtungen bei der PpBFDH281A: Die Anwesenheit
von 7 vol% EtOAc verschiebt den ee von 47 % (S)-HPP auf 17 % (S)-HPP. Hier
scheint auch eine partielle Blockade des S-Weges eine Erkldrung zu sein, denn die
Gesamtproduktkonzentration von HPP wird ebenfalls von 1,85 mM in Puffer auf
0,45 mM in Gegenwart von 7 vol% EtOAc reduziert.

Energetische Betrachtungen zur Stereoselektivitat

Um die beobachteten Verdnderungen im ee-Wert adaquat bewerten zu kénnen, ist
eine Betrachtung der Gibbs freien Energie (AG) aufschlussreicher als die
prozentualen ee-Anderungen. In Abbildung 85 (Anhang) ist der Zusammenhang
zwischen ee-Anderung und Energie dargestellt. Sie zeigt, dass die Energiebarrieren
in einem moderaten ee-Bereich sehr viel geringer sind im Vergleich zu denen im
Bereich ee >90 % (Abbildung 85). Dieser Unterschied ist darin begriindet, dass AG

exponentiell mit steigendem ee wéchst (Anhang, Abbildung 85).
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In Abbildung 46 werden die Verédnderungen der ee-Werte, reprasentiert durch die
Veranderung der Gibbs freien Energie (AAG), in Korrelation zu den ee-Werten in

Puffer gesetzt.
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Abbildung 46: Zusammenhang zwischen dem Einfluss organischer Lésungsmittel auf den
Enantiomereniiberschuss (ee) représentiert durch AAGpufer.oLmy (kcal/mol) und dem ee in
wassrigem Puffer (auf der x-Achse). Die Symbole reprasentieren das jeweilige Enzym und die
Farbe des Symbols das jeweils gebildete Produkt. Jeder Datenpunkt zeigt den Einfluss eines
L&sungsmittels in einer bestimmten Konzentration (Details in 1V.2.1). Die grauen Bereiche zeigen eine
Inversion der Stereoselektivitdt. Auf der x-Achse ist der ee in wassrigem Puffer ohne Zugabe eines
Lésungsmittels im Bereich von 100 % (S) bis 100 % (R) dargestellt. Auf der y-Achse ist die
Veranderung bezogen auf den ee, reprasentiert durch AAG pysrer-oLm), IN Wssrigem Puffer gezeigt. Die
Werte wurden berechnet durch: AG(R,S)=-RTIn(100+ee)*(100-ee)'1. Der gestreifte graue Bereich
bezieht sich auf die Diskussion im Text (siehe auch Abbildung 44). Substratkonzentration: 18 mM
Benzaldehyd (alle Enzyme) und 18 mM (ApPDC, ApPDCE469G, PfBAL) oder 180 mM (L/KdcA,
PpBFD, PpBFDH281A) Acetaldehyd. Reaktionsbedingungen: vgl. Abbildung 16, Abbildung 18,
Abbildung 20, Abbildung 22, Abbildung 24, Abbildung 26 und 11.2.2.7.7.

Obwohl sich fur die ee-Werte im moderat selektiven Bereich von 50 % (S) bis
30 % (R) (Abbildung 44, grau schraffierter Bereich auf der x-Achse) signifikante
ee-Verschiebungen bezogen auf die Enantiomereniiberschiisse zeigen, korrelieren
diese nur mit kleinen Anderungen in der freien Energie (Abbildung 46, grau
schraffierter Bereich auf der x-Achse). Diese Situation ist anders fir hohe ee-Werte
(> 90 %), bei denen die Energie, die benétigt wird um einen ee-Wert weiter zu
erhdhen, sehr viel gréf3er ist (vgl. Abbildung 85).

Abbildung 44 und Abbildung 46 zeigten, dass organische Lésungsmittel in der Lage

sind, grof’e Einflisse auf die Stereoselektivitat ThDP-abhangiger Enzyme zu
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induzieren. Die Energiedifferenzen reichen aus, einen moderaten ee-Wert in das
entgegengesetzte Enantiomer umzuwandeln (L/KdcA in Puffer 19,7 % (R)-Acetoin
wird zu 21 % (S)-Acetoin durch 30 vol% Aceton) oder auch einen hohen ee weiter zu
verbessern (PBAL in Puffer: 99,8 % (R)-HPP wird zu 99,9 % (R)-HPP durch 30 vol%
Aceton). Dennoch werden sehr hohe ee-Werte (> 99,9 %) nicht vermindert. Dies hat
wahrscheinlich besonders mit der Struktur dieser Enzyme im aktiven Zentrum zu tun,
die sehr stereoselektiv sind (z.B. PMBAL). Die hohe Stereoselektivitdt geht sehr
wahrscheinlich mit einer optimalen Stabilisierung des Akzeptorsubstrats im aktiven
Zentrum einher, denn dessen relative Orientierung zum Donor bestimmt die
Stereoselektivitdt der Carboligation (Abbildung 5). Diese optimale Stabilisierung
scheint durch Additive wenig stéranféllig zu sein, da deren energetischer Einfluss nur
gering ist. Wird bedacht, dass eine Wasserstoffbindung eine Starke von -8,6 kcal/mol
(Vargas et al. 2001) hat, so ist der groRte Einfluss, der in dieser Arbeit gefunden
wurde, nur halb so groR wie die Energie einer Wasserstoffbriickenbindung
(PpBFDH281A: AAG-Veranderung fur PAC von 1,98 in Puffer auf 5,87 durch u.a.
30 vol% EtOH, 20 vol% iProp und 30 vol% Aceton).

Abbildung 44 zeigt, dass der ee-Wert, oberhalb dessen keine Anderung durch die
organischen Lésungsmittel beobachtet wurde, bei ee > 95 % liegt. In Abbildung 46
zeigt sich ein differenzierteres Bild und macht deutlich, dass dieser Grenzwert
erheblich héher liegt (bei ee > 99 %).

411 Einfluss der GroRe und des logPs organischer Lésungsmittel auf die
Stereoselektivitat der ApPDCE469G

Wie bereit in 1V.3.1.3 angedeutet, wurde eine mogliche direkte Interaktion der
organischen L&sungsmittel mit dem aktiven Zentrum ThDP-abhdngiger Enzyme
untersucht. Dazu wurden zunachst die Ausschlussvolumina der Substrate und

Produkte sowie der organischen Lésungsmittel ermittelt (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Uberblick tiber die Substrate und Produkte der bimolekularen Carboligation (hell
grau) und alle eingesetzten organischen LoOsungsmittel, sortiert nach ihrem
Ausschlussvolumen (berechnet durch ChemDraw Add-In fiir Excel). Die Konzentrationsbereiche
und logP-Werte der organischen L&sungsmittel sind ebenfalls angegeben. Werte in Klammern
beziehen sich auf Abbildung 47.

Name %) |logp | [osungsmitolausschluss:
Acetaldehyd 42.7
EtOH 5-30 (30) -0.28 | 48.3
DCM 1(1) 1.25 49.4
Aceton 2-30 (10) -0.24 | 59.1
TCM 0.5 (0.5) 1.94 59.1
DMSO 5-30 (20) -1.35 | 615
iProp 5-30 (20) 0.05 62.5
THF 25-5(25) |0.34 71.2
Dioxan 5-30 (10) -0.35 | 79.0
Acetoin 80.5
EtOAC 7(7) 0.85 82.7
MTHF 2.5-5(2.5) |[1.39 85.0
MTBE 4.5 (4.5) 0.94 86.2
Benzaldehyd 94.6
MIBK 1.8 (1.8) 1.15 105.5
DIPE 1(1) 1.52 106.6
PAC 127.3
HPP 128.9
Benzoin 175.7

Es zeigte sich, dass keines der Lésungsmittel gréRer als die Produkte HPP, PAC und
Benzoin ist. Lediglich DIPE und MIBK waren groRer als das Substrat Benzaldehyd.
Ein Groliteil der Lésungsmittel war zudem kleiner als das kleinste Produkt Acetoin.
Folglich missten, bezogen auf ihr Ausschlussvolumen, alle organischen L&sungs-
mittel in der Lage sein, in die aktiven Zentren der untersuchten Enzyme
einzudringen. Es gab jedoch kein organisches L&sungsmittel, welches kleiner war als
das kleinste Substrat Acetaldehyd.

Besonders fir die ApPDCE469G wurden intensive  Struktur-Funktions-
untersuchungen durchgefihrt, die zur Erstellung eines Modells des aktiven Zentrums
fuhrten und die Chemo- und Stereoselektivitdt der Variante fur die bimolekulare
Carboligation sehr gut erklaren kann (Rother et al. 2011). In dieser Variante wurde
durch rationales Enzymdesign eine sehr groRe S-Tasche erzeugt, die die optimale
Stabilisierung des Benzaldehydmolekiils in der antiparallelen Form zum Acetaldehyd
ermdglicht. Keines der anderen hier untersuchten Enzyme verfiigt Uber solch eine
groRRe S-Tasche (1.2.4).
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Die Tatsache, dass es offenbar unmdglich ist, eine S-Selektivitdt durch Zugabe
organischer Lésungsmittel weiter zu verbessern, kann durch eine selektive Blockade
der S-Tasche durch kleine organische Lésungsmittel erklart werden. Dann ist es dem
Akzeptoraldehyd nicht mehr méglich, sich in die S-Tasche einzulagern und der S-
Syntheseweg waédre verschlossen. Dies wirde zu einem Anstieg der
R-Enantiomerenkonzentration fuhren.

Aufler MIBK und DIPE waren alle eingesetzten Ldsungsmittel kleiner als das
Substrat Benzaldehyd (Tabelle 13) und demnach theoretisch in der Lage, in der
S-Tasche der ApPDCE469G Platz zu finden. Dieses Enzym ist zurzeit das einzige,
was den Zugang zu (S)-PAC durch eine antiparallele Anordnung von Benzaldehyd
als Akzeptor an Acetaldehyd als Donor erméglicht (Abbildung 4). Daher ist es auch
das einzige Enzym, bei dem durch die Blockierung der S-Tasche ein Riickgang der
S-Selektivitat beobachtet werden kann.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, wurde genau dieser Zusammenhang beobachtet:
Eine S-Selektivitat wird in einen Uberschuss des R-Enantiomers umgekehrt. Um den
Zusammenhang zwischen den einzelnen organischen Ldsungsmitteln und dem
Ubergang der Stereoselektivitat der ApPDCE469G von (S)-PAC zu (R)-PAC besser
abzubilden, wurde dieser Ubergang gegen die GréRe des jeweiligen Lésungsmittels

aufgetragen (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Einfluss der verschiedenen organischen Losungsmittel (Konzentration in
Klammern, Tabelle 13) auf die Stereoselektivitit der PAC-Bildung durch ApPDCE469G. Die
jeweiligen logP-Werte sind am Datenpunkt vermerkt. In wassrigem Puffer wird (S)-PAC mit einem
ee =87 % (S) gebildet (horizontale gestrichelte Linie). Die GréfRe von Benzaldehyd wird durch die
vertikale gestrichelte Linie angegeben, denn die Phenylseitenkette dieses Substrats muss in der
S-Tasche lokalisiert sein, um (S)-PAC zu bilden.
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Abbildung 47 zeigt eine deutliche Korrelation zwischen der GroRe eines
Lésungsmittels und dessen Einfluss auf die Stereoselektivitdt der PAC-Produktion
der ApPDCE469G: Kleine Ldsungsmittel reduzierten den in Puffer guten ee von
87 % (S) starker als gréRere organische Ldsungsmittel. Eine Umkehrung der
Stereoselektivitat des Enzyms wurde unter Einsatz von EtOH, DCM, Aceton und
TCM beobachtet. Je kleiner das Lésungsmittel, desto héher die Wahrscheinlichkeit,
dass es die S-Tasche besetzt. Dies resultiert in einer Blockade der antiparallelen
Anordnung der beiden Substrate zueinander, wodurch die parallele Anordnung und
damit die R-Selektivitdt bevorzugt wird. Eine ahnliche Korrelation wurde bereits fur
die Stereoselektivitdt von Lipasen, allerdings in reinen organischen Ldsungsmitteln
beschrieben (Ottosson et al. 2002).

Allerdings war die Groflke der Losungsmittel nicht die einzige erkennbare Korrelation.
Wie Abbildung 47 zeigt, existieren einige Paare von organischen L&sungsmitteln,
welche nahezu die gleiche GréRe haben, allerdings unterschiedlich stark Einfluss auf
die Stereoselektivitdt nehmen. Somit scheint die Polaritdt der organischen Lésungs-
mittel, reprasentiert durch den logP-Wert (1.3.1.2), ein zweiter wichtiger Parameter
bei der Anlagerung der Additive im aktiven Zentrum, speziell in der S-Tasche, zu
sein. Bei der alleinigen Auftragung der ee-Anderung gegen den logP-Wert des
entsprechenden organischen Lésungsmittels (nicht gezeigt) ergab sich kein logischer
Trend. Werden allerdings beide Faktoren, die GréRe des organischen Losungsmittels
und dessen logP in Kombination betrachtet, so wird eine Korrelation deutlich. Ein
Beispiel, an dem diese Korrelation gut sichtbar wird, ist EtOH und DCM. Beide haben
ungeféahr das gleiche Ausschlussvolumen. DCM, welches weniger polar ist als EtOH,
hat einen starkeren Einfluss auf die Stereoselektivitdt der ApPDCE469G. Weitere
solcher Paare sind: Aceton und TCM, DMSO und iProp sowie THF und Dioxan.
Zusammenfassend kann geschlossen werden, dass sich weniger polare
Lésungsmittel besser in der unpolaren S-Tasche anlagern, da diese hauptséchlich
aus hydrophoben Aminosédure Seitenketten aufgebaut ist (Pohl et al. 2009).

