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Hydrolytische Enzyme sind vielseitige Biokatalysatoren
und finden zunehmend Anwendung in der organischen
Synthese.[1] Innerhalb dieser Enzymklasse werden Lipasen
und Esterasen häufig eingesetzt, weil sie ein breites Spektrum
nichtnatürlicher Substrate akzeptieren, meist sehr stabil in
organischen Lösungsmitteln sind und gute bis exzellente
Stereoselektivität in der kinetischen Racematspaltung oder
der Asymmetrisierung prostereogener Verbindungen aufwei-
sen. Durch den enormen Fortschritt gentechnischer Metho-
den ist die Zahl (kommerziell) erhältlicher Biokatalysatoren
sprunghaft angestiegen. Jedoch macht dies das Auffinden
geeigneter Enzyme durch Reaktionen im Labormaûstab
gefolgt von z. B. einer GC- oder HPLC-Bestimmung der
optischen Reinheiten zu einer mühsamen und zeitaufwändi-
gen Aufgabe. Zusätzlich verlangen die kürzlich entwickelten
Methoden zur gerichteten (molekularen) Evolution[2] hoch
entwickelte Testmethoden für das Hochdurchsatz-Screening
(HTS) von Bibliotheken, die üblicherweise 104 ± 106 Mutanten
enthalten.

Zur raschen Bestimmung der Enantioselektivität E (auch
als Enantiomerenverhältnis bezeichnet)[3] wurden verschie-
dene Testformate entwickelt. Kazlauskas und Janes bestimm-
ten die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit in der Hydrolase-
katalysierten Hydrolyse von p-Nitrophenyl-Derivaten reiner
chiraler Carbonsäuren (¹Quick Eª) in Gegenwart von Re-
sorufintetradecanoat, um durch diese Konkurrenzreaktion
genauere E-Werte zu erhalten.[4] Andere verwendeten chro-
mophore[5] oder fluorophore Substrate[6] zur Identifizierung
enantioselektiverer Hydrolasen. Obwohl die Bestimmungen
mit diesen Substanzen gewöhnlich sehr empfindlich sind, liegt
ein groûer Nachteil im Vorhandensein voluminöser Reste, die
üblicherweise erheblich von denen ¹wahrerª Substrate, z. B.
eines Acetats, abweichen. Folglich besteht die Gefahr, dass
die identifizierten ¹geeignetenª Enzyme bei der Umsetzung
des ¹wahrenª Substrates andere Selektivitäten aufweisen.
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Um dieses Problem zu umgehen, setzten Kazlauskas und
Mitarbeiter einen allgemeiner anwendbaren Test ein, in dem
sowohl Acetate chiraler Alkohole als auch Ester chiraler
Carbonsäuren in Gegenwart von p-Nitrophenol als pH-
Indikator umgesetzt wurden.[7] Ein schrittweises Screening
auf enantioselektive Hydrolasen mit Bromthymolblau als pH-
Indikator zur Identifizierung aktiver Enzyme gefolgt von
einer gaschromatographischen Bestimmung der Enantiose-
lektivität wurde kürzlich von uns beschrieben.[8] Andere
Methoden basieren auf der zeitaufgelösten IR-thermogra-
phischen Bestimmung der Enantioselektivität[9] oder dem
Einsatz von Pseudoenantiomeren, bei denen eine Form
isotopenmarkiert wurde, in Kombination mit einer massen-
spektrometrischen Analyse.[10] Der groûe Vorteil liegt hier
darin, dass wahre E-Werte bestimmt werden, aber diese
Methode benötigt deuterierte, reine Enantiomere, und die
notwendigen Geräte sind sehr teuer. Kürzlich wurde ein
Super-HTS durch Kapillarelektrophorese mit chiralen Cyclo-
dextrinen beschrieben, bei dem optisch reine, Fluorescein-
isothiocyanat-markierte Amine bestimmt wurden.[11] Bislang
ist dieses System auf Amine beschränkt, und auch die hierfür
erforderlichen Geräte sind recht teuer.

