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Einleitung Teil 1 1

Teil 1 Bereitstellung der Biokatalysatoren LAC, LiP und MnP flr
deren chemisch-technische Nutzung

1. Einleitung

1.1 Lignin als nachwachsender Rohstoff

Walder reprasentieren ungefahr 27% der Erdobedlashd Holz ist das vorherrschende
daraus kommerziell genutzte Produkt. Der weltweitdzverbrauch stieg von 1960 bis 1995
insgesamt um 60% auf tiber 3,3 Milliardef am und belief sich im Jahr 2002 bereits auf 4,4
Milliarden m® pro Jahr. Heute, im Jahr 2010, werden jahrlichtwest 5,3 Milliarden ni Holz
geerntet, was einer erneuten Steigerung der Hdifrzmge um 60% in nur 15 Jahren
entspricht. Bisher werden mehr als 50% des geemtRobhstoffs lediglich als Brennstoff
genutzt. Die verbleibenden ~50% der jahrlichen Eoie werden Uberwiegend fir die
Herstellung von Papierprodukten und als Baumategalvendet [Martinez, Speranea al.,
2005].

Cellulose, ein lineares, hoch strukturiertes, ofttkllines Polymer aus Cellobiose, ist der
Hauptbestandteil von Holz und macht insgesamt 50&s des Holzgewichtes aus. Der zweite
Holzhauptbestandteil ist das sehr komplexe, niclgare Polymer Lignin, welches bei
Weichhdlzern ~30% und bei Harthélzern ~20% des Kengewichts ausmacht [Lanzalunga,
Bietti, 2000]. Die dritte strukturelle Komponenten iHolz ist Hemicellulose, ein Polymer
mittlerer Komplexitdt aus verschiedenen, oftmals etgerten Pentose- und
Hexosemonomeren. Des Weiteren finden sich nichkgirelle Komponenten im Holz, die
entweder mit organischen Ldsungsmitteln extrahveerden kénnen (Extrakte) oder die
wasserloslich sind, wie z. B. Zucker und Starked2n Extrakten gehdren polare Substanzen,
wie Phenole und Tannine, und apolare Substanzer, Rdtte und Sterole. Weitere
Bestandteile sind Proteine und Asche. Die Summe nifght-strukturellen Komponenten
machen durchschnittlich jedoch weniger als 5% defztkbckengewichtes aus [Martinez,

Speranzat al, 2005].
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Lignin ist ein aul3erst wichtiger nachwachsender dRuffy da es nach Cellulose die zweit
haufigste organische Substanz der Erde ist [RdaileTullio et al, 2004]. Auch in der
Industrie fallen jahrlich 30-50 Millionen Tonnen ddin bei der Papierproduktion als
Abfallprodukt an[Reale, Di Tullioet al, 2004; Glasser, Kelley, 1987]. Somit stehen grof3e
Mengen dieses kostenguinstigen Rohstoffs fur eimereBs zur Verfiigung, in dem es gelingt,
Lignin zu einem technisch wertvollen Produkt aufbesten. Im Gegensatz zur lang
bekannten und etablierten Hydrolyse isolierter @e#len und Hemicellulosen durch
Hydrolasen aus cellulolytischen und ligninolytiscHeilzen [Leonowicz, Matuszewsle al,
1999] gibt es bisher jedoch kaum einen industretliblierten Ligninabbauprozess. Der
ungleich kompliziertere Ligninaufschluss ist mitrdeoch komplexen, im Unterschied zu

Cellulosen und Hemicellulosen unregelmaiigen Surukes Polymers zu begriinden.

1.2 Ligninstruktur

Obwohl seit den 40er Jahren intensiv an der Stralfilarung von Lignin gearbeitet wird,
ist es bis heute nicht gelungen diese vollstandiguklaren [Holtman, Changt al, 2003].
Dies liegt daran, dass es nicht mdglich ist, Lignon den uUbrigen Holzkomponenten zu
isolieren, ohne dabei dessen Struktur zu veraneale, Di Tullioet al, 2004]. Bewiesen
ist jedoch, dass Lignim situ ein amorphes Polymer ist, das aus dimethoxyligi@mingyl,
S), monomethoxylierten (Guaiacyl, G) und nicht-noetflierten @-Hydroxyphenyl, H)
Phenylpropanoidvorstufen (s. Abb. 1.1), die Ubase@iedene Kohlenstoff-Kohlenstoff und
Etherbindungen miteinander verknUpft sind, besfeétwis, Yamamoto, 1990; Lanzalunga,
Bietti, 2000; Reale, Di Tulli@t al, 2004].
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Abbildung 1.1. Monomere Phenylpropanoidstruktureinheiten desibggn
Von links nach rechtsp-Hydroxyphenylrest (H), Guaiacylrest (G), Syringdt (S) und ein Modell fur die
Nummerierung des Kohlenstoffgerists.

Das Lignin-typische heterogene Bindungsmuster der Bhenylpropanoidmonomere ist in
Abbildung 1.2 dargestellt. Das gezeigte Ligninstauknodell wurde 1968 von Freudenberg
und Neish erstellt und ist bis heute fast allgenadireptiert.

Trotz der starken Heterogenitéat des Ligninpolymésst es sich aufgrund typischer H:G:S
Verhéltnisse in die drei Hauptgruppen WeichholzlgnHartholzlignin und Graslignin
einteilen [Higuchi, 1990]. Weichhdlzer bestehenribbegend aus Guaiacyl, Harthélzer aus
Guaiacyl und Syringyl. Grashoélzer bestehen ebenfalberwiegend aus Guaiacyl und
Syringyl, allerdings kann hier auch ein geringerh@e an p-Hydroxyphenylen detektiert
werden [Reale, Di Tulliet al, 2004].
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Abbildung 1.2. Strukturmodell von Weichholzlignin aus Fichten.
Mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags Breudenberg und Neish [1968] tlbernommen.

1.3 Ligninabbau

Aufgrund des heterogenen Bindungsmusters des Lpgiymers (s. 1.2), ist dieses gegenuber
mikrobiellem Abbau sehr resistent. Auch die Spajtwtes Polymers in seine Phenyl-
propanoidmonomere auf chemischem Wege ist schwiddagvor allem die verschiedenen
Etherbindungen chemisch resistent sind [Reale, @iiorl et al, 2004]. Dennoch gibt es

sowohl Mdoglichkeiten Lignin auf mikrobiologischemlsaauch auf chemischem Wege

abzubauen bzw. zu modifizieren.
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1.3.1 Chemischer Abbau

Der technische Ligninabbau spielt vor allem bei Bapier- und Zellstoffproduktion eine
wichtige Rolle. Die chemische Separation des Lignan Cellulose, die anschlielRend weiter
verarbeitet wird, ist einer der komplexesten Presees der Pulp- und Papierindustrie.
Aufschlussprozesse des Lignocellulosekomplexe®itasgh generell in zwei Hauptklassen
aufteilen, die mechanische und die chemische Meth¥dahrend es beim mechanischen
Aufschluss zu keiner Abtrennung des Lignins kommerden dagegen im chemischen
Aufschluss durch teilweisen Abbau und Lésung degnins von der Holzzellwand
Cellulosefasern frei gesetzt. Allerdings ist hiex Ausbeute mit 40 bis 50% generell niedrig
und es werden umweltschadliche Chemikalien und Hetozessdriicke und -temperaturen
eingesetzt [Lanzalunga, Bietti, 2000]. Der chemgstigninabbau lasst sich grundsatzlich in
vier Hauptverfahren, das Sulfit- und Sulfatverfahrdas Sodaaufschlussverfahren und das

Solventverfahren (Organosolv), einteilen [Blechsidin2009].

Sulfitaufschlussverfahren

Der Sulfitaufschluss ist das historisch alteste faf@en nach dem aus Holz Zellstoff
gewonnen wird. Das wirksame Agens aller Sulfitvierén ist Schwefeldioxid (S das in
Wasser als Schwefelsdure,80;) vorliegt und mit den dissoziierten Anionen H$Qund
SO in einem pH-Wert abhéngigen Gleichgewicht stehér PH-Wert des Aufschlusses
kann durch das Mengen-Verhaltnis Sdure zu Basechess stark sauer bis stark basisch
eingestellt werden. Daher lassen sich Sulfitautsserfahren je nach pH-Bereich in den
sauren, den neutralen und den alkalischen Aufsshdiisteilen. Beim sauren Aufschluss-
verfahren wird Calcium (CaO bzw. Ca(GQH)beim neutralen Aufschluss Magnesium oder
Ammonium (NH bzw. NHOH) und beim alkalischen Prozess Natrium (NaOH)Bdse
eingesetzt. Der Sulfitaufschluss fuhrt zur Sulfommg von Ligninbausteinen, wobei das
Bisulfition am a-C-Atom angreift. Dadurch kommt es sowohl zur Emfing hydrophiler
Gruppen als auch zur Fragmentierung der Ligninnmabkiekile dber Lésung der
Etherbindungen am-C-Atom [Blechschmidt, 2009].
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Sodaaufschlussverfahren

Der Sodaaufschluss gehort zu den chemischen Tsdlallissen, weil es nicht gelingt, Holz
vollstandig zu delignifizieren. Heute wird trotzrd@ezeichnung als Sodaverfahren meist die
starkere Base Natronlauge anstelle von NatriumecatbdSoda) als Aufschlussreagenz
eingesetzt. Das Pflanzenmaterial wird zundchst Matronlauge impragniert und
anschlie3end einige Stunden bei 160-170 °C untergleh im Reaktionsgefald einstellenden
Druck gekocht. Unter diesen Bedingungen werden oRest der phenolischen
Hydroxylgruppen der Phenylpropanoidmonomere abdispaso dass Phenolatgruppen
entstehen. Durch diese lonisierung der phenolisc¢h-Gruppen wird ein Teil der
Vernetzung im Lignin geldst. Neben den Hydroxylgrap kdnnen auch Methoxylgruppen
der Ligninmonomere zu Phenolatgruppen gespalterdemerDabei entsteht Methanol als
Abbauprodukt, welches ein relativ gutes Losungshifiir Lignin ist und somit das
Herauslosen des Lignins aus dem Lignocellulosekermpinterstitzt. Zusatzlich werden
wahrend dieses Prozesses EtherbindungenoaAtom der Phenylpropanoideinheiten
teilweise hydrolytisch gespalten. Der Sodaaufschigedingt jedoch nur bei wenig verholzten

Pflanzengeweben, wie sie z. B. in Einjahrespflana@kommen [Blechschmidt, 2009].

Sulfataufschlussverfahren

Das Sulfatverfahren wird auch Kraftverfahren genaweil hierbei besonders fester Zellstoff,
der sogenannte Kraftzellstoff, entsteht. Dieseddinvor allem in Papier als Verstarkungsfaser
Anwendung. Dieses Aufschlussverfahren findet analogn Sodaaufschlussverfahren unter
Verwendung von Natronlauge bei einem stark basmsgheWert und einer Temperatur von
170 °C statt. Im Gegensatz zum reinen Sodaverfaiwieh jedoch neben der Natronlauge
Natriumsulfid als Aufschlussreagenz eingesetzt, evabe durch Hydrolyse entstehenden
Hydrogensulfidionen das eigentliche Aufschlussagtarstellen. Der Name Sulfataufschluss
ist daher irrefihrend, weil als Aufschlusschemiafulfid und nicht Sulfat wirkt. Im
Vergleich zum reinen Sodaprozess verlauft bei Amwbseit der sehr nukleophilen
Hydrogensulfidionen die Spaltungsreaktion am Lignasentlich schneller und effektiver. Es
findet eine bedeutend bessere Delignifizierung.diben der Spaltung von Etherbindungen
ama-C-Atom, kdnnen im Sulfatverfahren zusatzlich Ebmedungen anf-C-Atom gespalten
werden. Sogar Methoxylgruppen konnen unter Bildung Methylmercaptan abgespalten

werden, was allerdings eine unerwinschte Nebenogaldt, weil sie auch zur Bildung der
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sehr intensiv nach Schwefelwasserstoff riechendeingiftigen Verbindungen Dimethylsulfid
und Dimethyldisulfid fuhren kann [Blechschmidt, 200

Losungsmittelaufschlussverfahren (Organosolv-Vediah

Als Losungsmittel- oder Organosolv-Verfahren belzaeet man Holzaufschluss-Prozesse, bei
denen organische Losungsmittel eingesetzt werdes, beévorzugt Lignin l6sen. Im
einfachsten und o6kologisch unbedenklichsten Veelahwerden Alkohole (Methanol und
Ethanol) (50%) als Losungsmittel eingesetzt. Duidbchen in den niedrig siedenden
Alkoholen wird das Ligninpolymer geringfligig hydyslert und zumindest teilweise im
Alkohol gel6st. Das Organosolv-Verfahren eignethsisesonders zum Aufschluss von
Laubhodlzern. Nadelhélzer kénnen dagegen kaum actigiesssen werden [Blechschmidt,
2009].

1.3.2 Enzymatischer Abbau

Der Abbau von Lignocellulose ist ein zentraler &thin der Ruckgewinnung des
Kohlenstoffs im terrestrischen Okosystem und im &gtz zu chemischen Abbaumethoden
kann Lignin auf biokatalytischem Wege vollstandig @0, assimiliert werden. Hierbei sind
Weildfaulepilze mit Abstand die schnellsten und lafsten delignifizierenden
Mikroorganismen. Sie kdnnen Lignin unter optimaedingungen mit einer Ausbeute von
50-70% zu CQ assimilieren [Tuomela, Vikmaet al, 2000]. Die meisten Weil3faulepilze
gehdren zu den Basidiomyceten und kdnnen soworthblarals auch Weichholz abbauen
[Kirk, Farrell, 1987]. Die ligninolytische Aktivitader Weil3faulepilze tritt im Sekundar-
metabolismus als Folge von Stickstoff- und Kohlefibmitierung auf [Brown, 1985; Kirk,
Farrell, 1987]. Generell muss zwischen selektived wnicht-selektiver Delignifikation
unterschieden werden. Bei der selektiven Deligatfiicmn kommt es zum Abbau von Lignin
ohne erheblichen Celluloseabbau, wahrend bei deht-selektiven Delignifikation alle
Hauptkomponenten der Zellwand abgebaut werden g$Boik, Blanchetteet al, 1990;
Blanchette, 1995]. Zu den am besten untersuchteifffidepilzen gehdrehanerochaete
chrysosporiumder Lignin selektiv abbaut unilametes versicolgmer Lignin nicht-selektiv
abbaut [Hatakka, 1994].
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Neben den Weildfaulepilzen spielen auch Braunfdakefei der Holzmineralisierung eine
Rolle. Diese koénnen zwar Cellulosen und Hemicedlalo vollstandig abbauen, der
Ligninabbau ist jedoch stark limitiert [Buswell, féd 1987; Kirk, Farrell, 1987]. Insgesamt
machen Braunfaulepilze, die hauptsachlich Weichdolzbefallen, nur 6% aller
ligninolytischen Basidiomyceten aus [Rayner, Boddi988]. Eine weitere Gruppe
ligninabbauender Pilze sind die Knollennassfautepildie zu den Ascomyceten oder
Deuteromyceten gehdren. Sie kbnnen sowohl Weickhdlis auch Harthélzer assimilieren,
allerdings im Vergleich zu Weil3- und Braunfaulepiiznur zu einem minimalen Grad
[Eriksson, Blanchettet al, 1990]. Auch einige wenige Bakterien, die zu denidanyceten
oder Myxobakterien gehdren wie z. 8treptomycesind Pseudomonaskénnen Lignin aus
dem Lignocellulosekomplex herauslésen und zumingglsteise langsam verstoffwechseln.
Im Gegensatz zu den Weildfaulepilzen bauen sie higmcht im Sekundar-, sondern im
Primé&rmetabolismus ab [Eriksson, Blanchettal, 1990; Godden, Badt al, 1992].

Alle ligninolytischen Mikroorganismen bauen Lignmithilfe von oxidativen Enzymen
(Oxidoreduktasen) ab. Aufgrund der Beschaffenhed Grof3e des Ligninmolekils missen
die Oxidoreduktasen extrazellular vorliegen und eeirelativ unspezifische Aktivitat
vorweisen [Kirk, Farrell, 1987; Hatakka, 1994]. Ddrei am besten untersuchten und
wichtigsten extrazellularen Enzyme, die an der d@efikation beteiligt sind, sind die
Ligninperoxidase (LiP; EC 1.11.1.14), die Mangaopetase (MnP; EC 1.11.1.13) und die
Laccase (LAC; EC 1.10.3.2). Im Folgenden werdersalidrei Oxidoreduktasen genauer

betrachtet.

Ligninperoxidase und Manganperoxidase

Die Ligninperoxidase und die Manganperoxidase wurdlefang der 80er Jahre erstmals in
P. chrysosporiumidentifiziert [Tien, Kirk, 1983; Glenn, Morgaret al, 1983]. Beide
Glykoproteine gehdren zu den Hamperoxidasen, siwwkchen 40-50 kDa grof3 und
bendtigen Wasserstoffperoxid {Bb) als Elektronenakzeptor. Zwischen beiden Perogidas
liegt eine Sequenzsimilaritat von ~57% vor und adh Reaktionsmechanismen sind sehr

ahnlich.
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Da die LiP ein hoheres Redoxpotential als die MoRvaist [Vares, 1996], katalysiert sie
sowohl die Oxidation phenolischer als auch nichergilischer Phenylpropanoideinheiten,
wobei letztere ~90% des Lignins ausmachen und eim sohes Redoxpotential von 1,4 V
aufweisen [Martinez, Speranza&t al, 2005; Blodig, Smith et al, 2001]. Der
Katalysemechanismus der Ham enthaltenden LiP begminder Oxidation des Enzyms
durch HO, zur Enzymkomponente I, die ein Zwei-Elektronendetites Intermediat darstellt.
In dieser Enzymkomponente | wird ein Oxidations&glgnt als Oxo-Ferryl Spezies
[Fe(IV) = OF" und das zweite Aquivalent entweder als PorphyriRadikal (P) oder als
Protein basiertes radikalisches Kation gespeidiadroinowski, Blodiget al, 1999]. Das so
oxidierte Enzymintermediat | wird anschlielend duein Substratmolekil zum zweiten
Enzymintermediat, der Ein-Elektronen oxidierten Kmmente I, reduziert. Eine weitere
Reduktion der Enzymkomponente 1l in die Enzymauggiorm kann entweder durch
dasselbe oder aber ein weiteres Substratmolekdlgerf. Die arylischen Substrate werden
dabei zu arylischen Kation-Radikalen {Paxidiert (s. Abb. 1.3) [Gold, Alic, 1993].

LiP-Fe(ll)P + K0, —  LiP-Fe(IV)=0P" + H;0 (Komponente 1)
LiP-Fe(1V)=0OP" + ArH —  LiP-Fe(IV)=OP + H + Ar' (Komponente II)
LiP-Fe(IV)=OP + H + ArH —  LiP-Fe(lll)P + HO + Ar

Abbildung 1.3. Schema des Katalysezyklus der Ligninperoxidase)(LiP
Die Abkirzungen P und Ar stehen fiir Porphyrin bfiwdas arylische Substrat.

Der Katalysemechanismus der zweiten HamperoxiabseMnP, verlauft analog zu dem der
LiP. Da die MnP jedoch ein niedrigeres Redoxpo&trdaufweist, oxidiert sie vornehmlich
phenolische Ligninbausteine, die niedrigere Redtxp@le als nicht-phenolische Lignin-
bestandteile haben. Nicht-phenolische Komponentannkdie MnP lediglich mithilfe
geeigneter Cooxidantien (Mediatoren), wie z. B.ag#gtigten Fettsauren und deren Derivate,
oxidieren. Es gibt Hinweise, dass sich ungesattifettsauren tatsachlich in der
Mikroumgebung von ligninolytischen Pilzen befindggnoki, Watanabeet al, 1999] und
dass solche Substanzen sogar im Holz selbst vorlesnjHofrichter, Lundelet al, 2001].

Der Hauptunterschied zwischen den beiden Hampeasgiuist die Natur des reduzierenden
Substrates [Gold, Wariisket al, 1989; Kirk, Farrell, 1987; Schoemaker, 1990].Hiéd die
LiP Lignineinheiten direkt oxidiert, oxidiert die P diese lediglich indirekt Gber freie
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Manganionen (Mn) [Gold, Wariishet al, 1989; Paszczynski, Huyrdt al, 1986]. Analog
zum LiP-Katalysemechanismus wird die MnP zunachstldHO, in einer Zwei-Elektronen-
Reaktion zur Enzymkomponente | (MnP [) oxidiert. (Mplonen reduzieren anschlielend
sowohl die Enzymkomponente | zu der Ein-Elektrooridierten Komponente Il (MnPIl) als

auch diese Enzymkomponente Il (MnPIl) zur Ausgaoigsfder MnP (s. Abb. 1.4).

MnP + HO, — MnPI + HO Komponente |
MnPI1 + Mn(ll) — MnPI1l + Mn(lll) Komponente II
MnPIl + Mn(1l) — MnP + Mn(lll) + H,O

Abbildung 1.4. Schema des Katalysezyklus der Manganperoxidas@)(Mn

Die im Katalysezyklus der MnP zu Mn(lll) oxidiertévianganionen oxidieren anschlie3end
wiederum die phenolischen Substrate zu Phenoxykakh und werden dabei selbst zurtick
zu Mn(ll)-lonen reduziert. Organische Sauren wie ldMat und Oxalat, die von
Weildfaulepilzen sekretiert werden, stimulieren d#nP Reaktion, in dem sie die
entstehenden Mn(lll) lonen stabilisieren. Dadurclonhen sich diese von der
Enzymoberflache I6sen [Gold, Alic, 1993]. Im Ligalsbau kommt der MnP aufgrund dessen
eine wichtige Sonderrolle zu, da die freien Mn¢lbpen in das Makromolekdl Lignin hinein
diffundieren kdnnen und es somit durch erste Mkdtfonen fur die weiteren Peroxidasen
LiP und LAC zugénglich machen [Tuomela, Vikmetral, 2000].

Laccase

Im Gegensatz zur Li- und MnP ist die Laccase (MG780kDa) keine Hamperoxidase,
sondern eine Kupfer enthaltende Phenoloxidase. vigiterer Unterschied ist, dass die
Laccase anstelle von,8, molekularen Sauerstoff als Elektronenakzeptor tngitaurston,
1994]. Laccasen haben wesentlich niedrigere Rederpale (~0,5-0,8 V) als die LiP und
kénnen daher, wie auch die MnP, lediglich Ligninlgmmenten mit freien Phenolgruppen zu
Phenoxy-Radikalen oxidieren. Dies geschieht nieid, bei der Li- und MnP, Uber eine Zwei-
Elektronen, sondern lber eine Ein-Elektronen Reaks. Abb. 1.5).
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0, LAC(Cul) PhO+ H'

H>O LAC(Cull) PhOH

Abbildung 1.5. Schema des Katalysezyklus der Laccase.
PhOH steht fuir phenolisches Substrat, Pli©Phenoxyradikal.

In Gegenwart passender Mediatoren wie z. B. ABT.3{&zinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonat)) oder HBT (Hydroxybenzotriazol) kénnenctasen auch einige nicht-phenolische

Komponenten oxidieren [Bourbonnais, Paice, 1990].

Allen beschriebenen Katalysemechanismen der drelddeduktasen ist gemeinsam, dass die
arylischen Reste im Ligninpolymer zu arylischen i&tRadikalen oxidiert werden. Diese
Kation-Radikale fuhren im Ligninpolymer anschlieBdiber nicht-enzymatisch kontrollierte
Reaktionen zur Spaltung verschiedener C-C- undrkitdungen, wobei auch Ringoffnungen

stattfinden.

Weitere Enzyme

Weitere extrazellulare Enzyme, die an der Deliggatiion beteiligt sind, sind #D.-
generierende Oxidasen und Myzelium assoziierte Bralggnasen, die aus Lignin gewonnene
Komponenten weiter reduzieren [Levasseur, Pietral, 2008]. Zu den kD,-generierenden
Oxidasen gehoren die Aryl-Alkoholoxidase (AAO; ECB.7), die au®leurotus eryngiund
anderen Pilzen isoliert wurde [Guillen, Martinet al, 1992], und die Glyoxaloxidase
(GLOX; EC 1.2.3.5) auP. chrysosporiunfKersten, 1990]. Eine typische Dehydrogenase, die
an der Lignin-mineralisierung beteiligt ist, istedAryl-Alkoholdehydrogenase (AAD; EC
1.1.190) [Gutierrez, Carameét al., 1994].

1.4 Expressionssysteme Lignin abbauender Enzyme

Die drei ligninolytischen Oxidoreduktasen LiP, MnRind LAC sind relativ

substratunspezifisch und bauen daher, neben desresstinten nachwachsenden Rohstoff
Lignin, viele verschiedene chemische Substanzen uohérierte Phenole, Pestizide,
polychlorierte Biphenyle (PCBs), Dioxine, phosplgaische Substrate, Nitrotoluole,
Chloraniline, Farbstoffe und weitere wichtige umisethadliche Stoffe ab [Barr, Aust, 1994;
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Pointing, 2001; Reddy, 1995]. Obwohl die ligninedghen Oxidoreduktasen daher von
groBem biotechnologischen Interesse sind, sind nieche Anwendungen bis heute

hauptséachlich aufgrund der mangelnden VerfligbadeiEnzyme stark limitiert.

Die kostenintensive Bereitstellung der Oxidoreds&taaus Pilzen ist auf die schwierigen
Kultivierungs- und Expressionsbedingungen der Wailgipilze zurlckzufihren [Ayala,
Pickard et al, 2008]. Weil3faulepilze exprimieren ligninolytischEnzyme generell im
Sekundarmetabolismus in der spaten Tropho- undefrildiophase als Antwort auf
Kohlenstoff- und/oder Stickstoff- und/oder Schwhfaitierung. Die Wachstumsphase dauert
nach Inokulation der Kulturen 6 bis 10 Tage. Erahath kann erste Enzymaktivitat im
Medium nachgewiesen werden. Die Expressionsraten kdnrch hohe Sauerstoff-
konzentrationen im Medium gesteigert werden. Da Rf&ilepilze in geschittelten,
submersen Kulturen jedoch nur schwer zu kultiviesial, missen statische Kulturen taglich
mit reinem Sauerstoff begast werden [Kirk, Scheltzal, 1978; Faison, Kirk, 1985; Kirk,
Croan et al, 1986; Brown, Glenret al, 1990]. Erschwerend kommt hinzu, dass die
extrazellularen ligninolytsichen Enzyme oft schamrde Zeit nach Erreichen der maximalen
Proteinkonzentration durch pilzeigene Proteasereladogg werden. Zudem liegen alle drei
Oxidoreduktasen in ligninolytischen Pilzen als 8emnehrerer Isoenzyme vor, deren
Expressionsmuster nicht von deren genomischer Ga@@on abhangt, sondern in
Abhangigkeit vom Stamm, den Kultivierungsbedingungaeden Substraten und dem
Zeitverlauf der Kultivierung stark variiert und darachwer kontrollierbar ist [Conesa, Punt
et al, 2002]. Die Simplifizierung der Produktion uncheidamit verbundene Senkung der
Kosten sind Grundvorrausetzung fir alle techniscAemendungen der ligninolytischen

Enzyme.

Beim Versuch die homologe Expression zu optimierewurden verschiedene
Kultivierungsaspekte wie geschuttelte oder stateniultivierung, die Verwendung von
freien oder immobilisierten Myzelien, kontinuiehie oder diskontinuierliche
Reaktorfiihrung, Nahrstofflimitierung oder Uberschusd die Verwendung verschiedenster
Inducer untersucht [Kirk, Schult al, 1978; Faison, Kirk, 1985; Kirk, Croaet al, 1986;
Brown, Glennet al, 1990; Ayala, Pickarét al, 2008]. Generell lie3en sich auf diese Weise

jedoch nur geringe Steigerungen der Expressionsextaelen. Daher scheint die
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rekombinante Expression die einzige Option fir mhéhd°roteinausbeuten und die

Vereinfachung von Fermentation und Proteinaufreingyzu sein.

Rekombinante Expression von Laccasen aus versctgadeilzen wurde bereits mehrfach in
der Literatur beschrieben. So wurden Laccasegersegqn sowohl in verschiedene
Hefestamme [Bulter, Alcaldet al, 2003; Cassland, Jonsson, 1999; Colao, Lupin66;20
Hong, Xiaoet al, 2006; Jonsson, Saloheireb al., 1997; Li, Honget al, 2007; Liu, Chao
et al, 2003; Otterbein, Recoret al, 2000; Soden, O’'Callaghaet al., 2002] als auch in
unterschiedliche filamentdse Pilze [Hoshida, Fugtaal, 2005; Record, Purdt al, 2002;
Yaver, Overjeroet al, 1999] kloniert und erfolgreich exprimiert. Rekioimante Laccasen
unterscheiden sich in ihren biochemischen Eigerigamaoft nicht signifikant von denen
nativer Enzyme. In den beiden erfolgreichsten Laedaxpressionssystemen, der Expression
einer Laccase ausoprinus cinereus Aspergillus oryza¢Yaver, Overjercet al, 1999] und
einer Laccase ausSrametes versicolom Pichia pastorisfHong, Meinanderet al, 2002],

wurden Proteinkonzentrationen von bis zu 100 mMgtzielt.

Die heterologe Expression der beiden Hamperoxidagerund MnP ist dagegen bis heute
trotz intensiver Forschung deutlich weniger erfeigh. Da Hamperoxidasen aus Pilzen einer
posttranslationalen Modifikation unterliegen, mimss@ Frage kommende Expressions-
systeme diese ebenfalls ermdglichen. Hierzu gehdierkorrekte Proteinfaltung, inklusive
einer erfolgreichen Koordination der prosthetischétamgruppe, die Bildung von
Disulfidbriicken und die Einbringung strukturellee-®nen [Conesa, Purdt al, 2002a].
Auch ein pilzahnliches Glykosilierungsmuster der idoxeduktasen ist beztglich der
Enzymstabilitat winschenswert [Nie, Readiegy al, 1999]. Aufgrund der genannten
Schwierigkeiten scheint eine homologe Produktiorr ##mperoxidasen in genetisch
manipulierten ligninolytischen Pilzen eine Altenwat zur heterologen Expression zu sein.
Allein Tsukiharaet al [2006] gelang jedoch bisher eine UberproduktioreeMnP in einem
genetisch modifizierterPleurotus ostreatusVeil3faulepilz. Hierbei konnte immerhin eine
Steigerung der durchschnittlich erreichten Enzynziemtration um den Faktor 10 auf
20 mg L' erzielt werden [Conesa, Pust al, 2002a]. Da dies nach dem gegenwartigen
Wissensstand das einzige veroffentlichte Positsfel ist, erscheint die rekombinante

Produktion der Hamperoxidasen erfolgversprechender.
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Aufgrund der hohen Anspriiche an das Expressioresaykbmmen prokaryotische Bakterien
wie Escherichia colinicht in Frage, da hier posttranslationale Modifikaen nicht mdglich
sind. Aufgrund dessen konnte bis heuteBEn coli lediglich das inaktive Apoprotein in
Einschlusskorpern exprimiert werden [Doyle, Smit@96; Dongho, Dong-Hyun, 1999; Miki,
Moraleset al, 2009]. Die zum Erhalt eines aktiven Proteinschhel3end durchgefuhrie
vitro Rickfaltung des Enzyms verursacht hohe Kosten ighdzudem uneffizient. Im
Baculovirus-Insekten-Zellexpressionssystem konstmohl die LiP [Johnson, Li, 1991] als
auch die MnP [Pease, Aust al, 1991] aktiv exprimiert werden. Die hohen Kosthases
Expressionssystems lassen jedoch keine Enzympiiodukt industriellen Mal3stab zu.
Besser geeignete Expressionssysteme sind daher tiedefilamentdse Pilze.

Bis heute ist keine zufriedenstellende ExpressienldP in flamentdsen Pilzen gelungen.
Die Klonierung der LiP inAspergillus nigerfuhrte bei Verwendung eines Protease
defizienten Stammes unter der Kontrolle eines imtbaren Glucoamylase Promotors
lediglich zur Expression von inaktivem Protein [@ea, van den Hondet al, 2000]und
unter Kontrolle eines konstitutiven Nopalinsynth&emotors lediglich zur Expression des
aktiven Enzyms in Spuren [Aifa, Sayaeli al, 1999]. Die heterologe Expression einer LiP
aus dem Weilifaulepilhlebia radiatain dem PilzTrichoderma reesainter Kontrolle eines
induzierbaren Cellobiohydrolase Promotors gelangn&llls nicht. Es wurde keine LiP
produziert [Saloheimo, Barajat al, 1989]. Die heterologe Expression der LiP in Hefe
gelang lediglich irPichia methanolicawo mithilfe eines Protease defizienten Stammésrun
Kontrolle eines induzierbaren Alkoholoxidase Prommsteine Expression von 100 mg' L
erzielt wurde [Wang, Let al, 2004].

Die Expression der MnP ist dagegen in filamentd3agzren erfolgreicher als in Hefen. Die
niedrigsten Proteinkonzentrationen wurden mit 34 It in Aspergillus nidulansind mit
5mg L' in Aspergillus oryzageweils unter Kontrolle eines induzierbaren TAKA Amylase
Promotors erzielt [Larrondo, Lobost al, 2001; Stewart, Whitwanet al, 1996]. In
Aspergillus nigerkonnte eine ungleich hthere Expression von 70 mghei Verwendung
eines Protease defizienten Stammes und bei Ub@&ssipn von Chaperonen unter Kontrolle
eines konstitutiven Glyceraldehyd-3-phosphatdehyeinase Promotors, erzielt werden

[Conesa, Jeenest al, 2002b]. Bei Expression der MnP im selben Stamnter Kontrolle
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eines induzierbaren Glucoamylase Promotors, koswgar eine noch hdhere Expression von
100 mg L* erreicht werden [Conesa, van den Horededl, 2000]. In der Hef@ichia pastoris
konnte dagegen bisher unter der Kontrolle des Kkatisen Glyceraldehyd-3-
phosphatdehydrogenase Promotors lediglich eineéSgjam von ~1 mg L detektiert werden
[Gu, Lajoieet al, 2003].
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1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, Mogleidn zur Bereitstellung der
Biokatalysatoren LiP, MnP und LAC zu Uberprtfen. izdoen der niedrigen Prozessstabilitat
dieser Oxidoreduktasen vor allem deren zeitaufwgmdind teure Produktion in den
ligninolytischen Organismen industrielle Anwendundjenitieren, ist es notwendig diese drei
Enzyme durch rekombinante Expression preisglnstig.abormafstab zur Verfiugung zu

stellen.

Der Weil3faulepilzCyathus bullerwéchst auf Baumstdmmen krautiger Pflanzen, Holefsll
Dung, Reisig unter anderen holzernen Nahrstoffgnellund kann zur selektiven
Delignifizierung eingesetzt werden [Wicklow, Lange al, 1984; Vasdev, Dhawaet al,
2005; Salony, Mishra, 2006; Chhabra, Misteta al, 2008]. C. bulleri exprimiert eine
Laccase, die verschiedene Methoxyphenole, pheheligddehyde und S&uren, hydroxy-
substituierte Phenole und aromatische Amine oxidied somit ein breites Substratspektrum
aufweist [Vasdev, Dhawaat al, 2005]. Auch bei der Entfarbung verschiedenektreer
Farbstoffe stellte sich diese Laccase als besorefégktiv heraus [Salony, Mishrat al,
2006]. Zudem ist die LAC au€. bulleri als eine der wenigen Laccasen gegenuber der
chelatierenden Ethylendiamintetraessigsaure (EDTesistent. Auch gegen verschiedene
zweiwertige Kationen ist die LAC sehr stabil unélei einwertige Kationen beeinflussen die
Proteinaktivitdt Uberhaupt nicht [Vasdev, Dhawetnal, 2005]. Daher wurde auch eine
erhohte Stabilitdt gegen andere Parameter erwpkietund Temperaturstabilitat des Enzyms

sind mit anderen Laccasen zu vergleichen [Vasdeawanet al., 2005].

Da diese LAC also einige technische Vorteile au$iyast die heterologe Expression dieses
Proteins von grol3em Interesse. Die anschlieRendmakterisierung des rekombinanten
Enzyms fand mit besonderem Fokus auf dessen $&lstatt. Da die Nukleotidsequenz der
LAC ausC. bulleri noch nicht bekannt war, musste diese vor der llomg des Gens in
einen geeigneten Wirtsorganismus zunachst idemetifiaverden. Als Expressionssystem
wurde die HefeP. pastoris ausgewahlt, da diese Hefe speziell fir Fermematioim

industriellen Mal3stab entwickelt wurde [Gu, Lajeteal, 2003] und da die Expression vieler
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eukaryotischer Proteine, wie z. B. auch der LAC Bsnetes versicolobereits erfolgreich
gelang[Hong, Meinandeet al., 2002].

Bei der LiP fiel die Wahl auf die bereits sehr gatersuchte und sehr reaktive LIPH®A)
aus dem Weil3faulepilPhanerochaete chrysosporidfien, Kirk, 1984; Kirk, Croaret al,
1986; Hammel, Kalyanaramaat al, 1986; Andrawis, Johnsagt al, 1988; Smith, Schalch
et al, 1988; Hammel, Moen, 1991; Blodig, Smigh al, 2001]. Hier wurde zuné&chst die
Reproduktion der Ergebnisse von Wagtgal. [2004], dem erstmalig die Expression dieser
LiP in der HefePichia methanolicagelang, angestrebt. Als weiteres Hefeexpressistessy
wurde zudem die HefRichia pastorisuntersucht.

Bei der MnP-Klonierung wurde ebenfalls die bereitsfassend untersuchte Mnir(p) aus
P. chrysosporiunausgewahlt. Die Expression der MnP im Fadenfdgergillus nigegelang
bereits erfolgreich [Conesa, van den Horatedl, 2000; Conesa, Jeengtsal, 2002b]. Ziel in
der vorliegenden Arbeit war es jedoch die MnP, @amalzur LiP, in einem
Hefeexpressionssystem zu produzieren. Da die Esipreger MnP in der Hefe. pastoriszu
keiner zufriedenstellenden Expressionsrate ful@te Lajoieet al, 2003], wurde hier auf das
gut untersuchte Hefeexpressionssyst€myveromyces lactiguriickgegriffen. Im Vergleich
zu anderen Hefen, wie z. Baccharomyces cerevisjgaroduziertkK. lactisim Allgemeinen
rekombinante Produkte in besserer Qualitat und fedh&usbeute [Gellissen, Hollenberg,
1997].

Gelingt die Bereitstellung dieser drei delignifiaaden Enzyme, so kdnnten langfristig
technische Anwendungen mit Ziel der vollstandigarz\Nng des wertvollen Rohstoffes Holz
entwickelt werden. Beim Einsatz delignifizierenddikroorganismen wird Lignin meist
vollstandig zu CQ@ und Wasser verstoffwechselt. Durch den Einsatz detierten
Oxidoreduktasen ware es dagegen maoglich die arsoman Phenylpropanoidmonomere aus
Lignin zu isolieren. Diese sind von groRem kommadleim Wert, da sie in der chemischen
Industrie als Vorstufen vielseitig Anwendung findédurch die Isolation phenolischer und
nicht-phenolischer aromatischer Ausgangsstoffe dasn nachwachsenden, leicht und
preiswert verfugbaren Rohstoff Lignin, konnte dibh&ngigkeit der Industriestaaten vom

Rohstoff Ol gemindert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien

Agar

Agarose
Acrylamid-Mix 40 %
Bacto Agar
dATPs

dNTPs

DNA Loading Dye
DNA-Marker
Hefeextrakt
Malzextrakt

Protein Marker

Sigma Aldrich (Steinheim)
Peglab (Erlangen)

Carl Roth (Karlsruhe)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Page BlueProtein Staining Solution Fermentas (&inkRot)

Protein Roti Loadl
RNA-Marker
Sojapepton
Trypton
Veratrylalkohol

Yeast Nitrogen Base

Yeast Carbon Base

Carl Roth (Karlsruhe)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma Aldrich (Steinheim)
Sigma Aldrich (Steinheim)
Sigma Aldrich (Steinheim)

Alle nicht gesondert aufgefuhrten Chemikalien wuardeindestens analysenrein (p.a.) von
den Firmen AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmsta@@rl Roth (Karlsruhe) oder Sigma-
Aldrich (Steinheim) bezogen.
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Enzyme

FastDigesiAsd Fermentas (St. Leon-Rot)

FastDigesBqglll Fermentas (St. Leon-Rot)
FastDigesEcaRl Fermentas (St. Leon-Rot)
FastDigesBanH| Fermentas (St. Leon-Rot)

Reverse Transkriptase New England BioLabs (FrahkfuMain)
Pfu DNA Polymerase Promega (Mannheim)

Pmel New Englang BioLabs (Frankfurt a. Main)
Pstl Fermentas (St. Leon-Rot)

Sacll New England BioLabs (Frankfurt a. Main)
Taq Polymerase Promega (Mannheim)

Topoisomerase | Invitrogen (Karlsruhe)

T4 DNA Ligase Fermentas (St. Leon-Rot)

2.1.2 Stamme und Plasmide

Pilzstamme

Cyathus bulleri(Brodie) 195062; (Canadian type culture collectierhalten von Prof. R. C.
Kuhad, University of Delhi).

Phanerochaete chrysosporiun6909 (ATCC 24725); (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; DSMZ)

E. coli Stamme

TOP10 F mcrA 4 (mrr-hsdRMS-mcrBC)»80lacZAM15 lacX74recAl araD13%(ara-
leu)7697galU galK rpsL (SY endA1 nup@(Invitrogen)

DH5a [supE44 AlacU169 080 lacziM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 rglAl

(Pharmacia)

Hefestamme
Pichia pastorisX-33 (Invitrogen) Wildtyp
Pichia methanolic®MAD16 (Invitrogen) fdde2-11 pepdprbla]

Kluyveromyces lacti&€G799 (New England BioLabs) Wildtyp
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Plasmide

pCR4-TOPO, (Invitrogen) 3956 bp, pUGi, Pac,, Amp;, Karf

pCR4-TOPOLAC
pCR4-TOPOLIP
pCR4-TOPOMNP
pPICZuB, (Invitrogen)
pPICZuB/LAC
PMETaA, (Invitrogen)
PMETaA/LiP
pPICZoA, (Invitrogen)
pPICZuA/LiP
pKLAC1, (NEB)
pKLAC1/MnP

2.1.3 Primer

5446 bp, pUG, Pac, AMP;, Kar®

4991 bp, pUGi, Pac, AMP;, Kar®

5116 bp, pUGi, Pac, AMp', Karl®

3600 bp, pUG, Paoxs, a-factor signal sequence, Zeotin
5090 bp, pUG:, Paoxs, a-factor signal sequence, ZeoRin
8000 bp, pUG:, Paucy, a-factor signal sequence, AMADE2
9035 bp, Ruc1, a-factor signal sequence, AfPADE?2
3600 bp, pUG, Paoxs, a-factor signal sequence, Zeotin
4635 bp, pUG:, Paoxs, a-factor signal sequence, ZeoRin
9091 bp, pMBi, PLaca-per PaoHi amdS, Amp a-MF
10227 bp, pMBgi, PLacs-pes Paoni, amdS, Amp a-MF

Tabelle 2.1.Bezeichnung und Nukleotidsequenzen aller Primierbdi der Laccaseklonierung eingesetzt

wurden.

Primerbezeichnung

Nukleotidsequenz

GeneRacer-RNA-Oligo

GeneRacer-Oligo-dT-Primer

GeneRacer-5-Primer

GeneRacer-3’-Primer

genspez. downstream Primeg

genspez. upstream Primer

5-RACE-genspez.-Primer
3’-RACE-genspez.-Primer
Oligo 1

Oligo 2

5'- CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAIGAC
UGAAGGAGUAGAAA -3’
55CTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGAC!
GTG(Ths 3’
5'- CGACTGGAGCACGAGGACACTGA -3’
5- GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC G’

5- GGTGTCTGGTGCACCGGAAT -3’
5- TAGCGCCGGAAGCAGCGTGMXCTA -3

5'- AGGGGCGGGTGTGTGATACCAAT
5'- GGGCAGCGGTACTCGTTTGTIGT3
5'- ATTTCCCCGCGGTCAGGTGCCGGTTGG- 3’

5'- CCGCTGCAGCCATTGGCCCAGTTTCGGA -3’
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Tabelle 2.2.Bezeichnung und Nukleotidsequenzen aller Primierbdi der LiP-Klonierung eingesetzt wurden.

Primerbezeichnung

Nukleotidsequenz

Oligo-dT-Primer

P. methanolicggenspez. upstrean

Primer

S5-TTTTTTTTTTTTTTTTITT =3
5- CCGGAATTCGCCACCTGTTCCAACGGCA -3

P. methanolicaenspez. downstreali- TTCGGATCCTTAAGCACCCGGAGGCGGA -3°

Primer

P. pastorisgenspez. upstream Prin

P. pastorisgenspez. downstream

Primer
AUGL1 Forward Primer
AUGL1 Reverse Primer
5"AOX2XPrimer
3’AOXZ-Primer

er5- GAATTCGCCACCTGTTCCAACGGCA -3
5- CCGCGGTTAAGCACCCGGAGGCGGAGG -3

5 - CAATTTACATCTTTATTTATTAACGS
5 - GAAGAGAAAAACATTAGTTGGC -3
5- GACTGGTTCCAATTGACAAGC -3’
5- GCAAATGGCATTCTGACATCC -3

Tabelle 2.3.Bezeichnung und Nukleotidsequenzen aller Primierbdi der MnP-Klonierung eingesetzt wurden.

Primerbezeichnung

Nukleotidsequenz

Oligo-dT-Primer
genspez. upstream Primer
genspez. downstream Primer|
Integrationprimer 1
Integrationprimer 2
Sequenzierungsprimer upstrea

Sequenzierungsprimer downstre

S-TTTTTTTTTTTTTTTTTT =3
5'- CGAGATCTGCAGTCTGTCCAGACGGTAC -3
5'- GCGGCGCGCCGAATCGACAACTAAAG -3
5'—- TACCGACGTATATCAAGCCCA -3
5'— ATCATCCTTGTCAGCGAAAGC -3
5'— GCGGATAACAAGCTCAAC -3
5'- TTATCGCACAAGACAATC -3’

m

am

2.1.4 Gerate

FPLC

Geldokumentation

Pump P-920, Monitor UPC-900, Valve INV-907 Xl
M-925, Fractioner Frac-920, Akta (Freiburg), GE
Healthcare (Freiburg)

Alpha Innotech (Hessisch Oldeiddo
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Inkubator Carl Roth (Karlsruhe)
Lyophile Alpha 1-2 LD plus, Christ (Riedstadt)
Mikrotiterplattenlesegerat Infinite M200, Tecarré&lsheim)
PCR Thermal Cycler Mastercycler personal, Eppdnttamburg)
pH-Meter 691, Metrohm
Ruhrelement UV/Vis Photometer  Variomag
Schttler Vibramax 110, Heidolph InstrumentshiBabach)
SDS-Gelkammer Novex Mini Cell, Invitrogen (Daraudt)
Thermoblock Peglab (Erlangen)
Ultraschallgerat Labsonic M, Sartorius (Go6ttingen)
Ultrafiltration Vivaspin 500, Sartorius (Gottien)

Viva Flow 50, Sartorius (Go6ttingen)
UV-Vis-Photometer Cary 50 Scan, Varian (Darmgtadt
Vakuumzentrifuge RC1010, Jouan, Thermo Scienifarisruhe)
Zentrifuge Mini Spin, Eppendorf (Hamburg)

Biofuge Stratos, Heraeus (Hanau)

2.2 Methoden

2.2.1 Langzeitlagerung der PilzeCyathus bulleri und Phanerochaete

chrysosporium

C. bulleriwurde auf Malzextraktmedium (pH 5,2) folgender Zuszensetzung 7 Tage lang
bei 25 °C kultiviert: 20,0 g T Malzextrakt, 0,5 g I! KH,PQ;, 0,5 g L* MgSQ,, 0,5 g L
Ca(NQ),, 20,0 g [* Agar. AnschlieRend wurde der Pilz bei 4 °C gelaged alle 2-3

Monate neu ausgestrichen.