Im Falle der (S)-PAC-Produktion der ApPDCE469G kann davon ausgegangen
werden, dass es stets zu einer Konkurrenz zwischen dem organischen Lésungsmittel
und dem Benzaldehydmolekil um die Anlagerung in der S-Tasche kommt. Werden
nun zusétzlich die molaren Verhéaltnisse der beiden Konkurrenten betrachtet (Tabelle
18), so zeigte sich, dass die Reaktion 18 mM Benzaldehyd jedoch z.B. 8,24 M EtOH

(bei 30 vol%) und damit einen 500-fachen Uberschuss an Ldsungsmittel enthielt.
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Selbst die geringste Konzentration in den Testreihen, 0,5 vol% TCM, bedeutete
immer noch 0,03 M TCM und damit einen 1,7-fachen Uberschuss im Vergleich zum
konkurrierenden Substrat Benzaldehyd (Tabelle 18). Daher ist eine Verdrdngung des

Substrats bei solch hohen Uberschiissen wahrscheinlich.

41.2 Einfluss organischer Lésungsmittel auf die Stereoselektivitit der
PpBFD

Ein zweiter Hinweis fur die in IV.4.1.1 beschriebene Theorie wurde durch die
Betrachtung eines weiteren S-selektiven Enzyms, der PpBFD (1.2.5.2), gegeben.
Dieses Enzym macht (S)-HPP zuganglich (Knoll et al. 2006). Hierbei fungiert
Benzaldehyd als Donor der Reaktion. Acetaldehyd als Akzeptor muss sich
antiparallel an den Donor anlagern, damit das S-Enantiomer gebildet werden kann.
Die Selektivitat fur (S)-HPP (in Puffer ee = 91 % (S)) konnte durch Zugabe der
verschiedenen Lésungsmittel nicht verbessert werden (Abbildung 18). Im Gegensatz
zur ApPDCE469G wurde in diesem Fall jedoch auch keine Verschiebung zum
R-Enantiomer beobachtet. Keines der organischen Ld&sungsmittel nahm einen
signifikanten Einfluss auf die Stereoselektivitdt der PpBFD-katalysierten Produktion
von (S)-HPP. Dies ist wie folgt zu erklaren: Die S-Tasche der PpBFD ist sehr viel
kleiner als die der ApPDCE469G (1.2.5.1.1). Im Verlauf einer Synthese muss lediglich
ein Teil des Acetaldehyds in dieser Tasche Platz finden. Demzufolge kénnten nur
sehr kleine LOsungsmittel in die S-Tasche eindringen und die antiparallele
S-Konfiguration stéren. Im gewéhlten Versuchsaufbau war kein organisches
Lésungsmittel vorhanden, welches kleiner war als das Substrat Acetaldehyd (Tabelle
13). Dies erklarte auch die relativ konstante Stereoselektivitdt der PpBFD in der

(S)-HPP-Synthese in Anwesenheit organischer Lésungsmittel (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Einfluss der verschiedenen organischen Losungsmittel auf die Stereoselektivitit
der HPP-Bildung durch PpBFD. In wassrigem Puffer wird (S)-HPP mit einem ee = 91 % (S) gebildet
(horizontale gestrichelte Linie). Die GréRe des Acetaldehyds wird durch die vertikale gestrichelte Linie
angegeben, denn die Seitenkette dieses Substrats muss in der S-Tasche lokalisiert sein, um (S)-HPP
zu bilden.

Die Ldsungsmittel waren alle deutlich grofer als Acetaldehyd und konnten die
Anlagerung dieses Substrats in der S-Tasche nicht stéren. Aus diesem Grund konnte
es nicht zur Verschiebung der Stereoselektivitdt in Richtung des R-Enantiomers

kommen.
4.1.3 Zeitlicher Verlauf der Carboligation ausgewahlter Reaktionen

Bei den bis hierher durchgefihrten Messungen handelte es sich stets um
Endpunktbestimmungen, bei denen die Reaktion nach 24 h gestoppt und mittels
instrumenteller Analytik untersucht wurde. An zwei ausgewahlten Beispielen sollte
die =zeitliche Entwicklung der Stereoselektivitdt untersucht werden. Die
interessantesten  Biotransformationen waren die = PAC-Produktion  durch
ApPDCE469G sowie die L/IKdcA-katalysierte Acetoinsynthese. Diese fielen in
Gegenwart einiger Lésungsmittel durch eine Umkehrung ihrer Stereoselektivitat auf
und wurden daher jeweils mit und ohne Zugabe der entsprechenden organischen

Lésungsmittel Gber 24 h kontinuierlich untersucht.
LIKdcA

Der zeitliche Verlauf der L/IKdcA-katalysierten Acetoinsynthese mit den L&sungs-

mitteln, welche die Stereoselektivitdt umkehren, ist in Abbildung 49 dargestellt.
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—a— Puffer —v— 30 vol% Aceton 20 vol% Dioxan
60 ®— 10 vol% Aceton ®— 20 vol% EtOH o 7 vol% EtOAc
—A—20vol% Aceton —A—30vol% EtOH  —e—2,5vol% THF
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Abbildung 49: Zeitlicher Verlauf der Acetoinsynthese durch L/KdcA. Dargestellt ist nur die
Stereoselektivitat fir Acetoin Uber einen Zeitraum von 24 h. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
(50 mM, 2,5 mM MgSOQO,, 0,1 ThDP), pH 7,5, 0,1 mg/mL L/KdcA, Substratkonzentration: 180 mM
Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die jeweiligen Ldsungsmittel in der gewahlten Konzentration
werden durch unterschiedliche Farben reprasentiert.

Die Stereoselektivitdt der LI/IKdcA-katalysierten Acetoinbildung zeigte in allen
untersuchten Losungsmitteln eine deutliche Zunahme der R-Selektivitat Uber die
Reaktionszeit. In der Referenz ohne Additive entsteht Acetoin anfangs racemisch.
Erst nach einer Reaktionszeit von etwa 3 h pendelte sich dieser Wert konstant bei
ee =35 % (R) ein. In Gegenwart der Lésungsmittel startete die Reaktion stets mit
einem Uberschuss des S-Enantiomers, wurde aber ebenfalls Uber die Zeit in
Richtung des R-Produkts verschoben. In allen Fallen wurde nach ca. 3h ein
konstanter ee-Wert erreicht. Die unterschiedlichen L&sungsmittelzusatze hatten
dabei keinen Einfluss auf die Kinetik dieses Prozesses, wohl aber auf den initialen
und den finalen ee-Wert. Es sollte an dieser Stelle betont werden, dass eine
Ungenauigkeit der ee-Bestimmung, aufgrund der teilweise geringen Acetoin-
konzentration, ausgeschlossen werden kann. In jedem Fall wurde das Detektionslimit
der GC-Analytik Uberschritten und die Peaks konnten eindeutig zugeordnet werden.

Eine weitere Tatsache, die nicht unberiicksichtigt bleiben darf, ist die Anderung der
Substratkonzentration Uber die Zeit. Die Menge der in der Reaktion vorhandenen
Substrate kann die Stereoselektivitdt der LIKdcA beeinflussen. Dieser Einfluss kann
hier jedoch vernachléssigt werden, da etwa THF die Aktivitédt der LIKdcA erheblich
herabsetzt, so dass kaum Unterschiede zwischen der Anfangs- und
Endkonzentration der Substrate im Reaktionsansatz auftreten (Abbildung 15).

Dennoch zeigt sich derselbe Verlauf bezlglich der Stereoselektivitdt wie in der
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Referenz ohne organische Lésungsmittel (Abbildung 49). In dieser Messung ist die
Aktivitat der LIKdcA gréRer und damit auch der Unterschied zwischen Anfangs- und
Endkonzentration der Substrate und Produkte. Auch der Startpunkt der Messungen
kann nicht durch eine unterschiedliche Substratkonzentration in den einzelnen
Ansatzen bedingt sein, denn zu Reaktionsbeginn (erste Messung nach 10 min
Reaktionszeit) sollte diese in allen Ansatzen noch nahezu den Startbedingungen
entsprechen.

Daher ist es wahrscheinlich, dass die beobachtete zeitabhdngige Veranderung der
Stereoselektivitat der L/IKdcA auf eine Adaption des Enzyms an die, durch die

organischen Lésungsmittel verdnderten Umgebungsbedingungen zuriickzufihren ist.

ApPDCE469G
Das zweite Enzym, welches zeitabhangig untersucht wurde, war die ApPDCE469G
(Abbildung 50).

= Puffer —4— 30 vol% EtOH o 7 vol% EtOAc
100 —e— 10 vol% Aceton @ 1vol% DCM
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Abbildung 50: Zeitlicher Verlauf der PAC-Synthese durch ApPDCE469G. Dargestellt ist nur die
Stereoselektivitat fur PAC Uber einen Zeitraum von 48 h. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5mM MgSO,, 0,1 ThDP), pH 7,5, 0,1 mg/mL ApPDCE469G, Substratkonzentration: 18 mM
Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die jeweiligen Ldsungsmittel in der gewahlten Konzentration
werden durch unterschiedliche Farben représentiert.

Fir die ApPDCE469G-katalysierte PAC-Synthese ergab sich im Vergleich zur
LIKdcA ein anderes Bild. Die Referenz in Puffer sowie die meisten Messungen in
Gegenwart organischer L&sungsmittel zeigten einen konstanten ee (ber den
Messzeitraum. Eine Ausnahme war hier Aceton. Sowohl 10 als auch 20 vol% dieses
Lésungsmittels induzierten in der ApPDCE469G eine zeitliche Variation der

Stereoselektivitat fir PAC. Es zeigte sich am Start der Messungen ein racemisches

140 ”



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Verhaltnis. 10 vol% Aceton fiihrten anschlie®end zu einer erhéhten S-Selektivitat, um
schlieBlich in einer geringen R-Selektivitdt zu enden. Da die Messung in Puffer keine
Zeitabhangigkeit zeigte, scheint zum einen der Ubergang der Selektivitat von einem
leichten S-Uberschuss zu einem R-Uberschuss, als auch der zeitliche Verlauf dieser
Synthese durch Aceton induziert worden zu sein. Aceton dringt vermutlich in das
aktive Zentrum ein und beeinflusst dort die Stereoselektivitat. Dieser Effekt wurde in
Kapitel 1V.4.1.1 ausfuhrlich beschrieben. Der Einfluss scheint aber ebenfalls einem
Gleichgewicht zu unterliegen, was sich innerhalb von 12 h eingestellt, denn nach
etwa dieser Zeit blieben die ee-Werte konstant.

Wie bereits fiir die LIKdcA diskutiert, kbnnen Substrat- und Produktkonzentrationen,
welche sich wadhrend des Reaktionsverlaufs &ndern, einen Einfluss auf die
Stereoselektivitdt der AbPDCE469G nehmen. Allerdings wird mit diesem Enzym ein
so geringer Umsatz erzielt (vgl. Abbildung 23), dass die Substratkonzentration tGber
den Messzeitraum nahezu konstant bleibt. Trotzdem muss betont werden, dass in
allen Fallen ausreichend Produktkonzentration vorhanden war, um mittels

instrumenteller Analytik zu eindeutigen Resultaten zu gelangen.

4.2 Einfluss ionischer Fliissigkeiten auf die Stereoselektivitait ThDP-

abhangiger Enzyme

In Abbildung 51 wird der Einfluss ionischer Flissigkeiten auf die Stereoselektivitat
ThDP-abhangiger Enzyme zusammenfassend betrachtet. Zunachst wurde die

Stereoselektivitat wieder in Bezug auf Veranderungen des ee-Werts untersucht.
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Abbildung 51: Zusammenhang zwischen dem Einfluss ionischer Fliissigkeiten auf den
Enantiomereniiberschuss (ee) in % und dem ee in wassrigem Puffer (auf der x-Achse). Die
Symbole reprasentieren das jeweilige Enzym und die Farbe des Symbols das jeweils gebildete
Produkt. Jeder Datenpunkt zeigt den Einfluss einer ionischen Flussigkeit in einer bestimmten
Konzentration (Details in IV.2.2). Die grauen Bereiche zeigen eine Inversion der Stereoselektivitat. Auf
der x-Achse ist der ee in wassrigem Puffer ohne Zugabe einer ionischen Flussigkeit im Bereich von
100 % (S) bis 100 % (R) dargestellt. Auf der y-Achse ist die Verédnderung bezogen auf den ee in
wassrigem Puffer gezeigt. Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd (alle Enzyme) und 18 mM
(ApPDC, ApPDCE469G, PMBAL) oder 180 mM (L/KdcA, PpBFD, PpBFDH281A) Acetaldehyd.
Reaktionsbedingungen: vgl. Abbildung 28, Abbildung 30, Abbildung 32, Abbildung 34, Abbildung 36,
Abbildung 38 und 111.2.2.7.8.

Verbesserung der Stereoselektivitét

Die Stereoselektivitat der Acetoinproduktion’ (in Puffer ee = 24 % (R)) der LIKdcA
wurde durch die Anwesenheit einiger ionischer Flissigkeiten, wie 9 % (w/v)
Ammoeng 112 (IL-4) auf bis zu ee = 40 % (R) verbessert. Im Falle der organischen
Lésungsmittel war eine solch starke Verbesserung nicht zu beobachten (Abbildung
44).

Durch Zugabe ionischer Flissigkeiten zu Biotransformationen mit PpBFD konnten
die ee-Werte flr Acetoin verbessert werden. Auch im Fall der Variante PoBFDH281A

wurde die R-selektive Synthese von Acetoin weiter in Richtung des R-Enantiomers

' Der ee in Puffer variiert im Vergleich zu dem in Abbildung 44, da auf der x-Achse immer der jeweilige
Mittelwert der zugehérigen Referenz in Puffer aufgetragen wurde. Wie schon bei den Detailanalysen
in IV.2.1, zeigten bereits diese Referenzen Unterschiede zueinander.
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auf ee = 76 % (R) verschoben. Fir dieses Enzym wurde auch die S-Selektivitat des
HPPs auf ee = 60 % (S) leicht verbessert (vgl. Abbildung 32).

Bei ApPDC-katalysierten Biotransformationen zeigte sich eine leichte Besserung des
(S)-Acetoins auf ee = 36 % (S) durch Anwesenheit von 9 % (w/v) Ammoeng 100 (IL-
1). Diese Verbesserung der S-Stereoselektivitdt war mit organischen Lésungsmitteln
nicht beobachtet worden. Dort zeigte sich lediglich eine Verschlechterung der
S-Selektivitat (Abbildung 44).

