Chirale Verbindungen durch biokatalytische Reduktionen

Von Helmut Simon*, Johann Bader, Helmut Giinther, Stefan Neumann und
Jordanes Thanos

Die Gewinnung chiraler Verbindungen durch stereospezifische biokatalytische Reduktion
ist seit vielen Jahrzehnten bekannt, doch erst im letzten Jahrzehnt hat man sich in stéirkerem
MaBe um eine Weiterentwicklung der Verfahren bemiiht, sei es durch Einsatz vorher nicht
verwendeter Mikroorganismen und Elektronendonoren, durch Auffinden weiterer Sub-
strate fiir bekannte Reduktasen, durch Erarbeitung von Methoden zur Regenerierung redu-
zierter Pyridinnucleotide oder durch die Entdeckung von Reduktasen, die unter priparati-
ven Aspekten gesucht wurden. Heute lassen sich zahlreiche chirale Verbindungen durch mi-
krobielle Hydrierung mit H, und Mikroorganismen, die Hydrogenase enthalten, sowie
durch elektromikrobielle oder elektroenzymatische Reduktion herstellen. Bei den beiden
letztgenannten Methoden werden anaeroben oder aeroben Organismen Elektronen durch
elektrochemisch reduzierte kiinstliche Mediatoren, z. B. Methylviologen, zugefiihrt. Beson-
ders niitzlich sind Reduktasen, die keine Pyridinnucleotide bendtigen und Elektronen di-
rekt von reduzierten Viologenen aufnehmen konnen. Zwei Beispiele fiir solche priparativ
interessanten Enzyme werden beschrieben. Viele Zellen enthalten Methylviologen-abh#n-
gige NAD(P)-Reduktasen, die hiufig noch nicht charakterisiert sind. Die verschiedenen
Methoden der Biokonversion mit Mikroorganismen werden anhand einer Produktivitits-
zahl verglichen. Nicht selten lassen sich durch die in diesem Beitrag geschilderten Metho-
den Verbindungen mit zehn- bis hundertfach héheren Produktivititszahlen gewinnen als

Neue synthetische
Methoden (51)

dies auf konventionellem Wege mdglich ist.

1. Einleitung

Durch stereospezifische Reduktion passend substituier-
ter ungestittigter Verbindungen lassen sich zahlreiche chi-
rale Produkte nach Reaktion (a) oder (b) erhalten.

R R
=X + 2 [H] — > HY*XH (a)
R R
*
X=CaCbdCa=X + 2 [H]— HXCHaCbdCa= (b)

X = O, N— oder c:

Bei Reaktionstyp (a) muBl der Biokatalysator nur die Re-
und Si-Seite eines n-Systems unterscheiden. Bei Reakti-
onstyp (b) sind zwei Fille mdglich: Eines der urspriinglich
sp>-hybridisierten C-Atome wird durch die Reduktion
nicht zu einem Chiralititszentrum; dann muB nur zwi-

a

schen der pro-R- und pro-S-Gruppe (—&sX) unterschie-
den werden. Ist a jedoch ein Substituent, der bewirkt, dal
aus dem n-System durch Hydrierung eine chirale Gruppe
entsteht, dann erhebt sich die Frage nach der Diastereome-
renreinheit, da neben der pro-R- und pro-S-Gruppe noch
die Re- und Si-Seite unterschieden werden muB.

Reaktionstyp (a) ist wichtiger als (b). Carbonylgruppen
wurden viel haufiger reduziert als CC-Doppelbindungen.
Die Reduktion von CN-Doppelbindungen ist selten be-
schrieben, spielt aber bei der reduktiven Aminierung von
Oxoverbindungen, z. B. bei der Gewinnung von Aminosiu-
ren, eine wesentliche Rolle. Uber die mikrobielle enantio-

[*] Prof. Dr. H. Simon, Dr. J. Bader, Dr. H. Giinther, Dr. S. Neumann,
Dr. J. Thanos
Organisch-chemisches Institut der Technischen Universitit Miinchen
LichtenbergstraBie 4, D-8046 Garching

Angew. Chem. 97 (1985) 541-555

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim. 1985,

selektive Reduktion von Ketonen wurde kiirzlich zusam-
menfassend berichtet!"! (weitere Ubersichtsartikel und Lite-
raturzusammenstellungen siehe >-),

Bereits vor mehr als 70 Jahren wurde durch fermentie-
rende Hefe Phenylglyoxylsdure zu Mandelsdure redu-
ziert®\. Mitte der fiinfziger Jahre war in etwa 160 Publika-
tionen die Reduktion von Ketonen zu chiralen Alkoholen
beschrieben. Mikrobielle Reduktionen von Systemen des
Typs —CH=C<_ waren in nur ca. 20 Arbeiten behandelt'.
Spater wurden neben Mikroorganismen mehr oder weni-
ger reine Enzyme zur priparativen Reduktion ungeséttig-
ter Verbindungen eingesetzt'*'*'". Die verwendeten Re-
duktasen benétigten jedoch reduzierte Pyridinnucleotide
(Nicotinamidadenin-dinucleotid = NAD oder Nicotinamid-
adenin-dinucleotidphosphat= NADP). Diese Cofaktoren
kosten pro mol noch immer einige tausend Mark. Daher
milssen sie wihrend der Reaktion regeneriert werden, um
in katalytischen Mengen eingesetzt werden zu kénnen.

Sechs verschiedene Methoden der biokatalytischen Re-
duktion lassen sich durch den Donor und den Weg des
Elektronentransports vom Donor zum Substrat beschrei-
ben:

- Fiir mikrobielle Reduktionen wurden bisher meist Koh-

lenhydrate als Elektronendonoren zur Reduktion des
ungesittigten Substrats eingesetzt. Nach einer Serie von

Kohlenhydrat\/—NAD\/H'fR%—XH
F E

Hauptreaktionen
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enzymkatalysierten Schritten entsteht aus dem Kohlen-
hydrat NADH und ein Elektronenacceptor, z. B. Acetal-
dehyd oder Pyruvat (Weg I). Die gewiinschte Reaktion,
katalysiert durch die ,finale” Reduktase E, ist in der
Regel eine Nebenreaktion.

- Giinstiger ist ein System, bei dem der Elektronendonor
Do,., in einem Schritt und praktisch irreversibel NAD
in NADH iiberfiihrt, das unter Katalyse von E; ver-
braucht werden kann (Weg II). Fiir diesen Weg kénnen
auch zwei isolierte Enzyme aus verschiedenen Quellen
kombiniert werden.

Do,,d NAD\ /,H—}—XH
Doox/ \NADH/\ ?:x

II

- Systeme, bei denen der primire Elektronendonor, z. B.
H, oder Formiat, erst einen natiirlichen Elektronenme-
diator (z.B. Ferredoxin) zu M, reduziert, der seiner-
seits, katalysiert durch E2, NAD in NADH iberfiihrt,
konnen ebenfalls recht giinstig sein (Weg I11, 1). Hiufig
kann der Elektronentransport dabei noch beschleunigt
werden, wenn anstatt eines natiirlichen ein kiinstlicher
Mediator, z.B. ein Viologen, verwendet werden kann
(Weg 111, 2).

- Da Viologene (z. B. Methylviologen=MV®®, 1,1’-Dime-
thyl-4,4-bipyridinium-Dikation) definiert elektroche-

R

D M NADH X

oud\/ ox'\/’ N H 11,1
El F2 E\: R 11,2

Doox/ \»MM/\NAD‘/ H;?_X

Tabelle 1. Maglichkeiten der biologischen Reduktion.

2e®

Domd\/_ZMV \E/HQ—XH

misch reduziert werden kdénnen und nach unseren Be-
funden Methylviologen-abhingige NAD-Reduktasen
weit verbreitet scheinen, hat sich Weg IV in vielen Fil-
len bewihrt.

\/NADH\/ }y
NAD*-/\ S—XH

v
2 MV“’@

- Nach weiteren Befunden von uns gibt es prédparativ

brauchbare Reduktasen, die Elektronen direkt von redu-
zierten Viologenen iibernehmen konnen. Damit er6ffnen
sich die Wege V und VI. Bei Weg V wird z B. mit H,

El . v
R
Do(,»,‘»/ \-» 2 MVe® N X
K
R
2e® 2 MVGO\/» H——XH
Rl
E, VI
9 Mvee—" k R>=
R

oder Formiat als Elektronendonor enzymatisch redu-
ziertes Methylviologen erzeugt, und bei Weg VI, dem
kiirzesten und einfachsten Elektronentransportsystem,
werden dem Enzym E, die Elektronen iiber den Media-
tor MV®® elektrochemisch, d. h. ,,aus der Steckdose™,
zugefiihrt.

Die sechs Wege sind in Tabelle 1 kurz charakterisiert

und werden in Abschnitt 2.2 vom praktischen Standpunkt

Charakteristicum

Elektronendonor

NAD(P)H-Bildung erst nach
einer Reihe von enzymkataly-
sierten Schritten und Bildung
konkurrierender Elektronenac-
ceptoren

Direkte NADH-Bildung

Reduktion von NAD(P) itber
natiirliche oder kiinstliche Me-
diatoren

System aus zwei Enzymen

Elektromikrobiell

Elektroenzymatisch

Glucose oder andere Kohlen-
hydrate

HCOOH, H,, CH,CH,OH

Hz, HCOOH

HCOOH oder andere Substrate
einer NAD-abhéingigen Dehy-
drogenase, z. B. Isopropanol
oder Cyclohexanol

Kathode einer elektrochemi-
schen Zelle

Kathode einer elektrochemi-
schen Zelle

Kataiysator(en) zur NAD(P)H- Schema des  Bemerkungen

Regenerierung oder zur Reduk- Elektronen-

tion der finalen Reduktase flusses

Ganze Zellen, z.B. Hefen oder 1 Am hiufigsten angewandt:

Bakterien meist geringe Produktivitits-
zahlen

Ganze Zellen, z. B. Pseudomonas n Noch wenig praktiziert; Zellen

ovalis, Arthrobacter spec. oder zur NADH-Regenerierung ver-

Clostridium kluyveri wendet

Ganze Zellen, z. B. Clostridien M1,1; 11,2 Zahlreiche a,B-ungesittigte

oder Proteus vulgaris; mit oder oder V Carboxylate und 2-Oxocarbo-

ohne Mediatoren wie Viologe- xylate wurden zu chiralen Ver-

nen bindungen reduziert

Dehydrogenase und finale Re- 1 In einigen Fillen mit moleku-

duktase largewichtvergroBertem NAD
im Membranreaktor im Pilot-
maBstab bewihrt

Zellen mit Methylviologen-ab- v Beispiele in diesem Aufsatz

hingiger NAD(P)H-Reduktase

und Pyridinnucleotid-abhingi-

ger finaler Reduktase

Zellen mit finaler Reduktase, VI Bisher bekannte Beispiele: Eno-

die Elektronen direkt von Me-
diatoren wie Viologenen aufneh-
men konnen oder die isolierte
finale Reduktase

at-Reduktase und 2-Oxocarbo-
xylat-Reduktase. Beide zeigen
grofe Substratbreite
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aus besprochen. Es ist uns gelungen, durch bisher selten
verwendete Mikroorganismen und darin vorkommende
neue Enzymtypen und durch bisher nicht oder kaum ver-
wendete Methoden der Coenzymregenerierung die bioka-
talytische Reduktion methodisch deutlich zu erweitern.