P. chrysosporiumwurde auf Malzagar (pH 5,6) folgender Zusammensegfzbei 35 °C
mehrere Tage lang kultiviert: 30 g'LMalzextrakt, 3 g ! Sojapepton, 15 gt Agar.
Anschlie3end wurde auch dieser Pilz bei 4 °C getagel alle 2-3 Monate umplattiert.
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2.2.2 Kultivierung der Pilze unter ligninolytischen Bedingungen

Kultivierung von C. bulleri unter ligninolytischédedingungen

C. bulleriwurde in Basalmedium (pH 5,2) folgender Zusammizsg (pro Liter) kultiviert:
10 g Glucose, 18,1 g Ammoniumtartrat, 14,6 g 2,Bxthylsuccinat, 20 g KiPQ,,
5gMgSQ, 1 g CaC, 0,5 g MnS@4H,O, 1 g NaCl, 0,1 g FeS&H0,
0,1 g CoCj*6H-0, 0,1 g ZnS@7H,0, 0,1 g CuS@ 0,01 g AIKSQ*12H,0, 0,01 g HBOs;,
0,01 g Natriummolybdat, 1,5 g Nitrilotriacetat uh@ mL folgender Vitaminlésung 2 mg'L
Biotin, 2 mg L* Folsaure, 5 mg t Thiaminhydrochlorid, 5 mg L Riboflavin, 10 mg [*
Pyridoxinhydrochlorid, 0.1 mg t Cyanocobalamin, 5 mg "L Nikotinsaure, 5 mg t
D/L Calciumpantothenat, 5 mgLp-Aminobenzoes&ure und 5 mg' Thiocticsaure. Jeweils
30 mL dieses Kultivierungsmediums wurden in 250 Brlenmeyerkolben mit Pilzmyzelium
(1 cm0O), das zuvor auf Malzagar kultiviert wurde (s. 2)2angeimpft. Die Kulturen wurden
8 Tage unter statischen Bedingungen bei 26 °Cwkeiltj bevor die Laccaseproduktion durch
Zugabe von 2,6-Dimethylanilin in einer Endkonzettra von 100 pM induziert wurde
[Eggert, Tempet al, 1996]. Einen Tag spater wurde das Myzelium duFhration
abgeerntet, mehrmals mit sterilem Phosphatpuffén{®; pH 7,0) gewaschen, mit fliissigem

Stickstoff schockgefroren und anschlie3end bei’@@elagert.

Kultivierung vonP. chrysosporiunuinter ligninolytischen Bedingungen

1 L des stickstofflimitierten Kultivierungsmediurbsstand aus jeweils 100 mL Basalmedium
(10x konz.), 100 mL Glukoselosung (10x konz., 56M)m0,5 mL Vitaminlésung, 5 mL
Spurenelementlésung und 780 mL 2,2-Dimethylsucpufér (10 mM, pH 4,5). Das
zehnfach konzentrierte Basalmedium bestand aug 2 igH.PO,, 0,5 g L'* MgSQ*7 H-0,
0,1 g L* CaCh, 0,5 g '* NHsNO; und 0,8 g [* L-Asparagin in 2,2-Dimethylsuccinatpuffer
(10 mM; pH 4,5). Die Vitaminldsung bestand pro Lisus 2 mg Biotin, 2 mg Folsaure,
5 mg Thiamin HCI, 5 mg Riboflavin, 10 mg Pyridoxif,1 mg Cyanocobalmin, 5 mg
Nikotinsédure, 5 mg Calciumpantothenat, 5 ppgminobenzolsaure und 5 mgLiponsaure.
Die Spurenelementlésung bestand pro Liter aus 1Sitgloacetat, 20 g MgS@7H-0,
3,49 MnSQ*H,O, 0,7 g NaCl, 0,7 g FeS@H,O, 0,7 g CoSQ 0,7 g Cad]
0,7 g ZnS@7H,0, 0,07 g CuS@5H.0, 0,07 g KAI(SQ),;, 0,07 g Borsaure und
0,07 g Natriummolybdat [Kirk, Schultet al, 1978]. 20 mL des so zusammengesetzten
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Kultivierungsmediums wurden in 200 mL Erlenmeyedest mit einem Zweihals-
kolbenaufsatz, welcher an beiden Ausgangen mitlfftern versehen war, gegeben. Fir die
LiP-Produktion wurde steril filtrierter Veratrylatkol in einer Endkonzentration von 0,4 mM
als Inducer hinzugegeben. Fur die MnP-ProduktiondetMnSQ in einer Endkonzentration
von 30 mg [* als Inducer hinzugegeben. Angeimpft wurden dieti¢eh mit jeweils 1 mL
Konidiensuspension, die so mit sterilem dest. Wagsediinnt wurde, dass die @ghm 0,5
betrug. Der Pilz wurde bei 37-40 °C unter statiscBedingungen 5-7 Tage inkubiert und
jeden Tag 10-15 min Uber den Zweihalskolbenaufsatzreinem Sauerstoff begast. Nach
Erreichen der maximalen Enzymaktivitdt wurde dag®yom Medium abgetrennt und nach
mehrmaligem Waschen mit dest. Wasser in flissigaimks$off schockgefroren. Die

Lagerung des Pilzmyzels erfolgte bei -80 °C.

2.2.3 RNA Isolation

Die Gesamt-RNA beider Pilze wurde mithilfe des R§& Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden)

isoliert. Hierzu wurde das gefrorene Myzel zunaalster flissigem Stickstoff gemorsert.
100 g gemorsertes Myzel wurden anschliel3end nadkitAng des Kits behandelt, bevor es
auftauen konnte. Die Extraktion und die Integriddr RNA wurden durch Agarose-

gelelektrophorese Uberpruft.

2.2.4 Amplifikation der Zielgensequenzen

Aus der isolierten Gesamt-RNA beider Pilze wurdscatiel3end lediglich die mRNA in einer
Reverse Transkriptase (RT) Reaktion in cDNA traitwért. Im Falle der LiP und der MnP
geschah dies mithilfe des ProtoScript® Il RT-PCRsKNew England BioLabs, Frankfurt
a. M.) unter Verwendung der Oligo-dT-Primer (s..2)1AnschlielRend wurde das jeweilige

Zielgen mit genspezifischen Primern (s. 2.1.3) elstPCR amplifiziert.

Bei der Amplifikation des Laccasegens musste zudmr Gesamtsequenz des Gens,
ausgehend von einem mit degenerierten Primern tbesenplifizierten Teilfragment, tGber
eine RACE-PCR ermittelt werden. Die RT Reaktion winel RACE-PCR wurden in diesem
Fall mit dem GeneRACER RLM-Race Kit (Invitrogen, Darmstadt) durchgefiihrt.
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Amplifikation des Laccasegens

Die isolierte Gesamt-RNA des Pilzes wurde zunaaohstCalf Intestinal Phosphatase (CIP)
behandelt, um Phosphatreste am 5°-Ende verkiurZ&MAs ohne 5°-Schutzkappe und von
nicht-mRNAs abzubauen. Durch diesen Schritt wuneenkiirzte mRNAs und andere RNA-

Arten eliminiert, da sie an der nachfolgenden Lijatdes GeneRacer-RNA-Oligos an freie
5’-Phosphatenden nicht mehr teilnehmen konntenciie8end wurde dieses RNA-Gemisch
mit Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) behandatt, die 5°-Schutzkappe intakter

MRNAs zu entfernen. Hierdurch entstanden freietWsphatenden, die fir die Ligation des
GeneRacer-RNA-Oligos benétigt wurden. Der GeneRR&¢A-Oligo (s. 2.1.3) wurde an die

so behandelte mRNA ligiert und anschliel3end untmndung der Superscript Ill RT und
des GeneRacer-Oligo-dTs (s. 2.1.3) in cDNA mit Ingitan Primersequenzen am 5°- und

3"-Ende umgeschrieben.

Um bei der folgenden RACE-PCR das 5-Ende des LABSGzu amplifizieren, wurde der
GeneRacer-5"-Primer (s. 2.1.3), der homolog zum eBaner-RNA-Oligo ist, als
Forwardprimer eingesetzt. Der genspezifische dawast Primer (s. 2.1.3), der auf Basis des
bereits mit degenerierten Primern amplifizierterd tsequenzierten Teilfragments designt
worden war, wurde als Reverseprimer eingesetzt.3D&nde des LAC-Gens wurde dagegen
mithilfe des genspezifischen upstream Primers, dbenfalls auf Basis des bereits
sequenzierten Teilfragments des Laccasegens desigriten war, und dem GeneRacer-
3’-Primer, der homolog zum GeneRacer-Oligo-dT Prinsg¢ amplifiziert (s. 2.1.3). Zur
Minimierung der Hintergrund-Amplifikation wurde e@nTouchdown-PCR (s. Tabelle 2.4)

durchgeflnhrt.

Die GrolRe der so erhaltenen 5°- und 3"-Enden-PQ@HutRte wurde mittels Agarose-
gelelektrophorese Uberprift, mit dem QIAquick® Gektraction Kit (Qiagen, Hilden)
wurden die PCR-Produkte aus dem Agaraosegel aiumggreund zur Sequenzierung

eingeschickt (Eurofins MWG Operon, Ebersberg).



Material und Methoden Teil 1

26

Tabelle 2.4. Temperaturprogramm der Touchdown-PCR zur Idemdifimg der 5- und 3-Enden des
Laccasegens a®yathus bulleri

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 95 2 1
Denaturierung 95 0,75 5
Annealing 70 0,75 5
Elongation 72 2 5
Denaturierung 95 0,75 5
Annealing 69 0,75 5
Elongation 72 2 5
Denaturierung 95 0,75 20
Annealing 68 0,75 20
Elongation 72 2 20
Finale Elongation 72 8 1

Fur die Ermittlung der kompletten Nukleotidsequees Laccasegens wurde nachfolgend mit
dem 5°-Ende-PCR-Produkt als Template die Primerkitgl Technik angewandt. Hierfur

wurde der 5°-RACE-genspezifische-Primer (s. 2.1a8) der Basis der zuvor erhaltenen
Sequenz des 5 -Ende-PCR-Produktes designt und mesamit dem GeneRacer-5"-Primer
(s. 2.1.3) fur die PCR eingesetzt. Das PCR-Produlitde erneut zur Sequenzierung
eingeschickt. Fir die Uberprifung der Sequenz dd&mnglen wurde ein weiterer Primer, der
3 -RACE-genspezifische-Primer (s. 2.1.3), kompletderu dieser neu ermittelten Sequenz
entwickelt. Dieser Primer wurde zusammen mit demmeRacer-3"-Primer in der PCR

eingesetzt. Auch dieses PCR Produkt wurde zur 3edgreng eingeschickt. Alle

beschriebenen Schritte wurden nach Anleitung dés durchgefihrt. Aus der Summe aller

sequenzierten Teilfragmente wurde die vollstandi§€-Sequenz ermittelt.

Fur die geplante extrazellulare Expression der WAE. pastorisunter Kontrolle des auf dem
pPICZuB-Plasmid integrierten-Sekretionssignals a&. cerevisiaewurde anschlieRend das
LAC-Gen ohne nattrliches Sekretionssignal des ®implifiziert. Zur ldentifikation des
naturlichen Sekretionssignals wurde die ,von Heifignal Sequence Prediction Methode”
[von Heijne, 1986] angewandt und entsprechended?rdasignt (Oligo 1 und 2; s. 2.1.3), die
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nur das Laccasegen ohne dessen natirlichem Selsggoal amplifizieren und gleichzeitig
Sadl und Pst Schnittstellen regenerieren. Die PCR Reaktion deumit folgendem

Temperaturprogramm durchgefuhrt:

Tabelle 2.5.Temperaturprogramm der PCR zur Amplifikation das¢asegens a bulleri.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 95 2 1
Denaturierung 95 1 29
Annealing 55 1 29
Elongation 72 2 29
Finale Elongation 72 10 1

Amplifikation des LiP bzw. MnP Gens

Fur die Amplifikation dieser beiden Gene wurde ah#i die Taq Polymerase und
anschlie3end di€fu Polymerase, die Uber eine Proof Reading Funktenfiigt, verwendet.
Da beide Proteine mithilfe der auf dem jeweiligelaskid integrierten Sekretionssignale
sekretiert werden sollten, wurden die genspeziéiacRrimer in beiden Fallen so gewabhilt,
dass das Sekretionssignal des Pilzes nicht ametifiwurde. Das naturliche Stoppcodon lag

dagegen im jeweils amplifizierten Bereich.

Bei der Klonierung der LiP i®. methanolicavurden mithilfe ded®. methanolicagenspez.
upstream und downstream Primers (s. 2.1.3) die istetien EcaRl und BanHI an die
Genenden kloniert. Bei der Klonierung der LiP RBn pastoriswurden dagegen Uber die
P. pastorisgenspez. upstream bzw. downstream Primer (s.)2e BchnittstellecoR1 und
Sadl an die Genenden angefluigt. Bei der Klonierung MeP in K. lactis wurden Uber die
verwendeten genspez. upstream bzw. downstream 82 1.3) die Schnittstelleksd und
Bglll zugefugt. Bei der Amplifikation beider Gene wurddie Primer jeweils in einer
Endkonzentration von 0,5 pM eingesetzt. Das Tentpgragramm ist in Tabelle 2.6 zu

sehen.
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Tabelle 2.6.Temperaturprogramm der Amplifikation des LiP- utes MnP-Gens au’. chrysosporium

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 95 2 1
Denaturierung 94 0,5 30
Annealing 52 0,5 30
Elongation 68 1 30
Finale Elongation 68 10 1

Zur Uberpriifung der spezifischen Genamplifikatiomrsle das jeweilige PCR-Produkt mittels
Agarosegelelektrophorese untersucht. Bei erfolgszicAmplifikation wurde das PCR-
Produkt aus dem Agaraosegel aufgereinigt und dieektheit der Nukleotidsequenz durch

Sequenzierung verifiziert.

2.2.5 Klonierung der Zielgene in den Replikationsvektor CR4-TOPO

Die PCR Produkte aller drei Gene wurden mithilfe @®PO TA Clonin§ Kits (Invitrogen)
nach Anleitung in den pCR4-TOPO Vektor geklont. Diekombinanten pCR4-TOPO
Vektoren wurden anschlieRend gemaR Anleitung inpetemte One ShBtE. coli TOP10
Zellen (s. 2.1.2) transformiert. Die transformiertéellen wurden auf LB-Amp-Agarplatten
(100 ug Amp mr}) selektiert. Die entstandenen Kolonien wurdenetstColony-PCR unter
Einsatz der jeweils genszpezifischen Primer (s.32.auf die Aufnahme rekombinanter
Plasmide Uberprift. Bei ausgewdahlten positiven Kiorwurde das Plasmid mithilfe des
QIAprep® Spin Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) isalieund zur Sequenzierung eingeschickt.
Positive Klone wurden als Glycerolstocks zur Lanigzgbewahrung angelegt.

2.2.6 Klonierung der Zielgene in die entsprechenden Hef&huttle-Vektoren und

deren Transformation in E. coli bzw. die entsprechenden Hefeexpressionsstamme

Klonierung des LAC-Gens in pPI@E und dessen Transformation in E. coli und P. pasto
Zunachst wurde die Plasmid-DNA aus einem positip@R4-TOPOLAC Klon (s. 2.2.5)
isoliert. AnschlieRend wurden sowohl der Hefe-Shawektor pPIC&B (s. 2.1.2) als auch
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die isolierte Plasmid-DNA mit den RestriktionsengamSadl und Pst (s. 2.1.1) nach
Anleitung geschnitten. Die Restriktionsreaktionearden tber ein Agarosegel aufgetrennt,
aufgereinigt und mithilfe der T4 DNA Ligase ligieNMach Uberpriifung der Ligation mittels
Agarosegelelektrophorese wurde der rekombinant€ dB/LAC Vektor nach Anleitung des
EasySeled Pichia Expression Kits (Invitrogen) in kompetente coli DH50 Zellen
(s. 2.1.2) transformiert. Die Selektion positivetoke fand Uber Low Salt LB Platten
(1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl, pH 7,0}t @5 pg mL* Zeocin statt. Bei
ausgewahlten positiven Klonen wurde das Plasmidieisound sequenziert, um die
Nukleotidsequenz des LAC-Gens und dessen Oriengieim Vektor zu Uberprifen. Fir die
nachfolgende Transformation des pP&BZAC Vektors inP. pastorisX33 Zellen (s. 2.1.2)
wurde der Vektor miSad linearisiert. GemaR Anleitung des EasySélé&tichia Expression
Kits wurden chemisch kompetenie pastorisX33 Zellen hergestelltDie Transformation
erfolgte ebenfalls nach Protokoll. Als Negativkafie wurde neben dem rekombinanten
pPICZuB/LAC Vektors auch ein leerer pPIGEB Vektor transformiert. Die Selektion der
positiven Klone erfolgte Uber Ausplattieren auf ¥e&xtract Peptone Dextrose Medium
(YPD; 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Glukose), d¥(lg Zeocin mL* enthielt.

Fur die Selektion von Hefetransformanten, die a&kthaccase exprimieren, wurde ein
Agarplatten-Test auf Minimal Methanol (MM) Platterit 0,2 mmol > ABTS durchgefiihrt.
Die ausgestrichenen Hefen wurden 3 Tage lang béC3dkubiert und auf die Entwicklung
einer grinen Farbung untersucht. pastorisZellen, die mit einem leeren pPIGE Vektor

transformiert wurden, dienten als Negativkontrolle.

Klonierung des LiP-Gens in pMEA bzw. in pPICZA und deren Transformation in E. coli
und P. methanolica bzw. P. pastoris

Fur die Klonierung des LiP-Gens ntitaRl und BanH| Schnittstellen in den Hefe-Shuttle-
Vektor pMEToA (s. 2.1.2) wurden sowohl das Genfragment als alehVektor mit den
RestriktionsenzymeicaR|l und BanHl (s. 2.1.1) nach Anleitung verdaut. Die Ligatidas
Gens in den Vektor erfolgte nach Anleitung mithitfer T4 DNA Ligase (s. 2.1.1). Nach
Uberpriifung der Ligation mittels Agarosegelelekhopese erfolgte die Transformation des
rekombinanten pMEdA/LIP Plasmids nach Anleitung dés methanolicaExpression Kits

(Invitrogen) in chemisch kompetente coli DH50 Zellen. Die Selektion positiver Klone
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erfolgte Gber LB-Amp Platten. Um Klone mit dem redananten Plasmid pME®/LiP zu
selektieren und um die korrekte Nukleotidsequersz @ens und dessen korrekte Klonierung
im Leseraster des Sekretionssignals zu tUberprifende das pMEdA/LIP Plasmid eines
ausgewahlten Klons zur Sequenzierung eingeschidkt.Primer wurden dabei der AUGL1
Forward Primer, der upstream deg-aktorsignals ansetzt, und der AUG1 Reverse Primer
(s. 2.1.3), der nach der Multiple Cloning Site dnseverwendet.

Das rekombinante Plasmid aus diesem positiv geéeske coli Klon wurde anschliel3end
isoliert und mithilfe des Restriktionsenzymsd (s. 2.1.1) linearisiert. Die so entstandene
Expressionskassette wurdeRn methanolicd®MAD16 Hefezellen (s. 2.1.2), die zuvor nach
Anleitung des EasySelét Pichia ExpressiorKits chemisch kompetent gemacht wurden,
transformiert. Als Negativkontrolle wurde zusathliein leerer pME®A Vektor, der
ebenfalls vor der Transformation nfisd linearisiert worden war, if?. methanolicaZellen
transformiert. Die Selektion positiver Klone erftdgiber viertagige Inkubation bei 29 °C auf
Minimal Dextrose (MD; 1,34% Yeast Nitrogen Base,1@*% Biotin, 2% Dextrose,
15% Agar) Platten ohne Adeninzugabe. Hefekolonaie, auf diesem Selektionsmedium
gewachsen waren, wurden einer Colony-PCR mit &enmethanolicagenspezifischen
Primern (s. 2.1.3) unterzogen. Hierdurch wurde poitiét, ob die Expressionskassette mitsamt

des LiP-Gens in das Hefegenom integriert wurde.

Fur die Klonierung des LiP-Gens niicoRl und Sadl Schnittstellen in den Hefe-Shuttle-
Vektor pPIC&A (s. 2.1.2) wurden sowohl das Genfragment als alerhVektor mit den
RestriktionsenzymeicoR| und Sadl (s. 2.1.1) nach Anleitung verdaut, anschlie3giert
und inE. coli DH5a Zellen transformiert. Per Colony-PCR rRit pastorisgenspezifischen
Primern (s. 2.1.3) wurde Uberprift, ob die entstaen Klone ein rekombinantes Plasmid
aufgenommen hatten. Zur Uberprifung der Nukleotidsaz des LiP-Gens und dessen
Klonierung innerhalb des Leserasters deSaktorsekretionssignalusS. cerevisiaavurde
der pPIC&A/LIP Vektor mit den Primern 8OX1, der vor dem Sekretionssignal ansetzt, und
3’AOX1 (s. 2.1.3), der hinter der Multiple Cloning Sitesatzt, zur Sequenzierung

eingeschickt.
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Aus einem positiv getesteten Klon wurde das pRIQLZIP Plasmid isoliert, mit dem
RestriktionsenzynPmd (s. 2.1.1) linearisiert und anschliel3end nachefAuahg in chemisch
kompetenteP. pastorisX33 Zellen transformiert. Als Negativkontrolle wercein leerer,
linearisierter pPIC4A Vektor in P. pastorisZellen transformiert. Die Selektion erfolgte auf
YPD Medium, das 100 pg Zeocin mienthielt.

Klonierung des MnP-Gens in pKLAC1 und dessen Toamsftion in E. coli und K. lactis

Das pCR4-TOPMNP Plasmidkonstrukt und der Hefe-Shuttle-Vektor pKLA@urden mit
den Restriktionsenzymeftisd und Bglll geschnitten. AnschlielRend wurde das MnP-Gen in
den Hefevektor ligiert und dieser in chemisch koteapeeE. coli DH5a Zellen transformiert.
Die Selektion erfolgte Uber Ampicillinresistenz ur@olony-PCR mit genspezifischen
Primern (s. 2.1.3). Zusatzlich wurde die Nukleatigisenz des MnP-Gens und dessen
korrekte Klonierung in den pKLAC1-Vektor innerhalles Leserasters des Sekretionssignals

durch Sequenzierung mit den Sequenzierungsprinsethl.3) tberpruft.

Positiv getestete pKLACMNP Vektoren wurden isoliert und mit dem Restriktiomzgm
Sadl linearisiert, bevor die so entstandene Expresdiassette nach Anleitung deéslactis
Protein Expression Kits (New England BioLabs) irerciisch kompetent&. lactis GG799
Zellen (s. 2.1.2) transformiert wurde. Als Negatiakolle wurde zusatzlich ein leerer,
ebenfalls linearisierter pKLAC1 Vektor inK. lactis Zellen transformiert. Als
Selektionsmedium diente Yeast Carbon Base Agar3%,0L M Tris/HCI (pH 7,0),
0,0117% Yeast Carbon Base, 0,02% Bacto Agar), demNd Acetamid enthielt. Die
transformierten Hefen wurden auf den Selektionsatabei 30 °C inkubiert.

2.2.7 Expression der Zielenzyme

Expression der LAC in P. pastoris

Die LAC-Expression wurde in 250 mL Schikanekolbateusucht. Die Hefeklone wurden bei
30 °C und 250 rpm in 50 mL YPD Medium kultiviersk@ine Olgyo von 2-6 erreicht war. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation bei 2000 g UBbemin geerntet und anschlielend in
gepuffertem Komplex-Methanol-Medium (1% Hefeextra@% Pepton, 100 mM KP©
Puffer (pH 6,0), 1,34% Yeast Nitrogen Base, 4*#0Biotin, 0,5% Methanol) auf eine Q&
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von 1 in 1 L Schikanekolben resuspendiert. Die iKidtung erfolgte mit einem Fuillvolumen
von 100 mL bei 30 °C und 250 rpm. Zu den Kulturamde taglich 1% (v/v) Methanol hinzu-
gegeben, um die induzierenden Bedingungen furAl@X1 Promotor aufrecht zu erhalten.
Alle 24 Stunden wurde die LAC-Aktivitat im extraidbren Medium gemessen (s. 2.2.8).

Um zu Uberprufen, ob durch die Zugabe von Kupfen Miedium die Expression der LAC in
P. pastorisgesteigert werden kann, wurde der Hefeklon mithdiEhsten Expressionsrate in
gepuffertem Komplex-Methanol-Medium inklusive CusSKultiviert. CuSQ wurde dabei in
den Konzentrationen 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 und 0,5 mirflokingesetzt. Die Kultivierung erfolgte
3 Tage bei 30 °C in 1 L Schikanekolben mit einenfivielumen von 100 mL. Die LAC-

aktivitat im Medium wurde taglich gemessen (s.8).2.

Expression der LiP in P. methanolica und P. pastori

Zur Uberpriifung der LiP-Expression P. methanolicawurden einzelne positiv getestete
Hefeklone in 10-50 mL Buffered Dextrose-complex Med (BMDY; 1% Hefeextrakt,
2% Pepton, 100 mM KPgPuffer (pH 6,0), 1,34% Yeast Nitrogen Base, 4°%0 Biotin,
2% Dextrose) bei 30 °C und 300 rpm in 250 mL Samgkalben kultiviert bis eine Ofgy von
10 erreicht war. Die Kulturen wurden durch Zenggtion fir 5 min bei 1500 g geerntet und
in 50 mL Buffered Methanol-complex Medium (BMMY; 1%lefeextrakt, 2% Pepton,
100 mM KPQ-Puffer (pH 6,0), 1,34% Yeast Nitrogen Base, 4*%0Biotin, 0,5% Methanol)
resuspendiert, um die Expression zu induzieren.Kdikuren wurden bei 30 °C in 250 mL
Schikanekolben mit einem Fullvolumen von 25 mL 380 rpm kultiviert. Um die
induzierenden Bedingungen fur den PromotapcPaufrecht zu erhalten, wurde téaglich
Methanol in einer Endkonzentration von 0,5% hingajpen. Zudem wurde der
Kulturiberstand taglich auf LiP-Aktivitat hin gefris. 2.2.8).

Neben dem Kulturiiberstand wurde auch der Uberstant Zellaufschluss auf LiP-Aktivitat
hin untersucht. Hierzu wurde aus den Kulturen tdgéin Aliquot von 1 mL enthommen. Der
Zellaufschluss wurde mittels Ultraschall auf Eisrahgefihrt. Zusatzlich wurde die
Expression mittels SDS-Page-Gelelektrophorese siealyNeben den Kulturiberstanden der
Hefeklone wurde auch der Kulturiberstand der Negafitrolle P. methanolicapMETaA
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aufgetragen. Zudem wurden die Uberstande der Zstlnliisse der Hefeklone aufgetragen
(s.2.2.10).

Zur Uberprifung der LiP-Expression iR. pastoriswurden positiv getestete Hefeklone
zunachst solange in Buffered Glycerol-complex MediUBMGY; 1% Hefeextrakt,
2% Pepton, 100 mM KPgPuffer (pH 6,0), 1,34% Yeast Nitrogen Base, 4*%0 Biotin,
1% Glycerol) bei 30 °C und 300 rpm Kkultiviert bime ODsoo von 2 erreicht wurde. Dann
wurden die Kulturen abzentrifugiert (2000 g, 5 mimy)d das Pellet anschlieBend im
Expressionsmedium BMMY so aufgenommen, dass digoOD betrug. Alle Kulturen
(25 mL) wurden bei 30 °C und 300 rpm in 250 mL ahekolben kultiviert. Jeden Tag
wurden 0,5% des Inducers Methanol zugegeben un&ualéurtiberstand wurde taglich auf
LiP-Aktivitat Gberprift (s. 2.2.8). Als Negativkaotle wurde ein X-33 Klon, der mit einem
leeren pPICZA-Plasmid transformiert worden war, mitgefihrt.

Neben dem Kulturiiberstand wurde auch der Uberstaadh Zellaufschluss mittels

Ultraschall auf LiP-Aktivitat untersucht. Die Kutiiberstande und auch die Zellaufschliisse
der Hefeklone und der Negativkontrollen wurden &®siteren per SDS-Gel analysiert

(s.2.2.10).

Expression der MnP in K. lactis

Zur Uberprufung der MnP-Expression iK. lactis wurden einzelne positiv getestete
Hefeklone und die Negativkontrolle zur InduktionsdBacs Promoters in 25 mL Yeast
Peptone Galaktose Flussigmedium (YPGal, 0,01% Hefgd, 0,02% Pepton,
2% Galaktose) bei 30 °C und 250 rpm in 250 mL Saékolben mit einem Fullvolumen von
25 mL kultiviert. Der erste MnP-Aktivitatstest 3.2.8) wurde 2 Tage nach Erreichen einer
gesattigten Kultur mit einer Qfgy von >30 durchgefuhrt. Von diesem Zeitpunkt an veuder
Kulturiberstand 7 Tage lang taglich auf MnP-Ak&vithin Uberprift. Zusatzlich wurde
taglich ein Aliquot aus den Kulturen entnommen, eimen Zellaufschluss mittels Ultraschall
durchzufiihren. Der Uberstand des Zellaufschlussasdev ebenfalls auf MnP-Aktivitat

Uberpraft.
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Des Weiteren wurde die Expression mittels SDS-@ktedphorese (s. 2.2.10) analysiert.
Hier wurden sowohl die Kulturiberstdnde verschiedétefeklone und der Negativkontrolle
als auch die Uberstande des Zellaufschlusses vedssier Hefeklone und der

Negativkontrolle aufgetragen.

In allen Hefeexpressionssystemen wurde der jeveeilipdon Adaptation Index (CAI)
mithilfe einer Software der Firma GenScript erntitt&in CAI von 1,0 zeigt eine ideale
Ubereinstimmung der Codon Usage von Fremdgen umts®vanismus an. Je niedriger der

CAl, desto unpassender ist die Codon Usage vondgemund Wirtsorganismus.

2.2.8 Aktivitatstests

Laccaseaktivitatstests

Zur Bestimmung der LAC-Aktivitat im Kulturiiberstamdit ABTS (420nm 36000 M* cmi?)
als Substrat wurden 100 pL Kulturiberstand zu 900100 mM Natriumtartrat Puffer
(pH 4,5), der 0,5 mM ABTS enthielt, gegeben undAlielerung der Absorption bei 420 nm

und 25 °C Uber mindestens 5 min unter standigenrdRidim UV/Vis Photometer verfolgt.

Fur die LAC-Charakterisierung wurde derselbe ABTI@Mitatstest, allerdings im kleineren
Maflstab, in Mikrotiterplatten (Carl Roth, Karlsrjh@ngewendet. In der Mikrotiterplatte
wurden 180 pL Puffer und 20 pL in dest. WassergjefLaccaselyophilisat gemischt. Die

Absorption wurde im Mikrotiterplattenlesegerat gesen.

LiP-Aktivitatstest

Zur Ermittlung der LiP-Aktivitdt im Kulturiiberstand/urde die Oxidation von Veratryl-
alkohol zum entsprechenden Aldehyd genutzt. Diestehting des Veratrylaldehyds kann bei
310 nm £310nm9300 M* cnit) photometrisch verfolgt werden. In einer Kivets §uarzglas
(Hellma, Mullheim) wurden in der Regel 550 pL abzidugierter Kulturtiberstand, 442,4 pL
0,1 M Natriumtartratpuffer (pH 3,0) und 2,9 pL Vegalkohol (1:10 verdinnt) gemischt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4,7 uL 0,35%ip©,-L6sung gestartet. Letztendlich

lag Veratrylalkohol in einer Endkonzentration vom&1 und HO; in einer Endkonzentration
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von 0,54 mM vor. Der Aktivitatstest wurde bei 35 1Udter kontinuierlichem RuUhren

durchgeflnhrt.

MnP-Aktivitatstest

Zur Bestimmung der MnP-Aktivitat im Kulturtiberstandirde die Oxidation von Mangan(ll)

zu Mangan (II) £270nm 11590 M'cm™) photometrisch bei 270 nm verfolgt. 200 pL
Kulturiberstand wurden hierfir mit 100 pL 20 mM MgCésung und 690 pL 50 mM

Natriummalonatpuffer (pH 4,0) in einer 1 mL Quaagkivette gemischt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 10 uL,® (20 mM) gestartet und die Absorption unter staenlg

Ruhren bei Raumtemperatur Gber 1 min aufgenommen.

Als Grundlage fur die Berechnung der Aktivitat alldrei Enzyme dient das Lambert-

Beersche-Gesetz:

wobei E = Extinktion der Lésung

¢ = Extinktionskoeffizient der gemessenen Sulzsfiti‘cm!]

c
d

Konzentration der Lésung [mdi L
Schichtdicke der Kiuvette [cn] is

Damit gilt fUr die Reaktionsgeschwindigkeit bzwe dtnzymaktivitat:

wobei AE/t die Anfangssteigung (m) der Absorptionsanderighgind die Schichtdicke der

verwendeten Kivette immer 1 cm betrug.
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Fur die Berechnung der volumetrischen Aktivitat deifolgende Formel angewendet:

Aknol.(ijz - ]
mL/ min d[V

Enzymprobe

AE Vet

&

wobeiVgesamidas Gesamtvolumen in der Kuvette Vta,ymprobedas Volumen der Enzymprobe

istund f der jeweilige Verdinnungsfaktor ist.

2.2.9 Laccasecharakterisierung

Die Charakterisierung der rekombinanten LAC wurdé partiell aufgereinigter LAC
durchgefuhrt. Hierzu wurde der Kulturiiberstand darltivierung von transformierter
P. pastorisin gepuffertem Methanol-Komplex-Medium (s. 2.2.0)f d/5 des Ausgangs-
volumens mittels Ultrafiltration reduziert. Diesdnzentrat wurde anschlieRend einer
Gelfiltration (Superdex 75; 30 cm x 1 cm; Pharmpgrat 100 mM Natriumtartratpuffer
(pH 5,0) als mobiler Phase unterzogen. Die Fraktigulie LAC-Aktivitat aufwiesen, wurden
gepoolt, gegen dest. Wasser dialysiert und an$dnieé lyophilisiert. Die Reinheit des
Laccaselyophilisats wurde mittels SDS-Gelelektrapbe (s. 2.2.10) tberpruft.

Die LAC-Aktivitat wurde in der gesamten LAC-Charaksierung mit dem ABTS-
Aktivitatstest (s. 2.2.8) bestimmt. Zur Bestimmudgs pH-Optimums wurde die LAC-
Aktivitat bei pH-Werten von 2,0; 3,0; 3,2; 3,3; 3315; 3,6; 3,8; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 und 9,0
gemessen. Statt des sonst verwendeten Natriunyparfiers wurde fir die pH-Werte 2,0-3,3
ein 300 mM Glycin HCI Puffer, fur die pH-Werte 340 ein 300 mM Natriumcitratpuffer,
fur die pH-Werte 7,0-8,0 ein 300 mM Phosphatputfied fir den pH-Werte 9,0 ein 300 mM

TrisHCI Puffer verwendet.

Die pH-Stabilitat wurde bei den pH-Werten 2,0; 3(; 4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 7,0, 8,0, 9,0, 10,0
und 11,0 untersucht. 500 puL des in dest. Wasséstgl Laccaselyophilisats wurden in 1 mL
des entsprechenden Puffers gegeben und bei 4 &Qegel Fir die pH-Werte 2,0-7,0 wurde
ein 100 mM Natriumtartratpuffer und fur die pH-Waeegwischen 8,0 und 11,0 ein 300 mM

TrisHCI Puffer verwendet.
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Die Temperaturstabilitat wurde bei Temperaturen 26n30, 40, 50, 55, 60, 70, 80 und 90 °C
gemessen. Das Lyophilisat der LAC wurde in Natrannatpuffer (pH 7,0) geldst und bei

den angegebenen Temperaturen inkubiert.

Die Stabilitat gegeniber G@bnen wurde gegen folgende lonenkonz. untersiht40, 60,
80, 100, 200, 300, 400 und 500 mat.IHierzu wurde Laccaselyophilisat in NaCl-Lésungen
der jeweiligen lonenstarke gel6st. Der pH-Wert veundit konz. HCI auf 8,0 eingestellt und

die Ansétze wurden bei 4 °C gelagert.

Die Stabilitat gegentber wassermischbaren orgasmstisungsmitteln wurde gegen Aceton,
DMSO, Ethanol und THF getestet. Das Lyophilisatld&€ wurde in einem Gemisch, das zu
50% (v/v) aus Wasser und zu 50% (v/v) aus dem esthpnden Losungsmittel bestand, bei
4 °C inkubiert.

Bei allen Stabilititsmessungen wurde die Restadktivinter Standardbedingungen (s. 2.2.8)
im Mikrotiterplattenlesegerat ermittelt. Aus derrdinme der Aktivitat Gber die Zeit wurden,
bei Annahme einer Reaktion erster Ordnung, dietivigkungskoeffizienten und die daraus

resultierenden Halbwertszeiten bestimmt.

2.2.10 Sonstige Methoden

Agarosegelelektrophorese

Fur die Herstellung der Agarosegele wurden in degeR1,2% Agarose in Tris-Acetat-EDTA
(TAE)-Puffer geldst und mit 3 pL Ethidiumbromidstanésung (10 mg i) je 100 mL
versetzt. Das Gel wurde mit 5-25 pL Probe, welche2®% (v/v) Loading Dye versehen
wurde und 5 pL des entsprechenden Markers bela®MA-Proben wurden Uber
Agarosegele, welche mit RNAse freiem Puffer heegltsivurden, analysiert. Die Laufzeit
betrug zwischen 30 und 45 min bei 90 V. Die Bandewrden abschlieRend in der
Geldokumentation fotografiert.
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SDS-PAGE Gelelektrophorese

Tabelle 2.7.Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels f8RiEPage Gelelektrophorese.

Reagenz V im Sammelgel [mL] V im Trenngel [mL]
Acrylamidmix 40% 0,75 2,250
1,5 M Tris/HCI Puffer pH 8,8 1,875

1 M Tris/HCI Puffer pH 6,8 0,75
dest. Wasser 4,35 3,225

10% (w/v) SDS 0,06 0,75
10% (w/v) APS 0,06 0,75
TEMED 0,006 0,003

Die Proben wurden mit einem Ultrafiltrationsgefai¥aspin 500 (s. 2.1.3) aufkonzentriert,
1:1 mit dem Probenpuffer R8tiLoad1 (Carl Roth, Karlsruhe) versetzt und bei @855’ min
denaturiert. AnschlieBend wurden 10425 in die Probetaschen des Gels aufgetragen. Die
Laufzeit betrug 1,5 h bei 180 V. Das Gel wurde ahsBend mit dest. Wasser gespult und
Uber Nacht in PageBlue Protein Staining Solutiongelegt. Anschlielend wurde der

Farbstoff mit dest. Wasser entfernt und die Bandeter Geldokumentation fotografiert.

Bradfordtest

Proteinkonzentrationen wurden durch die Reaktiont r@Gioomassie Brilliant Blue
spektrophotometrisch quantifiziert. Die Kalibriegunerfolgte unter Verwendung von
Rinderserumalbumin in einem Konzentrationsbereioh 5-25ug mL™. Jeweils 80QuL der
entsprechenden Proben wurden mit 2Q0Bradfordreagenz versetzt und nach 10-mindtiger

Inkubation bei Raumtemperatur bei 595 nm vermessen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Expression der Laccase auSyathus bulleri in Pichia pastoris

Obwohl die sehr reaktive und scheinbar sehr stadlAl€ aus dem Weil3faulepilZ. bulleri
eine aulerst erfolgversprechende LAC ist [Wicklhangie et al, 1984; Vasdev, Dhawan
et al, 2005; Salony, Mishrat al, 2006; Chhabra, Mishrat al, 2008], ist die industrielle
Anwendung dieses Biokatalysators aufgrund der rgeitisiven homologen Produktion
limitiert. Bei der homologen LAC-Produktion wird d®@ilz C. bulleri 7-8 Tage kultiviert,
bevor die Kulturen geerntet und die LAC isolierraviAbhangig vom verwendeten Inducer,
der verwendeten C- und N-Quelle und dem C/N Qut#ienm Medium werden LAC-
Aktivitaten zwischen 1,35 und maximal 98 U thierzielt [Vasdev, Kuhad, 1994; Salony,
Mishra et al, 2006]. Zudem wéachst. bulleri vornehmlich in statischen Kulturen [Vasdev,
Kuhad, 1994. Eine Kultivierung ist somit fast ausschlieBlichEmersverfahren, die generell
eine schlechte Raum-Zeit-Ausbeute bieten, moglides Weiteren produziert der Pilz
Pigmente, die eine Aufreinigung der LAC erschwdikéasdev, Dhawaret al, 2005; Salony,
Mishraet al, 2006]. Aus diesen Grinden war es Ziel die LAGeRktion durch heterologe

Expression zu vereinfachen.

Da die vollstdndige Nukleotidsequenz der LAC d&lsbulleri bisher nicht bekannt war,
musste diese vor der Klonierung des LAC-Gens ireigeeigneten Expressionsorganismus
zunachst ermittelt werden. Da der naturliche Wirbulleri ein eukaryotischer Weil3faulepilz
ist, ist es sinnvoll ein ebenfalls eukaryotischegrEssionssystem zu benutzen. Hierdurch
sollten posttranslationale Modifikationen gewélstei werden. Die Wahl fiel auf das
HefeexpressionssysterRichia pastoris da diese Hefe gut charakterisiert und auch im
gréReren Maldstab leicht zu kultivieren ist. Zudeorden weitere Laccasen, wie z. B. die
LAC aus Trametes versicolobereits sehr erfolgreich . pastoris exprimiert [Hong,
Meinanderet al, 2002]. Im Anschluss an die heterologe Expressiorde die rekombinante
LAC charakterisiert.
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3.1.1 Ermittlung der Laccasesequenz

Die Laccaseregionen, die an der Bindung von Kupfem beteiligt sind, sind bei allen
Laccasen aus Pilzen stark konserviert. Daher konatg Basis dieser grol3en Sequenz-
homologien degenerierte Primer fur die LAC aGs bulleri designt werden. Unter
Verwendung der degenerierten Primer gelang die HAikgtion eines 435 bp groRRen
Laccaseteilfragments [Salony, Mished al, 2006]. Ausgehend von diesem sequenzierten
Teilfragment wurde in der vorliegenden Arbeit nlfni der RACE-PCR-Technik die
vollstandige Laccasenukleotidsequenz aufgeklart.

Da der WeillfaulepilZ. bulleri zu den Eukaryoten gehottefinden sich nicht codierende

DNA-Abschnitte, die sogenannten Introns, innerhdély Laccasegensequenz. Die Introns
werden zwar transkribiert, anschlie3end jedoch @erspra-mRNA herausgespleildt bevor
diese zur Translation aus dem Zellkern herausgesshiwird. Aufgrund dessen wurde die
Laccasesequenz ausgehend von der gespleil3ten mRiNi#e#t. Hierzu wurde zunéchst die

Gesamt-RNA ausC. bulleri isoliert (s. 2.2.3) und der Erfolg der Isolation mittels
Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.10) Uberpruftrdg¢ievurden zwei diskrete Banden, die der

28s und 18s rRNA entsprechen und die IntegritaRiINA bestétigen, sichtbar.

Da fur die Sequenzanalyse der LAC ausschliel3lithkia mRNA in cDNA transkribiert
werden sollte, wurde die isolierte Gesamt-RNA ddégeR zunachst mit Calf Intestinal
Phosphatase (CIP) behandelt. Die CIP baut freetidg Phosphatreste am 5 -Ende ab, wie
sie zum Einen bei verkirzten mRNAs ohne 5°-Schyig&aund zum Anderen bei allen
anderen RNA-Arten, die keine 5-Schutzkappe tragerkommen. Somit wurden verkilrzte
MRNAs und andere RNA-Arten eliminiert, da sie am dpéater folgenden Ligation des
GeneRacer-RNA-Oligos an freie 5°-Phosphatendent métimehmen konnten. Die durch die
CIP dephosphorylierte RNA wurde anschlielend mibaboco Acid Pyrophosphatase (TAP)
behandelt, um die 5°-Schutzkappe intakter mMRNA®rmfernen. Hierdurch entstanden freie
5°-Phosphatenden, die fur die Ligation des GeneRRb&-Oligos bendtigt wurden. Der
GeneRacer-RNA-Oligo (s. 2.1.3) wurde an die so bebike mRNA ligiert und diese

anschlieBend in einer Reverse Transkriptase (RTaktan unter Verwendung des
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GeneRacer-0ligo-dTs (s. 2.1.3) in cDNA mit bekanrReimersequenzen am 5’- und 3"-Ende
transkribiert.

Fur die Amplifikation des 5°-Ende des LAC-Gens wauid der folgenden RACE-PCR der
GeneRacer-5"-Primer (s. 2.1.3), der homolog zum eBaner-RNA-Oligo ist, als
Forwardprimer eingesetzt. Als Reverseprimer wurde génspezifische downstream Primer
(s. 2.1.3), der auf Basis des bereits mit degemrenie Primern amplifizierten und
sequenzierten Teilfragments designt worden warweedet. Fur die Amplifikation des
3"-Ende des LAC-Gens wurde der genspezifische egustiPrimer (s. 2.1.3), der ebenfalls auf
Basis des bereits sequenzierten Teilfragments @€3G&Gens designt worden war, benutzt.
Als zweiter Primer diente der GeneRacer-3"-Prirder, homolog zum GeneRacer-Oligo-dT
Primer ist (s. 2.1.3). Als 5"-RACE-PCR-Produkt wairein ca. 900 bp grol3es, als 3"-RACE-
PCR-Produkt ein ca. 500 bp grol3es Fragment ve#ltglf. Beide PCR-Produkte wurden
sequenziert und mit bereits verotffentlichten Laesaguenzen mithilfe der Software
BLASTN verglichen. Hohe Homologien zu anderen Laetabestétigten, dass es sich bei den

amplifizierten Teilfragmenten tatsachlich um dig&enz einer LAC handelt.

Ausgehend von diesen beiden sequenzierten Teilgaggn wurden nun erneut
genspezifische Primer designt, um mithilfe der RrimWalking Technik weitere
Teilfragmente des Gens zu amplifizieren und zu eegeren (s. 2.2.4). Aus der Summe aller
sequenzierten Teilfragmente wurde letztendlich \dhistandige Basenfolge der LAC aus
C. bulleri zusammengesetzt (s. Anhang, Abb. 4.1) und unterNdenmer EU195884 in
Gendatenbanken verdéffentlicht.

3.1.2 Klonierung des Laccasegens

Fur die geplante Expression der LACRn pastoriswurde nun das vollstandig sequenzierte
LAC-Gen ohne naturliches Sekretionssignal des ®ilaeplifiziert (s. 2.2.4). Fur die
Identifikation des naturlichen Sekretionssignalsrdeu die ,von Heijne Signal Sequence
Prediction Methode" [von Heijne, 1986] angewandd @mtsprechende Primer designt (Oligo
1 und 2; s. 2.1.3). Gemal den Erwartungen wurdéemPCR ein 1,49 kb groRes DNA-
Fragment amplifiziert, welches zur Replikation inem pCR4-TOPO Vektor kloniert und in
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kompetente Topl&. coli Zellen transformiert wurde (s. 2.2.5). Ausgewaélltene, die auf
dem LB-Amp-Selektionsagar gewachsen waren, wurdeittelsn Colony-PCR unter
Verwendung von LAC-genspezifischen Primern anatygge 2.2.5). Die Amplifikation des
1,49 kb groRen LAC-Gens bestétigte die erfolgreidhansformation des rekombinanten

Plasmidkonstruktes.

Anschlie3end wurde das amplifizierte LAC-Gen urtentrolle des starken, durch Methanol
induzierbaren Rxi Promoter in den Hefe-Shuttle-Vektor pPKEZ (s. Anhang, Abb. 4.2)
kloniert. Der ausgewahlte Expressionsvektor pRIEZermdglicht die extrazellulare
Expression des Proteins, da das Gen im LeserahnesnSdccharomyces cerevisiae
a-Faktorsekretionssignals kloniert wurde. Zur Velféikigung wurde das rekombinante
Plasmid zunachst i&. coli DH5a Zellen und erst anschliel3end n pastorisX33 Zellen
transformiert (s. 2.2.6). Die Selektion positiveloke erfolgte jeweils Uber die durch den
Hefe-Shuttle-Vektor vermittelte Zeocinresistenz.