Verschlechterung der Stereoselektivitét

In der LIKdcA-Synthese von Acetoin konnten Schwankungen der Stereoselektivitat
hin zu niedrigeren ee-Werten festgestellt werden. Wahrend allerdings mit
organischen L&sungsmitteln eine Umkehrung der R-Selektivitdt zum S-Enantiomer
initiiert werden konnte, fallt der Einfluss ionischen Flissigkeiten geringer aus.

Im Fall der Variante ApPDCE469G wurde die Selektivitat fiur (S)-PAC (ee in Puffer
87 % (S)) durch organische Lésungsmittel hauptsachlich in Richtung des R-Produkts
verschoben (Abbildung 24). Auch durch ionische Flussigkeiten kam es zu einer
Umkehrung des Enantiomerenverhéltnisses fur dieses Produkt. Am ausgepragtesten
war der Effekt mit 9 % (w/v) Ammoeng 102 (IL-3), dessen Zusatz eine Verschiebung
des ee-Werts auf 60 % (R) bewirkte.

Fur die PpBFDH281A zeigten sich mit ionischen Flussigkeiten und organischen
Lésungsmitteln dhnliche Einflisse (Abbildung 44). HPP (ee = 47 % (S)) und Acetoin
(ee = 34 % (R)) wurden recht stark beeinflusst. Durch die ionischen Flissigkeiten
wurde die Selektivitat fur diese Reaktionen herabgesetzt. Wéhrend allerdings durch
organische Losungsmittel eine Umkehrung der S-Selektivitat fir HPP nicht in einen
Uberschuss an R-Produkt miindete, war das mit ionischen Fliissigkeiten méglich.

Im Fall der PpBFD waren die Einflisse durch die ionischen Flissigkeiten auf die
HPP-Produktion &hnlich ausgepragt, wie nach Addition von organischen L&sungs-
mitteln. Fir die Acetoinproduktion war mit organischen L&sungsmitteln keine
Verschiebung der R-Selektivitdt zum S-Enantiomer mdglich (Abbildung 44). Durch
Zugabe ionischer Flussigkeiten ergab sich ein anderes Bild. Hier konnte eine
Verschiebung in Richtung der S-Selektivitdt beobachtet werden und zwar maximal
bis zu ee = 12% (R) in Gegenwart von 9% (w/v) Ecoeng 110 (IL-5). Eine
Umkehrung des Enantiomerenverhéltnisses zur vorwiegenden Bildung des

S-Produkts wurde, auch in Gegenwart ionischen Flissigkeiten, nicht beobachtet.
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Kein Einfluss auf die Stereoselektivitat

Fur die L/IKdcA wurden, wie schon mit organischen L&sungsmitteln beobachtet
(Abbildung 44), die ee-Werte fiir PAC und HPP in Gegenwart ionischer Flissigkeiten
nicht beeinflusst. Gleiches gilt fir die Selektivitat der PBAL (Abbildung 44).

In Abbildung 52 werden die induzierten Energiedifferenzen betrachtet, welche durch
die Anwesenheit ionischer Flussigkeiten hervorgerufen werden, um einen ee-Wert zu
beeinflussen.

PAC HPP Benzoin Acetoin
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Abbildung 52: Zusammenhang zwischen dem Einfluss ionischer Fliissigkeiten auf den
Enantiomereniiberschuss (ee), repridsentiert durch AAGpufers) (kcal/mol) und dem ee in
wassrigem Puffer (auf der x-Achse). Die Symbole reprasentieren das jeweilige Enzym und die
Farbe des Symbols das jeweils gebildete Produkt. Jeder Datenpunkt zeigt den Einfluss einer
ionischen Flussigkeit in einer bestimmten Konzentration (Details in 1V.2.2). Die grauen Bereiche
zeigen eine Inversion der Stereoselektivitat. Auf der x-Achse ist der ee in wassrigem Puffer ohne
Zugabe einer ionischen Flussigkeit im Bereich von 100 % (S) bis 100 % (R) dargestellt. Auf der
y-Achse ist die Verénderung bezogen auf den ee, représentiert durch AAGpferi) in Wéssrigem Puffer
gezeigt. Die Werte wurden berechnet durch: AG(R,S)=-RTIn(100+ee)*(100-ee)'1. Substratkonzentration:
18 mM Benzaldehyd (alle Enzyme) und 18 mM (ApPDC, ApPDCE469G, PfBAL) oder 180 mM
(LIKdcA, PpBFD, PpBFDH281A) Acetaldehyd. Reaktionsbedingungen: vgl. Abbildung 28, Abbildung
30, Abbildung 32, Abbildung 34, Abbildung 36, Abbildung 38 und 111.2.2.7.8.

Im moderaten ee-Bereich von 50 % (S) bis 50 % (R) wurden durch die ionischen
Flussigkeiten Energiedifferenzen hervorgerufen, die den Wert +/- 1 kcal/mol nicht
Uberschritten. In Abbildung 51 zeigt sich jedoch, dass diese Energiedifferenzen
ausreichen, um einen Uberschuss an S-Enantiomer in einen Uberschuss an

R-Enantiomer umzuwandeln (Beispiel: PpBFDH281A, HPP von ee = 47 % (S) in
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Puffer bis ee = 17 % (R) durch Anwesenheit von 9 % (w/v) durch Ammoeng 100 (IL-
1)) sowie eine R-Selektivitat weiter zu verbessern (Beispiel: PoBFDH281A, Acetoin
von ee = 34 % (R) in Puffer bis ee = 76 % (R) in Anwesenheit von 2,5 % (w/v)
Ammoeng 100 (IL-1)). Der Einfluss auf die Stereoselektivitdt der ApPDCE469G in
der Acetoinsynthese (durch ionische Flissigkeiten — 0,34 kcal/mol - + 0 kcal/mol)
sowie fir die HPP-Produktion (durch ionische Flissigkeiten — 0,2 kcal/mol - +
0,1 kcal/mol) in Ansatzen mit PpBFD fiel geringer aus als mit organischen
Lésungsmitteln beobachtet (Acetoin: -1,2 kcal/mol — + 0 kcal/mol; HPP: -0,7 kcal/mol
— 0 kcal/mol Abbildung 46). Der Einfluss auf die PAC-Synthese mit ApbPDCE469G
war allerdings vergleichbar. Anders war dies bei der Betrachtung der hohen
R-Selektivitaten. Die induzierten Energiedifferenzen bei der Synthese von PAC mit
PpBFDH281A, HPP mit PMBAL und L/KdcA erreichten nicht mehr als 1 kcal/mol,
wahrend es durch Zugabe von organischen Losungsmitteln besonders fiir die PBAL-
katalysierte Synthese von HPP die L/KdcA-katalysierte PAC-Synthese sowie die
PAC-Synthese mittels PpBFDH281A erheblich gréfiere Werte von bis zu 4 kcal/mol
erreicht wurden (Abbildung 46).

Bezogen auf die hervorgerufenen Energiedifferenzen schien der Einfluss ionischer

Flissigkeiten insgesamt geringer zu sein als der organischer Lésungsmittel.

4.21 Einfluss kleiner achiraler sowie chiraler ionischer Fliissigkeiten auf die

Stereoselektivitit ThDP-abhdngiger Enzyme

In Kapitel 1V.3.2.1 wurde der Einfluss weiterer kleiner und chiraler ionischer
Flussigkeiten auf die bimolekulare Carboligation getestet. Analog ist in Abbildung 53

deren Einfluss auf den ee-Wert gezeigt.
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Abbildung 53: Zusammenhang zwischen dem Einfluss kleiner und chiraler ionischer
Fliissigkeiten auf den Enantiomereniiberschuss (ee) in % und dem ee in wassrigem Puffer (auf
der x-Achse). Die Symbole repréasentieren das jeweilige Enzym und die Farbe des Symbols das
jeweils gebildete Produkt. Jeder Datenpunkt zeigt den Einfluss einer kleinen und chiralen ionischen
Flussigkeit (kcIL) in einer bestimmten Konzentration. Die grauen Bereiche markieren eine Inversion
der Stereoselektivitat. Auf der x-Achse ist der ee in wassrigem Puffer ohne Zugabe einer kclL im
Bereich von 100 % (S) bis 100 % (R) dargestellt. Auf der y-Achse ist die Veranderung bezogen auf
den ee in wassrigem Puffer gezeigt. Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd (alle Enzyme) und
18 mM (ApPDC, ApPDCE469G, PBAL) oder 180 mM (L/KdcA, PpBFD, PpBFDH281A) Acetaldehyd.
Reaktionsbedingungen: vgl. Kapitel 111.2.2.7.9.

Es zeigte sich, dass der Einfluss auf die Stereoselektivitdt ThDP-abhangiger Enzyme
weniger ausgepragt war, als in Gegenwart organischer Ldsungsmittel oder der
gréBeren ionischen FlUssigkeiten. Sehr hohe ee-Werte wurden auch hier nicht
beeinflusst, aber auch moderate Werte konnten nicht in einen Uberschuss des
anderen Enantiomers umgekehrt werden. Des Weiteren gab es keinen Fall, bei dem
ein kleiner ee-Wert durch Zugabe der Additive verdoppelt wurde. Alle Werte
bewegten sich in einem Rahmen unterhalb einer Anderung von 100 % in Richtung
des S- als auch in Richtung des R-Enantiomers. Leider erflllte sich die Erwartung
nicht, dass sehr kleine und vor allem chirale ionische Flussigkeiten einen
signifikanten Einfluss auf die Stereoselektivitdt der untersuchten Enzyme nehmen
wirden. Ein méglicher Erkl&rungsansatz wird in Abschnitt IV.4.2.2 diskutiert.

Dennoch soll auch hier die Energiedifferenz betrachtet werden, welche durch diese

Additive bei stereoselektiven Transformationen induziert wird (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Zusammenhang zwischen dem Einfluss kleiner und chiraler ionischer
Fliissigkeiten (kclLs) auf den Enantiomereniiberschuss (ee), reprasentiert durch AAGpugrer-keiL)
(kcal/mol) und dem ee in wassrigem Puffer (auf der x-Achse). Die Symbole reprasentieren das
jeweilige Enzym und die Farbe des Symbols das jeweils gebildete Produkt. Jeder Datenpunkt zeigt
den Einfluss einer kclL in einer bestimmten Konzentration. Die grauen Bereiche markieren eine
Inversion der Stereoselektivitdt. Auf der x-Achse ist der ee in wassrigem Puffer ohne Zugabe kclLs im
Bereich von 100 % (S) bis 100 % (R) dargestellt. Auf der y-Achse ist die Verdnderung bezogen auf
den ee, reprasentiert durch AAGpuferkcy) in Wassrigem Puffer gezeigt. Die Werte wurden berechnet
durch: AG(R,S)=-RTIn(100+ee)*(100-ee)'1. Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd (alle Enzyme)
und 18 mM (ApPDC, ApPDCE469G, PfBAL) oder 180 mM (L/KdcA, PpBFD, PpBFDH281A)
Acetaldehyd. Reaktionsbedingungen: vgl. Kapitel 111.2.2.7.9.

Die meisten Werte in Abbildung 54 bewegen sich in einem Rahmen von
+/-0,5 kcal/mol. Nur eine Messung erreichte einen Wert von bis zu 1 kcal/mol (HPP
in LIKdcA: 1 kcal/mol durch 9 % IL-11). Nach der Auftragung der ee-Anderung war
dieses Ergebnis zu erwarten. Es bestéatigt nochmals den geringen Einfluss kleiner
und chiraler ionischer Flissigkeiten auf die Stereoselektivitat der untersuchten

Enzyme anhand von freien Energien.

4.2.2 Einfluss ionischer Fliissigkeiten auf die Stereoselektivitit der
ApPDCE469G

Die nicht vorhandene Mdoglichkeit, eine S-Selektivitdt mit organischen Lésungsmitteln
zu verbessern, wurde in den Kapiteln 1V.4.1.1 und 1V.4.1.2 mit einem Eindringen der
Lésungsmittel in die S-Tasche der ThDP-abhédngigen Enzyme erklart. In

Anwesenheit ionischer Flussigkeiten war es in den meisten Fallen ebenfalls nicht
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moglich, die S-Selektivitdt zu verbessern. Um in diesem Fall zu untersuchen, ob dies
auch mit einer eventuellen Blockade der S-Tasche zusammenhangen kénnte, wurde

erneut das Beispiel der AbPDCE469G herangezogen.

4221 Einfluss der Ammoeng-lLs auf die PAC-Produktion durch
ApPDCE469G

Da ionischen Flissigkeiten immer aus einem Anion und einem Kation bestehen
(1.3.2), mussten auch immer zwei Ausschlussvolumina berechnet werden.
Unabhéngig davon, welche der beiden lonen flr die Sortierung der Einflusse auf die
Stereoselektivitat der ApPDCE469G herangezogen wurde, zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen der Gré3e des einzelnen lons und dessen Einfluss auf die
Stereoselektivitat der Synthese von (S)-PAC. Wurde allerdings nur der ee betrachtet
(Abbildung 55), so zeigte sich, dass lediglich die ammoniumbasierten ionischen

Flussigkeiten (Ammoeng-ILs) einen signifikanten Einfluss auf den ee von 86 % (S)

nehmen.
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Abbildung 55: Stereoselektivitit der ApPDCE469G fiir die PAC-Produktion in Anwesenheit
ionischer Fliussigkeiten. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 ThDP),
pH 7,5, 20 °C, 24 h 0,1 mg/mL ApPDCE469G, Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM
Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben den Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an (diese
Werte entsprechen den Werten aus Abbildung 36).