2. Was konnte und kann durch neue Methoden
verbessert werden?

2.1. Kriterien zur Beurteilung einer Stoffumwandlung
mit Mikroorganismen

Die Effizienz einer Stoffumwandlung mit Mikroorganis-
men ldBt sich mit einer sogenannten Produktivititszahl
(PZ)"'*') charakterisieren:

7 _ Produktmenge [mmol]
Trockenmasse Katalysator [kg] x Zeit [h)

Hohe Produktivititszahlen bedeuten bessere Volumen-
Zeit-Ausbeuten und in der Regel einfachere Isolierung der
Produkte. Sollen z. B. 500 mmol eines Produkts in 24 h er-
halten werden, so braucht man bei einer hiufig beobachte-
ten Produktivititszahl von 20 ca. 1000 g Katalysator und
bei einer von 2000 nur 10 g. Auch ist es wesentlich einfa-
cher, 100 g eines Produkts von 10 g Katalysator (Mikroor-
ganismen) abzutrennen als von 1000 g. Falls ein Mikroor-
ganismus zu 50% aus Protein besteht, so ergibt sich fiir
diese Produktivitéitszahlen und der in der Biochemie iibli-
chen Angabe von Enzymeinheiten U folgender Zusam-
menhang: Ist im Rohextrakt eines Organismus das fiir eine
Umsetzung geschwindigkeitsbestimmende Enzym mit der
spezifischen Aktivitit von 1 U/mg Protein (1 umol Um-
satz/mg Protein x min) enthalten, so kann eine Produktivi-
tdtszahl von 30000 erreicht werden. Dies setzt allerdings
voraus, dafl keine anderen Faktoren, z.B. Transportvor-
ginge, Konzentrationslimitierungen, Hemmwirkungen des
Substrats und/oder des Produkts wirksam werden. (Aktivi-
titsangaben in SI-Einheiten, wonach eine Enzymmenge
die Aktivitat 1 Katal hat, wenn sie 1 mol pro s umsetzt,
sind noch wenig gebriuchlich. 1 U2 16.7-10~° Katal.)

Neben guten Produktivititszahlen sind folgende Fakto-
ren fiir Biokonversionen wichtig:

- Verfiigbarkeit der Zellen. Sind Zellen oder ist Impfmate-
rial von einer Mikroorganismensammlung kiuflich, und
ist die Zellanzucht einfach und reproduzierbar?

- Reaktionsspezifitit. Wird das Substrat nur in das ge-
wiinschte Produkt umgewandelt oder werden Substrat
und/oder Produkt noch anderweitig umgesetzt?

- Hohe Stereospezifitit des Enzyms (oder gleiche und
hohe Stereospezifitit der katalysierenden Enzyme).
Viele Enzyme reagieren mit sehr hoher Stereospezifitit,
es gibt jedoch auch zahireiche Ausnahmen!'!. Weiterhin
kann ein Mikroorganismus zwei oder mehr Enzyme be-
sitzen, die ein Substrat stereochemisch verschieden um-
setzen. Zur Diskussion dieses Sachverhalts siche ",

- Michaelis-Menten- und Inhibitions-Konstanten (XK,
bzw. K;) von Substrat bzw. Substrat und Produkt fir das
katalysierende Enzym. Kleine K.,-Werte erméglichen
eine rasche Umsetzung (auch der letzten 5-10%) des
Substrats, d.h. die Reaktion wird nicht ,,schleichend**
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beendet. Kleine K;-Werte fiir das Substrat erfordern
eventuell eine kontinuierliche Substratzugabe, was in
der Regel dann nicht schwierig ist, wenn die Reaktions-
geschwindigkeit und damit die jeweils aktuelle Substrat-
konzentration bekannt ist. Bei kleinen K;-Werten fiir das
Produkt muf dieses selektiv entfernt werden, was meist
nur mit erheblichem Aufwand méglich ist.

- Stabilitit des Biokatalysators. Hier ist zu unterscheiden,
ob man mit sogenannten ruhenden oder mit sich ver-
mehrenden Zellen arbeitet. Im ersten Fall kénnen die
Aktivititen der benétigten Enzyme oder die Konzentra-
tionen der Cosubstrate wie NAD(P) oder NAD(P)H,
z.B. im Verlauf von 24 h, stark abfallen bevor das Sub-
strat umgesetzt ist. Beim Arbeiten mit wachsenden Zel-
len ist die Produktisolierung in der Regel durch die
groe Menge an Biokatalysator erschwert und je nach
Mikroorganismus kdnnen Substrat und/oder Produkt
noch anderweitig umgesetzt werden.

- Eignung zum Immobilisieren. Um die Produkte leichter
zu isolieren und um den Biokatalysator (intakte Zellen,
Rohextrakte oder Enzyme) zu stabilisieren und eventuell
wiederzuverwenden, kann es wiinschenswert sein, ihn zu
immobilisieren. Hierfiir sind Biokatalysatoren unter-
schiedlich gut geeignet.

- Lagerstabilitat. Es ist vorteilhaft, wenn ein einmal herge-
stellter Biokatalysator, z.B. in eingefrorenem Zustand,
seine Enzymaktivititen lange erhilt.

2.2. Wertung alter und neuerer Verfahren

Gemessen an vorstehend genannten Kriterien ist der fiir
Reduktionen meistbenutzte Biokatalysator, die Bickerhefe
(Saccharomyces cerevisiae), angewandt nach Reaktionsweg |
(siehe Tabelle 1), wenig geeignet. Zwar lassen Zugéinglich-
keit und Stabilitit nichts zu wiinschen iibrig, doch kénnen
nach Reaktionsweg I prinzipiell keine hohen Produktivi-
tidtszahlen erreicht werden: Bei Kohlenhydraten als Elek-
tronendonoren miissen z. B. fiinf oder sechs enzymkataly-
sierte Reaktionen ablaufen, bis NADH gebildet wird. Da-
bei kann auch die Aufnahme der Kohlenhydrate geschwin-
digkeitslimitierend sein!'’l, AuBerdem entsteht bei der al-
koholischen Girung Acetaldehyd, der um das Reduktions-
mittel konkurriert. In der Regel ist die Ethanolbildung die
Hauptreaktion. So wird berichtet, daB bei der Reduktion
von 1 mol Keton 200-2000 mol Ethanol entstehen!'®'",

Die experimentellen Angaben in vielen Publikationen
erlauben die Berechnung oder auch nur die Abschitzung
von Produktivititszahlen nicht. Dort, wo eine Berechnung
méglich ist!'’-2] zeigt sich, daB die meisten mit Mikroor-
ganismen und Kohlenhydraten durchgefiihrten Reduktio-
nen Produktivititszahlen von 5-50 aufweisen. Werte um
200 sind selten. Der héchste uns bekannte Wert mit ca.
1000 wurde bei der Hefe-Reduktion von 2,2,6-Trimethyl-5-
cyclohexen-1,4-dion zu (6R})-2,2,6-Trimethyl-1,4-cyclohe-
xandion erzielt?". Die besondere Problematik der Anwen-
dung nicht standardisierter Bickerhefe und nicht standar-
disierter Methoden demonstrieren die seit fiinf Jahrzehn-
ten publizierten Arbeiten zur Darstellung von chiralem 3-
Hydroxybuttersdureester'?>2*2¢, Allein in den Publikatio-
nen der letzten sieben Jahre werden fiir die Herstellung
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von (S)-3-Hydroxybuttersiureethylester mit Béckerhefe
Enantiomereniiberschiisse (ee- Werte) zwischen 80 und 97%
angegeben?2 %%\, Dabei wurden Produktivititszahlen von
ca. 100 gefunden'®?, Die ee-Werte von 95-97% fiir das (S)-
Enantiomer sind jedoch nur erreichbar, wenn die Konzen-
tration des 3-Oxoesters 1 g/L nicht {ibersteigt. Bei einer
Konzentration von 5 g/L werden nur noch ee-Werte von
72% erzielt. Mucor javanicus®' und Geotrichum candi-
dum®? reduzieren zum (R)-Enantiomer. Sih et al.l"-2-?]
haben durch ihre Untersuchungen zur Herstellung des als
Carnitinvorldufers interessierenden 4-Chlor-3-hydroxybut-
tersidureesters zur Kldrung der Verhiltnisse bei Reduktio-
nen mit Bickerhefe beigetragen (vgl. Abschnitt 3.2).

Selten und erst in jingster Zeit wurden fiir ganze Zellen
Elektronendonoren verwendet, die keine Kohlenhydrate
sind. Es erhebt sich die Frage, ob nicht auch bei Hefe
Ethanol als Elektronendonor der Glucose vorzuziehen
wiire. Auch wurde vorgeschlagen, Ketone mit Hefe ohne
Zusatz von Kohlenhydraten oder eines anderen Elektro-
nendonors zu reduzieren und stattdessen entsprechend
mehr Zellmaterial zu verwenden!'’.

Die unterschiedlichen Ergebnisse in einer Fiille von Ar-
beiten zeigen, daB die biochemischen Grundlagen von Re-
duktionen nicht immer durchdacht werden und dafl den
Anwendern nicht immer klar ist, daB Bickerhefe nicht
gleich Bickerhefe ist. Selbst beim gleichen Stamm kann
das Verhalten bei Reduktionen stark von Anzuchtbedin-
gungen (Nihrmedium, Temperatur, Wachstumsphase) ab-
hingen. Ein Beispiel ist die Reduktion der S5-stindigen
Oxogruppe des Monothioacetals von 5,6-Dioxocapronsiu-
remethylester. Takaishi et al.?” fanden fiir das Produkt,
das mit verschiedenen Stimmen von Saccharomyces cerevi-
siae erhalten wurde, spezifische Drehwerte zwischen + 5.4
und —21.1°, Probleme dieser Art gibt es bei mehr oder we-
niger allen Mikroorganismen.

Nach unseren Befunden!'*1>2°34 jst H, als Elektronen-
donor (Weg I11, 1, 1I1,2 oder V) fiir Reduktionen mit Hy-
drogenase enthaltenden Organismen besonders giinstig. In
diesen Fillen ist Do,.q H,; dies gilt vor allem, falls Weg V
gangbar ist. Auch der Einsatz von Formiat konnte in vielen
Fillen vorteilhaft sein. Es kommen in Hefen NAD-abhin-
gige Formiat-Dehydrogenasen vor. Allais et al.®*” fanden
im Rohextrakt von Pichia pastoris ein solches Enzym mit
0.16 U/ mg Protein. Schiitte et al.*? isolierten aus der Hefe
Candida boidinii eine Formiat-Dehydrogenase, die sich im
Enzymmembran-Reaktor der Arbeitsgruppen von Kula
und Wandrey sehr gut zur NADH-Regenerierung bewihrt
(siehe unten). Jzumi et al.®” verwenden die NAD-abhin-
gige Formiat-Dehydrogenase aus Methanol verwertenden
Bakterien, um mit Formiat NADH zu regenerieren. Dabei
werden Produktivitiitszahlen fiir die Regenerierung bis fast
6000 erhalten.

Beispiele fiir die Verwendung von Ethanol als Elektro-
nendonor (Tabelle 1) sind die von Noma et al.*® durchge-
filhrten Reduktionen von (+)- und (—)-Carvon mit Pseu-
domonas ovalis. Wir reduzierten diverse Allylalkoholderi-
vate mit Clostridium kluyveri und Ethanol zu chiralen Al-
koholen wie (R)-2-Methyl-1-butanol, (R)-3-Methyl-1-pen-
tanol und (2R,3S)-2-Methyl-3-phenyl[2,3-*H}-1-propa-
noi®®, Der Vorteil von Ethanol gegenitber H, in diesem
speziellen Fall wird in Abschnitt 3.1 erklidrt werden (vgl.
auch ¥,
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Falls im priparativen Mafistab mit Enzymen statt mit
Zellen gearbeitet wird, muBB bei Verwendung NAD(P)H-
abhingiger Reduktasen ebenfalls eine enzymatische
NAD(P)H-Regenerierung erfolgen (Tabelle 1, Weg I1). Es
ist bisher nicht gelungen, NAD(P) chemisch oder elektro-
chemisch mit praktisch verwertbaren Cyclenzahlen zu re-
duzieren (iiber neuere Versuche in dieser Hinsicht siehe
Wienkamp und Steckhan"'**), Die Arbeitsgruppen von
Kula und Wandrey berichteten, da3 an Polyethylenglykol
gebundenes NAD in einem Enzymmembran-Reaktor bei
der Herstellung von Aminosiduren mit Hilfe von Formiat-
Dehydrogenase verwendet werden konnte, wobei Cyclen-
zahlen von bis zu 80000 erreicht wurden!*?], Uber weitere
Maoglichkeiten der enzymatischen NAD(P)H-Regenerie-
rung wurde in den letzten Jahren viel publiziert**-*" (siehe
auch Abschnitt 4.2).

