Mikrobielle und enzymatische Verfahren zur Produktion
biologisch und chemisch wertvoller Verbindungen

Von Hideaki Yamada* und Sakayu Shimizu*

Neue synthetische
Methoden  (69)

Die bedeutendste neuere Entwicklung auf dem Gebiet der Organischen Synthese besteht in
der Nutzung biologischer Systeme fir chemische Reaktionen. Durch Enzyme oder Enzym-
systeme katalysierte Reaktionen verlaufen weit spezifischer als herkdmmliche organisch-
chemische Reaktionen. Biologische und/oder enzymatische Synthesen und Transformatio-
nen, das heiflt ,,mikrobielle Transformationen®, bieten interessante Méglichkeiten; bei eini-
gen dieser Reaktionen sind die Vorteile fiir die praparative Organische Chemie und fiir die
Biotechnologie bereits abzusehen. Der vorliegende Beitrag gibt einen Uberblick iiber den
gegenwirtigen Stand auf dem sich schnell entwickelnden Gebiet. Methodik, technische
Verfahren und Anwendungsbereiche werden mit denen herkémmlicher Synthesen vergli-

chen.

1. Einleitung

Wihrend der letzten zehn Jahre wurden biochemische
Reaktionen, die von Mikroorganismen ausgefiihrt oder
durch Enzyme katalysiert werden, umfassend unter orga-
nisch-priparativen Gesichtspunkten ausgewertet; dabei er-
gaben sich bedeutende Moglichkeiten dieser Reaktionen
fiir Theorie und Praxis der Organischen Synthese. Es ist
vielfach versucht worden, biologische Reaktionen fir in-
dustrielle Synthesen zu nutzen, z.B. zur Produktion von
Pharmazeutika, Feinchemikalien, Lebensmittelzusatzstof-
fen und Grundchemikalien. Eine derartige Synthese wird
als ,,mikrobielle Transformation*‘ oder auch als ,,mikro-
bielle Umsetzung*, ,,Biotransformation‘* oder ,,Biokonver-
sion** bezeichnet. Sie unterscheidet sich in mancher Hin-
sicht von der ,Fermentation*, einer anderen wichtigen
Synthesetechnik, die auf biologischen Reaktionen beruht.
Die mikrobielle Transformation ist ein sich rasch entwik-
kelndes Gebiet der praparativen Chemie, das sowohl Or-
ganische Chemie als auch Biochemie umfafit.

Eine mikrobielle Transformation ist die Umwandlung
einer Substanz (Substrat) in eine anderc (Produkt) durch
einen Mikroorganismus. Es ist eine chemische Reaktion,
die durch ein spezielles zellulires Enzym oder ein ur-
spriinglich in Zellen produziertes Enzym katalysiert wird.
Die meisten derartigen Enzyme sind (ir den normalen Ab-
lauf des Stoffwechsels und der Reproduktion der Zellen
notwendig; bei mikrobiellen Transformationen dienen die
Enzyme jedoch einfach als Katalysatoren (Biokatalysato-
ren) fiir chemische Reaktionen. Viele dieser Enzyme kon-
nen neben ihren natiirlichen Substraten auch strukturver-
wandte Verbindungen umsetzen, das heiflt beim Zusatz
fremder Substrate zum Reaktionsmedium gelegentlich
auch nicht-natiirliche Reaktionen katalysieren. Somit kann
man die mikrobielle Transformation als eine besondere
Kategorie der chemischen Synthese ansehen.

Zahlreiche Ubersichten zu diesem Thema sind sowohl
von Biotechnologen!'~* als auch von Organikern®'? ver-
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offentlicht worden. Wir werden im folgenden mehrere
wichtige Aspekte dieses Gebietes vorstellen und neueste
Entwicklungen nachzuzeichnen versuchen.

2. Eigenschaften von Enzymreaktionen bei
mikrobiellen Transformationen

Wie in den Abschnitten 2.1 und 2.2 ausgefiihrt werden
wird, ist die mikrobielle Transformation eine Technik zur
Synthese oder Produktion wertvoller Verbindungen, der
im wesentlichen sowohl die chemische Synthese als auch
die Fermentation zugrunde liegen. Daher iiberschneiden
sich die Eigenschaften der mikrobiellen Transformation in
mancher Hinsicht auch'mit denen der chemischen Syn-
these oder der Fermentation.

2.1. Vergleich zwischen mikrobieller Transformation und
chemischer Synthese

Chemische Reaktionen, die von Mikroorganismen oder
Enzymen katalysiert werden, sind im wesentlichen die glei-
chen wie in der herkdmmlichen Anorganischen oder Orga-
nischen Chemie. Unterschiede des Reaktionsverlaufs han-
gen vom Katalysator ab (siche Tabelle 1). Die fiir mikro-
bielle Transformationen eingesetzten Enzyme (oder Bioka-
talysatoren) erhéhen die Reaktionsgeschwindigkeit, indem
sie wie normale Katalysatoren die Aktivierungsenergie
herabsetzen. Die auffallendsten Unterschiede zwischen
Enzymen und chemischen Katalysatoren liegen aber in ih-
rer Substratspezifitit. Enzyme katalysieren spezifische Re-
aktionen einer einzigen oder weniger strukturverwandter
Verbindungen, wobei sie nahezu perfekt zwischen Stereo-
isomeren oder zwischen Regioisomeren unterscheiden.
Daher katalysiert ein Enzym nur eine sehr spezifische An-
derung einer funktionellen Gruppe oder einer Bindung in
einer Substanz. So kann ein einziges Produkt erwartet wer-
den, sofern ein einziges Enzym die Umsetzung kataly-
siert.

Eine weitere charakteristische Eigenschaft der Enzyme
ist ihre hohe katalytische Wirksamkeit. Zum Beispiel wird
ein Amid durch Chymotrypsin etwa 4000mal schneller hy-
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drolysiert als bei der entsprechenden basenkatalysierten

Reaktion!'®.

Tabeile 1. Eigenschaften enzymatischer und chemischer Reaktionen (stark

verallgemeinert).

Chemische

Enzymatische
Reaktion Reaktion
Reaktionsbedingungen
Temperatur physiologisch hoch
Druck physiologisch hoch
Herkunft der Reaktions- Anderung der Enzym- thermisch
energic konformation (Offnen
und SchlieBen von van-
der-Waals- und Wasser-
stoffbriicken-Bindungen
usw.)
Losungsmittel Wasser Wasser,
organische
Lésungsmittel
Spez fitat
Substratspezifitat hoch gering
Stereosperifitdt hoch gering
Regiospezifitat hoch gering
Kon:entration von Sub- niedrig hoch

strat und/oder Produkt

Enzyme erhdhen die Reaktionsgeschwindigkeit ohne
grole Energiezufuhr, so dal hohe katalytische Wechsel-
zahlen (mol Produkt pro mol Enzym pro Zeiteinheit) er-
reicht werden; das heil3t, es ist nur eine kleine Menge des
Enzyms notwendig, um die Umsetzung einer grolen Sub-
stratmenge zu katalysieren. Enzyme entfalten ihre Aktivitit
unter milden Reaktionsbedingungen wie atmosphirischem
Druck, Temperaturen um 20 bis 40°C und pH-Werten
nahe dem Neutralpunkt, unter denen die iiblichen chemi-
schen Katalysatoren kaum wirksam sind. Diese einzigarti-
gen Eigenschaften der Enzyme sind besonders wertvoll,
wenn instabile Molekiile ohne Nebenreaktionen umgesetzt
werden sollen.

Man muB} aber auch beriicksichtigen, dal diese charak-
teristischen Merkmale gelegentlich die Verwendung von
En:ymen als Katalysatoren erschweren. Zum Beispiel be-
deutet die hohe katalytische Aktivitit von Enzymen unter
milden Reaktionsbedingungen keineswegs, daf} sie auch
unter drastischen Bedingungen eingesetzt werden kdnnen.
Tatsdchlich geht die Aktivitit von Enzymen unter drasti-
schen Bedingungen gewdhnlich verloren, wihrend nor-
male chemische Katalysatoren sehr wohl aktiv sind. Daher
kann man davon ausgehen, dal Enzyme ihre Aktivitit aus-
schlieflich unter milden Reaktionsbedingungen entfalten,
udd zwar aufgrund ihrer empfindlichen Proteinstruktur,
die durch van-der-Waals-Krifte, ein Netzwerk von Was-
serstoffbriicken usw. aufrechterhalten wird. Die hohe Se-
lektivitdt der Enzymkatalyse - eine der wichtigsten Eigen-
schaften, die Enzyme so vielversprechend als Katalysato-
ren in der priparativen Chemie erscheinen lassen - kann
aber auch ein Nachteil sein, weil Selektivitit auch Ein-
schrinkung bedeutet. Zum Beispiel ist Platin einer Reduk-
tase weit iiberlegen in der Fahigkeit, ein weites Spektrum
von Verbindungen zu reduzieren.