Wir beschreiben nun ein neues Testformat, das auf einer
gekoppelten enzymatischen Umsetzung basiert (Schema 1).
Zunächst wird durch eine Lipase oder Esterase aus einem
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Schema 1. Die Hydrolase-katalysierte Reaktion setzt Essigsäure frei, die
in Gegenwart von ATP und Coenzym A (CoA) durch Acetyl-CoA-
Synthetase (ACS) zu Acetyl-CoA umgesetzt wird. Citratsynthase (CS)
katalysiert die Reaktion zwischen Acetyl-CoA und Oxalacetat zu Citrat.
Das für diese Reaktion notwendige Oxalacetat wird aus l-Malat und
NAD� durch l-Malat-Dehydrogenase (l-MDH) gebildet. Die Anfangs-
reaktionsgeschwindigkeit der Essigsäurebildung kann folglich durch Mes-
sung des Anstiegs der Absorption bei 340 nm infolge der Zunahme der
NADH-Konzentration ermittelt werden. Die scheinbare Enantioselektivi-
tät Eapp kann durch Verwendung optisch reiner (R)- oder (S)-Acetate
bestimmt werden.

chiralen Ester Essigsäure freigesetzt, welche anschlieûend in
einer Kaskade von Enzymreaktionen ± basierend auf einem
kommerziell verfügbaren und preiswerten Testkit, das ur-
sprünglich für die Lebensmittelanalytik entwickelt wurde ±
abreagiert.[12] Dadurch wird die in der ursprünglichen Hy-
drolyse freigesetzte Essigsäure stöchiometrisch in NADH
überführt, welches leicht durch eine spektrophotometrische
Messung bei 340 nm quantifiziert werden kann.

Zur Überprüfung dieses Testformats wurde die Hydrolyse
von (R,S)-a-Phenylethylacetat 1 durch eine rekombinante
Esterase aus Pseudomonas fluorescens (PFE)[13a] als Modell-
reaktion ausgewählt (Schema 2). Früheren Ergebnissen zu-

Schema 2. Modellreaktion für die Evaluierung des gekoppelten enzyma-
tischen Acetat-Tests. Der GC-Analyse zufolge weist die Esterase aus
Pseudomonas fluorescens unter diesen Bedingungen eine hohe (R)-
Selektivität (Etrue� 34) auf.

folge wird dieses Substrat von PFE mit guter Enantioselek-
tivität umgesetzt.[14]

Erste Hydrolysen wurden im mL-Maûstab mit gefrierge-
trockneter PFE (1 mg mLÿ1), 50 mm (R,S)-1 und dem Essig-
säure-Testkit wie im Experimentalteil beschrieben durchge-
führt. Zusätzlich wurden Umsatz und Enantiomerenüber-
schüsse gaschromatographisch bestimmt (Schema 2). Bei
Inkubation von (R,S)-1 bei pH 8.1 in Gegenwart der Testkit-
Komponenten, aber ohne die PFE entsteht kein NADH.
Daher kann eine Autohydrolyse von 1 ausgeschlossen wer-
den. Kontrollexperimente ergaben, dass weder Aktivität noch
Enantioselektivität der PFE durch die Komponenten des
Testkits beeinflusst wurden (Daten nicht gezeigt). Der
maximale Anstieg der Absorption bei 340 nm lag bei ca. 0.3
pro Minute und entspricht der maximalen Reaktionsge-
schwindigkeit, die mit diesem gekoppelten Esterase/Testkit-
System bestimmt werden kann. Für eine höhere Genauigkeit
wird jedoch eine niedrigere Geschwindigkeit empfohlen.
Umsetzungen in Mikrotiterplatten (MTP) ergaben nahezu
lineare[15] Anstiege der Absorption bei 340 nm über 10 Mi-
nuten bei einer Esterasekonzentration von 2 mgmLÿ1 PFE
(gefriergetrockneter Zellrohextrakt) und unterschiedlichsten
Konzentrationen an (R,S)-1 (5 ± 50 mgmLÿ1; Abbildung 1).
Dieses Testformat ist darüber hinaus auch für die Quantifi-
zierung der Umsetzung weiterer chiraler Ester sekundärer

