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Lipasen und Esterasen sind vielseitige Biokatalysatoren und
finden zunehmend Anwendung in der organischen Syn-
these.[1] Das Hauptinteresse an diesen Enzymen beruht auf
ihrer breiten Substratspezifit$t und besonders hohen Stabili-
t$t in organischen L%sungsmitteln, wodurch nicht nur Hydro-
lyse-, sondern auch Synthesereaktionen m%glich sind. Unz$h-
lige Reaktionen wurden in organischen Medien durchgef*hrt,
viele davon bereits kommerziell. Dazu geh%rt die Synthese
von optisch reinen Synthesebausteinen, von Aroma- und
Geruchsstoffen, modifizierten Lipiden, aber auch von ein-
fachen Estern wie Myristylmyristat f*r kosmetische Anwen-
dungen.

Aktive (und stereoselektive) Biokatalysatoren k%nnen in
Hydrolysetests identifiziert werden, f*r die eine betr$chtliche
Zahl an n*tzlichen Hochdurchsatz-Methoden entwickelt
wurde.[2] Enzyme, die mit diesen Methoden identifiziert
wurden, sind jedoch oft nicht f*r die gew*nschte Synthese-
reaktion geeignet. Eine Alternative sind Veresterungsreak-
tionen in organischen L%sungsmitteln in sehr kleinem Maß-
stab, f*r die der Umsatz (und die optische Reinheit) durch
GC- oder HPLC-Analyse ermittelt wird. Eine breit angelegte
Untersuchung einer großen Zahl von Enzymen und die
Optimierung der Reaktionsbedingungen (Verwendung ver-
schiedener Alkohole oder Acyldonoren, L%sungsmittel,
Tr$ger zur Immobilisierung, Temperatur) f*hren jedoch
leicht zu mehreren hundert individuellen Versuchen und
sind daher sehr zeitaufw$ndig.

Wir beschreiben nun ein neues Testsystem, das eine
Bestimmung der Syntheseaktivit$t von Hydrolasen im Hoch-
durchsatz-Format erlaubt. Es basiert auf der Lipase- oder
Esterase-katalysierten Umesterung eines Vinylesters mit
einem Alkohol. Acetaldehyd, der dabei st%chiometrisch
durch Keto-Enol-Tautomerie aus dem freigesetzten Vinylal-
kohol entsteht,[3] reagiert in situ mit dem Hydrazin 1 unter
Bildung des fluorogenen Derivates 2, das durch Fluoreszenz-
messung quantifiziert werden kann (Schema 1).

Entscheidend f*r den Erfolg ist die Wahl des Derivatisie-
rungsreagens. Eine große Zahl an Verbindungen zum Abfan-
gen fl*chtiger Carbonylverbindungen ist bisher beschrieben

worden, z.B. verwendet man in der Umweltanalytik oft
Hydrazine wie das klassische Dinitrophenylhydrazin.[4]

Leider erfolgt die Derivatisierung h$ufig unter Bedingungen,
die nicht mit einer Enzymreaktion vereinbar sind. Zus$tzlich
muss *bersch*ssiges Reagens z.B. durch HPLC vom Produkt
getrennt werden, um eine zuverl$ssige Quantifizierung zu
erm%glichen. Wir identifizierten das kommerziell erh$ltliche
4-Hydrazino-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (1, NBD-H)[5] als
geeignetes Reagens, da es nahezu keine, das entsprechende
Hydrazon 2 dagegen sehr hohe Fluoreszenz zeigt (~ 300 bzw.
~ 30000 relative Fluoreszenzeinheiten, RFU). Außerdem
kann die Derivatisierung in organischen L%sungsmitteln bei
moderaten Temperaturen erfolgen.[6]