Die International Union of Biochemistry hat mehr als
2000 Enzyme zusammengestellt'”. Sie werden nach den
von ihnen katalysierten Reaktionen klassifiziert. Die Liste
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umfaBt nahezu alle Typen chemischer Reaktionen, die
auch von den normalen chemischen Katalysatoren be-
schleunigt werden. Mehr als 800 zellfreie Enzyme sind im
Handel''®. Somit 148t sich in manchen Fillen leicht ein ge-
eignetes Enzym fiir eine gewiinschte Umsetzung finden.

2.2. Vergleich zwischen mikrobieller Transformation und
Fermentation

Es gibt zwei Mdéglichkeiten, Mikroorganismen zur Pro-
duktion wertvoller Verbindungen zu nutzen: durch mikro-
bielle Transformation und durch Fermentation. Fermenta-
tionen werden seit altersher durchgefiihrt!'” - ein gutes
Beispiel ist die alkoholische Gérung - und sie sind immer
noch eine leistungsfihige Technik zur Produktion von or-
ganischen Siauren'®, Losungsmitteln'?!, Antibiotica®”,
Aminosduren™, Nucleinsdure-Derivaten'® usw. Anders
als die mikrobielle Transformation wird die Fermentation
als iiberwiegend biologische Methode angesehen, weil sie
Ausdruck der unmittelbaren Lebensprozesse eines Mikro-
organismus ist. Mit anderen Worten: Das Produkt entsteht
durch den komplexen Stoffwechsel des Mikroorganismus,
wobei billige Kohlenstoff- und Stickstoffquellen eingesetzt
werden. Es werden also lebende oder wachsende Zellen
fiir eine Fermentation bendtigt, und Fermentationspro-
dukte sind immer natiitliche Produkte.

Bei mikrobiellen Transformationen ist es dagegen nicht
so wichtig, ob die Zellen leben oder nicht. Die Lebenséu-
Berungen eines Mikroorganismus werden nur zur Produk-
tion von Enzymen benétigt, und der Mikroorganismus
selbst wird einfach als ,,Sack mit Enzymen oder Katalysa-
toren* genutzt.

Wihrend Fermentationen Kohlenstoff- und Stickstoff-
quellen erfordern, wird fiir mikrobielle Transformationen
ein Substrat bendétigt. Die Enzymkatalyse bewirkt eine ein-
fache und spezifische Verdnderung im Substratmolekiil.
Die Substrate miissen nicht notwendigerweise natiirlich
sein; nicht-natiirliche Substrate kdnnen ebenfalls veridn-
dert werden, sofern das Enzym dieses verinderte Substrat
akzeptiert. Es kénnen also nicht nur natiirliche, sondern
auch nicht-natiirliche Produkte durch mikrobielle Trans-
formation hergestellt werden.

Tabelle 2. Eigenschaften von mikrobieller Transformation und Fermentation
(verallgemeinert).

Mikrobielle
Transformation

Fermentation

wachsende, ruhende wachsende Zellen

oder behandelte Zellen

Mikroorganismen

Reaktion cinfache katalytische lebendes System (kom-
Reaktion (ein oder plexe Reaktionskette)
mehrere Schritte)

Reaktionszeit kurz lang

Ausgangsmaterial teure Substrate billige Kohlen- und

Stickstoffquellen

Produkt natiirlich oder nicht- natiirlich
natiirlich

Produktkonzentration  hoch niedrig

Produktisolierung einfach aufwendig

Die Vor- und Nachteile dieser beiden mikrobiellen Pro-
zesse sind kurz in Tabelle 2 zusammengefalit. Abbildung 1
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Sekundar-
Mmetabolite

arbeitet, wihrend ich
mich ausruhe,

Reaktions-
@ produkt

Abb. |. Wesentliche Unterschiede zwischen den beiden mikrobiellen Verfah-
ren der .mikrobiellen Transformation'* und der .,Fermentation*.

macht die wesentlichen Unterschiede zwischen mikrobiel-
ler Transformation und Fermentation deutlich. Allerdings
kann nicht immer eine scharfe Trennlinie zwischen beiden
Methoden gezogen werden.

3. Geschichtlicher Hintergrund und gegenwiirtiger
Stand der mikrobiellen Transformation

Die mikrobielle Transformation ist eine traditionsreiche
Kunst. Das ilteste und am besten bekannte Modellbeispiel
ist die Essigproduktion, die seit Beginn der Geschichts-
schreibung durchgefiihrt wird. Der Prozel wurde nach den
herkdmmlichen Grundsitzen der Fermentation weiterent-
wickelt, ohne daB die zugrundeliegende Biochemie be-
kannt war. Heute weill man, da3 die Oxidation von Etha-
nol zu Essigsdure durch Essigsdurebakterien zwei aufein-
anderfolgende Dehydrogenierungen umfaft. Sie sind vom
Cytochromsystem abhingig, das den Elektronentransport
auf atmosphirischen Sauerstoff als Wasserstoff-Endaccep-
tor bewirkt:

C,H;OH + 0, — CH;CHO + H,0
CH,CHO + }0; — CH;COOH

1921 wurde eine mikrobielle Reaktion zur stereospezifi-
schen Priparation von D-(—)-Ephedrin beschrieben!?’.
Hefezellen, die aktiv Glucose in Acetaldehyd umwandeln,
konnten zugesetzten Benzaldehyd mit dem Acetaldehyd zu
optisch aktivem L-1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon kon-
densieren. Dieses Produkt wurde dann chemisch zu D-(—)-
Ephedrin umgesetzt. Dies muf} als erstes Beispiel einer er-
folgreichen Kombination von chemischen und enzymati-
schen Reaktionen angesehen werden.

Erst sehr viel spiter bekam die mikrobielle Transforma-
tion ihre heutige Bedeutung durch die Entdeckung, daB
Steroide durch Mikroorganismen spezifisch modifiziert
werden kénnen®**". Viele Steroidmodifizierungen wie
Hydroxylierung, Epoxidation, Dehydrogenierung, Isome-
risierung und Hydrolyse werden durch verschiedenartige
Mikroorganismen bewirkt. Viele dieser Umsetzungen las-
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Metabalite

sen sich mit herkdmmlichen chemischen Synthesen nicht
erreichen. Durch diese mikrobiellen Reaktionen wurden
zahlreiche neuartige Zwischenprodukte fiir die chemische
Synthese neuer Steroidpharmazeutika verfiigbar. Zusitz-
lich zu dem betrichtlichen praktischen Wert erméglichte
die erstaunliche Vielseitigkeit der Mikroorganismen bei
der Steroidtransformation einen wertvollen Erkenntnisge-
winn iiber die Anwendung mikrobieller Enzyme bei chemi-
schen Synthesen!?®),

Wihrend der darauffolgenden Jahre wurden Tausende
von mikrobiellen Transformationen gefunden, darunter
verschiedene Typen von Reaktionen mit organischen Ver-
bindungen und Naturstoffen. Einige dieser Reaktionen ha-
ben sich als sehr wertvoll fiir die pridparative Chemie er-
wiesen. Bedeutende Entwicklungen in der Biochemie, En-
zymologie, Genetik, Molekularbiologie und Fermenta-
tionstechnologie haben ebenfalls zu raschen Fortschritten
beigetragen.

Mittlerweile ist die technische Bedeutung mikrobieller
Transformationen oder enzymatischer Verfahren auf vie-
len Gebieten der Biotechnologie anerkannt (siehe Abb. 2).
Die Modifizierung komplexer Molekiile biologischen Ur-
sprungs (z.B. Proteine, Polypeptide, Lipoproteine, Glyco-
proteine, Polysaccharide und Polynucleotide) hat groBe
Bedeutung fiir die Herstellung von Pharmazeutika. Bei-
spielsweise konnen Peptidhormone mit Proteasen oder
Peptidasen erhalten werden!?” (siche auch Abschnitt 5.2).
Die Umwandlung von Schweine-Insulin in Human-Insulin
ist bereits ein kommerzielles Verfahren®°-3% (vgl. Abb. 9).
Enzymatische Verfahren sind ebenfalls unentbehrlich fiir
die Herstellung von DNA und RNA, die in der Gentech-
nik benétigt werden®?).