Im Laboratoriumsmafstab ist die NAD-Regenerierung,
insbesondere mit der Formiat-Dehydrogenase-Methode
oder mit einem der spiter beschriebenen Verfahren, heute
eine Routineoperation. Durch die Kombination der
NADH-Regenerierung mit einigen wenigen Reduktasen
sind bereits zahlreiche chirale Verbindungen zuginglich.
So haben z. B. Jones et al.!'"*® sowie Nakazaki et al.*" fiir
Leber-Alkohol-Dehydrogenase in den letzten Jahren zahl-
reiche weitere Substrate fiir dieses, seit Jahrzehnten wohl-
bekannte Enzym gefunden. Auf interessante Anwendun-
gen einer Alkohol/Aldehyd/Keton-Oxidoreduktase aus
dem thermophilen Thermoanaerobium brokii wiesen La-
med et al"” hin. Uber mégliche Anwendungen von Oxi-
doreduktasen berichteten May und Padgette®". Es ist an-
zunehmen, daB noch weitere priparativ oder gar technisch
nutzbare Oxidoreduktasen gefunden werden, da die Suche
nach ihnen unter dem Anwendungsgesichtspunkt erst vor
wenigen Jahren intensiv begonnen wurde. Zu jiingst gefun-
denen Enzymen dieser Art gehdren (S)-Phenylalanin- oder
(S)-Hydroxy-4-methylpentanoat-Dehydrogenaset®> 53,

Auch die enzymatische Reduktion unpolarer Verbin-
dungen ist mit NADH-regenerierenden Systemen moglich.
Hilhorst et al.™ regenerierten NADH in inversen Micellen
mit Hydrogenase, Methylviologen und Lipoamid-Dehy-
drogenase. Die 20p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase wurde
benutzt, um Progesteron, geldst in Hexanol/Octan, an der
Grenzschicht zur wiBrigen Phase zu 20B-Hydroxy-4-preg-
nen-3-on zu reduzieren. Die Wege 1V und VI kénnen
durch Einsatz elektrochemischer Zellen zur kontinuierli-
chen Reduktion katalytischer Mengen von artifiziellen
Elektroneniibertrigern genutzt werden, um mit hiufig
in Mikroorganismen anwesenden NAD(P)-Reduktasen
NAD(P)H zu regenerieren (Weg IV) oder um Elektronen
direkt auf die finale Reduktase E; zu iibertragen.

3. Hydrierung mit Mikroorganismen

3.1. Hydrierung der CC-Doppelbindung
a,B-ungesiittigter Aldehyde und Carbonsiuren

Nach unseren Untersuchungen kann mit einigen Mikro-
organismen H, als Elektronendonor verwendet wer-
den!'%13.30-34.35 Dyamit sind folgende Vorteile verbunden:
1. Das Gleichgewicht der Reaktion (c) liegt extrem auf der
rechten Seite. 2. Der Elektronendonor kann bei ruhenden
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>=x + Hy —> H>—-XH (c)

Zellen nur fir die gewiinschte Reaktion verwendet wer-
den; Nebenreaktionen wie sie z. B. mit Acetaldehyd oder
anderen Produkten, die aus Kohlenhydraten entstehen, ab-
laufen kénnen, finden nicht statt. 3. Die Reaktion kann
aufgrund des Wasserstoffverbrauchs kontinuierlich ver-
folgt werden. 4. Die Produktivititszahlen sind hiufig 10-
100mal hoher als bei Reduktionen mit Hefen, was die Iso-
lierung der Produkte wesentlich erleichtert. Nach unseren
Befunden werden Produktivititszahlen von 1000 bis 3000
dann hiufig erreicht, wenn katalytische Mengen (1-4 mm)
eines artifiziellen Elektroneniibertrigers, z. B. Methylviolo-
gen, zugesetzt werden. Der ElektronenfluB bei der Reduk-
tion mit Clostridien 148t sich durch Weg II1,1 oder 111,2
beschreiben.

Nachfolgend werden Hydrierungen mit Clostridium spec.
Lal (DSM 1460), Clostridium kluyveri (DSM 555), Proteus
mirabilis (DSM 30115) sowie Proteus vulgaris (DSM
30118) behandelt. Zahlreiche a,f-ungesittigte Carbonsédu-
ren oder Aldehyde (Tabelle 2 und 3) lassen sich mit C. Lal

Tabelle 2. Enoate des Typs R2R*C=CR'CO8, die mil Clostridium Lal und
H, hydrierbar sind [a]. Bei den letzten finf Verbindungen handelt es sich um
Allenderivate.

R' R? R? Relative Geschwindigkeit [%] [b]
H H H 320
H H Me 170
Me Me H 150
Me H Me 30
H Me Me 20
Me H H 300
H Et H 100
H Pr H 90
H 100

B e

O

CN H OEt [c] 20
Me CeH;s H 40
OMe p-CIC,H, H 90
Br CeHs Br 90
Me EtCH= —
Et MeCH= —
Et PhCH= 80
H Ph(Et)C= —
Et Ph(Et)C= -

[a] Auch alle Verbindungen in Tabelle 3 sind hydrierbar, da sie Substrate der
Enoat-Reduktase sind. [b] Eine relative Geschwindigkeit 100 bedeutet, dafl
von 400 mg nassem Zellsediment (= 80 mg Trockenmasse) bei 35°C und pH
7.0 100 mm Losungen mit einer Geschwindigkeit von 150 umol/h hydriert
werden. Dies entspricht einer Produktivitdtszahl von ca. 1900. [c] E/Z-Ver-
héltnis nicht bekannt.

(Weg V, Tabelle 1) hydrieren. Dabei ist Do,.q=H,, E1 eine
Hydrogenase und E; die von uns entdeckte Enoat-Reduk-
tase (EC 1.3.1.31)1'>%6-%% Dieses Enzym katalysiert unter
anderem die Reaktionen (d) und (e)!'>'>-¢%1,

Die Umsetzung mit MV®® ist 1.5mal so schnell wie die
mit NADH. Die Substratbreite der Enoat-Reduktase ist
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Tabelle 3. Substrate (R’R?C=CR'X) der Enoat-Reduktase, die nach Glei-
chung (d) oder (e) reduziert werden [a], aber auch mit H, und Zellen von C.
Lal hydrierbar sind.

R' R? R? Vs Kn
[b] fc]

Me Me H 100 1.5

H. Me H 280 08

H Et Me t -

H Me Et n -

H iPr H 130 -

H COOMe H 9 —

H CH;CH=CH; H 18 )

H CoHs H 60 0.013

H p-CICeH, H 88 —

H P-0:NCeH, H 30 -

H p-MeOC,H, H 44 -

H p-Me;NC H, H 29 -

H 0-HOC,H, H 35 -

NHCHO C,Hs H 21 -

H 0,m-(Me0),CH, H 8

F Me H 150 6.2 (1]

cl H Me 180 5210

Br Me H 150 [g, h] 28 (]

J H Me 180 ] 21 [f}

F CoH; H 30 0.1

Br CoHs H 76 0.50

ol p-CIC4H, H 20 0.1

cl H p-CICeH, 003 —

Me HOCH,CH, H 120 -

H HOCH,CH, Me 10 10

H Me HOCH,CH, 9 15

H Me MeOCH,CH; 5 14

H HO Me 6 33

H (CH;);C=CHCH=CHCH, H 7 -

H (CH,);C=CH(CH,), Me 19 0.014

H Me (CH;);C=CH(CHy); LI 0.9

H (CH,),C=CH(CH,); Me 60[c] 0.06

Me PhCH= 20 —

{a] Falls nicht anders erwihnt ist X = COO®. [b] Relative Geschwindigkeiten
bezogen auf (E)-2-Methylbutenoat (100%). Fiir dieses Substrat zeigt gerei-
nigte Enoat-Reduktase mit reduziertem Methylviologen bei 25°C eine spezi-
fische Aktivitat von 20 U/meg. [¢] K.,-Werte in mM. [d] Nur die a,B-Doppel-
bindung wird hydriert. [e] X =CHO. [f] 90% E- und 10% Z-Isomer. [g] Starke
Substrathemmung ab 40 mM. [h] Starke Substrathemmung ab 10 mm.

sehr hoch. Folgende Regeln haben sich ergeben: R' sollte
nicht zu groB sein. NHCOCH;- und OC,H;-Reste werden
anstelle von NHCHO bzw. OCH; nicht akzeptiert, falls R?

RS x * NADH + H® R? H + NAD® (q)

?_.—-( oder — (A ", oder
R R! + 2 MV®® ¢+ 2 H® H R3 R! X + 2 MV®9 (¢)

H
i
X = CO0®, C=0; R!, R?, R® siche Tabelle 2 und 3

Pheny! ist. Die Halogenatome F, Cl und Br werden in a-
Stellung toleriert, in B-Stellung jedoch reduktiv elimi-
niert®>¢*, Bei R? ergeben sich die geringsten Restriktio-
nen. Verzweigung in B-Stellung fiihrt zu verringerten Akti-
vitdten. Falls R? und R? vertauscht werden, d.h. wenn E-
und Z-Isomere von Substraten des Typs R®R?C=CHX
umgesetzt werden, so entstehen Enantiomere. Deshalb
diirfen keine E/Z-Mischungen von Substraten verwendet
werden, bei denen das B-C-Atom durch die Reduktion zu
einem chiralen Zentrum wird. Wie wir bei der Hydrierung
von (E)- und (Z)-Geraniat (1a und 2a) beobachteten, kann
es jedoch zu Komplikationen kommen, wenn mit ganzen
Zellen gearbeitet wird. Nach Abbildung 1 ergibt zwar 1a
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reines (R)-Citronellat 1b, doch 2a wird durch die Clostri-
dien (vermutlich enzymatisch) weitgehend zur thermody-
namisch stabileren (E)-Verbindung 1a isomerisiert und da-
mit zum (R)-Enantiomer umgesetzt. Der ee-Wert ist gerin-
ger, da ein Teil von 2a auch direkt reduziert wird. Hier
muB man isolierte Enoat-Reduktase verwenden (siche Ab-
schnitt 3.6 und Abb. 1).

a) b)
coc® / coc® H
ee>85% \
1b Hq und Zeiten 1b
vwn C.Lal ¥ C6H5
CO-NHCHOH
cooelsnmerisie - k
rung durch Zellen o e
la Enoat-Reduktase 2:0 . Rl{ R
/
Odi) k‘ coc® SR
ee>85% ee>05% 7
1b 2b

Abb. 1. Bioreduktion von (£)- und (Z)-Geraniat 1a bzw. 2a zu (R)- bzw. (5)-
Citronellat 1b bzw, 2b. a) Mit einer Produkiivititszahl von ca. 3000 wird 1a
von C.-Lal-Zellen zu enantiomerenreinem 1b hydriert. Die (Z)-Verbindung
2a wird wesentlich langsamer reduziert und vor der Hydrierung zum gedGe-
ren Teil zu 1a isomerisiert, so daB 1b mit ee-Werten zwischen 60 und 85%
entsteht. Reines 2b kann jedoch echalten werden, wenn isolierte Enoat-Re-
duktase zur Reduktion verwendet wird. b) Das bei der Hydrierung von 1a
mit C.-Lal-Zellen erhaliene Produkt 1b wurde zu lc derivatisiert und auf
7 u-Lichrosorb-Siulen durch HPLC getrennt. (J. P. Lecomte et al., unverdf-
fentlicht.)