Vor der Transformation des pPIGB/LAC wurde dieser sequenziert. Die Nukleotidsequenz
des LAC-Gens entsprach der ermittelten Nukleotidsag und das Gen befand sich im
Leserahmen des Sekretionssignals. Nach der Trangfon wurde mittels Colony-PCR unter
Verwendung von LAC-genspezifischen Primern (s.&.2intersucht, ob die Hefeklone ein
rekombinantes pPIGB/LAC Plasmid aufgenommen hatten. Dies wurde durch die
Amplifikation des 1,49 kb groRen LAC-PCR-Produkbesviesen.

3.1.3 Expression der Laccase iRichia pastoris

Die in der Colony-PCR positiv getesteten Hefeklam&rden auf Minimalmethanol (MM)
Agarplatten, die das LAC-Substrat ABTS enthielteajsgestrichen (s. 2.2.6). Als
Negativkontrolle wurdenP. pastoris Zellen, die mit einem leeren pPIGE Vektor
transformiert wurden, mitgefiihrt. Nach 2 Tagen lmkiion hatte sich das Medium um alle
Kolonien der Klone herum grinlich verfarbt, wohiggea um die Kolonien der
Negativkontrollen keine griine Verfarbung beobacimetde. Die grinliche Farbung war ein
Indiz fur LAC-Aktivitat, da oxidiertes ABTS griin wd.
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Einige dieser Hefeklone wurden nachfolgend in gédehen Flussigkulturen in Komplex-
Methanol Medium auf LAC-Produktion hin untersucét 2.2.7). Durch tagliche Zugabe von
Methanol wurden die induzierenden Bedingungen &ir Bhox: Promotor aufrecht erhalten.
Um eine mdglichst optimale Sauerstoffversorgung garantieren, wurde die Hefe in
Schikanekolben mit einem Fullvolumen von 10% kudtitz Der Verlauf der optischen Dichte
(OD), der volumetrischen LAC-Aktivitat und der Gaedaroteinkonzentration im

Expressionsmedium wahrend der Kultivierung des Klont der maximalen LAC-Aktivitat

ist in Abbildung 3.1 gezeigt.
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Abbildung 3.1. Verlauf der volumetrischen Laccaseaktivitat, detisgimen Dichte (OD) und der Gesamtprotein-

konzentration im Medium wéhrend der heterologenrEsgion der Laccase aGgathus bullerin P. pastoris

Der Hefeklon wurde in 100 mL gepuffertem Komplexilenol Medium (pH 6,0) in 1L Schikanekolben bei

30°C und 250 rpm kultiviert. OR, (Quadrate), volumetrische Laccaseaktivitat (RauteGesamt-
proteinkonzentration (Dreiecke).

Am dritten Tag der Kultivierung wurde eine maximalelumetrische LAC-Aktivitat von
25+2,8 U mL* gemessen. Die maximale Zelldichte wurde am zwéitsm mit einem OBy
Wert von ~17 erreicht und fiel danach langsam ale Dhaximale Gesamtprotein-
konzentration betrug 110 mg'LDer erzielte Proteingehalt liegt damit sogarHeigberhalb
der erzielten Proteingehalte der beiden bisherlg@dizhsten Laccase Expressionssysteme.

Bei der Expression einer Laccase dbgprinus cinereusn Aspergillus oryzagYaver,
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Overjeroet al, 1999] und einer Laccase alismmetes versicolom Pichia pastorisiHong,
Meinanderet al, 2002] wurden in beiden Fallen Proteinkonzerdratn von bis zu 100 mg
L detektiert.

Die Aktivitat heterolog exprimierter Laccasen kamftmals durch die Zugabe von
Kupferionen, die im aktiven Zentrum der Laccasebugelen sind und fur deren Aktivitat
essentiell sind, zum Expressionsmedium gesteigerten [Guo, Luet al, 2005]. Auch im
vorliegenden Fall konnte die vol. LAC-Aktivitat vo85 U mL' durch Zugabe von
Kupfersulfat (0 mM; 0,1 mM; 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mid,5 mM) weiter gesteigert werden,
wobei die optimale Kupfersulfatkonzentration zwisch0,3 und 0,4 mmol 't lag. Bei
Kupfersulfatkonzentrationen in diesem Bereich wuate dritten Tag der Kultivierung mit
125+20 U ml* die hochste vol. LAC-Aktivitat ermittelt. Eine were Erhohung der
Kupfersulfatkonzentration fiihrte dagegen nicht znee weiteren Aktivitatssteigerung,
sondern gegenteilig zu einem Abfall der LAC-Aktatit

Zusammenfassend wurde die Bereitstellung der LA€ @em PilzC. bulleri durch die
heterologe Expression im Hefeexpressionssyskenpastoris stark vereinfacht. Bei der
homologen Produktion betragt die Kultivierungszigs Pilzes 7-8 Tage und es konnte bisher
beim Einsatz kostenginstiger C-Quellen wie Glukegsege maximale vol. Aktivitat von
85 U mL* erzielt werden [Salony, Mishret al, 2006]. Bei der heterologen Expression in
P. pastoris betragt die Kultivierungszeit dagegen nur 3 Tagel wnter Zugabe von
Kupfersulfat wird eine deutlich héhere maximale. altivitat von 125+20 U mL detektiert.
Die maximale vol. LAC-Aktivitat liegt damit sogaeitht oberhalb der vol. Aktivitaten (50-
100 U mL*) ebenfalls rekombinant il. pastorisexprimierter Laccasen at&ametessp.
AH28-2 [Hong, Xiaocet al, 2006] und=ome lignosu$Liu, Chaoet al, 2003].

3.1.4 Charakterisierung der rekombinanten Laccase

Bei der Charakterisierung der rekombinanten LAGidgtaeben dem pH-Optimum und der
Temperatur- und pH-Stabilitdt der Einfluss von Hah und organischen Losungsmitteln auf

das Enzym im Vordergrund. Die Stabilitat gegen @libgiden Parameter ist fur mogliche
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industrielle Anwendungen der LAC von grof3er BedegtyCouto, Toca-Herrera, 2006;
Singh, Sharmat al., 2009].

Fur die Charakterisierung der rekombinanten LACdeudiese partiell aufgereinigt. Hierzu
wurde der Kulturiiberstand der Hefen nach erfol@p@icExpression auf 1/5 des Ausgangs-
volumens konzentriert. Dieses Konzentrat wurde lareddend einer Grof3enausschluss-
gelfiltration unterzogen und lyophilisiert (s. 2. In dem Lyophilisat wurde ein

Aufreinigungsfaktor von 2,6 und eine spezifischeivkit von 5340 mU m{g erreicht. Nach

der Gelfiltration betrug die Ausbeute noch 25%. Diechfolgende Lyophilisation fuhrte

jedoch zu hohen Verlusten, so dass lediglich eindabsbeute von 3% gelang. Dennoch
wurde die Aufreinigung nicht weiter optimiert, déesl nicht Gegenstand der vorliegenden
Arbeit war. Die Reinheit des Laccaselyophilisatsrareu mittels SDS-Gelelektrophorese
Uberprift (s. Abb. 3.2). Die Fraktionen mit LAC-Aktat enthielten kaum weitere Proteine,
so dass diese partielle Aufreinigung fur die Chemakierung der rekombinanten LAC als

ausreichend befunden wurde.

Abbildung 3.2. SDS-Gelelektrophorese der Uber Gelfiltration gértaufgereinigten rekombinanten Laccase.
Reihe 1: Fraktion, die keine Laccaseaktivitat zeRgiihe 2-4: Fraktionen, die Laccaseaktivitat zejge
Reihe 5: Proteinmarker; Reihe 6: Ultrafiltrat dadtidriberstandes; Reihe 7: Kulturiberstand.

Die SDS-Gelelektrophorese zeigte zudem, dass diemeinante LAC ein MG von ca.
6015 kDa aufweist. Dies stimmt mit den Angaben wiasdev und Mitarbeitern [2005]
uberein, die fur die native LAC aus. bulleri ebenfalls ein MG von 60+1 kDa ermittelten.
Salony und Mitarbeiter [2006] publizierten dagedi@ndie native LAC ein etwas geringeres
MG von 58+5 kDa [Salony, Mishrat al, 2006]. Vasdev und Mitarbeiter bestimmten die
GroRe der nativen LAC nach Aufreinigung des Prateiiber eine SDS-PAGE
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Gelelektrophorese anhand eines Vergleichs mit Pwoerkern. Salony und Mitarbeiter
schatzten das MG der aufgereinigten nativen LACr idiee Gelfiltrationssaule (1x30 cm,
Sephacryl S-200, superfine) ab. Durch die Ungerkaitign der Abschatzung sind die
geringen Unterschiede in den angegebenen Prot&egréehr wahrscheinlich zu erklaren.
Fest steht jedoch, dass das MG der nativen unce#lembinanten LAC nahezu identisch ist.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die fekame LAC ausC. bulleri im
Gegensatz zu vielen anderen bisher  pastoris exprimierten Laccasen nicht
hyperglykosiliert wird [Otterbein, Recort al, 2000; Colao, Lupin@t al, 2006; Li, Hong
et al, 2007; Lu, Zhaet al, 2009].

Die rekombinante LAC wurde im Folgenden sowohl lggizth ihres pH-Optimums als auch
auf ihre pH- und thermische Stabilitat untersuddie ermittelten Werte wurden mit den

Werten der nativen LAC verglichen.

pH-Optimum und pH- und Temperaturstabilitat

Zur Bestimmung des pH-Optimums der rekombinanterC Lwurde die LAC-Aktivitat bei
pH-Werten von 2,0-9,0 gemessen (s. 2.2.9). Um #&©ptimum der rekombinanten LAC
mit dem der nativen LAC vergleichen zu kdnnen, wudieses analog zu Salony und
Mitarbeitern [2006] bestimmt. Als Substrat wurdengmtsprechend ABTS verwendet. Auch
die von Salont al [2006] fur den jeweiligen pH-Bereich eingesetzBerifer wurden analog
in dieser Arbeit verwendet. So wurde fur den pHeBgr von 2,0-3,3 ein GlycinHCI Puffer,
fur den pH-Bereich von 3,4-6,0 ein Natriumcitrafiuf fur den pH-Bereich von 7,0-8,0 ein
Phosphatpuffer und fir den pH-Wert 9,0 ein TrisH@lffer eingesetzt. Lediglich die
Temperatur bei der der Aktivitatstest durchgefitutde, unterschied sich mit 25 °C von der
bei Salonyet al [2006] bei 30 °C, eingestellten Temperatur. Egeidoch nicht zu erwarten,

dass dieser geringfiigige Temperaturunterschieglda®ptimum der LAC beeinflusst.
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Abbildung 3.3. pH-Optimumskurve der rekombinantin pastorisexprimierten Laccase a@s bulleri.

Als Substrat fir den Aktivitatstest diente ABTS.eCRReaktionstemperatur betrug 25 °C. Folgende pHé&Ver
wurden untersucht: 2,0; 3,0; 3,2; 3,3; 3,4; 3,8; 3,8; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 und 9,0. Fir denBgteich
zwischen 2,0 und 3,3 wurde ein 300 mM GlycinHCI feyffir den pH-Bereich von 3,4-6,0 ein 300 mM
Natriumcitratpuffer, fir den pH-Bereich von 7,0-&ith 300 mM Phosphatpuffer und fur den pH-Wert @oh
ein 300 mM TrisHCI Puffer verwendet.

Als pH-Optimum wurde flir die rekombinante LAC eirl{Vert von 3,4 ermittelt (s. Abb.
3.3). Bei Betrachtung der ermittelten pH-Optimumskdallt jedoch auf, dass diese keine
typische pH-Optimumsglockenkurve zeigt. Das genmesgéi-Profil der rekombinanten LAC
weist deutliche Unstetigkeiten auf. So féallt z. Ber plotzliche und sehr rasante
Aktivitatsanstieg zwischen pH 3,3 und pH 3,4 inggAuHierbei muss beachtet werden, dass
wie bereits erwahnt analog zu Saloay al [2006] fur verschiedene pH-Bereiche sehr
unterschiedliche Puffersysteme verwendet wurdensttgut denkbar, dass die verschiedenen
lonen der verwendeten Puffer sehr unterschiedlighder LAC interagieren. Es ist nicht
auszuschliel3en, dass die verwendeten lonen tedvirgigbierend auf die LAC wirken. Auch
eine unterschiedlich starke Inhibierung der LACaszunehmen. Aufgrund dessen ist das in
Abb. 3.3 dargestellte pH-Profil der rekombinanteRCLmit Vorsicht zu interpretieren. Ob
das von Salony und Mitarbeitern [2006] ermitteltd-Profil der nativen LAC &hnliche
Unstetigkeiten aufwies ist nicht bekannt, da ledigldas pH-Optimum ohne Abbildung der
pH-Optimumskurve publiziert wurde. Da das pH-Optmuler nativen LAC jedoch unter
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denselben Bedingungen gemessen wurde [Salony, Methal., 2006], kann als gesichert
angesehen werden, dass das pH-Optimum der rekomd&maAC mit 3,4 geringfligig vom
pH-Optimum der nativen LAC, welches zwischen 3®-Hegt, abweicht. Auch Hong und
Mitarbeiter [2006] beobachteten bei der Expres&imer LAC ausTrametessp. AH28-2 in
P. pastoris eine leichte Verschiebung des pH-Optimums. Dieomddinante LAC aus
Trametessp. AH28-2 hatte im Vergleich zur nativen LAC efa#ls ein niedrigeres pH-
Optimum. Im Fall der rekombinanten LAC auS. bulleri kénnten vier zusatzliche
Aminosaurereste (Glutamat, Alanin, Glutamat, Aljniie aufgrund der Verwendung des
a-Faktorsekretionssignals a cerevisiaean den N-Terminus des rekombinanten Enzyms
gehangen wurden, die Ursache fur die Verschiebuag pH-Optimums sein. Auch
posttranslationale Modifikationen, wie vor allem sdalykosilierungsmuster und die
Proteinfaltung, sind bei filamentésen Pilzen Uhdastorisleicht unterschiedlich [Han, Lei,
1999] und kénnen den enzymatischen Charakter verdndSo beobachteten Li und
Mitarbeiter [2007] bei der Expression der LaccasauBTrametessp. inP. pastorissogar ein
verandertes pH-Optimum und eine signifikant unteiesdliche pH- und thermische Stabilitat

von nativem und rekombinantem Enzym.

Die pH-Stabilitat der rekombinanten LAC wurde bigiez Inkubationstemperatur von 4 °C in
einem pH-Bereich zwischen 2,0 und 11,0 ermittelt 2s2.9). Tabelle 3.1 listet die
Halbwertszeiten {f;) auf, die aus der Aktivitdtsabnahme Uber die BHeit Annahme einer

Reaktion erster Ordnung ermittelt wurden.
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Tabelle 3.1. Halbwertszeiten der irP. pastoris rekombinant produzierten Laccase aQs bulleri Das
Lyophilisat wurde in verschiedenen Puffern bei ptes#n von 2,0-11,0 gel6st und bei 4 °C gelagent.dein
pH-Bereich von 2,0-7,0 wurde ein Natriumtartratpuffim pH-Bereich zwischen 8,0 und 11,0 ein TrisHCI
Puffer verwendet. Die Restaktivitat wurde mit AB&IS Substrat gemessen.

pH-Wert Halbwertszeit t1, [h]
2,0 2,7
3,0 11,5
4.0 34,6
5,0 69,3
6,0 99,0
7,0 99,0
8,0 173,0
9,0 139,0
10,0 34,6
11,0 3,5

Die rekombinante LAC ist bei einem pH-Wert von & einer Halbwertszeit von 173 h am
stabilsten. Generell ist die rekombinante LAC imeen pH-Bereich von 6,0-9,0 mit
Halbwertszeiten zwischen 99-173 h sehr stabil. Amehsauren pH-Bereich kann die LAC
mit einer Halbwertszeit von immerhin 34,6 h bei pi noch als stabil bezeichnet werden.
Allerdings muss bei den hier getroffenen AngabenptirStabilitéat der rekombinanten LAC
beachtet werden, dass bei den Messungen zwei Veulscle Puffersysteme eingesetzt
wurden. Im pH-Bereich zwischen 2,0 und 7,0 wurdeMatriumtartratpuffer, im pH-Bereich
zwischen 8,0 und 11,0 ein TrisHCI Puffer verwendatie bereits beim pH-Optimum
diskutiert, sind auch bei der Messung der pH-Stabilunterschiedliche Wirkungen der
Tartrat-lonen und der Tris- bzw. ‘@bnen auf die LAC nicht auszuschlie3en. Auch kied
unterschiedlich starke Inhibierungseinflisse denkBadem konnte es gerade beim Einsatz
des TrisHCI Puffers zu einer Temperatur-abhangigerschiebung des eingestellten pH-
Wertes gekommen sein. Zumindest kann jedoch diesages getroffen werden, dass sich die
ermittelte pH-Stabilitat der rekombinant produzart AC mit den Angaben der pH-Stabilitat
der nativen LAC deckt. Diese wurde ebenfalls imBéteich von 3,5 bis 9,0, allerdings ohne
nahere Angaben der verwendeten Puffer und der gemes Halbwertszeiten, als stabil
beschrieben [Salony, Mishet al., 2006].

Die pH-Stabilitat der rekombinanten LAC a@s bulleriist damit niedriger als die sehr hohe
pH-Stabilitdt der LAC aus dem Weil3faulepPanus tigrinus die bei pH-Werten zwischen
3,0 und 5,0 Halbwertszeiten von 131-372 h und b€i6p0 eine Halbwertszeit von 632 h
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aufweist [Quaratino, Federi@t al, 2007]. Im Vergleich zu vielen anderen Laccasaes a
Weilfaulepilzen ist die pH-Stabilitat der rekombiten LAC au<C. bullerijedoch zufrieden-
stellend. So ist die LAC au€oriolus versicolorz. B. lediglich in einem engen Bereich
zwischen pH 7,0-8,0 stabil [Sugiura, Sakaetaal, 1987]. Auch die LAC auPerenniporia
tephroporaist erst ab einem alkalischen pH-Wert von 8,0ikfBlen Younes, Mechichet al,
2007]. Die LAC ausTrametes versicolorist dagegen lediglich im sauren pH-Bereich
zwischen pH 2,5-4,0 stabil [Han, Chatial, 2005]. Die pH-Stabilitat der LAC au3. bulleri

ist mit der pH-Stabilitat der LAC auSoriolus hirsutusdie ebenfalls die héchste Stabilitét im
pH-Bereich zwischen 6,0 und 9,0 aufweist, vergleahKojima, Tsukudaet al, 1990]. Es
sei abschlieBend jedoch nochmals darauf hingewiesass sich die pH-Stabilitaten
verschiedener Laccasen aufgrund unterschiedlicheessbedingungen nur bedingt

miteinander vergleichen lassen. Es kénnen ledigiehdenzen festgehalten werden.

Die Temperaturstabilitdt der rekombinanten LAC waub@i Temperaturen zwischen 25-80 °C
gemessen. Das Lyophilisat der LAC wurde hierfuPuifer (pH 7,0) gelést und anschliel3end
bei den angegebenen Temperaturen inkubiert (€)2Ra die LAC bei einem pH-Wert von
7,0 mit 99 h eine sehr hohe Halbwertszeit hat &elle 3.1), ist davon auszugehen, dass der
inaktivierende Effekt der Temperatur fur die Aktétsverluste ausschlaggebend ist.
Allerdings ist auch hier eine Temperatur-bedingtéd-\Wert Verschiebung nicht
auszuschlieBen. Die gemessenen Halbwertszeitereklembinanten LAC werden in Tabelle
3.2 mit den jeweiligen Werten der nativen LAC, dien Salony Ubernommen wurden

[Salony, Mishreaet al, 2006], verglichen.
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Tabelle 3.2.Vergleich der Halbwertszeiten;£) der inP. pastorisrekombinant exprimierten und der nativen
Laccase au€. bulleri bei Temperaturen zwischen 25 und 80 °C. Die Weetendtiven Laccase wurden von
Salony, Mishraet al [2006] Gbernommen, die die Temperaturstabilititieand des Guaiacol-Aktivitatstests in
Citrat Puffer bei pH 5 ermittelten. Das Lyophilisg¢r rekombinanten Laccase wurde dagegen in Naafart
Puffer (pH 7,0) geldst und bei den entsprechendempEraturen inkubiert. Die Restaktivitat wurde ABTS
als Substrat gemessen. Aus der Abnahme der Alkti¥itér die Zeit wurden die Halbwertszeiten bei Atma
einer Reaktion erster Ordnung ermittelt.

T [°C] | t12 rekombinante LAC | L1/2 native LAC
[h] [h]
25 35,00 -
30 23,00 -
35 8,70 1,05
40 7,70 0,80
50 2,30 0,30
55 0,80 0,20
60 0,60 0,07
70 0,30 -
80 0,06 -

Der Vergleich der Halbwertszeiten legt nahe, dassekombinante LAC um ein Vielfaches
thermostabiler ist als die native LAC. So weist dekombinante LAC bei 35 °C eine
Halbwertszeit von 8,7 h auf, die native LAC zeigti lderselben Temperatur nur eine
Halbwertszeit von 1,05 h. Bei 35 °C ist das rekamhie Protein also 8mal stabiler als das
native. Dies trifft auch auf den Temperaturberetetischen 50 und 60 °C zu. Bei einer
Temperatur von 40 °C ist die Halbwertszeit des mg#iioanten Enzyms sogar tber 9mal
groRer als die des nativen Enzyms. Allerdings nhiss beachtet werden, dass Salony und
Mitarbeiter [2006] die Temperaturstabilitat nicti leinem pH-Wert von 7,0 in Natriumtartrat
Puffer, sondern sehr wahrscheinlich bei einem pHtWen 5,0 in einem Citrat Puffer
ermittelten. Zudem verwendeten sie sehr wahrsdbkhindlen Guaiacol- anstatt des hier
verwendeten ABTS-Aktivitatstests. Leider geht wedier Verwendung des Puffers noch des
Aktivitatstests ganz eindeutig aus der Publikatimervor. Ob ABTS oder Guaiacol als
Substrat bei Ermittlung der LAC-Restaktivitat nadhkubation bei entsprechenden
Temperaturen verwendet wurde, durfte die pH-Stébiies Enzyms kaum beeinflussen. Der
bei der Inkubation des Proteins verwendete Puffel wor allem der eingestellte pH-Wert
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spielen dagegen eine entscheidende Rolle. Zumiridestie rekombinante LAC wurde flr

einen pH-Wert von 5,0 eine Halbwertszeit von 69,8nd bei einem pH-Wert von 7,0 eine
signifikant hohere Halbwertszeit von 99 h berechBaher konnte die geringere pH-Stabilitat
bei einem pH-Wert von 5,0 die Ergebnisse der therh@n Stabilitat beeinflussen. Auch eine
unterschiedliche Interaktion der Tartrat- und Qitomen mit der LAC ist nicht

auszuschlieBen. Einflisse des veranderten N-Tesnireines eventuell veranderten
Glykosilierungsmusters und einer eventuell verdedeProteinfaltung des rekombinanten
Proteins, wie sie beim pH-Optimum bereits besprocheurden, sind ebenfalls nicht

auszuschlief3en.

Die thermische Stabilitat der rekombinanten LAC @uéulleri liegt im selben Bereich wie
die vieler weiterer Laccasen aus Weil3faulepilzem.s$d die Temperaturstabilitdten der
Laccasen augCoriolus hirsutus Coriolus versicoloy Trametes versicolorPerenniporia
tephropora und dem Basidiomyceten PM1 mit der Temperaturst@bider LAC aus
C. bulleri vergleichbar [Kojima, Tsukudat al, 1990; Sugiura, Sakainet al, 1987; Han,
Choiet al, 2005; Ben Younes, Mechicét al, 2007; Coll, Fernandez-Abales al, 1993].

Die Thermostabilitat der rekombinanten LAC dbtgathus bulleriist jedochdeutlich hdéher
als die Thermostabilitat der LAC ayathus stercoreuddie lediglich bei Temperaturen
unter 25 °C stabil ist [Sethuraman, Ake al, 1999]. So betragt die Halbwertszeit dieser
LAC bei 40 °C lediglich 1 h, wahrend die Halbwertszst LAC ausC. bulleri bei dieser
Temperatur 7,7 h betragt.

Die LAC ausPanus tigrinusist zwar bei Temperaturen bis einschlie3lich 50st&biler als

die rekombinante LAC, die dafur wiederum bei Temapgmren ab 60 °C die hohere
Thermostabilitat zeigt [Quaratino, Federeti al, 2007]. Insgesamt ist die Thermostabilitat
der rekombinanten LAC auS. bulleri als sehr zufriedenstellend zu betrachten. Wie beim
Vergleich der pH-Stabilitdt muss jedoch auch hieadhtet werden, dass Thermostabilitaten

aufgrund unterschiedlicher Messbedingungen nurdmegmiteinander vergleichbar sind.
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Einfluss der lonenstarke (NaCl) auf Aktivitat urtdlslitat

Es ist bekannt, dass viele Laccasen von Chloridicstark inhibiert werden, da Halide mit
dem Elektronenakzeptor Sauerstoff um die Bindungdan Kupferzentren der Laccasen
konkurrieren [Singh, Sharmat al, 2009]. Diese Inhibierung ist bei industriellen
Anwendungen von Laccasen, wie z. B. der Entfarbuag Textilfarbstoffen und beim
Biobleichen von Pulp, sehr hinderlich [Farnet, &ilal, 2008; Singh, Sharmet al, 2009].
Aufgrund dessen wurde der Einfluss von Chloridioerm die Aktivitdt und Stabilitat der

rekombinanten LAC untersucht.

Hierzu wurde Laccaselyophilisat in NaCl-Loésungemsehiedener lonenstarke gelost. Der
pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt und die Ansatzeden bei 4 °C gelagert. Da die LAC bei
diesen Bedingungen sehr stabil ist (s. Tabelle, k@nte der inaktivierende Effekt dieser
beiden Parameter minimiert werden. Auch ein Effe&t N&-lonen konnte aufgrund der

Ergebnisse von Vasdev und Mitarbeitern [2005] assigiessen werden. In Abbildung 3.4 ist
die Restaktivitat der LAC in Abhangigkeit von denéenstérke der NaCl-Lésung aufgetragen.
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Abbildung 3.4. Relative Aktivitat der rekombinanten Laccase in Abbigkeit von der lonenstérke der NaCl-
Lésung. Die Laccase wurde in NaCl-Losungen mit iaté@rken zwischen 0 und 500 mM bei einem pH-Wert
von 8,0 und einer Temperatur von 4 °C inkubiere Daccaseaktivitat wurde direkt nach Zugabe dezeSal
mithilfe des ABTS-Aktivitatstest ermittelt.
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Es ist eindeutig zu erkennen, dass die rekombinaf@ von lonenstarken der NaCl-Losung
zwischen 20 und 500 mmol‘istark inhibiert wird. Selbst bei einer geringendastérke von
20 mmol L ist nur noch eine relative Restaktivitat von 50,9% messen. Bis zu einer
lonenstérke von 300 mmol Lsinkt die relative Restaktivitit weiter drastismiif ~9,5% ab
und stabilisiert sich um diesen Wert herum bis inerelonenstérke von 500 mmol*LIn
Tabelle 3.3 sind Halbwertszeiten der LAC bei Inkidrain NaCl-Losungen verschiedener

lonenstarken dargestellt.

Tabelle 3.3. Halbwertszeiten der rekombinanten Laccase bei lakob in NaCl-Lésungen verschiedener
lonenstarke bei 4 °C. Die Inaktivierungskoeffizemtund die daraus resultierenden Halbwertszeitertemu
unter Annahme einer Reaktion erster Ordnung graphésis der Abnahme der Laccaseaktivitat tber die Ze
ermittelt. Als Aktivitatstest wurde der ABTS-Teshgesetzt.

lonenstéarke (NaCl) [mM] Halbwertszeit [h]
0 126
20 9,9
40 5,8
60 4,3
80 4,1
100 3,8
200 3,5
300 3,5
400 3,3

Die berechneten Halbwertszeiten belegen deutliaks gchon eine geringe lonenstéarke der
NaCl-Lésung von 20 mmol't zu einer starken Herabsetzung der LAC-Stabilitéttf denn
t12 sinkt von 126 h (I = 0 mM) auf gerade einmal 9,8 1 20 mM) ab. Die Halbwertszeiten

sinken mit steigenden lonenstéarken immer weiteb@aizu 3,3 h ab.

Ein direkter Vergleich des Einflusses von Chlonma auf die native und rekombinante LAC
ausC. bulleri war aufgrund fehlender Daten des nativen Enzymbt mudglich. Auch ein
Vergleich mit anderen Laccasen aus Pilzen ist sstgyi da hierzu bisher wenig

verdffentlicht wurde.
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Die LAC aus dem Basidiomyceteframetes versicolowird von Chloridionen jedoch in
einem ahnlichen Mal3e inhibiert wie die rekombinab#C aus C. bulleri [Kim, Nicell,
2006]. Die LAC aus dem Basidiomycet®farasmius quercophilug/ird dagegen wesentlich
starker von Chloridionen inhibiert. Bereits bei exinlonenstarke der NaCl-Lésung von
7,5 mmol L betragt die Restaktivitat nur noch 50% [Farnet,éBial, 2008]. Eine LAC aus
dem BasidiomyceteRhalara paradoxawird kaum von Chloridionen inhibiert. Diese LAC
zeigt selbst bei einer lonenstarke der NaCl-Léswmg 300 mmol [ noch 100%
Restaktivitat [Robles, Lucat al, 2002].

Im Vergleich mit Laccasen aus anderen OrganismenPdkzen erweist sich nach dem
gegenwartigen Stand der Literatur lediglich die LAGs demy-Proteobacterium JRls
halotoleranter. Diese LAC wird bis zu lonenstérkien NaCl-Lésung von 80 mmolLnicht

in ihrer Aktivitat beeinflusst und weist selbst keher lonenstérke von 500 mmof Inoch
eine Restaktivitdt von 60% auf [Singh, Sharmea al, 2009]. Die LAC aus dem
Proteobacteriunginorhizobium melilotvird dagegen in ahnlicher Weise von Chloridionen
beeinflusst wie die rekombinante LAC alsbulleri [Rosconi, Franco Fraguas al.,, 2005].
Eine pflanzliche LAC aus dem LackbauRmus verniciferavird wesentlich starker inhibiert
als die rekombinante LAC, da hier schon bei einmmehstarke der NaCl-Losung von
20 mmol L nur noch eine Restaktivitat von 10% detektiertdwiiMateescu, Agostinellet
al., 1990]. Die LAC au<. bulleriwies bei derselben lonenstéarke noch eine Resitttivon
50,9% auf (s. Abb. 3.4).

Halbwertszeiten der Laccasen wurden in keinem @@agnten Beispiele angegeben, was
Fragen bezlglich der Proteinstabilitat aufwirfsgesamt ist die Stabilitdt der rekombinanten

LAC ausC. bulleri sehr zufriedenstellend.

Einfluss von Lésungsmitteln auf Aktivitat und Stei

Fur die industrielle Anwendung von Laccasen ist ederLésungsmittelstabilitat oft

entscheidend, da diese Phenoloxidasen uUberwiegemdedung beim Abbau schwer
|6slicher Substanzen, wie z. B. Lignin oder aroswlter Schadstoffe, finden [Farnet, Gil
et al, 2008]. Daher wurde der Einfluss ausgewahlterubgsmittel auf die Aktivitat und

Stabilitat der rekombinanten LAC untersucht (s. ABI»). Aus praktischen Grinden wurden
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ausschlief3lich wassermischbare Cosolventien ungekBweiphasensysteme betrachtet, um
den Einfluss der Phasengrenzflache auf das Enzymuragehen. Um die ermittelte
Lésungsmittelstabilitat der rekombinanten LAC dlibulleri mit Losungsmittelstabilitaten
anderer Laccasen vergleichen zu kénnen, wurdenbidiger am haufigsten verwendeten
wassermischbaren Losungsmittel Dimethylsulfoxid @®), Aceton und Ethanol ausgewahlt
[Luterek, Gianfredaet al, 1998; Rodakiewicz-Nowak, Kasturet al, 2000; Cambria,
Cambriaet al, 2000; Robles, Lucast al, 2002; Colao, Lupin@t al, 2006; Kim, Nicell,
2006; Farnet, Gilet al, 2008; Singh, Sharmat al, 2009]. Als weiteres, bisher nicht
getestetes Losungsmittel wurde Tetrahydrofuran (TiHFdie Experimente mit einbezogen.
Wegen der bei moglichen industriellen Anwendungen HAC eingesetzten sehr schwer
l6slichen Substrate, wurden diese Cosolventierinarenohen Konzentration von 50% (v/v)
eingesetzt. Das Lyophilisat der LAC wurde in dentsprechenden wassrigen Gemisch bei
4 °C inkubiert.
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Abbildung 3.5. Relative Restaktivitat der rekombinant fh pastorisexprimierten Laccase au3. bulleri in
Abhéngigkeit von der Zeit bei Inkubation in reinéffasser (Rauten), 50% (v/v) Wasser/DMSO (Dreiecke),
50% (v/v) Wasser/Ethanol (Kreise), 50% (v/v) Wasseeton (Balken) bzw. 50% (v/v) Wasser/THF (Qua€yat
bei 4 °C. Die Laccaseaktivitat wurde mittels ABT Btikitatstest bestimmt.
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Durch alle getesteten Losungsmittel sinkt die Aug&aktivitdt, im Vergleich zur
Anfangsaktivitat in reinem Wasser, um ca. 40% alesDst sehr wahrscheinlich auf eine
Inhibierung der LAC durch die verwendeten Cosolinizurtickzufiihren. Da die Bindungs-
stelle der organischen Substrate nah an der Enaritédthe der Laccasen liegt [Solomon,
Sundaranet al, 1996] und fur Cosolventien somit frei zuganglist) konnten diese mit den
Substraten um die Bindungsstelle konkurrieren.igsem Fall wirden die Cosolventien als
kompetitive oder gemischte Inhibitoren fungierenofl@kiewicz-Nowak, Kasturest al.,
2000]. Ursache und Mechanismus der Losungsmittiglietung sind jedoch bisher ungeklart.
Eine Vielzahl an  Erklarungen bishin zur durch  Cweeadtien intiierten

Konformationsanderung der LAC sind denkbar.

Die rekombinante LAC zeigt gegenuber dem wassrigiSO-Gemisch die hdchste
Stabilitat. Die LAC-Aktivitat bleibt Gber den gensehen Zeitraum von 26 h nahezu konstant
und sinkt lediglich auf eine relative Restaktivitabn ~44,6% ab. Gegen das wassrige
Acetongemisch zeigt die rekombinante LAC die zwatiste Stabilitdt. Innerhalb von 1 h
sinkt die Aktivitat hier auf einen Restwert von +B®% ab und fallt innerhalb von 7 h langsam
weiter auf 18,3% ab. Nach 26 h Inkubation ist lmemerhin noch eine relative Restaktivitat
von 7,5% zu messen. Bei Inkubation in dem wassrigdranolgemisch sinkt die LAC-
Aktivitat innerhalb der ersten Stunde auf einen Wem 34% ab und fallt innerhalb der
folgenden 6 h langsam weiter auf ~9,8% ab. Nach Rtkubationszeit konnte nur noch eine
relative Restaktivitat von lediglich 2,4% ermittalerden. In einem wassrigen THF-Gemisch
konnte Uberhaupt keine LAC-Aktivitat detektiert @Wen. Direkt nach Zugabe der LAC zum
Losungsmittelgemisch sank die Aktivitat hier aufliNweshalb die Stabilititsmessung bereits

nach 2 h aufgegeben wurde.

In Tabelle 3.4 sind Halbwertszeiten der LAC bei Ub&tion in den verschiedenen

Cosolventien (50%) dargestellt.
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Tabelle 3.4. Halbwertszeiten der rekombinanten Laccase bei latiob in reinem Wasser, 50% (v/v)
Wasser/DMSO, 50% (v/v) Wasser/Aceton, 50% (v/v) ¥éafthanol Gemischen bei 4 °C. Als Aktivitatstest
wurde der ABTS-Test eingesetzt.

Lésungsmittel Halbwertszeit [h]

Reines Wasser 91,2
50% DMSO/Wasser 88,8
50% Aceton/Wasser 4.7
50% Ethanol/Wasser 3,0

Die Halbwertszeit bei Inkubation in 50% DMSO liegtit 88,8 h nur wenig unter der
Halbwertszeit von 91,2 h des Proteins bei Inkulpatioreinem Wasser. Die Halbwertszeiten
bei Inkubation in wassrigem Aceton bzw. Ethanajdie mit 4,7 und 3,0 h deutlich unterhalb
der hohen Halbwertszeit in DMSO.

Wie bereits erwahnt kbnnen Laccasen durch Cosabrekbmpetitiv oder gemischt inhibiert
werden, weshalb der Grad der Inhibierung stark warwendeten Substrat abhéngig ist
[Rodakiewicz-Nowak, Kasturet al, 2000; Farnet, Giet al, 200§. Daher werden im
Folgenden lediglich Daten zum Vergleich herangempdee ebenfalls mit ABTS als Substrat

ermittelt wurden.

Die LAC aus dem Basidiomycet&marasmius quercophilyslie von Chloridionen wesentlich
starker inhibiert wird als die rekombinante LAC a@s bulleri, wird von Cosolventien

dagegen in einem &ahnlichen Mal3e inhibiert. Dies€CLZeigt bei Ethanolgehalten von 45
bzw. 65% Restaktivitdten von 70 bzw. 46% [Farnet, & al, 2008]. Die hier untersuchte

rekombinante LAC zeigt bei einem Ethanolgehalt 8666 eine Restaktivitat von 61%.

Die LAC aus dem Basidiomycet&halara paradoxawird dagegen wesentlich starker durch
Cosolventien inhibiert als die LAC a@ bulleri. Schon bei Konzentrationen von lediglich
25% Cosolvens ist bei dieser LAC ein deutlicherligrder Aktivitat zu beobachten [Robles,
Lucas et al, 2002]. So wurde bei 25% Ethanol zwar eine holest&ktivitat von 73%

detektiert, die LAC au€. bulleri weist bei einer Konzentration von 50% jedoch neute

ahnlich hohe relative Aktivitat von 60,5% auf (sbtA 3.5). Bei einem Gehalt von 25%
Aceton bzw. DMSO wurden Restaktivitdten von 29,%b27,4% ermittelt, wahrend bei der
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LAC ausC. bulleri bei Gehalten von 50% Cosolvens noch Restaktivititen 59,8 bzw.
55,9% gemessen wurden (s. Abb. 3.5).

Weniger stark inhibiert wird dagegen die LAC aumdgasidiomycetemRigidoporus lignosus
[Cambria, Cambriat al, 2000]. Hier wurde bei einem Gehalt von 50% Aondbtaw. DMSO
in beiden Fallen eine Aktivitdt von 100% gemesdgeai. Inkubation in DMSO konnte des
Weiteren kein Stabilitatsverlust detektiert werdeRir Aceton wurde jedoch eine
Halbwertszeit von 2,67 h angegeben, die damit baterder Halbwertszeit der LAC aus
C. bulleri mit 4,7 h (s. Tabelle 3.4) liegt. Bei allen andgesifgefiihrten Beispielen wurden
keine Halbwertszeiten angegeben.

Trotz des nachgewiesenen Effekts von Cosolventighdae Aktivitdt und Stabilitat der
rekombinanten LAC au€. bulleri ist diese fur den technischen Einsatz mit Loskitsk
vermittlern sehr vielversprechend. Bei sehr hohenzéntrationen der Cosolventien von 50%
wird immer noch eine sehr zufriedenstellende Reéisigdt von ca. 60% detektiert. Besonders
im wassrigen DMSO-Einphasensystem zeigt die LACepuatine sehr hohe Halbwertszeit,
die nur geringfligig unterhalb der Halbwertszeit Inkiubation in reinem Wasser liegt. Neben
der Aktivitat ist also auch die Stabilitat zumindé®i Verwendung von DMSO fir einen
technischen Einsatz hoch genug. Fur die Identibkagines optimalen Losungsmittels wére
es in weiteren Forschungsarbeiten interessantumifassendes Losungsmittelscreening mit

der rekombinanten LAC durchzufiihren.

3.1.5 Zusammenfassung

Die Nukleotidsequenz der LAC aus dem Weil3faulepyathus bullerivurde mittels RACE-
PCR und Primer Walking erfolgreich aufgeklart unerdifentlicht. Die heterologe
Expression dieser LAC gelang im HefeexpressionsayBichia pastoris Nach Optimierung
der Expressionsbedingungen durch Zugabe von Kupfatszum Medium, konnte eine
exzellente maximale volumetrische Aktivitast von 125 mL' erzielt werden. Die
rekombinante LAC ist mit 60+5 kDa nicht groRer alge native LAC, womit eine

Hyperglykosilierung durch die Hefe ausgeschlosserden kann.
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Bei der Charakterisierung der rekombinanten LAdtstsich heraus, dass die pH-Optima der
rekombinanten (pH 3,4) und der nativen LAC (pH 3,8} leicht voneinander abweichen.
Bezlglich der pH-Stabilitat sind die Unterschiedehh gravierend. Beide Enzyme sind in
einem breiten pH-Bereich zwischen 5,0-9,0 sehrilstabmit die pH-Stabilitat groRer ist als
bei einigen anderen Laccasen. Die Thermostabd#trekombinanten LAC ist im Bereich
zwischen 35-60 °C 8-9mal hdher als die der natit&@, wobei hier unterschiedliche
Umgebungsbedingungen wahrend der Experimente b&adtigt werden missen. Insgesamt
nimmt die Thermostabilitat der LAC a@s bulleri bei Temperaturen oberhalb 50 °C stark ab,
womit die Temperaturstabilitat vergleichbar mit leie anderen Laccasen ist. Die
Unterschiede bezlglich des pH-Optimums sind sehrhrseaeinlich auf leicht
unterschiedliche posttranslationale Modifikationemvischen filamentésen Pilzen und
P. pastoriszurlckzufiihren. Auch durch die Verwendung deBSaktorsekretionssignalan
den N-Terminus des rekombinanten Proteins angehangeinosaurereste kénnten hierfur
eine Erklarung seinAuch fir die unterschiedliche Thermostabilitat deativen und
rekombinanten LAC konnten diese Argumente, nebenn danterschiedlichen

Messbedingungen, zusatzlich als mdgliche Ursachanigezogen werden.

Chloridionen beeinflussen Aktivitdt und Stabilitdér rekombinanten LAC au§. bulleri
stark. Schon bei einer geringen lonenstarke derl4Nag§ung von 20 mmol t ist nur noch
eine relative Restaktivitat von 50,9% zu messen diedHalbwertszeit wird drastisch von
126 h auf 9,9 h verringert. Bei Erhthung der lom@h® bis auf 500 mmol 1, sinkt die
Halbwertszeit bis auf 3,3 h weiter ab. Im Verglemhanderen Laccasen liegt der Einfluss der

lonenstarke der NaCl-L6ésung damit im durchschoh#n Bereich.

Bei Untersuchung der Lésungsmittelstabilitéat korimésonders die LAC-Stabilitéat gegentber
dem DMSO/Wasser-Gemisch (50%, v/v) mit einer Halttsaeit von 88,8 h tiberzeugen. Die
Halbwertszeiten der rekombinanten LAC in wassrigeaton- bzw. Ethanolgemischen waren
mit 4,7 h und 3,0 h deutlich niedriger. Alle geetsh Losungsmittel beeinflussten die
Laccaseanfangsaktivitat stark. Im Vergleich zurakfsaktivitat in reinem Wasser fiel sie um
~40% ab. Die Cosolventien kdnnten also als konmpetider gemischte Inhibitoren auf die
LAC wirken. In Anbetracht der getesteten sehr hoBehalte an Cosolventien von 50% (v/v)

sind jedoch sowohl die Restaktivitat als auch dabitat der LAC bemerkenswert.
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3.2 Expression der Ligninperoxidase auPhanerochaete chrysosporium in

Pichia methanolica und Pichia pastoris

Weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die am langsiekannte, teilweise bereits gut untersuchte
und sehr reaktive LiPH8iA) ausP. chrysosporiunjTien, Kirk, 1984; Kirk, Croaret al,
1986; Hammel, Kalyanaramat al, 1986; Andrawis, Johnsaet al, 1988; Smith, Schalaobt
al., 1988; Hammel, Moen, 1991; Blodig, Sméhal, 2001] analog zu Wangt al [2004] in
der HefePichia methanolicaheterolog zu exprimieren. Wang und seinen Mitaeloeigelang
in dem Protease defizienten Hefestamm die Expneskao LIPH8 au®. chrysosporiununter
dem induzierbaren Alkoholoxidase Promotokyd& mit einer Proteinkonzentration von
100 mg * und einer vol. Aktivitat von 1933 U 1L Dieses vielversprechende
Hefeexpressionssystem sollte reproduziert werdamitddie rekombinante LiP in weiteren
Forschungsarbeiten im Hinblick auf ihre Prozessii@icharakterisiert werden kann und
Untersuchungen bezuglich der Einsatzmdglichkeiteindier Nutzung des Rohstoffes Lignin

durchgefuhrt werden kénnen.

3.2.1 Klonierung und Expression der Ligninperoxidase inPichia methanolica

Der PilzP. chrysosporiumvurde unter ligninolytsichen Bedingungen kultivigs. 2.2.2), um
nach Erreichen der maximalen LiP-Aktivitat im Mediudie Gesamt-RNA aus dem
Myzelium zu isolieren (s. 2.2.3). Lediglich die mRNvurde anschlielend in einer RT-PCR
unter Einsatz eines Oligo-dT Primers (s. 2.1.3¢DNA transkribiert, welche als Template
fur eine PCR mit LiP-genspezifischen Primern die(de 2.2.4). Da der Weil3faulepilz
P. chrysosporiunebenso wieC. bulleri zu den Eukaryoten zahlt, wurde das LiP-Gen analog
zum LAC-Gen ausgehend von der gesplei3ten mRNA, kdiee Introns mehr enthalt,
amplifiziert. Die Sekretion der LiP durch dag-aktorsignalpeptid auS. cerevisiadatte sich
bei Wanget al. [2004] als erfolgreicher herausgestellt als dd&r8tion des Enzyms durch das
natirliche Sekretionssignal aua chrysosporium Daher wurde das LipH8-Gen in den
Hefeexpressionsvektor pMEA (s. Anhang, Abb. 4.3), welcher dad-aktorsekretionssignal
ausS. cerevisiadragt, kloniert. Folglich wurde der genspezifisangstream Primer in der
PCR so gewahlt, dass das SekretionssignalRiochrysosporiummicht amplifiziert wurde.
Gemal} den Erwartungen wurde ein 1035 bp grol3es Bidgment vervielfaltigt, welches
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anschlie3end in den Vektor pCR4-TOPO kloniert unB.icoli Top10 Zellen repliziert wurde
(s. 2.2.5).

Nach Selektion tiber Ampicillinresistenz und Ubefpng der Aufnahme eines pCR4-
TOPOLIP Plasmids uber Colony-PCR wurde das rekombinan@snitl aus positiv
getesteten Klonen isoliert, das LiP-Gen aus diesemausgeschnitten und in den Hefe-
Shuttle-Vektor pME®A ligiert. Der pMEToA/LiIP Vektor wurde nachfolgend zur
Replikation inE. coli DH5a Zellen transformiert (s. 2.2.6). Einige der Kolemj die auf dem
Amp-Selektionsagar gewachsen waren, wurden abernafer Colony-PCR mit
genspezifischen Primern unterzogen. Alle getestitene hatten das pMER/LIP Plasmid
aufgenommen, denn bei allen Klonen wurde ein 1G8grblRes DNA-Fragment amplifiziert.
Zur Uberprufung der Nukleotidsequenz des Gens ued Klonierung innerhalb des
Leserahmens des Sekretionssignals wurde das Plasmesl ausgewahlten Klons sequenziert.
Als Primer wurden dabei der AUG1-Forward Primery d@stream desi-Faktorsignals
ansetzt, und der AUG1-Reverse Primer, der hinter Maltiple Cloning Site ansetzt,
eingesetzt. Ein Sequenzvergleich Uber die Softw&8EASTN zeigte, dass die
Nukleotidsequenz des klonierten Gens zu 100% mitpdblizierten Sequenz des LiIPHS8-
Gens (EMBL Accession Number X06689) Ubereinstimfutdem zeigte sich, dass das Gen
innerhalb des Leserahmens des Sekretionssignald/eldsrs kloniert wurde (s. Anhang,
Abb. 4.4).