Enzyme sind die besten Katalysatoren fiir die Herstel-
lung von Spezial- oder Feinchemikalien. Es gibt viele kom-
merzielle Verfahren zur Produktion von Aminosiuren, Nu-
cleinsdure-Derivaten, Zuckern, Lipiden usw. Praktisch
ausschlieBlich durch enzymatische Verfahren hergestellt
werden z.B. L-Alanin (mit Aspartat-3-Decarboxylase)*¥,
L-Asparaginsdure (mit Aspartase)’®, Stirkesirup mit ho-
hem Fructosegehalt (mit Glucose-Isomerase)*® und 6-
Aminopenicillansiure als Edukt fiir halbsynthetische Peni-
cilline (mit Penicillin-Acylase)®”**, Eine Vielfalt an Che-
mikalien fiir Analytik und Forschung in der klinischen
Chemie, Biochemie, Stoffwechselphysiologie und Pharma-
kologie werden ebenfalls unter Anwendung von Enzymen
hergestelit.

Die Produktion von Grundchemikalien ist einer der Be-
reiche mikrobieller Transformationen, die sich zur Zeit
rasch entwickeln. Die Nutzung von Enzymreaktionen fiir
Produktionsprozesse ist umfassend unter folgenden Ge-
sichtspunkten beurteilt worden: Herstellung von hochrei-
nen Produkten, Energieeinsparung und die Beseitigung
von Umweltschiden. Die Herstellung von Acrylamid aus
Acrylonitril mit Nitril-Hydratase!®! wird heute kommer-
ziell durchgefiihrt (siehe Abschnitt 5.6). Oxygenase (oder
Halogen-Peroxidase und Halogenhydrin-Epoxidase), Me-
thanol-Oxidase, sec-Alkohol-Dehydrogenase und Gallat-
Decarboxylase wurden als Katalysatoren fiir die Produk-
tion von Alkenoxiden”), Formaldehyd"*!, Ketonen®? bzw.
Pyrogallol™¥! vorgeschlagen.

Die Herstellung chiraler Synthone mit Enzymen als Ka-
talysatoren ist ein Gebiet, das in der Organischen und
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Fermentation

Mikro-
organismen

Produktion von
Biokatalysatoren
(Zellen von Mikro-
organismen oder
Enzyme)}

Gentechnologie

Q Screening und Anzucht )
Q Fermenfationstechnologie_)

Direkte Nutzung

Mikrobielle
Transformation

technologie

Chemische

Anwendung
in industriellen Verfahren

fir Analysen

Enzym- in der Medizin

in der Energieversorgung

Synthese bei der Abfallbeseitigung

Abt.. 2. Anwendungsgebiete mikrobieller Enzyme, mikrobieller Transformationen und enzymatischer Verfahren in der Biotechnologie.

Dir:kte Nutzung: Brauereiwesen, Verarbeitung von Lebensmitteln, Gerberei, Detergentien, Herstellung von Pharmazeutika, Industrie-

verfahren, Abfallbeseitigung, Herstellung von Lebensmittelzusatzstoffen usw.

Anwendung in industriellen Verfahren: Herstellung und Verarbeitung von Lebensmitteln, Herstellung von Pharmazeutika, Pestiziden,
Aminosiuren, Futtermitteln, Nucleotiden, biologisch aktiven Verbindungen, Duftstoffen, Industriechemikalien usw.

Anwendung fiir Analysen: Lpbensminelanalysen, klinische Analysen, Umweltanalysen, Qualititskontrolie

Anwendung in der Medizin: kilnstliche Organe, Therapie, Diagnose
Anwendung in der Energieversorgung

Anwendung bei der Abfallbeseitigung.

Pharmazeutischen Chemie zur Zeit intensiv bearbeitet
wird. Praktische Bedeutung hat bereits die Herstellung von
Mevalonolacton*¥, Carbapenem-Antibiotica®”, Nucleo-
sid-Antibiotica®, Insektenhormonen®’), a-Tocopherol®,
Muscon™”! und anderen Verbindungen auf diesem Weg.

4. Verfahrensentwicklung bei mikrobiellen
Transformationen

Bei der Verfahrensplanung fiir eine mikrobielle Trans-
formation miissen viele wichtige Aspekte beriicksichtigt
werden. Sie sind in Tabelle 3 zusammengefalit. Von grofier
Bedeutung sind vor allem die Auswahl der Zielverbindung

Tahelle 3. Kriterien fir die Planung einer mikrobicllen Biotransformation.

1. Physiologie des Mikroorganismus

2. Mikrobicller Stoffwechsel und Biosynthesereaktionen
Neue mikrobielle Reaktionen
Neue Synthesemdglichkeiten

3. Lnzymatische Katalyse
Enzymeigenschaften
Mechanismus der Enzymreaktion
Beurteilung der katalytischen Moglichkeiten

4 Enzymproduktion
Mechanismus der Enzymbildung
... Induktoren, Regulatoren usw.
Stammverbesserung
... Screening, Mutation, Geniibertragung usw.,
Optimierung
... Wachstumsparameter

5. Enzymmodifizierung
... chemische und/oder biochemische Modifizierung,
Immobilisierung. Protein Engineering usw.

6. Mikrobielle oder enzymatische Synthese und Biotransformation
Optimierung
ProzeBausiegung
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und eine Zusammenstellung der verfiigbaren Substrate
und Reaktionswege.

4.1. Beurteilung der enzymatischen Leistungsfahigkeit

Gelegentlich erméglicht die Entdeckung eines neuen
Enzyms oder einer neuen Reaktion die Entwicklung eines
neuen Verfahrens fiir eine mikrobielle Transformation. In
einem solchen Fall miissen zuerst die Eigenschaften des
neuen Enzyms im Hinblick auf die praktische Anwendung
bestimmt werden. Der Syntheseweg, an dem das Enzym
oder die Reaktion beteiligt ist, sollte durch sorgfaltige Prii-
fung der Enzymeigenschaften gesichert werden. Ein typi-
sches Beispiel ist die Anwendung von Protease 1 aus
Achromobacter:; dieses Enzym hydrolysiert spezifisch die
Amidbindung am Carboxylende von L-Lysinresten in Po-
lypeptiden'®®. Daher kann das Enzym eingesetzt werden,
um Schweine-Insulin in Human-Insulin umzuwandeln®™"
(vgl. Abb. 9).

Ein anderes interessantes Beispiel ist die Produktion von
L-Tyrosin und (-Dopa mit bakterieller B-Tyrosinase'®”.
Man hat lange angenommen, daBl dieses Enzym ein einfa-
ches hydrolytisches Enzym ist, das eine o,B-Eliminierung
von L-Tyrosin zu Phenol, Pyruvat und Ammoniak kataly-
siert [GL (1)].

© g-Tyrosinsse
HO CH,—CH(NH2)—~COOH + H,0 —8m8M >

HO@ + H3C—-CO—COOH +

Spiter fand man, daB das Enzym auch die Riickreaktion
dieser a,B-Eliminierung [Gl. (2)] und ebenso eine B-Aus-
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tausch-Reaktion von L-Tyrosin mit Phenol-Derivaten kata-
lysiert [Gl. (3)].

B -Tyrosinase
HO—@ + HyC—CO—COOH + NHy ————>
(2)

HO@CHZ—CH(NHZ)—COOH + H,0
X B-Tyrosinase
HO—©‘CH2—CH(NH2)—COOH + HO—@ _>

(3)
X

HO—@‘CHZ—CH(NHZ)—COOH + HO@

Bald danach wurden diese Reaktionen zur Synthese von
L-Tyrosin und L-Dopa eingesetzt. Spater wurden @hnliche
Reaktionen gefunden, die durch Pyridoxalphosphat-ab-
hiangige Enzyme katalysiert werden. Mit ihnen gelang die
Synthese von optisch aktiven, aromatischen und schwefel-
haltigen Aminosduren!®’->% (siehe Abschnitt 5.1.2).

Diese erfolgreichen Beispiele zeigen, wie wichtig es sein
kann, Fihigkeiten gut bekannter Enzyme oder Reaktionen
neu zu bestimmen.

