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Viele biologisch aktive Verbindungen, darunter Medika-
mente, haben chirale Strukturen, von denen nur ein einziges
Stereoisomer die gew¸nschte Wirkung zeigt. Die chemische
Synthese solcher Verbindungen f¸hrt oft zu Racematen,
deren Trennung eine langwierige und teure Prozedur sein
kann. Enantioselektive Membranen kˆnnen den gezielten
Transport eines Enantiomers aus einem Racemat erleichtern,
was eine einfache und schnelle Trennungsmethode darstellt.
Lakshmi und Martin bauten Enzyme in porˆse polymere
Membranen ein und verhinderten die unerw¸nschte kataly-
tische Umsetzung der Substrate durch Entzug der entspre-
chenden Cofaktoren.[1] Da viele Enzyme keine Cofaktoren
benˆtigen, kˆnnte die ortsspezifische Mutagenese eine all-
gemeine Methode sein, um die katalytische Aktivit‰t der
Enzyme zu verhindern, gleichzeitig bleibt aber ihre F‰higkeit,
die Substrate enantioselektiv zu binden, erhalten. In anderen
Worten w¸rde dies die Umwandlung der Enzyme in Rezep-
toren bedeuten.

F¸r ein solches Unterfangen erschienen uns die Histidin-
und Phenylalanin-Ammoniak-Lyasen, HAL und PAL, be-
sonders geeignet. Beide Enzyme haben eine f¸r die Katalyse
essentielle elektrophile Gruppe, von der man 30 Jahre ge-
glaubt hat, dass sie ein Dehydroalanin-Rest sei. Die k¸rzlich
ermittelte Rˆntgenstrukturanalyse von HAL zeigte, dass die
elektrophile prosthetische Gruppe nicht Dehydroalanin, son-
dern Methylidenimidazolon (MIO) ist.[2] Von PAL gibt es bis
jetzt keine Rˆntgenstruktur, die MIO-Gruppe wurde aber
durch UV-Differenzspektroskopie identifiziert.[3] Wir haben
eine Anzahl von HAL- und PAL-Mutanten erzeugt, die keine
MIO-Gruppe oder andere katalytisch essentiellen Amino-
s‰urereste enthielten.[3±6]

Die meisten von ihnen behielten ihre Affinit‰t f¸r ihre
Substrate, verloren aber weitgehend ihre katalytische Aktivi-
t‰t. F¸r den Einbau in die k¸nstliche Membran sind die zwei
Mutanten PALY109F und HAL E414A ausgew‰hlt worden.

Um den Transport durch die Membran zu beschleunigen,
muss sich das Tr‰germolek¸l im ganzen porˆsen Volumen frei
bewegen kˆnnen. Dies kˆnnte durch einen physischen Ein-
schluss zwischen polymeren Filmen, die als semipermeable
Barriere dienen, erreicht werden. Kleine Molek¸le wie
Solvens oder Substrat kˆnnen durch das Polymer diffundie-

ren, nicht aber gro˚e Molek¸le wie der Transporter. Der
polymere Film kann zum Beispiel durch Redox-Polymerisa-
tion von Pyrrol oder dessen Derivaten, oder aber durch
Polykondensation von Dialkyldichlorsilanen an der Ober-
fl‰che einer mesoporˆsen Membran pr‰pariert werden.

Die Qualit‰t des synthetisierten polymeren Films kann am
besten durch Elektronenmikroskopie kontrolliert werden.[7]

Mit dieser Methode fanden wir, dass nur die Poly(dimethyl-
siloxan)-Polymerfilme, welche an der Oberfl‰che einer Alu-
miniumoxid-Membran (Anodisc-Membran, Abbildung 1a)
synthetisiert worden waren, in reproduzierbar guter Qualit‰t
erhalten werden konnten (Abbildung 1b). Alle anderen
Polymere oder Polymer/Membran Kombinationen gaben
keine Polymerfilme, sondern nur kleinere Polymer-Pl‰ttchen
(Abbildung 1c).

Die Immobilisierung der Enzyme wurde folgenderma˚en
bewerkstelligt: Ein kleines Volumen (< 100 mL) der kon-
zentrierten Enzymlˆsung (50 mg mL�1) wurde auf die un-
beschichtete Seite der Membran aufgetragen. Nachdem die
Enzymlˆsung in die Poren der Membran eingedrungen war,
wurde sie physisch mit einer weiteren einfach beschichteten
Membran immobilisiert, sodass ein Membran-Sandwich ent-
stand (Abbildung 2a). Durch diese Prozedur kˆnnen wech-
selnde Mengen des Proteins (bis zu 10 mg) unter milden
Bedingungen immobilisiert werden, d.h. ohne Denaturierung
und dadurch ohne die Zerstˆrung der Bindungsf‰higkeit.
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Abbildung 1. Elektronenmikroskopische Bilder: a) einer unbeschichteten
Oberfl‰che einer Aluminiumoxid-Membran (Whatman Anodisc), b) eines
an der Membranoberfl‰che synthetisierten Poly(dimethylsiloxan)-Poly-
merfilmes, c) von Polypyrrol-Pl‰ttchen an der Oberfl‰che einer Alu-
miniumoxid-Membran.