Aus diesem positiv getesteten Klon wurde das Pldlsomistrukt pMETBA/LIP isoliert und
anschlieBend mithilfe des Restriktionsenzymsd linearisiert. Die so entstandene
Expressionskassette bestand aus dés1 Promotor, demu-Faktorsekretionssignal, dem
LiP-Gen, derAUG1 Transkriptions Terminations Region, de&kxiDE2 Gen ausS. cerevisiae
und den downstream ABUG1 Sequenzen. DaADE2 Gen aus dem Wildtypstamm
S. cerevisiaeodiert eine Phosphoribosylaminoimidazolcarboxglaad komplementiert den
P. methanolicl®MAD16 ade2Stamm. Somit wird die Selektion véh methanolic&Klonen
auf Minimalmedien ohne Adeninzusatz ermdglicht. dwrdas Herausschneiden der
Expressionskassette aus dem Expressionsvektordigrdransformationseffizienz erheblich
gesteigert und die RekombinationRnmethanolicavereinfacht. IP. methanolicasind nicht-

homologe Rekombinationsereignisse wesentlich wakisticher (>90%) als homologe
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Rekombination. Daher kann die Expressionskassetigeden Loci im Hefegenom integriert

werden.

Die transformierten Hefen wurden auf Minimal Desgo(MD) Platten ohne Adeninzusatz
ausgestrichen und nach 4 Tagen Inkubation bei 28ifdeten sich kleine Hefekolonien.
Diese wurden einer Colony-PCR mit genspezifischemdétn unterzogen, um zu tberprifen
ob die Expressionskassette inklusive des LiP-Gerdas Hefegenom integriert wurde. Bei
der Colony-PCR wurde gemal3 den Erwartungen ein 1035grofies DNA-Fragment
amplifiziert. In allen untersuchten Hefeklonen weidie Expressionskassette demnach durch
Rekombination in das Hefegenom integriert.

Zur Uberprufung der Expression wurden die posititegteten Hefeklone in BMDY-Medium
kultiviert (2.2.7). Jeden Tag wurde der Kulturibansl auf LiP-Aktivitat hin geprift, jedoch
konnte selbst nach 8 Tagen Kultivierung keine Akdivdetektiert werden. Eine zusatzliche
Analyse der Expression wurde mithilfe einer SDSd?@glelektrophorese durchgefihrt.
Neben den Kulturiberstdnden der Hefeklone wurdeh ader Kulturiberstand der
NegativkontrolleP. methanolicapMEToA aufgetragen. Auch die SDS-Gelanalyse zeigte,
dass kein Protein in der Grol3e der LiP von 38-42 kkprimiert wurde. Um auszuschliel3en,
dass lediglich die Sekretion des Enzyms nicht fiomkert hatte, wurden die Zellen der
Hefeklone und auch die der Negativkontrolle nachltiierung in BMDY-Medium
aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde ebenfatise Erfolg auf LiP-Aktivitat hin

untersucht.

Es bleibt festzuhalten, dass die Expression deirLF?. methanolicanicht gelang, obwohl sie
analog zu Wang und Mitarbeitern [2004] durchgefitutde. Eine mégliche Ursache hierfir
konnte die mangelnde genetische Stabilitat dedikhugrworbenen Hefeexpressionssystems
sein. Ein Hinweis darauf ist, dass das Selektisiegy Uber Komplementierung des
PMAD16 ade2 Hefestammes durch Integration der Expressionstasse Hefegenom zum
GenotypenADE?2 nicht funktionierte. Die untransformierten Hefestden PMAD11 und
PMAD16, die beide den Genotypesde2 tragen, wuchsen auf Minimalmedien ohne
Adeninzusatz genauso schnell wie die vermeintlraingformierten rekombinanten Stamme
und vor allem wie der im Kit mitgelieferte Kontrstamm PMAD16/pME&@B/HSA Die
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genetische Stabilitat des mutierten Expressionsstédn methanolicakann daher in Frage
gestellt werden und es erscheint gut vorstellbasscuch die Rekombination im Hefestamm

nach Transformation der Expressionskassette niattfasd.

Im vorliegenden Fall konnte die Integration der Eegsionskassette in das Genom des
HefestammesP. methanolicajedenfalls nicht eindeutig nachgewiesen werden. dia
Hefeklone nach der Transformation auf den SelektddiD-Platten schlecht wuchsen und
sehr klein blieben wurden einige Kolonien, die zauymr Colony-PCR positiv auf die
Aufnahme der Expressionskassette getestet wurdéry RD-Platten umplattiert. Mit diesen
umplattierten Hefeklonen wurde zur erneuten Kofgrabermals eine Colony-PCR mit LiP-
spezifischen Primern durchgefihrt. Zwar wurde wiedemall den Erwartungen ein
Teilfragment (1035 bp) in der Grol3e des LiP-Gengpldiziert, jedoch fiel die Amplifikation
diesmal deutlich schwacher aus. Die Colony-PCR eurgthrmals wiederholt. Jedes Mal
konnte jedoch nur eine sehr schwache Amplifikatiws LiP-Gens detektiert werden. Die
Klone wurden in flussigem BMDY-Medium kultiviert dnnochmals einer Colony-PCR
unterzogen. Diesmal war selbst nach mehrmaligerd@vimlungen keine Amplifikation des

LiP-Gens zu detektieren.

Dies legt die Vermutung nah, dass nach der Tramsfbon der Expressionskassette in
P. methanolicakeine Rekombination erfolgt war, so dass diese se&hrscheinlich nicht in
das Hefegenom integriert wurde. Werden folglich dtaén untersucht, die direkt nach der
Transformation ausgestrichen wurden, wird in delo@pPCR mit LiP-spezifischen Primern
eine sehr hohe Amplifikation erzielt, weil die Egpsionskassette sich noch in den Hefezellen
befindet oder an diesen haftet. Das Problem desscWilappens des Inserts aus der
Ligationsreaktion und der daraus resultierendemtlfieation falsch positiver Klone wurde
z. B. von Vineet und Nilanjan [2008] und von DaiMang et al [1998] beschrieben. Nach
dem Umplattieren vermeintlich positiv getesteteod wird in der Colony-PCR nur noch
eine wesentlich schwéchere Amplifikation des Lim&erreicht, da nun schon ein Grol3teil
der nicht integrierten Expressionskassette abgelauie. Nach Inokulation der Klone in
Flissigmedium wird keine Amplifikation des Zielgensnehr erreicht, da die
Expressionskassette bereits vollstandig degradveride. Zur Vermeidung der Selektion
falsch positiver Klone durch Colony-PCR wird emgéh) die PCR nicht mit zwei
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genspezifischen Primern, sondern mit einem genpgzn und einem zielgenom-
spezifischen Primer durchzufuhren. Aufgrund dehtallomologen Rekombination war dies

im vorliegenden Fall jedoch nicht maglich.

Auch Wang und seine Mitarbeiter Gberpruften dieegnation der Expressionskassette im
Hefegenom lediglich mit zwei LiP-Gen-spezifischemtern und das auch nur einmal direkt
nach der Transformation der Hefen. Zudem geht ansveroffentlichung von Wangt al
[2004] nicht hervor, Uber welche Zeitspanne sichre ihExperimente mit dem
Hefeexpressionssysted. methanolicaerstreckten. Es erscheint gut mdglich, dass diese
Arbeitsgruppe lediglich anfangs keine Probleme rd#r genetischen Stabilitat des

Hefestammes und der transformierten Hefeklone httiediese erst mit der Zeit auftraten.

Da sich dad?. methanolicaExpressionssystem also als fehlerhaft und ungeeignviesen
hatte, wurde ein weiteres Hefeexpressionssystesrk.dbastoris getestet. Diese Hefe wurde
bereits erfolgreich fur die rekombinante Produktiomehrerer eukaryotischer Proteine
eingesetzt [Cereghino, Cregg, 2000; Gellissen, P066 auch die LAC au€. bulleri konnte

in P. pastoris mit hervorragender Ausbeute exprimiert werden 3sl). Auch ein
Hamflavoenzym, die Cellobiosedehydrogenase (CDH)Rauchrysosporiumwurde bereits
heterolog unter der Kontrolle des AlkoholoxidaserRotors Ryc: in dieser Hefe exprimiert
[Yoshida, Ohira et al, 2001]. Die Enzymeigenschaften der rekombinantebH
unterschieden sich dabei kaum von denen des naflvateins.P. pastoriswurde ebenfalls
erfolgreich fir die heterologe Expression weiteH#m enthaltender Proteine wie der
Stickstoffmonoxidsynthase und der Nitratreduktaseahgezogen [Gachhui, Presta al,
1996; Leber, Hemmeret al, 1999;Mertens, Shiraishét al, 2000; Skipper, Campbaedt al,
2001]. Es kann also vorausgesetzt werden, daddedeP. pastorisaktive Enzyme mit einer
prosthetischen Hamgruppe produzieren kann. Ausedie€rinden wurde das Hefe-
expressionssystef. pastorisfir die Produktion der LiP ausgewahlt.

3.2.2 Klonierung und Expression der Ligninperoxidas in Pichia pastoris

Fur die Klonierung des LiP-Gens in das HefeexposssystemP. pastoriswurde dieses

abermals mit genspezifischen Primern ohne das litdugir Sekretionssignal des Pilzes
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amplifiziert, jedoch wurden diesmal passend zumek&iiuttle-Vektor pPIC&ZA (s. Anhang,
Abb. 4.2) die SchnittstelleBcoR und Sadl tber die Primer an die Genenden angefigt. Nach
Klonierung des amplifizierten LiP-Gens in den pCR#O Vektor, dessen Transformation in
E. coli Top10 Zellen, Umklonierung des Gens in den Hefezsgionsvektor pPIGA und
dessen Transformation und ReplikationEn coli DH50 Zellen, wurde das pPIGA/LIP
Plasmid isoliert und sequenziert. Dabei wurde biggtadass die Nukleotidsequenz des LiP-
Gens korrekt ist und dass es in den Leserahmen oeleésktorsekretionssignals aus

S. cerevisia&loniert wurde (s. Anhang, Abb. 4.5).

Das pPICAA/LIP Plasmidkonstrukt aus dem sequenzierten Klon wwsdkert und mit dem
RestriktionsenzymPme linearisiert. Durch diese Linearisierung des Rims wird die
Frequenz der homologen Rekombination A@X1 Locus gegeniber der nicht-homologen
Rekombination in der Hefe deutlich erhoht. Die éiree pPICAA/LIP Expressionskassette
wurde in P. pastoris X-33 Zellen transformiert und diese anschliel3entl YAPDS/Zeocin
Platten selektiert. Um die Integration der Exprasskassette in daRichia Genom zu
Uberprufen, wurde mit ausgewahlten Klonen eine ©6BCR durchgefihrt. Hierbei wurden
der 5A0OX1Primer, der vor dem-Faktorsekretionssignal am BGX1Locus ansetzt und der
3’AOX1 Primer (s. 2.1.3), der hinter der Multiple Clonil@jte ansetzt, eingesetzt. Bei
erfolgreicher Integration des linearisierten Pladsnin das Hefegenom miussten bei der
Colony-PCR zwei DNA-Fragmente amplifiziert werd&in Fragment musste der Gréf3e des
LiP-Gens entsprechen, das Andere musste der Gr@3eA@X1-Gens (ca. 2,2 kb)
entsprechen. Tatsachlich wurden bei der Agaroskegéiephorese der PCR-Produkte zwei
Banden sichtbar (s. Abb. 3.6). Die groRere Bandspeach mit ca. 2,2 kb demOX1Gen,
die kleinere Bande war ca. 1600 bp grof3 und erdhpsamit der Summe des LiP-Gens
(1035 bp) und dem Fragment, das das pRECPlasmid produziert (588 bp). Somit war
eindeutig bewiesen, dass die Expressionskasséttesive LiP-Gen in das Genom derchia

pastorisintegriert wurde.
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Abbildung 3.6. Agarosegelelektrophorese der PCR—-Produkte ausCdiEmy-PCR mit ausgewahltelRichia
pastorisKlonen. Als Primer wurden der 5"AOX1- und der 3“ADPrimers eingesetzt.

Die positiv getesteten Hefeklone wurden anschlidleuf Expression der LiP im
Expressionsmedium BMMY uberprift (s. 2.2.8). Alsgasvkontrolle wurde ein X-33 Klon,
der mit einem leeren pPIGA Plasmid transformiert worden war, kultiviert. Beginem der
Klone konnte LiP-Aktivitat detektiert werden. Umcker zu gehen, dass lediglich nur die
Sekretion der LiP nicht funktioniert und das Enzimtrazellular vorliegt, wurde auch der
Zellaufschluss an mehreren Tagen auf LiP-Aktivitdtersucht. Auch hier konnte selbst flnf

Tage nach Induktion keine LiP-Aktivitat gemessemdea.

Die Kulturtiberstande und auch die Zellaufschliisseden aufkonzentriert und per SDS-
Gelelektrophorese analysiert. Auch hier wurde lbiggtédass keine LiP exprimiert wurde,
denn im GroRRenbereich der LiP von 39-42 kDa warkiegiem Klon eine Proteinbande im
SDS-Gel zu erkennen. Generell exprimierte die Nekgantrolle dieselben Proteine wie die
Klone. Ein ahnliches Bild ergab sich bei der SD3aBGalyse der Zellaufschliisse. Auch hier
war kein Unterschied zwischen den Klonen und degdXekontrolle zu erkennen. Eine
intrazellulare Expression der LiP konnte somit &ss@lossen werden.

Ein weiterer Grund fir die fehlende Expressionlderkénnte eine unpassende Codon Usage
des WirtsorganismuB. pastorissein, die zur starken Verlangsamung und zum Abbderh
Translation fuhren kann. Um dies auszuschlie3erdevder Codon Adaptation Index (CAI)
des LiP-Gens und dé&. pastorismithilfe einer Software der Firma GeneScript aniahys Fur

die Expression der LiPH8 alks chrysosporiumn P. pastorisergab sich ein CAl von 0,62.
Ein CAIl von 1 ist ideal, ein CAl von 0,62 noch setufriedenstellend. Innerhalb der

Gensequenz gibt es kein Basentriplett, das nicht Wirtsorganismus translatiert werden
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kann. Zwar konnte die Nukleotidsequenz fur einereésgion inP. pastorisim Hinblick auf
die Codon Usage optimiert werden, eine Erklarung dié ganzlich fehlende Expression
bietet sie aber nicht. Die LAC auS. bulleri wurde z. B. sehr erfolgreich im selben
Wirtsorganismus exprimiert (s. 3.1), obwohl hier ein geringfligig hoherer CAIl von 0,66
ermittelt wurde. Auch fur die ausbleibende Expmssier LiP im Hefeexpressionssystem
P. methanolicakann eine nicht passende Codon Usage nicht alschiEsaerangefuhrt

werden, denn in diesem Fall wurde ein CAl von @&6dQittelt.

3.2.3 Zusammenfassung

Es kann festgehalten werden, dass die ExpressiorLiéi8 ausP. chrysosporiumm
Hefeexpressionssystef. methanolicanicht erfolgreich war. Obwohl die Klonierung im
P. methanolicaExpressionssystem und auch die Expression analog/anget al [2004]
durchgefuhrt wurden, konnte keinerlei LiP Produktiobeobachtet werden. Das
Selektionssystem dét. methanolicaerwies sich als fehlerhaft und die Integration Hg%
Gens in das Hefegenom konnte nicht nachgewiesetieneweshalb die genetische Stabilitat

des Hefestammd3. methanolicangezweifelt wurde.

Als weiteres Hefeexpressionssystem fir die LiP wurd pastorisgetestet. Die Integration
des LiP-Gens in das Hefegenom konnte zwar eindeathgewiesen werden, doch auch hier
konnte weder intrazellulare noch extrazellulare-RiRivitat bzw. ein Protein der GroRe der

LiP nachgewiesen werden.

Es zeigte sich, dass die heterologe ExpressionLifRersehr schwierig ist. Dies steht im
Einklang mit Literaturdaten. Die heterologe Expr@ssier LiP wurde bereits ohne Erfolg in
dem filamentésen PilA. niger unter zwei verschiedenen Promotoren untersuchbewo
lediglich Spuren aktiver LiP bzw. lediglich inakéis Enzym exprimiert wurde [Aifa, Sayadi
et al, 1999; Conesa, van den Honeelal, 2000]. Bei der Klonierung einer LiP aBblebia
radiata im Pilz Trichoderma reesekonnte gar keine Produktion des Proteins detektier
werden [Saloheimo, Baraj&st al, 1989]. Nach dem gegenwartigen Stand der Litersihd

die bisher einzig erfolgreichen heterologen Expogss einer LiP im PilAmylomyces rouxii
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[Montiel-Gonzélez, Fernandest al, 2009] und in der HefB. methanolicgWang, Luet al,
2004] gelungen.

Im vorliegenden Fall ware es interessant Uber gReverse Transcription quantitative PCR"
(RT-gPCR) oder Uber Northern Blotting das Level gebildeter mRNA in beiden
transformierten Hefeexpressionssystemen zu tbenprifierdurch konnte analysiert werden,
ob das Fremdgen Uberhaupt transkribiert wird. H&tomzentrationen an transkribierter
MRNA des Hamperoxidasegens fuhren jedoch nicht gwlaofig zur Produktion des
Enzyms. Im Falle der heterologen Expression derdu$P. radiatain T. reesekonnte z. B.
trotz eines hohen mRNAs Levels des Fremdgens, #eireroduktion der LiP festgestellt
werden [Saloheimo, Barajagt al, 1989]. Auch bei der Expression der LiP aus
P. chrysosporiumin A. niger konnten, trotz hoher Konzentrationen des Trangkripur

Spuren des Enzyms detektiert werden [Aifa, Sagadi, 1999].

Neben der Transkription gibt es demnach noch zahke weitere Faktoren, die die
Translation und erfolgreiche Produktion von Frenatiginen behindern. Die Translation der
MRNA kann durch eine nicht passende Codon UsageEdpsessionsstammes limitiert
werden. Eine nicht Ubereinstimmung der Codon Udamete jedoch im vorliegenden Fall
fur beide Hefeexpressionssysteme ausgeschlosselenvdtiirP. methanolicavurde ein CAl
von 0,60, furP. pastorisein CAIl von 0,62 ermittelt. Beide CAls sind zuftenstellend und

kénnen keine Erklarung fur die ganzlich ausbleileebidP-Produktion sein.

Speziell bei der heterologen Expression von Hanepreh kann die mangelnde Verfugbarkeit
der prosthetischen Hamgruppe im Wirtsorganismustiérend fur deren Produktion sein
[Conesa, van den Hondat al, 2000]. Gerade bei der heterologen Expression von
Hamproteinen in filamentdsen Pilzen, aber auchdbeiExpression i?. pastoris konnte die
Enzymproduktion oftmals durch Zugabe von Hamoglobitler anderen Hamverbindungen
gesteigert werden [Stewart, Whitwaet al, 1996; Conesa, van den Honalal, 2000;
Larrondo, Lobot al, 2001; Gu, Lajoiet al, 2003]. Es handelt sich hierbei jedoch lediglich
um eine Steigerung einer bereits ohne Hamzugabekitebaren Enzymproduktion. Die
spezifische Enzymaktivitat wird dabei oftmals nicbthoht, was vermuten lasst, dass

Apoformen der rekombinanten Hamperoxidase wahreled wach der Sekretion instabil sind,
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und dass nur das Holoenzym im extrazellularen Madakkumuliert wird [Conesa, van den
Hondel et al, 2000]. Als Ursache fir die im vorliegenden Fatlistdndig ausbleibende
heterologe Produktion der Hamperoxidase kann eingngeinde Verfligbarkeit der

prosthetischen Gruppe jedoch kaum herangezogerenerd

Als weitere Ursache fur die schwierige heterologerEssion der LiP werden Limitierungen
wahrend der Proteinfaltung in Betracht gezogen. Mf@hder Passage sekretorischer Proteine
durch das endoplasmatische Retikulum spielen yemalChaperone und Foldasen bei der
Proteinfaltung- und Maturation eine grof3e Rolle.i'Wvém Wirtsorganismus nicht gentigend
Chaperone exprimiert werden, kann es zu Fehlfattarder Peroxidase kommen. So gelang
Conesa und Mitarbeitern [2002b] z. B. die Steiggruder Produktion einer MnP aus
P. chrysosporiunmn Aspergillus nigerdurch gleichzeitige Uberexpression eines Chaperons
das wahrscheinlich die richtige Faltung und Ormmtng der Hamgruppe im Protein

unterstitzt.

Fur die eindeutige Klarung der Ursache fir die lgltse heterologe Expression der LiP aus
P. chrysosporiumn den HefenP. methanolicaund P. pastoriswaren weitere umfassende
Untersuchungen notig gewesen. Da jedoch aufgrunérdeelten Ergebnisse wenig Potential
in der Expression der LiP in Hefen gesehen wurdardes stattdessen die heterologe
Expression einer weiteren ligninolytischen Hampetage, der MnP auB. chrysosporium
untersucht. Da diese Peroxidase im Gegensatz ZRrzumindest schon erfolgreich in
verschiedenen Fadenpilzen exprimiert wurde [Laropntobos et al, 2001; Stewart,
Whitwam et al, 1996; Conesa, Jeenes al, 2002b], erschien die Expression der MnP in

einem geeigneten Hefeexpressionssystem als viphesisend.
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3.3 Expression der Manganperoxidase auBhanerochaete chrysosporium

in Kluyveromyces lactis

Auch far die MnPH4 thnp) ausP. chrysosporiumwar es Ziel, diese durch heterologe
Expression fir technische Anwendungen kostengurnatig Verfigung zu stellen. Die
Expression dieses Proteins gelang bisher in deerfpdldenA. nidulans A. nigersowie A.
oryzaeund in Amylomyces rouxijLarrondo, Loboset al, 2001; Stewart, Whitwaret al.,
1996; Conesa, Jeenesal, 2002b; Montiel-Gonzalez, Fernandeizal, 2009]. Da Hefen im
Vergleich zu Pilzen jedoch genetisch leichter zwnimalieren und besser im industriellen
Maflstab kultivierbar sind und sie zudem wesentkdsteneffektivere Wirte darstellen
[Piscitelli, Giardinaet al, 2005], sollte hier analog zur Expression der LAGF ein gut
charakterisiertes Hefeexpressionssystem zurtcKgmgnverden. InP. pastoriswurde MnP
bereits exprimiert, allerdings mit einem geringerpiessionslevel (1 mg™1) und einer
starken Hyper-glykosilierung des Proteins [Gu, lajcet al, 2003]. Ein Pichia

Expressionssystem kam daher fir die heterologe Rhoduktion nicht in Frage.

Kluyveromyces lactigfriiher: Saccharomyces lacjisst eine Milchhefe, die in der Lage ist
Laktose als einzige Energie- und Kohlenstoffquellenutzen. Sie wird unter Anderem zur
Produktion von Chymosin, einem Enzym fir die Kasstelung, im grol3technischen
Malistab eingesetzt und ist daher gut charaktdrigian den Berg, van der Lakest al,
1990]. Im Vergleich zur Hef&. cerevisiagroduziertk. lactis rekombinante Produkte oft in
besserer Qualitat, da eine niedrige Tendenz zuekyykosilierung vorliegt. Zudem ist die
Ausbeute an rekombinanten Proteinen oft grol3erligSeh, Hollenberg, 1997; Hsieh, Da
Silva, 1998; Dominguez, 2003]. Die LAC atdeurotus ostreatuskonnte imK. lactis
Expressionssystem z. B. bereits in aktiver FormedHyperglykosilierung exprimiert werden
[Piscitelli, Giardinaet al, 2005]. Auch eine Vielzahl weiterer eukaryotiscReoteine, wie
die Inulinase au&luyveromyces cicerisporudasMytilus californianusFuf3protein und eine
Doméne der Endoxylanase aleocallimastix frontaliskonnten bereits in aktiver Form in
der HefeK. lactis produziert werden [Yu, Jiangt al, 2010; Platko, Deeget al, 2008;
Durand, Rasclet al, 1999]. Aus diesen Gruindevurde diese Hefals Expressionssystem

ausgewahlt.
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3.3.1 Klonierung des Manganperoxidasegens K. lactis

P. chrysosporiumwurde unter ligninolytischen Bedingungen kultivjedie Gesamt-RNA
isoliert, die mMRNA in einer RT-Reaktion in cDNA trskribiert und diese als Template ftr
eine PCR mit genspezifischen Primern eingesetZ2.254). Das MnP-Gen wurde ohne das
natirliche Sekretionssignal des Pilzes amplifiziettl so entstand gemalRl den Erwartungen
ein 1160 bp grolles DNA-Fragment, welches anschigtf3a den pCR4-TOPO Vektor
kloniert wurde. Nach Replikation des pCR4-TON@P Plasmids inE. coli Top10 Zellen
wurde das Gen in den Hefeexpressionsvektor pKLACAhang, Abb. 4.6) umkloniert. Das
MnP-Gen wurde hierbei downstream dKs lactis a-Matingsekretionssignals innerhalb
dessen Leserahmens kloniert. Die Expression desiltieeenden o-Matingfaktor-
Fusionsproteins wird durch den starkénactis LAC4Promotor (Pacs-pg) gesteuert. Die 5'-
und 3"-Enden dieses Promotors sind auf dem pKLA@$md durch eirp-Lactamasegen,
welches die Ampicillinresistenz fur die SelektioonE. coli Klonen vermittelt, getrennt. Der
pKLAC1/MnP Vektor wurde zur Replikation i&. coli DH5a. Zellen transformiert.

Vor der anschlielenden Transformation des pKLAGE-Plasmids in die Hefd. lactis
wurde dieses sequenziert. Der Vergleich der Sederemy des pKLACIMInP Vektors und
der Sequenz des Mnk(p]) Gens (EMBL Accession Number J04980) ergab, dagst49
Nukleotiden 646 Ubereinstimmten. Bei Vergleich deninosduresequenz erscheint jedoch
lediglich an Position 116 der MnP-Sequenz eine tiilolreinstimmung. Anstelle von Serin
befindet sich in der ermittelten MnP-Sequenz AspareDiese Differenz fiel bereits bei der
vorherigen Sequenzierung des Gens im pCRATOWRO/Vektor bei zwei verschiedenen
Klonen auf. Da die Differenz der Aminosduresequesamit in insgesamt drei
Sequenzierungen nachgewiesen wurde ist es wahméicheidass entweder schon im
Ausgangsorganismus oder in einem der ersten PCReZygine Punktmutation stattgefunden
hat. Beide Aminosauren gehoéren zur Gruppe der @ojJaungeladenen Aminoséuren. Bei
Asparagin befindet sich eine primare Carbonsaumaimiung im Aminosaurerest,
wohingegen im Serin eine primare Alkoholgruppe gelan ist. Aufgrund der ahnlichen
Eigenschaften wurde eine Fehlfaltung durch den &ussth von Serin gegen Asparagin flr

unwahrscheinlich gehalten. Die Aminosaure Serirelspudem keine Rolle im aktiven



Ergebnisse und Diskussion Teil 1 73

Zentrum der MnP [Sundaramoorthy, Kis#tial, 1994], weshalb auch eine Auswirkung auf
die katalytischen Eigenschaften des Enzyms alsrauewahrscheinlich erachtet wurde.

Daher wurde der sequenzierte pKLABIOP Vektor mithilfe des RestriktionsenzynSacl|
linearisiert und nachfolgend in kompetemtelactis GG799 Zellentransformiert. Durch die
Linearisierung der Expressionskassette wird den¢egtation in das Hefegenom dmAC4
Locus durch homologe Rekombination ermdglicht. Bicetamidasegena(mdJ auf dem
pKLAC1 Vektor ermdglicht die Selektion von Hefezszlimit integrierter Expressionskassette
Uber deren Fahigkeit auf Minimalmedium mit Acetanat$s einziger Stickstoffquelle zu
wachsen. Schon nach einem Tag Inkubationszeit @uf Selektionsmedium bildete sich ein
dichter Zellrasen. Einige Klone wurden auf weiter&elektionsmedien vereinzelt.
Ausgewahlte Kolonien wurden einer Colony-PCR min dategrationprimern 1 und 2
(s. 2.1.3) unterzogen, wobei der Integrationprirheam LAC4 Promotor im Hefegenom
ansetzt und der Integrationprimer 2 auf dem ersahdes pKLAC1-Plasmids. Im Falle einer
erfolgreichen Single-copy-Integration der lineatsn Expressionskassette in den Promotor
am LAC4 Locus musste somit in der Colony-PCR ein 1,9 kif3gsoFragment amplifiziert
werden. Da dies der Fall war (s. Abb. 3.7), korthéelntegration des linearisierten Vektors in

das Hefegenom eindeutig nachgewiesen werden.

200Cbp

Abbildung 3.7. Agarosegelelektrophorese der PCR—Produkte au€dleny-PCR mit ausgewahltaf lactis
Klonen. Es wurden die Integrationprimer 1 und 2wesndet. In der dritten Reihe von rechts wurde ekbl
DNA Ladder aufgetragen; alle anderen Reihen zelRyedukte der Colony-PCR.

3.3.2 Expression der Manganperoxidase iK. lactis

Ausgewahlte positiv getestete Klone wurden in YPG#issigmedium inokuliert, da

Galaktose sowie Laktose denaf Promoter induzieren und so eine bis zu 100-fadrefre
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Expression erreicht werden kann als in einem glekakigen Nahrmedium. Es konnte jedoch
selbst nach mehrtagiger Kultivierung keine MnP-git#it im Expressionsmedium detektiert
werden. Um zu Uberprifen, ob das Enzym lediglichnektiver Form sekretiert wird oder
intrazellular verbleibt, wurde eine SDS-Gelanalyd@rchgefihrt (s. Abb. 3.8). Hierbei
wurden sowohl der Zellaufschluss als auch das ablzeyerte Expressionsmedium jeweils
nach Kultivierung unter Expressionsbedingungen etuégen. Als Negativkontrolle wurde

ein Hefeklon, der mit einem leeren pKLACL1 Vektartsformiert wurde, mitgefihrt.

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12

70 kDa

55 kDa
40 kDa

Abbildung 3.8. SDS-Gel Analyse der Zellaufschliisse Wnlactis Klonen und Negativkontrollen und von den
jeweiligen Kulturiberstdnden nach Kultivierung untexpressionsbedingungen. Reihe 1-3: Zellaufschliss
verschiedener Hefeklone; Reihe 4-5: Zellaufschlusee Negativkontrolle; Reihe 6-9: Kulturiiberstand
verschiedener Hefeklone; Reihe 10-11: Kulturibexs@er Negativkontrolle; Reihe 12: Proteinmarker.

Sowohl bei der Negativkontrolle als auch bei dansformierten Hefe sind im Uberstand des
Expressionsmediums kaum sekretierte Proteine zkiieten. Ein Protein in der Grol3e der
MnP zwischen 40-50 kDa ist nicht sichtbar. Nachadéschluss sind zwar mehrere Proteine
auf dem SDS-Gel sichtbar, allerdings ist kein Ustkied zwischen Negativkontrolle und
Klonen zu erkennen. Demnach hat keine Uberprodakémes Proteins statt gefunden.
Zwischen 40 und 50 kDa ist bei den Hefeklonen, iergieich zur Negativkontrolle, keine
Uberexpression eines Enzyms zu erkennen. Auch Zissdtlurchgefiihrte Untersuchungen
des Zellaufschlusses auf MnP-Aktivitdt bestatigtetass die MnP nicht intrazellular

produziert wurde, denn es konnte keinerlei MnP-tdt nachgewiesen werden.
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Wie bei der Expression der LiP . pastoriskann auch hier eine nicht-passende Codon
Usage des Wirtsorganismus als Ursache fir die elrsnide Expression des Fremdgens

ausgeschlossen werden, denn es wurde ein zufrietlender CAl von 0,60 ermittelt.

3.3.3 Zusammenfassung

Es bleibt fest zuhalten, dass das Enzym MnPPauhirysosporiunin der HefeK. lactis nicht
exprimiert wird. Es konnte eindeutig bewiesen wardkass die Expressionskassette inklusive
MnP-Gen erfolgreich durch homologe Rekombinatiordas Hefegenom arbAC4 Locus
integriert wurde. Dennoch konnte weder intra- nesftrazellular MnP-Aktivitdt oder ein

Protein der Grof3e der MnP nachgewiesen werden.

Die Expression der MnP al’s chrysosporiungelang bisher in den Fadenpilz&nnidulans,

A. niger sowie A. oryzae[Larrondo, Loboset al, 2001; Stewart, Whitwanet al, 1996;
Conesa, Jeenex al, 2002b]. InA. nigerwurden dabei gute Produktionslevel zwischen 70-
100 mg L* erzielt, inA. nidulansund A. oryzaewaren die erreichten Produktionslevel an
MnP mit 3-7 mg [* bedeutend niedriger. In der Hefe pastoriskonnte die MnP aus
P. chrysosporium zwar exprimiert werden, allerdings mit einem sehredrigen
Produktionslevel von ~1 mg™L Die Expression in der Hefé. lactis gelang nicht. Fir die
MnP scheinen Fadenpilze daher die geeigneterereEsipnssysteme zu sein.

Ein moglicher Grund hier fir konnte sein, dass nidmtdse Pilze posttranslationale
Modifikationen wie die korrekte Einbringung der Hémppe, Glykosilierung, Proteinfaltung
und Sekretion im Falle der MnP besser gewéhrleisbamen als Hefen. Dass Chaperone eine
wichtige Rolle bei der Produktion der MnP spiel&elegen Ergebnisse von Conesa und
Mitarbeitern [2002b]. Ilhnen gelang die Steigerungr dProduktion der MnP aus

P. chrysosporiunmn Aspergillus nigedurch gleichzeitige Uberexpression eines Chaperons

Bei allen aufgefuhrten erfolgreichen heterologenprégsionen der MnP konnte das
Produktionslevel durch Zugabe von Ham gesteigertdare Wie auch bei der LiP handelte es

sich dabei jedoch lediglich um eine Steigerung reiaeich ohne Zugabe von Ham
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vorhandenen Expression. Als Ursache fur die vollkmn ausbleibende MnP-Produktion in

K. lactiskann dies also kaum als Grund angefuhrt werden.

Eine unpassende Codon Usage der verwendetenkHédetis fir das klonierte MnP-Gen aus
P. chrysosporiunkonnte als Ursache fir die ganzlich ausbleibendprdéssion ebenfalls

ausgeschlossen werden.

In weiteren Experimenten wére eine Uberprifung Temskription interessant gewesen.
Dabei hatte geprtft werden kbnnen, ob das in désgdaom integrierte MnP-Gen tberhaupt
in MRNA transkribiert wird. Wird das MnP-Gen tranblkert, so konnten mangelnde

posttranslationale Modifikationen der Hefe eindgutils Ursache fur die gescheiterte
Expression der MnP herangefiihrt werden. Da jedaédrand der erzielten Ergebnisse wenig
Potential in Hefen als Expressionssysteme fur Hioxigasengesehen wurde, wurde auf die
Durchfuihrung weiterer aufwéandiger Untersuchungeauzichtet.
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3.4 Ausblick

Die heterologe Expression der LAC a@s bulleri gelang im Hefeexpressionssystem
P. pastorismit einer exzellenten maximalen vol. LaccaseakitviDies steht im Einklang mit
Literaturdaten, da die Gene vieler verschiedenecasen aus verschiedenen Pilzen bereits
erfolgreich in Hefen exprimiert wurden [BulteAlcalde et al, 2003; Jonsson, Saloheimo
etal, 1997; Li, Honget al, 2006; SodenO’Callaghanet al, 2002]. Die Klonierung und
Expression von Laccasen ist also weitaus wenigabl@matisch als die heterologe

Expression der Li- und MnP.

Die Stabilitat der rekombinanten LAC gegenuber @tlonen ist im Vergleich zu anderen
Laccasen zufriedenstellend. Fuir industrielle Anwergen des Proteins muisste dessen
Stabilitat gegen Chloridionen jedoch z. B. durchidigete Mutagenese noch weiter gesteigert
werden. Unter den untersuchten Cosolventien fisbbders die sehr hohe Halbwertszeit von
88,8 h der LAC bei Inkubation in einem Gemisch &0% DMSO und Wasser (v/v) auf.
Nachteilig ist, dass alle getesteten Losungsmdiel LAC inhibieren. Die Inhibierung der
LAC durch die verwendeten Cosolventien konnte dudem Einsatz von Zweiphasen-
systemen wahrscheinlich verringert werden. Durchseade Immobilisierungen der LAC,
wie z. B. den Einsatz eines gelstabilisierten Zwagensystems, kénnte zudem der Einfluss
auf die Stabilitat der LAC wahrscheinlich minimienterden. Weitere Forschungen zur

Stabilisierung der LAC sind notwendig, bevor diestustriell eingesetzt werden kann.

Fur die heterologe Expression der Li- und MnP t&ellsich die ausgewéhlten Hefe-
expressionssysteme als ungeeignet heraus. Gemaxeltie heterologe Expression dieser
beiden Hamperoxidasen nach dem gegenwartigen Stherd Literatur bisher kaum

erfolgreich. Noch immer ist die umstandliche undréeProduktion dieser Biokatalysatoren

damit das entscheidende Hindernis fur industriéiierendungen.

In Zukunft muss es durch weitere Grundlagenforsghyelingen die Ursachen fir die grol3en
Probleme der heterologen Expression dieser beid@mprbteine genau aufzuklaren, um
leistungsstarke, einfach kultivierbare Expressigsigsne herzustellen. Erst dann kdnnen
diese wertvollen Oxidoreduktasen im industriellenalddtab eingesetzt werden und
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zukunftsweisende Anwendungen wie die effizientezNog des nachwachsenden Rohstoffes
Lignin durch Zerlegung in dessen Phenylpropanoidmaere erforscht werden.

Aufgrund der komplexen Problematik erscheint esoghdsinnvoller weitere Grundlagen-
forschung in Kooperationen zu betreiben. So wirhelk in Deutschland beispielsweise eine
Kooperation der FH Lausitz mit Novozyme A/S, JemmaBind weiteren Industriepartnern von
der Deutschen Bundesstiftung Umwelt (DBU) gefordBieses Projekt hat zur Aufgabe die
industrielle Gewinnung der Hamperoxidasen aus VéeiBpilzen und deren vielfaltige
industrielle  Anwendungen wie vor allem die Lignindifzierung zu erforschen. Die

Ergebnisse dieser vielversprechenden Kooperatra@hreit Spannung zu erwarten.
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4.  Anhang

Expression der Laccase aus C. bulleri in P. pastori

ATGITCAAGACACTCTACATCTTTACTTTGCTGTCTATCGCCTATGGAGCCATTGGCCCAGT TTTGGATATGCAC
ATAGTGAATAAGGT CATCTCTCCAGATGGCTTTAAT CGCTCAGCGGT TCTCGCT GGT GGTACAGCGGATAACGCA
GATTTCCCTGGTCCTCT TGTAACT GGGAATAAGGGT GATCACT TCCAACTAAATGT TATCGACTCCTTAACGGAC
ACTACCATGI TACGGGGCACTAGCATTCATTGECATGECTTGT TCCAACAT GGCACCACCT GGGCCGATGGT CCT
GI'CGGCGTAAACCAATGT CCCATCTCTCCCGGAAACT CGT TCCTGTACGATTTCAGT GTCCCAGACCAGGECCGGA
ACGTTCTGGTATCACTCTCATCACTCTACACAATACT GCGACGGCT TACGAGGACCATTGGT GGTCTACGACCCC
AACGACCCACACAAATCACTGTATGATGT TGACGAT GAGT CAACTGTGATCACCCT TGCCGATTGGTATCACACA
CCCGCCCCT TCAGCAGGT TTAGI TCCAACTACT GATGCCGT TCTCATCAACGGTAAAGGT CGT TTCCCAACTGGA
CCCACTTCACCTCTATCTGTAAT CAACGT AACCCCGGEGCACCAAATACCGCTTCCGCCTGGTTTCAATTTCGTGC
GATCCCAACTTTGTATTCTCTATCGATGGCCACACATTTACCATCATAGAAGTAGATGGT GTGAATGT TACGCCA
GICGAAGT TGATTCCATCCAAATCTTCCCTGEECAGCCGGTACTCGTTTGI TCTGAACGCCAATCAACCAGT GGAT
AACTACTGGATACGT GCTAAACCT AACATCGCCAAAGGT GTAACCT TCGATGCECGGTATCAACTCGECTATCCTC
CGATATGCCGGT GCACCAGACACCGAT CCAACCACCAGCCAAACT CCCAACAGT GCCCCAATGGT TGAGACCGAT
TTGCACCCCCTAGAGAACCCT GGT GCCCCAGGEEGAAGT AACCCT GCTGATGTACCTCTCAACT TGGCTATCGCA
TTTGGI TCCAACCT CAAGT TCACT GTCAATGGAGCAACGT TCGCACCCCCTAATGI TCCCGTCCTTCTTCAGATT
CTCAGT GGCGCGCAGACT GCCCAGGAT CTTCT CCCAACCGGAAGCGT ATATACGCT GCCAGCAAACAAGGT CATC
GAAATTTCTAT CCCCGGCEECACGACCCGATTCCCCCATCCTTTCCATCTTCATGGCCATACATTCGATGTAGT T
CGT AGCCCCGGAAGCAGCGT GTACAACT ACGACAACCCCGT TCGACGT GATGCT GT CAACACAGGAGEEECEEGT
GATAATGITACCATTCGGT TCCTGACGGACAATGCTGGACCGT GGATTCTTCACTGTCATATTGATTGGECATTTG
GAACTTGGTCTTGCCATTGTATTTGCAGAAGATGT CCCAACTAT TGCAGCAT CGAAT CCT CCCGAT GCCTGGGAT
AATTTGT GTCCAGCCTATGCTACACAGCCAACCGGCACCTGA

Abbildung 4.1. Identifizierte Nukleotidsequenz (GenBank Database Accession NuEb@e5884) der Laccase
ausCyathus bulleri
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Abbildung 4.2. Vektorkarte deiPichia pastorisHefeexpressionsvektoren pPICZA, B und C und pRIKZB

und C (Invitrogen).

Expression der LiP aus P. chrysosporium in P. meohiea und P. pastoris

*Frame-dependent variations.

Comments for pMETa A
8045 nucleotides

5" polylinker: bases 1-38

AUG1 promoter: bases 39-1187
AUG1 Forward priming site: bases 1106-1130
o-factor signal sequence: bases 1197-1463
Multiple cloning site: bases 1464-1532

V5 epitope: bases 1534-1575

Palyhistidine (6xHis) tag: bases 1585-1602 S ooC
AUGT1 transcription termination signal: bases 1617-2431 8L
AUG1 Reverse priming site: bases 1663-1684

ADE?2 promoter: bases 2437-3085

ADE? gene: bases 3086-4801

3" AUGT genomic sequences: bases 4956-5804

3" polylinker: bases 5805-5841

pUC origin: bases 5958-6631 (complementary strand)

bia promoter: bases 7637-7735 (complementary strand)

Ampicillin (bla) resistance gene: bases 6776-7636 (complementary strand)

Abbildung 4.3. Vektorkarte des Hefeexpressionsvektors pMA,TB und C (Invitrogen).
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1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301

ATGAGATTTC

CTTCAATTTT

TACTGCTGIT

TTATTCGCAG

CATCCTCCEC

ATTAGCTGCT

CCAGTCAACA

CTACAACAGA

AGATGAAACG

GCACAAATTC

CGGCTGAAGC

TGICATCGGT

TACTCAGATT

TAGAAGGGGA

TTTCGATGIT

GCTGITTTGC

CATTTTCCAA

CAGCACAAAT

AACGCGTTAT

TGTTTATAAA

TACTACTATT

GCCAGCATTG

CTGCTAAAGA

AGAAGGGGTA

TCTCTCGAGA

AAAGAGAGCC

TGAAGCTGAA

TTCGCCACCT

GCCGATGCGT
GAACCTGITC
GICTCGICTT
GGCAAGITCG
TATCGAGACT
TCCAGAAGCC
GCCTTCCCTG
GAACTTCTTC
TTGTCCCCGA
GACGCAGCCG
CTCCGTCGCA
TTGACTCGAC
CTTCGIGGTA
GTCGCCCCTC
GCGACTCACG
AACCTCGTCG
CCAGGACCCG
AGCCCATCCC
ATCAAAGACG
CACTCTCCCG
GIGCTTAA

CGTGCTGCCC
CACGGECGECC
CCACGACTCC
GCGGECGGTGG
GCGITCCACC
ATTCGITCAG
GTGCTGICGC
ACTGGTCGTG
GCCCTTCCAC
AGTTCGATGA
GCGGTGAACG
CCCCGGAATC
CCGCCTTCCC
CCTGGCGAAA
CACGGCGTGT
ATGACTTCCA
AACGCGATGA
TGGCAACCTC
TTGAGCAGGC
GGCCCCGAGA

TTGGTTCGAC
AGTGCGGECCC
ATCGCAATTT
TGCTGACGGC
CTAACATCGG
AACCACGGTG
GCTCAGCAAC
CACCTGCTAC
ACTGICGACC
GCTCGAGCTT
ACGTCGACCC
TTCGACTCCC
CGCCTCTGEC
TTCGCATCCA
GAATGGCAGT
ATTCATTTTC
CCGACTCCTC
CCATTCTCGT
GTGTGCCGAG
CGTCCGICCA

GITCCAACGG
GICCTGGATG
TGAGGCGCAC
CGCCCGCCAT
TCCATCATGA
TCTCGACGAG
TCACCCCTGG
TGCCCTGGTG
CCAGCCCCCT
AAATCATCAA
GICTGGATGC
GACCGT CCAG
AGTTCTTCGT
GGCAACCAAG
GTCCGACCAC
CCTTCGICAA
CTCGCCCTCA
GGATGITATC
TCTTCCCCGC
ACCCCCTTCC
GCGCATCCCT

CAAGACCGTC
ATATCCAGCA
GAGICGATTC
GGAGGCACAG
TCTTCGACGA
ATCGTCAACC
TGACTTCATC
CCCCGCAGAT
CCTGATGGCC
CCGIGTCAAC
TCTCCGCGCA
GGTCTGCCCT
CGAGACTCAG
GCGAGGTCGA
ACTATCGCCC
CAACCAGTCC
CCCACCTCGG
CCGCAGTCCA
TGGCAAGACC
CGACTCTCAC
CCGCCTCCGEG

Abbildung 4.4. Nukleotidsequenz des LipH8-Gens kloniert in derGIMA Hefeexpressionsvektor.
Dargestellt ist die Sequenz vom Startcodon desefiekissignal bis zum naturlichen Stoppcodon dessGen
Schwarz unterstrichen ist die Sequenz @€sktorsignals.