4.2. Suche nach brauchbaren Enzymen

Gelegentlich wird ein Syntheseschema entworfen, ohne
daB die dazu passenden Enzyme oder Reaktionen bekannt
sind. In einem solchen Fall ist es notwendig, nach geeigne-
ten mikrobiellen Stimmen oder Enzymen fiir die ge-
wiinschte Synthese zu suchen. Die Herstellung von L-Lysin
aus DL-a-Amino-g-caprolactam ist ein typisches Bei-
spiel®d. Dieses Verfahren wurde zur Verwertung von Cy-
clohexen entwickelt, einem bedeutenden Nebenprodukt
der Nylonherstellung. Fiir diesen ProzeB (Abb. 3) wird ein
Mikroorganismus oder ein Enzym bendtigt, um aus-
schlieBlich das L-Isomer von a-Amino-g-caprolactam zu L-
Lysin zu hydrolysieren. Bei einer Durchsicht der Mikroor-
ganismen, die diese Umsetzung katalysieren konnen, wur-
den zwei Stimme gefunden: Der eine hydrolysiert das L-
Isomer des Substrates und der andere racemisiert das ver-

ON HON  NH,
Nocl NH;
O =[O =
H O OH
NG NZ¢=o
H,S0, UNHZ Hydrolase (\j/NHZ

L-ACL L-Lysin

I

:'TRacemase

\4
D-ACL

Abb. 3. Chemische und enzymatische Verfahrensschritte bei der Herstellung
von L-Lysin durch stereoselektive Hydrolyse von a-Amino-g-caprolactam
(ACL) (siehe Text).
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bleibende p-Isomer. So kann das racemische Substrat std-
chiometrisch in L-Lysin umgewandelt werden, ohne dal
eine Racemattrennung notwendig wird.

Ein weiteres interessantes Beispiel ist die hydrolytische
Ring6ffnung von DL-5-substituierten Hydantoinen durch
Dihydropyrimidinase, die zu N-Carbamoyl-D-aminoséu-
ren fiithrt®>%7-%8 Dieser Syntheseweg (vgl. Abb. 6) wurde
urspriinglich fiir die Herstellung von L-Methionin aus dem
entsprechenden DL-5-monosubstituierten Hydantoin ent-
wickelt. Der Reaktionsweg selbst ist dem iiblichen chemi-
schen Verfahren nach Bucherer und Steiner®™ zur Synthese
racemischer Aminosduren sehr dhnlich. Hier wird wie-
derum ein Mikroorganismus zur asymmetrischen Hydro-
lyse des racemischen Substrats benotigt. Uberraschender-
weise werden nur die b-Isomere vieler Hydantoin-Deri-
vate hydrolysiert. Das Enzym, das diese Hydrolyse be-
wirkt, wurde bald als ein bekanntes Enzym identifiziert,
niamlich Dihydropyrimidinase (EC 5.3.2.2); es katalysiert
die hydrolytische Ringéffnung von Dihydropyrimidinen
zu N-Carbamoyl-p-aminosiduren. Diese beiden hydrolyti-
schen Ringdffnungen unterscheiden sich nur durch die
Grofle des Ringes, wie aus den Gléichungen (4) und (5)
hervorgeht.

HN R Dihydro- HN/\(R
PR + H0 ———> | CoOH (4)
0 N 0 pyrimidinese 0

H

R
Dihydro- HN% )
—> 4\ COCH (%)

pyrimidinase ] NH2

R
s o
ofl\N o 7
H

Dieser Befund war ein Wendepunkt fiir das weitere Vor-
gehen. Als Zielprodukt wurde nun p-p-Hydroxyphenylgly-
cin angesehen, ein wichtiges Zwischenprodukt bei der
Herstellung halbsynthetischer Penicilline und Cephalo-
sporine. Fiir die Gewinnung des Substrats bL-5-(p-Hy-
droxyphenyl)hydantoin wurde ein neuer und leistungsfahi-
ger Syntheseweg eingefiihrt. Die Ergebnisse tbertrafen die
anfianglichen Erwartungen bei weitem (Einzelheiten siehe
Abschnitt S.1.1).

Bei der Umsetzung nicht-natiirlicher Substrate ist es
manchmal ungewiB3, ob die gewiinschte Reaktion ablauft
oder nicht. Gepriift wird dies ublicherweise, indem man
das Substrat dem Anzuchtmedium oder dem Reaktionsan-
satz zusetzt; anschlieBend wird auf die gewiinschte Reak-
tion getestet®®®'L Ein solcher Test sollte aus folgenden
Griinden mit einer breiten Auswah! an Mikroorganismen
durchgefiithrt werden: 1. Enzyme katalysieren eine Fiille
chemischer Reaktionen, genau wie chemische Katalysato-
ren. Wir kennen bereits mehr als 2000 Reaktionen oder
Enzyme!'”), von denen einige besser als chemische Kataly-
satoren sind. 2. Die Anzahl von Mikroorganismen in der
Natur, die getestet werden konnen, ist unbeschrinkt, und
sie sind recht verschieden voneinander. Sic modifizieren
eine Vielzahl verschiedenartiger komplizierter organischer
Verbindungen oder bauen sie ab; man kann also erwarten,
daf zumindest ein Mikroorganismus die gewiinschte Re-
aktion katalysiert. Abbildung 4 zeigt die Vielfalt mikrobiel-
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ler Reaktionsweisen am Beispiel der Reduktion von Keto-
pantolacton zu Pantolacton!®'.

~=—— Optische Orehung [°]

+
L
o
(o]

+50 - . L
30 40 50 60 70 80 90 100

Ausbeute an Pantolacton {Mol-%] —=

Abb 4. Reduktion von Ketopantolacton durch verschiedenartige Mikroorga-
nisren zu Pantolacton (Einzclheiten siehe [61]). A : Hefen, ®: Schimmelpil-
ze, 11: Bakterien, ®: Actinomyceten, E: Basidiomyceten.

Die getesteten Stimme - Bakterien, Actinomyceten, He-
fen, Schimmelpilze und Basidiomyceten - haben sehr un-
terschiedliche Eigenschaften. Gewéhnlich produzieren sie
ein Gemisch von D-(—)- und L-(+)-Isomeren; die Enan-
tioselektivitdt variiert jedoch. Manche produzieren iiber-
wiegend das D-(—)-Isomer mit hohen Ausbeuten. Es gibt
aber auch einige Stimme, die fast nur das L-(+ )-Isomer
bilden. Bei diesem Test wurde gefunden, dafl Candida pa-
rapsilosis 100 g L =" zugesetztes Ketopantolacton mit fast
quantitativer Ausbeute zu D-(—)-Pantolacton umsetzt!™!
(Einzelheiten siehe Abschnitt 5.5). Ein solcher Test (Scree-
ning) kann einer der wichtigsten Schritte fiir eine erfolgrei-
che mikrobielle Umsetzung sein®?,

4.3. Substrate

Theoretisch kann jedes beliebige Substrat fiir eine mi-
krcbielle Transformation eingesetzt werden, sofern das
Su’stratmolekiill mit dem Enzym in Kontakt tritt. Sogar
Gase wie z. B. Methan sind geeignete Substrate, wenn sie
in das Reaktionsmedium eingeleitet werden****. Ein Sub-
strat sollte im Medium 16slich sein und auBerdem die Zell-
membran passieren konnen; das ist bei Anwendung zell-
freier Enzyme nicht notwendig. Ublicherweise wird das
Substrat dem Reaktionsmedium unverdiinnt oder als kon-
zentrierte Losung zugegeben.

Nur gelostes Substrat wird umgesetzt. Schlecht 16sliche
Substrate miissen daher zunichst gelost werden; nach der
Umsetzung konnen die Produkte aus der Losung kristalli-
sieren.
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Substrat(fest) == Substrat(gelost) —

Produkt(geldst) == Produkt(fest)

Beispielsweise wird pulverisiertes Cortison in Konzen-
trationen bis zu 500g L™' von Arthrobacter simplex fast
stochiometrisch in kristallines Prednisolon umgewan-
delt’*¥, Die Substrate konnen auch in wassermischbaren
organischen Lésungsmitteln gelost werden. Geeignet sind
niedere Alkohole, Aceton, Dimethylformamid und Dime-
thylsulfoxid. Ebenso kénnen Detergentien eingesetzt wer-
den, um Substrate zu dispergieren. Vorteilhaft kann auch
eine Kombination aus einem wassermischbaren Losungs-
mittel und einem Detergens sein. In manchen Fallen 1468t
sich die Loslichkeit eines Substrats durch chemische Mo-
difizierung erhéhen.

Wenn ein Substrat die Zellmembran nicht passieren
kann, muf3 die Permeabilitit der Zellen verbessert werden.
Ubliche Verfahren sind das Vermahlen mit Glasperlen,
Lufttrocknung, Acetontrocknung, Lyophilisieren, Autoly-
se, Behandlung mit Lysozym oder Detergentien, osmoti-
scher Schock, mehrfaches Einfrieren und Auftauen sowie
Ultraschall-Behandlung. Durch Verwendung zellfreier En-
zympriparate oder gereinigter Enzyme 4Bt sich die Per-
meabilititsschranke ebenfalls umgehen.