Die Versuche zum Transport wurden bei optimierten pH-
Werten und Temperaturen durchgef¸hrt, siehe Tabelle 1. F¸r
die Versuche wurden die Membran-Sandwiches zwischen die
beiden H‰lften der Testzellen eingesetzt (Abbildung 2b). Die

eine Seite der Membran war mit der Lˆsung des racemischen
Substrats in Kontakt (feed-side), die andere mit der Substrat-
freien Pufferlˆsung (strip-side). In beiden Kammern wurden
die Lˆsungen mit einem Magnetr¸hrer bei 250 rpm ger¸hrt.
Nach bestimmten Zeitintervallen wurden Proben entnommen
und durch Umkehrphasen-HPLC sowie HPLC an chiralen
Phasen analysiert. Das Verh‰ltnis der transportierten l- und
d-Enantiomere wurde als Selektivit‰tskoeffizient (SF) be-
zeichnet.

Die ersten Transportexperimente wurden mit der immobi-
lisierten PAL-Mutante Y109F, welche etwa 75000-mal weni-
ger Aktivit‰t als der Wild-Typ aufweist, durchgef¸hrt.[6]

Abbildung 3a zeigt sowohl die Konzentrations- als auch die

Zeitabh‰ngigkeit der Selektivit‰t. Bei niedrigen Konzen-
trationen (0.1 mm) wird l-Phenylalanin schneller trans-
portiert und die Selektivit‰t erreicht ein Maximum (2.5)
nach 30 min. Dann sinkt die Selektivit‰t ab, was durch die
Annahme erkl‰rt werden kann, dass der erleichterte
Transport in beide Richtungen stattfindet. Es ist bekannt,
dass PAL auch d-Phenylalanin als Substrat akzeptiert,
allerdings mit niedrigerer Affinit‰t und Wechselzahl.
Gleichzeitig und unabh‰ngig vom Transportmolek¸l fin-
det auch ein langsamerer unselektiver Diffusions-Trans-
port statt. Erstaunlicherweise wird d-Phenylalanin bei viel
hˆherer Substratkonzentration (2.5 mm) in der Feed-Seite
schneller transportiert. Dieses unerwartete Resultat kann
dadurch erkl‰rt werden, dass bei dieser Konzentration das
d-Enantiomer erfolgreich um die Bindungsstellen von
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Abbildung 2. a) Das Prinzip des Membranbeschichtungs- und Immobili-
sierungsprozesses an einer Aluminiumoxid-Membran mit Poly(dimethyl-
siloxan). b) Aufbau der Testzelle (1¼Membran, 2¼Versiegelung, 3¼
Kammer).

Tabelle 1. Charakteristische Daten der Wildtyp-Enzyme und ihrer inakti-
ven Mutanten.

Enzym Km Vmax pH-Optimum Temp. Optimum

wt-PAL 0.12 mm 2.6 Umg�1 8.8 30 8C
PAL-Y109F[a] n.d.[b] 0.00035 Umg�1 8.8 30 8C
wt-HAL 3.9 mm 24.3 Umg�1 9.3 25 8C
HAL-E414A 6.1 mm 0.00024 Umg�1 9.3 25 8C

[a] Y109F bedeutet, dass in Position 109 Tyrosin (Y Ein-Buchstabencode)
durch Phenylalanin (F) ersetzt wurde. [b] nicht detektierbar.

Abbildung 3. Zeitabh‰ngigkeit des Selektivit‰tskoeffizienten in den
Transportexperimenten: a) Anodisc-Membran, 20 nm Porendurchmesser,
Silanbeschichtung; PAL-Mutante Y109F bei verschiedenen Feed-Konzen-
trationen von d,l-Phenylalanin und Protein-Beladungen (2.5 mm d,l-
Phenylalanin, 2.2 mg Protein [*]; 0.1 mm d,l-Phenylalanin, 3.5 mg Protein
[&]). b) Anodisc-Membran, 20 nm Porendurchmesser, Silanbeschichtung;
HAL-Mutante E414A bei verschiedenen Feed-Konzentrationen von d,l-
Histidin, 5 mg Protein-Beladung (2.5 mm d,l-Histidin [*], 1.0 mm d,l-
Histidin [&], 0.1 mm 1.0 mm d,l-Histidin [^]). Alle Substrat-Konzentratio-
nen sind f¸r den Start der Experimente angegeben. W‰hrend der ersten
Stunde wurden 3% der Aminos‰uren zur Strip-Seite transportiert, am
Ende der Versuche 15%.
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In den letzten Jahren fand das Hochdurchsatz-Screening
zunehmende Akzeptanz als geeignete Methode, um die
Entdeckung von neuen Feststoffkatalysatoren zu beschleuni-
gen. Obwohl bereits von interessanten Entwicklungen bei
solchen Produktanalysen berichtet wurde,[1±4] besteht ein
dringender Bedarf an schnellen und parallelen Analysetech-
niken. Des weiteren stellt die Integration von verschiedenen,
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PAL konkurriert und sie l‰nger besetzt, sodass nur sehr wenig
freies Enzym f¸r den Transport des l-Enantiomers zur
Verf¸gung steht. Der Selektivit‰tskoeffizient nimmt nach
30 min auch hier ab und n‰hert sich asymptotisch dem
Gleichgewicht.