Die Stereoselektivitat der AbPDCE469G wurde durch die Anwesenheit von 9 % (w/v)
Ammoeng 102 (IL-3) von einem ee = 86 % (S)-PAC auf einen Uberschuss des

R-Enantiomers mit einem ee = 60 % (R) verschoben (siehe auch Abbildung 36). Die
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ionischen Flissigkeiten Ammoeng 100 (IL-1) und Ammoeng 101 (IL-2) zeigten
ebenfalls einen grofen Einfluss auf die Stereoselektivitdit der ApPDCE469G,
beeintrachtigten aber auch die Aktivitdt der Variante erheblich (Abbildung 36). Der
Einfluss ist daher eventuell nicht auf eine Verschiebung der Selektivitdit zum
R-Produkt, sondern auf eine Reduzierung der Aktivitdt zum S-Enantiomer
zurtickzufiihren. Die ee-Werte zeigten bei Ammoeng 100 (IL-1) und 101 (IL-2) keinen
Uberschuss eines der beiden Enantiomere. PAC wird unter Einfluss dieser ionischen
Flussigkeiten schlecht und unselektiv produziert. Ammoeng 102 (IL-3) sowie
Ammoeng 112 (IL-4) bewirken, vermutlich wegen negativen Einflussen auf die
Enzymaktivitdt und/oder Stabilitat, vor allem bei hdheren Konzentrationen eine starke
Verringerung der nach 24 h bestimmten PAC-Konzentration. Allerdings war,
besonders durch Ammoeng 102 (IL-3), die beobachtete Selektivitdtsanderung auf die

ApPDCE469G ausgepragt, wie die Ergebnisse in Tabelle 14 zeigen.

Tabelle 14: ApPDE469G-katalysierte PAC-Produktion in Gegenwart verschiedener Ammoeng
102 (IL-3)-Konzentrationen. Angegeben sind die Konzentrationen und ee-Werte, die nach 24 h in
Biotransformationen mit dem angegebenen Anteil an Ammoeng 102 (IL-3) bestimmt wurden. Weitere
experimentelle Bedingungen s. Legende Abbildung 36.

Ammoeng 102 | PAC (mM) Enantiomereniberschuss (R)-PAC (S)-PAC
(IL-3) (%, wiv) PAC (%) % ey % ey
0 1,1 (x0,01) | 86 (¢4,3) (R) 93 1,0 7 0,1
1 1,0 (x0,4) 4 (£1,0) (S) 52 0,52 |48 0,48
2,5 0,7 (x0,1) 45 (+5,0) (S) 725 1051 | 27,5 |0,19
9 0,07 (0,0) 60 (+4,0) (S) 80 0,06 |20 0,01

Es zeigt sich im Vergleich der resultierenden Werte fur die Addition von 1 und
2,5 % (w/v) Ammoeng 102 (IL-3) (Tabelle 14, Zeile 2 und 3) sehr deutlich, dass die
prozentuale Konzentration des R-Enantiomers quasi konstant bleibt, obwohl die
PAC-Konzentration durch 9 % (w/v) Ammoeng 102 (IL-3) um 30 % sinkt. Der
Aktivitatsverlust der ApPDCE469G geht also mit einer selektiven Blockade der
Produktion des S-Enantiomers einher. Fraglich war nun, welche Komponente der
ionischen Flissigkeit den S-Weg und damit letztlich die S-Tasche blockiert. Wie die
Strukturformel in Abbildung 56 zeigt, ist das Kation viel zu gro3, um in die S-Tasche
zu passen. In Frage kdme demnach das Anion Ethylsulfat bzw. mdgliche
Verunreinigungen.

Im Herstellungsprozess ionischer Flissigkeiten kénnen Polyethylenglykole sowie

organische L&sungsmittel Anwendung finden. Besonders eine Verunreinigung mit
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organischen Lésungsmitteln kénnte, wie in 1V.4.1 beschrieben, die S-Selektivitat der
ApPDCE469G herabsetzten. Um auszuschlieBen, dass die beobachteten
signifikanten Effekte der ionischen Flussigkeit Ammoeng 102 (IL-3) lediglich auf den
Einfluss einer mdglichen Verunreinigung zurlickzufihren sind, wurde eine
Headspace-GC-MS-Analyse sowie eine Untersuchung mittels FlieRinjektionsanalyse-
Fourier-Transformations-lonenzyklotronresonanz-Massenspektrometrie (FIA-FTICR-
MS) vorgenommen (Abbildung 86, Abbildung 87)." Diese Analysen konnten die
Anwesenheit von Polyglykolen ausschlieBen. Ethanol wurde jedoch mit einer
Konzentration von ca. 0,02 % (w/v) nachgewiesen. Diese Menge kann fir die
Verschiebung der Stereoselektivitdt nicht ausschlaggebend sein, denn die Zugabe
von 5vol% EtOH zu der Biotransformation mit ApPDCE469G induzierten lediglich
eine geringe R-Verschiebung und einen resultierenden ee von 62 % (S) fir das PAC-
Produkt (Abbildung 24). In den Analysen zeigte sich eine zweite Substanz, die in der
Gasphase tber Ammoeng 102 (IL-3) gefunden wurde, jedoch konnte dieses Signal
keinem L&sungsmittel zugeordnet werden. Da die geschatzte Konzentration dieser
Substanz nur mit 0,06 % (w/v) angegeben wird, ist diese Beobachtung zu
vernachldssigen. Der Einfluss der ionischen Flussigkeit Ammoeng 102 (IL-3) wird
also hauptsachlich durch die Substanz selber und nicht durch Verunreinigungen
verursacht.

Um zunéchst die Ursache des Einflusses der Ammoeng-ILs kldren zu kénnen, wird
die Struktur dieser ionischen Flussigkeiten nochmals betrachtet (Abbildung 56).
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/{’\/f’\/® N\/‘f e i \/\’{/\*\?N o o %OH
5 o HOJ—KOH 5 ) \/\fo/\k N

=t m#n=14-25 m,n=6-20 HO n=50-60
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Abbildung 56: Struktur der verwendeten ammoniumbasierten ionischen Fliissigkeiten
(Ammoeng-ILs).

Wenn, wie fir die organischen Lésungsmittel bereits diskutiert, ein Einfluss eines
Additivs durch Einlagerung wahrscheinlich ist (IV.4.1.1), dann kdnnten die Kationen
der dargestellten ionischen FlUssigkeiten aufgrund ihrer Grofe bereits ausge-

schlossen werden. Die zugehérigen Anionen allerdings sind prinzipiell klein genug,

' Diese Messungen wurden durch die Zentralabteilung fur chemische Analysen (ZCH) des

Forschungszentrums Jilich GmbH durchgefuhrt.
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um in das aktive Zentrum und auch in die S-Tasche der ApPDCE469G eindringen zu
kénnen (Tabelle 15).

Tabelle 15: GroRe der Ammoeng-IL-Anionen sortiert nach ihrem Ausschlussvolumen im
Vergleich zu Benzaldehyd.

Anion Ausschlussvolumen (As)
Chlorid 29,3
Methylsulfat 67,7
Ethylsulfat 71,6
Dihydrogenphosphat | 92,6
Benzaldehyd 94,6

Damit Uberprift werden kann, ob die Anionen der Ammoeng-ILs alleine einen
Einfluss auf die Stereoselektivitdt der ApPDCE469G nehmen, wurden sie in
Kombination mit einem anderen Kation erneut in enzymatische Tests eingesetzt. Um
einen Effekt durch das Kation auszuschliefRen, wurden nur Natriumsalze untersucht
(Abbildung 57).

o 0 O Na* o 0 O NH
<8 Na* HO-P-Or TS Nat 0-5-0
~ 2oy | 70 + 1
Na* Cl OH 0] NH,™ 0
Na-Chlorid Na-Methylsulfat Na-Dihydrogenphosphat Na-Ethylsulfat Ammoniumsulfat

Abbildung 57: Struktur der verwendeten Natriumsalze.

Die Natriumsalze Natriumchlorid, Natriummethylsulfat, Natriumdihydrogenphosphat
sowie Natriummethylsulfat reprasentieren im weiteren Verlauf den Einfluss der
Anionen der Ammoeng-ILs. Ammoniumsulfat soll den Einfluss der Kationen dieser
ionischen FlUssigkeiten darstellen. Um den Einfluss der einzelnen Komponenten der
Ammoeng-ILs beschreiben zu koénnen, wurde die Stereoselektivitdt der
ApPDCE469G unter Zugabe verschiedener Konzentrationen der in Abbildung 57

dargestellten Natriumsalze untersucht (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Stereoselektivitit der ApPDCE469G fiir die PAC-Produktion in Gegenwart
verschiedener Natriumsalze. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1
ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h 0,1 mg/mL ApPDCE469G, Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd,
18 mM Benzaldehyd. Die Salzkonzentrationen sind in den Balken angegeben.' Die gezeigten Werte
geben den Mittelwert aus zwei unabhéangigen Messungen an. Reaktionsbedingungen: 111.2.2.7.9.

Abbildung 58 zeigt, dass die verschiedenen Natriumsalze keinen signifikanten
Einfluss auf die Stereoselektivitdt der ApPDCE469G beziglich der (S)-PAC-
Synthese nehmen. Weder die Reprasentanten fir die Anionen, noch der fir das
Kation der Ammoeng-ILs zeigten alleine betrachtet den gleichen Einfluss wie die
entsprechenden ionischen Flissigkeiten (Abbildung 55).
Diese Beobachtung lasst folgende Schliisse zu:
- Die Anionen der Ammoeng-ILs alleine sind nicht fur die Beeinflussung der
Stereoselektivitdt der ApPDCE469G verantwortlich
- Ebenso wenig verursacht das Kation diesen Einfluss
- Konsequenterweise muss es also die Kombination von Anion und Kation sein,
die den Einfluss auf die Stereoselektivitat bewirkt
Dass die sehr groRen Kationen der Ammoeng-ILs direkten Einfluss auf die
Stereoselektivitat der ApPDCE469G durch ein Eindringen in das aktive Zentrum
nehmen kénnen, ist sehr unwahrscheinlich, da sie zu gro® sind, um in das aktive
Zentrum zu gelangen (IV.4.1.1). Wenn Uberhaupt ware es den flexiblen Seitenketten

der Kationen mdglich, den Substratkanal der Enzyme teilweise zu blockieren — dann

' Die Konzentrationen der Salze (w/v) decken die molaren Konzentrationen der entsprechenden
Ammoeng-ILs ab (Tabelle 19).
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ware aber eine komplette Reduzierung der Aktivitdt und keine Verschiebung der
Stereoselektivitat zu beobachten. Wahrscheinlicher ist, dass Interaktionen zwischen
Anionen und Kationen verantwortlich fiir die Stereoselektivitdtsverschiebung sind. So
ware denkbar, dass etwa das Anion der ionischen Flissigkeiten Ammoeng 102 (IL-3)
(Ethylsulfat), welches theoretisch in das aktive Zentrum passen wirde, nur in dieses
oder die S-Tasche der ApPDCE469G eindringt, wenn es frei in Lésung vorliegen
wirde. Im Fall von Ammoeng 102 (IL-3) bildet Ethylsulfat mit dem entsprechenden
Kation lediglich eine sehr schwache lonenpaarbindung aus. Diese Eigenschaft ist
daflr verantwortlich, dass diese Kombination einen Schmelzpunkt unter 100 °C hat
und bei Raumtemperatur flissig vorliegt. Daher handelt es sich bei Ammoeng 102
(IL-3) per Definition um eine ionische Flissigkeit (1.3.2). Natriumethylsulfat hingegen
liegt bei Raumtemperatur als Kristall, also in fester Form vor. Die durch die
Raumtemperatur angebotene Energie reicht nicht aus, die Kristallgitterenergie zu
Uberwinden und den Kristall zu schmelzen. Demzufolge ist Ethylsulfat in der
Kombination Natriumethylsulfat stéarker an sein Kation gebunden als in Ammoeng
102 (IL-3).

4222 Beeinflussung der Stereoselektivitdt der ApPDCE469G je nach

lonenpaarbindungsstérke

Die starke lonenpaarbindung zwischen zwei lonen kann dazu fihren, dass stabile
lonenpaare auch in wassriger Lésung erhalten bleiben. Durch die unterschiedlich
starke Bindung des Ethylsulfations, einmal in Form von Natriumethylsulfat und
einmal im Ammoeng 102 (IL-3) ist es denkbar, dass das Ethylsulfation in Verbindung
mit Ammoeng 102 (IL-3) eine groRRe Bindungsaffinitat zu dem Protein ausbildet, weil
es frei vorliegt. Im Fall des Natriumethylsulfats ist die Bindungsaffinitdt zum Natrium
sehr grof3 und das Ethylsulfation steht nicht so haufig fiir Wechselwirkungen mit dem
Enzym bzw. seinem aktiven Zentrum zur Verfigung. Um diese These zu
untermauern, wurden die Einflisse ionischer Flissigkeiten mit einem gleichen (oder
ahnlichen) Anion in Abhangigkeit der Starke ihrer lonenpaarbindung im Vergleich zu
dem entsprechenden Natriumsalz untersucht.

Zunachst wurde die Gruppe der ionischen Flussigkeiten und Salze mit einem
Sulfatanion untersucht. Hierzu gehéren Ecoeng 110 (IL-5), IL-9, Ammoeng 100
(IL-1), Ammoeng 102 (IL-3), Natriumethylsulfat sowie Natriummethylsulfat (Abbildung
59).
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Abbildung 59: Struktur der verwendeten ionischen Fliissigkeiten und Natriumsalze mit einem
Sulfatanion oder dessen Derivaten.

Die Starke der lonenpaarbindung dieser Salze sollte in folgender Reihenfolge
ansteigen: Ammoeng 102 (IL-3) < Ammoeng 100 (IL-1) < Ecoeng 110 (IL-5) < IL-9 <
Natriumethylsulfat < Natriummethylsulfat. Dementsprechend miuisste auch der
Einfluss auf die Stereoselektivitdt der ApPDCE469G in gleicher Reihenfolge

abnehmen. Der Einfluss der ausgewahlten Salze ist in Abbildung 60 dargestellt.
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Abbildung 60: Stereoselektivitat der ApPDCE469G fiir die PAC-Produktion in Gegenwart
ionischer Fliissigkeiten und Natriumsalze mit Sulfatanion oder Sulfatanion-Derivaten (A). B
zeigt die dazugehdrigen Produktkonzentrationen. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
MgSO,, 0,1 ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL ApPDCE469G, Substratkonzentration: 18 mM
Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben jeweils den hdchsten gemessenen
Wert an. Die Additive sind nach der geschatzten Starke ihrer lonenpaarbindung sortiert.
Reaktionsbedingungen: 111.2.2.7.8 und 111.2.2.7.9.