Wenn cin Substrat sich nicht fiir die gewiinschte Umset-
zung eignet, sollte man es chemisch modifizieren. Die
Wechselwirkung zwischen Substrat und Enzym kann ver-
bessert werden, indem man cine Schutzgruppe einfiihrt,
abidndert oder entfernt, oder indem man eine funktionelle
Gruppe umwandelt. Dariiber hinaus kénnen diese Modifi-
zierungen das Substrat vor Nebenreaktionen oder vor dem
Abbau schiitzen. Ein Beispiel ist die systematische Suche
nach einem pgeeigneten Chloracetessigsdureester fiir die
enantioselektive Reduktion zu L-4-Chlor-3-hydroxybutter-
sdureester - einer vielversprechenden Vorstufe fiir die che-
mische Synthese von L-Carnitin - durch Bickerhefe!®*. Bei
einem einzigen Enzym, Schweineleber-Esterase, wurde
iiber eine Anderung der Stereoselektivitit durch Substrat-
modifikation berichtet!*,

OH 0 OH
e _A_CO0R «— e _J__coor — 5 c X __coor
R = (CHp)H
H,N H HN H
N (R)
H;COOC  COOCHs HOOC ~ COOCHs
ZHN H ZHN H
_ (s
H;CO0C  COOCH; CH,00C  COOH

Z = HgCgCH,0CO

In solchen Fillen werden die potentiellen Fihigkeiten
eines Mikroorganismus oder eines Enzyms durch Scree-
ning nach dem besten Substrat gefunden, und nicht durch
Screening nach dem besten Mikroorganismus oder En-
zym.
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4.4. Typische Katalysatoren und Reaktionssysteme

In den meisten Fillen werden die iiblichen vegetativen
Zellen eingesetzt. Mehrere alternative Systeme sind umfas-
send im Hinblick auf z. B. erhdhte Ausbeuten, Unterdriik-
kung von Nebenreaktionen, Vereinfachung der Verfahren
und oOkonomische Verbesserungen untersucht worden.
Vor- und Nachteile dieser Systeme sind in Tabelle 4 zu-
sammengestellt.

Tabelle 4. Biokatalysatoren und Reaktionssysteme fiic mikrobielle Biotrans-
formationen.

Transformationen mir wachsenden Kulturen:

Das Substrat wird dem Wachstumsmedium beim Animpfen oder in einer ge-
eigneten Wachstumsphase zugefiigt. Mediumsvorbereitung, Animpfen, Sub-
stratzusatz und inkubation werden nacheinander im gleichen Kolben durch-
gefiihrt, bis die Reaktion beendet ist. Wegen ihrer Einfachheit wird diese
Methode nicht nur beim Screening, sondern auch fur die GroBproduktion
verwendet. Wenn hohe Zelldichten erforderlich sind, ist die Methode nicht
empfehlenswert.

Transformationen mit ruhenden Zellen:

Der Mikroorganismus wird unter geeigneten Bedingungen angezogen, und
die Zellen werden durch Zentrifugieren oder Filtrieren geerntet. Danach
werden sic¢ in einem einfachen Reaktionsmedium resuspendiert (z. B. in einer
Pufferlosung oder in Wasser unter Zusatz des Substrates und gegebenenfalls
weiterer Stoffe). Die Reaktion wird anschlieBend unmittelbar oder nach Vor-
behandlung der Zellen durchgefuhrt (z. B. Waschen, Verbesserung der Per-
meabilitat, Trocknen). Wachstum und Umsetzung werden unabhingig von-
einander optimiert.

Transformationen mit Sporen [66]:

Viele Pilzsporen enthalten ebenso viele wertvolle Enzyme wie vegetative oder
ruhende Zellen. Vom Mycel abgetrennte Sporen k8nnen in gleicher Weise
wie oben beschrieben als Katalysator eingesetzt werden. Gewshnlich sind
Sporen lange Zeit lagerfdhig.

Transformationen mit immobilisierten Zellen [7, 8, 66 72]:

Immobilisierte Zellen sind Zellen, die an einer Oberfliche fixiert oder daran
gebunden sind oder die in einer Gelmatrix eingebettet sind. Alle oben er-
wihnten Zelltypen kdnnen immobilisiert werden. Erfolgreich immobilisierte
Zellen bleiben mehrere Monate aktiv und weisen groBere Stabilitit bei der
Handhabung auf als ungeschiitzte Zellen. Weitere Vorteile sind: 1. die einfa-
che Abtrennung der Zellen aus dem Reaktionsgemisch, 2. die Méglichkeit,
Zellen mehrfach zu verwenden, 3. der kontinuierliche Ablauf der Reaktion,
4. die Regenerierung der Zellen durch Eintauchen in ein geeignetes Nahrme-
dium und 5. die einfache Isolierung des Produktes. Es miissen aber auch
Nachteile in Betracht gezogen werden: 1. die iblicherweise zu beobachtende
Abnahme der katalytischen Aktivitat der Zellen wihrend des Immobilisie-
rungsvorganges, 2. die erforderliche spezielle Ausriistung fiic den [mmobili-
sierungsschritt. Fir den Transformationsschritt braucht man ebenfalls spe-
zielle technische Anlagen, vor allem bei kontinuierlichem Betrieb.

Transformationen mit zellfreien Enzvmen oder gereinigten Enzymen [13-75]:
Im allgemeinen ist die Verwendung zellfrcier Enzyme oder gereinigter En-
zyme teuer, weil dic Reinigung der Enzyme hiufig schwierig und langwierig
ist. Daher sind sie fiir die GroBproduktion weniger geeignet. Es gibt aller-
dings Fille, in denen sie Vorteile gegeniiber Systemen mit Zellen aufweisen:
1. wenn die Permeabilitit der Zcllwand fiir das Substrat oder das Produkt
gering ist, 2. wenn Probleme durch Nebenreaktionen auftreten, 3. wenn das
gewilnschte Enzym zu einem annehmbaren Preis verfigbar ist. Bei Verwen-
dung eines extrazelluldren Enzyms sind die Zellen selbst iiberhaupt nicht be-
teiligt. Zellfreie Enzyme kénnen auch als immobilisierte Katalysatoren einge-
setzt werden.

Fiir mikrobielle Transformationen eignen sich mehrere
Typen von Biokatalysatoren. Dazu gehoren ganze oder be-
handelte Zellen, Organellen, zellfreie Multienzym-Systeme
und einzelne zellfreie Enzyme.

Mehrschritt-Reaktionen mit verschiedenen Katalysato-
ren sind ebenfalls moglich. Jede beliebige Kombination
von Katalysatoren kann gleichzeitig oder nacheinander
eingesetzt werden, wenn mehr als zwei Reaktionen aufein-
anderfolgen. Bis jetzt lassen sich allerdings nur Katalysa-
toren des gleichen Typs mit Erfolg kombinieren. Die kon-
tinuierliche Produktion von r-Alanin aus Ammoniumfu-
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marat {iber L-Asparaginséure als Zwischenprodukt mit im-
mobilisierten Escherichia-coli- (Aspartase) und Pseudomo-
nas-dacunhae-Zellen (Aspartat-B-Decarboxylase)l’®, die
vollstindige Kondensation von racemischem Homocystein
und Adenosin mit Alcaligenes-faecalis- (S-Adenosylhomo-
cystein-Hydrolase) und Pseudomonas-putida-Zellen (Race-
mase)’”) die Produktion von L-Tryptophan aus DL-Serin
und Indol (Tryptophan-Synthase und Aminosiure-Race-
mase)’¥, die vollstindige Hydrolyse von racemischem a-
Amino-¢g-caprolactam (siehe Abb. 3)®¥, die kontinuierliche
Reduktion von Benzoylformiat zu (R)-(—)-Mandelsidure
durch zwei Arten zellfreier Enzyme'” und die kontinuier-
liche oder diskontinuierliche Aminierung von a-Ketosdu-
ren zu L-Aminosiduren durch zwei Arten zellfreier Enzyme
sind erfolgreich  durchgefiihrte Mehrschritt-Reaktio-
nen'*"%%% Die gegenwirtige Technik der DNA-Rekombi-
nation ermoglicht die Kombination solcher getrennter Ka-
talysatoren in einem einzigen Mikroorganismus®®'l.