Die hohen Produktivitatszahlen erlauben Umsetzungen
in kleinen Volumina. Daher lassen sich durch die Hydrie-
rung auch relativ leicht Produkte erhalten, die nur durch
den stereospezifischen Ersatz von 'H durch ?H an einer
oder zwei Methylengruppen chiral sind!'2%!. Dazu werden
Zellen gefriergetrocknet und in ?H,O-Puffer eingesetzt. Als
Elektronendonor kann H, benutzt werden, da im Puffer
um den Faktor 102-10° mehr 2H ist, als 'H im notwendigen
H,. Ein priparatives Beispiel ist beschrieben®*,

Ein Teil der bisher durchgefiihrten Hydrierungen ist in
den Tabellen 2 und 3 enthalten. Alle Verbindungen, die in
Tabelle 3 angegeben sind, wurden auch bereits hydriert.
Dabei ist zu beachten, daB mit Enoat-Reduktase und
NADH Nitrogruppen nicht reduziert werden, wohl aber
mit ganzen Zellen®. Den zeitlichen Verlauf der Hydrie-
rungen zeigt Abbildung 2. Der ElektronenfluB3 bei der Hy-
drierung a,B-ungesittigter Carboxylate und anderer Car-
bonylverbindungen erfolgt mit C. Lal nach Weg V (Ta-
belle 1). Dabei kann man zwei Fille unterscheiden: Falls
das ungesiittigte Substrat von der Enoat-Reduktase rascher
umgesetzt wird, als die Hydrogenase (E1) Methylviologen
reduzieren kann, sind die Hydrieransitze zunichst nicht
blau. Erst wenn gegen Ende der Hydrierung die Ldsung an
Substrat verarmt und damit die Enoat-Reduktase nicht
mehr gesattigt ist, wird die Losung durch reduziertes Me-
thylviologen blau. Wird dagegen das ungesittigte Substrat
relativ langsam umgesetzt, so da die Hydrogenase rasch
genug Methylviologen reduzieren kann, dann ist die Lo-
sung stindig blau. Abbildung 2 zeigt, daB die Hydrierun-
gen von 3a und 4a mit C. Lal dhnlich schnell verlaufen,
obwohl nach Tabelle 3 3a mit Enoat-Reduktase ca. zwolf-
mal so schnell reduziert wird wie 4a. Bei der Hydrierung
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Abb. 2. Hydrierung eines gnstigen (3a) und ungiinstigen (4a) Substrats fir
die Enoat-Reduktase. In 3.0 mL Phosphatpuffer wurden 100 mm Substrat zu-
sammen mit 400 mg Zellen (NaBsediment) unter 1 atm H; bei 35°C in einem
Warburg-GefaB von ca. 25 mL (Manometer mit Hg gefiillt) mit ca. 100 Aus-
schldgen pro Minute geschiittelt. O — O Hydrierung von 3a mit 250 mg C.
Lal und 150 mg C. kluyveri; @ — @ 3a nur mit C. Lal; A— A 4a mit C.
Lal; O—0O 4a mit 250 mg C. Lal und 150 mg C. kluyveri; O—< 4a nur
mit C. kluyveri. (Die Messungen wurden mit 15 Monate gelagerten C.-Lal-
Zellen durchgefiihrt, deren Hydrogenaseaktivitiit etwa auf die Hélfte des iib-
lichen Wertes gesunken war.)

von 3a muf also die Reduktion des Methylviologens ge-
schwindigkeitsbestimmend sein. Hydriert man 3a mit ei-
nem Gemisch von C. Lal und C. kluyveri, wobei letztge-
nanntes eine wesentlich hohere Hydrogenaseaktivitit auf-

Cco0° (isoliert
HO _ +H, —> HO 5 isolier
Me Me COQP als Lacton)
3a 3b
Me COO° HO COO®

HO\):/ + H —> -
H Me (isoliert

4a 4b

als Lacton)

weist, so 1483t sich die Geschwindigkeit der Hydrierung von
3a etwa um den Faktor 5 erhohen. Bei 4a vermindert diese
MaBnahme die Geschwindigkeit der Hydrierung, da C.
kluyveri zwar eine héhere Hydrogenase- aber eine gerin-
gere Enoat-Reduktaseaktivitit als C. Lal besitzt. Wie in
Abschnitt 4.4 gezeigt wird, sind die Verhiltnisse in einer
elektrochemischen Zelle deutlich anders, falls die Reduk-
tion des Methylviologens nicht geschwindigkeitsbestim-
mend ist.

Reaktion (e) verlduft zwar bei pH 5.2 am besten!™, fiir
die Gesamtreaktion der Hydrierung hat sich jedoch ein
pH-Wert zwischen 6.5 und 7.0 als optimal herausgestellt.
Auch die Hydrierung des Diketons 5a gelingt - allerdings
ohne Methylviologen (vgl. Abschnitt 4.3) - im préiparati-

ven Mabstab.
O O
+ H, —>
0] Me “Me

S5a 5b

Neben o,B-ungesittigten Carboxylaten und anderen
Carbonylverbindungen lassen sich auch die CC-Doppel-
bindungen von Allylalkoholderivaten mit C.-Lal- oder C.-
kluyveri-Zellen hydrieren. Enoat-Reduktase reduziert je-
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doch keine Allylalkoholderivate, und die Zellen besitzen
auch kein anderes Enzym, das diese Reduktion katalysiert.
Es hat sich herausgestellt, daB die Allylalkoholderivate zu-
nichst zu den entsprechenden Aldehyden dehydriert wer-
den, deren CC-Doppelbindung dann rasch von der Enoat-
Reduktase reduziert wird. AnschlieBend wird die Aldehyd-
wieder zur Alkoholgruppe reduziert. Dies ist der Grund
dafiir, daB in solchen Fillen Methylviologen die Reduk-
tion verhindert, da mit H, und Methylviologen rasch NAD
zu NADH reduziert wird und damit kein NAD zur Dehy-
drierung des Allylalkoholderivats mehr zur Verfiigung
steht. In diesen Fillen ist Ethanol der giinstigere Elektro-
nendonort®>-4%,

3.2. Hydrierung von Ketonen

Mit Clostridien wie C. Lal oder C. kluyveri lassen sich
auch Ketone zu chiralen sekundiren Alkoholen reduzieren
[Reaktion (f)]. Beispiele zeigt Tabelle 4. In vielen Fillen
lassen sich exzellente ee-Werte erhalten, in einigen sind sie
jedoch gering.

R—@—R‘ + 2 [H} — RCHOHR (f)

Tabelle 4. Reduktion von Ketonen mit Clostridien. Falls nicht anders er-
wihnt, wurde H; als Elektronendonor verwendet.

Mikroorganismus Produkt PZ Enantiomer ee [%]

OH
C. Khuyveri A om0 ©® 9 fal
H :()H
C. kluyveri )§(coom 80 (2R,3S) 81[b]
H %
. H OH
C. kluyveri cl ¢ _COOEt 350 (R) 99 [c]
H OH
C. Kluyveri A 6 (R 94 [c]
CeHy
H OH
C. Lal ot 4 (R 96 [c}
H pH
C. Lal ....Hoc.u‘}\ 2 (R) 94 [c]
H oH
¢ Lal p-HOC AN 1 ® 91 [
H OH
C. kiuyveri A 12 (R 9
CeHg (e di
H OH >
C. Kuyveri 3 (R 98
CeHy [e, d]
C. kluyveri und HO H 3800 (R) 94
Candida utilis X o
C. kluyveri und HO H 3300 () -

Enterobacter agglomerans %
OH

[a]l Durch enzymatische Analyse bestimmt. [b) Eingesetzt wurde ein racemi-
sches Gemisch von 2-Methyl-3-oxobuttersiureethylester- Die Reaktionsmi-
schung bestand aus 81% (2R,35)-3-Hydroxy-2-methylbuttersiureester sowie
13% der (2R,3R)-, 4% der (2R,3S)- und 2% der (28,35)-Form. [c] Analyse: B.
Koppenhofer et al., unverdffentlicht. [d] Verwendung von 10% Ethanol als
Elektronendonor.

Sih et al."2!-2"! haben gefunden, daB bei der Reduktion
von Estern des 4-Chlor-3-oxobutyrats mit Bickerhefe der
ee-Wert eine Funktion der Grée der Estergruppe ist. Der
Methylester wird mit einem ee-Wert von 65% zum (S)-, der
Octylester dagegen mit ee =97% zum (R)-Enantiomer hy-
driert. Mit den anderen Alkylresten des Typs (CH,),H
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(n=2-7) werden ee-Werte erhalten, die dazwischen liegen.
C. kluyveri hydriert den Ethylester des 4-Chlor-3-oxobuty-
rats mit einem ee-Wert > 99% mit einer ca. 50fach héheren
Produktivititszahl zum (R)-Enantiomer (H. Simon et al.
sowie B. Koppenhifer et al., unverdffentlicht). Die Enan-
tiomerenreinheit der mit C. kluyveri erhaltenen Phenyl-
ethyl- und -propylalkohole scheint bisher noch nicht er-
reicht worden zu sein. In anderen Fillen (Phenylglykole)
sind die ee-Werte schlecht; dabei handelt es sich um eine
bisher bei Clostridien selten beobachtete Erscheinung.
Auch die zum Teil recht niedrigen Produktivititszahlen ge-
héren zu den Ausnahmen.

3.3. Hydrierung von 2-Oxocarboxylaten

Mit erstaunlicher Substratbreite lassen sich in Gegen-
wart von reduziertem Methyl- oder Benzylviologen 2-Oxo-
carboxylate zu (2R)-Hydroxycarboxylaten von sehr hoher
Enantiomerenreinheit mit Proteus mirabilis oder Proteus
vulgaris reduzieren [Reaktion (g)]/*7-%%57),

O HO, H
Proteus vulgaris N
oder

R coo® + 2[H] K coo® (g)

Proteus mirabilis

Auch dieser Reaktion liegt ein bisher unbekannter En-
zymtyp zugrunde, den wir teilweise charakterisiert haben
(sieche Abschnitt 3.6). Statt H, kann auch Formiat in Kom-
bination mit einem Viologen als Elektronendonor verwen-
det werden. Da Viologene (Abschnitt 4) auch elektroche-
misch leicht regeneriert werden kdnnen, ergeben sich drei
Moglichkeiten zur Synthese von (2R)-Hydroxycarbonsiu-
ren (Schema 1). Diese entsprechen den in der Einleitung
genannten Wegen V mit Do,.q= H, oder HCOO® und VI.
Beispiele sind die Reduktionen von 6a-8a zu 6b-8b.

2 &€ oder  H, oder HCOO®

Hydrogenase
elektrochemische
Reduktion

Formiat-Dehydrogenase

2 H® + 2-Oxocarboxylat

2 Viol®® 2 Viol®®

(2R)-Hydroxycarboxylat

Schema 1. Proteus vulgaris kann mit drei Elektronendonoren zur Darsteliung
von (2R)-Hydroxycarbonsauren verwendet werden. Viol®® =oxidiertes Me-
thyl- oder Benzylviologen; Viol®®mreduziertes Viologen. Der Mediator
kann entweder elektrochemisch oder durch die im Mikroorganismus vorhan-
dene Hydrogenase und H, oder mit einer ebenfalls vorhandenen Formiat-
Dehydrogenase und Formiat reduziert werden.

Abbildung 3 zeigt den zeitlichen Verlauf der Reduktion
von 4-Methyl-2-oxo-pentanoat 8a mit Formiat und H,,
wobei die (2R)-Hydroxysiure 8b entsteht. Wie in Ab-
schnitt 4.4 dargelegt, lassen sich bei Kenntnis und Ausnut-
zung der kinetischen Parameter bei der elektromikrobiel-
len Reduktion Produktivititszahlen von > 100000 errei-
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0 HQ H
Ho/><'\cooe + HCOO® + H® — HO coa®

62 6 *
co,
(isoliert

als Lacton)

0 HQ, H
HC <
3 s\/u\cooe +2 MVE@ o o —>H5C"\>\cooe +2 MVo®

Ta Th
[o) HQ H

>\/chooe +2 MVe® 4o g® —>>\)\cooe +2 MVe®®
8a 8b

chen. In Tabelle 5 sind die Substrate aufgelistet, die mit
Proteus mirabilis oder Proteus vulgaris nach Schema 1 re-
duziert werden kénnen. Bisher lieB sich nur Glyoxylsdure
nicht mit diesem Enzym umsetzen.

--. ©.
Pt - Wl T TR L )
10 20 30 40 50 60

t [min] —

Abb. 3. Reduktion von 4-Methyl-2-oxopentanoat mit P. vulgaris und H; oder
Formiat als Elektronendonor. Abnahme des 4-Methyl-2-oxopentanoats bei
der Reduktion mit H; O --O--O und mit Formiat O--0O--0 sowie Bildung
des Produkts mit H, @ —®—@® bzw. mit Formiat I —H— .