Abbildung 1. Nahezu linearer zeitlicher Anstieg der NADH-Konzentra-
tion bei der Umsetzung von Essigsäure aus der PFE-katalysierten
Hydrolyse von (R,S)-1 (ohne (*), 5 (!), 10 (~), 25 (&), 50 mgmLÿ1 (*)).
Ohne die Esterase findet keine Hydrolyse statt.
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Alkohole geeignet (Schema 3). Hierfür wurde Lipase B aus
Candida antarctica (CAL-B) als Katalysator gewählt, da
dieses Enzym eine häufig eingesetzte Lipase ist.[16] Die
gekoppelte Umsetzung der Acetate (R,S)-2 ± (R,S)-5 zeigt,
dass die Reaktionsgeschwindigkeiten in der Reihe 2> 3> 4>
5 abnehmen (Abbildung 2). Dieser Befund stimmt mit
unseren früheren Ergebnissen überein[8] und zeigt auch, dass
das Testformat zur Identifizierung aktiver Hydrolasen geeig-
net ist.

Schema 3. Die zur Evaluierung des Tests verwendeten Acetate 1 ± 5.

Abbildung 2. Übertragung des Testformats auf die CAL-B-katalysierte
Hydrolyse der Acetate (R,S)-2 ± (R,S)-5 (0.5 mgmLÿ1); 2 (*), 3 (&), 4 (~), 5
(!).

Die Bestimmung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten
der Essigsäure-Freisetzung aus den reinen Enantiomeren (R)-
und (S)-1 (5 mg mLÿ1) bei einer Esterasekonzentration von
1 mgmLÿ1 PFE (gefriergetrockneter Zellrohextrakt) im
HTP-Format ergibt einen nahezu ausschlieûlichen Anstieg
der Absorption für das (R)-Enantiomer, was die hohe
Enantioselektivität der PFE widerspiegelt (Abbildung 3 A).
Die scheinbare Enantioselektivität wurde zu Eapp� 30[17]

berechnet. Dies entspricht nahezu dem wahren E-Wert von
Etrue� 34, der durch GC-Analyse bestimmt wurde (Sche-
ma 2). Als Nächstes wurde ein PFE-enthaltender Kulturüber-
stand aus einer Vertiefung auf zwei verteilt, um sicherzu-
stellen, dass für beide Enantiomere die gleiche Enzymkon-
zentration eingesetzt wurde. Mit dem Kulturüberstand waren
die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten herabgesetzt, und die
Enantioselektivität war niedriger (Eapp� 21; Abbildung 3 B).
Dies kann durch Verunreinigungen aus der Kultivierung, z. B.
Zelltrümmer oder Medienbestandteile, erklärt werden, die
die Quantifizierung der Essigsäure beeinflussen. Allerdings
muss betont werden, dass mit diesem Testformat die Enan-

Abbildung 3. Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten unter Verwendung von
optisch reinem (R)- oder (S)-1 (5 mg mLÿ1; & bzw. &). Die Reaktionen
wurden mit gefriergetrocknetem Zellrohextrakt der PFE (A) oder mit
PFE-enthaltendem Kulturüberstand (B) durchgeführt. Man beachte die
unterschiedliche Skalierung der y-Achsen.

tioselektivität direkt in einem Zellrohextrakt bestimmt wer-
den kann. Dies hat den Vorteil, dass das Testformat
problemlos auf das Hochdurchsatz-Screening von Bibliothe-
ken aus einer gerichteten Evolution übertragen werden kann.
Das Problem der geringeren Genauigkeit bei Verwendung
des unbehandelten Kulturüberstandes kann durch einen in
das MTP-Format integrierten Reinigungsschritt, z.B. unter
Nutzung des an das Gen der reifen PFE klonierten His-tags,
gelöst werden. Allerdings macht dies den Test zeitaufwändi-
ger und teurer.