Die Synthese von Coenzym A aus Pantothensiure, L-
Cystein und ATP (oder AMP), die fiinf aufeinanderfol-
gende Schritte umfaBt, wird dagegen kommerziell allein
mit Brevibacterium ammoniagenes durchgefithrt - eine
Moéglichkeit, die durch ein Screening-Programm gefunden
wurde'®? (Einzelheiten sieche Abschnitt 5.4.2).

4.5. Nebenreaktionen

Hohe Selcktivitit ist eine der wichtigsten Eigenschaften
von Enzymkatalysatoren. Das bedeutet, daB3 keine Neben-
reaktionen ecintreten, sofern ein einziges, gereinigtes En-
zym verwendet wird. Gereinigte Enzyme einzusetzen ist al-
lerdings oft schwierig, da sie nur begrenzt verfiigbar und
instabil sind und auch 6konomische Griinde dagegen spre-
chen. Daher gehéren zu den iiblicherweise verwendeten
Katalysatoren (also Zellen und zellfreien Enzymen) auch
Enzymgemische oder komplexe Enzymsysteme, von denen
einige zu Nebenreaktionen fithren kénnen. Physikalische
oder chemische Behandlung wie Erhitzen, pH-Anderun-
gen und Zusatz von Detergentien, organischen Losungs-
mitteln oder spezifischen Inhibitoren eines Katalysators
kénnen das unerwiinschte Enzym spezifisch inaktivieren.
Zum .Beispiel lauft die trans-N-Arabinosylierung von
Adenin mit syathetisch hergestelltem Arabinosyluracil zu
Arabinosyladenin (einem antiviralen Wirkstoff) durch
Enterobacter-aerogenes-Zellen nur oberhalb von 60°C ab.
Unterhalb von 50°C findet diese Reaktion nicht statt, weil
durch die Adenin-Desaminase Hypoxanthin gebildet wird,
bevor die trans-N-Arabinosylierung durch zwei Arten von
Nucleosid-Phosphorylasen zum Zuge kommt. Gliicklicher-
weise sind diese Phosphorylasen bei 60°C noch aktiv,
wihrend die Desaminase bei dieser Temperatur vollstin-
dig inaktiviert ist (Abb. 5)!% Andere Beispiele sind in Ta-
belle 5 zusammengefalt.

In manchen Fillen koénnen Nebenreaktionen auch
durch Screening nach geeigneten Mikroorganismen und
durch strukturelle Modifizierungen des Substrats (siehe
Abschnitt 4.4) vermieden werden.

Durch die Verbesserung der selektionierten Mikroorga-
nismen lassen sich solche Probleme ebenfalls erfolgreich
bewiltigen. Zu den Standardmethoden der Stammverbes-
serung gehoren die Isolierung von Einzelkolonien, eventu-
ell im AnschluB an eine Mutagenese, mit nachfolgendem
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Abb 5. Chemische und enzymatische Verfahrensschritte bei der Synthese
von Arabinosyladenin durch trans-N-Arabinosylierung mit Pyrophosphory-

lasen bei 60°C.

Tabelle 5. Eliminierung von Nebenreaktionen durch physikalische oder che-

mische Behandlung.

Q NH,
HN N
ﬁ T
(6] N KN N
o HOCH,
HO

HO

Gewiinschte Reak- Nebenreaktion Behandlung Lit.
tion

Ammoniumfumarat Fumarsiure — Einstiindige Inkuba-  [76)
— | -Asparaginsiure  L-Apfelsiure tion der Kulturbriihe
(Escherichia-coli- bei pH 5 und 45°C
Aspartase)

Fumiarsdure — Fumarsiure — Behandlung der im-  [84]
L-A >felsdure Bernsteinsdure mobilisierten Zellen
(Brevibacterium- mit 0.6% Gallenex-
ammoniagenes-Fu- trakt

marase)

L-Aiparaginsidure —  L-Alanin — Einstindige Inkuba-  [76]
L-A anin (Pseudomo-  D-Alanin tion der Kulturbriihe

nas dacunhae-Aspar- bet pH 4.75 und
tat-[}-Decarboxylase) 30°C

Chclesterin — 1,4- Weiterer Abbau des Zusatz von o,u’-Bi- [85)
Ancrostadien-3,17- Ringsystems pyridyl (1 mm) zur

dion (Arthrobacter- Kulturbrithe wih-
simplex-Mehrschritt- rend der Umsetzung
Umscetzung)

B-Sitosterin — 17- Weciterer Abbauv des Zusatz von a,o0’-Bi- [86]

Onxusteroide (Nocar-
diu-sp.-Mehrschritt-
Umsetzung)

Dl -2-Amino-4,5-di-
hydrothiazol-4-carb-
oxylat — 1-Cystein
(Pseudomonas-thiazo-
linophilum-Mehr-

sch itt-Umsetzung)

Ringsystems

Weiterer Abbau von
L-Cystein

pyridy! (0.3 mM) zum
Reaktionsgemisch

Zusatz von Hydroxyl- [87]

amin oder Semicarb-
azid zum Reakti-
onsgemisch

Screening nach den besten Isolaten. Derartige herk6mmli-
che genetische Arbeitsweisen sind in den letzten 35 bis 40
Jahren zur Verbesserung wichtiger Stimme entwickelt wor-
den. Heute eroffnet die Technik der DNA-Rekombination
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neue Aussichten fiir die Stammverbesserung (sieche Ab-
schnitt 4.6).

4.6. Anwendung neuer biotechnologischer Methoden

Gegenwiirtig wird die Anwendung mehrerer neuer bio-
technologischer Methoden bei der mikrobiellen Transfor-
mation ziigig weiterentwickelt. Eine Methode ist die DNA-
Rekombination. Plasmide oder Phagenvektoren konnen
DNA-Abschnitte mikrobiellen, pflanzlichen, tierischen
oder sogar synthetischen Ursprungs in einen geeigneten
Mikroorganismus iibertragen. Diese Technik ist sehr niitz-
lich, vor allem zur Konstruktion neuer Mikroorganis-
men'®", zur Steigerung der Enzymaktivitit®** und zur
Verbesserung von Enzymeigenschaften wie Stabilitidt und
Substratspezifitat. Allerdings muf8 man beriicksichtigen,
daB diese Technik weniger geeignet ist, um neue Enzyme
(d. h. neue Gene) oder neue Reaktionen zu finden. Zur Zeit
bietet die DNA-Rekombinationstechnik nur bei wenigen
Mikroorganismen Vorteile, z. B. bei Escherichia coli, Bacil-
lus subtilis und Saccharomyces cerevisiae, deren Genetik
und zugehorige Wirt-Vektor-Systeme gut bekannt sind. Fiir
die mikrobielle Transformation wurde diese Technik bis-
her nur selten genutzt®'; zweifellos wird sie aber einer der
wichtigsten Schlissel fiir die weitere Entwicklung dieses
Gebietes sein.

Seit ihrer Entdeckung hat man Enzyme als Katalysato-
ren betrachtet, die in organischen Ldsungsmitteln inert
sind. Das ist grundsitzlich richtig, aber dank neuester
Fortschritte stehen Enzyme zur Verfiigung, die in wasser-
mischbaren organischen Losungsmitteln als Katalysatoren
wirken. So ist z.B. chemisch modifizierte Peroxidase in
Benzol und n-Hexan aktiv®’. Polyphenol-Oxidase setzt
Phenol praktisch quantitativ zu Brenzcatechin um, wenn
die Reaktion in Chloroform mit nur 1-2% Wasser durchge-
fithrt wird®". Derartige Fliissig-Fliissig-Mehrphasen-Sy-
steme mit niedrigem Wassergehalt konnen auch eingesetzt
werden, um das hydrolytische Gleichgewicht in Richtung
der Eliminierung von Wasser zu verschieben. Die Synthese
von Estern, Amiden und Peptiden mit dieser Methode
diirfte groBe praktische Bedeutung erlangen®, Auch die
Umsetzung lipophiler Verbindungen mit diesem System ist
umfassend bearbeitet worden™®*.

Mikroorganismen sind zweifellos die iiberragenden En-
zymquellen unter den Lebewcsen. Sie passen sich bestens
an neue Umgebungen an und wachsen schnell. Diese Ei-
genschaften sind vor allem fir die leichte Handhabung
und preisgiinstige Kultivierung in groBem MaBstab wich-
tig. Allerdings gibt es auch viele charakteristische Enzyme
und Reaktionen in Tieren und Pflanzen. Durch die neuen
Zellkulturtechniken ist der Einsatz dieser Organismen viel-
versprechend geworden'® °*\. Dariiber hinaus werden Pro-
tein Engineering und Zelltechnologie - z. B. die Zellfusion
- in naher Zukunft wichtige Methoden fiir mikrobielle
Transformationen werden.