Bis auf Ammoeng 102 (IL-3) und Ammoeng 100 (IL-1) zeigte sich fir die anderen
Salze kein signifikanter Einfluss auf die Stereoselektivitdt der ApPDCE469G. Fur
Ammoeng 102 (IL-3) und Ammoeng 100 (IL-1) kann der erwartete Trend, dass die
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lonen aus schwécheren lonenpaarbindungen einen gréReren Einfluss nehmen
beobachtet werden. Unter Zugabe der anderen ionischen Flussigkeiten und Salze
konnte keine Stereoselektivitdtsverschiebung beobachtet werden. Méglicherweise
war hier bereits eine zu starke Interaktion von Anion und Kation vorhanden. Die
Theorie, dass es einen Einfluss gibt, je nachdem ob das freie Anion fiir eine Bindung
mit und in dem Enzym zur Verfiigung steht, wird durch diese Messreihe verstarkt, ist
aber nicht komplett aussagekraftig, da auch die Konzentration an gebildetem PAC-
Produkt variierte.

Als zweites wurde eine Gruppe mit Chlorid als Anion untersucht. Zu dieser Gruppe
gehéren Ammoeng 101 (IL-2), Natriumchlorid, IL-13 und IL-10 (Abbildung 61).
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o +
men=14-25 Na™Cr (1S.3R)cis-OH-Bu-Cl  (+-)-2-Hydroxypropyl[MIMIICI]
Ammoeng 101 Na-Chlorid - IL-10

(IL-2)

Abbildung 61: Struktur der verwendeten ionischen Fliissigkeiten und Salze mit Chloridanion.

Die Starke der lonenpaarbindung dieser Salze sollte in folgender Reihenfolge
ansteigen: Ammoeng 101 (IL-2) < IL-13 < IL-10 < Natriumchlorid. Entsprechend
wurde hier eine Abnahme des Einflusses auf die Stereoselektivitdt in gleicher
Reihenfolge erwartet (Abbildung 62).
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Abbildung 62: Stereoselektivitit der ApPDCE469G fiir die PAC-Produktion in Gegenwart
ionischer Fliissigkeiten und Natriumsalze mit Chloridanion (A). B zeigt die dazugehdrigen
Produktkonzentrationen. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 ThDP), pH
7,5, 20°C, 24 h, 0,1 mg/mL ApPDCE469G; Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM
Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben jeweils den héchsten gemessenen Wert an. Die Additive
sind nach der geschétzten Stéarke ihrer lonenpaarbindung sortiert.

Auch im Fall der Salze mit Chlorid als Anion zeigte sich der vermutete
Zusammenhang, wenn auch wie im Fall der Natriumsalze mit Sulfatanion (Abbildung
60) nicht sehr deutlich. Erneut nimmt die Verschiebung der Stereoselektivitdt der
ApPDCE469G in Richtung des R-Enantiomers mit steigender geschétzter lonenpaar-
bindungsstérke ab. Allerdings kann hier keine Verschiebung zu einem R-Uberschuss
gezeigt werden. Ammoeng 101 (IL-2) induziert lediglich eine unselektive Produktion
von PAC. Zudem beeinflusst auch hier die Art des Additivs die Bildung an PAC-
Produkt.

Es ist trotz des schwachen Einflusses der betrachteten Salze wahrscheinlich, dass
aufgrund der geringen GréRe nur die Anionen der ionischen Flussigkeiten einen
Einfluss auf die Stereoselektivitat der ApPDCE469G nehmen. Die Ergebnisse
verstadrken die Vermutung, dass, je nach lonenpaarbindungspartner und der Stérke
der Bindung, es nur einigen Anionen mdéglich ist, die S-Tasche zu blockieren.
Werden speziell die beiden Anionen Chlorid und Sulfationen betrachtet, so wird
deutlich, dass hier die Grof3e des Anions (IV.4.1.1) neben der Grundvoraussetzung
getrennt vom Bindungspartner in das aktive Zentrum einzudringen, ein wichtiger
Faktor des Einflusses ist. Allerdings erklart diese Vermutung die Ergebnisse nicht

umfassend, denn Salze mit dem gréReren Anion (Sulfatanion) zeigen eine
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ausgepragtere maximale Verschiebung der Stereoselektivitdt der ApbPDCE469G, als
die Salze mit dem viel kleineren Chlorid (Abbildung 60, Abbildung 62).

4223 Veranderung des Mediums durch die Kationen der Ammoeng-ILs

Bisher wurde die Funktion des Kations, als schlechter oder guter Bindungspartner
und damit Anker fur das Anion zu fungieren, untersucht. Es ist auch méglich, dass
das Kation Einfluss auf das gesamte Reaktionsmedium nehmen kann. Denkbar ist
beispielsweise eine erhéhte Hydrophobizitdt des Puffermediums durch die
Anwesenheit des grofRen, teils hydrophoben Kations der ionischen Flissigkeiten
Ammoeng 102 (IL-3). Das freie Wasser kénnte durch dieses Molekll zu groRen
Teilen gebunden werden, was eine Hydratisierung des Anions (hier: Ethylsulfatanion)
erschweren wirde. Wenn wiederum das Anion nicht vollstdndig oder dauerhaft
hydratisiert vorliegt, wirden madglicherweise verstarkt Anionen in die hydrophobe
S-Tasche der ApPDCE469G eindringen, um die mangelnde Hydratisierung zu
umgehen.

Um die induzierte Hydrophobizitdt des Ammoeng 102 (IL-3)-Kations zu simulieren,
wurde Polyethylenglycol (PEG) mit einer Kettenldnge, welche der langsten Kette in
Ammoeng 102 (IL-3) entspricht, eingesetzt (lAngste Kette im Ammoeng 102 (IL-3)
Kation: C/O7p, diese Lange entspricht einem PEG-Molekil mit einem
Molekulargewicht von 1030 g/mol, die Konzentration dieses Molekils ist
entsprechend der von 9 % (w/v) Ammoeng 102 (IL-3) 52 mmol/L). PEG 1000 wurde
zusammen mit Ethylsulfat-Natriumsalz dem Ansatz zugefiigt (vgl. Abbildung 58).

Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Abbildung 63 zusammengefasst.
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Abbildung 63: Stereoselektivitit der ApPDCE469G fiir die PAC-Produktion in Gegenwart von
PEG 1000 (ApPDCE469G_PEG) sowie von PEG 1000 und Natriumethylsulfat (ApbPDCE469G_Na-
E_PEG) (A). B zeigt die dazugehdrigen Produktkonzentrationen an. Die Eigenkatalyse des PEGs ist
mit dem Ansatz ,PEG®, welcher kein Enzym enthielt ausgeschlossen. Reaktionsbedingungen: TEA-
Puffer (50 mM, 2,5mM MgSO,, 0,1 ThDP), pH 7,5, 20°C, 24 h, 0,1 mg/mL ApPDCE469G,
Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd, 52 mM PEG, 0,5% (w/v)
Natriumethylsulfat. Reaktionsbedingungen: 111.2.2.7.8 und 111.2.2.7.9.

Es zeigte sich, dass die in diesem Versuch verwendeten Additive keinen
signifikanten Einfluss auf die Stereoselektivitdt der PAC-Produktion durch die
ApPDCE469G hatten. Der ee-Wert konnte nicht, wie durch Ammoeng 102 (IL-3)
(Abbildung 55) beeinflusst und umgekehrt werden. Falls die induzierte
Hydrophobizitdt des Puffers, verursacht durch das Kation des Ammoeng 102 (IL-3),
den ee der PAC-Produktion indirekt beeinflusst, schien PEG 1000 in gleicher Gréf3e
und Konzentration nicht den gleichen Effekt auslésen zu kénnen. Allerdings liegt in
diesem System noch eine zusatzliche Komponente vor, das Natriumkation. Selbst
wenn PEG 1000 die Hydrophobizitdt des Puffers auf die vermutete Weise steigern
kénnte, scheint es weiterhin sehr wahrscheinlich, dass Natrium mit Ethylsulfat eine
starke lonenpaarbindung eingeht, welche verhindert, dass das Anion frei vorliegt und
in die S-Tasche der ApPDCE469G eindringen kann, um eine Beeinflussung der
Stereoselektivitdt zu verursachen. Reicht die wasserziehende Kraft des PEGs nicht
aus, um das lonenpaar zu trennen und nur noch eine Solvatation des Kations
zuzulassen, ldge das Anion noch immer in Verbindung mit seinem Kation vor,
unfahig in die S-Tasche der ApPDCE469G einzudringen. Der durchgefuihrte Versuch

war somit nicht geeignet, eine mdgliche Hydratisierung des Anions nachzuweisen.
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Fazit

Die Ergebnisse legen nahe, dass die Anionen der ionischen Flussigkeiten je nach
Bindungspartner in der Lage sind, die Stereoselektivitat der ApbPDCE469G signifikant
zu beeinflussen. Innerhalb der verschiedenen Anionen kann der Einfluss jedoch nicht
mit deren GroélRe korreliert werden. Diese beiden Aspekte kénnen aber nicht die
einzigen moglichen Erklarungen sein, denn sie kénnen nicht beschreiben, warum nur
die Ammoeng-ILs einen Einfluss auf die Selektivitdt der ApbPDCE469G haben und
alle anderen getesteten ionischen Flussigkeiten nicht.

Der Versuch, die durch das Kation der ionischen Flissigkeiten ausgeldsten Effekte
durch die Addition von Polyethylenglycol zu simulieren, konnte eine mdgliche
Steigerung der Hydrophobizitédt des Puffers nicht bestétigen. Allerdings konnten fiir
diese Untersuchung nicht alle Unsicherheitsfaktoren ausgeschlossen werden.

Der Einfluss ionischer Flussigkeiten auf die Stereoselektivitait ThDP-abhangiger
Enzyme und hier vor allem auf die der ApPDCE469G kann durch die durchgefiihrten
Untersuchungen teilweise erklart werden. Ein zweifelsfreier Beweis der aufgestellten
Theorien zum Einfluss der ionischen Flussigkeiten auf die Stereoselektivitat der
Carboligation mit ThDP-abhangigen Enzymen ist aber mit den vorhandenen
Messmethoden nicht mdoglich. Der Einfluss ionischer Flussigkeiten scheint
umfassender zu sein, als lediglich die Summe der Einflisse der beiden

Komponenten aus denen sich diese Additive zusammensetzten.

5 Simulation der Interaktion ausgewahlter Additive mit dem aktiven

Zentrum ThDP-abhangiger Enzyme

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass die ApPDCE469G ein sehr
gutes Beispiel ist, um den Einfluss organischer L&sungsmittel und ionischer
Flussigkeiten auf die S-Selektivitdit ThDP-abhangiger Enzyme zu beschreiben.
Besonders fiir den Einfluss organischer Losungsmittel zeichneten sich sehr plausible
Erklarungen ab (IV.4.1.1). Experimentell konnte bereits gezeigt werden, dass der
Einfluss eines L&sungsmittels von dessen Grélte aber auch von dessen logP-Wert,
also der Polaritdt, abhangt. Der Einfluss von GréRe und Hydrophobizitdt des
Lésungsmittels legt den Schluss nahe, dass eine spezifische Interaktion mit einer
hydrophoben Bindetasche im aktiven Zentrum, genauer mit der S-Tasche des
Enzyms stattfindet. Da die Erkldrungen des Einflusses organischer Losungsmittel mit

Hilfe von Computersimulationen sehr viel besser und belegter sind (Kulschewski und
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Pleiss 2012) als die der ionischen Flissigkeiten, wurde im Folgenden der Versuch
unternommen, die Wechselwirkung organischer Lésungsmittel und ThDP-abhangiger

Enzyme strukturell und thermodynamisch mittels Computersimulationen zu stutzen.
5.1 Interaktion organischer L6sungsmittel mit der S-Tasche der ApbPDCE469G

Die aus den experimentellen Ergebnissen abgeleiteten Vermutungen (IV.4.1.1)
sollten mithilfe computergestiitzter Simulation bestatigt werden. In Kooperation mit
Dr. Marco Bocola aus dem Institut fir Biotechnologie der RWTH Aachen und
aufgrund seiner Expertise im Bereich der computergestiitzten Biologie war es
mdglich, die Gegebenheiten im aktiven Zentrum der ApPDCE469G strukturell und
thermodynamisch mit Hilfe von molekildynamischen (MD) Kraftfeldsimulation zu
untersuchen und zu beschreiben.

Zunachst wurde geprift, ob das gewahlte Modell generell geeignet war, die
Stereoselektivitat der Enzyme zu beschreiben. Dazu wurden die Enthalpien (H in
kcal/mol) des Benzaldehyds in der pro-S- bzw. der pro-R-Konfiguration in den
Enzymen ApPDC und deren Variante ApPDCE469G untersucht. Aus experimen-
tellen Daten war bekannt, dass das Wildtyp-Enzym fir die PAC-Produktion R-selektiv
und die Variante S-selektiv ist (1.2.5.1). Dies konnte durch die MD-Simulationen mit
Hilfe des AMBERO3/GAFF Kraftfeldes mit dem Programm Yasara Structure 12.2.22
bestatigt werden (Tabelle 16).

Tabelle 16: Enthalpie eines Benzaldehydmolekiils in der pro-S- und pro-R-Konfiguration in
ApPDC und ApPDCE469G. Diese Werte wurden in wassriger Umgebung ohne Lésungsmittelzugabe
simuliert. AH(s g, gibt den Energieunterschied zwischen der pro-R- und der pro-S-Konformation an.