Als Modellreaktion wurde die Umesterung von Vinyllau-
rat mit 1-Propanol in Mikrotiterplatten (MTP)[7] in Gegen-
wart von NBD-H (1) gew$hlt, wobei mehrere Lipasen und
Esterasen untersucht wurden. Abbildung 1 zeigt typische
Zeitverl$ufe dieser Reaktion. Eber Messung der Fluoreszenz
kann somit der Reaktionsverlauf sehr einfach beobachtet
werden. Obwohl die Reaktion in einem heterogenen System
bestehend aus festem Enzym und fl*ssigen Reaktanten
erfolgt, scheint dies die Bestimmung der Syntheseaktivit$t
nicht zu beeinflussen. Sehr aktive Biokatalysatoren sind
demnach Chirazyme L9 (RML, Lipase aus Rhizomucor
miehei) und Chirazyme L2 (Lipase B aus Candida antarctica);
Chirazyme L5 (Lipase A aus C. antarctica) und L6 (Lipase
aus Pseudomonas sp.) zeigen moderate Syntheseaktivit$t;
Esterase aus Streptomyces diastatochromogenes (SDE),
Lipase aus Aspergillus niger (Amano A) und Lipase aus
Candida rugosa (Amano AY) sind nahezu inaktiv.

Eine Berechnung des Umsatzes der jeweiligen Reaktio-
nen war durch die Bestimmung einer Standardkurve (Abbil-
dung 2) m%glich, in der die Fluoreszenzintensit$t mit der
Konzentration des Hydrazons 2 korreliert wurde. F*r sehr
aktive Enzyme war diese Bestimmung weniger exakt,[8] da
der lineare Bereich der Standardkurve bei ca. 0.02 mm

(> 12000 RFU) nicht weiter anstieg und der Umsatz *ber
Regressionsanalyse bestimmt werden musste. Andererseits
korrelieren die Daten in Abbildung 3 gut mit den *ber GC-
Analysen ermittelten Ums$tzen.

Zus$tzlich erlaubt das hier vorgestellte Testformat Mes-
sungen auch in anderen organischen L%sungsmitteln wie n-
Hexan oder Ether, die in Lipase- oder Esterase-katalysierten
Reaktionen verwendet werden (Daten nicht gezeigt). Trotz
der wenigen, oben genannten Einschr$nkungen ist dieser
Assay sehr flexibel zur Bestimmung der Syntheseaktivit$t von
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Schema 1. Modellreaktion zur Evaluierung des Testsystems.
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Lipasen und Esterasen in einem Hochdurchsatz-Format
einsetzbar und erm%glicht daher die rasche Identifizierung
von aktiven Enzymen und/oder geeigneten Reaktionsbedin-
gungen.

Experimentelles
Materialien: NBD-H (1) wurde von Fluka, alle anderen Chemikalien
wurden in h%chster verf*gbarer Reinheit von *blichen kommerziel-
len Herstellern bezogen. F*r die Enzymreaktionen wurden zehn nicht
immobilisierte Enzyme ausgew$hlt: Chirazyme L2 (CAL-B), L3
(CRL), L5 (CAL-A), L6 (PSL), L9 (RML); Amano PS (PCL),
Amano A (ANL), Amano AK (PFL), Amano AY (CRL) und SDE.[9]

Fluorimetrische Analysen wurden mit dem FLUOstar Galaxy
von BMG Labtechnologies GmbH (Offenburg, Deutschland) durch-
gef*hrt, gaschromatographische mit einem Hewlett-Packard-GC
(5890 Series II) an einer Permabond-FFAP-S$ule (25 mL0.25 mm,
Macherey & Nagel, D*ren, Deutschland) isothermal (140 8C) mit
Wasserstoff als Tr$gergas.

Lipase-katalysierte Synthese von 1-Propyllaurat: 77.5 mL
(0.3 mmol) Vinyllaurat, 22.5 mL (0.3 mmol) 1-Propanol und 900 mL
L%sungsmittel (n-Hexan, Isooctan, Petrolether) wurden in ein
Eppendorf-Reaktionsgef$ß (1.5 mL) gegeben und 1 mg CAL-B
(Chirazyme L9) hinzugef*gt. Das Gemisch wurde bei 900 Umin�1

und 60 8C gesch*ttelt. Proben wurden mit Chloroform verd*nnt, an
einem Vortex-Wirbelmischer durchmischt, zentrifugiert und gaschro-
matographisch analysiert.