Tabelle 5. Relative Geschwindigkeiten der Reduktion von 2-Oxocarboxyla-
ten durch eine Reduktase in P. mirabilis und P. vulgaris.

Substrate Relative Geschwindig-
keit {%]
P. mirabilis P. vulgaris

Phenylpyruvat [a] 100 100
Pyruvat [a] 92 85
2-Oxobutanoat 40 65
Indolylpyruvat 35 67
5-Benzyloxyindolylpyruvat 30 -
3-Fluorpyruvat 22 20
4-Methyl-2-oxopentanoat 81 83
(S)-3-Methyl-2-oxopentanoat 28 25
(R,S)-3-Methyl-2-oxopentanoat 63 46
4-Hydroxy-3,3-dimethyl-2-oxopentanoat [a] 7 4
Phenylglyoxylat (a] 16 5
2-Oxononanoat 83 93
2-Oxododecanoat 27 - 46
2-Oxotridecanoat 23 26
Oxalacetat [a] 73 50
2-Oxoglutarat 78 62
2-Oxoadipat 70 73
4-Hydroxymethyl-phosphinyl(2-oxo0)-butanoat 24 6

{a] Die Produkte dieser Substrate wurden nach verschiedenen Methoden auf
Enantiomerenreinheit untersucht. In keinem Fall konnten (§)-Enantiomere
nachgewiesen werden.
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3.4. Hydrierung mit zwei Mikroorganismen

Wie in Abschnitt 4.2 ndher ausgefiihrt ist, zeigen Rohex-
trakte von C. kluyveri in Gegenwart von 1-2 mm Methyl-
viologen hohe Aktivititen fiir die Reaktion (h).

H; + NAD(P)® — NAD(P)H + H® (h)

Reaktion (h) entspricht einem Teil des Wegs III,2 (Ta-
belie 1). Hefen weisen insbesondere fiir einige Carbonyl-
verbindungen gute Reduktaseaktivitiiten auf, jedoch kann
die NADH-Verfiigbarkeit limitierend sein. Es war daher
naheliegend, Lysate von zwei Zelltypen zu kombinieren,
wobei durch Zelltyp 1 mit H, (oder einem anderen Elek-
tronendonor) rasch NADH erzeugt und dieses dann durch
Zelltyp 2 fiir die Reduktion des ungesittigten Substrats
verbraucht wird. Ein Beispiel dieses Prinzips wird in Ab-
schnitt 4.4 beschrieben. Auf diese Weise 148t sich z.B.
(2R)-Propandiol mit einer Produktivititszahl von bis zu
5700 gewinnen™“, Durch Kombination von C. kluyveri und
Enterobacter agglomerans 148t sich 3-Hydroxy-3-methyl-2-
butanon mit einer Produktivitdtszahl von 3300 (Tabelle 4)
zum (S$)-2,3-Dihydroxy-2-methylbutan hydrieren. Aerob
geziichteter Enterobacter agglomerans ist nicht in der Lage,
H; zu verwerten, und C. kluyveri zeigt keine Aktivitdt ge-
geniiber dem Keton.

Dieses Verfahren hat die bereits geschilderten Vorteile
hoher Produktivitdtszahlen und einfacher Umsatzkontrolle
(manometrisch). AuBler C. kluyveri 146t sich z. B. auch Alca-
ligenes eutrophus zur NADH-Bildung nach Reaktion (h)
benutzen. Wir beobachteten mit Zellen, die nach Schlegel
et al.'¥! angeziichtet und fiinf Jahre bei —15°C gelagert
worden waren, immer noch eine Aktivitit zur NADH-BIl-
dung von 1 U/mg Protein im Rohextrakt. Durch die ge-
meinsame Verwendung von C. kluyveri und C. Lal lassen
sich auch solche Substrate schneller hydrieren, bei denen
die Hydrogenase limitierend ist (vgl. Abschnitt 3.1).

3.5. Hydrierung mit immobilisierten Zellen

Nach unseren Erfahrungen!®! lassen sich Clostridien gut
mit Acrylsdurederivaten immobilisieren; diese von Fukui
et al.’® eingefithrten photovernetzbaren Pripolymere
schidigen die Zellen kaum. Die beobachtete Abnahme der
Aktivitdt kann durch Diffusionshemmung erkliart werden.
In Gegenwart von 2 mM Methylviologen haben wir bei
Raumtemperatur 63 d mit immobilisierten C.-Lal-Zellen
hydriert. Die Geschwindigkeit der H,-Aufnahme betrug
nach 12 d noch 50% des Anfangswertes. Solche Immobili-
sate sind sehr gut lagerfdhig. Nach 150 d zeigten immobili-
sierte Zellen von C. kluyveri, gelagert in Trispuffer mit 50%
Glycerin, keine Verminderung der Aktivitdt und immobili-
sierte C.-Lal-Zellen noch eine von 40%“". Auch die gerei-
nigte Enoat-Reduktase liBt sich mit photovernetzbaren
Pripolymeren immobilisieren. Sie eignen sich jedoch nicht
zur Immobilisierung von Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
oder der daraus gewonnenen 2-Oxocarboxylat-Reduktase.
Fiir diese Biokatalysatoren sind ionotrope Gele, z. B. durch
Calcium-lonen vernetzte Alginate, gut geeignet'”'. Da die
Gele aus photovernetzbaren Pripolymeren in elektroche-
mischen Zellen, in denen stark geriihrt werden muB, nicht
so gut geeignet sind, haben wir Alginatfilme mit immobili-
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siertem Enzym auf Filterpapier aufgebracht. Diese Sy-
steme bewihren sich fiir ganze Zellen und fiir mehr oder
weniger gereinigte Enzyme. Mit Enoat-Reduktase haben
wir dabei in elektrochemischen Zellen trotz starken Riih-
rens eine Erh6hung der Halbwertszeit von ca. 6 h auf 150 h
erreichti®’],

3.6. Kinetische Daten fiir die
Enoat- und die 2-Oxocarboxylat-Reduktase

Mit reduziertem Methylviologen hat die Enoat-Reduk-
tase ihre maximale Aktivitit bei pH 5.2"*], Bei pH 4.5 und
6.2 ist die Geschwindigkeit noch 2/3 des maximalen Wer-
tes. In einer elektrochemischen Zelle sollte ein pH-Wert
<5.2 vermieden werden. Dagegen scheinen pH-Werte bis
8.0 ohne Nachteil fiir die Stabilitit des Enzyms zu sein.
Ein pH-Wert zwischen 6.0 und 6.2 ist empfehlenswert als
Kompromifl zwischen Stabilitit des Methylviologens und
Reaktionsgeschwindigkeit der Enoat-Reduktase.

Eine Reihe von v, und K -Werten fiir Substrate der
Enoat-Reduktase enthilt Tabelle 3. Fiir reduziertes Me-
thylviologen ist der K -Wert 04 mM, fir NADH
0.012 mM. Fiir die Reaktion (e) empfiehlt sich daher fiir
optimale Geschwindigkeit eine Konzentration von ca.
2mM MV®®, Die K;-Werte fiir reduziertes und oxidiertes
Methylviologen sind so hoch, daB bei einer Gesamtkon-
zentration von Methylviologen von 3-4 mm die Geschwin-
digkeit nicht beeintrichtigt wird. Die K,,-Werte fiir Enoate
erstrecken sich iiber zwei Gréenordnungen. Je kleiner der
K..-Wert, desto spiter wird die Reaktionsgeschwindigkeit
durch die geringer werdende Substratkonzentration be-
grenzt. Die K;-Werte fiir aliphatische Enoate und fiir die
Reaktionsprodukte liegen hoch, z.B. bei ca. 500 mMm, d.h.
sie sind fiir praparatives Arbeiten giinstig. Die K;-Werte
aromatischer Produkte sind dagegen geringer. Der Wert
fiir 3-Phenylpropionat (15 mM) ist der geringste, den wir
bisher beobachtet haben. Uber den Mechanismus und die
Kinetik der Reduktion von Enoaten mit NADH haben wir
detailliert berichtet®®), Es erhebt sich jedoch die Frage, ob
manche dieser Werte bei der Reduktion mit MV®® nicht
etwas anders sind, wie dies z. B. auch fiir die pH-Abhin-
gigkeit der Geschwindigkeit der Fall ist.

Mit reduziertem Methylviologen hat die 2-Oxocarboxy-
lat-Reduktase aus Proteus vulgaris eine optimale Aktivitit
bei pH 7.0. Bei pH 6.0 und 8.0 betrigt die Aktivitdt noch
80% des maximalen Wertes. Einige typische K- und K;-
Werte fiir die 2-Oxocarboxylat-Reduktase sind in Tabelle 6
zusammengestellt. Die Abhingigkeit der Geschwindigkeit
der Reduktion von 2-Oxocarboxylaten von der Konzentra-
tion des Methylviologens zeigt kein Michaelis-Menten-
Verhalten. Die Geschwindigkeit der Reduktion eines 2-
Oxocarboxylats steigt mit abnehmender Konzentration des
reduzierten Methylviologens bis zu einer Konzentration
von <0.05 mm! Das Verhalten bei noch geringerer Kon-
zentration 146t sich wegen experimenteller Schwierigkeiten
nicht verfolgen. Bei der Bestimmung der K,,-Werte ver-
schiedener 2-Oxocarboxylate konnte Michaelis-Menten-
Verhalten beobachtet werden. Die K,-Werte unterschei-
den sich stark fiir verschiedene Substrate, liegen aber in ei-
nem fiir priparative Zwecke geeigneten Bereich. Die K-
Werte der aliphatischen Substrate und Produkte sind giin-
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Tabelle 6. Einige typische K- und K;-Werte fiir 2-Oxocarboxylat-Redukta-
se.

Substrate Km [mM] Substrate/Produkte K; [mMm]
Reduziertes Methylvio- Reduziertes Benzylvio-
logen <0.05 [a] logen 0.7 [b]
Reduziertes Benzylvio- Benzyiviologen 10.0
logen 0.1 (R)-Phenyllactat 100
Phenylpyruvat 0.15 (R)-2-Hydroxy-4-me-
4-Methyi-2-oxopenta- thylpentanoat 100
noat 2.1 4-Hydroxy-3,3-dime-
4-Hydroxy-3,3-dime- thyl-2-oxobutanoat 50
thyl-2-oxobutanoat 7.5 Phenylpyruvat 12
2-Oxoglutarat 25 4-Methyl-2-oxopenta-

noat 70

[a]) Die Hydrogenase von Proteus vulgaris hat fiir reduziertes Methylviologen
einen K .-Wert von ca. 0.3 mMm. [b] Konzentration, bei der die Geschwindig-
keit nur noch halb so groB ist wie mit 0.1 mM reduziertem Viologen.

stig. Fiir Phenylpyruvat ist der Wert relativ klein, fiir das
Produkt jedoch giinstig. Bei der praktischen Anwendung
spielt das keine wesentliche Rolle. 100 mM Loésungen von
Phenylpyruvat kénnen in der elektrochemischen Zelle mit
Produktivitidtszahlen > 100000 umgesetzt werden. Hierbei
spielt das liberraschende Verhalten der 2-Oxocarboxylat-
Reduktase gegeniiber oxidiertem Methylviologen eine Rol-
le. Wie Tabelle 7 zeigt, ist oxidiertes Methylviologen ein
positiver Effektor, d.h. durch Zusatz von oxidiertem Me-
thylviologen kann die Enzymaktivitit je nach Konzentra-
tion des reduzierten Methylviologens um das drei- bis
sechsfache gesteigert werden. Das Verhiltnis MV®®/
MV®® [4Bt sich in einer elektrochemischen Zelle durch
das Kathodenpotential gut einstellen, so daB sehr hohe
Enzymaktivititen erzielt werden konnen.

Tabelle 7. EinfluB von oxidiertem Methylviologen auf die Geschwindigkeit
der Reduktion eines 2-Oxocarboxylats.