Als Nächstes untersuchten wir die Anwendung dieses
Testformats auf die Bestimmung der E-Werte in der Umset-
zung von 3 unter Verwendung von 16 Lipasen und Esterasen.
Wie die Daten in Tabelle 1 zeigen, stimmen die scheinbaren
E-Werte Eapp mit den gaschromatographisch an einer chiralen
Säule bestimmten Etrue-Werten gut überein. Im Einklang mit
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unseren früheren Befunden[8] erwies sich lediglich CAL-B als
geeignet für eine effiziente Racematspaltung von 3.

Laut Abbildung 3 reicht eine Analysenzeit von weniger als
3 ± 4 Minuten pro Test (plus 1 ± 2 Minuten für die Pipettier-
schritte) aus, um die Enantioselektivitäten zu bestimmen.
Folglich können in einer 96er Mikrotiterplatte 45 Enzyme
(zwei Vertiefungen pro Biokatalysator, sechs Vertiefungen
für Kontrollen) analysiert werden. Damit können mindestens
540 Eapp-Werte pro Stunde bestimmt werden, was der Durch-
musterung von ca. 13 000 Mutanten pro Tag entspricht.[18]

Zusätzlich ist der Test recht preiswert, da eine Reaktion
weniger als 0.10 E kostet (Katalogpreis).

Darüber hinaus sollte diese Methode nicht auf die Bestim-
mung der Aktivität und Enantioselektivität von Esterasen
oder Lipasen beschränkt sein. Einige weitere Enzymreak-
tionen, die unter Freisetzung von Essigsäure verlaufen, wie
die Protease- oder Amidase-katalysierte Hydrolyse von
Amiden, sollten mit dem hier beschriebenen Prinzip quanti-
fiziert werden können.

Experimentelles

Materialien: Die racemischen Acetate (R,S)-1 ± (R,S)-3 wurden in der
jeweils höchsten erhältlichen Reinheit kommerziell bezogen. Die Acetate
(R,S)-4 und -5 sowie optisch reines (R)- und (S)-3 wurden ausgehend von
den entsprechenden Alkoholen nach Standardvorschriften hergestellt.
Optisch reines (R)- und (S)-1 wurden von der BASF AG (Ludwigshafen)
bereitgestellt. Alle Enzyme ± mit Ausnahme von PFE und BSE, die durch
Expression in E. coli wie in Lit. [13] beschrieben hergestellt wurden ± waren
kommerziell erhältlich.

Das Testkit zur Bestimmung der freigesetzten Essigsäure (ursprünglich von
Roche Diagnostics, Penzberg, hergestellt und vertrieben) wurde von der
R-Biopharm GmbH (Darmstadt) bezogen und entsprechend der Herstel-
leranleitung eingesetzt (siehe unten). Die NADH-Konzentration wurde
spektrophotometrisch bei 340 nm im mL-Maûstab in einem Ultrospec-
3000-Photometer (Pharmacia Biotech Ltd., Uppsala, Schweden) und im
mL-Maûstab in einem Fluorimeter (FLUOstar, BMG LabTechnologies,
Offenburg) bestimmt.

Umsetzungen racemischer Substrate zur Bestimmung der Etrue-Werte:
Hierzu wurden enzymkatalysierte Hydrolysen von (R,S)-1 und (R,S)-3 wie
in Lit. [8] beschrieben durchgeführt. Umsatz und Enantiomerenüberschüs-
se (ee) wurden durch GC-Analyse von Proben der Reaktionsgemische
bestimmt. Die Enantioselektivitäten (Etrue-Werte) wurden hieraus wie von
Chen et al. angegeben[3] berechnet.