Anders verhielt sich die immobilisierte HAL-Mutante
E414A. Es ist bekannt, dass HAL eine strikte Enantioselek-
tivit‰t f¸r l-Histidin aufweist.[8] Dementsprechend erleich-
terte die HAL-Mutante den Transport des l-Enantiomers bei
allen drei angewendeten Konzentrationen (Abbildung 3b).
Aber auch hier war der Selektivit‰tskoeffizient (13.3) bei der
niedrigsten Konzentration (0.1 mm) am hˆchsten. Nach
70 min nahm die Selektivit‰t ab, offenbar aus demselben
Grund, der beim PAL-Experiment diskutiert wurde. Bei
hˆheren Konzentrationen auf der Feed-Seite lag das Maxi-
mum viel tiefer (2±3) und wurde schneller ¸berschritten
(30 min). Als Kontrolle wurde das selbe Membransystem
ohne eingeschlossenes Enzym untersucht, um zu sehen, ob es
Phenylalanin enantioselektiv transportieren kann. Die Ana-
lyse auf einer chiralen S‰ule (siehe Experimentelles) zeigte,
dass beide Enantiomere mit derselben Geschwindigkeit durch
die Membran diffundierten.

Unsere Resultate zeigen, dass Enzyme durch ortsspezifi-
sche Mutagenese in enantioselektive Rezeptoren umgewan-
delt und in immobilisierter Form f¸r die Erleichterung des
enantioselektiven Transports durch eine Membran genutzt
werden kˆnnen. Die hier beschriebene Methode unterschei-
det sich von fr¸her verˆffentlichten Ergebnissen mit enantio-
selektiven Membranen, die unselektive Proteine wie Serum-
albumin oder andere chirale Materialien enthielten.[9±11] So-
wohl solche Membranen als auch chirale Chromatographie-
S‰ulen arbeiten durch Bindung und Verlangsamung des
Transportes des einen Enantiomers, w‰hrend das andere
Enantiomer passiv diffundieren oder ohne Zur¸ckhaltung
eluiert werden kann. Bei unserer Methode wird der Transport
des einen Enantiomers beschleunigt, w‰hrend das andere ±
viel langsamer ± durch die Membran diffundiert. Kontinuier-
liche Entfernung des angereicherten Enantiomers von der
Permeat-(strip)-Seite kˆnnte zu einer Trennung im pr‰para-
tivem Ma˚stab f¸hren. Ob diese Methode mit anderen
etablierten Methoden der Enantiomertrennung konkurrieren
kann oder nicht, muss die zuk¸nftige Forschung entscheiden.

Es ist das erste Mal, dass nicht nur ¸ber den Einfluss der
Konzentration, sondern auch ¸ber die Zeitabh‰ngigkeit der
Enantioselektivit‰t des Transportes durch eine Enzym-do-
tierte Membran berichtet wird. Ein weiterer Aspekt unserer
Ergebnisse ist, dass dank der breiten Substratspezifit‰t von
PAL, die vorgestellten Membranen das Potenzial haben, eine
grˆ˚ere Anzahl von racemischen Arylalaninen zu trennen.[12]

Experimentelles

Beschichtung der Membranen: In diesem Prozess wurde die Membran
zuerst f¸r 5 min mit den D‰mpfen von Dichlordimethylsilan ‰quilibriert
und dann eine Seite der Membran f¸r weitere 5 min mit Wasser benetzt.
Die so beschichtetenMembranen wurden 1 min mitWasser gewaschen und
dann bei Raumtemperatur getrocknet.

Analytische Methoden: F¸r die Trennungen durch HPLC wurde ein
Hewlett-Packard-Series-1050-Liquid-Chromatography-Systemmit den fol-
genden S‰ulen und Bedingungen verwendet: d,l-Phenylalanin: Grom

Symbasic 125 î 4.6 mm, versehen mit einer 10 î 2.5 mm Vors‰ule, 5 mm,
isokratische Elution durch bidestilliertes H2Omit 0.1% TFA; d,l-Histidin;
Grom Sil ODS-OAB, 250 î 4.0 mm, 5 mm, isokratische Elution durch 20%
CH3CN und 80% 10 mm K-phosphat-Puffer (pH 8.0); Astec Chirobiotic T,
250 î 2.5 mm, mit einer 10 î 2.5 mm Vors‰ule f¸r chirale Analysen.

Bedingungen nach dem Chirobiotic Handbook (Advanced Separation
Technologies Inc.).

Alle Chromatogramme wurden bei 210 nm detektiert.
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