5. Spezielle Anwendungen

Eine grof3e Zahl von biologisch und chemisch wichtigen
Verbindungen wird durch mikrobielle Transformationen
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hergestellt. In Tabelle 6 sind sie mit den wichtigsten Litera-
turzitaten zusammengestellt. Hier folgt eine Ubersicht iiber
einige Anwendungen.

Tabelle 6. Neuere Fortschritte bei mikrobiellen Transformationen.

Transformationen von Steroiden und Sterolen (28, 96]:

Hydroxylierung (Oxygenasen), Dehydrogenierung (Dehydrogenasen), Sei-
tenkettenabbau (Oxygenasen), Hydrolyse (Hydrolasen), Peroxidation, Re-
duktion (Dehydrogenasen), Isomerisicrung (Isomerasen), Konjugation usw.
Transformationen von Terpenoiden [97)

Transformationen von Alkaloiden [98]

Synthese hathsynthetischer Antibiotica {99] (siehe auch Abschnitt 5.3):
Synthese halbsynthetischer Penicilline und Cephalosporine (Acylasen) [100,
101], Hydrolyse von Penicillinen zu 6-Aminopenicillansiure (Penicillin-Acy-
lase) [102], Modifizicrung von Carbapenem-Seitenketten (Acylasen) [103]
Synthese organischer Sduren (siche auch Abschnitt 5.5):

Hydratisierung von Fumarsiure (Fumarase) {104], a.w-Oxidation von Alke-
nen (Oxygenase} {105], asymmetrische Hydrolyse von Epoxybernsteinsdure
(Hydrotase) [106], stercoselektive Oxidation von Isobuttersdure (Dehydroge-
nase) [107], stercoselektive Reduktion von Ketopantolacton (Reduktase) {53,
108], stereosclektive Reduktion von 3-Chloracetessigsdureester (Reduktase)
[65], Ammoniakabspaltung aus L-Histidin (L-Histidin-Ammoniak-Lyase)
[109]

Transformationen von Zuckern [110]:

Isomerisierung von Glucose (Glucose-l1somerase), Hydrolyse von Stirke
(Amylasen), Hydrolyse von Cellulose (Cellulase), Hydrolyse von Saccharose
(Invertase)

Synthese von Peptiden und Proteinen [29, 111, 112] (siehe auch Abschnitt 5.2
und Tabelle 8):

Synthese von Plastin (Protcasen) [113], Teilsynthese von Human-lnsulin
(Proteasen) [30, 31, 114], Synthese von Aspartam (Protcase) [115]

Synthese von Aminosduren {23, 116~ 118]:

siehe Abschnitt 5.1 und Tabelle 7

Synthese von Nucleinsiure-Derivaten [24, 119] (siehe auch Abschnitt 5.4 und
Tabelle 9):

trans-N-Ribosylicrung und trans-N-Arabinosylierung (Phosphorylase) [83],
Phosphorylierung von Nucleosiden {Phosphotransferasen) {120], Pyrophos-
phorylierung von Nucleotiden (Pyrophosphorylase) [121], Synthese von Zuk-
kernucleotiden (Pyrophosphorylasen) [122], Nucleosylierung von L-Methio-
ain (S-Homocystein (S-Adenosylhomocystein-Hydrolase) [77], Synthese von
Coenzymen [119]

Synthese von Aminen:

Decarboxylierung von Aminosiuren (Aminosiure-Decarboxylasen)

Synthese von Grundchemikalien (siehe auch Abschnitt 5.6):

Synthese von Alkenoxiden (Oxygenasen) [40], Synthese von Ketonen (Dehy-
drogenascn, die sckundire Alkohole umsetzen) [42], Synthese von Aldehyden
(Alkohol-Oxidasen) {41}, Synthese von Pyrogallol (Decarboxylase) [43], Syn-
these von Amiden (Nitril-Hydratase) [39]

5.1. Optisch aktive Aminosiuren

Zur Praparation von enantiomeren reinen Aminosiuren
konnen zahlreiche Enzymreaktionen eingesetzt werden
(Tabelle 7). Sie lassen sich in vier Gruppen einteilen: 1.
enantioselektive Hydrolyse synthetisch hergestellter race-
mischer Vorstufen (z. B. pL.-Aminosiureester, N-Acyl-DL-
aminosduren, 5-substituierte DL-Hydantoine), 2. stereospe-
zifische Kondensation achiraler Verbindungen (z. B. Addi-
tion von Ammoniak an Fumarsdure, Umkehrung der o,f-
Eliminierung), 3. Modifizierung chiraler Vorstufen (z.B. B-
Austausch) und 4. reduktive Aminierung oder Transami-
nierung von a-Ketosduren.

5.1.1. Verwendung hydrolytischer Enzyme

Den iiblichen enzymatischen Racemattrennungen liegt
eine stereospezifische Hydrolyse von racemischen Amino-
sdure-Derivaten zu einem Enantiomer der Aminosiure zu-
grunde, gefolgt von einer Racemisierung des verbleiben-
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den Isomers. Sehr hiaufig wird Aminoacylase fiir diesen
Zweck verwendet!'™!, Auch Esterase, Amidase und Nitri-
lase konnen eingesetzt werden. Mehrere andere hydrolyti-
sche Enzyme mit engerer Substratspezifitat werden zur
Herstellung von L-Lysin (L-a-Amino-g-caprolactam-Hy-
drolase, siche Abb. 3)®® [-Cystein (1.-2-Amino-4,5-dihy-
drothiazol-4-carboxylat-Hydrolase)®”, 1-Tryptophan und
L-Phenylalanin (Hydantoinase)'*" '*! sowie von D-p-Hy-
droxyphenylglycin (Dihydropyrimidinase/Hydantoinase,
siehe Abb. 6)!*>°7%8 eingesetzt. Anders als bei der Acylase-
Methode ist die asymmetrische Hydrolyse in diesen Fillen
von einer Racemisicrung durch eine spezifische Racemase
oder unter Basenkatalyse begleitet.

HO—@ + OHC—COOH + H,NCONH,

Phenol Glyoxylsdure Harnstoff

l Wdantoinsynthese ]

HN._NH i
]
Y spontane
bL-5-( p-Hydroxyphenyl)hydantoin Racemisierung
1
r | | |
D-Form L-Form —--——ommmood

asymmetrische Hydrolyse
durch Dihydropyrimidinase

HOOCH-—COOH
NHCONH,
N -Carbamoyl- D -p -hydroxyphenylglycin

Bemische Decarbamoylierung

HO—@—(IJH—COOH

NH,
D -p- Hydroxyphenylglycin

Abb. 6. Chemische und enzymatische Verfahrensschritte bei der Herstellung
von D-p-Hydroxyphenylglycin durch stereoselektive Hydrolyse von DL-5-(p-
Hydroxyphenylyhydantoin.

D-p-Hydroxyphenylglycin®”*® und seine Derivate sind
wichtige Vorstufen fiir die Seitenketten von halbsyntheti-
schen Penicillinen und Cephalosporinen. Wir stellten fest,
daf} diese Aminosduren gut mit bakterieller Dihydropyri-
midinase aus den entsprechenden 5-substituierten Hydan-
toinen hergestellt werden konnen. Dieses Enzym kommt
mit hoher Aktivitiit in vielen Bakterien vor, besonders in
Aerobacter, Corynebacterium, Agrobacterium, Pseudomo-
nas, Bacillus und Strepromyces"*”. Aus Zellen von Pseudo-
monas putida ist das bakterielle Enzym in kristalliner Form
isoliert worden. Das Enzym zeigt die héchste Aktivitit und
Affinitat gegeniiber Dihydrouracil, greift aber auch eine
Fille von aliphatisch und aromatisch 5-monosubstituier-
ten D-Hydantoinen an und setzt sie zu den entsprechenden
p-Formen der N-Carbamoyl-a-aminosduren um!*", Daher
eignet sich das Enzym als Katalysator fiir die Herstellung
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Tabelle 7. Produktion von Aminosduren durch mikrobiecile Transformationen (a].