Allgemeine Vorschrift zur Bestimmung von Essigsäure in MTP-Tests: Zu
einer Mischung der Testkit-Komponenten (150 mL) wurde eine Lösung von
PFE (20 mL, 2 mg mLÿ1, falls nicht anders angegeben) oder CAL-B
(2 mgmLÿ1) pipettiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe einer
Lösung von 1 ± 5 (20 mL, Konzentrationen sind im Text und in den
Abbildungslegenden in mg mLÿ1 angegeben) in Natriumphosphatpuffer
(10 mm, pH 7.3) gestartet. Als Kontrollen dienten Mischungen des Testkits
mit Puffer oder dem Zelllysat nichtinduzierter E. coli, das das Gen enthielt,
das die rekombinante PFE kodiert. In gleicher Weise wurden die Reak-
tionsgeschwindigkeiten für optisch reines (R)- und (S)-1 sowie (R)- und
(S)-3 bestimmt. Für Umsetzungen mit einem Zellrohextrakt wurde die
PFE in Mikrotiterplatten in Anlehnung an die Herstellung im Schüttelkol-
ben-Maûstab[13a] exprimiert. Allerdings betrug das Kultivierungsvolumen
nur 200 mL pro Vertiefung, und die Zellen wurden durch zwei Gefrier-
Auftau-Cyclen aufgeschlossen. Abschlieûend wurden Zelltrümmer durch
Zentrifugation entfernt und die Überstände für den Test eingesetzt.
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Tabelle 1. Vergleich der Enantioselektivitäten, die über die Enzymkaska-
de (Eapp) und durch GC-Analyse (Etrue) in der kinetischen Racematspal-
tung von (R,S)-1-Methoxy-2-propylacetat mit verschiedenen Lipasen und
Esterasen bestimmt wurden.

Enzym[a] Eapp Etrue Konfig.[b]

[%] [%]

CVL 7.5 4.9 R
Chirazyme L6 13.7 12.1 R
Chirazyme L10 3.3 2.4 R
Chirazyme L12 4.0 5.1 R
Chirazyme E1 2.1 2.6 S
Chirazyme E2 2.2 1.9 S
Chirazyme E3 1.1 1.4 R/S[c]

Chirazyme E4 2.0 2.3 R
PFE 1.4 1.2 R
CAL-B 80 100 R

[a] CVL�Lipase aus Chromobacterium viscosum ; PFE� rekombinante
Esterase aus Pseudomonas fluorescens ;[13a] CAL-B�Lipase B aus Candida
antarctica ; die folgenden Enzyme wiesen keine oder sehr geringe Aktivität
auf: ¹Acid esteraseª (Amano), ¹Acylaseª (Amano ACS), die Lipase aus
Aspergillus niger (Amano A), die Esterase aus Bacillus stearothermophi-
lus[13b] sowie Chirazyme L7 und L8. [b] Konfiguration des schneller
reagierenden Enantiomers. [c] R laut MTP-Test, S laut GC-Analyse; man
beachte, dass Substrat und Produkt nahezu racemisch waren.
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Wasserstoffbrückenbindungen spielen eine Schlüsselrolle
bei Wechselwirkungen in biologischen Systemen, in der
supramolekularen Chemie und beim Kristall-Engineering.[1]

Daher sind sie auch für das Verständnis der Eigenschaften
entsprechender magnetischer Materialien wichtig.[2] Insbe-
sondere konnte für einige Kupfer(ii)-Koordinationsverbin-
dungen gezeigt werden, dass die Variation supramolekularer
Wechselwirkungen die magnetischen Eigenschaften der durch
diese Wechselwirkungen gebildeten Koordinationspolymere
entscheidend beeinflusst.[3]

Kupfer(ii)-Komplexe sind wohl untersucht; dabei wurden
für zweikernige Einheiten nur zwei Anordnungen für Wasser-
stoffbrückenbindungen nachgewiesen (Schema 1). Entspre-

Schema 1. Schematische Darstellung der für zweikernige Kupfer(ii)-Kom-
plexe mit quadratisch-planarer Koordinationsumgebung der Kupfer(ii)-
Ionen nachgewiesenen Wasserstoffbrückenbindungsmuster (e: äquatoriale
Position, a: apicale Position).