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGITTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGT CAACACTACA
ACAGAAGAT GAAACGGECACAAATTCCGECTGAAGCTGTCATCGGT TACT CAGATTTAGAAGGCGATTTCGATGI T
GCTGI TTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGCGT TATTGI TTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCT
AAAGAAGAAGGGGT AT CTCTCGAGAAAAGAGAGGCT GAAGCTGAATTCGCCACCT GT TCCAACGGCAAGACCGT C
GGCGATCCGT CGT GCTGCCCT TGGT TCGACGT CCTGGAT GATATCCAGCAGAACCT GT TCCACGGECGGCCAGT GC
GCCGCTGAGGCGCACGAGT CGATTCGT CTCGT CTTCCACGACT CCATCGCAAT TTCGCCCGCCATGGAGGCACAG
GCCAAGT TCCECGECEET GGT GCTGACGGCT CCATCATGATCTTCGACGATAT CGAGACT GCGT TCCACCCTAAC
ATCGGTCTCGACGAGAT CGT CAAGCT CCAGAAGCCAT TCGT TCAGAAGCACGGT GTCACCCCTGGTGACTTCATC
GCCTTCCCTGGT GCTGT CGCGCT CAGCAACT GCCCTGGT GCCCCGCAGATGAACT TCTTCACT GGT CGT GCACCT
GCTACCCAGCCCGCTCCTGATGECCT TGT CCCCGAGCCCT TCCACACT GTCGACCAAATCATCAACCGT GTCAAC
GACGCAGGCGAGT TCGATGAGCT CGAGCT TGT CTGGATGCTCTCCGCGCACT CCGT CGCAGCGGT GAACGACGT C
GACCCGACCGT CCAGGGT CTGCCCTTTGACT CGACCCCCGGAATCTTCGACT CCCAGT TCTTCGTCGAGACT CAG
CTTCGTGGTACCGCCT TCCCCGECT CTGECCGECAACCAAGGECGAGGT CGAGT CGCCGCT CCCTGGECGAAATTCGC
ATCCAGT CCGACCACACTAT CGCCCGCGACT CACGCACGGECGT GT GAAT GGCAGT CCTTCGT CAACAACCAGT CC
AAGCTCGTCGATGACTTCCAATTCATTTTCCTCGCCCTCACCCAGCT CGGCCAGGACCCGAACGCGATGACCGAC
TGCTCGGATGI TATCCCGCAGT CCAAGCCCAT CCCTGGECAACCTCCCATTCTCGT TCT TCCCCGCTGECAAGACC
ATCAAAGACGT TGAGCAGGECGT GT GCGGAGACCCCCT TCCCGACT CTCACCACT CTCCCGEECCCCGAGACGTCC
GTCCAGCGCATCCCTCCGCCTCCGGEGTGCTTAA

Abbildung 4.5. Nukleotidsequenz des LipH8-Gens kloniert in detQafaA Hefeexpressionsvektor.
Dargestellt ist die Sequenz vom Startcodon desefiekissignal bis zum naturlichen Stoppcodon dessGen
Schwarz unterstrichen ist die Sequenz @€sktorsignals.
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Expression der MnP aus P. chrysosporium in K. acti
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Abbildung 4.6. Vektorkarte des pKLAC1 Hefe-Shuttle-Vektors (Newgamd BioLabs).
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atgaaattctctactatattagccgcatctactgctttaatttccgttgttatggctgcet

MK FSTI L AASTALI S VVMAMA
ccagtttctaccgaaact gacat cgacgat ctt ccaat at cggt t ccagaagaagccttg
PV ST ETDI DDWLWPI SV PETEAIL
attggattcattgacttaaccggggat gaagtttccttgttgect gttaataacggaacc
Il G F 1 DL TGUDEV SLULPVNNTGT
cacactggtattctattcttaaacaccaccat cgct gaagcet gctttcget gacaaggat
H T GI L FL NTTI1I A EAATFADKD

gat ct cgagaaaagagaggct gaagct agaagagct agat ct gcagt ct gt ccagacggt
DL EKIREAEARRARSA AVTZCUZPDG
act cgcgt caccaacgcggcegt gect gcgetttcatt ccget cgcacaggact t gcaagag
T RV T NAATCCATFI P L A QDL QE
act ct gt t ccagggt gact gt ggcgaagat gcccacgaagt cat ccgt ct gacctt ccac
T L F Q GDCGEUDAMHEVI RL TFH
gacgct at t gcaat ct cccagagcct aggt cct caggct ggcggeggt get gacggcet cc
DAl Al S QSL GP QAGGGADID G s
at gct gcactt cccgacaat cgagcccaact t ct ccgccaacaacggcat cgat gact cc
ML HF P TI1 EPNWIFSANNSGI DD S
gt caacaacttgcttcccttcat gcagaaacacgacaccat cagt gccgccgatcttgta
V NNL L PF MQKHUDTI S AADIULV
cagtt cgcecggt gcggt cgeget gagcaact gcccaggt get cct cgect cgagttcatg
QF A GAVAL S NCPGAPWRLETFM
gct ggacgt ccgaacact accat ccccgecagt t gagggcect cat t cct gagect caagac
AAGRPNTTI P AV EGLI P EP QD
agcgt caccaaaat cct gcagcgct t cgaggacgccggcaactt ct cgecgtt cgaggt ¢
s vT K1 L QRFEDAGNFSPF E V
gt ctcgct cct gget t cacacaccgtt gct cgt gcggacaaggt cgacgagaccat cgat
vV S L L A SHTVARADIKYVDET I D
gct gcgeccttcgact cgacacccttcacctt cgacacccaggt gttcctcgaggtcctg
AAAPFDSTWPZFTUFIDTQVF L E VL
ct caagggcacaggct t cccgggct cgaacaacaacaccggcgaggt gat gt cgecgcet ¢
L K 6T GFP G SN NNNTGEV MS P L
ccact cggcagcggcagcgacacgggcgagat gcgect gcagt ccgact tt gcget cgeg
P L GS GSDTGEMMRLQSDUFA AL A
cgcgacgagcgcacggcegt gectt ct ggcagt cgt t cgt caacgagcaggagt t cat ggcg
R DERTACFWQSUFVNE QETFMA
gcgagct t caaggccgcegat ggcgaagcet cgcgat cct cggccacagccgcagcagect ¢
A S F K AAMAIKTILA AI L GHSIR RS S L
at cgact gcagcgacgt cgt ccccgt cccgaagcccgecgt caacaagcccgegacgttc
Il bcCc s DbDVV PV PKWPAVNIKWPATF
cccgcgacgaagggccccaaggat ct cgacacact cacgt gcaaggccct caagtt cccg
P AT K GWPIKDULIDTULTTCI KA AL K FP
acgct gacct ct gaccccggt gect accgagaccct cat cccccact get ccaacggcggce
T L T S DP GATETULI P HZC CSNGG
at gt cct gccct ggt gt t cagt t cgat ggccct gect aa

M S CP GV QFDGUP A -

Abbildung 4.7. Sequenzierung des pKLAQIAP Plasmids vom Startcodon desviatingsekretionssignals bis
zum natdrlichen Stoppcodon des Gens. Die obereeRailgt die Nukleotidsequenz, die untere Reihet zbg
Aminosauresequenz.
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Teil 2 Praparation der BAL fur deren chemisch-technsche Nutzung

1. Einleitung

1.1 Bedeutung enantiomerenreinewu-Hydroxyketone

Enantiomere unterscheiden sich in ihren physikiaéscund chemischen Eigenschaften nur in
der Wechselwirkung mit linear polarisiertem LiclBesonders in der pharmazeutischen
Industrie sind enantiomerenreine Substanzen jedomih groRer Bedeutung, denn die
Enantiomere desselben Wirkstoffes kdnnen im Orgaumsssehr unterschiedliche Wirkungen
haben. Vor der Zulassung neuer chiraler Wirkstoffed zunachst die Wirkung beider
Enantiomere im Organismus untersucht. Generell everdledikamente vorzugsweise

enantiomerenrein auf den Markt gebracht.

Enantiomerenreina-Hydroxyketone sind wichtige Ausgangssubstrateviéle verschiedene
asymmetrische Synthesen und sie sind Struktureerhein vielen biologisch aktiven
Substanzen [Demir, Hamamcet al, 2002]. Besonders in der chemischen und
pharmazeutischen Industrie gelten sie daher alseiiig einsetzbare Intermediate. So dienen
sie z. B. als Vorstufen bei den Synthesen von Mita&) L-Ephedrin (bronchienerweiterndes
Medikament), Cytoxazon (Inhibitor der Cytokinprod¢iok), Nitidanin (Behandlung von
Leberkrankheiten), Bupropion und dessen Metaboli{@virkstoffe in Antidepressiva),
Indinavir (HIV Protease Inhibitor) und Amyloi@-Protein-Inhibitoren (Wirkstoffe gegen
Alzheimer) [Janzen, 2002; Stillger, 2004]. Des Wieih besteht Interesse an der Nutzung von
a-Hydroxyketonen als Ausgangsmaterial fur die Hélgtg biologisch aktiver Substanzen
mit Wirkung gegen Pilzbefall [Demir, Sesenogial, 2002] und als Vorstufen bei der
Synthese einiger antitumoraler Antibiotika wie @lmycin A und Chromomycin A
eingesetzt [Hoyos, Fernandetzal.,, 2006].
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1.2 Synthese chiralew-Hydroxyketone

Aufgrund der vielfaltigen Verwendungsmdglichkeitaron a-Hydroxyketonen wurden

sowohl chemische als auch biologische Syntheseniigliten intensiv erforscht.
1.2.1 Chemische Synthese

Abbildung 1.1 gibt einen Uberblick tiber chemischarstellungsmethoden von Acyloinen.

@) + O
H)kR1 RZJLH
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, O
O a-Hydroxylierung L Oxidative kinetisch
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OH
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OH

Abbildung 1.1. Schematischer Uberblick tiber chemische Syntheskchégiten vona—Hydroxyketonen. Die
Abbildung wurde in Anlehnung an Hoyos, Sinistestal [2010] erstellt.

Eine lang bekannte Syntheseroute ist die Verknigofton Aldehyden durch Umpolung mit
Cyaniden im Sinne der Benzoinkondensation, derechisil@smus bereits 1903 von Lapworth

vorgeschlagen wurde [Lapworth, 1903]. Anstelle dlespriinglich verwendeten Cyanidionen
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konnen Thiazoliumsalze als Katalysatoren verwendetden, was eine Reaktionsfihrung
unter milderen Bedingungen ermoglicht [Breslow, 899n beiden Fallen entsteht jedoch
lediglich ein racemisches Gemisch. Erst 1966 geimgeharet al durch Verwendung eines
chiralen Thiazoliumsalzes als Katalysator eine amgtnsche Variante der Benzoin-
kondensation [Sheehan, Hunneman, 1966], wobei fedediglich moderate Enantio-
selektivitaten erreicht werden [Knight, Leeper, IP9Beim Einsatz chiraler bicyclischer
Triazoliumsalze kdnnen signifikant hohere Enantimenéberschisse erzielt werden [Knight,
Leeper, 1998; Enders, Kallfass, 2002; Enders, @Grasget al, 2010].

Eine weitere Moglichkeit der chemischen Synthedesoip aktivera-Hydroxyketone stellt die
oxidative kinetische Racematspaltung dar, wobegitsechirale Eisen- und Kobalt-Komplexe
als Katalysatoren eingesetzt wurden [Muthupandianfdetti et al, 2009; Alamsetti,
Muthupandiet al, 2009].

Auch die regio- und enantioselektive Reduktion vénketonen fuhrt zu chiralen
2-Hydroxyketonen. Hierfur wurden bereits modifiteePlatinkatalysatoren als auch chirale
Rutheniumkatalysatoren erfolgreich eingesetzt [TDmiikty, Maeki-Arvela et al, 2001;
Koike, Murataet al., 2000].

Eine weitere Syntheseroute bietet die asymmetri§ohidation von Diolen durch Dioxyrane
[Curci, D'Accoltiet al, 1996; Adam, Saha-Moéllat al, 1998]. Onomuraet al [2007] gelang
zudem die asymmetrische Oxidation von 1,2-Diolenvewendung vorN-Bromsuccinimid

in Anwesenheit chiraler Kupferkatalysatoren.

In den letzten Jahren hat sich die Oxidation vorb@aylverbindungeno-Hydroxylierung)
zur Hauptsyntheseroute vomHydroxyketonen entwickelt. Hierbei wird eine Canlgb
komponente zunachst in das entsprechende EnolaEodenin Uberfiihrt bevor anschliel3end
die Oxidation der C-C-Doppelbindung erfolgt. Stexeektivea-Hydroxylierungen begannen
mit der Entdeckung chiraler Oxidantien. So wurdé@ndie chirale Oxidation von Enolethern
z. B. Osmiumtetraoxid in Gegenwart chiraler Auxite [Hashiyama, Morikawat al, 1992],
Mangan-(ll)-Salen-Komplexe [Adam, Felet al, 1996; Adam, Fellet al, 1998a],
Dioxiranderivate der Fruktose [Adam, Fetl al, 1998b] odeN-Sulfonyloxaziridine [Davis,
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Chen, 1992] eingesetzt. Ein Durchbruch stellte 1988 asymmetrische Sharpless-
Dihydroxylierung von Silylenolethern dar. Diese Mede ist auf ein breites Substratspektrum
anwendbar und so konnen viele verschiedene enagt@mangereicherte Acyloine
synthetisiert werden [Morikawa, Pagt al, 1993]. Marcune und Mitarbeiter [2003] haben
diese Methode weiter entwickelt und zeigten, dassgé unverzweigte aliphatische
Substituenten am Sauerstoffatom des EnoletherSrdiatioselektivitat erh6hen.

Ein alternativer katalytischer Ansatz ist die Oxida von Zinnenolaten an derPosition
mithilfe eines enantiomerenreinen Ag(l)-BINAP-Katsdtors, wobei Nitrosobenzen als
Sauerstoffdonor genutzt wird. Auf diese Weise kineme Vielzahl neuer-Hydroxyketone
mit moderaten bis exzellenten Enantiomerenibersemigewonnen werden [Momiyama,
Yamamoto, 2003].

Sowohl diea-Hydroxylierung als auch die Oxidation von Zinneateh sind Multi-Schritt-
Synthesen, da zunachst isomerenreine Enoleth&foassufen gebildet werden muissen. Eine
neue Strategie ist daher die direkte asymmetriscxygenierung von Ketonen z. B. in
Gegenwart von L-Prolin. Die Kombination der situ Bildung chiraler Enamide und des
Nitrosobenzens von Momiyama als Sauerstoffdonauétidie Herstellung vieler Acyloine in
einem Schritt [Brown, Brochwet al, 2003; Bogevig, Sundert al, 2004; Hayashi,
Yamaguchi et al, 2004]. Unter Verwendung von Alanin als Katalgsatkann die
a-Oxygenierung von Ketonen sogar mit molekularem egstoff erfolgen, wobei jedoch

lediglich moderate Enantiomerentberschisse emétien [Sunden, Engqvist al, 2004].

Neben deru-Hydroxylierung von Carbonylverbindungen stellt dixidation von Olefinen,
welche als Ketohydroxylierung bezeichnet wird, eweitere Synthesemdoglichkeit von
Acyloinen dar. Ketohydroxylierungen gelangen beraiinter Verwendung von KMnO
[Baskaran, Daset al, 1989], einem bimetallischen System aus ©Os@d einem Ni-
Katalysator [Takai, Yamadet al, 1991], einer Ru(V)-Oxo-Spezies [Murahashi, Saital,
1993], von RuQ@ [Plietker, 2005] und eines 12-Tungstophosphorg@eatglpyridinium-
chlorid Systems als Katalysator [Zhan§hen et al, 2006]. Stereoselektive Ein-Schritt
Ketohydroxylierungen gelangen bisher jedoch nicht.
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1.2.2 Biokatalytische Synthese

Es gibt also eine Vielzahl verschiedener Moglictekei asymmetrische-Hydroxyketone

chemisch zu synthetisieren. Abgesehen von einigetgesichen Beispielen sind chemische
Syntheserouten chiraler Acyloine jedoch generellltiMgchritt-Synthesen, wodurch die
Gesamtausbeute verringert wird und die Abfallpraduk steigt. Zudem werden meist

lediglich moderate Enantioselektivitaten erzielt.

Aufgrund der genannten Nachteile der chemischerth®ge wurde in der Vergangenheit
verstarkt nach biokatalytischen SynthesemdglickkeénantiomerenreinerHydroxyketone
gesucht. Im Allgemeinen verlaufen enzymkatalysi&taktionen hoch regio-, chemo- und
stereoselektiv, so dass oft Enantiomerentberschigséiber 99% erreicht werden kdnnen.
Dariber hinaus kodnnen die exzellenten Selektivitdt®n Biokatalysatoren oft mit
okonomischen und umweltfreundlichen Reaktionsbadiggn kombiniert werden. Optisch
aktive o-Hydroxyketone konnen biokatalytisch mithilfe vonxi@oreduktasen, durch
dynamisch kinetische Racematspaltungen (DKR) niithilon Hydrolasen und durch die
Carboligation mithilfe von Thiamindiphosphat (ThD&)h&ngigen Lyasen synthetisiert

werden.

Die Herstellung enantiomerenangereicherteHydroxyketone durch den Einsatz von
Oxidoreduktasen lasst sich prinzipiell in 3 Stragagaufteilen: Dehydrogenase (DH)-
katalysierte Reduktion vom-Diketonen, Dehydrogenase- oder Oxidase (Ox)-ksiefie

Oxidation vonvic-Diolen und die Deracemisierung racemisaié¢tydroxyketone.

Stereoselektive Reduktionen voru-Diketonen durch Verwendung verschiedener
Mikroorganismen als Katalysatoren wurden bereitslfacth veroffentlicht. So wurden
aliphatische a-Diketone z. B. mithilfe vonSaccharomyces cerevisiaend Beauveria
sulfurescensnit Enantiomerentberschissen von bis zu 92%-kBydroxyketonen reduziert
[Bel-Rhlid, Fauveet al, 1989]. Besonders zur Synthese beider Benzoitienagre durch
Reduktion des korrespondierenderDiketons wurde viel publiziert. So kann der Pilz
Rhizopus oryzabeispielsweise abhéngig vom pH-Wert sowohl die Redno von Benzil zu
(R)- (ee99%) als auch zu§-Benzoin €e80%) katalysieren [Demir, Hamamei al, 2004].
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Zellen des PilzesXxanthomonas oryzaeeduzieren Benzil mit einenee von 99% zu
(R)-Benzoin [Konishi, Ohtaet al, 1985]. Bacillus cereus Pichia glucozymaAspergillus
oryzaeund Fusarium roseunkatalysieren die Reduktion von Benzil zuB)-Enantiomer mit
Enantiomereniberschissen von bis zu 99% [Saitouydanaet al, 2003; Hoyos, Sansottera
et al, 2008; Demir, Ayhaet al, 2008].

Im Vergleich zur DH-katalysierten Reduktion von Bi&nen ist die DH- oder Ox-katalysierte
Oxidation vonvic-Diolen zu chiralena-Hydroxyketonen bisher weniger erfolgreich. So
gelingt die Oxidation verschiedener aliphatischerc-Diole zum entsprechenden
(9-Enantiomer mithilfe ganzer Zellen des StamrBesilus stearothermophilusisher zwar
mit hohen Enantiomerentberschiissen von bis zu 8Béfdings bei sehr niedrigen Umsatzen
von unter 20% [Bortolini, Casanoed al,, 1998].

Neben der Reduktion von Diketonen und der Oxidatom vic-Diolen ist die enzym-
katalysierte Deracemisierung racemischeHydroxyketone eine effektive Methode zur
Enantiomerenanreicherung. So katalysiert z. B.Etag/msystem des Pilz&hizopus oryzae
die chirale Inversion des Benzoins und bildet inh&fgigkeit vom pH-Wert jeweils ein
Enantiomer. Fur dasR}-Enantiomer konnten Enantiomereniberschisse s @& fur das
(S-Enantiomer bis zu 85% erzielt werden [Demir, Hamart al, 2002]. Nestl und
Mitarbeiter publizierten Racemisierungen mithilj@philisierter ganzer Zellen verschiedener
Bakterien, Pilzen und Hefen. Mithilfe dieser Metkodkdnnen Racemisierungen
unerwinschter Enantiomere aus kinetischen Raceatatsgen durchgefuhrt werden, was
sich als hilfreich bei der Synthese vieler strugliurunterschiedlichera-Hydroxyketone
herausstellte [Nestl, Bodlennetral, 2007; Nestl, Vosst al, 2007].

Die Synthese optisch aktiver Acyloine durch Hydselkatalysierte kinetische
Racematspaltungen wurde schon oft beschrieben.o8otd eine Vielzahl strukturell sehr
unterschiedlichen-Hydroxyketone, was cyclische und aliphatische Bkeel [Silva, Kahne
et al, 1994; Tanyeli, Demiet al, 1996; Kajiro, Mitamurat al, 1998; Demir, Findilet al,
2004; Tanyeli, Ozdemirhaet al, 2005; Tanyeli, Akhmedogt al, 2006; Adam, Diazt al,
1998; Scheid, Ruijteet al, 2004; Scheid, Kuiet al, 2004], Alkyl-Aryl- [Ohta, Ikemoto
et al, 1986; Gala, DiBenedettt al, 1996; Demir, Hamamat al, 1998; Demir, Hamamci
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et al, 2001; Jeon, Ket al, 2007] und Diaryk-Hydroxyketone [Aoyagi, Agatat al, 2000;
Aoyagi, lijima et al, 2001] beinhaltet, bereits unter Verwendung Ja@estener Lipasen und

Esterasen als Biokatalysatoren produziert werden.

Der generelle Nachteil kinetischer Racematspaltmnge dass die maximale theoretische
Ausbeute auf 50% limitiert ist. In dynamisch kisetien Racematspaltungen kann diese
Limitation umgangen werden, in dem das verbleibeBdbstrat racemisiert wird und somit
theoretische Ausbeuten von 100% erzielt werden &dnkin Beispiel fur eine erfolgreiche
DKR ist die Kombination des BiokatalysatofSandida antarcticalLipase B, der die
enantioselektive Umesterung der Substrate katatysismmd des Amberlysts 15, der die
Racemisierung des nicht umgesetzten Substratesysiata [Odman, Wessjohanat al,
2005]. Am haufigsten ist die Kombination einer emayisch-katalysierten kinetischen
Racematspaltung mit einer Ubergangsmetall-katalgsie Substratracemisierung. Gangige
Ubergangsmetallkatalysatoren sind verschiedene eRitnkomplexe wie z. B. der
Shvokatalysator [Ahn, Ket al, 2008]. Diese Art der DKR scheitert jedoch, wetas zu
racemisierende Substrat ein nicht-symmetrischeblydroxyketon ist. Aufgrund der
Racemisierung uUber Wasserstofftransfer kommt eB#dung eines intermediaren Diketons
und bei asymmetrischen Substraten letztendliclBidung von Regioisomeren.

Bogar und Mitarbeiter [2007] entwickelten dahereeireue Strategie fur eine DKR allylischer
Alkohole. Sie kombinierten ebenfalls ein€andida antarctica Lipase B-katalysierte

enantioselektive Racematspaltung mit einer Rutimkamplex-katalysierten Racemisierung
des Uubrig bleibenden Substrates. Anschlielend ex@h sie die enantiomerenreinen
acylierten allylischen Alkohole, die in der DKR gjelet wurden, um so optisch aktive nicht-
symmetrische Acyloine zu erhalten. Werden dagegemrsetrische Benzoine als Substrat
eingesetzt, so ist die Kombination einétseudomans stutzeriipase-katalysierten

enantioselektiven Acylierung des Substrates migreBhvo-katalysierten Racemisierung des
verbleibenden Alkohols eine besonders effektive DKE konnten hohe Umsétze und
exzellente Enantioselektivitaten fur ein breitesel@mum symmetrischer Benzoine erzielt

werden [Hoyos, Fernandet al, 2006].
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Ein generelles Problem solcher DKRs ist, dass th&dalysatoren bei den oftmals harschen
Reaktionsbedingungen, die die Ubergangsmetallksasdyen fir die Racemisierung
bendtigen, nicht stabil sind. Hoyos und Mitarbeifidoyos, Butheet al, 2008] milderten

dieses Problem beispielsweise durch Immobilisierdeg verwendeten Biokatalysators, der

Lipase au$. stutzerjin Silikonkugeln.

Ein sehr vielversprechender Syntheseweg fir chirddgdroxyketone ist die Biokatalyse mit
ThDP-abhangigen Enzymen wie der Benzaldehydlyas@L(BEC 4.1.2.38), der
Pyruvatdecarboxylase (PDC, EC 4.1.1.1) und der @&gdfmmiatdecarboxylase (BFD,
EC 4.1.1.7). Diese ThDP-abhangigen Proteine kat&ks sowohl die Bildung von

Acyloinbindungen als auch deren Spaltung nicht-blydisch und nicht-oxidativ.

Von den drei genannten Lyasen zeichnet sich die BAdPseudomonas fluoresceBsvar |
durch ein besonders breites Substratspektrum aglserNdiversen aliphatischen Aldehyden
[Dominguez de Maria, Pohkt al, 2007] akzeptiert die BAL sowohl verschiedene
aromatische und heterozyklische Aldehyde mit Stmstien inortho-, meta und para
Stellung als auch mehrfach substituierte Aldehyideerdurch ist eine Vielzahl an hoch
stereospezifischen Carboligationen moglich [Demohlet al, 2001; Demir, Hamaat al.,
2002]. Durch die Kombination zweier aromatischedeklyde bzw. die Verknipfung eines
solchen Aldehyds mit einem aliphatischen Aldehyddwilas Produktspektrum um viele
weitere asymmetrisch substituiertdr){Benzoine erweitert. Anstelle der aromatischen
Aldehyde konnen hier auch heterozyklische Aldehgdeesetzt werden. Der aliphatische
Aldehyd dient jeweils als Akzeptor und kann auchgkrkettig und ungeséttigt vorliegen
[Dinkelmann, Kolter-Jungt al, 2002; Demir, Findilet al, 2003; Demir, Sesenogkt al,
2003; Demir, Ayharet al, 2004].

Als Beispielreaktion der BAL ist in Abbildung 1.2ied Bildung bzw. Spaltung von
(R)-Benzoin gezeigt. Die BAL ist ein Homotetramer neitveils 563 Aminosaureresten pro
Untereinheit (MG 58.919 Da), wobei jede Untereinmeithilfe eines M§"-lons jeweils ein

Cofaktormolekil ThDP bindet. Das Proteingerist dk8ven Zentrums gibt wahrend der
Carboligation die Stereoinformation, sprich diedBihg des R)-Enantiomers, vor. ThDP

ermoglicht dagegen die Umpolung am Kohlenstoff @arbonylfunktion und somit die
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Reaktion zuma-Hydroxyketon [Mosbacher, Milleet al, 2005;Maraite, Schmidtet al,
2007].

O
/[LH BAL
2 -_—
OH
Benzaldehy (R)-Benzoir

Abbildung 1.2. Benzaldehydlyase (BAL)-katalysierte Spaltung unidii&ig von R)-Benzoin.

1.3 Reaktionssysteme flr den Einsatz organischer kdngsmittel

In der Entwicklung von biokatalytischen Prozesseorde lange darauf geachtet, die
natirlichen Reaktionsbedingungen der Proteine iMaenden Zelle nach zu empfinden. Es
wurde also hauptsachlich Wasser als Losungsmitbgjesetzt. Der entscheidende Nachteil
der milden wassrigen Reaktionsbedingungen ist jedbe geringe Ldslichkeit hydrophober
Reaktanden, was im Vergleich zu klassisch chemissferfahren zu erheblich geringeren
Substratkonzentrationen bei biokatalytischen Pseredihrt. Dies hat schlechtere Raum-
Zeit-Ausbeuten, begrenzte maximale Zyklenzahlen eind erschwerte Produktaufarbeitung

zur Folge.

Eine Alternative zum wassrigen Losungsmittelsysselit der Einsatz nicht-konventioneller
Reaktionsmedien wie organischen Ldsungsmitteln, rkiibschen Fluiden, ionischen
Flissigkeiten oder einer Gasphase dar. Diese uekdiowellen Reaktionsmedien besitzen
meist bessere Ldsungseigenschaften fur hydrophadektBhden und vermeiden zudem
hydrolytische Neben- bzw. Folgereaktionen [Adlentze 2000; Kim, Pollarcet al, 2007].
Auch die Produktaufarbeitung aus nicht-wéassrigendibte ist haufig mit weniger
Aufarbeitungsschritten verbunden [Pollard, Kosj2B808]. Zum Teil verandert sich in nicht-
wassrigen Medien auch das chemische Gleichgewiadet &eaktion, so dass sich erhdhte
Produktausbeuten ergeben bzw. ganz andere Reaktidoechgefihrt werden konnen
[Halling, 1990; Vermue, Tramper, 1995; Adlercrel2®08]. Letztendlich konnten durch die
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Verwendung nicht-konventioneller Reaktionsmedien Einsatzmdglichkeiten vieler Enzyme
enorm erweitert werden [Ballesteros, Bornscheeteal, 1995; Vermue, Tramper, 1995],

wobei der Einsatz organischer Lésungsmittel ameseh verbreitet ist [Carrea, Riva, 2000].

1.3.1 Einphasensystem

Eine Variante organisch/wassriger Reaktionssystisinein Einphasensystem, das aus einer
rein organischen Phase besteht. Bei diesem Reakyistem wird das Enzym als Lyophilisat
oder immobilisiert auf einem Trager in der orgah&t Phase suspendiert. Die wassrige
Phase ist bei solchen Systemen reduziert auf dasuki8rwasser”, das auf der
Enzymoberflache gebunden vorliegt. In diesen Eisphaystemen kann oft eine gesteigerte
Proteinstabilitdt beobachtet werden. Dies ist agifggringe Solvatisierung der Enzyme in der
organischen Phase zuriickzufuhren, was eine stayndokKnation der Proteinmolekile und
eine Einschrankung der konformativen Proteinbewbggit mit sich zieht. Zudem bleiben
Reaktionen der Proteinmolekile mit Wasser wie zdiB. Hydrolyse von Peptidbindungen,
die zu einer irreversiblen Desaktivierung der Eneyfithren kdnnen, aus [Zaks, Klibanov,
1988]. Entscheidende Nachteile dieses Reaktionssystenjegdiodh, dass die Enzymaktivitat
aufgrund der starren Proteinkonformation oft hegabetzt wird oder gar nicht vorhanden ist.
AuBBerdem muss fur jede Enzym/Ldsungsmittelkombomatdie optimale Wasseraktivitat
ermittelt werden und diese durch Zugabe von Adelitieingestellt werden, was zusatzlichen

apparativen Aufwand und oftmals eine erschwerteldtaufreinigung bedeutet.

Aufgrund dessen stellen Einphasensysteme, bestetiehidVasser und wassermischbaren
Loslichkeitsvermittlern, eine bedeutende Alternatdar. Als |6slichkeitssteigernde Additive
kommen unter anderem Cyclodextrine [Zelinski, Kul@97; Zelinski, Lieseet al, 1999],
wasserlosliche Polymere wie z. B. Polyethylenglyfoemir, Pohlet al, 2001] sowie
wassermischbare organische Losungsmittel (Cosabréntwie beispielsweise Dimethyl-
sulfoxid (DMSQO) oder Dimethylformamid (DMF) [Batr&upta, 1994; Demir, Sesenoglu
et al, 2002; Demir, Sesenoglket al, 2003; Janzen, Mullegt al, 2006] zum Einsatz. Die

breiteste Anwendung finden Cosolventien.
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Cosolventien vermdgen zwar die Loslichkeit hydrdpdro Substrate und Produkte zu
erhohen, dafir werden jedoch oft eine enzymhemm#idaung und eine Herabsetzung der
Enzymstabilitat beobachtet. Ein weiterer Nachtsi die oftmals erschwerte Produkt-
aufarbeitung, verursacht durch die schwere Abtragries Cosolvens. Bei kontinuierlichen
Reaktionsfuhrungen in Einphasensystemen muss zudgnerell eine effiziente

Enzymruckhaltung, wie sie z. B. in Enzymmembrantea stattfindet, gewahrleistet sein.
Aufgrund der genannten Nachteile von Einphasensyste bieten wassrig/organische

Zweiphasensysteme eine reizvolle Alternative.

1.3.2 Zweiphasensystem

Zweiphasensysteme aus einer wassrigen und eineungésiittelphase finden haufig
Anwendung [Fernandes, Cabral, 2008]. Der Vorteil geggiber nicht-wéassrigen
Einphasensystemen besteht darin, dass das Enzyarinft gepufferten wéassrigen Phase
vorliegt, wahrend in der nicht-wassermischbaren ubgsmittelphase die hydrophoben
Substrate vorgelegt werden. Im Idealfall erlault@iganische Lésungsmittelphase zusatzlich
eine effektive Extraktion des Produktes aus dersvigen Phase. Somit liegen Substrate und
Produkte in der wassrigen Phase immer nur in genngonzentrationen vor, was zur
Vermeidung von Substrat- und Produktinhibierungé@mtf [Vermue, Tramper, 1995; Spiess,
Eberhardet al, 2008]. Nicht umgesetztes Substrat diffundiertiémfend aus der organischen
in die wassrige Phase und bereits umgesetztes r&@ulvgird in die organische Phase
extrahiert. Durch die kontinuierliche Produktextiak aus der reaktiven Phase konnen
thermodynamische Limitationen der Reaktion Gbervemndnd der Umsatz gesteigert werden
[Martinek, Semenoet al, 1981; Eggers, Blancét al, 1989; Eckstein, Peteet al, 2006;
Spiess, Eberhardt al, 2008]. Zudem erleichtert die Aufkonzentrierures dProdukts in der
organischen Phase die weitere Produktaufarbeitbolstein, Peterst al, 2006; Ansorge-
Schumacher, 2007]. Auch die Integration der enzigola¢n Reaktionen in bestehende
Prozesse, die haufig in organischen Lésungsmidigtifinden, kann unter Umstanden durch
die kontinuierliche Extraktion sowie die raumliche@ennung von Produkt und Enzym
erleichtert werden [Halling, 2002; Spiess, Eberredrdl., 2008; Pollard, Kosjek, 2008].
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Zweiphasensysteme kbnnen entweder als getrenninaomer vorliegende Phasen oder als
Emulsionen eingesetzt werden. Im erst genannteh kidahen aufgrund des unginstigen
Verhéltnisses der Phasenvolumina zur Grenzflache ganinge Produktivitaten erreicht
werden, womit der Einsatz dieses Systems in techeis Prozessen ausgeschlossen ist. In
Emulsionssystemen ist die spezifische Grenzfladie siel gréRer, was einen effektiven
Stofftransport zwischen den Phasen gewahrleistet hihere Produktivitdten erlaubt
[Ballesteros, Bornscheuet al, 1995]. Nachteilig ist jedoch, dass fir die Aghrerhaltung
der Emulsion ein hoher Energieeintrag nétig istshedb haufig Tenside zur Stabilisierung
der Emulsion eingesetzt werden. Die eingesetztarsidie konnen sich allerdings nachteilig
auf die Enzymstabilitat auswirken. Zudem werden drroduktaufarbeitung und
Enzymwiedergewinnung durch Tenside behindert [GQhojaCabral, 2000]. Auch die
Etablierung eines kontinuierlichen Reaktionssysteists aufgrund der makroskopischen
Homogenitat der Mikroemulsionen schwierig. Aufgruddr genannten Nachteile werden
oftmals gelstabilisierte Zweiphasensysteme eingeset

1.3.3 Gelstabilisiertes Zweiphasensystem

In gelstabilisierten Zweiphasensystemen wird dadidde Enzym in einer Polymermatrix
immobilisiert. Hierbei werden Hydrogele bevorzugh sie dem Enzym seine natirliche
wassrige Umgebung bieten. In dieser Form kénndysseensible Enzyme flr eine Synthese
in Loésungsmitteln eingesetzt werden [Ansorge-Sclalmag 2007]. Hydrogel-Immobilisate
werden als feste wassrige Phase in organischemfgésutteln suspendiert und ermdglichen
eine effektive Abtrennung bzw. Rulckhaltung des Ka&tors vom Reaktionsmedium.
Dadurch wird die Produktaufarbeitung vereinfachg das Enzym die produkthaltige
organische Phase nicht verunreinigt. Zudem werdem wiederholte Einsatz des
Biokatalysators und eine kontinuierliche Reaktighsting erleichtert. Oftmals kann durch
eine Immobilisierung der Biokatalysatoren zudem ederStabilitdt gegen technische
Anforderungen wie organische Losungsmittel, Realstiemperatur usw. stark gesteigert
werden [Ansorge-Schumacher, 2007]. Als nachteibaprk sich bei einem gelstabilisierten
Zweiphasensystem jedoch ein verminderter Stoffrariszwischen der wassrigen und der
organischen Phase auswirken. Auch der Stofftrahgépoerhalb der Einhullungsmatrix kann

problematisch sein [Fernandes, Cabral, 2008] unssrm Einzelfall untersucht werden.
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1.4 Zielsetzung

Zunéchst war es Ziel der vorliegenden Arbeit einfaferen zur automatisierten Produktion
der sehr aussichtsreichen PVA/PEG-Immobilisate ntwiekeln. PVA/PEG-Hydrogele
werden zur Einhillung vieler verschiedener chemasctnd biologischer Katalysatoren
genutzt [Lozinsky, Plieva, 1998; Leidig, Prusgeal, 1999; Szczesna, Galas, 2001; Prusse,
Horold, 1997; Hischer, Steinsiek al, 2006; Metrangolo-Ruiz De Temifio, Hartmestral,
2005; Plieva, Kochetkoegt al.,, 2000]. Bisher ist die Produktion jedoch aussf¥ich manuell
im Kkleinen Mal3stab moglich. Aufgrund der hohen dskit der PVA/PEG-L6sung ist die
manuelle Herstellung problematisch und es entstehient standardisierte Immobilisate.
Diese Griunde verhindern bis heute industrielle Amumgen von PVA/PEG-Immobilisaten.
In der vorliegenden Arbeit war es daher Ziel, dudelm Entwurf einer geeigneten Apparatur
eine automatisierte Produktion von im Hinblick a@rdlRenverteilung, Form und
Gelmorphologie genau definierten PVA/PEG-Polymerices im Labormalstab zu

ermoglichen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war esjdiichkeiten der Optimierung fir die
technische Anwendung der BAL a®seudomonas fluoresceBsovar | zur Bereitstellung
enantiomerenreinen-Hydroxyketone zu untersuchen. Die technische Amluveg dieser
interessanten Lyase ist bis heute aufgrund dersghophoben Reaktanden und der daraus
resultierenden geringen Loslichkeit in wassrigendMe limitiert. Demir und Mitarbeiter
konnten die Ldslichkeit der Reaktanden durch ders&z von Loslichkeitsvermittlern wie
DMSO (20%, v/v) zumindest teilweise erhohen [Derfiesenogliet al, 2002]. Die meist
niedrigen Produktivitaten und die aufgrund des sahabtrennbaren Cosolvens komplizierte
Produktaufarbeitung verhindern jedoch industrielldBnwendungen eines solchen

Einphasensystems.

Hischer und Mitarbeiter [2005] zeigten, dass iml feedr BAL ein gelstabilisiertes Zwei-
phasensystem mit PVA/PEG-Hydrogelen eine effekiNirnative ist. Im Vergleich zum
Einphasensystem mit 20% DMSO (v/v) als Cosolvenank® fir die BAL-katalysierte
Synthese desa-Hydroxyketons R)-2,2’-Furoin im PVA/PEG-gelstabilisierten Zwei-
phasensystem eine 3fach hohere Produktivitat énmedden [Hischer, Gocket al, 2005].
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Ansorge-Schumacher und Mitarbeiter [2006] erwesterdieses Reaktionskonzept zu einem
kontinuierlich  betriebenen  Wirbelschichtreaktor, b&d als technisch relevante

Modellreaktion ebenfalls die Synthese v&x-Furoin diente.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mdéglichkeiten detti@perung dieses Prozesses anhand
eines Losungsmittelwechsels ermittelt. Der Losuntisiwechsel erfolgte vom bisher stets
verwendeten sehr apolareanaHexan [Ansorge-Schumacher, Greinetr al, 2006] hin zu
polareren Lésungsmitteln, die das Produkt bessamli@nd eine hdhere Extraktionskraft fur
dieses Dbesitzen. Hierdurch sollte der Umsatz ggstei und gleichzeitig hohe
Enantiomerentberschisse erzielt werden. Als zud@zlOptimierungsoption wurde im
Wirbelschichtreaktor eine Variante der BAL eingetedie eine erhohte Lagerstabilitat gegen

verschiedene organische Losungsmittel aufweist feanWittenboer, 2009].

Des Weiteren wurde zum ersten Mal das sterischa®pruchsvolle chiraleHydroxyketon
(R)-4,4’-Biphenylbenzoin durch Kombination einer Rdium (Pd)-katalysierten Kreuz-
kupplung und einer BAL-katalysierten Carboligatisynthetisiert. Der Plan war, dass die
BAL hierbei die Carboligation zweier 4-Biphenylcakaldehyde zu R)-4,4’-Biphenyl-
benzoin stereoselektiv katalysiert. Das Substiaiphenylcarboxaldehyd sollte zuvor aus der
einfachen Vorstufe 4-Brombenzaldehyd durch Pd-iaiatte Suzuki-Kupplung aufgebaut
werden. Zundchst wurde die Suzuki-Kupplung mit denmerwendeten Bis-
(triphenylphosphin)-palladiumchlorid Katalysator duranschlieend die BAL-katalysierte
Carboligation hinsichtlich Ausbeute uee charakterisiert und optimiert. Hierbei war es Ziel
beide Reaktionen nach Madglichkeit ohne Zwischeranigung als Eintopfsynthese
durchzufiihren. Hierdurch sollten Zeit, Geld- undeEeressourcen eingespart werden,

wobei letzteres besonders im Hinblick auf ,greeanatstry” von Interesse ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Benzoin

Benzaldehyd
4-Biphenylcarboxaldehyd
4-Brombenzaldehyd
Chloroform-D1
Chloroform
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Ethylacetat
2-Furaldehyd
2,2’-Furoin

Imidazol

IPTG

Isopropanol

Kieselgel 60
2-Methyltetrahydrofuran

Nicotinamidandenindinucleotid

Natriumcarbonat
n-Hexan

Polyethylenglycol 1000

99%, Fluka, (Neu-Ulm)

99%, Sigma Aldrich (Steinheim)

99%, Sigma Aldrich (8keiim)

99%, Sigma Aldrich (Steinhjeim
99,8%, Merck (Darmstadt)
Rotisolv, Carl Roth (Karlsruhe)
99,8%, Carl Roth (Karlsruhe)
99,5%, Riedel-de-Haen (Seglze
99,8% Merck (Darmstadt)

99%, Sigma Aldrich (Steinheim)
98%, Sigma Aldrich (Steinheim)
99%, Carl Roth (Karlsruhe)
99%, Carl Roth (Karlsruhe)
Rotisolv, Carl Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

99%, Sigma Aldrich (Siteeim)

95%, Fluka (Neux)l

99,5%, Fluka (Neu-Ulm)
Rotisolv, Carl Roth (Karlsruhe)

Fluka (Neu-Ulm)

PVA Mowiol 10-98 (Polymerisationsgrad: 1400) Flyk&eu-Ulm)

Phenylboronsaure
Thiamindiphosphat
tert-Butylmethylether

Tetrahydrofuran

95%, Sigma Aldrich (Steinheim)
95%, Fluka (Neu-Ulm)

Rotisolv, Carl Roth (Karlse)h
Rotisolv, Carl Roth (Karlsrihe
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Triphenylphosphin 99%, Sigma Aldrich (Steinhgim

Alle nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien wurdeon den Firmen AppliChem
(Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), rilCRoth (Karlsruhe) oder Sigma-
Aldrich (Steinheim) bezogen, alle mindestens areaysin (p.a.).

2.1.2 Katalysatoren

Bereitstellung der nativen BAL und der BAL-VarigWtE75N, 1176D, 1177T)

Die native BAL wurde in dem rekombinanten Stantn coli SG13009 (pBAL-His6)
exprimiert, aufgereinigt und lyophilisiert. Der mkbinante Stamm wurde freundlicherweise
vom Lehrstuhl fir Biotechnologie der RWTH Aachem ¥Yerfligung gestellt.

Fir die Fermentation dieses rekombinanten Stammasiemn zun&chst Vorkulturen in
250 mL Schattelkolben in LB-Medium angesetzt uneribNacht bei 125 rpm und 37 °C
inkubiert. Die Selektion erfolgte Uiber Zusatz vdh |2y mL* Kanamycin und 100 pg miL
Ampicillin. AnschlieRend wurde ein 5 L-Reaktor 1:56it den Vorkulturen inokuliert. Das
Medium setzte sich aus 40 g IGlycerin, 40 g [* Hefeextrakt, 3,1 g £ KH,PQ,, 6,7 g L
NaHPO,, 0,5 g I NaCl und 1,5 g I MgSQ*7H,0 zusammen. Auch hier wurde iber die
Zugabe von Kanamycin und Ampicillin selektiert. BHauptfermentation wurde zunachst bei
37 °C durchgefuhrt. Der pH-Wert wurde durch 1 M §ttwrsdure bzw. 12,5%-iges
Ammoniumhydroxid ausgeglichen und konstant beiggfegelt. Der Sauerstoffpartialdruck
wurde auf einen Sattigungspartialdruck von 30% estglt, indem die Ruhrerdrehzahl
kaskadisch geregelt wurde. Der Verlauf der Ferntiemtawurde durch Bestimmung der
optischen Dichte (OD) bei 600 nm verfolgt. Nachdeie OD einen Wert von 10 erreichte,
wurde die Enzymexpression durch Zugabe von 0,8 M3 induziert. AnschlieRend wurde
die Temperatur auf 32 °C erniedrigt, um die Bildwan Einschlusskdrpern zu verhindern.
Die Fermentation wurde 5 h nach der Induktion abmgien. Anschlielend wurde die

Fermentationsbriihe 20 min bei 20.000 g zentrifagied der Uberstand verworfen.

Das Zellpellet wurde gelést, mit 1 mg mlLysozym 30 min lang behandelt und per
Ultraschall aufgeschlossen. Nach dem Aufschlussdeudas l6sliche Enzym durch
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Zentrifugation (10.000 g, 30 min) vom Rohextrakt getoennt. Als Hexahistidin-
Fusionsprotein wurde die BAL mit einer IMAC-MatriXNTA Superflow) von
Fremdproteinen aufgereinigt. Fur die chromatogrsgte Trennung wurde das Standard-
protokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden) verwardin die hohen Imidazolkonzentrationen
aus den BAL enthaltenden Fraktionen zu entfernamdev die Enzymlosung anschlieRend
gegen 2 L Puffer Uber einen Zeitraum von 24 h dialy. Die Ausschlussgrof3e des
Dialyseschlauchs betrug 20 kDa. Als Puffer wurderi KPi, pH 7,0 benutzt, der wéhrend
der Dialyse zweimal erneuert wurde. Fir die Stsieitung der BAL wurden jeweils 0,25 mM
ThDP und MgS@ hinzugegeben. Alle Schritte, mit Ausnahme der @fatographie, wurden
bei 4 °C durchgefinhrt.

Zuletzt wurde die erhaltene Lésung eingefroren (<) und lyophilisiert. Das BAL-

Lyophilisat wurde bei -20 °C gelagert. Die erfoliglee Aufreinigung der BAL mittels SDS-
PAGE Gelelektrophorese nachgewiesen. Da keine andganden als die der BAL auf dem
Gel ausgepragt waren, wurde angenommen, dass dashiligat vollstdndig aus diesem

Enzym bestand.

Die Expression der BAL-Variante(V175N, 1176D, 117/@rfolgte mittels der entsprechenden
E. coli Zellen (erhalten von Dr. A. van den Wittenboer, RMVAachen) in Schuttelkolben in
einem Malstab von 0,2-1 L. Als Medium wurde LB-AKg@h Medium verwendet. Die
Hauptkulturen wurden 1:50 mit einer Ubernacht-Vdidu inokuliert und bei 37 °C und
120 rpm bis zu einer Qfgy von 0,8-1 inkubiert. Die Expression wurde durciml IPTG
induziert und erfolgte fir 6 h bei 28 °C und 90 rdm Anschluss wurden die Zellen durch
Zentrifugation geerntet (30 min, 10.000 g, 4 °@)2D mM Tris-HCI (pH 8,0) resuspendiert
und erneut zentrifugiert (25 min, 15.000 g, 4 °Zg¢llaufschluss und Proteinaufreinigung

fanden analog zur Aufreinigung der nativen BAL tstat

HL-ADH Evocatal (Disseldorf)
Bis-(triphenylphosphin)-palladium(ll)chlorid 98%igia Aldrich (Steinheim)
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2.1.3 Gerate

Technischer Aufbau fur die automatisierte Produkiton PVA/PEG-Immobilisaten

Der Mikro-Flussigkeits-Dispenser SMLD 300G wurde @er Fritz Gyger AG (Thun-Gwatt,
Schweiz) gekauft. Das gesamte elektronische Equipmeirde von den Universitats-
werkstatten der RWTH Aachen und der TU Berlin géb@lacker AP 100 Silikonél (Wacker
Chemie AG, Burghausen) wurde als Aushartungsflusstigfir die PVA/PEG-L6sung
verwendet. Fur die Temperierung der Aushartungsiikeit wurde ein Thermostat (RE300,
Ecoline Staredition) mit einem externen Temperassr der Firma Lauda (Lauda-
Kdnigshofen) mit Silikondl M10 (Carl Roth, Karlsrehals Kuhlflissigkeit verwendet. Der
doppelwandige Probenbehélter wurde durch einensahigsssenen Wasserbadthermostaten
temperiert (MgW Thermo-star C3, Lauda, Lauda-Kdonajen).