0.14mmM Verhilt- Relative L.6mM Verhilt- Relative Ge-
Mvee nis Ge- Mvee nis schwindig-
mit stei- Mves, schwin- mit stei- Mveey keit
genden Mvee digkeit genden Mvee
Konzen- Konzen-
trationen trationen
Mvw @ Mveo
[mMm] [mM]
0.02 7 18.1 0.02 80 10.2 [a)
0.07 2 419 0.8 2 293
0.14 1 46.0 1.6 1 337
0.7 0.2 62.0 8.0 0.2 53.1

17.8 0.09 61.5

[a] Die verschiedenen Geschwindigkeiten beim selben MV®°/MV®®.Ver-
hiltnis sind vermutlich auf den HemmefYekt von hsheren MV®°.Konzentra-
tionen zuritckzufithren.

4. Elektromikrobielle Reduktionen
4.1. Prinzipien

Die Enoat-Reduktase in C. Lal und die 2-Oxocarboxy-
lat-Reduktase sind Enzyme, denen Elektronen nicht unbe-
dingt durch NAD(P)H zugefiithrt werden miissen, sie kon-
nen sie auch direkt von reduzierten Viologenen aufneh-
men. Da sich Viologene in elektrochemischen Zellen redu-
zieren lassen, kann man mit Mikroorganismen, die En-
zyme wie die Enoat- oder die 2-Oxocarboxylat-Reduktase
enthalten, ungesittigte Substrate elektrochemisch stereo-
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spezifisch reduzieren, wobei dann nur ein Enzym benétigt
wird. Der FluB der Elektronen wird durch Weg VI (siche
Einleitung) beschrieben.

Wir haben auch gefunden, daB zahlreiche Mikroorganis-
men die Reaktionen (i) und (j) katalysieren (siche Ab-
schnitt 4.2)1%72],

2MV®° 4+ H® + NAD® — 2MV®® + NADH 0
2MVe® L H® + NADP® — 2MV®® 4 NADPH 6)]

In Kenntnis dieser Befunde lassen sich mit zahlreichen
Mikroorganismen elektromikrobielle Reduktionen durch-
fiihren. Abbildung 4 zeigt beispielhaft eine Strom-Zeit-
Kurve fiir eine derartige Umsetzung. Die dabei stattfinden-
den Reduktionsschritte (k), (i) und (1) ergeben die Gesamt-
reaktion (m)""%;

Tabelle 8. Spezifische Aktivititen der Methylviologen-abhingigen NAD(P)-
Reduktasen in Rohextrakten verschiedener Mikroorganismen (Raumtempe-
ratur, falls nicht anders erwlihnt).

Mikroorganismus Herkunft [a] umol

min x mg Protein

NAD NADP

Anaerobe Organismen
Clostridium kluyveri DSM 555 16.6 33
Clostridium Lal ' DSM 1460 24 0.31
Clostridium tyrobutyricum DSM 663 33 0.55
Clostridium tyrobutyricum ATCC 25755 1.2 0.79
Clostridium acetobutylicum DSM 1731 0.77 0.81
Clostridium pasteurianum DSM 525 0.17  0.05
Clostridium propionicum ATCC 25522 .02 0.04
Clostridium bifermentans ATCC 638 1.56 1.1

Clostridium difficile
Clostridium ghoni
Clostridium hastiforme
Clostridium mangenoti
Clostridium oceanicum
Clostridium putrificum
Clostridium sordellii

ATCC 9689 013 o013
ATCC 25757 2.7 0.46
ATCC 25772 1.2 0.25
ATCC 25761 069 0.23
ATCC 25647 1.03 038
ATCC 25784 0.55  0.60
ATCC 9714 1.96 1.5

2 MV@@ +2 Ce elektrochemisch 2 MVQ © . (k)

H® + 2MV®® 4 NAD® — 1< ___,

oder undere
Mikroorgunismen

2MV®® + NADH @)

Clostridium sporogenes
Clostridium sticklandi
Clostridium symbiosum

ATCC 3584
DSM 519
ATCC 14940

4.62
0.29
0.47

H® + NADH + CH,COCH,OH £, NAD® + CH,CHOHCH,OH (I)

CH,COCH,0OH + 2H® + 2e® — CH;CHOHCH,0H

b aol
I[mA]

60}

A0%

20¢

tlh] —

Abb. 4. Eine Losung von 40 mmol Hydroxyaceton, 1.2 mmol Methylviologen
und 0.1 mmol NAD in 200 mL Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, pH 7.0) wurde
bei — 792 mV (gegen die ges4ttigte Kalomelelektrode) reduziert (A). Zur Zeit
B wurden 175 mg Candida utilis (Trockengewicht) und zur Zeit C 7.6 mg C.
kluyveri (Trockengewicht) zugegeben. Nach weiterer Zugabe von 350 mg
Candida utilis und 3.8 mg C. kluyveri sowie 0.1 mmol NAD floB ein Strom
von 93 mA. Nach 140 h waren 33 mmol Propandiol entstanden und 2 mmol
Hydroxyaceton waren unumgesetzt geblieben.

Durch elektromikrobielle Reduktion!*”-7273 4Bt sich (2R)-
1,2-Propandiol mit 20-50fach hoéherer Produktivitéitszahl
gewinnen als nach einer Organic-Synthesis-Vorschrift"%.

4.2. Art, Vorkommen und Anwendung
Methylviologen-abhiingiger NAD- und NADP-Reduktasen
zur NAD(P)H-Regenerierung

Tabelle 8 zeigt, daB} viele Mikroorganismen die Reaktio-
nen (i) und (j) katalysieren**%"], Diese Aktivititen sind fiir
die Regenerierung von NADH und NADPH interessant,
obwohl ihre Werte um einige Groflenordnungen schwan-
ken. Um die Zahlen beurteilen zu kénnen, sei daran erin-
nert, dal 0.1 U/mg Protein einer Produktivititszahl von
3000 entspricht (sieche Abschnitt 2.1).

Man kann vier Gruppen von Mikroorganismen in Ta-
belle 8 unterscheiden:
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(m)

Peptococcus aerogenes
Peptostreptococcus anaerobius

ATCC 14963 054 3.2
DSM 20357 029 0.06

Acidaminococcus fer: ATCC 25085 1.3 0.24
Eubacterium limosum DSM 20402 1.14 1.03
Methanob ium therm ophicum DSM 2133 [b] 033 025
Desulfurococcus mobilis DSM 2161fc] 0.86 23.5
Thermaproteus tenax DSM 2078[c] 0.46 1.0
Thermococcus celer DSM 2476[c] 033 46
Aerobe Organismen

Candida utilis DSM 70167 0.18 0.023
Candida boidinii DSM 70026 0.066 0.013
Candida valida DSM 70178 0.040 0.011
Rhodotorula glutinis DSM 70389 0.10  0.007
Biickerhefe 0.018 0.012
Geotrichum candidum DSM 1240 0.16 0.10
Bacillus cereus DSM 31 0.022 0.059
Bacillus macerans DSM 24 0.016 0.076
Bacillus spec. DSM 406 0.1 —
Alcaligenes eutrophus H 16 DSM 428 0.80 0.026

Acromonas hydrophila
Enterobacter agglomerans
Escherichia coli

ATCC 13137 0.13  0.071
NCTC 9381 0.013 0.016
ATCC 10536 0.04 0.01

Klebsiella aerogenes DSM 30102 0.12 0.07

I'roteus mirabilis DSM 30115 0.09 0.03

Pseudomonas fluorescens DSM 50090 0.095 0.025
Pseodomonas aeruginosa DSM 50071 0.086 0.010
Micrococcus luteus DSM 20030 0.12  0.010
Staphylococcus aureus DSM 20231 0.008 0.011
Staphylococcus carnosus DSM 20501 0.011 0.015

Lactobacillus casei ATCC 7469 0.001 0.001
Propionib ium p eum DSM 20272 0.04  0.008

Sulfolobus solfataricus DSM 1616 0.027 0.21

[a] DSM = Deutsche Sammlung Mikroorganismen, Géttingen. ATCC = Ame-
rican Type Culture Collection, Rockville, MD, USA. NCTC = National Col-
lection of Type Cultures, London (England). [b] Manometrisch durch H,-
Verbrauch bestimmt. [c] Test bei 80°C.

1. Anaerobe Eubakterien, speziell Clostridien: Sie ent-
halten NAD(P)-Reduktasen mit meist hohen Aktivititen.
In diesen Organismen lduft, falls sie iiber eine Hydroge-
nase verfiigen, in Konkurrenz zu Reaktion (i) und/oder (j)
die Bildung von Wasserstoff ab [Reaktion (n)].

2H® +2MY00 e, 5 pyee 4 |, (n)
Besonders glinstig ist bei Raumtemperatur C. kluyveri.
Es hat sehr hohe Aktivititen von NAD(P)-Reduktasen.

Die Hydrogenaseaktivitit betrigt nur ca. 10% des Wertes
der NAD-Reduktasen.
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2. Archaebakterien: Methanogene Bakterien oxidieren
reduziertes Methylviologen im wesentlichen unter Wasser-
stoffbildung. Drei bis jetzt getestete thermophile, Schwefel
reduzierende Archaebakterien haben erstaunlich hohe
NADP-Reduktaseaktivititen. In zwei Fillen sind diese
Aktivititen eine GroBenordnung hdher als die fiir die
NADH-Bildung.

3. Hefen: Sie zeigen geringere Aktivititen, enthalten
aber keine Hydrogenasen, was fiir die elektromikrobielle
Reduktion ein Vorteil ist.

4. Aerobe Eubakterien: Die meisten getesteten aeroben
Eubakterien haben geringere NAD(P)-Reduktaseaktivita-
ten als die anaeroben Bakterien.

Bisher ist nicht in jedem Fall klar, welcher Natur die
Methylviologen-abhéngigen NAD(P)-Reduktasen sind.
Eine Reihe von NAD(P)H-abhingigen Flavoproteinen ka-
talysieren diese Reaktionen. Praktisch angewandt wurde
bereits die Diaphorase!>. Daneben ist die Reaktion (i) far
Hydrogenase aus Alcaligenes eutrophus'® und fir (j)
die Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase aus Pflanzen be-
kannt'’”); bisher scheinen jedoch die Reaktionen (i) und (j)
fir diese Enzyme nicht quantitativ untersucht worden zu
sein. In Tabelle 9 sind fiir eine Reihe von Enzymen die ge-
messenen Aktivitéiten fiir die Reaktionen (i) und (j) ange-
geben und mit den Aktivititen physiologischer Reaktionen
dieser Enzyme verglichen. Folgende Enzyme, bei denen
aufgrund ihres Aufbaus die Katalyse der Reaktionen (i)
oder (j) erwartet werden kénnte, zeigen fiir die Praxis unin-
teressant geringe Aktivititen: Glutathion-Reduktase aus
Hefe, NAD(P)H-FMN-Reduktase aus Photobacterium
Jisheri, NADH-Dehydrogenase aus dem thermophilen Ba-
cillus spec. DSM 406. Aus letztgenanntem Mikroorganis-
mus 148t sich jedoch eine sehr stabile Methylviologen-ab-
hingige NAD-Reduktase gewinnen. Die Aktivitit als

NADH-Dehydrogenase mit Dichlorphenolindophenolna-
trium als Acceptor ist dabei sehr gering. Dies zeigt eindeu-
tig, daB die Aktivitit der NADH-Dehydrogenase nicht mit
der der Methylviologen-abhiingigen NAD-Reduktase par-
allel gehen mufl. Die Aktivitéit der Methylviologen-abhin-
gigen NAD-Reduktase aus Bacillus spec. DSM 406 bleibt
in verdiinnter Losung iiber 50 d bei 35°C praktisch kon-
stant.