chend der durch Kupfer(ii)-Ionen bevorzugten quadratisch-
planaren Koordinationsumgebung mit der Möglichkeit eines
oder zweier zusätzlicher apicaler Liganden können diese
Wasserstoffbrücken entweder als äquatorial-äquatorial (e-e)
or als äquatorial-apical (e-a) bezüglich der Position der
beteiligten Donor- und Acceptoratome bezeichnet werden.
Betrachtet man die magnetischen Orbitale an jedem Kup-
fer(ii)-Ion als durch die kurzen äquatorialen Bindungen
festgelegt, was einem dx2ÿy2-Orbital mit möglicher Beimi-
schung von dz2-Charakter entspricht, so würde eine qualitative
Struktur-Eigenschafts-Beziehung eine antiferromagnetische
Kopplung für (e-e/e-e)-verbrückte Anordnungen und schwa-
che Wechselwirkungen, die von ferromagnetischer Natur sein
sollten, für (e-a/a-e)-verbrückte Anordnungen vorhersagen.
Die Gröûe der magnetischen Kopplung sollte zusätzlich von
der Stärke der beteiligten Wasserstoffbrückenbindungen ab-
hängig sein. Dieses Konzept stimmt mit den experimentell
ermittelten magnetischen und Strukturdaten relevanter Sys-
teme überein.[4]

Um diese qualitative Struktur-Eigenschafts-Beziehung zu
überprüfen, stellten wir den Kupfer(ii)-Komplex des drei-
wertigen, fünfzähnigen Chelatligandenen N-Salicyliden-2-
(bis(2-hydroxyethyl)amino)ethylamin (H3sabhea) her. Das
resultierende selbstkomplementäre Komplexkation
[Cu(H2sabhea)]� konnte als wasserstoffverbrückter, zwei-
kerniger Komplex 1 isoliert werden. Komplex 1 lässt sich in
wässriger Lösung durch Deprotonierung reversibel in 2
überführen, den ersten dreifach wasserstoffverbrückten zwei-
kernigen Kupfer(ii)-Komplex.

[{Cu(H2sabhea)}2](BF4)2 1

[{Cu(H2sabhea)}{Cu(Hsabhea)}]BF4 2

Die Röntgenstrukturanalysen[5] der isolierten Verbindun-
gen 1 ´ 0.5 EtOH ´ 0.25 H2O (1 a) und 2 ´ H2O (2 a) ergaben in
beiden Fällen eine wasserstoffverbrückte zweikernige Struk-
tur für die kationischen Kupfer(ii)-Komplexe (Abbildung 1).
Die vorgebildete coplanare Anordnung dreier Donoratome
des H3sabhea-Liganden (O1, N1 und N2; vgl. Abbildung 1)
legt die Orientierung der äquatorialen Ebene der verzerrt
quadratisch-pyramidalen Koordinationsumgebung der Kup-
fer(ii)-Ionen fest.[6] Dies entspricht auch der beobachteten
Verlängerung der apicalen Cu-O-Bindung um 25-30 pm
gegenüber der entsprechenden äquatorialen Bindung (vgl.
Abbildung 1). Die beiden Wasserstoffbrückenbindungen in 1
werden durch die äquatorial koordinierende Alkoholgruppe
als Donor und durch das Phenolatsauerstoffatom als Accep-
tor gebildet; dies führt zu einem (e-e/e-e)-Verbrückungsmus-
ter (vgl. Schema 1). Der O ´´´ O-Abstand liegt mit 260 pm im
Bereich starker OÿH ´´´ O-Wasserstoffbrückenbindungen.[1f]

In 1 sind die beiden apical koordinierenden Alkoholgruppen
cis bezüglich der durch die Wasserstoffbrückenbindungen
aufgespannten Ebene orientiert, wodurch deren Sauerstoff-
atome zur Bildung einer dritten Wasserstoffbrückenbindung
bereits vororientiert sind (der interatomare Abstand zwischen
O3 und O3A beträgt 353 pm).

Die Deprotonierung einer der beiden apicalen Alkohol-
gruppen, wie in 2 beobachtet, erhöht die Fähigkeit des

Lit. [12] und die Gebrauchsanweisung des kommerziellen Testkits zur
Genauigkeit der Methode.
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