Sonstige Gerate

Fermenter Biostat B Plus, Sartorius (Gottingen)

GC GC2010, Shimadzu (Duisburg)

Glovebox GS Glovebox Systemtechnik GmbH (Malsch)

HPLC Smartline Manager 5000, Smartline Pump 1000,
Smartline UV Detector 2600, Knauer (Berlin)

NMR-Spektrometer 400 MHz, Brucker

Rotationsverdampfer Bichi (Zurich, Schweiz)

Uberkopfschuttler REAX 2, Heidolph Instrumentsii@&abach)

2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung der PVA/PEG-Immobilisate

Herstellung der PVA/PEG-LAsung

PVA Mowiol 10-98 (Polymerisationsgrad: 1400) undG?BEO000 wurden jeweils zu 10%
(w/v) in destilliertem Wasser bei 90 °C gel6st. Na&bkihlung der Lésung auf Raum-
temperatur wurden 30 mg NaOH pro g PVA hinzugegebehdie Losung 30 min gerihrt,
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um eine vollstadndige Saponifikation zu ermoglichAnschlie3end wurde der pH-Wert mit
konzentrierter Salzsaure auf 8,0 eingestellt.

Fur die Herstellung von PVA/PEG-BAL-Immobilisateusden neun Teile dieser Losung und
ein Teil destilliertes Wasser, welches die gelostarfaktoren M§" und ThDP und BAL-
Lyophilisat enthielt, vermischt. Hierdurch ergabeich folgende Endkonzentrationen:
9% (w/v) PVA/PEG, 2,5 mmol T Mg*, 0,1 mmol * ThDP und 5 U mL* BAL. Fiir die
Herstellung von PVA/PEG-Kugeln ohne Enzym wurdel@gpaerfahren, nur dass in diesem Fall
neun Teile der PVA/PEG-L6sung mit einem Teil déstiem Wasser ohne Enzym und
Cofaktoren gemischt wurden.

Wurden die PVA/PEG-Immobilisate manuell produziest, wurde diese Losung mithilfe
einer Multipette (Eppendorf, Hamburg) in -25 °Ctkal Wacker AP 100 Silikondl (Wacker
Chemie AG, Burghausen), das sich in einem Bechergédand, getropft. Das Becherglas
wurde in einen Styroporbehalter platziert, um emvd&@men des Silikondls hinauszuzdgern.
In der Regel wurde ein Eintropfvolumen von 20 plwgklt. Abschlielend wurden die
Kugeln bei 4 °C tber Nacht langsam aufgetaut unchachsten Tag nach kurzem Abwaschen
des Silikondls min-Hexan unmittelbar eingesetzt. So manuell prodteieNA/PEG-Kugeln
hatten einen Durchmesser von 2,8 mm. Der FaktodigiRundheit lag zwischen 0,83-0,87
und der fur die Kompaktheit zwischen 0,97-0,98(8.2).

Wurden die PVA/PEG-Immobilisate automatisch prodtziso wurde die PVA/PEG-L6sung
in den Probenbehalter eingefullt. Mit Stickstoff e ein Druck von 5 bar beaufschlagt und
die Losung in das -25 °C Silikonélauffangbad ddsiBras Tropfenvolumen war dabei frei
wahlbar. Nach Beendigung der Dosierung wurde déko8oélbad schrittweise auf 20 °C

erwarmt.

2.2.2 Analyse der PVA/PEG-Immobilisate

Fur die Analyse der GroRRenverteilung der PVA/PEGydo wurden diese aus dem

Silikondlbad entnommen, mit destilliertem Wassewagchen und anschlieBend gesiebt
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(ISO 3310/1, Retsch, Haan). Die AusschlussgroRem seeben betrugen 5,00, 4,00, 3,55,
3,15, 2,50, 2,00, 1,40, 1,00, 0,80, 0,60, 0,500,430 und 0,10 mm.

Fur die Formanalyse der PVA/PEG-Kugeln wurden dieseiner wassrigen Ethanollésung
(20%, v/v) mit 0,1% (w/v) Bromkresolgrun fur 30 $eklen angefarbt. Anschlie3end wurde
ein digitales Foto aufgenommen (SP-500UZ, Olympusiches mit der Software GIMP
(Version 2,0) in ein Graustufenbild mit maximalerar{rast konvertiert wurde. Die Form der
Kugeln wurde danach mithilfe der Software Image ITa@rsion 3,0) analysiert, wobei die
Form mithilfe der Rundheit und der Kompaktheit besben wurde. Die Rundheit ist
definiert als (4%*Flache/Umfang), wobei der Umfang die Lénge der AuRengrenze des
untersuchten Objekts ist. Die Kompaktheit ist definals (4*Flacher)*?Hauptachsenlange.
Beide Parameter streben umso starker auf einen Weartl zu, je ndher das Objekt einer

idealen runden Form ist.

Fur die Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurdene dPVA/PEG-Kugeln durch
Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und anselbdindem Gefriertrocknen vorbereitet. Die
Rasterelektronenmikroskopie wurde in einem S-2708triment (Hitachi) bei einer
Akzelerationsspannung von 20 kV durchgefuhrt. Dieben wurden auf einer doppelseitigen

Adhesivklebefolie fixiert und mit einem dinnen Gdid gespulttert.

Fur die Untersuchung des Diffusionsverhaltens d&S BO00 zwischen der PVA-Matrix und

der umgebenden Flissigkeitsphase wurden jeweils rBaguell produzierter PVA/PEG-

Immobilisate (s. 2.2.1) in 8 mL destilliertem Wass®ilikonol, n-Hexan, MTBE bzw. MIBK

3 Tage lang bei Raumtemperatur in verschlossenasgéfalRen (CS Chromatographie,
Langerwehe) inkubiert. Am ersten Tag wurde nacl 2ind 6 h Inkubation sowohl eine
PVA/PEG-Kugel als auch das jeweilige Losungsmittalttels FT-IR Spektroskopie

(Spectrum One, Universal ATR Sampling AccessorykiReEImer) analysiert. An Tag 2 und

3 wurde jeweils nur eine Probe der Immobilisate desl Losungsmittels analysiert.
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2.2.3 BAL-Aktivitatstests

Aktivitatsvergleich zwischen manuell und automéatpoduzierten PVA/PEG-BAL-Kugeln
Lyophilisierte BAL (s. 2.1.2) wurde mit einer Belaty von 0,5 U ml manuell und
automatisch in PVA/PEG-Kugeln immobilisiert (s. AR Die BAL-Aktivitdt beider
Immobilisatchargen wurde Uber die Enzym-katalysi€tarboligation zweier Benzaldehyde
zu Benzoin via Gaschromatographie (s. 2.2.12) \girf®ie Reaktionen wurden bei 30 °C in
geschlossenen Glasgefalen mit 17 g der jeweiliy§@dFEG-BAL-Kugeln und 10 mL einer
200 mM Benzaldehydlosung in MTBE durchgefihrt.

Gekoppelter Aktivitatstest der BAL

Zur Bestimmung der volumetrischen BAL-Aktivitat vader der gekoppelte Aktivitatstest
verwendet. Hierbei wird die Alkoholdehydrogenases aler Pferdeleber (HL-ADH) als
Hilfsenzym eingesetzt. Die BAL setzt zundchst dagsBat Benzoin zu zwei Benz-
aldehydmolekilen um, die anschlieend von der HIHABu Benzylalkohol reduziert
werden. Bei der Reduktion wird Nikotinamid-AdenimaDkleotid (NADH,) aquimolar zu

NAD" oxidiert (s. Abb. 2.1).

o o NADH, NAD* OH
Mg%*, ThDP , I N ,
—_— —_—
O OH BAL HL-ADH
1 2 3

Abbildung 2.1. Reaktionsschema des gekoppelten AktivitatstesBédr.
1: racemisches Benzoin; 2: Benzaldehyd; 3: Benkgtal.

Die Abnahme des Cofaktors NARHann photometrisch bei 340 nm verfolgt werdbre
HL-ADH wird bei diesem BAL-Aktivitatstest im UberBass zugesetzt, um eine quantitative
Reduktion zu gewahrleisten. Fur die Berechnungwbdumetrischen BAL-Aktivitat ergibt

sich folgende Formel:

AE LV,
=gl

Akt.,o [UmLY =
vt [ ] VProbe Ij‘E‘NADH Dd 2
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wobei AE die gemessene Extinktionsabnahme pro Minujgs das Gesamtvolumen in der

Kuvette (1 mL),Vprope das Volumen der Enzymldsung in der Kuvette (0,09, n&, .., der

molare Extinktionskoeffizient des NADHbei 340 nm €340 nm= 6,3 L-mmot-cmi?) undd die
Schichtdicke der Kuvette (1 cm) ist. Die Multipltian mit dem Faktor ¥z ergibt sich aus der
Stochiometrie der Reaktionsgleichung (s. Abb. 2.Gegebenenfalls muss mit dem

entsprechendem Verdinnungsfakformultipliziert werden.

Der Aktivitatstest wurde bei 30 °C unter standigRithren in einer 1 mL Quarzglaskuvette
(Hellma, Mullheim) durchgefihrt. Benzoin wurde ime& Endkonzentration von 1,5 mM in
8,5 mL 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 8,0), der 15% (V/RPEG 400, 2,5 mM MgSf Ound

0,1 mM ThDP enthielt, geldst. 850 pL dieser Losungden in der Kuvette mit 50 pL einer
HL-ADH-L&sung (5 U mLY) und 50 uL einer 7 mM NADHLSsung gemischt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 50 pL BAL-Enzymlésung geéstaund die Abnahme der

Extinktion Gber mindestens 2 min verfolgt.

2.2.4 Bestimmung der Verteilungskoeffizienten

Der Verteilungskoeffizient eines Stoffes in einemefphasensystem, bestehend aus einer

organischen Phase und einer wassrigen Phasefirsedeals

C

— org.
Porg/wéissrig— -

‘wassrig

wobei G die Konzentration des Stoffes in der organischérasE und Gssig die
Stoffkonzentration in der wassrigen Phase ist.

Zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten des Kiell 2-Furaldehyd wurde dieses in
folgenden Konzentrationen in dem jeweiligen Losunigfel (n-Hexan, MIBK oder MTBE)
vorgelegt: 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mivhd 60 mM. 2 mL dieser
2-Furaldehydlésungen wurden mit jeweils 2 mL disttem Wasser in ein verschliebares
GlasgefaR (CS Chromatographie Service GmbH, Largjeyvgefillt und bei 30 °C auf
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einem Uberkopfschiittler mindestens 96 h inkubiextop Proben beider Phasen entnommen,
geeignet verdinnt und tber HPLC analysiert wurde@..12).

Zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten des dBktes im jeweiligen
Zweiphasensystem wurde 2,2’-Furoin in folgenden z&mrationen in destilliertem Wasser
vorgelegt: 2 mM, 5 mM und 12 mM. Ansonsten war 8ergehensweise analog zur

Bestimmung des Verteilungskoeffizienten von 2-Fdehld.

2.2.5 Reaktionsansatze der R)-2,2'-Furoinsynthese im kontinuierlichen
Wirbelschichtreaktor

Der Reaktionsraum des Wirbelschichtreaktors bessaisdeinem 50 mL Falcon Tube, das in
eine 250 mL Glasflasche (Schott, Mainz) eingefasstde. Die Glasflasche wurde durch
einen Edelstahldeckel (Werkstatt der TU Berlin)djetst verschlossen. Im Edelstahldeckel
befanden sich 5 Bohrungen, die das Umpumpen detigeslosung, die Substratversorgung,

den Produktablauf und den Aufbau eines leichterrdibeks ermaglichten.

Im Regelfall wurden 5 g PVA/PEG-BAL-Immobilisate (8 mL™) als Schittung im
Wirbelschichtreaktor eingesetzt, so dass eine Gedaivitat von 25 U BAL vorlag. Die
Ausbildung einer Wirbelschicht und eine ideale Dwméschung wurden durch eine
Umlaufpumpe (Verdergear S096, Verder, Haafi¢ 60 L K forderte, gewahrleistet. Die
Temperatur im Reaktor wurde Uber einen Warmetausdee in den Umkreislauf integriert
wurde, konstant auf 20 °C geregelt. Der Warmetagrsalar an einen Kryostaten (MgWC3,
Lauda, Lauda-Konigshofenpngeschlossen, wobei Wasser als Kuhimittel diefe
Zudosierung der Substratlésung erfolgte durch €emdosierpumpe (PTFE Minidosierer,
Telab, Solingen) mit deren Hilfe die Flussr&tgeregelt werden konnte. Im Regelfall betrug
die 2-Furaldehydkonzentration in der Substratlést®gnmol L und die Flussrate wurde auf
24 mL h* eingestellt. 35 mL Substratldsung wurden eingésBtes Gesamtreaktionsvolumen
betrug jedoch 48 mL, da sich 13 mL Substratlésandein Schlauchen des Umlaufs befanden.
Alle Schlauche wurden vor dem Ansetzen der ReaktninSubstratlésung gespult. Durch
einen Uberlauf bei 35 mL konnte das Reaktionsmedieloenfalls durch eine Fein-
dosierpumpe (PTFE Minidosierer, Telab, Solingenjegumpt und tber HPLC (s. 2.2.12)
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analysiert werden. Durch Zuleitung von Stickstaffech eine Gaswaschflasche mit Silikondl
wurde eine konstante Schutzgasatmosphéare im Reaizeugt.

Alle verwendeten Leitungen bestanden aus 1/8" uiié"1Rohrleitungen (CS Chromato-
graphie Service GmbH, Langerweh® nach Einsatzstelle wurden Rohrleitungen aug Pol
tetraflourethylen, Flourethylenpropylen oder ausdjehtem Polyetheretherketon verwendet.
Kupplungen und T-Sticke wurden ausschlie3lich in Belyetheretherketon Ausfiihrung

verbaut (UpChurch Scientific, CS Chromatographiezi8e GmbH, Langerwehe).

2.2.6 Berechnung der Reaktionsparameter im kontinuierlicken
Wirbelschichtreaktor

DereeWert wurde wie folgt berechnet:

ee= [R]-s] [100%,

[Rl+[s]

wobei [R] die Konzentration des Rj-Enantiomers und § die Konzentration des

(S-Enantiomers in der Losungsmittelphase ist.

Die Verweilzeit wurde nach folgender Formel berexthn
H ] — VReaktor
Verweilzei(r) = T

wobei Vgreakior das Gesamtreaktionsvolumen im Reaktor (48 mL) &ndie eingestellte
Flussrate ist.

Der Umsatz wurde wie folgt berechnet:

t
UmsatZc) = % (M0,

Substrat
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wobei ¢} ., die 2,2-Furoinkonzentration zum Zeitpunktund c,... die Anfangs-

konzentration an 2-Furaldehyd in der Losungsmiktage ist. Der Faktor 2 wird aufgrund der

Stochiometrie der Carboligation einbezogen.

2.2.7 Synthese von 4,4’-Dibrombenzoin fiir die Suzuki-Kupjung

Fur die Synthese des Zwischenprodukts 4,4’-Dibramba, das fir die Charakterisierung
der Palladium-katalysierten Kreuzkupplung zweiet'-Dibrombenzoine zu 4,4’-Biphenyl-
benzoin bendtigt wurde (s. 2.2.8), wurden in ein®h mL Reaktionsgefald 50 mg des
Substrats 4-Brombenzaldehyd in 12 mL Phosphat-P¢@ mM, pH 8,0) suspendiert und
3,6 mg MgSQ (2,5*10° mmol) sowie 0,48 mg ThDP (1,0*f0mmol) zugegeben. Im
Anschluss wurden 25 U (s. 2.2.3) der BAL zugegelimr. Reaktionsansatz wurde fur 48 h
bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieRend wurdeDrmahlormethan (3*30 mL) extrahiert
und mit einem Gemisch aus-Hexan/Ethylacetat (5:1) Uber Kieselgel (15 cm*5cm
aufgereinigt. Die vereinigte organische Phase wuitber MgSQ getrocknet. Mittels
'H-NMR wurde das Produkt eindeutig als 4,4'-Dibrombein identifiziert.

'H-NMR (400MHz, CDC}): dppm = 7,76-7,72 (2 H); 7,57-7,53 (2 H); 7,45-7 @3H);
7,20-7,16 (2 H); 5,84-5,86 (1 H); 4,48-4,45 (1 H)

2.2.8 Reaktionsansatze der Suzuki-Kupplung

Suzuki-Kupplung mit 4-Brombenzaldehyd als Substrat

Fur die Suzuki-Kupplung zwischen 4-Brombenzaldelwd Phenylboronsdure mit dem
Standardpalladiumkatalysator (RRPdCL wurden in der Regel in einem 25 mL
Zweihalskolben 33,5 mg Phenylboronsaure (0,275 mrhdleq) in 7,5 mL destilliertem
Wasser gelost und anschlieRend 53,0 mgCa (0,5 mmol; 2eq) zugegeben. Nachdem sich
die beobachtete Gasentwicklung gelegt hatte, wurdép mg 4-Brombenzaldehyd
(0,25 mmol; leq) zugegeben und weitere 2,5 mL d&stsser hinzugefiigt. Im Anschluss
wurden 3,5 mg (PRRPdCL (0,02eq) in der Reaktionslosung suspendiert. Déakiton



Material und Methoden Teil 2 121

wurde bei 55 °C Uber 17 h durchgefuhrt. Hiernachrdeuder Reaktionsansatz mit
Dichlormethan (DCM, 3*15 mL) extrahiert, Uber Mg&@etrocknet, in 10 mL THF

aufgenommen und mittels HPLC analysiert (s. 2.2.Z8¥atzlich wurde das Produkt mittels
'H-NMR eindeutig als 4-Biphenylcarboxaldehyd idemtért:

'H-NMR (400MHz, CDC4): J /ppm = 10,06 (s, 1 H); 7,96 (d, 2 H); 7,76 (d, 2 H
7,64 (d, 2 H); 7,52-7,44 (m, 3 H)

Suzuki-Kupplung mit 4,4’-Dibrombenzoin als Substrat

Fur die Suzuki-Kupplung von 4,4’-Dibrombenzoin rhenylboronsaure wurden in einem
25 mL Zweihalskolben 16,0 mg Phenylboronsaure @,t8nol; 2,2eq) in 7,5 mL dest.
Wasser geldst und anschlieRend 26,0 mgCa zugegeben. Nachdem die Gasentwicklung
nachliel3, wurden 23,0 mg 4,4’-Dibrombenzoin (0,08ah) 1eq) und weitere 2,5 mL dest.
Wasser zugegeben. Darauf folgend wurden 1,7 mgKkdéaysators (PPPdCL (0,02eq)
hinzugefiigt. Die Reaktion wurde bei 55 °C Uber 1dunchgefuhrt. Hiernach wurde der
Reaktionsansatz mit Dichlormethan (DCM, 3*15 mLjrakiert, iber MgS@getrocknet, in
10 mL THF aufgenommen und mittels HPLC analyser(2.12).

2.2.9 Charakterisierung der BAL-katalysierten Carboligation fir die
Eintopfsynthese

Zur Bestimmung von Ausbeute und Enantiomerentbasschvurde die BAL-katalysierte
Carboligation zweier 4-Biphenylcarboxaldehyde bzweier 4-Brombenzaldehyde bei 30 °C
und 130 rpm durchgefihrt. Hierzu wurden in 2 mL Remsgefal3en je 5 mg des jeweiligen
Substrats in 1 mL Phosphatpuffer (50 mM, pH 8,05gfe Von den Cofaktoren wurden
0,05 mg ThDP (1,016 mmol) und 0,36 mg MgSQ (2,5*10° mmol) zugegeben. Die
resultierenden Endkonzentrationen betrugen 2,5 mys® und 0,1 mM ThDP. Da die
Edukte im wassrigen Medium nicht vollstandig ldsliwaren, wurde zur Bestimmung der
Ausbeute und deges zu einem bestimmten Zeitpunkt jeweils ein kontptetAnsatz

analysiert. Es wurden mindestens vier gleiche Amsdiergestellt und jeweils die gleiche
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Menge derselben Enzymlésung zupipettiert. Fur dialyse wurde der Phosphatpuffer durch
Zentrifugation abgetrennt, die verbleibenden Fefftstin 1 mL THF aufgenommen und
mittels HPLC analysiert (s. 2.2.12).

Die Ausbeute und deee der BAL-katalysierten Carboligationen bei Verwenduder
Cosolventien DMSO und DMF wurden analog hierzu Hdgefihrt. In 2 mL
ReaktionsgefalRen wurden je 5 mg des Substrats HeBypcarboxaldehyd oder 4-Brom-
benzaldehyd in einer 4:1 Mischung aus Phosphatp(®f@ mM, pH 8,0) und Léslichkeits-
vermittler geldst. Hierbei wurde darauf geachteisddie Konzentration des Puffers und der
Anteil an Loslichkeitsvermittler nach der Zugaben\EEnzymldésung den gewtinschten Werten
entsprachen. Es wurden 0,05mg ThDP (1,0*1éhmol) und 0,36 mg MgSO
(2,5*10° mmol) zugegeben. Da die Edukte jedoch auch mit desatz von Loslichkeits-
vermittlern nicht vollstadndig in Wasser gelost wennckonnten, wurde zur Bestimmung der
Ausbeute zu einem bestimmten Zeitpunkt ebenfali®ijs ein kompletter Ansatz analysiert.
Der Reaktionsansatz wurde hierfuir zentrifugierg, Beststoffe anschlieBend in je 1 mL THF
aufgenommen und Ausbeute ugimittels HPLC bestimmt (s. 2.2.12).

2.2.10Einfluss der Phenylboronséure auf die BAL-Aktivitat

Der Einfluss von Phenylboronsdure auf die BAL-AKk&Y wurde mittels des gekoppelten
Aktivitatstest (s. 2.2.3) untersucht. Fur den Aitéitstest wurde ein 50 mM Phosphatpuffer
(pH 8,0) mit 15% PEG 400 gemischt. 2,7 mg Benzdid (nM) wurden in 8,5 mL dieses
Puffers gelost und 2,5 mg Mg$@,5 mM) und 0,36 mg ThDP (0,1 mM), sowie 0,5 mL
einer HL-ADH Lésung (5 U mt) und 0,5 mL einer 7 mM NADHL6sung zugegeben.
AnschlielRend wurden verschiedene Konzentrationelaanylboronsaure in jeweils 3 mL
dieses Assaypuffers gelést. Es entstanden Losumginfolgenden Phenylboronséaure-
endkonzentrationen: 19,0 mmol*L.37,0 mmol [}, 75,0 mmol [* sowie 150 mmol L. In
drei Messungen wurden 950 pL der jeweiligen Losomiig50 pL Enzymldsung versetzt und
die Abnahme der NADKKonzentration bei 340 nm Uber 2 min detektiert.
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2.2.11Reaktionsansatze der Eintopfsynthese vorRj-4,4’-Biphenylbenzoin

Bei der Eintopfsynthese von 4,4’-Biphenylbenzoirt der BAL-Reaktion im zweiten Schritt
wurde zunachst die Pd-katalysierte Suzuki-Kuppldaghgefthrt. Dazu wurden wie in 2.2.8
beschriecben in einem 25 mL Zweihalskolben zun&cB3(5 mg Phenylboronséure
(0,275 mmol; 1,1eq) in 7,5 mL dest. Wasser geldst anschlieend 53,0 mg }D;
(0,5 mmol; 2eq) zugegeben. Nachdem sich die betdtaciGasentwicklung gelegt hatte,
wurden 45,6 mg 4-Brombenzaldehyd (0,25 mmol; legegeben und weitere 2,5 mL dest.
Wasser hinzugefiigt. Im Anschluss wurden 3,5 mg 4{pPdCL (0,02eq) in der
Reaktionslésung suspendiert. Der Reaktionsansaideniber 17 h auf 55 °C erhitzt.

Nach Abschluss der Reaktion wurde der pH-Wert nailz&ure auf einen Wert von 8,0
eingestellt. Als Cofaktoren wurden 3,6 mg MgS@,5*10° mmol) und 0,46 mg ThDP
(1,0+10° mmol) zugegeben. Im Anschluss wurde der pH-Werteetr kontrolliert und
gegebenenfalls auf einen Wert von 8,0 korrigieie BAL wurde in groRem Uberschuss
zugegeben, um eine vollstdndige Umsetzung zu éeridDie Reaktion fand bei 30 °C statt
und die Mindestlaufzeit betrug 3 Tage. Die Extraktides kompletten Reaktionsansatzes
erfolgte mit DCM (3*20 mL), Uber MgSOwurde das Extrakt getrocknet, in THF
aufgenommen und mittels HPLC analysiert (s. 2.2.iR)er *H-NMR Analyse konnte das
Endprodukt eindeutig als 4,4’-Biphenylbenzoin idigziert werden:

'H-NMR (400MHz, CDCY): d/ppm = 8,28 (m, 2 H); 7,75-7,42 (m, 16 H); 5,451($)

2.2.12Analytik

Gaschromatographie

Der Aktivitatsvergleich zwischen manuell und autdseh produzierten PVA/PEG-BAL-
Immobilisaten wurde Uber die Carboligation zweierenBaldehyde zu Benzoin
gaschromatographisch verfolgt. Hierbei wurde eifeXBsaule (SGE) mit einer Lange von

25 m, einem Innendurchmesser von 0,22 mm und Eifradicke von 0,25 pm verwendet.
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Tabelle 2.1.Parameter der GC-Benzoin-Analyse.

Detektor Flammenionisationsdetektor (FID)
Tragergas Stickstoff
Injektionsvolumen 1 pL (Split Modell)
Injektortemperatur 275 °C
Saulentemperatur 60-260 °C
Anfangshaltezeit 0,5 min
Séaulenaufheizrate 20 °C min'
Detektortemperatur 300 °C
Retentionszeit Benzoin 9,56 min

Hochdruckflissigkeitschromatographie
Die Proben der BAL-katalysierten 2,2’-Furoinsynthesurden mit dem entsprechendem

Losungsmittel geeignet verdinnt (VerdinnungsfaRtbis 50) und mittels HPLC analysiert.

Fur die Bestimmung der Umsatzes und des Enantionibegschusses wurden 2 verschiedene
HPLC-S&aulen benutzt.

Tabelle 2.2.Parameter der HPLC-Analyse zur Bestimmung des Urasater 2,2’-Furoinsynthese.

Saule Eurospher 100-5, g (Knauer, Berlin)
Detektor UV, Typ 2600 (Knauer, Berlin)
Eingestellte Wellenlange 254 nm
Injektionsvolumen 20 pL
Saulentemperatur 25°C
Mobile Phase 85% dest. Wasser : 15% THF
Flussrate 0,3 mL min*
Retentionszeit 2-Furaldehyd 12,8 min
Retentionszeit 2,2’-Furoin 18,9 min
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Tabelle 2.3. Parameter der HPLC-Analyse zur Bestimmung des tfmaareniberschuss der
2,2'-Furoinsynthese.
Saule Chiralpak 1A (Daicel Chemical Industries,
USA)
Detektor UV, Typ 2600 (Knauer, Berlin)
Eingestellte Wellenlange 274 nm
Injektionsvolumen 20 pL
Saulentemperatur 20 °C
Mobile Phase 80%-Hexan : 20% Isopropanol
Flussrate 0,8 mL mih
RetentionszeitR)-2,2’-Furoin 15,5 min
Retentionszeit)-2,2’-Furoin 13 min
Retentionszeit (1,2-Di(furan-2-yl)ethan-1,2-dipn) 10 min

Fur die Bestimmung der Produktausbeute undedesei der Eintopfsynthese voR){4,4’-
Biphenylbenzoin mittels HPLC-Analytik wurden ebdig& verschiedene Saulen verwendet.

Tabelle 2.4. Parameter der HPLC-Analyse zur Bestimmung der Auisie bei der Eintopfsynthese von

4,4’-Biphenylbenzoin.

Saule
Detektor
Eingestellte Wellenlange
Injektionsvolumen
Saulentemperatur
Mobile Phase
Flussrate
Retentionszeit 4-Brombenzaldehyd
Retentionszeit 4-Biphenylcarboxaldehyd
Retentionszeit 4,4’-Dibrombenzoin

Retentionszeit 4,4’-Biphenylbenzoin

Eurospher 100-5;4XKnauer, Berlin)
UV, Typ 2600 (Knauer, Berlin)
254 nm
20 pL
25 °C
50% dest. Wasser : 50% THF
1 mL mih
5,5 min
7,5 min
9,7 min
12,3 min
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Tabelle 2.5. Parameter der HPLC-Analytik zur Bestimmung dess der Eintopfsynthese von
(R)-4,4’-Biphenylbenzoin.
Saule Chiralpak 1A (Daicel Chemical Industries, USA
Detektor UV, Typ 2600 (Knauer, Berlin)

Eingestellte Wellenlange
Injektionsvolumen
Saulentemperatur

Mobile Phase
Flussrate
Retentionszeit 4-Brombenzaldehyd
Retentionszeit 4-Biphenylcarboxaldeh
RetentionszeitR)-4,4’-Dibrombenzoin
RetentionszeitR)-4,4’-Biphenylbenzoin

300 nm
20 puL
30 °C
50%-Hexan : 50% Isopropanol
0,8 ml mih
7,5 min
yd 7,5 min
7,9 min
11,5 min
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3.  Ergebnisse und Diskussion

3.1 Automatisierte Produktion von PVA/PEG-Immobilisaten im

Labormalistab

Die Vorteile von gelstabilisierten Zweiphasensystamwurden in Kapitel 1.3.3 bereits

ausfuhrlich erortert. Im Kapitel 3.1 steht die Rrkgon der besonders vielversprechenden
Polyvinylalkohol (PVA)/Polyethylenglycol (PEG)-Krgele im Fokus. Diese Hydrogele

zeichnen sich durch hohe Mikro- und Makropordsitdteaus, wodurch hohe

Massentransferraten gewdahrleistet werden. Zudegeazesie eine hohe Stabilitat gegenuber
vielen Verbindungen auf [Lozinsky, Plieva, 1998Jard hohe Resistenz gegenuber
Scherkréaften erlaubt zusétzlich den Einsatz inewieverschiedenen Reaktortypen, womit
PVA/PEG-Kryogele anderen oft genutzten thermoreblens Gelen Uberlegen sind. Des
Weiteren sind die Matrixmaterialien frei zugangligbstengunstig und ungiftig.

Die Einhlllung in solche PVA-Kryogele ist eine h@ufangewendete Methode fur die
Immobilisierung ganzer Zellen und auch fir die Infifisierung von Palladium-
Katalysatoren wurde diese Methode bereits besdamighozinsky, Plieva, 1998; Leidig,
Prisseet al, 1999; Szczesna, Galas, 2001; Prisse, Horold, 199g]isolierte Enzyme
wurden bereits die BAL auBseudomonas fluorescerdie Carbonylreduktase a@andida
parapsilosis(EC 1.1.1.1), die Alkoholdehydrogenase aastobacillus kefifEC 1.1.1.2) und
die Schweine Pankreaslipase (EC 3.1.1.3) in PVAAREE®ices eingehullt und erfolgreich in
Synthesen in puren organischen Losungsmitteln satge[Hischer, Steinsie&t al, 2006;
Metrangolo-Ruiz De Temifio, Hartmeiat al, 2005; Plieva, Kochetkowet al, 2000].
Aufgrund der sehr milden Bedingungen wahrend deh@dlung ist die Aktivitatsausbeute
sogar bei sehr sensitiven Proteinen hoch. Genevalide die Stabilitéat aller Enzyme

gegeniber organischen Losungsmitteln mindestensinenZehnerpotenz gesteigert.
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PVA/PEG-Kryogele werden aufgrund der gunstigen Idggnamiken und Abriebsstabilitat
in Reaktoren gewdhnlich in Kugelform eingesetzé ®erden produziert tber Kryogelierung
[Lozinsky, Damshkalret al, 2008; Lozinsky, Solodovat al, 1995; Lozinsky, 1998] z. B.

durch Eintropfen einer PVA/PEG-LOsung in -20 bis5-2C kaltes Silikondl und

anschlieBendes Induzieren der Gelierung durch tsgkrses Erhdhen der Temperatur auf
Raumtemperatur [Prisse, 2000]. Alle Produktionsdehmwerden manuell durchgefihrt,
wobei die hohe Viskositat der PVA/PEG-L6sung dien#taabung erschwert und eine

Produktion im grol3en Mal3stab unméglich macht.

Vorlop und Mitarbeiter entwickelten daher einen Bad fur eine automatisierte Produktion
von Immobilisaten, den sogenannten JetCutter. Difs#gbau eignet sich jedoch nur fir
Loésungen mit niedriger Viskositat wie Ca-Pektina@@-Alginate, Chitosan und Gelatin fir
die Produktion sehr kleiner Kugeln, typischerwersié einem Durchmesser von unter 1 mm
[Prisse, Dalluhret al, 2000]. Zudem sind bei dieser Methode Materidhste zwischen
5-20% unvermeidlich [Prisse, Bruske al, 1998]. Lozinskyet al [1995] meldeten einen
Druck betriebenen, automatisierten Aufbau als sebs&is Patent an. In der gegenwartigen
Literatur sind zu diesem Aufbau jedoch keine quatiien Daten zu finden, was Fragen
beziglich der Reproduzierbarkeit aufwirft.

In dieser Arbeit wird eine Apparatur fur die autdisiarte Produktion von PVA/PEG-
Kryogelen fur die Einhdllung von Enzymen vorgesteAusgewertet wurden hierbei die
Durchfihrung der Immobilisierung, die Reproduziekie#t, die Kugelgrol3e, die Kugelform
und die Gelmorphologie des Endproduktes. Ziel wasgharische Immobilisate mit einer
maoglichst geringen GrolRenverteilung und unter nobigli geringem thermischem Stress fur
das Enzym zu produzieren. Dartber hinaus war defluss der Temperatur auf den
Kryogelierungsprozess Gegenstand von Untersuchun@awohl die Aufbewahrungs-
temperatur als auch die Temperatur des Auffangbadesden variiert. Auch das

Diffusionsverhalten des PEGs wurde analysiert.
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3.1.1 Aufbau der Apparatur und Produktion der PVA/PEG-Imm obilisate

Der Aufbau besteht aus einer Dosierungseinheitausieinem temperierbaren Auffangbad,
welches mit Silikondl gefillt ist. Die Dosiereinhast ein doppelwandiges Gewinderohr
(50 mL Innenvolumen), welches am oberen Ende miérebtickstoffgasleitung verbunden
ist. Uber eine kommerziell erhéltliche Mikrodusdokgt die Dosierung der PVA/PEG-

Lésung. Die Mikrodise ist in einen beheizbaren muablock eingebaut, um die Dosierung
der hochviskosen Flussigkeit bei niedrigen Driickerermoéglichen. Sowohl die Temperatur
als auch alle Parameter der Duse werden elektioksatrolliert.

Normalerweise wurde die PVA/PEG-Enzymldésung in Yenratsbehélter vorgelegt und mit
Stickstoff ein Druck von 5 bar beaufschlagt. Beies#in Bedingungen kann die
Injektionstemperatur bei Raumtemperatur belassedeme so dass das zu immobilisierende
Enzym nur minimalem Temperaturstress ausgesetdt Wer Auslass des Dosierungsventils
wurde in ein doppelwandiges isoliertes Silikonodllggdichtet. Das Silikonél im Auffangbad
wurde fortwahrend mithilfe eines Ruhrers um eindroi8storer zirkuliert, wodurch die
Agglomeration der PVA/PEG-Kugeln durch Koaleszear Tropfen verhindert wird. Fur den
Erhalt moglichst runder Immobilisate wurde eine imple Distanz der Dise zur
Silikondloberflache von 20 cm ermittelt. Im Regélfaurde die PVA/PEG-Enzymlésung in
-25 °C kaltes, kontinuierlich zirkulierendes Sili@ injiziert (s. Abb. 3.1). Nach dem
Injektionsprozess wurde die Temperatur im Einklang Literaturdaten schrittweise tber
500 min auf 20 °C erhoht [Lozinsky, 2002; Mikhal&ierpinskiet al., 1991].

Eine Verkirzung des Auftauprogramms auf 180 minrtBihjedoch zu PVA/PEG-
Immobilisaten, die keine offensichtlichen Untersde in der Stabilitdt und Flexibilitat
erkennen lieRen. Hohere Starttemperaturen des wWglitedes von -20 °C wurden analog zu
Literaturangaben untersucht [Lozinsky, Solodova@5tPrisse, 2000]. Sie fuhrten jedoch zu
nicht spharischen Immobilisaten. Dies ist wahrsalieh mit der verlangerten Gefrierungszeit
der PVA/PEG-L6sung im Silikondél zu begrinden, waduverformungen der Tropfen durch

den Ruhrer begunstigt werden.
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Abbildung 3.1. Aufbau der Apparatur zur automatisierten Produktion PVA/PEG-Immobilisaten.

Rechts: Dosiereinheit und elektronisches Ventil YEvid der thermostatische Aufbewahrungsbehaltedikgir
Enzymlésung (EL); oben links: Fotografie des Ini@ktmodul; unten links: Aufsicht von oben auf das
Auffangbad inklusive der Flussrichtung und des feipfpunktes (EP). Alle Dimensionen sind in mm
angegeben. KF: Flansch mit O-Ring, P: ManometerR&hrer, TD: thermostatisch temperierte Doppelwand,
TB: Thermoblock. Mit freundlicher Genehmigung dedaiVVCH-Verlags tbernommen aus Bieler, Ansorge-
Schumacheet al, 2010.

3.1.2 GrofRe und Form der PVA/PEG-Immobilisate

Die GroRe der PVA/PEG-Immobilisate ist direkt abfign vom Offnungs- und
Schliel3zeitfenster des Ventils. In der vorliegendebeit wurden 3 Zeitprogramme mit 20,
40 und 60 ms Offnungszeit und 20, 25 und 30 msdaasder nachsten Offnung der Duse
untersucht (s. Abb. 3.2). Theoretisch erlauben dmwahlten Zeitprogramme eine
Produktionsrate von 25, 15 und 11 Kugeln pro Sekubdirch diese hohen Produktionsraten
kann die Menge an PVA/PEG-Immobilisaten, die type&uveise fir die Betreibung eines
kontinuierlich betriebenen Wirbelschichtreaktors lumbormal3stab bendtigt wird [Ansorge-

Schumacher, Greinet al, 2006], innerhalb von Minuten hergestellt werden.
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Abbildung 3.2. GréRRenverteilung der automatisch produzierten PE&Rmmobilisate in Abhangigkeit von
der Offnungszeit der Diise: 60 ms (nicht ausgefillteise), 40 ms (ausgefiillte Rauten) und 20 msh{nic
ausgefillite Dreiecke). Mit freundlicher Genehmigudgs Wiley-VCH-Verlags tUbernommen aus Bieler,

Ansorge-Schumachet al, 2010.

Bei einer Ventilo6ffnungszeit von 60 ms weisen 47%eraerhaltenen Kugeln einen
Durchmesser zwischen 2,50 und 3,15 mm auf. Die iBsasse aller Kugeln in diesem
Grolienfenster macht immerhin 73% der Gesamtmassé&aueitert man den Grof3enbereich
auf 2,50 bis 3,55 mm Kugeldurchmesser, so machMdisse dieser Kugeln sogar 83% der
Gesamtmasse aus. Bei einer Ventiloffnungszeit ediglich 40 ms werden erwartungsgemarn
kleinere Kugeln produziert und so weisen 80% alergestellten PVA-Kugeln einen
Durchmesser zwischen 2,00 und 2,50 mm auf. 72% aitenobilisate haben einen
Durchmesser von 2,50 mm. Die kirzeste getestetallf@mge von 20 ms fuhrt zu einer
GrolRenverteilung bei der 83% der PVA-Immobilisateee Durchmesser zwischen 1,40 und

2,00 mm haben. 88% aller unter diesen Umstandetuprerten Kugeln sind zwischen 1,00

und 2,00 mm grof3.

Bei allen drei gewahlten Ventiloffnungszeiten liglgg durchschnittliche Ausbeute an Kugeln
pro Masse PVA/PEG-L6sung bei ~75%. Ungefahr 25%eki@t gehen im Vorratsbehalter

und durch Polymerisation auf der Duse verloren.sBién unregelmalligen Zeitabstanden
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auftretende spontane Gelierung der PVA/PEG-L6sumegktd auf dem Ventil fihrt zum
Verstopfen der Duse, wodurch die PVA/PEG-Kugel Bkbidn limitiert wird.

Der Mechanismus der Gelbildung ist bis heute niclallen Einzelheiten aufgeklart. Es wird
jedoch angenommen, dass es wahrend des Einfridegnvgassrigen PVA/PEG-L6sung durch
die Bildung von Eiskristallen zu einer Phasentrermnommt. In der flissig gebliebenen
wasserarmen Phase ist die PVA-Konzentration stanbh¢, so dass sich wahrend des
langsamen Auftauens Wasserstoffbriickenbindungeacihen den PVA-Polymerketten Gber
freie Hydroxylgruppen bilden kénnen [Lozinsky, 1998duziert wird die Polymerisation
also durch lokal hohe PVA-Konzentrationen wéahreed Auftauprozesses und daher ist der
Grund fur die spontane Gelierung der PVA/PEG-L6sanfider Duse unklar. Denkbar ist,
dass der plotzliche Kontakt mit Luft beim Austreteier Loésung aus dem Ventil die
Polymerisation auslést. Auch Materialien in der ®uUsinnten eventuell als Induzierer
fungieren. Bevor hier eine endgultige Erklarung edemn werden kann und ndétige
Verbesserungen des Produktionssystems vorgenomneedemv konnen, bedarf es eines

tieferen Verstandnisses des Gelierungsprozess.

Neben der Grél3enverteilung ist die Rundheit der dimilisate von grof3er Bedeutung, da sie
sowohl den Massentransfer als auch die RobustheiKdgeln beeinflusst [Buthe, Hartmeier
et al, 2004]. Die Form der Immobilisate wurde daher mdr Software Image Tool
exemplarisch in vier der hergestellten Chargen rentit. Als Indikator fir eine perfekt
runde Form kénnen sowohl die Rundheit, definiest @*Flache/Umfang), als auch die
Kompaktheit, definiert als ((4*Flache}?/Hauptachsenlange), angewendet werden. Beide
Parameter ergeben einen Wert von 1, wenn das uoltees Objekt eine perfekt zirkulare
Form zeigt. Bei den untersuchten PVA/PEG-Immohkiéisawurden eine durchschnittliche
Rundheit von 0,85+£0,03 und eine durchschnittlichemigaktheit von 0,95+0,02 berechnet.
Damit zeigen beide Indikatoren eine nahezu perighktle Form der automatisch produzierten

Immobilisate an.
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3.1.3 Gelmorphologie

Des Weiteren wurde die Struktur und Porengrof3e pteduzierten PVA/PEG-Kryogele
mithilfe von Rasterelektronenmikroskopie (REM) aisért (s. Abb. 3.3).

Abbildung 3.3. REM-Aufnahmen der automatisch produzierten PVA/RE@eln. (A) Oberflachenaufnahme,
(B-D) Querschnitte der Kugeln mit steigender Vergro3er@Bgind F) Oberflache und Querschnitt einer Kugel

mit Gaseinschluss. Mit freundlicher Genehmigung \dékey-VCH-Verlags Gbernommen aus Bieler, Ansorge-
Schumacheet al, 2010.

Die typische Schwammstruktur und PorengréRen umtmisgimmen mit bereits publizierten
Ergebnissen Uberein [Lozinsky, Vainermahal, 1986]. Allerdings wurden im Innern der

automatisch produzierten PVA-Kugeln im Gegensatznmanuell produzierten Kryogelen
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Gaseinschlisse beobachtet. Die Loécher, die aufgrded Gaseinschlusses in der
Polymermatrix entstehen, variieren stark in derf$&rind waren in ca. 80% aller untersuchter
Kugeln zu finden. Um zu untersuchen, ob die Gashbifisse die Aktivitdt immobilisierter
Enzyme entscheidend beeinflussen, wurde exemphadsx sehr sensitive BAL sowohl in
automatisch als auch in manuell produzierte Kugatgeschlossen und die Aktivitaten der
Immobilisate miteinander verglichen (s. 2.2.3). Dieterschiede der ermittelten Aktivitaten
lagen innerhalb der Standardabweichung. In beidglerkonnten typische Produktivitaten
von 40 pmol H U? erreicht werden. Da die Gaseinschliisse innerhalbKayogele die
Aktivitat der empfindlichen und relativ instabileBAL nicht beeinflussen, ist davon

auszugehen, dass weniger sensitive Enzyme ebemsg exinflusst werden.

3.1.4 Diffusionsverhalten des Additivs PEG 1000

Weiterhin wurde untersucht, ob das Additiv PEG 10@8@Iches die Stabilitat der PVA-
Immobilisate erhoht [Prisse, 2000], in die umgelehndsung der Kugeln diffundiert.
Untersuchungen durch Fourier-Transformations-lobspektrometrie (FT-IR) zeigten, dass
PEG bei Inkubation der PVA-Kugeln in einem wassnigenphasensystem in die umgebende
Wasserphase diffundiert. Selbst nach 3 Tagen Irtlarb#sst sich PEG jedoch auch in der
PVA-Matrix noch nachweisen. D.h. es stellt sichwesder ein Verteilungsgleichgewicht ein
oder das Additiv wird aufgrund unterschiedlicherrdhgrofRen und unterschiedlich langer

Diffusionsstrecken in der Matrix teilweise strukiadingt zurtickgehalten.

In Abbildung 3.4 sind die IR-Spektren von reinem 8k und der wassrigen Phase nach
2-stundiger Inkubation von PVA/PEG-Kugeln darin emander verglichen. Zwischen 3200
und 3760 cnf ist eine groRe Transmissionsbande zu erkennenaufisymmetrische und
asymmetrische Valenzschwingungen der Bindungenchweis Sauerstoff und Wasserstoff im
Wasser zuriickzufithren ist. Auch die Transmissioneirer Wellenzahl von 1630 chist
eindeutig dem Wassermolekil durch sogenannte Suigsdibration der beiden
Wasserstoffatome zu zuordnen [Shriver, Atketsal, 1994]. Der Nachweis von PEG in der
Wasserphase gelingt jedoch deutlich anhand einéa-tpgischen Transmissionspeaks bei
ungefahr 1080 cih welcher durch asymmetrisches C-O stretching déisgeird [Belleville,
Robertet al, 1995]. Derselbe PEG-typische Peak im sogenanfi@gerprint Bereich liel3
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sich auch in der PVA-Matrix eindeutig nachweisemeEquantitative Aussage Uber die
Diffusion des PEGs liel3 sich mit der verwendetealpsemethode nicht treffen.
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Abbildung 3.4. IR-Spektrum von reinem Wasser (grau) und der wgssrPhase nach 2-stiindiger Inkubation
von PVA/PEG-Immobilisaten darin (schwarz).