In den Fillen, in denen in Tabelle 9 die Stereochemie
der [4->’HINAD(P)H-Bildung ohne Literatur angegeben ist,
haben wir NADH oder NADPH in einer elektrochemi-
schen Zelle hergestellt und NMR-spektroskopisch be-
stimmt, um welches Enantiomer es sich handelt!*. Die
Methode zur Bestimmung der Stereochemie ist beschrie-
ben!"®l,

4.3. Aufbau einer elektrochemischen Zelle

Fiir elektrochemische Reduktionen in Wasser miissen
Kathoden mit hoher Uberspannung fiir die Wasserstoff-
entwicklung verwendet werden. Elektrochemisch darf nur
der Mediator, nicht jedoch das Substrat reduziert werden.
Dies ldBt sich cyclovoltammetrisch iiberpriifen®'). Auch
darf der Mediator nicht spontan mit dem Substrat reagie-
ren. Bisher haben wir bei Phenylglyoxylat, 4-Chlor-3-oxo-
buttersdureethylester und Sa Spontanreaktion mit redu-
ziertem Methylviologen beobachtet; Phenyiglyoxylat 146t
sich in Gegenwart von Benzylviologen umsetzen, die bei-
den anderen Verbindungen ohne Mediator mit H, und
C. kluyveri.

Als Kathodenmaterial eignen sich beim Arbeiten im
neutralen pH-Bereich und bei Potentialen von ca. —450
mV gegen die gesittigte Kalomelelektrode (alle Potenti-
alangaben in diesem Beitrag sind auf diese Elektrode be-

Tabelle 9. Enzyme, die auf die Reduktion von NAD(P) durch reduziertes Methylviologen getestet wurden. Initialgeschwindigkeiten far die Reaktionen (i) und (j)
und Vergleich dieser Aktivitat mit der physiologischen Reduktion bzw. der Dehydrierung von NAD(P)H in Gegenwart eines artifiziellen Acceptors. Alle Aktivi-
tatsangaben gelten fr Zweiclektroneniiberginge (umol/mg Protein x min). Falls nicht anders erwahnt, wurden die Tests bei pH 7.0 in 0.1 M Trisacetatpuffer bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Konzentration an NAD(P) betrug 2.5 mM und die fair MV®® 1.8 mM. Zur Bestimmung der Stereochemie wurde NAD(P) in ei-
ner elektrochemischen Zelle (Abbildung $a) in 2H,O-Puffer mit dem entsprechenden Enzym umgesetzt {44].

Enzym Physiol. Reaktion bzw. Aktivitit MV®®/NAD MV®®/NADP  Stereochemie von

(EC-Nummer) NAD(P)H-Dehydrogenase-Re- [4-*HINAD(P)H [Lit.]
aktion

Lipoamid-Reduktase (Diaphorase) (1.6.4.3) NADH/ Lipoamid 62 46 0.15 S [79]

Diaphorase aus Mikroorganismen (Fa. Boeh- NADH/p-lodnitrotetrazolium- 0.6 1.1 0.03 -

ringer Mannheim) chlorid

Glutathion-Reduktase aus Hefe (1.6.4.2) NADPH/GSSG 98 0.02 0.06 —

NADPH-Cytochrom-P-450-Reduktase aus Rat-  NADPH/Cytochrom c 6.5 1.2 15.2 R

tenleber (1.6.2.4) (a}

Hydrogenase aus Alcaligenes eutrophus H;/NAD 15 [b] 70 — S (80]

(1.12.1.2)

NADH-Cytochrom-c-Reduktase aus Schwei- NADH/Cytochrom ¢ 0.16 0.22 0.001 N

neherz (1.6.99.3)

NAD(P)H-FMN-Reduktase aus Photobacterium  NADH/FMN 10 0.1 0.1 -

Sfisheri (1.6.8.1)

Xanthin-Oxidase (1.2.3.2) NADH/Hypoxanthin 0.16 0.04 0.02 -

Enoat-Reduktase (1.3.1.31) NADH/(E)-2-Methylbutenoat 12 7 0.01 N

NADH-Dehydrogenase aus Bacillus spec. DMS  NADH/Dichlorphenolindo- 61 1.5 -

406 (Membran-gebunden) [c] phenol

NADH-Dehydrogenase aus Bacillus spec. DSM ~ NADH/Dichlorphenolindo- 8.8 4 s

406 (loslich) [c]

phenol

{a] Wir danken Prof. ¥. Ulrich, Konstanz, fiir dieses Priparat. [b] Ein ca. 1 Jahr gelagertes Praparat. {c] Enzyme wurden von S. Nagata in unserem Labor isoliert

(unverdffentlicht).
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zogen) Gold, Silber, Kohlenstoff und insbesondere Queck-
silber. Bei negativeren Potentialen, z. B. bei —640 mV, sind
auch Kathoden aus Blei, Bismut, Antimon und Zinn
brauchbar. Das Potential wird in einer Dreielektroden-
Standardordnung festgelegt (Abb. 5). Potentiostaten mit
15 V maximaler Klemmspannung und 200 mA sind geeig-
net, falls Kathodenflichen <250 cm? benutzt werden.

a) b}

Abb. 5. Verschiedene elektrochemische Zellen. a) 50 mL-Dreihalskolben; b)
200mL-Fiinfhalskolben (zwei Hilse nicht gezeichnet); c) 70mL-Zelle mit
Multiring-Kohlenstoffelektroden. A: Platin-Anode, B: Luggin-Haber-Kapil-
lare filr die Bezugselektrode (gesdttigte Kalomelelektrode), C: Quecksilber-
Kathode bei a) und b), D: Diaphragma, E: Riihrstab, F: Kathodenkontakt,
G: Glasgefi8 bei c) thermostatisierbar, H: Offnung fiir Probenentnahme und
Begasung mit N, I: Kathodenhalterung, J: Halterung fiir I um dessen Rota-
tion zu verhindern, K: PVC-Deckel und Anodenraum.

Fiir das Diaphragma haben sich bei Zellen iiber 50 mL
Nafion-Membranen mit 0.5 mm Schichtdicke bewihrt, fiir
kleinere Zellen (Abb. 5a) auch Vycor-Tips. Das Dia-
phragma muB folgende Aufgaben erfiillen: Es mu3 den
Protonentransfer vom Anolyten zum Katholyten, in dem
Protonen verbraucht werden (z.B. bei Reaktion (m)), ge-
wihrleisten. Es mull geniigend leitf4hig sein und vermei-
den, daB Sauerstoff vom Anolyten in den Katholyten ge-
langt. Sauerstoff reagiert mit diffusionslimitierter Ge-
schwindigkeit mit reduziertem Methylviologen. Das dabei
entstehende Hyperoxid-Radikalanion®>®" und seine Fol-
geprodukte konnen mit den Enzymen, den Substraten und
Produkten sowie dem Mediator reagieren. AuBerdem
tduscht Sauerstoff eine zu hohe Geschwindigkeit der En-
zymreaktion vor. Durch die Symmetrie der Kathode sollen
Potentialdifferenzen > +30 mV vermieden werden.

Im Laboratorium sind Zellen mit Quecksilberkathode
besonders einfach zu handhaben. Bei Losungen, die im
stationdren Betriebszustand der Zelle 3 mm oxidiertes Me-
thylviologen enthalten, lassen sich pro cm? Quecksilber-
oberfliche ca. 1 mA Strom erzeugen. Ein Strom von
3.2 mA reduziert pro min | pmol Substrat mit zwei Reduk-
tionsdquivalenten,

Da es insbesondere bei angereicherten Enzymen leicht
ist, 10°-10* U Enzymaktivitdt in 100 mL Katholyt zu brin-
gen, sind die Reaktionen unter priparativen Gesichts-
punkten meist von der Reduktion des Methylviologens her
begrenzt. Daher sollten die Zellen unter diffusionskontrol-
lierten Bedingungen betrieben werden. Die Diffusions-
schicht auf der Kathode sollte z. B. durch effizientes Riih-
ren (Magnetrihrer) oder durch Rotieren der Kathode mog-
lichst diinn gehalten werden; dadurch wird zugleich die
notwendige gute Durchmischung der Reaktionsldsung er-
reicht.
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4.4. Praktische Aspekte der Durchfiihrung
elektromikrobieller und elektroenzymatischer Reduktionen

Die optimalen Konzentrationen an oxidiertem und re-
duziertem Methylviologen sowie an Substrat hingen von
den kinetischen Daten der Enzyme ab (siehe Abschnitt
3.6). In dieser Hinsicht unterscheiden sich z. B. die Enoat-
und die 2-Oxocarboxylat-Reduktase deutlich. Dies gilt
auch bei Einsatz von Zellen oder Zellaufschliissen, die
diese Enzyme enthalten. Bei Nutzung der Enoat-Reduk-
tase sollten 2-3 mM reduziertes Methylviologen vorhanden
sein. Die Konzentration des oxidierten Methylviologens ist
auf die Enoat-Reduktase ohne Einflul3.

100 -40
T 80- ./ ) t
= 60 3
N
- £
2 -20 =
S 40-

~ -
20- B 10

24 18 72 96

Abb. 6. Zeitlicher Verlauf der elektromikrobiellen Reduktion von 30 mm (Z)-
2-Fluorzimtat und 30 mm 4a durch 122 mg C. Lal und 184 mg C. Lal in der
in Abbildung 5c gezeigten Zelle. A — A : Abnahme des Fluorzimtats, O — O:
Bildung von (2R)-2-Fluor-3-phenylpropionat, A: Stromverlauf bei dieser Re-
aktion. A — A : Abnahme von 4a, ® — @ : Bildung von 4b, B: Stromverlauf
bei dieser Reaktion; nach 50 h wurden weitere 70 mg C. Lal zugegeben. Die
Konzentration an Methylviologen betrug 3 mM, T=28°C, 63 mL 100 mM
Phosphatpuffer (pH 6.3).

Abbildung 6 zeigt die Reduktion von (Z)-2-Fluorzimtat
und von 4a in ciner elektrochemischen Zelle (Abb. 5¢) mit
C. Lal. (Z)-2-Fluorzimtat hat einen hdheren v,...-Wert als
4a und cinen sehr viel kleineren K ,-Wert (Tabelle 3). Dies
hat folgende Konsequenzen: (Z)-2-Fluorzimtat wird we-
sentlich rascher reduziert, und die Stromausbeute ist viel
héher; dies gilt insbesondere fiir die Umsetzung des letzten
Drittels an Substrat und ist vor allem eine Folge des ca.
100mal ginstigeren K,,-Wertes von Fluorzimtat. Bei der
Reduktion beider Substrate ist durch die vorhandene Hy-
drogenase die H,-Bildung aus reduziertem Methylviologen
[Reaktion (n)] eine Konkurrenzreaktion. Das Fluorzimtat
wird mit einer Stromausbeute von ca. 50% umgesetzt, wih-
rend bei der Reduktion von 4a die Stromausbeute in den
ersten 5 h ungefidhr 10%, nach 24 h 7% und nach 72 h nur
noch 4.5% betrdgt. Der Strom wird also im wesentlichen
fiir die H,-Entwicklung verwendet.

Der Stromverlauf einer Reduktion von Phenylpyruvat
mit Proteus vulgaris ist in Abbildung 7 gezeigt. Der Start
der Reaktion erfolgte durch Zugabe von oxidiertem Me-
thylviologen. Das Potential wurde so eingestellt, daB die
optimalen Verhiltnisse nach Tabelle 7 erreicht wurden.
Eine Losung mit einer Konzentration von <0.1 mMm redu-
ziertem Methylviologen ist himmelblau. Der weitere
Stromverlauf 14Bt sich aus den in Tabelle 6 genannten ki-
netischen Daten qualitativ verstehen. Phenylpyruvat be-
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Abb. 7. Stromverlauf bei der elektromikrobiellen Reduktion von 7a zu 7b.
Nihere Einzelheiten siehe Arbeitsvorschrift.

wirkt Substrathemmung und hat einen geringen K, -Wert.
Mit abnehmender Gesamtkonzentration steigt die Enzym-
aktivitat und damit der Strom an. Aufgrund des K ,-Wertes
fallt die Geschwindigkeit erst nach einem Umsatz > 98%,
dann jedoch sehr steil, ab. Dabei wird die Lésung inner-
halb einer Minute dunkelblau. Der Grund liegt darin, daB
das Fliefgleichgewicht der konsekutiven Reaktionsfolge,
elektrochemische Reduktion von Methylviologen und des-
sen Reoxidation durch das Enzym, wegen des fehlenden
Substrats zusammenbricht. DaB der Strom nicht Null wird
kommt daher, daBl Proteus vulgaris Hydrogenase enthilt.
Diese Reaktion hat wegen des mit 0.3 mM vergleichsweise
groflen K.,-Wertes der Hydrogenase fiir reduziertes Me-
thylviologen bis zum Verbrauch des Phenylpyruvats keine
Rolle gespielt, da bis dahin die Konzentration an reduzier-
tem Methylviologen <0.05 mM war. Das Produkt aus
Strom und Zeit zwischen Anstieg und Abfall des Stromes
in Abbildung 7 entspricht der Menge des gebildeten Phe-
nyllactats.