Synthese und Fluoreszenz von 2 : 20.3 mg (0.104 mmol) 1 wurden
in 4 mL Dichlormethan in einem Rundkolben gel%st, 12 mL
(0.213 mmol) Acetaldehyd hinzugef*gt und das Reaktionsgemisch
10 min bei Raumtemperatur in Stickstoffatmosph$re im Dunkeln
ger*hrt. Anschließend wurden erneut 0.213 mmol Acetaldehyd hin-
zugef*gt und die Reaktion weitere 20 min fortgef*hrt. Nach Ent-
fernen von *bersch*ssigem L%sungsmittel wurde das Rohprodukt aus
Benzol/Cyclohexan (1:1) kristalliert und ergab 2 (12.5 mg, 54.4%) 2,
was durch NMR-Spektroskopie und ein Fluoreszenzspektrum best$-
tigt werden konnte. F*r die Standardkurve wurde eine 0.3 mm

Stamml%sung von 2 in Isooctan/1-Propanol (10:1, v/v) hergestellt
und anschließend im Konzentrationsbereich von 0.001–0.25 mm

verd*nnt. 150 mL der jeweiligen L%sung wurden in eine MTP
*berf*hrt und diese mit Klebeband verschlossen. Die Fluoreszenz
wurde bei 45 8C, einer Anregungswellenl$nge von 485 nm und einer
Emmissionswellenl$nge von 520 nm gemessen (Verst$rkung 0). Alle
Messungen wurden dreimal durchgef*hrt.

Bestimmung der enzymatischen Syntheseaktivit$t in der MTP:
Da ein genaues Abwiegen der kleinen Mengen an festen Enzymen
(ca. 0.01–0.02 mg) sehr schwierig ist, wurde eine bekannte Menge
Enzym in Phosphatpuffer (pH 7.5, 50 mm) gel%st, in eine MTP
*berf*hrt und gefriergetrocknet. Anschließend wurde ein Gemisch
aus Vinyllaurat (15 mmol), 1-Propanol (150 mmol) und NBD-H in
organischem L%sungsmittel (Methanol, 1-Propanol, n-Hexan, Iso-
octan, Petrolether oder DMSO) hinzugef*gt, die Platten (Gesamt-
volumen: 150 mL pro Vertiefung) wurden mit Klebeband verschlos-

Abbildung 1. a) Zeitverlauf der Lipase-katalysierten Umesterung von Vinyl-
laurat mit 1-Propanol in Isooctan mit der In-situ-Derivatisierung des
gebildeten Acetaldehyds mit NBD-H unter Einsatz verschiedener Enzyme.
rx=Kontrollen ohne Enzyme, L2–L9=Chirazyme L2–L9, f$r andere Enzym-
abk$rzungen siehe Text und Experimentelles. b) Ergebnis des Auslesens
der Mikrotiterplatten f$r diese Reaktionen. A1–A4=Reaktantengemisch in
Isooctan (Vinyllaurat+1-Propanol, Kontrolle 1), A9–A12=Reaktanten-
gemisch in Isooctan mit NBD-H (Kontrolle 2), B5–B8=Chirazyme L2,
C1–C4=Chirazyme L9, C9–C12=Amano AY, D5–D8=Chirazyme L5,
E1–E4=Chirazyme L6, E9–E12=Amano A, F5–F8=Amano PS, G1–G4=
Chirazyme L3, G9–G12=SDE, H5–H8=Amano AK.

Abbildung 2. Standardkurve f$r 2, bestimmt in Isooctan/1-Propanol
(10:1). Der Einschub zeigt den linearen Bereich der Messungen.

Abbildung 3. Vergleich des $ber Fluoreszenz- und GC-Analyse ermittel-
ten Umsatzes. F$r sehr aktive Enzyme wurde das Reaktionsgemisch
zus(tzlich f$nffach verd$nnt.
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sen und in das Fluorimeter (Sch*tteln bei 45 8C und 170 Umin�1)
gegeben und der Anstieg der Fluoreszenz wie oben beschrieben
verfolgt. Zur Kontrolle diente das gleiche Format, allerdings ohne
Zugabe von Enzym bzw. wurde NBD-H nur mit Enzym oder
L%sungsmittel inkubiert. Zur Vermeidung einer unerw*nschten
Hydrolyse durch Wasser empfiehlt es sich, alle Reaktanten und
L%sungsmittel vor der Reaktion *ber aktiviertem Molekularsieb zu
trocknen.

Eingegangen am 8. Juli 2002,
ver$nderte Fassung am 25. Oktober 2002 [Z19674]
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