Werden die PVA-Kugeln dagegen in apolaren Losungsmiwie beispielsweisa-Hexan,
Methylisobutylketon (MIBK) odertert-Butylmethylether (MTBE) inkubiert, so diffundiert
PEG nicht in die umgebende Phase. Selbst naciTdgan Inkubation liel3 sich in keiner der
drei organischen Phasen PEG nachweisen. DasseltbeciBiab sich bei der Analyse des
Silikondls, in dem die PVA-Kugeln ebenfalls 3 Taig&ubiert wurden. Auch hier lasst sich
kein PEG im Silikon6l nachweisen. D.h., dass siah Zusammensetzung der PVA/PEG-
Polymermatrix wahrend der Herstellung der Immohtks die eine Inkubation in Silikondl
umfasst, nicht verandert. Auch beim Einsatz der d¢roitisate in einem Zweiphasensystem
mit apolaren Losungsmitteln ist keine Veranderung@r dZusammensetzung der
Einhullungsmatrix zu erwarten. Lediglich beim Eitzsder PVA/PEG-Kugeln im wassrigen
Einphasensystem verandert sich die Zusammensetdurgp Diffusion des PEGs in die
umgebende Wasserphase.
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3.1.5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, einaribAu fir die automatisierte Produktion
standardisierter PVA/PEG-Immobilisate im LabormaBstu entwickeln. Hierbei wird eine
sehr hohe Produktivitdit von bis zu 1500 Kugeln pron erreicht. Die erzielte
GroRRenverteilung der PVA-Kugeln ist eng und der &dgrchmesser kann tber das Ventil-
Impuls-Intervall exakt bestimmt und variiert werdédie produzierten Kryogele haben eine
anndhernd perfekt runde Form, sind stabil und kdndaher in vielen verschiedenen
Reaktortypen problemlos eingesetzt werden. Bediiglier Gelmorphologie unterscheiden
sich automatisch produzierte Kugeln nicht von ménueroduzierten. Lediglich
Gaseinschlisse, die jedoch nicht die Enzymaktiviiginflussen, konnten als Differenz
beobachtet werden. Das Additiv PEG 1000 diffundrart aus der Polymermatrix heraus,
wenn es von hydrophilen Losungen wie Wasser umgedteBeim Einsatz in einem wassrig
organischen Zweiphasensystem ist keine Diffusions d@EGs zu erwarten. Der
Temperaturstress, der wahrend der Produktion dé&¥/PEG-Immobilisate auf das jeweilige
Enzym ausgetbt wird, ist gering, da lediglich bauRitemperatur oder sogar unterhalb davon
gearbeitet wird. Dariiber hinaus ist der prasemti@ufbau sehr einfach, so dass zusatzliche
Kosten gering sind. Das vorliegende Design zur ReuProduktion von PVA-Kugeln im
Labormal3stab ermdglicht somit die Anwendung diesglversprechenden Immobilisate im

industriellen Mal3stab.
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3.2 Optimierung der BAL-katalysierten (R)-2,2’-Furoinsynthese

In voran gegangenen Arbeiten wurde als Reaktiorsairfur die BAL-katalysierte Synthese
chiraler a-Hydroxyketone erfolgreich ein kontinuierlich betsener Wirbelschichtreaktor
untersucht [Ansorge-Schumacher, Greiaeal, 2006]. Als Modellreaktion wurde dabei die
Synthese vonR)-Furoin ausgewahlt (s. Abb. 3.5), da dieses Prbdukvassrigen Losungen
sowohl einer Racemisierung als auch einer Oxidaiam korrespondierenden Diketon
unterliegt und somit bezlglich des Reaktionskoreegih grofRes Optimierungspotential
bietet. Beide Nebenreaktionen konnten durch dendgken Reaktionsaufbau unterbunden
werden. Die Racemisierung, die im satzweisen Betdes gelstabilisierten Zweiphasen-
systems mit zunehmender Zeit auftritt [Hischer, K&oet al, 2005], konnte bei einer
Verweilzeit unter 2,8 h durch die kontinuierlichextéaktion des R)-Enantiomers aus der
wassrigen in die Lésungsmittelphase verhindert exerdie Oxidation des Furoins konnte
durch inerte Reaktionsbedingungen unter einer Adgcmutzgasatmosphéare unterbunden

werden.

7

O BAL

2\ =

2-Furaldehy (R)-2,2'-Furoir

Abbildung 3.5. Reaktionsschema der BAL-katalysierten Carboligation 2-Furaldehyd zuR)-2,2 -Furoin.

In der vorliegenden Arbeit wurde am Beispiel dB)-FFuroinsynthese untersucht, ob die
BAL-katalysierte Synthese chiraler-Hydroxyketone im kontinuierlichen Wirbelschicht-
reaktor durch einen Lésungsmittelwechsel optimiegtden kann. Es wurden Losungsmittel
eingesetzt, welche das Produkt besser losen alsbideer ausschliellich verwendete
n-Hexan. Nach Madglichkeit sollten die untersuchtelBsiingsmittel also eine hohere
Extraktionskraft fur das Produkt besitzen und deldurdhere Umsatze bei gleichzeitig hohen

Enantiomereniiberschiissen erlauben.
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3.2.1 Loésungsmittelwechsel

Anstelle des bisher verwendeten sehr apolarelexans wurden die polareren Losungsmittel
tert-Butylmethylether (MTBE), Methylisobutylketon (MIBKund 2-Methyltetrahydrofuran
(2-Methyl-THF) fur die BAL-katalysierte Furoinsyrgke im kontinuierlichen Wirbelschicht-

reaktor getestet.

MTBE wurde aufgrund voran gegangener Arbeiten volg&r [2004] ausgewahlt. Stillger
zeigte, dass MTBE bei BAL-katalysierten Carboligagn sowohl als Cosolvens im
Einphasensystem als auch als Lésungsmittelphaséwieiphasensystem eingesetzt werden
kann. Die Enzymstabilitdt der nicht-immobilisiert&AL wird bei Inkubation in einem
Einphasensystem mit MTBE gesattigtem Puffer, im glach zur Inkubation in reinem
Puffer, um den Faktor 75 gesteigert. Eine Inaktivig der BAL aufgrund gel6ster
Loésungsmittelmolekile in der wassrigen Phase (nubdek Toxizitat) ist demnach
ausgeschlossen. Auch die Lagerstabilitit der nmhtobilisierten BAL in einem fein
emulgierten Zweiphasensystem mit MTBE als Losungsiphase 4,=815 h) konnte, im
Vergleich zur Lagerstabilitat der BAL in einem géfpaen wassrigen Einphasensystem
(tu2=15 h), signifikant gesteigert werden. Zusatzlicmikte Stillger eine Inhibierung der BAL
durch MTBE ausschliel3en.

MIBK wurde aufgrund &hnlich positiver Ergebnissenv8chmidt [2008], der sowohl den
Einfluss der molekularen Toxizitat als auch der d&méoxizitat von MIBK auf die BAL
ausschloss, ausgesucht. Insgesamt konnte Schnmdinkeegativen Einfluss von MIBK auf

die Lagerstabilitat der BAL detektieren.

Sowohl MTBE als auch MIBK sind jedoch petrochemethJrsprungs und zudem sehr
schwer abbaubar, was zu 6kologischen Bedenkerchitish ihres gro3technischen Einsatzes
fuhrt. Daher wurde zusatzlich 2-Methyl-THF, das duislogischen Ressourcen wie z. B.
Lavulinsdure gewonnen wird und abiotisch durch Ludbgebaut werden kann
[Shanmuganathan, Nataliet al, 2010], als Lésungsmittelphase getestet. Zudemgtere
Shanmuganathan und Mitarbeiter, dass die BAL irerairmit 2-Methyl-THF gesattigtem

wassrigen Einphasensystem eine hthere Lagersialailifweist als in einem rein wassrigen
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Einphasensystem. Sowohl im Einphasensystem alsiaugiwveiphasensystem mit 2-Methyl-
THF als Cosolvens bzw. Ldsungsmittelphase wurdenhehadProduktivitaten und

Enantiomerentberschisse in der Benzoinsynthesaterzi

Um in einem wassrig/organischen Zweiphasensystehe témsatze zu erzielen, muss das
organische LOosungsmittel im Idealfall die Substredatinuierlich in die reaktive wassrige
Phase abgeben und die Produkte mdglichst effekivder wassrigen Phase extrahieren. So
kann das thermodynamische Gleichgewicht zur SeatePdodukte hin verschoben werden.
Ein wichtiger Parameter fur diesen Idealfall ist ¥erteilungskoeffizient der Substrate und
des Produktes zwischen den beiden Phasen. Dahdemvdie Verteilungskoeffizienten des
Substrates 2-Furaldehyd als auch des Produktes-@r@in in den Zweiphasensystemen mit
n-Hexan, MIBK und MTBE bestimmt und miteinander Jergen (s. Tabellen 3.1 und 3.2).
2-Methyl-THF wurde in diese Untersuchungen zunaahmsht mit einbezogen, da die
Ergebnisse von Shanmuganathan und MitarbeiterrO[28%t spater veroffentlicht wurden.

Tabelle 3.1.Verteilungskoeffizienten P des Substrats 2-Furajdeh wassrig/organischen Zweiphasensystemen
mit n-Hexan, MTBE bzw. MIBK als Losungsmittelphase. ANéerteilungskoeffizienten gelten fiir einen
Anfangskonzentrationsbereich von 2-Furaldehyd zZwgsc5-60 mM in der jeweiligen organischen Phase.

Zweiphasensystem Fg. Phase/wassrige Phase
Hexan/Wasser 0,45+0,15
MTBE/Wasser 2,7+0,13
MIBK/Wasser 5,4+0,4

Tabelle 3.1 verdeutlicht, dass die Verteilungskiaeghten des Substrates 2-Furaldehyd in den
Zweiphasensystemen mit MIBK und MTBE deutlich horend als der Verteilungs-
koeffizient im Zweiphasensystem mitHexan als Losungsmittelphase. D.h., dass sich im
Verteilungsgleichgewicht im Zweiphasensystem mit BET bzw. MIBK als organischer
Phase eine niedrigere Substratkonzentration in wliassrigen Phase einstellt als im
Zweiphasensystem mitHexan. MTBE und MIBK ,drangen” 2-Furaldehyd alsmtenziell
weniger stark in die wassrige Phaseraldexan, was eine schlechtere Substratversorgung des
Enzyms in der wassrigen Phase zur Folge haben &dbigser vermeintliche Nachteil kdnnte
im Falle der BAL jedoch in einen Vorteil umgeketwerden, denn van den Wittenboer [2009;
2010] zeigte, dass das Protein von seinen eigenbsti@ten stark inaktiviert wird. D.h. die
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langsamere Substratversorgung des Enzyms konnke ssigar positiv auf den Umsatz

auswirken.

Fur die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten &esduktes 2,2’-Furoin wurde dieses
analog zu den Gegebenheiten im Zweiphasensystemeinwassrigen Phase vorgelegt,

wodurch lediglich maximale Anfangskonzentrationen 2 mM untersucht werden konnten.

Tabelle 3.2.Verteilungskoeffizienten P des Produktes 2,2’-Rurioi wassrig/organischen Zweiphasensystemen
mit n-Hexan, MTBE bzw. MIBK als Ldsungsmittelphase. ANéerteilungskoeffizienten gelten fiir einen
Anfangskonzentrationsbereich des 2,2’-Furoins zhésc2-12 mM in der wassrigen Phase.

Zweiphasensystem Rsssrige Phaseforg. Phase
Wasser/Hexan 4.88+0,35
Wasser/MTBE 0,18+0,004
Wasser/MIBK 0,05+0,01

Wie in Tabelle 3.2 gezeigt, sind die Verteilungdkaenten des 2,2-Furoins im
Zweiphasensystem mit MTBE bzw. MIBK als organisctitase mit 0,18+0,004 bzw.
0,05+0,01 deutlich niedriger als in einem Zweipmsystem mitn-Hexan als Lésungs-
mittelphase (4,88+85). Bei Erreichen des Verteilungsgleichgewichts wirdhsin MTBE
und MIBK demnach eine deutlich héhere 2,2’-Furomkentratioreinstellen alsn n-Hexan.
Die Extraktionskraft von MTBE und MIBK fiir das gethéte Produkt wird demnach deutlich

grof3er sein als die desHexans, wodurch der Umsatz gesteigert werden kdnnt

Sowohl bei der Substratversorgung des Enzyms inwdessrigen Phase als auch bei der
Produktextraktion aus der wassrigen Phase in dianische Phase muss jedoch beachtet
werden, dass neben dem Verteilungskoeffizienten Steifftransportkoeffizient und die
Phasengrenzflache den Stofftransport entscheideeginflussen. Die Verteilungs-
koeffizienten bilden lediglich das treibende Gefaflir den Stofftransport. Im Falle von
gelstabilisierten Zweiphasensystemen, wie sie immtikaierlichen Wirbelschichtreaktor
eingesetzt werden sollen, kommt erschwerend hirdags die Polymermatrices den
Stofftransport behindern konnen. Die Bestimmung de®fftransports ist ungleich
komplizierter als die Bestimmung der Verteilungdkaenten und war nicht Ziel dieser
Arbeit. So wurde Uber die Verteilungskoeffizientees Substrates und des Produktes

lediglich eine grundsatzliche Tendenz des Stoffjpants in den jeweiligen
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Zweiphasensystemen abgeschatzt. Ob und inwiefem \trteilungskoeffizienten der
Reaktanden zwischen der wassrigen Phase und deiligmm Losungsmittelphase die
erreichbaren Umsétze im kontinuierlichen Wirbelshlrieaktor beeinflussen, wurde im

Folgenden genau untersucht.

In Anlehnung an Ansorge-Schumacletral [2006] bestand der Reaktionsraum des Wirbel-
schichtreaktors aus einem herkdmmlichen Falcon Tulieeinem Fassungsvermdgen von
50 mL, das sich in einer verschliel3baren Glasfladgefand. Der Reaktionsraum wurde durch
einen Edelstahldeckel luftdicht verschlossen. Deck2| enthielt Bohrungen durch die die
organische Phase zur Aufrechterhaltung der Wirbetbt mithilfe einer Umlaufpumpe
fortwahrend zirkuliert wurde. Durch eine weitere hBang im Deckel wurde der
Reaktionsraum mit Stickstoff abgesattigt. Das Gasde zuvor durch eine Gaswaschflasche
mit Silikonol geleitet, so dass konstant ein leschiberdruck im ReaktionsgefaR garantiert
war. Zwei weitere Bohrungen ermdglichten die Sutgarsorgung mithilfe einer Feindosier-
pumpe und das Abpumpen des Reaktionsmediums. fditithes Warmetauschers wurde die
Reaktionstemperatur konstant bei 20 °C gehaltefl(s. 3.6).

Gaswaschflasche

Warmetausche —@— Substratlésung
Dosierpumpen
A ——O— Produktabfiihrung
S/
Umlaufpumpe
v

o)
o
o]
Po
W
(]

Abbildung 3.6. Kontinuierlich betriebener Wirbelschichtreaktort iAW A/PEG-BAL-Immobilisaten.
Links: Schematischer Aufbau; rechts: Foto des Reaggefalies.

Ansorge-Schumachet al [2006] untersuchten im kontinuierlichen Wirbelstitreaktor die
3,3-Furoinsynthese. Da 3,3-Furoin jedoch nichtrkoerziell erhaltlich ist, wurde in der
vorliegenden Arbeit die 2,2’-Furoinsynthese als Kltréaktion verwendet. Daher wurden fir

einen madglichst exakten Vergleich der unterschobéin LOsungsmittelphasen, die
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Vergleichswerte beim Einsatz vanHexan neu ermittelt. Somit wurden alle Losungsghitt
unter identischen Bedingungen als organische Pinasgelstabilisierten Zweiphasensystem
eingesetzt. Um eine Racemisierung und Oxidation Besduktes R)-2,2’-Furoin zu
verhindern, wurde im Einklang mit Ansorge-Schumadaheal [2006] eine kurze Verweilzeit
von 2 h ausgewahlt. Die 2-Furaldehydkonzentrati@trug jeweils 30 mmol t und
insgesamt wurden immer 25 U BAL eingesetzt.

Die ermittelten prozentualen Umsatze der BAL-katidsten R)-2,2’-Furoinsynthese im
gelstabilisierten Zweiphasensystem bei Verwendwergveer unterschiedlichen Lésungsmittel
sind in Abbildung 3.7 in Abhangigkeit der Reaktineg dargestellt. Die zum Teil sehr
grof3en Standardabweichungen sind auf eine nictt geichmafige Flussrate und dadurch
bedingte leicht schwankende Verweilzeiten zurtckiatdn. Zudem schwankte die
Aullentemperatur zeitweise stark, so dass im Rewdgedall nicht immer exakt 20 °C
garantiert werden konnten.

10

Umsatz [%]

30 35 40
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Abbildung 3.7. Prozentuale Umsatze der BAL-katalysierteR)-2,2’-Furoinsynthese im gelstabilisierten
Zweiphasensystem mitHexan (Rauten), MTBE (Quadrate), MIBK (Dreieckedw2-Methyl-THF (Kreise) als
Lésungsmittelphase in Abhangigkeit von der Zeite Reaktion wurde mit 25 U BAL bei 20 °C, einer
2-Furaldehydkonzentration von 30 mmat und einer Verweilzeit von 2 h durchgefiihrt.
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Bei Betrachtung der Ergebnisse fallt zunadchst adfss im Gegensatz zu den
Zweiphasensystemen mit MTBE, MIBK und 2-Methyl-TH& n-Hexan eine sehr lange
Laufzeit erzielt wurde. Die Laufzeit des Hexan/P%&stems lag mit Gber 36 h deutlich Uber
den Laufzeiten der anderen Zweiphasensystementie 20 h lagen. Zudem konnte lediglich
iIm Zweiphasensystem mitHexan Uberhaupt ein stabiler Betriebspunkt erzagdtden. In
allen anderen getesteten Zweiphasensystemen werdmakimale Umsatz spatestens nach
2,5 h erreicht und fiel danach stetig ab. Ein $talBetriebspunkt konnte nicht erzielt werden.
Generell waren die erzielten maximalen prozentuélersatze zwischen 4,3% (MIBK) und

knappen 8% (2-Methyl-THF) in allen 4 Zweiphasensystn sehr niedrig.

Lediglich im Bezug auf die Nebenproduktbildung ktemdurch den Losungsmittelwechsel
Vorteile erzielt werden. Die Oxidation des Furokennte analog zu Ansorge-Schumacher
et al [2006] aufgrund der konstant gehaltenen Schustgassphare in allen untersuchten
Zweiphasensystemen vollstandig verhindert werden Bezug auf die Racemisierung des
Furoins konnte bei Verwendung varHexan als Lésungsmittelphase allerdings zeitwease
(S-Enantiomer detektiert werden. Insgesamt wurden diesem Zweiphasensystem
unkonstanteees zwischen 61 und 99,99% gemessen. Bei Verwendend dsungsmittel
MTBE, MIBK und 2-Methyl-THF als Ldsungsmittelphadeonnte dagegen zu keinem
Zeitpunkt §-Furoin im Produktablauf detektiert werden. [@&s lagen hier konstant bei tber
99,99%. Die Racemisierung des Furoins findet aligfilth in der wassrigen Phase statt
[Jantges, 2009] und kann daher durch die verbesBeoduktextraktion aus der wassrigen in
die Losungsmittelphase vollstadndig verhindert warden Bezug auf die Racemisierung hat

sich der Losungsmittelwechsel also als erfolgréierausgestellt.

Bei Verwendung der Lésungsmittel MTBE, 2-Methyl-THIRd MIBK konnte in allen drei
Fallen eine konstante Wirbelschicht der PVA/PEG-bbihsate aufgebaut werden. Bei
Ausbildung einer Wirbelschicht ist die Substratdéibn aufl3erhalb der Kugeln
wahrscheinlich nicht limitiert. Es ist also davamsaugehen, dass die Substratkonzentrationen
in den Kugeln annahernd den Verteilungsgleichgetsidnzentrationen entsprechen. Es
kann demnach angenommen werden, dass dort in dessriggn Phase immer
Aldehydkonzentrationen im mM-Bereich vorliegen. D.ldass bei den L&sungsmitteln
MTBE, MIBK und 2-Methyl-THF die bekannte Inaktivieng der BAL durch ihre eigenen
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Substrate [van den Wittenboer, 2009; van den \Witten Niemeijeret al, 2010] sehr
wahrscheinlich stark zum Tragen kommt. Durch diesatinaktivierung der BAL wird die
Laufzeit der Zweiphasensysteme mit MTBE, MIBK bzw2-Methyl-THF als

Lésungsmittelphase deutlich verringert.

Die Substratinaktivierung der Lyase scheint zudeihr schnell einzutreten, denn in keinem
der drei genannten Zweiphasensysteme konnte diilestdBetriebspunkt erreicht werden.
Unterschiedlich starke inaktivierende Effekte derdsiingsmittel (molekulare und
Phasentoxizitat) auf die BAL scheinen durch derktiweerenden Effekt des Substrates
2-Furaldehyd nahezu vollstandig Uuberlagert zu werd&omit koénnen durch einen

Lésungsmittelwechsel kaum erhdhte Umsétze erzieltian.

Tabelle 3.3 zeigt zudem, dass die BAL unter gerann®rozessbedingungen in den
Zweiphasensystemen mit den drei neu getesteten nbémutteln sehr &hnliche
Halbwertszeiten aufweist. So liegen die Halbweitspeder BAL in Zweiphasensystemen
mit MTBE, MIBK bzw. 2-Methyl-THF als Losungsmitteipse alle zwischen 2-3 h. Bei
Verwendung von MTBE als Lésungsmittelphase kannedimittelte Halbwertszeit der BAL
von 2,4+0,26 h mit Ergebnissen von van den Wittend@009] verglichen werden, die fir
die nicht-immobilisierte BAL bei einer 2-Furaldehymhzentration von 100 mmol™Leine
ahnliche Halbwertszeit von 1,5+0,1 h ermitteltee Raum variierenden Halbwertszeiten der
BAL beim Einsatz der drei unterschiedlichen Losunigelphasen zeigen, dass die
Inaktivierung des Enzyms durch das gewdéhlte Losuittgd die BAL-Prozessstabilitat
letztlich kaum beeinflusst. Die sehr niedrigen Hadbiszeiten der BAL unter
Prozessbedingungen im jeweiligen ZweiphasensystarMiirBE, MIBK und 2-Methyl-THF
als organischer Phase stehen nicht im Einklandgzngébnissen von Stillger [2004], Schmidt
[2008] und Shanmuganathan [2010]. Diese Ergebrasggien, dass die Lagerstabilitdt der
BAL in den aufgeflhrten Zweiphasensystemen im \&ctl zu einem rein wassrigen System,
nicht verringert sondern gegenteilig teilweise sogasteigert wird. Die sehr niedrige
Prozessstabilitdit der BAL in den genannten Zweiphggstemen kann also sehr
wahrscheinlich auf die Substratinaktivierung zugefkihrt werden. Dies bestatigt die
Annahme, dass inaktivierende Effekte des Substtatesngsmitteleffekte stark tberwiegen.
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Tabelle 3.3. Halbwertszeiten der BAL beim Einsatz im gelstabblien Zweiphasensystem mitHexan,
MTBE, MIBK bzw. 2-Methyl-THF als Ldsungsmittel im oktinuierlichen Wirbelschichtreaktor. Die
Halbwertszeiten wurden graphisch aus der Abnahm&deséatze der 2,2’-Furoinsynthese, unter Annahmerei
Reaktion erster Ordnung, ermittelt. Die Reaktionrdeu mit 25 U BAL bei 20 °C, einer 2-Furaldehyd-
konzentration von 30 mmoltund einer Verweilzeit von 2 h durchgefiihrt.

Losungsmittel Halbwertszeit [h]
n-Hexan 23,36,6
MTBE 2,4+0,26

MIBK 30,27
2-Methyl-THF 2+0,37

Bei Interpretation der erzielten Ergebnisse im wges/Hexan Zweiphasensystem muss
beachtet werden, dass hier im Gegensatz zu dereremitZweiphasensystemen keine
Wirbelschicht der PVA/PEG-BAL-Immobilisate aufgebauerden konnte. Die PVA/PEG-
Kugeln bildeten ein Agglomerat, welches sich am @odes Reaktionsgefalies befand. Eine
Durchmischung und Aufwirbelung der PVA-Kugeln war keinem Zeitpunkt der Synthese
zu beobachten. Dies ist mit der, im Vergleich zo Wéasserloslichkeiten von MTBE (26 g

LY, 2-Methyl-THF (16 g [*) und MIBK (12 g L%, geringen Wasserléslichkeit ded{exans
von lediglich 0,016 g t, zu begriinden. In-Hexan sind nur Spuren von Wasser geldst und
es findet kaum Diffusion des Wassers aus der Polymgix in die umgebende
Lésungsmittelphase statt. Aufgrund dessen aggl@meridie hydrophilen PVA/PEG/Wasser-
Immobilisate, um die Oberflache zur umgebenden dpldoben Phase zu minimieren. Eine
Aufwirbelung der Kugeln ist somit nur sehr schwar erreichen. Bei allen anderen
eingesetzten Losungsmitteln konnte dagegen ein@lestd/irbelschicht Uber die gesamte
Reaktionsdauer hinweg aufrecht gehalten werden.\2ikklumpung der PVA/PEG-BAL-
Immobilisate im wassrigen/Hexan Zweiphasensystemhrtfliizur Limitierung der
Substratdiffusion aul3erhalb der Kugeln. Es kanpo disvon ausgegangen werden, dass im
wassrigen/Hexan Zweiphasensystem in der wassrigeaseP eine deutlich niedrigere
Substratkonzentration vorliegt als in den Ubrigeweiphasensystemen. Dies hat zur
Konsequenz, dass im wassrigen/Hexan ZweiphasensybéeSubstratinkativierung der BAL
deutlich schwacher ausféllt als in den Ubrigen plasensystemen. Hierdurch kommt es bei
Verwendung vom-Hexan als Losungsmittelphase zu einer, im Vergldiei Verwendung
von MTBE, 2-Methyl-THF und MIBK als Lésungsmittelabe, signifikant hdheren
Reaktionslaufzeit von tber 36 h. Auch der stabi¢riBbspunkt im Wirbelschichtreaktor, der
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ausschlie3lich beim Einsatz vorHexan als Loésungsmittelphase beobachtet wurdst, $&ch
druch die geringere Substratkonzentration in desswgen Phase und dadurch bedingte
schwachere Inaktivierung des Enzyms durch seineneiy Substrate, erklaren. Auch hier
wird demnach deutlich, dass die Substratinaktivigrder BAL mdgliche Inaktivierungen

durch die gewahlten Losungsmittel zu Uberlagereisth

Die, im Vergleich zu den BAL-Halbwertszeiten im wégen/MTBE, MIBK bzw. 2-Methyl-
THF Zweiphasensystem, signifikant hohere BAL-Halltazeit im wassrigen/Hexan
Zweiphasensystem von 23,3%£6,6 h (s. Tab. 3.3) stitizt diese Annahme zusétzlich. Da im
letzt genannteren Zweiphasensystem eine deutlietirigere Aldehydkonzentration in der
wassrigen Phase angenommen wird, ist die Substkatirerung der BAL sehr

wahrscheinlich geringer und es kann eine langetbwéatszeit erzielt werden.

Zur Verifizierung der Vermutung, dass die Substaittivierung der BAL mdogliche
Inaktivierungseffekte des Losungsmittels vollstgndberlagert, wurde im Folgenden eine
BAL-Variante im kontinuierlich betriebenen Wirbefgchtreaktor eingesetzt. Diese BAL-
Variante wurde im Hinblick auf erhdhte Losungsnistigbilitat entwickelt [van den
Wittenboer, 2009].

3.2.2 BAL-Variante

Zur Untersuchung der inaktivierenden Effekte, die ikontinuierlich betriebenen
Zweiphasensystem auf die BAL einwirken, wurde einBAL-Variante im
Wirbelschichtreaktor eingesetzt. Die verwendeteidrae(BAL-V175N, 1176D, 1177T) war
von van den Wittenboer [2009] durch gerichtete Matese oberflachenstandiger
Aminosauren im Hinblick auf erhdhte Ldsungsmittsiitat entwickelt worden. Die
Hydrophilie der BAL-Oberflache wurde hierfur gegieit, um durch mégliche neue nicht-
kovalente Interaktionen (z. B. ionische Wechseluen) die Wahrscheinlichkeit von
partiellen Entfaltungsvorgéngen, die der Ansatzpuiik die irreversible Inaktivierung von
Enzymen durch Lésungsmittel sind, zu verringerre Biabilisierung gegeniber dem Substrat

war und konnte dagegen nicht Ziel der gerichteterutagenese sein, da der
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Inaktivierungsmechanismus bis heute nicht aufgekdér Eine Stabilisierung gegentber dem

Substrat war daher nicht zu erwarten.

Van den Wittenboer [2009] konnte fur die BAL-Vara(V175N, 1176D, 1177T), im
Vergleich zum nativen Enzym, in MTBE eine signifikénbhere Lagerstabilitdt nachweisen.
Der Effekt der molekularen Toxizitdt wurde in eineEinphasensystem mit MTBE
gesattigtem Puffer ermittelt. Die Phasentoxizitdirde dagegen in einem Wasser/MTBE
Zweiphasensystem gemessen. Im Einphasensystemeké@irmtlie BAL-Variante eine fast
doppelt so hohe Lagerstabilititt gemessen werden, Zweiphasensystem war die
Lagerstabilitat 1,8mal grof3er als die des nativerehs.

Die BAL-Variante wurde exemplarisch im MTBE/Wass&weiphasensystem unter
Reaktionsbedingungen eingesetzt. Wenn im Wirbethttaaktor der inaktivierende Effekt

der LOsungsmittel andere inaktivierende Effekteg wor allem die Substratinaktivierung
Uberwiegt, dann sollten sich beim Einsatz der BAdr¥nte eine deutlich hdhere
Reaktionslauf- und Halbwertszeit und hohere Umsétgeben als beim Einsatz der nativen
BAL. Andern sich die genannten Parameter beim Eindar BAL-Variante nicht, so ist

davon auszugehen, dass die Substratinaktivieruagrigsmitteleffekte tberlagert.

In Abbildung 3.8 sind die erzielten Umsatze derdimsynthese bei Verwendung der nativen
BAL und der BAL-Variante als Biokatalysator dargskst
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Abbildung 3.8. Prozentuale Umsétze der){2,2’-Furoinsynthese im gelstabilisierten Zweipdrasystem mit
MTBE als Losungsmittelphase und der nativen BALU#Ra) bzw. der BAL-Variante(V175N, 1176D, 1177T)
(Quadrate) als Katalysator in Abhéngigkeit von Beaktionsdauer. Die Reaktion wurde mit 25 U BAL bei
20 °C, einer 2-Furaldehydkonzentration von 30 mhiblind einer Verweilzeit von 2 h durchgefiihrt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich beim EirdetBAL-Variante(V175N, 1176D, 1177T)

keine langere Laufzeit der Synthese im Wirbelsdheaktor ergibt. Unter Verwendung
beider Biokatalysatoren liegt die Laufzeit zwischHEh und 23 h. Auch bei den ermittelten
Halbwertszeiten ergeben sich keine signifikantetetéchiede. Fur die BAL-Variante wurde
eine Halbwertszeit von 2,3+0,46 h ermittelt. Die Iddeertszeit der nativen BAL im

MTBE/Wasser Zweiphasensystem liegt bei 2,4+0,26 Die gemessenen prozentualen
Umsatze liegen beim Einsatz der BAL-Variante zwavas hoher (maximaler Umsatz =
6,98%=1,92) als beim Einsatz der nativen BAL (maaen Umsatz = 5,05%0,92), unter
Beriicksichtigung der grof3en Standardabweichunggaben sich jedoch auch hier keine
signifikanten Unterschiede. Die im Vergleich zumldip ca. doppelt so hohe Lagerstabilitat
der BAL-Variante in MTBE korreliert also nicht méiner erhéhten Prozessstabilitat. Die
Inaktivierung der BAL durch das Substrat 2-Furalgklscheint demnach so stark zu sein,
dass Ldsungsmitteleffekte in den Hintergrund treté@iiein eine verbesserte Stabilitat
gegeniber den verwendeten Losungsmitteln kann dalfdt zu einer signifikanten

Steigerung der Reaktionslaufzeit oder gar zu egrobimsatzen fuhren.
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Dieses Ergebnis steht mit Messungen von van deteliver [2009] im Einklang, die unter
ahnlichen reaktiven Bedingungen im Zweiphasensydtendie nicht-immobilisierte BAL-

Variante(V175N, 1176D, 1177T) ebenfalls eine ledigl minimal erhéhte Prozessstabilitat
beobachtete. Fir die BAL-Variante ermittelte vam d#ittenboer eine Halbwertszeit von

1,9+0,2 h, flr das native Enzym eine Halbwertszeit 1,5+0,1 h.

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisseigen also, dass durch eine
Immobilisierung der BAL in einer Polymermatrix aBYA die Prozessstabilitat des Enzyms
nicht gesteigert werden kann. Da die Substratimegkting der BAL Losungsmitteleffekte
ganz offensichtlich stark Uberlagert, stellt daw&@ete kontinuierliche Reaktionssystem
aufgrund der kontrollierbaren Substratkonzentrateame gute Wahl dar und es erscheint
sinnvoll, eine sehr niedrige Substratkonzentragomzustellen. Die Inaktivierung der BAL
durch ihre eigenen Substrate scheint jedoch sok star sein, dass selbst geringe
Aldehydkonzentrationen noch zu einer raschen Iaigkting fihren. Van den Wittenboer
[2009] hatte die Prozessstabilitat der BAL-Varianten reaktiven MTBE/Wasser
Zweiphasensystem bei einer 2-Furaldehydkonzentratim 100 mmol ! gemessen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die BAL-Variante bei @in2-Furaldehydkonzentration von
lediglich 30 mmol [* im Wirbelschichtreaktor eingesetzt und dennoch e
Substratinaktivierung so stark, dass weder hohe dttasnoch hohe Halbwerts- und
Laufzeiten erzielt werden konnen. Selbst eine weit@rastische Reduzierung der
Substratkonzentration auf lediglich 5 mmot brachte keine signifikante Verbesserung der

Parameter mit sich.

Bevor die BAL daher in gro3technischen Synthes@igeeich eingesetzt werden kann, ist es
unerlasslich den Inaktivierungsmechanismus der tgatbsgenau aufzuklaren. So ware es
z. B. hilfreich die kritische Substratkonzentratidir die BAL zu ermitteln, um die
Reaktionsfihrung genau anzupassen. Aufgrund der trélbarbarkeit der Substrat-
konzentration sind kontinuierliche und semikonterliche (FedBatch) gegenlber satzweisen
Reaktionsfihrungen zu bevorzugen. Da die Subsakttinerung der BAL jedoch sehr stark
zu sein scheint und schon bei sehr niedrigen Satketizentrationen auftritt, erscheint es als
unerlasslich, eine BAL-Variante mit erhohter Stidiil gegen die eigenen Substrate

herzustellen. Fur den gezielten Austausch von Aséncen im Protein durch gerichteten
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Mutagenese misste jedoch zunachst der Inaktivisrmaghanismus aufgeklart werden. Die
Herstellung von BAL-Varianten mit gesteigerter Sudnstabilitat tber gerichtete Evolution
stellt eine Alternative dar. Allerdings musste fiier zunachst ein geeignetes
Screeningverfahren der Enzymvarianten etablierderrund so bedarf es auf diesem Feld

weitere intensive Forschung.

3.2.3 Zusammenfassung

Die Untersuchungen zeigen, dass ein Losungsmittdleed keine Maoglichkeit der
Optimierung der BAL-katalysiertenR]-2,2’-Furoinsynthese im kontinuierlich betriebenen
Wirbelschichtreaktor bietet. Obwohl die Verteilukgsffizienten des Produktes zwischen der
wassrigen und der jeweiligen Losungsmittelphasesmd hohere Produktextraktionskraft der
ausgewahlten Ldsungsmittel schlieRen lassen, kohmtedurch das thermodynamische
Gleichgewicht scheinbar nicht zur Produktseite samschoben werden. Es wurden keine
signifikant hoheren Umsatze als mHexan gemessen. Lediglich die Racemisierung des
gebildeten R)-2,2’-Furoins in der wassrigen Phase konnte daeh Loésungsmittelwechsel

vollstandig unterbunden werden.

Im wassrigen/Hexan Zweiphasensystem konnte aufgdendyeringen Wasserl6slichkeit des
n-Hexans, im Gegensatz zu den weiteren untersuctieeiphasensystemen, keine
Wirbelschicht der PVA-Immobilisate aufgebaut werdéas Agglomerat der Hydrogele
korrelierte mit einer signifikant langeren Reakstaufzeit. Da aufgrund der Agglomerat-
bildung der Stofftransport wahrscheinlich stark gedart wurde, ist die
Substratkonzentration in der Wasserphase diesesipAasensystems wahrscheinlich
bedeutend geringer als in den Ubrigen Zweiphastmsgsn. Es war also anzunehmen, dass
die Substratinaktivierung der BAL inaktivierendddkte der Loésungsmittel Uberlagert. Diese
Annahme wurde durch die sehr &hnlichen Halbweriszeider BAL in reaktiven
Zweiphasensystemen mit MTBE, MIBK bzw. 2-Methyl-THdE organischer Phase bestatigt.
Die Wahl des Losungsmittels schien die Prozesds#dluler BAL kaum zu beeinflussen.

Zur Verifizierung dieser Annahme wurde eine BAL-Mate, die eine ca. doppelt so hohe

Lagerstabilitat in MTBE aufweist wie die native BALm reaktiven wassrigen/MTBE
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Zweiphasensystem im Wirbelschichtreaktor einges&atsich dabei flr die BAL-Variante
keine hdhere Lauf- und Halbwertszeit ergab und &edhme hdheren Umsatze erzielt wurden,
muss die Inaktivierung der BAL durch ihre eigenenbSrate die Inaktivierung durch

Lésungsmittel deutlich Gberwiegen.

Auch eine Immobilisierung der BAL in PVA steigererdnach die Stabilitat des Enzyms
gegen seine eigenen Substrate nicht. Die Substkéitirerung scheint so stark zu sein, dass
selbst niedrig gehaltene Substratkonzentrationen Sommol L* im kontinuierlichen

Reaktionssystem noch zu einer raschen Inaktiviedesy Proteins fuhren. Die erfolgreiche
Synthese chiralen-Hydroxyketone mithilfe der BAL wird demnach voraichtlich erst

gelingen, wenn BAL-Varianten mit erhohter Stabiligiegentber ihrer Substrate hergestellt
werden. Hierfur ist die vollstandige Aufklarung desiktivierungsmechanismus von grofl3er

Bedeutung.
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3.3 Chemoenzymatische Eintopfsynthese vonR)-4,4’-Biphenylbenzoin
durch Kombination Pd-katalysierter Kreuzkupplung und BAL-
katalysierter Carboligation

Ein weiters Ziel dieser Arbeit war die Synthese dasrisch sehr anspruchsvollen
a-Hydroxyketons 4,4’-Biphenylbenzoin durch Kombimati einer Palladium-katalysierten
Suzuki-Kupplung mit einer BAL-katalysierten Carlgation (s. Abb. 3.9). In der Suzuki-
Kupplung sollte das sterisch anspruchsvolle Subsisa anschlieRenden Carboligation,
4-Biphenylcarboxaldehyd, aus der einfachen VorsfuBrombenzaldehyd aufgebaut werden.
In der nachfolgenden Enzymreaktion sollten zweiighBnylcarbox-aldehyde stereoselektiv

zu (R)-4,4’-Biphenylbenzoin verknipft werden.

Abbildung 3.9. Reaktionsschema der chemoenzymatischen Eintopisyat von R)-4,4’-Biphenylbenzoin
durch Kombination der Palladium-katalysierten Surtkpplung und der anschlieRenden BAL-katalysierten
Carboligation. 1: 4-Brombenzaldehyd; 2: Phenylbséame; 3: 4-Biphenylcarboxaldehyd, ®)4,4’-Biphenyl-
benzoin.

Sowohl die Suzuki-Kupplung als auch die enzymkaialye Carboligation wurden, bevor sie

miteinander kombiniert wurden, einzeln charaktertsund optimiert.

3.3.1 Suzuki-Kupplung

Fur die Suzuki-Kupplung von 4-Brombenzaldehyd urnriglboronsaure wurde analog zu
Burda et al. [2008], der Standardkatalysator Bis-(triphenylg#tos)-palladiumdichlorid
(PPh),PdCL (s. Abb. 3.10) in Kombination mit der Base Natrazarbonat (NgCOs)
eingesetzt.
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Abbildung 3.10. Strukturformel des Bis-(triphenylphosphin)-pallatidichloridkatalysators.

Burda et al. [2008] kombinierten ebenfalls eine Pd-katalysigft@uzkupplung mit einer
enzymatisch katalysierten Reaktion, allerdings amteren Substraten und einem anderen
Biokatalysator. In der Suzuki-Reaktion wurde Phbaybnsdure mit 1-(4-Bromphenyl)-
ethanon zu 4-Phenylacetophenon gekuppelt, welchekfoigend mithilfe einer Alkohol-
dehydrogenase zum entsprechenden chiralen Alkobdliziert wurde. Fur die Kreuz-
kupplung wurde beim Einsatz von 1,1 AquivalenteeBtboronsaure und 40 Aquivalenten
der Base N#&O; eine optimale Reaktionstemperatur von 70 °C eefhitind eine Ausbeute

von 95% erzielt.

Diese optimierten Reaktionsbedingungen wurden audg ¢@PPR),PdCh-katalysierte

Kreuzkupplung von Phenylboronsédure mit 4-Brombeted®yd Ubertragen. Entgegen den
Erwartungen konnte so jedoch lediglich eine Ausbeutn 15% erreicht werden. Eine
H%-NMR-Analyse der Produkte aus der Suzuki-Reaktieigte, dass neben dem eigentlichen
Hauptprodukt 4-Biphenylcarboxaldehyd zusatzlichee@arbonsaure entstanden war. Im
H-NMR-Spektrum war deutlich ein fiir Carboxylgruppemarakteristischer Peak bei
11,64 ppm zu erkennen. Auch die Bildung eines Atitehvurde durch einen sehr schwachen
Peak bei 4,4 ppm angedeutet. Dies legt die Verngutuethe, dass das Substrat 4-Brom-
benzaldehyd bei einer Reaktionstemperatur von 70uf@ 40 Aquivalenten der Base
Natriumcarbonat zu 4-Brombenzoesdure und 4-Brompaikohol disproportioniert ist.

Diese Annahme steht im Einklang mit der bereits 318n Cannizzaro beschriebenen
Cannizzaro-Reaktion, bei der arylische Aldehyde eunTemperaturerhhung und in
Gegenwart starker Basen zu Derivaten der Benzoesaurd des Benzylalkohols

disproportionieren (s. Abb. 3.11).



Ergebnisse und Diskussion Teil 2 154

@)

OH" 0 D Ho o
RI—EH % 2
R1)LH OH R1)kH o R1)LOH + Rt TOH

Abbildung 3.11. Mechanismus der Disproportionierung arylischer edigde bei hoher Temperatur und in
Gegenwart starker Basen nach Cannizzaro [1853tdRt fur arylischer Rest.

Aufgrund der festgestellten Disproportionierung @esstrates 4-Brombenzaldehyd mussten
die Reaktionsbedingungen der Suzuki-Kreuzkupplamddezug auf die Reaktionstemperatur
und den zugegebenen Basenaquivalenten optimiertlewerBei niedrigen Reaktions-
temperaturen verlauft die Bildung von Hydroxidionams der Reaktion von Carbonationen
mit Wasser langsamer ab und durch die Reduktiorzagegebenen Basenaquivalente liegen
generell weniger Hydroxidionen im Reaktionsansater. vDa Hydroxidionen die
Disproportionierung arylischer Aldehyde nach Camaip initiieren, wurden eine geringere
Disproportionierung des Substrates und dadurch enddere Produktausbeute bei

Herabsetzung der Temperatur und der Basenkonzentetvartet.

Zunachst wurden nur die zugegebenen Basenaquigalemt 40 auf 20 halbiert und die
Reaktionstemperatur bei 70 °C belassen. Unter wlieBedingungen konnte die
Substratdisproportionierung jedoch lediglich gemitdund die Ausbeute nur leicht von 15
auf 25% gesteigert werden. Erst beim HerabsetzerRdaktionstemperatur auf 55 °C und
einer weiteren drastischen Reduzierung der eingieseBasenaquivalente auf einen Wert von
2, konnte eine zufriedenstellende Ausbeute von 3®tlerzielt werden. Schon kleine

Erh6hungen der Basenaquivalente fuhrten zu deatlidferlusten der Ausbeute.

Die maximal erzielbare Ausbeute von 56+13% entgprdamit nicht dem Wert von 95%
nach Burdaet al. [2008]. In Anbetracht der héheren Empfindlichkdiér Aldehyde im
Vergleich zu Ketonen, die bei Bur@fal. als Substrate eingesetzt wurden, ist dies jedoch e
sehr zufriedenstellendes Ergebnis.

3.3.2 Charakterisierung der BAL-katalysierten Carboligati on

Die BAL-katalysierte Carboligation sollte im Hinbk auf Ausbeute und Enantiomeren-

Uberschuss charakterisiert werden. Da das Subbstgbhenylcarboxaldehyd und auch das
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Produkt schlecht wasserl6slich ist, wurde zusdizitte Verwendung der Cosolventien
DMSO und DMF untersucht. Die Durchmischung der wges Phase mit 20% (v/v) dieser
Cosolventien hatte sich bereits in der Benzoinsgghbewdahrt [Demir, Sesenogt al.,

2002; Schmidt, 2008].

Die Verwendung von DMF als Loéslichkeitsvermittlamees sich als nachteilig, da mittels
HPLC-Analytik neben dem eigentlichen Produkt 4,4ptienylbenzoin nicht weiter
spezifizierte Nebenprodukte detektiert wurden. EiNBglichkeit der unerwiinschten
Nebenproduktbildung ist die Reaktion zwischen darbGnylgruppe des Substrates und der
Amidfunktion des DMFs. Auch eine BAL-katalysiertai@oligation zwischen DMF und dem
Substrat 4-Biphenylcarboxaldehyd ist nicht ausziies8an. In diesem Fall wirde ein weiteres
nicht erwinschtesui-Hydroxyketon entstehen. Nach 7 Tagen Reaktionskeiinte das
gewunschte Produkt 4,4’-Biphenylbenzoin zwar de¢ektverden, jedoch lediglich mit einer
geringen Ausbeute von 32%. DMF kommt demnach ratsht 6slichkeitsvermittler in Frage.

Der Einsatz von 20% DMSO als Loslichkeitsvermittigwies sich dagegen als vorteilhatft,
denn im Vergleich zur Synthese im gepufferten wgsarSystem ohne Cosolvens konnte die
Reaktionsgeschwindigkeit stark erhoht werden. Nadlagen Reaktionszeit lag die Ausbeute
bei Verwendung von DMSO bei 96%, wahrend sie im reéssrigen System erst bei 69%
lag. Dieees lagen in beiden Einphasensystemen bei Uber 99, PD8%udem bekannt ist, dass
DMSO in einer Konzentration von 20% (v/v) die Staéi der BAL nicht negativ beeinflusst,
sondern sogar stabilisierend auf das Protein i8ktiger, 2004], eignet sich DMSO bei der
stereoselektiven BAL-katalysierten Carboligationnvd-Biphenylcarboxaldehyd hervor-

ragend als Loslichkeitsvermittler.

Da die erzielbare Gesamtausbeute der enzymatigebaktion mit 99% wesentlich héher ist
als die erzielte maximale Ausbeute der chemischlysierten Suzuki-Kupplung von 56%,
wurde in Betracht gezogen, die Reihenfolge derdrei@eaktionen zu vertauschen. Wird die
BAL-katalysierte Carboligation mit hohem Umsatz ¢et-katalysierten Kreuzkupplung mit
niedrigerem Umsatz vorgeschaltet, so kann letzigmdldie Gesamtausbeute an
4,4’-Biphenylbenzoin in der Eintopfsynthese erhiafetrden. Die Umkehrung der Reaktions-

reihenfolge hétte zur Konsequenz, dass die BAL edlastder Carboligation von
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4-Biphenylcarboxaldehyd die Carboligation von 44Bhlenzaldehyd katalysieren misste.
Das dabei entstehend®){4,4-Dibrombenzoin wiirde in der anschlielBenderk®@lysierten
Kreuzkupplung mit Phenylboronséure ziR)-@é,4’-Biphenylbenzoin umgesetzt werden
(s. Abb. 3.12).

0 o Br B(OH) o Ph
NS e s
2 /@2 —3>
ThDP O O
Br Mg?* Br OH Pd-Ka pp OH

H20

Abbildung 3.12. Reaktionsschema der chemoenzymatischen Eintopissathon R)-4,4’-Biphenylbenzoin mit
der BAL-katalysierten Carboligation im ersten Stthuhd nachfolgender Pd-katalysierten Suzuki-Kupglu
1: 4-Brombenzaldehyd; 2Rj-4,4’-Dibrombenzoin; 3: Phenylboronsaure; R)-@,4’-Biphenylbenzoin.