Typische Arbeitsvorschriften

Die Anzucht von C. Lal, C. kluyveri, P. mirabilis und P. pulgaris ist be-
schrieben [57,66,67). Die Zellen werden nach Erreichen der stationiren
Wachstumsphase bei ca. 5000 g abzentrifugiert und ohne Waschen unter Luft-
abschluB bei ca. —15°C aufbewahrt. Das Trockengewicht des Sediments be-
tragt ca. 20% des Feuchtgewichts. Die Hydrierungen werden in 0.1 M Kali-
umphosphatpuffer (pH 7.0) unter H,-Atmosphire bei Normaldruck durch
Schitteln (ca. 200 Ausschlige pro min) bet 35°C durchgefihrt. Um das
Wachsen anderer Mikroorganismen zu vermeiden, wird in Gegenwart von
0.4 mg Tetracyclin/10 mL Puffer hydriert. Alle Arbeiten werden bei weitge-
hendem Sauerstoffausschlu8 durchgefiihet. Der H,-Verbrauch wird an einem
mit dem HydriergefiB verbundenen, mit Quecksilber gefdllten Warburg-Ma-
nometer abgelesen. Alle Angaben der Zellmenge sind Trockengewichte.

1. Hydrierung von 1a zu 1b mit C. Lal: In 26 mL Puffer wurden mit
150 mg Zellen und 1 mM Methylviologen 0.70 mmol Substrat in 4.5 h voll-
stindig hydriert (siche Abb. 1).

2. Hydrierung von 3a, 4a und Sa: 1.6 g C.-Lal-Zellen, 12 mg Methylvio-
logen-dihydrochlorid und 6.0 mmol des Natriumsalzes von 3a in 40 mL Puf-
fer wurden in einer ca. 200 mL fassenden Schiittelente, die mit einem 2.5 L
H,-Reservoir verbunden war, ca. 3-4 h hydriert, Das als Lacton isolierte 3b
zeigte nach Destillation gaschromatographisch keine Verunreinigung. 4b
wurde aus 4a analog gewonnen. Die Enantioselektivitdt war bei beiden Re-
aktionen >96%. Von Sa wurden 6 mmol mit 1.6 g C.-kluyveri-Zellen in 52
mL Puffer ohne Methylviologen in 3.5 h hydriert (ee > 96%). (Wir danken Dr.
H. G. Leuenberger und Dr. M. Schmid. Fa. Hoffmann-La Roche, Basel, fiir
Analysen.)

3. Reduktion von 6a zu 6b mit Proteus vulgaris und Formiat: Eine Ldsung
von 90 mL bestehend aus PhosphatpufTer (85 mM), dem Natriumsalz von 6a
(33.3 mM), Natriumformiat (65 mM), Proteus vulgaris (600 mg) und Benzyl-
viologen (1.0 mM) wurden unter N, 21 h bei 35°C geschiittelt. Danach war
die Losung 32 mM an 6b; 6a war nicht mehr nachweisbar. 6b wurde als Pan-
tolacton isoliert, (@)% —51.1 (H;0, ¢=30 mg/mL), ee > 99.5%, gaschromato-
graphisch bestimmt. (Wir danken der BASF AG fiir diese Analyse.)

4. Elektromikrobielle Reduktion von 7a zu 7b: 200 mL 0.1 M Kalium-
phosphatpuffer (pH 7.0), die 100 mM an 7a war, wurden im Kathodenraum
einer elektrochemischen Zelle (Abb. 5b) mit N, sauerstofffrei gespiilt und
mit einer Suspension von Proteus vulgaris (15 mg) versetzt; es wurde ein Ka-
thodenpotential von —900 mV gegen die gesattigte Kalomelelektrode ange-
legt. Nach Zugabe von 6 mmol Methylviologen floB ein Strom von 70 mA.
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Der maximale Strom (100 mA) wurde kurz vor dem Ende der Reaktion er-
reicht, der nachfolgende Stromabfall zeigte an, dal alles Substrat verbraucht
war (Abb. 7). Die zu diesem Zeitpunkt aufgenc Ladung ge ent-
sprach einem Umsatz von 99%. Mit HPLC konnte kein Substrat mehr nach-
gewiesen werden. Die Produktivitdtszahl betrug 117000,

5. Elektromikrobicile Reduktion von 8b zu 8a: Der Kathodenraum einer
elektrochemischen Zelle enthielt: 4t mL 0.1 M Kaliumphosphatpuffer (pH
7.0), der 0.6 M an 8a war. Das Diaphragma bestand aus einer 3.6 cm? grofien
Nafion-Kationenaustauschermembran, als Anolyt dienten 10 mL des Phos-
phatpuffers. Im Katholyten geléster Sauerstoff wurde durch Spiilen mit N,
entfernt, 15.1 mg Proteus vulgaris wurden zugegeben, und es wurde ein Ka-
thodenpotential von —760 mV angelegt. Nach Zugabe von 6 mmol Methyl-
viologen und Riihren mit 400-500 Umdrehungen/min flofi ein Strom von
120 mA. Nach 12 h waren laut HPLC 96% des zu erwartenden 8b gebildet
([a]5 +11.1 (H;0, ¢=20.7 mg/mL); dies entspricht dem Literaturwert
{84, 85], falls man die Konzentrationsabhangigkeit beriicksichtigt). Die Pro-
duktivititszahl betrug ca. 125000.

5. Ausblick

Die biokatalytische enantioselektive Reduktion ungesit-
tigter Verbindungen wurde in den letzten Jahren metho-
disch stark verbessert. Inzwischen gibt es mehrere lei-
stungsfahige Verfahren der NADH-Regenerierung. Die
Gruppen um Whitesides'*! und Jones'*® haben zahlreiche
Verbindungen im Laboratoriumsma@stab unter NADH-
Regenerierung synthetisiert. Sogar die Herstellung von
Aminosduren im technischen Mafistab mit kg-Preisen von
ca. 50 DM ist durch Arbeiten der Gruppen von Kula, Wan-
drey und Leuchtenberger in Reichweite geriickt™>#l. Allge-
mein wird das neue Methodenarsenal in der priparativen
organischen Chemie allerdings noch relativ wenig ge-
nutzt.

Es ist anzunehmen, daB weitere Mikroorganismen und
Reduktasen fiir Reduktionen gefunden werden. Allerdings
erhilt diese Methode Konkurrenz durch andere Entwick-
lungen: Einerseits sind dies die synthetischen chiralen Hy-
drierkatalysatoren und andererseits Enzyme, die keine Re-
duktasen sind. Dazu gehdren Esterasen, die in letzter Zeit
haufig zur selektiven Spaltung von Estern sekundirer Al-
kohole genutzt wurden'®-®?; zu nennen ist auch die Bil-
dung chiraler sekundérer Alkohole durch biokatalytische
Kondensationsreaktionen!®, Auch Synthesen, bei denen
ein biokatalytisch erhaltenes Chiralititszentrum fiir ste-
risch kontrollierte Folgereaktionen genutzt wird, werden
vermutlich an Bedeutung gewinnen. So zeigte Reetz®"
kirzlich die Moglichkeiten auf, die bei Additionsreaktio-
nen an chirale a- und B-Alkoxycarbonylverbindungen ge-
geben sind.

Wir nehmen an, daB die mikrobielle Hydrierung sowie
die elektromikrobielle und elektroenzymatische Reduk-
tion, die wir in den letzten Jahren bearbeiteten, in Zukunft
haufiger angewendet werden. Es wire gut, wenn noch an-
dere Reduktasen wie die Enoat- und die 2-Oxocarboxylat-
Reduktase gefunden wiirden, die Elektronen von elektro-
chemisch regenerierbaren, artifiziellen Mediatoren aufneh-
men und daneben sowohl groBe Substratbreite aufweisen
als auch hochstereoselektiv reagieren. Wir halten die elek-
trochemische Regenerierung von Elektroneniibertriigern,
z.B. von reduziertem Methylviologen, der mit dem System
Licht/[Ru(bpy),)/Ethylendiamintetraessigsiure® in ver-
schiedener Hinsicht fiir tiberlegen.

Die in diesem Beitrag geschilderten Ergebnisse haben wir
nur dank der Hilfe zahireicher Personen und Einrichtungen
erarbeiten kinnen. Neben den im Text und in den Literatur-

553



zitaten erwihnten Damen und Herren danken wir insbeson-
dere Herrn Dr. P. Rauschenbach fiir die Bereitstellung ge-
eigneter HPLC-Methoden, den technischen Assistenten R.
Feicht, H. Leichmann, L. Riesinger, C. Stuber und F. Wend-
ling fiir zahlreiche Versuche und Messungen, den Firmen
BASF, Degussa und Hoffmann La Roche fiir Substrate und
Analysen sowie Frau M. L. Rudolf fiir die Mitarbeit am Ma-
nuskript. Finanzielle Unterstiitzung erhielten wir von der
BASF, dem Fonds der Chemischen Industrie und insbeson-
dere der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die unsere Ar-
beiten im Rahmen des Sonderforschungsbereichs ,,Biokon-
version* unterstiitzt.
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Neue synthetische
Methoden (52)

Fiir die Synthese organischer Molekiile ist die Kniipfung von C—C-Bindungen essentiell.
Hierfiir hat sich in den letzten Jahren in steigendem MaBe die Addition von Radikalen an
Alkene bewihrt. Die bei derartigen Reaktionen primir entstehenden Adduktradikale mis-
sen, z. B. von einem H-Donor, abgefangen und so der Polymerisation entzogen werden.
Diese Aufgabe kénnen Organozinn- und Organoquecksilberhydride iibernehmen, deren
Einsatz zu neuen Synthesemethoden gefiihrt hat. Fiir den Erfolg dieser Synthesen ist wich-
tig, daB sie iiber Radikalkettenreaktionen verlaufen, da dann mit geringen Mengen an Radi-
kalinitiatoren gearbeitet werden kann. Ausbeute und auch Selektivitit solcher Radikalre-

aktionen sind héufig sehr hoch.

1. Einleitung

Radikale, bis vor wenigen Jahren noch eine Doméine der
mechanistisch orientierten Chemiker, werden zunehmend
in der Synthese eingesetzt. Dabei werden die Produkte ent-
weder durch Reaktionen von Radikalen miteinander oder
mit ,,Nichtradikalen‘* gebildet. Bei Radikal-Radikal-Reak-
tionen werden mindestens dquivalente Mengen an Radikal-
initiatoren bendétigt. Beispiele hierfiir sind Kupplungsre-
aktionen elektrochemisch hergestellter Radikale!"! und die
von Viehe et al.” in den letzten Jahren entwickelte Me-
thode der Dimerisation capto-dativ stabilisierter Radikale.
Grundsitzlich unterscheiden sich hiervon die Verfahren,
bei denen Reaktionen zwischen Radikalen und Nichtradi-
kalen die Produkte ergeben. Diese Giber Radikalkettenre-
aktionen ablaufenden Synthesen bendtigen nur geringe
Mengen an Radikalinitiatoren, wie z.B. die radikalische
Verkniipfung von Alkylhalogeniden mit Alkenen in Ge-

{*] Prof. Dr. B. Giese
Institut fiir Organische Chemie und Biochemie
der Technischen Hochschule
PetersenstraBe 22, D-6100 Darmstadt
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genwart von Tributylzinnhydrid zeigt'®. Die Radikale 1-3
werden in Reaktionen mit Nichtradikalen (Alken, Tribu-
tylzinnhydrid, Alkylhalogenid) immer wieder zuriickgebil-
det.
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Radikalkettenreaktionen wie die Sgn1-Reaktionen®, die
Additionen von Molekiilen mit aktivierten Kohlenstoff-
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