Enthalpie H (kcal/mol) des Benzaldehyds in
Enzym : - - - AH (sR)
pro-R-Konfiguration | pro-S-Konfiguration
ApPDC 5,6 8,8 +3,2 (pro (R))
ApPDCE469G | 8,8 6,2 - 2,6 (pro (S))

In der ApPDC zeigte sich fur die pro-R-Konfiguration, also fir die parallele
Anordnung des Benzaldehyds an den bereits ThDP-gebundenen Acetaldehyd
(Abbildung 5), eine Enthalpie von 5,6 kcal/mol. Die modellierte pro-S-Konformation in
der Simulation brachte eine héhere Energie von 8,8 kcal/mol hervor. Aufgrund der
glnstigeren Bindungsenergie war die R-Konformation in der ApPDC mit einer
Differenz von 3,2 kcal/mol bevorzugt. Ein anderes Bild zeigte sich fir die

ApPDCE469G. Hier lag die Bindungsenergie der pro-R-Konformation mit einem Wert
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von 8,8 kcal/mol energetisch hoéher als die S-Konformation mit einer Enthalpie von
6,2 kcal/mol. Hier lag somit fiir die S-Konformation eine niedrigere Bindungsenergie
mit einem Energievorteil von 2,6 kcal/mol vor, was in einer bevorzugten Bildung des
S-Enantiomers des Produkts resultiert. Die durch Struktur-Funktionsbeziehungen
aufgestellte Vermutung zur Determination der Stereoselektivitdt ThDP-abhdngiger
Enzyme mit Hilfe der S-Tasche konnte durch diese Simulationen, am Beispiel der
ApPDC und deren Variante bestétigt werden (1.2.5.1). Das so validierte Modell wurde
nun weiter verwendet, um den Einfluss verschiedener L&sungsmittel auf die
Stereoselektivitat zu erkldren.

Hierbei wurde wie in Kapitel 1V.4.2.2 ausfihrlich beschrieben vermutet, dass die
organischen Losungsmittel je nach Grofe und Polaritat in der S-Tasche kompetitiv
zu Benzaldehyd binden k&énnen und somit die antiparallele Anordnung des
Benzaldehyds in eben dieser Tasche verhindert kénnen. Das Resultat aus solch
einer selektiven Blockade héatte eine Verschiebung der S-Selektivitdt hin zu einem
Uberschuss des R-Enantiomers zur Folge. Bestétigt wurde diese Vermutung bereits
durch die experimentell gewonnenen Daten (Abbildung 47). Nun sollten Simulationen
durchgefuhrt werden, um weitere strukturelle und energetische Beweise fiir die
Vermutung zu liefern. Die Ergebnisse fur ausgewahlte Losungsmittel sind in Tabelle

17 zusammengefasst.

Tabelle 17: Enthalpie von Benzaldehyd und ausgewahlten organischen L&sungsmitteln
auBerhalb des Enzyms und in der S-Tasche der ApPDCE469G. Daraus berechnet wird AHst.meq),
der die Bindungsenthalpie als Differenz zwischen der Enthalpie in der S-Tasche (ST) und dem
Medium (Med) angibt. AAGp.o.my beschreibt die durch das Loésungsmittel induzierte experimentell
bestimmte Energiedifferenz (vgl. Abbildung 46) in Bezug auf die Stereoselektivitat (mit P: Puffer und
oLM: organisches L&sungsmittel). Entsprechend dieser Werte ist der ee nach Zugabe der
Lésungsmittel aufgefuhrt. sim.: simulierte Werte, exp.: experimentell gewonnene Werte.

Name Enthalpie H (kcal/mol) in AH (sT-Meq) AAG (poLm) ee
Medium' | S-Tasche? | (kcal/ mol, sim.) | (kcal/ mol, exp.) (exp.)

Benzaldehyd | 9,1 6,2 -2,9 - 87 % (S)
DMSO -30,3 -29,9 0,5 -0,7 65 % (S)
Dioxan 21,7 20,5 -1,1 -0,6 66 % (S)
Aceton -21,7 -23,9 -1,9 -1,7 16 % (R)
EtOAC -17 -19,4 -2,0 -2,0 34 % (R)
TCM -2,9 -6,7 -3,2 -2,2 49 % (R)

" Hierbei handelt es sich im Fall von Benzaldehyd nur um Wasser, im Fall der Lésungsmittel immer um die mittlere
Energie eines Molekils in einer 30 %igen Mischung DMSO, 30 %igen Mischung Dioxan, 30 %igen Mischung Aceton,
7 %igen Mischung EtOAc bzw. 0,5 %igen Mischung TCM.

2 Hierbei handelt es sich um die mittlere Energie eines Molekills in der S-Tasche der ApPDCE469G.
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Untersucht wurden die Lésungsmittel DMSO, Dioxan, Aceton, EtOAc sowie TCM.
Hierbei wurde jeweils die mittlere Enthalpie von einem L&sungsmittelmolekil in
Gegenwart von 30 vol% DMSO, Dioxan bzw. Aceton sowie 7 vol% EtOAc und
0,5 vol% TCM untersucht. Dem gegeniibergestellt wurde die mittlere Enthalpie, die
dieses eine Ldsungsmittelmolekil in der S-Tasche der ApPDCE469G hatte. Zum
Vergleich sind auch die Energie eines Benzaldehydmolekiils in wassriger Umgebung
und die Enthalpie in der S-Tasche, also in der antiparallelen Anordnung, aufgefihrt.
Die Ergebnisse aus den MD-Simulationen sind in den letzten beiden Spalten (Tabelle
16) noch mal den aus den Experimenten gewonnenen AAG-Werten bzw. den
jeweiligen absoluten ee-Werten zugeordnet.

Zuerst missen die Enthalpien der einzelnen Molekile im Medium (Tabelle 17,
2. Spalte) mit den Enthalpien in der S-Tasche verglichen werden (Tabelle 17,
3. Spalte). Wie schon in Tabelle 16 beschrieben, zeigte sich, dass Benzaldehyd
bevorzugt in der S-Tasche der ApPDCE469G bindet, sofern kein Ldsungsmittel
anwesend ist. Bis auf das DMSO-Molekil zeigten die anderen simulierten
Lésungsmittel alle eine negative Bindungsenergie in der S-Tasche. Sie neigten also
in Abwesenheit von Benzaldehyd eher dazu die S-Tasche zu besetzen, als in freier
Lésung zu verbleiben. Die Unterschiede in den Energien auerhalb des Enzyms und
innerhalb der S-Tasche steigen in folgender Reihenfolge: DMSO < Dioxan < Aceton
< EtOAc < TCM. In der gleichen Reihenfolge erfolgt, wie in den letzten beiden
Spalten von Tabelle 17 gezeigt, die Reduktion der S-Selektivitat (Tabelle 17, Zeile 1-
Benzaldehyd) bis hin zu einer induzierten R-Selektivitdt der ApPDCE469G fur die
PAC-Produktion. Dabei korreliert die Energie, die durch die Verdrangung des
Lésungsmittels zur Besetzung der S-Tasche durch Benzaldehyd aufgebracht werden
muss, mit der experimentell gemessenen Energiedifferenz der verringerten
Stereoselektivitat. Werden die durch die L&sungsmittel induzierten Energie-
differenzen detaillierter betrachtet (Tabelle 17, vorletzte Spalte), zeigen sich in den
simulierten (Tabelle 17, sim.) und experimentell (Tabelle 17, exp.) gewonnenen
Werten teilweise Unterschiede. Wahrend die durch beispielweise DMSO induzierte
Energiedifferenz durch die Simulation unterreprasentiert wird, wird sie fir TCM
Oberreprasentiert. Ein Grund fir die Divergenz zwischen simulierten und
experimentell gewonnenen Werten kénnte in der Ausfihrung der Simulation liegen.
In dieser wurde von einer vollen Besetzung der S-Tasche mit je einem L&sungs-

mittelmolekil ausgegangen. Beim Beispielpaar DMSO und TCM sind experimentell
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jedoch erhebliche Unterschiede in der eingesetzten Konzentration zu verzeichnen.
Wahrend DMSO in Konzentrationen bis zu 30 vol% (3,49 mol/L, Tabelle 18)
eingesetzt wurde, war ein TCM-Einsatz lediglich bis zu einer Konzentration von
0,5 vol% (0,03 mol/L, Tabelle 18) mdglich. Es wird also statistisch aufgrund der
geringen Konzentration seltener zu einer Besetzung der S-Tasche der ApPDCE469G
durch TCM kommen, als in den Simulationen angenommen. Im Vergleich dazu, wird
durch die hohere DMSO-Konzentration theoretisch eine viel hdéhere
Wahrscheinlichkeit vorliegen, die S-Tasche durch das Ldésungsmittel zu besetzten.
Der zweite Punkt, der die Unterschiede in den simulierten und experimentell
gewonnenen Energien erklart, ist die Tatsache, dass die gemessenen
Stereoselektivitdten freie Energiedifferenzen reprasentieren, wahrend in der
Simulation die entropischen Anteile der freien Bindungsenergien nicht beriicksichtigt
wurden. Diese Vernachlassigung der entropischen Anteile bei der Bindung kleiner
Lésungsmittel, kann durch die verringerte Zahl der (Rotations-) Freiheitsgrade
begrindet werden. Die Reduktion der Freiheitsgrade wirkt sich auf die untersuchten
nicht-aromatischen Lésungsmittel (DMSO, Aceton, EtOAc, TCM) in &hnlicher Weise
aus. Lediglich fir das aromatische Dioxan wird so die freie Bindungsenergie leicht
Uberschatzt. In den Simulationen wurden die Energien fiir Benzaldehyd und das
jeweilige Lésungsmittel separat voneinander bestimmt. Die auftretende Konkurrenz
im chemischen Gleichgewicht um die Besetzung der S-Tasche kann durch diese
Werte also nicht abgeleitet und abgebildet werden. Trotz der vereinfachten
Simulation zeigte sich, wie oben beschrieben, eine starke Korrelation zwischen der
treibenden Kraft des L&sungsmittels in die S-Tasche und der Verschiebung der
Stereoselektivitat der ApPDCE469G in Richtung des R-Enantiomers der PAC-
Synthese. Dies wird in Abbildung 64 graphisch verdeutlicht.
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Abbildung 64: Korrelation zwischen den simulierten und experimentell gewonnenen
Energiewerten fiir die ApPDCE469G-katalysierte PAC-Produktion in Gegenwart verschiedener
Lésungsmittel.

Durch die Auftragung der simulierten (AHsT-meq)) gegen die experimentell (AAG pufter-
oLM)) gewonnenen Energiewerte ergab sich ein anndhernd linearer Zusammenhang.
Die Bindungsenergie, welche die L&sungsmittel dazu bringt die S-Tasche der
ApPDCE469G zu besetzen, verringert demnach gleichzeitig die S-Selektivitat des

Enzyms.

Fazit

Nicht nur die experimentellen Daten und deren Interpretation deuten auf eine
Anlagerung der organischen Ldsungsmittel in der S-Tasche der ApPDCE469G hin,
auch die in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse der Simulation organischer
Lésungsmittel innerhalb des aktiven Zentrums dieses Enzyms belegen sehr fundiert,
dass dieses Konzept zumindest fir diese Enzymvariante den Einfluss der
organischen L&sungsmittel beschreiben kann.

Organische Lésungsmittel dringen je nach GréRRe und Polaritat in das aktive Zentrum
der ApPDCE469G ein und blockieren dort selektiv die S-Tasche des Enzyms. Durch
diese Blockade wird die S-selektive Synthese von PAC immer weiter in Richtung des
R-Enantiomers verschoben, bis schlieRlich ein R-Uberschuss durch die organischen
Lésungsmittel induziert werden kann, da das Substrat im Gleichgewicht immer

seltener in der pro-S Konformation binden kann.
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6 Zusammenfassende Diskussion

In den vorangegangenen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass sowohl organische
Lésungsmittel als auch ionische FlUssigkeiten einen signifikanten Einfluss auf die
Chemo- und Stereoselektivitdt ThDP-abh&ngiger Enzymen haben. Fir einige
Einflisse konnten mechanistische Erklarungen auf molekularer Ebene gefunden

werden. Die Hauptergebnisse dieser Arbeit werden im Folgenden zusammengefasst:

Einfluss der Additive auf die Chemoselektivitét

Organische L&sungsmittel und ionische Flissigkeiten verschieben die Chemo-
selektivitdtt ThDP-abhangiger Enzyme héaufig in Richtung des kleineren
2-Hydroxyketons. Das heil}t, die relative Produktverteilung des kleineren Produkts
steigt auf Kosten eines gréReren 2-Hydroxyketons. Neben dieser Verschiebung der
Chemoselektivitat zeigte sich, dass selektive Reaktionen, in denen eines der
Produkte nahezu exklusiv gebildet wird, seltener durch Kosolventien beeinflusst
werden als weniger selektive Reaktionen.

Als Ursache fur die Einflisse der Additive auf die Chemoselektivitdt kommt eine
Veranderung der Enzymflexibilitdt, eine Verschiebung der Léslichkeiten der
Substrate, Intermediate und Produkte sowie eine direkte Interaktion der Additive mit
den aktiven Zentren der Enzyme in Frage. Der Einfluss aufgrund einer veranderten
Flexibilitdt ist durch a&hnliche Verschiebungen in Reaktionen ohne L&sungs-
mittelzusatz, aber durch Temperaturerhéhung wahrscheinlich. Allerdings kommen
auch veranderte Mikroreaktionskonstanten durch verénderte L&slichkeiten fur diese
Verschiebung in Betracht. Fir die Loslichkeitsstudien bot sich die PBAL mit ihrem
besonderen Reaktionsmechanismus an. Die direkte Interaktion von Additiven konnte
eindrucksvoll fur die ApPDCE469G gezeigt werden, sowohl fir ionische

Flussigkeiten als auch im Besonderen fiir organische Lésungsmittel.

Einfluss der Additive auf die Stereoselektivitét

Neben dem Einfluss auf die Chemoselektivitdit nehmen organische L&sungsmittel
und ionische Flissigkeiten auch einen deutlichen Einfluss auf die Stereoselektivitat
ThDP-abhé&ngiger Enzyme. Es wurden jeweils die Anderungen der Enantiomeren-
Uberschiisse betrachtet sowie die durch die Additive induzierten Energiedifferenzen.
Wurde eine Reaktion in Puffer mit einem ee > 99 % stereoselektiv katalysiert, so

konnte diese sehr gute Selektivitdt durch Additive nicht beeinflusst werden.
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Unabhangig davon, welches organische L&sungsmittel oder welche ionische
Flussigkeit der Biotransformation zugesetzt wurde, blieb die Reaktion so
stereoselektiv wie ohne Zugabe eines der Additive. Fur in Puffer weniger selektive
Reaktionen wurden demgegeniber vielfach deutliche Beeinflussungen der Stereo-
selektivitadten beobachtet. Es zeigte sich, dass in Puffer R-selektive Synthesen
sowohl in Richtung eines S-Uberschusses, als auch in Richtung einer erhéhten
R-Selektivitét gelenkt werden konnten. Im Fall einer S-selektiven Reaktion fiihrten
Additive meist zu einer Reduktion dieser S-Selektivitdt. Die induzierten Energie-
differenzen und damit die Beeinflussung eines ee-Werts waren signifikanter durch
organische L&sungsmittel als durch ionische Flussigkeiten.