Aufgrund dessen wurde auch die BAL-katalysierte bOkgation zweier 4-Brom-
benzaldehyde hinsichtlich Ausbeute uselcharakterisiert. Da sich DMSO zuvor bereits als
geeignetes Cosolvens herausgestellt hatte, wurbeietieser Charakterisierung ebenfalls in
einer Konzentration von 20% eingesetzt. Fur diebGlagation von 4-Brombenzaldehyd
konnte analog zur Carboligation von 4-Biphenylcadidehyd unter Verwendung von
DMSO eine Ausbeute von Uber 99% und e&rvon Uber 99,99% erreicht werden. Allerdings
war die Reaktionsgeschwindigkeit ca. um den Fali@® grofRer. Eine Umkehrung der
Reaktionsreihenfolge in  der chemoenzymatischen opfaynthese von R)-4,4'-

Biphenylbenzoin erscheint demnach sehr erfolgvecdmnd.
3.3.3 Einfluss der Phenylboronséure auf die BAL-Aktivitat

Da die Reaktionsbedingungen der Suzuki-Kupplungemigér Reaktionstemperatur von 55 °C
und einem stark alkalischen pH-Wert von tber 12hatsch fir die BAL sind, sollte die
Eintopfsynthese ohne Zwischenaufreinigung in eindReaktionsgefall, jedoch mit
nacheinander ablaufenden Reaktionen durchgefildene Zwischen der enzymatisch und
der chemisch katalysierten Reaktion sollten Reaktemperatur und pH-Wert an den

jeweiligen Katalysator angepasst werden. Wird dret Suzuki-Kupplung durchgefiihrt, so
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muss die BAL trotz Gegenwart nicht abreagierterm@limronsaure im Reaktionsgemisch
eine genugend hohe Restaktivitat zeigen, um didfakyende Carboligation mit hohen
Ausbeuten zu katalysieren. Wird dagegen die BAlalyaierte Reaktion der Pd-katalysierten
Reaktion vorangestellt, so kdnnten die moéglicheseanaktivierenden Effekte der Suzuki-

Kupplungs Komponenten auf das Protein umgangeneamerd

Um beide Optionen offen zu halten, wurde der Effeét Organoboronsdure auf die BAL
untersucht. Hierfir wurde der gekoppelte BAL-Akt#tstest herangezogen, bei dem die
NADH,-Abnahme spektrometrisch verfolgt werden kann (.1D). Die gemessenen

Enzymaktivitdten wurden dabei mit der Aktivitdt d&nzymlbésung ohne Zusatz von

Phenylboronsaure ins Verhaltnis gesetzt (s. A8)3.

70

60 1

50 1

40 -

30+

204

Relative Aktivitat [%0]

10+

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Konzentration [mmol/L]
Abbildung 3.13. Relative Aktivitat der BAL in Abhangigkeit vers@dener Phenylboronsaurekonzentrationen

(19,0 mmol ; 37,0 mmol *; 75,0 mmol * und 150 mmol I}). Fir die Ermittlung der BAL-Aktivitat wurde
die Benzoinspaltung in Kombination mit der Alkohelydrogenase-katalysierten Aldehydreduktion vernsénd

Aus Abbildung 3.13 geht hervor, dass die BAL-Rest@kt schon bei einer geringen
Phenylboronsaurekonzentration von 19 mmolduf knapp 70% absinkt. Die Abnahme der
BAL-Aktivitat in Abhéngigkeit von der Phenylborong&konzentration verlauft nicht linear,
nimmt jedoch mit zunehmender Organoboronsdurekdratem stetig zu. So fuhrt eine

Erhdhung der Phenylboronsaurekonzentration von a@In™* auf 37 mmol * lediglich zu
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einer geringen weiteren Abnahme der BAL-Restaldtviton 70 auf ca. 63%. Bei weiter
steigenden Phenylboronsaurekonzentrationen vom@SschlieBlich 150 mmol t sinkt die
BAL-Restaktivitdt jedoch rapide auf einen Wert vBh% bzw. 12% ab. Entscheidend ist
jedoch, dass bei einer Phenylboronsaurekonzentrata 27,5 mmol L, die zu Beginn der
Suzuki-Kupplung eingesetzt wird, eine ausreicher®iBL-Restaktivitat von ca. 65%

vorhanden ist.

Auch wenn der inaktivierende Effekt der Phenylbgéure im verwendeten
Konzentrationsbereich relativ gering ist, ist esivig die Organoboronsaure nicht im grof3en
Uberschuss einzusetzen, damit mdglichst geringe reggikonzentrationen im
Reaktionsgemisch der Suzuki-Kupplung zurickbleil&rdem wird durch den gemessenen
inaktivierenden Effekt der Saure bestatigt, dasssieavoll scheint die enzymkatalysierte

Carboligation der Pd-katalysierten Kreuzkupplunganzustellen.

3.3.4 Kombination der Pd-katalysierten Suzuki-Kupplung und der BAL-

katalysierten Carboligation

BAL-katalysierte Carboligation im ersten Schritt @ntopfsynthese

Aufgrund der hoheren Ausbeute der Carboligation \fergleich zur Suzuki-Kupplung
(s. 3.3.1) und aufgrund der leichten Inaktivierudey BAL durch die in der Kreuzkupplung
eingesetzte Phenylboronséaure (s. 3.3.3), wurdeEgimpfsynthese vonR)-4,4’-Biphenyl-
benzoin zundchst mit der Carboligation als erstehrif getestet. Hierfir musste jedoch
zuvor untersucht werden, ob die Suzuki-Kupplung ndém dann entstehenden
Zwischenprodukt R)-4,4’-Dibrombenzoin (s. Abb. 3.12) durchfuhrbat. iBa 4,4’-Dibrom-
benzoin kauflich nicht zu erwerben ist, wurde eghitieé der BAL synthetisiert und
anschlieBend aufgereinigt (s. 2.2.7). Hierbei ®egjth, dass 4,4’-Dibrombenzoin wie auch
2,2’-Furoin (s. 3.2.) sehr oxidationsempfindlich. i8vahrend des Aufreinigungsprozesses
durch Extraktion und Saulen Uber Kieselgel traeammer starker werdende Gelbfarbung
auf, die auf die Bildung des Diketons 4,4’-Dibrombi hindeutet. Dennoch wurde die
(PPh).PdCl-katalysierte Suzuki-Kupplung mit 4,4’-Dibrombenaails Substrat unter den in
Kapitel 3.3.1 ermittelten optimalen Reaktionsbedimgen durchgefihrt. Es konnte eine mit
zunehmender Reaktionsdauer immer starkere Gelbfgrdas Reaktionsansatzes beobachtet
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werden und die ermittelte maximale Ausbeute betuigirund der Oxidation des Substrates
letztendlich nur 24%.

Die so erzielte maximale Ausbeute von 24% ist, Melign mit der maximalen Ausbeute der
Suzuki-Kupplung von 56+13% beim Einsatz von 4-Bremaldehyd als Substrat, sehr
gering. Daher wurde auf die Durchfihrung der Eifggpthese mit der Carboligation als
ersten Reaktionsschritt verzichtet. Stattdessemlevdre Eintopfsynthese in der urspriinglich

geplanten Reaktionsreihenfolge untersucht.

BAL-katalysierte Carboligation im zweiten Reaktssiwitt der Eintopfsynthese

Bei der Durchfiihrung der chemoenzymatischen Eistopghese von R)-4,4’-Biphenyl-
benzoin mit der Pd-katalysierten Kreuzkupplung imsten Reaktionsschritt und der
nachfolgenden enzymkatalysierten Carboligation wumlindchst die Suzuki-Kupplung
abgeschlossen. Phenylboronsaure, Natriumcarboripmbenzaldehyd und der Palladium-
katalysator wurden hierfir in Wasser vorgelegt dad Reaktionsgemisch wurde fur 17 h auf
55 °C erhitzt. AnschlieRend wurde der Reaktionsanaaf Raumtemperatur abgekunhlt, der
pH-Wert auf 8,0 eingestellt und die Cofaktoren B&L ThDP und Md* sowie das Enzym
selbst hinzugegeben. Die Reaktionszeit betrug 48nth bereits nach wenigen Minuten
kristallisierte 4,4’-Biphenylbenzoin aus. Die masm erzielte Gesamtausbeute der
Eintopfsynthese lag bei 60%. Dee lag bei Uber 99,99; es konnte kei-Enantiomer
detektiert werden. Damit gelang erstmals die epaalektive Synthese des sterisch sehr
anspruchsvolleri-Hydroxyketons R)-4,4’-Biphenylbenzoin mit einer zufriedenstellende

Gesamtausbeute und einem exzellee&n

3.3.5 Zusammenfassung

Bei der Charakterisierung der Suzuki-Kupplung vonBrdmbenzaldehyd und
Phenylboronséaure wurde bei den urspringlich geeédHReaktionsbedingungen von 70 °C
als Reaktionstemperatur und 40 eingesetzten Acriteh der Base Natriumcarbonat eine
Disproportionierung des Substrates beobachtet. Dahesste die Suzuki-Kupplung

hinsichtlich Reaktionstemperatur und eingesetztaseBaquivalente optimiert werden. Bei
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einer Temperatur von 55 °C und lediglich 2 Aquivéds Natriumcarbonat konnte eine hohe

Ausbeute von 56+13% erzielt werden.

In der anschlieBenden Charakterisierung der BAlklgaierten Carboligation zweier
4-Biphenylcarboxaldehyde zWR)-4,4’-Biphenylbenzoin konnten sowohl im rein wégsn
als auch im Einphasensystem mit 20% (v/v) DMSOCasolvens Ausbeuten von tber 99%
und ebenso hohess gemessen werden. Die Reaktionsgeschwindigkeibeian Einsatz des
Loslichkeitsvermittlers jedoch héher. DMF erwieshsim Gegensatz zu DMSO aufgrund

unerwinschter Nebenreaktionen als ungeeigneteichésitsvermittler.

Anschlieend wurde untersucht, ob die Suzuki-Kupgéu Komponenten einen
inaktivierenden Effekt auf die BAL haben. Hierbéarsd Phenylboronsaure im Mittelpunkt
und es konnte ein inaktivierender Effekt nachgeenesverden. Dieser war im S&ure-

konzentrationsbereich, der in der Suzuki-Kupplumgesetzt wird, jedoch gering.

Um diese, wenn auch schwache Inaktivierung zu uemwetnd aufgrund des hoéheren
Umsatzes der enzymkatalysierten Reaktion, wurde @mkehrung der Reaktionsreihenfolge
der chemoenzymatischen Eintopfsynthese in Erwagiempgen. Untersuchungen zeigten,
dass BAL die Carboligation zweier 4-Brombenzaldehydit Umséatzen unées von lber
99% und einer um den Faktor 100 héheren Reaktisobgendigkeit als die Carboligation
von 4-Biphenylcarboxaldehyd katalysiert. Die angdfdénde Pd-katalysierte Kreuzkupplung
des dann entstehenden Zwischenprodukts 4,4’-Dibeodin gelang aufgrund dessen
raschen Oxidation zum Diketon jedoch nur mit eseir geringen Ausbeute von 24%. Daher
wurde die urspringlich geplante Reaktionsreihemfolter Eintopfsynthese beibehalten.
Wurde die Suzuki-Kupplung zwischen 4-Brombenzaldetgd Phenylboronsaure im ersten
Schritt und die BAL-katalysierte Carboligation zeei4-Biphenylcarboxaldehydmolekule
zum EndproduktR)-4,4’-Biphenylbenzoin im zweiten Reaktionsschdtirchgefiihrt, so lag

die erzielte Gesamtausbeute bei ~60% unddbei Uber 99,99%.

Dies ist insgesamt ein sehr zufriedenstellendeglifrig, denn es gelang somit erstmals das
sterisch anspruchsvolteHydroxyketon R)-4,4’-Biphenylbenzoin enantiomerenrein in einer

chemoenzymatischen Eintopfsynthese ohne Zwischexiaigung herzustellen. Die
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erfolgreiche Optimierung und Kombination der chenumid enzymkatalysierten Reaktion
fuhrt zu hohen Ausbeuten und Enantiomereniibersehiibgi gleichzeitiger Einsparung von
Zeit, Ressourcen und schadlicher Abfallprodukte. e DEintopfsynthese chiraler

a-Hydroxyketone ist also eine umweltfreundliche wkambtenglnstige Alternative zur rein

chemischen Synthese.

Um in Zukunft noch héhere Gesamtausbeuten erziiekbnnen, muss die Suzuki-Kupplung
weiter optimiert werden. Zudem bleibt zu Uberlegamfur die chemoenzymatische Synthese
im industriellen Mal3stab ein verbessertes Realitmmzept eingesetzt werden kann. Um die
chemo- und enzymkatalysierte Reaktion nicht nurhasm@nder in einem Reaktionsgefald
ohne Zwischenaufreinigung, sondern sogar zeitglaiblaufen zu lassen, wirde sich die
Immobilisierung und die damit eventuell einhergaterstabilisierung des Biokatalysators
gegeniber den harschen Reaktionsbedingungen dekiSUzmpplung anbieten. So ware es
z. B. denkbar die BAL in PVA/PEG-Kugeln zu immobiéren und die Eintopfsynthese
kontinuierlich zu betreiben. Das Problem der Zuhiattung des Palladiumkatalysators kénnte
beispielsweise durch den Einsatz eines dendrimBadladiumkatalysators [Meise, Haag,
2008], der aufgrund seiner molekularen Grof3e zdBch eine Membran zuriickgehalten
werden kann, gel6st werden. Zudem zeigten Pristseal [1997], dass auch die

Immobilisierung des Palladiumkatalysators in PVA@ARMatrices moglich ist.
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3.4 Ausblick

Nachdem es gelungen ist, standardisierte PVA/PEGekKuim Labormal3stab automatisch zu
produzieren, kbnnen diese vielversprechenden Imimatd nun im grol3technischen Mal3stab
in verschiedensten Reaktortypen eingesetzt weidam der PVA-Matrix sowohl chemische

als auch viele Biokatalysatoren sowie ganze Zedi@gehullt werden kénnen, kdnnen diese

Immobilisate fur die vielfaltigsten Synthesen eisgfzt werden.

Ein sehr erfolgversprechender Einsatz dieser Hyaleoigt die BAL-katalysierte Herstellung
unterschiedlicher chiraler-Hydroxyketone. Da die Substrate und auchodi¢ydroxyketone
schwer wasserl6slich sind, erscheint es sinnvad, Rynthese in einem Zweiphasensystem
mit einer organischen Losungsmittelphase durchzefiihDurch die Einhillung der BAL in
die Polymermatrix kann das Enzym in einem solchemeighasensystem erfolgreich
eingesetzt werden. Auch die Etablierung eines kargrlichen Reaktionskonzepts wird durch
die Zurickhaltung des Biokatalysators und die Htiva des Produkts in die

Lésungsmittelphase ermoglicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde di®R)(2,2’-Furoinsynthese, katalysiert durch in PVA-
Kugeln immobilisierte BAL, in einem kontinuierliclbetriebenen Wirbelschichtreaktor
untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass €pé&mierung der Synthese durch einen
Losungsmittelwechsel nicht erreicht werden kanngdidaSubstratinaktivierung inaktivierende
Effekte der Losungsmittel vollstandig tberlagerte2 Schlussfolgerung wurde durch den
Einsatz einer BAL-Variante, die gegen Losungsmitéd MTBE eine wesentlich hdhere
Lagerstabilitat zeigt als das native Protein, vagft. Auch beim Einsatz der BAL-Variante
ergaben sich im Wirbelschichtreaktor weder einedletdn Halbwertszeit der BAL noch
gesteigerte Umséatze. Somit sind auf diesem Geleéere Optimierungen notwendig bevor
es zu einer grol3technischen Produktion kommen Rémnallem die Herstellung einer BAL-

Variante mit gesteigerter Stabilitdt gegen die meyeSubstrate erscheint als unerlasslich.

Des Weiteren ist es erstmals gelungen, das stessbh anspruchsvolle-Hydroxyketon
(R)-4,4’-Biphenylbenzoin enantiomerenrein durch Konation einer Palladium-katalysierten

Kreuzkupplung mit einer BAL-katalysierten Carboliga in einer Eintopfsynthese zu
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produzieren. Dies gelang ohne Zwischenaufreiniguvag die entwickelte Eintopfsynthese
im Hinblick auf ,green chemistry“ zukunftsweisendaamt. Auch hier gibt es jedoch noch
ausreichendes Optimierungspotential. Als besondeieversprechend erscheint die
Mdoglichkeit, die sensitive BAL in PVA/PEG-Kugeln zmmobilisieren und ahnlich wie in

der 2,2’-Furoinsynthese ein kontinuierliches Realdsystem zu etablieren.



Literaturverzeichnis Teil 2 164

4. Literaturverzeichnis

Adam, W., Fell, R. T., Mock-Knoblauch, C., Saha-Mder, C. R. [1996]. Synthesis of
optically activea-hydroxy carbonyl compounds by (salen)Mn(lll)-cgiadd oxidation of silyl
enol ethers and silyl ketene acetdlstrahedron Letter87: 6531-6534.

Adam, W., Saha-Modller, C. R., Zhao, C.-G[1998]. Enantioselective oxidation wic-diols
to optically active a-hydroxy ketones by a fructose-derived dioxiraneetrahedron
Asymmetnp: 4117-4122.

Adam, W., Diaz, M. T., Saha-Mdller, C.[1998]. Lipase-catalyzed kinetic resolutionogf-

unsaturated’-acetoxy ketoned etrahedron Asymmet8; 791-796.

Adam, W., Fell, R. T., Stegmann, V. R., Saha-MdllerC. R.[1998a]. Synthesis of optically
active a-hydroxy carbonyl compounds by the catalytic, eiaaiective oxidation of silyl
enol ethers and ketene acetals with (salen)mang@dhesomplexesJournal of the American
Chemical Societ§20. 708-714.

Adam, W., Fell, R. T., Saha-Mdller, C. R., Zhao, CG. [1998b]. Synthesis of optically
active a-hydroxy ketones by enantioselective oxidation ibfl £nol ethers with a fructose -

derived dioxiraneTetrahedron Asymmet8; 397-401.

Adlercreutz, P. [2000]. Biocatalysis in non-conventional medfspplied biocatalysis (2
edition), Amsterdam: Harwood Academic Prex35-316.

Adlercreutz, P. [2008]. Fundamentals of biocatalysis in neat oigasolvents.Organic

Synthesis with Enzymes in Non-Aqueous Media, WeitWeéH-Wiley 3-24.

Ahn, Y., Ko, S.-B., Kim, M.-J., Park, J.[2008]. Racemization catalysts for the dynamic

kinetic resolution of alcohols and amin€mordination Chemistry Revie@$2 647-658.

Alamsetti, S. K., Muthupandi, P., Sekar, G.[2009]. Chiral cobalt-catalyzed enantiomer-
differentiating oxidation of racemic benzoins byingsmolecular oxygen as stoichiometric
oxidant.Chemistry - A European Journab: 5424-5427.

Ansorge-Schumacher, M. B.[2007]. Two-phase systems with solidified wateragpds —

Tools for technical use of sensitive catalyMsi-Reviews in Organic Chemistdy 243-245.



Literaturverzeichnis Teil 2 165

Ansorge-Schumacher, M. B., Greiner, L., Schroeperf., Mirtschin, S., Hischer, T.
[2006]. Operational concept for the improved sysibeof [R)-3,3"-furoin and related
hydrophobic compounds with benzaldehyde ly&setechnology Journal: 564-568.

Aoyagi, Y., Agata, N., Shibata, N., Horiguchi, M. Williams, R. M. [2000]. Lipase TL-
mediated kinetic resolution of benzoin: facile $wtis of (R 29-erythro-2-amino-1,2-
diphenylethanolTetrahedron Letterd1l: 10159-10162.

Aoyagi, Y., lijima, A., Williams, R. M. [2001]. Asymmetric synthesis of [2,3-13C2,15N]-4-
Benzyloxy-5,6-diphenyl-2,3,5,6-tetrahydro-4H-oxaz®-one via lipase TL-mediated kinetic
resolution of benzoin: General procedure for thatlsgsis of [2,3-13C2,15N]-L-Alanindhe
Journal of Organic Chemistrg6: 8010-8014.

Ballesteros, A., Bornscheuer, U., Capewell, A., Cdmes, D., Condoret, J. S., Koenig, K.,
Kolisis, F. N., Marty, A., Menge, U., Scheper, T.Stamatis, H., Xenakis, A.[1995].
Enzymes in non-conventional phasBmcatalysis and Biotransformatid8: 1-42.

Baskaran, S., Das, J., Chandrasekaran, $1989]. Heterogeneous permanganate oxidations:
an improved procedure for the direct conversioolefins toa-diketonesi-hydroxy ketones.
The Journal of Organic Chemistbg: 5182-5184.

Batra, R., Gupta, M. N. [1994]. Enhancement of enzyme activity in aqueeusganic
solvent mixturesBiotechnology Letter$6: 1059—-1064.

Bel-Rhlid, R., Fauve, A., Veschambre, H[1989]. Synthesis of the pheromone components
of the grape boreKylotrechus pyrrhoderuby microbiological reduction of an-diketone.
The Journal of Organic Chemistbg: 3221-3223.

Belleville, C., Robert, P., Hoebler, C., Barry, J.L. [1995]. Infrared Spectroscopic
Determination of Poly(ethylene glycol) for Nutritil StudiesJournal of Agricultural and
Food Chemistryl3: 2672-2677.

Bieler, N. C., Ansorge-Schumacher, M. B., GreinerL. [2010]. Automated lab-scale
production of PVA/PEG-enzyme immobilisat&otechnology Journgd: 881-885.

Bogar, K., Hoyos, P., Alcantara, A. R., Backvall, 3E. [2007]. Chemoenzymatic dynamic
kinetic resolution of sterically hindered allylidccahols under mild conditions: A synthetic

route to enantiomerically enriched acyloin acetabgganic Letter®9: 3401-3404.



Literaturverzeichnis Teil 2 166

Bogevig, A., Sunden, H., Cordova, A.[2004]. Direct catalytic enantioselective
a-aminoxylation of ketones: a stereoselective syighef a-hydroxy anda,a'-dihydroxy
ketonesAngewandte Chemie, International Editid& 1109-1112.

Bortolini, O., Casanova, E., Fantin, G., Medici, A. Poli, S., Hanau, S[1998]. Kinetic
resolution of vic-diols by Bacilus stearothermophilugliacetyl reductaseTetrahedron
Asymmetn: 647-651.

Breslow, R.[1958]. Mechanism of thiamine action. IV. Evidentem studies on model

systemsJournal of the American Chemical Soci8¢y 3719-3726.

Brown, S. P., Brochu, M. P., Sinz, C. J., MacMillanD. W. C. [2003]. The direct and
enantioselective organocatalytieoxidation of aldehydeslournal of the American Chemical
Societyl25 10808-10809.

Burda, E., Hummel, W., Groger, H. [2008]. Modulare chemoenzymatische
Eintopfsynthesen im wassrigen Medium: Kombinatiomee Palladium-katalysierten
Kreuzkupplung mit einer asymmetrischen Biotranstaron. Angewandte Chem20 9693-

9696.

Buthe, A., Hartmeier, W., Ansorge-Schumacher, M. B.[2004]. Novel solvent-based
method for preparation of alginate beads with imptb roundness and predictable size.
Journal of Microencapsulatio@l: 865-876.

Cannizzaro, S.[1853]. Uber den der Benzoesaure entsprechendeshdl. Justus Liebigs
Annalen der Chemi@8: 129-130.

Carrea, G., Riva, S.[2000]. Properties and synthetic applications ofyenes in organic
solvents Angewandte Chemie, International Editi®8& 2226-2254.

Carvalho, C. M. L., Cabral, J. M. S.[2000]. Reverse micelles as reaction media fasdgs.
Biochimie82: 1063-1085.

Curci, R., D'Accolti, L., Dinoi, A., Fusco, C., Roga, A. [1996]. Selective oxidation of
O-isopropylidene derivatives of diols to 2-hydroxgetones employing dioxiranes.
Tetrahedron Letter87: 115-118.

Davis, F. A., Chen, B. C.[1992]. Asymmetric hydroxylation of enolates witN-
SulfonyloxaziridinesChemical Reviewd2 919-934.



Literaturverzeichnis Teil 2 167

Demir, A. S., Hamamci, H., Tanyeli, C., Akhmedov, .IM., Doganel, F.[1998]. Synthesis
and Rhizopus oryzaenediated enantioselective hydrolysis oefcetoxy aryl alkyl ketones.
Tetrahedron Asymmet8; 1673-1677.

Demir, A. S., Pohl, M. Janzen, E., Miller, M.[2001]. Enantioselective synthesis of
hydroxy ketones through cleavage and formation ©flan linkage. Enzymatic kinetic
resolutionvia C-C bond cleavagdournal of the Chemical Society633-635.

Demir, A. S., Hamamci, H., Sesenoglu, O., Aydogah,, Capanoglu, D., Neslihanoglu, R.
[2001]. Simple chemoenzymatic access to enantiopheemacologically interestindR)-2-

hydroxypropiophenone3etrahedron Asymmett2: 1953—1956.

Demir, A. S., Hamamci, H., Sesenoglu, O., Neslihaglo, R., Asikoglu, B., Capanoglu, D.
[2002]. Fungal deracemization of benzdiietrahedron Letterd3: 6447-6449.

Demir, A. S., Sesenoglu, O., Eren, E., Hosrik, BRohl, M., Janzen, E., Kolter, D.,
Feldmann, R., Dinkelmann, P., Muller M.[2002]. Enantioselective synthesisaohydroxy
ketones via benzaldeyde lyase-catalyzed C-C bomadafttion reactionAdvanced Synthes#
Catalysis344: 96-103.

Demir, A. S., Sesenoglu, O., Diinkelmann, P., MilleM. [2003]. Benzaldehyde lyase-
catalyzed enantioselective carboligation of aromalilehydes with mono- and dimethoxy
acetaldehydeOrganic Letters: 2047-2050.

Demir, A. S., Findik, H., Kése, E.[2004]. A new and efficient chemoenzymatic route t
both enantiomers af’-acetoxye-methyl andy-hydroxy-u-methyl cyclic enonesletrahedron
Asymmetni5: 777-781.

Demir, A. S., Ayhan, P., lIgdir, A. C., Duygu, A. N.[2004]. Enzyme-catalyzed
hydroxymethylation of aromatic aldehydes with foldehyde. Synthesis of
hydroxyacetophenones arg-penzoinsTetrahedror60: 6509-6512.

Demir, A. S., Hamamci, H., Ayhan, P., Duygu, A. N.lgdir, A. C., Capanoglu, D.[2004].
Fungi mediated conversion of benzil to benzoin ahgdrobenzoin. Tetrahedron
Asymmetnl5: 2579-2582.

Demir, A. S., Ayhan, P., Demirtas, U., Erkilic, UJ2008]. Fusarium roseunandAspergillus
oryzaemediated enantioselective reduction of benzyldbeénzoins.Journal of Molecular
Catalysis. B, Enzymati5: 164—168.



Literaturverzeichnis Teil 2 168

Dominguez de Maria, P., Pohl, M., Gocke, D., GrogeH., Trauthwein, H., Stillger, T.,
Walter, L., Muller, M. [2007]. Asymmetric synthesis of aliphatic 2-hydyoketones by
enzymatic carboligation of aldehyd&siropean Journal of Organic Chemist3040-2944.

Dunkelmann, P., Kolter-Jung, D., Nitsche, A., Demir A. S., Siegert, P., Lingen, B.,
Baumann, M., Pohl, M., Muller, M. [2002]. Development of a donor-acceptor concept fo
enzymatic cross-coupling reactions of aldehydes fhst asymmetric cross-benzoin
condensationJournal of the American Chemical Socig®4 12084-12085.

Eckstein, M. F., Peters, M., Lembrecht, J., Spies®. C., Greiner, L. [2006]. Maximise
equilibrium conversion in biphasic catalysed reawdi Mathematical description and
practical guidelineAdvanced Synthesis & Cataly848 1591-1596.

Eggers, D. K., Blanch, H. W., Prausnitz, J. M[1989]. Extractive catalysis - solvent effects
on equilibria of enzymatic-reactions in 2-phasetays.Enzyme and Microbial Technology
11: 84-809.

Enders, D., Kallfass, U.[2002]. Ein effizienter nucleophiler Carben-Katdyor fur die
asymmetrische Benzoinkondensatidngewandte ChemiEl4 1822-1824.

Enders, D., Grossmann, A., Fronert, J., Raabe, G[2010]. N-heterocyclic carbene
catalysed asymmetric cross-benzoin reactions oferbatomatic aldehydes with
trifluoromethyl ketonesJournal of the Chemical Society. Chemical Commuriana 46:
6282—6284.

Fernandes, P., Cabral, J. M.[2008]. Biocatalysis in biphasic systems: Gene@ganic
Synthesis with Enzymes in Non-Agueous Media, WeinKE€H-Wiley.

Gala, D., DiBenedetto, D. J., Clark, J. E., MurphyB. L., Schumacher, D. P., Steinman,
M. [1996]. Preparations of antifungal Sch 42427/SM6&1Preparative chromatographic
resolution, and total asymmetric synthesis via eratic preparation of chirak-hydroxy
arylketonesTetrahedron Letter87: 611-614.

Halling, P. J. [1990]. Solvent selection for biocatalysis in nigirorganic systems:
Predictions of effects on equilibrium positiddiotechnology and Bioengineerirgp: 691-
701.

Halling, P. [2002]. Enzymic conversions in organic and othmw-lvater mediaEnzyme

Catalysis in Organic Synthesis, Weinheim: VCHWiley



Literaturverzeichnis Teil 2 169

Hashiyama, T., Morikawa, K., Sharpless, K. B.[1992]. a-Hydroxy ketones in high
enantiomeric purity from asymmetric dihydroxylatiaf enol ethersJournal of Organic
Chemistry57: 5067-5068.

Hayashi, Y., Yamaguchi, J., Sumiya, T., Shoji, M.[2004]. Direct proline-catalyzed
asymmetria-aminoxylation of ketonesAngewandte Chemie, International Editid8 1112-
1115.

Hischer, T., Gocke, D., Fernandez, M., Hoyos, P.,léantara, A. R., Sinisterra, J. V.,
Hartmeier, W., Ansorge-Schumacher, M. B.[2005]. Stereoselective synthesis of novel
benzoins catalysed by benzaldehyde lyase in atgeilised two-phase systemetrahedron
61 7378-7383.

Hischer, T., Steinsiek, S., Ansorge-Schumacher, MB. [2006]. Use of polyvinyl alcohol
cryogels for the compartmentation of biocatalyseshctions in non-aqueous media.

Biocatalysis and Biotransformatidiy: 437-442.

Hoyos, P., Fernandez, M., Sinisterra, J. V., Alcaara, A. R. [2006]. Dynamic kinetic
resolution of benzoins by lipase-metal combo catalyfhe Journal of Organic Chemistry
71 7632-7637.

Hoyos, P., Sansottera, G., Fernandez, M., Molinark., Sinisterra, J. V., Alcantara, A. R.
[2008]. Enantioselective monoreduction of differeh2-diaryl-1,2-diketones catalysda,
lyophilised whole cells fronRichia glucozymaretrahedror64: 7929—-7936.

Hoyos, P., Buthe, A., Ansorge-Schumacher, M. B., 18sterra, J. V., Alcantara, A. R.
[2008]. Highly efficient one pot dynamic kinetic sadution of benzoins with entrapped

Pseudomonas stutzédipase.Journal of Molecular Catalysis. B, Enzymasi2-53 133-139.

Hoyos, P., Sinisterra, J.-V., Molinari, F., Alcantaa, A. R., Dominguez de Maria, P.
[2010]. Biocatalytic strategies for the asymmesyathesis ofi-hydroxy ketonesAccounts of
Chemical Research3: 288-299.

Janzen, E.[2002]. Dissertation. Die Benzaldehydlyase d&seudomonas fluoreszers
Biochemische Charakterisierung und die Untersuchworg Struktur-Funktionsbeziehungen.

Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf



Literaturverzeichnis Teil 2 170

Janzen, E., Muller, M., Kolter-Jung, D., Kneen, M.M., McLeish, M. J., Pohl, M. [2006].
Characterization of benzaldehyde lyase filBseudomonas fluorescens:versatile enzyme
for asymmetric C-C bond formatioBioorganic Chemistr4: 345-361.

Jeon, N. Y., Ko, S. J,, Lee, Y. S., Kim, B. T., WorK., Lee, H. [2007]. Synthesis of
optically pure halogenated phenyl 2-hydroxypropaohy lipase-catalyzed enantioselective
transesterificationJournal of Molecular Catalysis. B, Enzymadi& 38-41.

Jantges, T. 1.[2009]. Dissertation. Charakterisierung und Anwamgl eines gelstabilisierten
Zweiphasensystems fir die asymmetrische Synthasatiger Benzoine mit immobilisierter
Benzaldehydlyas&RWTH Aachen

Kajiro, H., Mitamura, S., Mori, A., Hiyama, T. [1998]. Enantioselective synthesis of 2-
hydroxy-1-indanone, a key precursor of enantionadlsci pure 1-amino-2-indanol.
Tetrahedron Asymmet; 907-910.

Kim, P. Y., Pollard, D. J., Woodley, J. M. [2007]. Substrate supply for effective
biocatalysisBiotechnology Progresa3: 74-82.

Knight, R. L., Leeper, F. J.[1997]. Synthesis of and asymmetric induction biya bicyclic
thiazolium saltsTetrahedron Letter88: 3611-3614.

Knight, R. L., Leeper, F. J.[1998]. Comparison of chiral thiazolium and trilmm salts as
asymmetric catalysts for the benzoin condensatloarnal of the Chemical Society, Perkin
Transactions 1: Organic and Bio-organic Chemist&y 1891-1894.

Koike, T., Murata, K., lkariya, T. [2000]. Stereoselective synthesis of opticallyivact
a-hydroxy ketones and anti-1,2-diols via asymmetritansfer hydrogenation of
unsymmetrically substituted 1,2-diketon€sganic Letter2: 3833-3836.

Konishi, J., Ohta, H., Tsuchihashi, G.-1.[1985]. Asymmetric reduction of benzil to benzoin
catalyzed by the enzyme system of a microorgan@@memistry Letters: 1111-1112.

Lapworth, A. [1903]. Reactions involving the addition of hydemgcyanide to carbon
compoundsJournal of the Chemical Sociedg: 995-1005.

Leidig, E., Prisse, U., Vorlop, K. D., Winter, J.[1999]. Biotransformation of poly R-478
by continuous cultures of PVAL-encapsulatddametes versicolorunder non-sterile

conditions.Bioprocess Engineeringl: 5-12.



Literaturverzeichnis Teil 2 171

Lozinsky, V. I., Vainerman, E. S., Domotenko, L. V. Mamtsis, A. M., Titova, E. F.,
Belavtseva, E. M.[1986]. Study of cryostructurization of polymersggms VII. Structure
formation under freezing of poly(vinyl alcohol) ampus solutionsColloid and Polymer
Science264 19-24.

Lozinsky, V. l., Solodova, E. V., Zubov, A. L., Simenel, I. A. [1995]. Study of
cryostructuration of polymer systems. Xl. The fotima of PVA cryogels by freezing-
thawing the polymer aqueous solution containingitadd of some polyolsJournal of
Applied PolymeSciences8: 171-177.

Lozinsky, V. I. [1998]. Cryotropic gelation of poly(vinyl alcohol¥olutions. Russian
Chemical Reews67: 573-586.

Lozinsky, V. I., Plieva, F. M.[1998]. Poly(vinyl alcohol) cryogels employed astrites for
cell immobilization. 3. Overview of recent reseaestd development&nzyme and Microbial
Technology23: 227-242.

Lozinsky, V. I. [2002]. Cryogels on the basis of natural and symthgolymers: preparation,

properties and applicationRussian Chemical Riews71: 489-511.

Lozinsky, V. I., Damshkaln, L. G., Kurochkin, I. N., Kurochkin, I. I. [2008]. Study of
cryostructuring of polymer systems: 28. Physicodleamproperties and morphology of
poly(vinylalcohol) cryogels formed by multiple fraag-thawing.Colloid Journal 70: 189—
198.

Maraite, A., Schmidt, T., Ansorge-Schumacher, M. B.Brzozowski, A. M., Grogan, G.
[2007]. Structure of the ThDP-dependent enzyme &dehyde lyase refined to 1.65 A
resolution. Acta Crystallographica. Section F, Structural Bigjo and Crystallization
Communication§3: 546-548.

Marcune, B. F., Karady, S., Reider, P. J., Miller,R. A., Biba, M., Di Michele, L.,
Reamer, R. A.[2003]. Asymmetric synthesis of cyclic hydroxy &eeés derived from enol
ethers via Sharpless asymmetric dihydroxylatiorstédy in the correlation of the enol ether
chain length and enantioselectivilpurnal of Organic Chemistr§8: 8088-8091.

Martinek, K., Semenov, A. N., Berezin, I. V.[1981]. Enzymatic synthesis in biphasic
aqueousorganic systems. I. Chemical equilibriunft.sActa Biochimica et Biophysice58
76-89.



Literaturverzeichnis Teil 2 172

Meise, M., Haag, R.[2008]. A highly active water-soluble cross-couglicatalyst based on
dendritic polyglyceroIN-heterocyclic carbene palladium complex€semSusChert: 637-
642.

Metrangolo-Ruiz De Temifio, D., Hartmeier, W., Ansoge-Schumacher, M. B.[2005].

Entrapment of the alcohol dehydrogenase ficastobacillus kefirin polyvinyl alcohol for
the synthesis of chiral hydrophobic alcohols inamig solventsEnzyme and Microbial
Technologys6: 3-9.

Mikhalev, O. I., Sierpinski, M., Lozinsky, V. ., Kapanin, P. V., Chkheidze, I. I.,
Al'fimov, M. V. [1991]. Method for determination of liquid micromeavolume: application
to the investigation of frozenJ@—poly(vinyl alcohol) systenCryo-Lettersl2: 197-206.

Momiyama, N., Yamamoto, H.[2003]. Catalytic Enantioselective Synthesisxghminooxy
and o-Hydroxy Ketone Using Nitrosobenzendournal of the American Chemical Society
125 6038-6039.

Morikawa, K., Park, J., Andersson, P. G., HashiyamaT., Sharpless, K. B.[1993].
Catalytic asymmetric dihydroxylation of tetrasubhged olefins.Journal of the American
Chemical Society15 8463-8464.

Mosbacher, T. G., Miller, M., Schulz, G. EJ2005]. Structure and mechanism of the ThDP-
dependent benzaldehyde lyase fi@seudomonas fluorescefi$ie FEBS Journad272 6067-
6076.

Murahashi, S., Saito, T., Hanaoka, H., Murakami, Y, Naota, T., Kumobayashi, H.,
Akutagawa, S.[1993]. Ruthenium-catalyzed oxidative transforratof alkenes ta-ketols
with peracetic acid. Simple synthesis of cortisanetateJournal of Organic Chemistrg8:

2929-2930.

Muthupandi, P., Alamsetti, S. K., Sekar, G.[2009]. Chiral iron complex catalyzed
enantioselective oxidation of racemic benzoi@hemical Communications (Cambridge,
United KingdomP2: 3288-3290.

Nestl, B. M., Bodlenner, A., Stirmer, R., Hauer, B. Kroutil, W., Faber, K. [2007].
Biocatalytic racemization of synthetically importdaonctionalizeda-hydroxy ketones using
microbial cells.Tetrahedron Asymmetd8: 1465-1474.



Literaturverzeichnis Teil 2 173

Nestl, B. M., Voss, C. V., Bodlenner, A., Ellmer-Saumberger, U., Kroutil, W., Faber,
K. [2007]. Biocatalytic racemization secalcohols andi-hydroxy ketones usinkyophilized
microbial cells Applied Microbiology and Biotechnolog: 1001-1008.

Ohta, H., lkemoto, M., Il, H., Okamoto, Y., Tsuchirmaschi, G.[1986]. Preparation of
optically activea-acetoxyacylophenones via enzyme mediated hydsol@siemistrylLetters
1169-1172.

Onomura, O., Arimoto, H., Matsumura, Y., Demizu, Y.[2007]. Asymmetric oxidation of
1,2-diols usingN-bromosuccinimide in the presence of chiral copgaalyst. Tetrahedron
Letters48: 8668—8672.

Odman, P., Wessjohann, L. A., Bornscheuer, U. T[2005]. Chemoenzymatic dynamic

kinetic resolution of acyloinslournal of Organic Chemistry0: 9551-9555.

Plietker, B. [2005]. The RuQ-catalyzed ketohydroxylation, part Il: A regio-,ezho- and
stereoselectivity studyeuropean Journal of Organic Chemistr4919-1929.

Plieva, F. M., Kochetkov, K. A., Singh, I., Parmar,V. S., Belokon, Y. N., Lozinsky, V. I.
[2000]. Immobilization of hog pancreas lipase incnagorous poly(vinyl alcohol)-cryogel

carrier for the biocatalysis in water-poor medatechnology Letter22: 551-554.

Pollard, D., Kosjek, B. [2008]. Industrial-scale applications of enzymasnion-agueous
solvents.Organic Synthesis with Enzymes in Non-Aqueous Médkamheim: VCH-Wiley

Prusse, U., Horold, S., Vorlop, K.-D[1997]. Verkapselung mikroskopischer Katalysatoren

in gelférmigen Polymernetzwerke@hemie Ingenieur Techn@®: 100-103.

Prusse, U., Bruske, F., Vorlop, K.-D[1998]. Improvement of the jet cutting method foe
preparation of spherical particles from viscousypwr solutionsChemical Engineering &
Technology21: 153-157.

Prisse, U. [2000]. Dissertation. Entwicklung, Charakterisiggu und Einsatz von
Edelmetallkatalysatoren zur Nitratreduktion mit \8&stoff und Ameisensdure sowie des
Strahlschneider-Verfahrens zur Herstellung Polyalkphol-verkapselter Katalysatoren.
Landbauforschung Volkenrod8onderhef214.

Prusse, U., Dalluhn, J., Breford, J., Vorlop, K.-DJ2000]. Production of spherical beads by
JetCuttingChemical Engineering & Technolo@g: 1105-1110.



Literaturverzeichnis Teil 2 174

Saito, T., Maruyama, R., Ono, S., Yasukawa, N., Kadra, K., Nishizawa, M., Ito, S.,
Inoue, M. [2003]. Asymmetric reduction of benzyl t®){benzoin with whole cells of

Bacillus cereusApplied Biochemistry and Biotechnolobyl 185-190.

Scheid, G., Ruijter, E., Konarzycka-Bessler, M., Bmscheuer, U. T., Wessjohann, L. A.
[2004]. Synthesis and resolution of a key buildlvigck for epothilones: a comparison of
asymmetric synthesis, chemical and enzymatic résaolul etrahedron Asymmetiyb: 2861—
2869.

Scheid, G., Kuit, W., Ruijter, E., Orru, R. V., Herke, E., Bornscheuer, U. T.,
Wessjohann, L. A.[2004]. A new route to protected acyloins andtlegizymatic resolution
with lipasesEuropean Journal of Organic Chemistt963—-1074.

Schmidt, T. [2008]. DissertationExperimentelle Analyse, Modellierung und biocheresc
Charakterisierung von Ein- und Zweiphasenreaktidiiemlie technische BiokatalyseWTH

Aachen.

Shanmuganathan, S., Natalia, D., van den WittenbogeA., Kohlmann, C., Greiner, L.,
Dominguez de Maria, P.[2010]. Enzyme-catalyzed C-C bond formation usiBg
Methyltetrahydrofuran (2-MTHF) as (co)solvent: Efént and bio-based alternative to
DMSO and MTBE Green Chemistr{pO1:10.1039/COGCO00590H.

Sheehan, J. C., Hunneman, D. H[1966]. Homogeneous asymmetric catalyssurnal of
the American Chemical Socie3§. 3666-3667.

Shriver, D. F., Atkins, P. W., Langford, C., H. [1994]. Inorganic ChemistryOxford
University press, Oxford, United Kingdom.

Silva, D. J., Kahne, D., Kraml, C. M.[1994]. Chromomycin A3 as a blueprint for designed
metal complexeslournal of the American Chemical Socigh. 2641-2642.

Spiess, A. C., Eberhard, W., Peters, M., EcksteiM. F., Greiner, L., Bichs, J.[2008].
Prediction of partition coefficients using COSMO-RSolvent screening for maximum
conversion in biocatalytic two-phase reaction syst€Chemical Engineering and Processing
47. 1034-1041.

Stillger, T. [2004]. Dissertation. Enantioselektive C-C Knupfungit Enzymen.
Charakterisierung und reaktionstechnische Beanbgituder Benzaldehydlyase aus

Pseudomonas fluoresceB®var |. Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn.



Literaturverzeichnis Teil 2 175

Sunden, H., Engqvist, M., Casas, J., Ibrahem, |., @dova, A. [2004]. Direct amino acid-
catalyzed asymmetria-oxidation of ketones with molecular oxygelingewandte Chemie,
International Editiord3: 6532-6535.

Szczesna, M., Galas, E[2001]. Bacillus subtilis cells immobilised in PVA-cryogels.

Biomolecular Engineering7: 55-63.

Takai, T., Yamada, T., Mukaiyama, T.[1991]. Aerobic oxygenation of olefinic compounds
to the correspondingi-hydroxy ketones using an osmium tetroxide-nickel@omplex
catalyst systemChemistry Letter9: 1499-502.

Tanyeli, C., Demir, A. S., Dikici, E.[1996]. New chiral synthon from the PLE catalyzed
enantiomeric separation of 6-acetoxy-3-methylcyeleB-en-1-oneTetrahedron Asymmetry
7: 2399-2402.

Tanyeli, C., Ozdemirhan, F., lyigun, C.[2005]. The first enzymatic resolution of quatasna
a’-acetoxyo,f-unsaturated cyclohexenones and cyclopentendrett@hedron Asymmeti.
4050-4055.

Tanyeli, C., Akhmedov, I., lyigun, C.[2006]. The first enzymatic resolution of quatesna
a-acetoxya-substituted cyclic ketone$etrahedron Asymmetdy7: 1125-1128.

Toukoniitty, E., Maeki-Arvela, P., Kuzma, M., Villela, A., Neyestanaki, A. K., Salmi, T.,
Sjoeholm, R., Leino, R., Laine, E., Murzin, D. Y [2001]. Enantioselective Hydrogenation
of 1-Phenyl-1,2-propanediondournal of Catalysi204 281-291.

Van den Wittenboer, A. [2009]. Dissertation. Stabilititen der Benzalddigse aus
Pseudomonas fluorescensad der Carbonylreduktase aGsndida parapsilosisn wassrig-
organischen Zweiphasensystem@lMVTH Aachen

Van den Wittenboer, A., Niemeijer, B., Kumar Karmee S., Ansorge-Schumacher, M. B.
[2010]. Systematic assessment of the stability efizaldehyde lyase in aqueous—organic
biphasic systems and its stabilization by modifaatwith methoxy-poly(ethylene) glycol.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymati2oi:10.1016/j.molcatb.2010.08.007.

Vermue, M. H., Tramper, J. [1995]. Biocatalysis in Nonconventional Media — dilem
Engineering Aspect®ure and Applied Chemistfr: 345-373.

Zaks, A., Klibanov, A. M. [1988]. The effect of water on enzyme action igamic media.
Journal of Biological Chemistr263 8017-8021.



Literaturverzeichnis Teil 2 176

Zhang, Y., Shen, Z., Tang, J.Zhang, Y.,Kong, L., Zhang, Y. [2006]. Direct, efficient, and
inexpensive formation oéi-hydroxyketones from olefins by hydrogen peroxidedation
catalyzed by the 12-tungstophosphoric acid/cetydiiyium chloride systemOrganic &
Biomolecular Chemistrg: 1478-1482.

Zelinski, T., Kula, M.-R. [1997]. Asymmetric enzamatic reduction of lipophiketones in
agueous solution containing cyclodextfiocatalysis and Biotransformatidrb: 57—74.
Zelinski, T., Liese, A., Wandrey, C., Kula, M.-R. [1999]. Asymmetric reductions in
aqueous media: Enzymatic synthesis in cyclodextontaining buffer. Tetrahedron
Asymmetrnyl0:. 1681-1687.