Die unmdogliche Verbesserung einer S-Selektivitdt konnte insbesondere fiir den
Einfluss organischer L&sungsmittel experimentell als auch simulationsgestitzt erklart
werden. Im Fall der Variante ApPDCE469G konnte eine selektive Blockade der
S-Tasche, durch die verschiedenen organischen Losungsmittel, als Ursache flr eine
immer starkere Verschlechterung der in Puffer beobachteten S-Selektivitat
identifiziert werden. Je nach GréRe und Polaritdt des Lésungsmittels kommt es zu
dessen selektiver Anlagerung in der S-Tasche des jeweiligen Enzyms. Durch die
kompetitive Einlagerung von Substrat und organischem L&sungsmittel in der
S-Tasche wird die antiparallele Anordnung der Substrate zueinander zunehmend
verhindert und deren parallele Anordnung favorisiert, wodurch der Anteil des
R-Enantiomers steigt. Die meisten Kationen der untersuchten ionischen
Flussigkeiten sind zu grof3, um ebenfalls in das aktive Zentrum einzudringen und dort
eine selektive Blockade der S-Tasche bewirken zu kénnen. Fir die ionischen
Flussigkeiten wurde ein Erkldrungsmodell entwickelt, dass die Wechselwirkungen
der kleinen Anionen mit dem aktiven Zentrum und der S-Tasche ThDP-abhangiger
Enzyme annimmt. Allerdings muss hier jeweils die Starke der lonenpaarbindung
berlicksichtigt werden, die dariber entscheidet, ob die lonen einer ionischen
Flussigkeit in Puffer frei vorliegen und getrennt voneinander mit dem Enzym
interagieren kénnen. Wenn die lonenpaarbindung zum jeweiligen Kation sehr hoch
ist, gibt es keine treibende Kraft des Anions in die S-Tasche. Ist dieses allerdings
durch ein schwaches Kation koordiniert, so besteht die Mdglichkeit, dass das Anion
frei vorliegt und in die S-Tasche eindringen kann. Experimentell wurden deutliche

Hinweise auf die Korrektheit dieses Modells gesammelt. Computersimulationen bzw.

166 ”



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

tiefergehende experimentelle Untersuchungen missen dieses Modell im weiteren

Verlauf jedoch stutzen.

Ein Hauptergebnis dieser Arbeit ist der Beleg der direkten Interaktion der
organischen L&sungsmittel mit dem aktiven Zentrum des ThDP-abhangigen Enzyms
ApPDCE469G. Es gab bereits einige Studien, die eine direkte Interaktion von
Lésungsmitteln mit dem aktiven Zentrum von untersuchten Enzymen (meist Lipasen)
vorschlagen (Hirose et al. 1992; Secundo et al. 1992; Carrea et al. 1995). Der
Haupteffekt organischer L&sungsmittel auf Enzyme soll jedoch die indirekte
Interaktion durch Beeinflussung des am Enzym gebundenen Strukturwassers sein
(Carrea und Riva 2000). Mit der vorliegenden Untersuchung konnte nun sehr deutlich
gezeigt werden, dass eine direkte Interaktion von organischen L&sungsmitteln mit
dem aktiven Zentrum eines ThDP-abhangigen Enzyms stattfinden kann und so die
Stereoselektivitdt erheblich beeinflusst wird. Diese These wurde nicht nur durch
experimentelle  Daten, sondern auch durch Computersimulationen der
Gegebenheiten im aktiven Zentrum belegt. Fur die ionischen Flissigkeiten wurde
ebenfalls ein Modell entwickelt, welches die Beeinflussung der Stereoselektivitat

durch Interaktionen im aktiven Zentrum beschreiben kann.

Die durchgefiihrten Studien zeigen eindrucksvoll den Einfluss organischer
Lésungsmittel und ionischer Flissigkeiten auf die Gruppe der ThDP-abhangigen
Enzyme. Sowohl Stereo- und Chemoselektivitdt als auch die Produktausbeute
werden in unterschiedlichem Male beeinflusst, obwohl sich die Enzyme strukturell
(vor allem im aktiven Zentrum) sehr &hnlich sind. Im Falle der beiden Varianten,
welche im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp-Enzym untersucht wurden, liegt der
Unterschied nur in einer einzigen Mutation. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Beeinflussung auf verschiedene, teilweise Uberlagernde Effekte von direkter
Interaktion bis hin zu Einflissen auf Léslichkeiten und Flexibilitat der Enzymstruktur
zurlckzufiihren ist. Es ist anzunehmen, dass ahnliche Einflisse fur alle Enzyme,
wenn auch in sehr unterschiedlicher Ausprégung, gelten. Daher sollte die Auswahl
von L&slichkeitsvermittlern Gberlegt und Uberprift werden. Des Weiteren ist der
Einsatz von Additiven ein Werkzeug, um Ausbeuten und Selektivitdten durch

Veranderungen der Reaktionsparameter zu beeinflussen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit beschreibt die erste umfassende Untersuchung zum Einfluss
organischer Lo&sungsmittel und ionischer Flussigkeiten auf die Selektivitat
Thiamindiphosphat (ThDP)-abhéngiger Enzyme. Der Fokus lag auf der Analyse der
Chemo- sowie Stereoselektivitdt in Gegenwart verschiedener Additive unter
vergleichbaren experimentellen Bedingungen. In diesem Rahmen wurden die
Einflisse von 13 organischen L&sungsmitteln und 14 ionischen FlUssigkeiten in
verschiedenen Konzentrationen auf sechs verschiedene ThDP-abhangige Enzyme
untersucht. Es wurden knapp 900 Biotransformationen durchgefiihrt, um die
gemischte Carboligation von Benzaldehyd und Acetaldehyd zu untersuchen. Vier
verschiedene Produkte (Acetoin, PAC, HPP und Benzoin) kénnen theoretisch bei
dieser C-C-kniipfenden Reaktion gebildet werden, jedes in beiden enantiomeren
Formen. Aus Anderungen der Chemo- und Stereoselektivitdt konnten Riickschliisse
auf die molekulare Wechselwirkung der organischen L&sungsmittel und ionischen
Flissigkeiten mit den Enzymen gezogen werden.

Die Ergebnisse sind im Folgenden zusammengefasst:

Einfluss organischer Lésungsmittel auf die Chemoselektivitat

Die zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse ThDP-abhangiger Enzyme
unter Einfluss organischer L&sungsmittel zeigt, dass diese zwei Trends folgen. Je
ausgepragter die Chemoselektivitdt der Enzyme bereits in Puffer ist, d.h. je
exklusiver ein Produkt im Vergleich zu den anderen drei Produkten der Carboligation
gebildet wird, desto robuster ist diese Reaktion gegenlber Einflissen durch
organische L&sungsmittel (Abbildung 39B). Dartber hinaus wurde in vielen Féllen
eine Verschiebung der Chemoselektivitdt der Enzyme zum kleineren Produkt
beobachtet. Dies geschieht auf Kosten der Synthese des gréReren Produkts in
Gegenwart organischer Lésungsmittel (Abbildung 39B). Diese beiden dominanten
Tendenzen werden allerdings zum Teil durch weitere, weniger dominante Effekte

beeinflusst.
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Einfluss organischer L6sungsmittel auf die Stereoselektivitét

Die zusammenfassende Betrachtung der Einfliisse organischer Losungsmittel auf die
Stereoselektivitdt ThDP-abhangiger Enzyme zeigte ebenfalls zwei Trends (IV.4.1):
Ein Enzym, welches in Puffer die Bildung eines Produkts mit sehr gutem ee (> 99 %)
katalysiert, lasst sich in seiner Stereoselektivitat fir dieses Produkt durch organische
Lésungsmittel nicht beeinflussen (Abbildung 44). Dies liegt vermutlich an der relativ
hohen Stabilisierungsenergie der Akzeptoraldehyde unmittelbar vor der
Carboligation. Reaktionen mit geringerer Stereoselektivitdt unterliegen dem-
gegeniiber grélBeren Schwankungen, weil in diesem Fall die Orientierung der
Akzeptoraldehyde nicht eindeutig ist. So wurde eine Verschiebung der Selektivitat
von einer R-Selektivitat in Puffer hin zu einer S-Selektivitat genauso beobachtet wie
gegenlaufige Selektivitdtsverschiebungen. Auch eine Verbesserung der in Puffer
gemessenen R-Selektivitdt war mdglich. Die Verbesserung einer S-Selektivitat
ThDP-abhéngiger Enzyme wurde hingegen durch organische L&sungsmittel nicht
beobachtet (Abbildung 44). Als Erklarung hierfir konnte die selektive Blockade einer
speziellen Struktur, der sogenannten S-Tasche, verantwortlich gemacht werden, die
in finf von sechs untersuchten Enzymen vorhandenen ist (IV.4.1). Durch
experimentelle sowie computergestitzte (IV.5) Untersuchungen zur Stabilisierung
organischer L&sungsmittel in der S-Tasche der Enzyme wurde gezeigt, dass
organische Losungsmittel in Abhangigkeit ihrer Grée sowie ihrer Polaritdt in der
Lage sind, mit dem Substrat um die Besetzung der S-Tasche zu konkurrieren und

damit eine S-selektive Synthese von 2-Hydroxyketonen zu beeintrachtigen.

Einfluss ionischer Fliissigkeiten auf die Chemoselektivitat

Der Einfluss ionischer Flissigkeiten auf ThDP-abhdngige Enzyme ist analog zu dem
von organischen Losungsmitteln, jedoch schwéacher ausgepragt. Die Chemo-
selektivitdt von sehr selektiven Synthesen wird weniger stark beeinflusst als
unselektivere Reaktionen. Zudem scheint in vielen Féllen eine Verschiebung zum

kleineren Produkt aufzutreten.

Einfluss ionischer Fliissigkeiten auf die Stereoselektivitat
Auch der Einfluss ionischer Flissigkeiten auf die Stereoselektivitadt der untersuchten
Enzyme entspricht dem der organischen Lésungsmittel. Wie beim Einfluss auf die

Chemoselektivitat ist die Ausprdgung der Effekte nicht so gro® wie die durch
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organische Losungsmittel hervorgerufene. Jedoch zeigt sich auch hier, dass eine
sehr selektive Synthese nicht durch ionische Flussigkeiten beeintréchtigt wird
(Abbildung 51). Unselektive Synthesen unterliegen durch ionische Flussigkeiten
induzierten Schwankungen. Fir die S-selektive Carboligation zeigt sich auch bei
Zugabe ionischer Flussigkeiten keine signifikante Verbesserung. Untersuchungen die
Verminderung der S-Selektivitdt mit einer selektiven Blockade der S-Tasche zu
belegen (IV.4.2.2), waren nicht so eindeutig wie im Fall der organischen L&sungs-
mittel. lonengroRe sowie Interaktion der lonen mit ihrem Gegenion scheinen bei
ionischen Flussigkeiten eine zentrale Rolle zu spielen. Allerdings zeigt sich der
Einfluss dieser Additive komplexer als der von organischen L&sungsmitteln. Diese
Tatsache ist wahrscheinlich durch den komplizierteren chemischen Aufbau und

weitere, bisher unverstandene Effekte bedingt.
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VI. ABSTRACT

This work constitutes the first comprehensive study on the influence of organic
solvents and ionic liquids on the selectivity of thiamine diphosphate (ThDP)-
dependent enzymes. The focus of this work was the analysis of chemo- and
stereoselectivity in the presence of various additives under comparable experimental
conditions. In this context the influence of 13 organic solvents and 14 ionic liquids in
various concentrations on six different ThDP-dependent enzymes was examined.
Almost 900 biotransformations were performed to analyze the mixed carboligation of
benzaldehyde and acetaldehyde. Here, theoretically four different products (acetoin,
PAC, HPP and benzoin) are formed, each in both enantiomeric forms. From changes
in the chemo- and stereoselectivity conclusions can be drawn concerning the
molecular interaction of organic solvents and ionic liquids. The results are

summarized below:

Influence of organic solvents on the chemoselectivity

The analysis of the results shows, that the influence of organic solvents on ThDP-
dependent enzymes follows two general trends. The more pronounced the
chemoselectivity of an enzyme in buffer, meaning the more exclusively a product is
formed in comparison to the other three possible products of the carboligation, the
more robust this reaction is against influences due to organic solvent addition (Figure
39B). Moreover, in many cases a shift in the chemoselectivity of the enzymes was
observed in the direction of the smaller product. This happens at the expense of the
synthesis of the larger product in the presence of organic solvents (Figure 39B).

However, these two major trends are influenced by other, less dominant effects.

Influence of organic solvents on the stereoselectivity

The overall consideration of the effects of organic solvents on the stereoselectivity of
ThDP-dependent enzymes also followed two trends (IV.4.1): An enzyme that
catalyzes the formation of a product with excellent ee (> 99 %) in buffer cannot be
influenced concerning its stereoselectivity for this product by organic cosolvents
(Figure 44). This is probably due to the relatively high energy of stabilization of the

acceptor aldehyde directly before carboligation. Reactions with lower
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stereoselectivity are underlying comparatively large changes because in this case the
orientation of the acceptor aldehyde is not decisive. Selectivity shifts of an initial
R-selectivity in buffer towards S-selectivity were observed as well as shifts in the
opposite direction. Also, an improvement of initial R-selectivity in buffer was possible
by some solvents. However, an improvement of an S-selectivity could not be
observed (Figure 44). This observation could be explained by a selective blockade of
the so-called S-pocket, a structural element, which is present in five of the six
enzymes (IV.4.1). By experimental and computational (IV.5) investigations, a direct
interaction of the organic solvent molecules with the S-pocket was demonstrated,

depending on the size and polarity of the solvent.

Influence of ionic liquids on the chemoselectivity

The influence of ionic liquids on ThDP-dependent enzymes corresponds to the
influence of organic solvents. The effects observed in the presence of ionic liquids,
were similar but less pronounced compared to effects of organic solvents. A
comparable trend is that the chemoselectivity of highly selective biotransformation is
less affected than the selectivity of nonselective biotransformations. Moreover, in

many cases a shift to the smaller product occurs.

Influence of ionic liquids on the stereoselectivity

Also the influence of ionic liquids on the stereoselectivity of the studied enzymes
corresponds to the influence observed with organic cosolvents, but are again less
pronounced. A very selective synthesis is not influenced by ionic liquids (Figure 51).
Less selective syntheses underlie fluctuations induced by ionic liquids. For the
S-selective carboligation, there is also no significant improvement due to the addition
of ionic liquids. Studies, explaining the decrease of the S-selectivity with a selective
blockade of the S-pocket (1V.4.2.2), were not as clear as in case of organic solvents.
lon size, as well as the interaction with the counter ion appears to play a crucial role.
However, the influence of ionic liquids seems to be more sophisticated than the
influence of organic solvents. This fact is probably due to their complex chemical

structure and currently unknown effects.
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Abbildung 65: pH-Abhingigkeit der Carboligation der ApPDC. Reaktionsbedingungen: 18 mM
Benzaldehyd, 180 mM Acetaldehyd, 20 °C, ca. 24 h, 0,1 mg/mL ApPDC, TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
MgSO,, 0,1 mM ThDP, pH 6,0 — 8,5).
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Abbildung 66: pH-Abhangigkeit der Carboligation der PpBFDH281A. Reaktionsbedingungen:
18 mM Benzaldehyd, 180 mM Acetaldehyd, 20 °C, ca. 24 h, 0,1 mg/mL PpBFDH281A, TEA-Puffer
(50 mM, 2,5 mM MgSOy, 0,1 mM ThDP, pH 6,0 — 8,5).
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Abbildung 67: pH-Abhdngigkeit der Carboligation der PpBFD. Reaktionsbedingungen: 18 mM
Benzaldehyd, 180 mM Acetaldehyd, 20 °C, ca. 24 h, 0,1 mg/mL PpBFD, TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
MgSQy,, 0,1 mM ThDP, pH 6,0 — 9,0).
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Abbildung 68: pH-Abhangigkeit der Carboligation der L/IKdcA. Reaktionsbedingungen: 18 mM
Benzaldehyd, 180 mM Acetaldehyd, 20 °C, ca. 24 h, 0,1 mg/mL L/KdcA, TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
MgSO,, 0,1 mM ThDP, pH 6,0 — 8,5).
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Abbildung 69: Einfluss organischer Losungsmittel auf die Carboligation der L/IKdcA mittels
TTC-Test. Reaktionsbedingungen: 18 mM Benzaldehyd, 180 mM Acetaldehyd, 50 mM TEA (pH 7,5,
0,1 mM ThDP, 2,5 mM MgSQ,), 20 °C, 20 h, 0,1 mg/mL L/KdcA.
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Abbildung 70: Einfluss organischer Losungsmittel auf die Carboligation der ApPDCE469G
mittels TTC-Test. Reaktionsbedingungen: 18 mM Benzaldehyd, 18 mM Acetaldehyd, 50 mM TEA
(pH 7,5, 0,1 mM ThDP, 2,5 mM MgS0;,), 20 °C, 22 h, 0,1 mg/mL ApPDCE469G.
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Abbildung 71: Einfluss ionischer Fliissigkeiten auf die Carboligation der L/IKdcA mittels TTC-
Test. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 20
h, Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd, 180 mM Acetaldehyd. Konzentration der ILs: 1 % (w/v)
(oben), 2,5 %(w/v) (mitte) und 9 % (w/v) (unten) (Ammoeng 140 wurde nach dem TTC-Test nicht mehr
eingesetzt, weil durch den Hersteller keine neue Lieferung méglich war).
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Abbildung 72: Einfluss ionischer Fliissigkeiten auf die Carboligation der ApPDCE469G mittels
TTC-Test. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5,
20 °C, 20 h, Substratkonzentration: 18 mM Benzaldehyd, 18 mM Acetaldehyd. Konzentration der ILs:
1 % (w/v) (oben), 2,5 %(w/v) (mitte) und 9 % (w/v) (unten) (Ammoeng 140 wurde nach dem TTC-Test
nicht mehr eingesetzt, weil durch den Hersteller keine neue Lieferung maéglich war).
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Abbildung 73: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
LIKdcA in Gegenwart organischer Lésungsmittel. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h 0,1 mg/mL L/KdcA, wenn Umsatz zu gering 0,4
mg/mL, Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte sind
Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Messungen.
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Abbildung 74: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
PpBFD in Gegenwart organischer Losungsmittel. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5mM MgSO,4, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h, 0,1 mg/mL PpBFD; Substratkonzentration:
180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhangigen Messungen.
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Abbildung 75: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
PpBFDH281A durch Anwesenheit organischer Losungsmittel. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
(50 mM, 2,5mM MgSO,, 0,1mM ThDP), pH 7,5, 20°C, 24 h; 0,1 mg/mL PpBFDH281A,
Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben den
Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an.
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Abbildung 76: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
ApPDC in Gegenwart organischer Losungsmittel. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5mM MgSO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h; 0,1 mg/mL ApPDC, Substratkonzentration:
18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd, die Werte geben Einzelbestimmungen wieder.

” 177



ANHANG

ApPDCE469G I PAC [ HPP [ ] Benzoin [l Acetoin

175 4

150

125

100

Produktkonzentration [%]
g 3
1 1

N
o
|

o
!

b Il it i e = RO o WS BH ~ R (o] S oty — e O W X W WWwWwaowmg

5356688886658 320088855HEaTTE eS8

><><><OOO {1 =

ODoooDereeeBBBYBB=z===z20200FBEs0FE N
exeeexxxxIIII0000000 YT ey
TS uboo s RO T OR
- N ® TN A DboobOoOOoOdNDb O o~ o = N
- ™~ - N ™ ~ <« o~

Abbildung 77: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
ApPDCE469G in Gegenwart organischer Losungsmittel. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer
(50 mM, 2,5 mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h; 0,1 mg/mL ApPDCE469G, wenn nicht
genug Umsatz 0,4 mg/mL ApPDC469G, Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM
Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben den Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an.

PMBAL I PAC Il HPP [ Benzoin [l Acetoin |

300
275
250
225
200
175
150 o
125
100 H
75
50 o
254
04

Produktkonzentration [%]

T I T Q@ @ Q c c'c c ' c'c = O WY W W LW wo s

5558885553883 32&8833 sz e?¢

G o HETeaB888Ssss=s=5aF8EsSsarFERFEE >

Taoa g28=z=2z2¢ -2 5 EREsE z
eeexggglL<00aa =¥ s R e
Shocogs s xR R TogIFTHwEs
T AOmM TN OSETETSESSE o oo o~ = o~ 0 ©
N O - - O < ~

Abbildung 78: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
PMBAL in Gegenwart organischer Losungsmittel. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5mM MgSQO,, 0,1 mM ThDP), pH 8,0, 20 °C, 24 h; 0,02 mg/mL PBAL, Substratkonzentration:
18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd, Einzelbestimmungen.
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MgSQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h; 0,1 mg/mL L/KdcA, wenn Umsatz zu gering 0,4 mg/mL
LIKdcA, Substratkonzentration: 180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte

LIKdcA in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
geben den Mittelwert aus drei unabhéngigen Messungen an.

Abbildung 79: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
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MgSQO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h; 0,1 mg/mL PpBFD, Substratkonzentration: 180 mM

PpBFD in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben den Mittelwert aus drei unabhéngigen

Abbildung 80: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
Messungen an.
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Abbildung 81: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
PpBFDH281A in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,
2,5 mM MgSQ,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h; 0,1 mg/mL PpBFDH281A, Substratkonzentration:
180 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben teilweise den Mittelwert aus
drei unabhangigen Messungen an (Ammoeng 101 (IL-2)/102 (IL-3)), im Fall der anderen ILs sind
Einfachbestimmungen durchgefiihrt worden.
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Abbildung 82: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
ApPDC in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
MgSQO,4, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h; 0,1 mg/mL ApPDC, Substratkonzentration: 18 mM
Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben teilweise den Mittelwert aus drei
unabhangigen Messungen an (Ammoeng 100 (IL-1)/112 (IL-4)/Puffer), im Fall der anderen ILs sind
Einfachbestimmungen durchgefiihrt worden.
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Umsatz 0,4 mg/mL ApPDCE469G, Substratkonzentration: 18 mM Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd.

2,5 mM MgSO,, 0,1 mM ThDP), pH 7,5, 20 °C, 24 h; 0,1 mg/mL ApPDCE469G, wenn nicht genug
Die gezeigten Werte geben den Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an.

Abbildung 83: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
ApPDCE469G in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM,

o
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PMBAL in Gegenwart ionischer Fliissigkeiten. Reaktionsbedingungen: TEA-Puffer (50 mM, 2,5 mM
MgSQO,4, 0,1 mM ThDP), pH 8,0, 20 °C, 24 h; 0,02 mg/mL PfBAL, Substratkonzentration: 18 mM
Acetaldehyd, 18 mM Benzaldehyd. Die gezeigten Werte geben den Mittelwert aus drei unabh&ngigen

Abbildung 84: Produktkonzentration (% bezogen auf Konzentration des Produkts im Puffer) der
Messungen an.
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Abbildung 85: Zusammenhang zwischen dem Enantiomereniiberschuss (ee) und AGss)-

Tabelle 18: Verwendete organische Losungsmittel und deren Konzentrationen in vol% und
mol/L.

Name Konzentration | Konzentration
% (vIv) mol/L
EtOH 5 1,37
10 2,75
20 5,50
30 8,24
DCM 1 0,09
Aceton 2 0,44
5 1,09
10 2,18
20 4,36
30 6,54
TCM 0.5 0,03
DMSO 5 0,58
10 1,16
20 2,33
30 3,49
iProp 5 1,07
10 2,13
20 4,27
30 6,40
THF 2,5 0,39
5 0,78
Dioxan 5 0,55
10 1,10
20 2,20
30 3,31
EtOAc 7 0,89
MTHF 2,5 0,34
5 0,68
MTBE 4,5 0,69
MIBK 1,8 0,22
DIPE 1 0,14
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Tabelle 19: Verwendete Ammoeng-ILs und Natriumsalze sowie deren Konzentration in % (w/v)

und mol/L.

Name Konzentration Konzentration | Anmerkung
% (w/v) mol/L

Ammoeng 100 (IL-1) 9 0,1
2,5 0,03
1 0,01

Ammoeng 101 (IL-2) 9 0,07
2,5 0,02
1 0,007

Ammoeng 102 (IL-3) 9 0,05
2,5 0,01
1 0,005

Ammoeng 112 (IL-4) 9 0,03
2,5 0,008
1 0,003

Natriumchlorid 4,5 0,77
1,25 0,21
0,5 0,09 =9 % (w/v) Ammoeng 101 (IL-2)
0,125 0,02 =2,5 % (w/v) Ammoeng 101 (IL-2)
0,05 0,009 =1 % (w/v) Ammoeng 101 (IL-2)

Natriummethylsulfat 4,5 0,33
1,25 0,09
0,5 0,04 = 2,5 % (w/v) Ammoeng 100 (IL-1)
0,125 0,009 =1 % (w/v) Ammoeng 100 (IL-1)
0,05 0,004

Na-Dihydrogenphosphat | 4,5 0,38
1,25 0,1
0,5 0,04 =9 % (w/v) Ammoeng 112 (IL-4)
0,125 0,01 = 2,5 % (w/v) Ammoeng 112 (IL-4)
0,05 0,004 =1 % (w/v) Ammoeng 112 (IL-4)

Natriumethylsulfat 4,5 0,3
1,25 0,08 =~ 9 % (w/v) Ammoeng 102 (IL-3)
0,5 0,03 = 2,5 % (w/v) Ammoeng 102 (IL-3)
0,125 0,008 =1 % (w/v) Ammoeng 102 (IL-3)
0,05 0,003

Ammoniumsulfat 4.5 0,34 Dieses Salz sollte stellvertretend fur die

Kationen der Ammoeng-ILs eingesetzt

1,25 0,09 werden und wurde aus dem Grund in den
0,5 0,04 gleichen Konzentrationen eingesetzt, wie
0,125 0,009 die anderen Natriumsalze.
0,05 0,004
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Abbildung 86: Headspace-GC-MS Messung der ionischen Fliissigkeit Ammoeng 102 (IL-3). Im
oberen Chromatogramm sind die Signale des leeren Probengefalles gezeigt. Bei Messung der
ionischen Flissigkeit (mittleres Chromatogramm) zeigten sich zwei zusétzliche Signale bei 5,19 min
und 5,45 min. Durch zusatzliche Injektion der L&ésungsmittel Ethanol und Isopropanol (unteres
Chromatogramm) kann Ethanol als Verunreinigung zugeordnet werden. Die Identitdt der zweiten
Komponente kann nicht geklart werden. Geschatzte Mengen: EtOH: 0,02 % (w/v) und unbekannte
Substanz: 0,06 % (w/v). Diese Messung wurde durchgefiihrt durch die Zentralabteilung fir chemische
Analysen (ZCH) des Forschungszentrums Jilich GmbH.
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Abbildung 87: FIA-FTICR-MS-Messung der ionischen Fliissigkeit Ammoeng 102 (IL-3). Oben
sind die Signale im Massenbereich 200 - 2000 m/Z dargestellt, unten im Bereich 600 - 1400 m/z. Es
zeigen sich mehrere homologe Reihen vom Typus Ammoeng 102 (IL-3), Hinweise auf Polyglykole gibt
es nicht. Diese Messung wurde durchgefiihrt durch die Zentralabteilung fir chemische Analysen
(ZCH) des Forschungszentrums Jilich GmbH.
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