Aminosdure Reaktion Mikroorganismus und Enzym Lit.
L-Aminosduren N-Acyl-1.-aminosdure + H,0 — Aminoacylase [123]
L-Aminosdure + Essigsdure
S-Adenosylhomo- L-Hey + Adenosin — AdoHcy + H.O Alcaligenes faecalis (S-Adenosylhomocystein-Hydrolase) [77]
cystein (AdoHcy)
L-Alanin L-Asp + H,O — v-Ala + CO, Pseudomonas dacunhae [76]
(Asp-p-Decarboxylase)
L-Asparagin- Fumarsdure + NH. — L-Asp Escherichia coli (Aspartase) [60, 76]
sdure Maleinsiure + NH; — 1-Asp A. faecalis (Maleat-Isomerase und Aspartase) [124]
L-Citrullin L-Arg + H,O — 1-Cit + NH; P. putida [125)
(L-Cit) (Arg-Desiminase)
L-Cystein DL-ATC + 2H;0 — 1-Cys + NH; + CO, P. thiazolinophilum 871
(ATC-Racemase, ATC-Hydrolase und S-Carbamoyl-
L-cystein-Hydrolase)
3-Chlor-1.-Ala + H,S — 1-Cys + HCI Enterobacter cloacae [52, 55]

L-Custathionin L-Cys + O-Succinyl-L-homoserin —

L-Cystathionin + Bernsteinsdure

L-Dopa Brenzcatechin + Pyruvat + NH; — L-Dopa + H.O
Brenzcatechin + DL-Serin — 1-Dopa + H,0
L-Tyr + O; — L-Dopa + H.O

L-G utamin- DL-5-Carboxymethylhydantoin + 2H,O -»

sdure L-Glu + NH; + CO,

5-Hydroxyindo} + Pyruvat + NH; —
S-Hydroxy-L-tryptophan

pL-ACL + H;O — L-Lys

S-Hydroxy-L-
tryptophan
L-Lysin

t-Phenylalanin

trans-Zimtsiure + NH; — L-Phe

Acetamidozimtsiure + Aminosidure (als Amin-Donor) —
L-Phe + Ketosdure

Phenylpyruvat + L-Asp — 1.-Phe + Oxalessigsdure
Phenylpyruvat + NH; + NADH — L-Phe + NAD
L-Met + RSH (oder RSeH) —

S- (oder Se-)substituiertes 1.-Hcy + McSH

S- oder Se-
substituicrtes
t-Homocystein
L-Serin Gly + HCHO — 1-Ser

bL-00C + H,0 — L-Ser + CO;
L-Tryptophan Indol + Pyruvat + NH: — 1-Trp + H:0
Indol + 1-Ser — 1.-Trp

pL-IMH + 2H,;0 — -Trp + NH: + CO;
L-Tyrosin Phenol + Pyruvat + NH; — L-Tyr + H,;O
DL-5-substituiertes Hydantoin + H,O —
N-Carbamoyl-D-aminos3ure

3-Chlor-np-Ala + NaHS — p-Cys + NaCl
DL-5-(p-Hydroxyphenyl)hydantoin + H,O —
N-Carbamoyl-D-p-hydroxyphenylglycin + NH; + CO.
DL-5-Phenylhydantoin + H.O —
N-Carbamoyl-0-phenylglycin

D-Aminosduren

D-( ystein
D-p-Hydroxy-
phenylglycin
D-Phenylglycin
D-‘alin DL-5-1sopropylhydantoin+ H:O —
N-Carbamoyl-p-Val + NH; + CO:;

bL-5-Benzylhydantoin + 2H:O — 1-Phe + NH, + CO:

(Cys-Desulfhydrase) oder

Bacillus sphaericus (Cys-Synthase)
Cystathionin-y-Lyase oder [127, 128]
Cystathionin-y-Synthase

Erwinia herbicola (B-Tyrosinase) [S1, 52]
Aspergillus oryzae (Tyr-Hydroxylase) [128]
B. brevis (Hydantoinase und N-Carbamoyl-1-Glu-Hydro- [129]
lase)

Proteus retigeri (Tryptophanase) [52]
Achromobacter obae und Cryptococcus laurentii (ACL-Ra- [56]
cemase und -Hydrolase)

Flavobacterium amminogenes [130)
(Hydantoinase und N-Carbamoyl-L.-Phe-Hydrolase)

Rhodotorula glutinis [131]
(Phe-Ammoniak-Lyase)

A. faecalis [132]
(Acylase und Transaminase)

E. coli (Phe-Transaminase) [133)
Phe-Dehydrogenase [79. 80]
Mect-y-Lyase [134]
Pseudomonas 3ab, Sarcina albida, Hyphomicrobium methylo- [135]
vorum, u, a. (Ser-Hydroxymethyl-Transferase)

P. testosteroni und B. subtilis [136]
(L-OOC-Hydrolase und OOC-Racemase)

Proteus rettgeri (Tryptophanase) [52]

E. coli (Trp-Synthase) [78, 137]
F. amminogenes (Hydantoinase, N-Carbamoyl-L-Trp-Hy- [138]
drolase)

Erwinia herbicola (B-Tyrosinase) [51,52)
P. putida (Dihydropyrimidinase) [57, 58]
P. putida (3-Chlor-p-Ala-Dehydrochlorinase) [55]

P. putida (Dihydropyrimidinase) [57, 58]
P. putida (Dihydropyrimidinase) [57. 58)
P. putida (Dihydropyrimidinase) [57, 58)

[al Abkiirzungen: ATC: 2-Amino-4,5-dihydrothiazol-4-carbonsiure; Dopa: 3,4-Dihydroxyphenylalanin; ACL.: a-Amino-¢-caprolactam; OOC: 2-Oxooxazolidin-

4-cirbonsdure: IMH: 5-Indolylmethylhydantoin.

von D-Aminosiuren. Das Syntheseverfahren umfaf3t zwei
chemische und einen enzymatischen Schritt'“%. Die als
Substrat benétigten Hydantoine werden allgemein nach
der Methode von Bucherer und Sreiner aus Aldehyden syn-
thetisiert®. AnschlieBend werden die D-Hydantoine enzy-
matisch zu N-Carbamoyl-D-aminosduren hydrolysiert. In
der Praxis konnen Bakterienzellen mit hoher Enzymaktivi-
tat unmittelbar als Katalysatoren eingesetzt werden. Diese
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Zellen werden hergestellt, indem der ausgewihlte Stamm
in einem Medium unter Zusatz von Hydantoin oder Uracil
als Induktor kultiviert wird. Unter den Bedingungen fiir
die Enzymreaktion (bei pH 8-10) werden die L-Isomere
des verbleibenden Hydantoins rasch und spontan durch
Basenkatalyse racemisiert. Daher kénnen die racemischen
Hydantoine in diesem Schritt quantitativ zu N-Carbamoyl-
pD-aminosiduren umgesetzt werden, Die Carbamoylabspal-
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tung zu den D-Aminosduren gelingt durch Behandlung mit
dquimolaren Mengen Nitrit unter sauren Bedingungen!'*,
Die Konfiguration bleibt bei diesem Schritt vollstindig er-
halten; die Ausbeute ist fast quantitativ. Auf der Grund-
lage dieser Ergebnisse ist ein neues kommerzielles Verfah-
ren zur Herstellung von D-p-Hydroxyphenylglycin entwik-
kelt worden. Die Verwendung des teuren p-Hydroxybenz-
aldehyds fiir die Herstellung des Substrates DL-5-(p-Hy-
droxyphenyl)hydantoin wurde durch eine neue, effiziente
chemische Methode umgangen, bei der Phenol mit Gly-
oxylsdure und Harnstoff in saurer Losung aminoalkyliert
wird"*, Abbildung 6 zeigt den Gesamtablauf der Herstel-
lung von D-p-Hydroxyphenylglycin. Mit diesem Verfahren
1463t sich die Aminosédure vielleicht am 6konomischsten in
groBem Ma@stab produzieren. Auf dhnliche Weise werden
D-Phenylglycin und D-Valin kommerziell hergestellt; sie
sind wichtige Zwischenprodukte bei der Gewinnung halb-
synthetischer Penicilline bzw. Pestizide.

Die Carbamoylabspaltung kann auch enzymatisch
durchgefiihrt werden!'**l. So wurde z.B. berichtet, daf3
Pseudomonas sp. eine Decarbamoylase zusammen mit Hy-
dantoinase produziert. Damit sind zwei sequentielle en-
zymkatalysierte Reaktionen mdoglich: die stereospezifische
Hydrolyse von DL-5-(p-Hydroxyphenyl)hydantoin und die
anschlieBende Hydrolyse des D-Carbamoyl-Derivats zu D-
p-Hydroxyphenylglycin'*®. Fir eine praktische Anwen-
dung ist es allerdings noch notwendig, die Aktivitit des
zweiten Enzyms zu erhohen. Kiirzlich ist eine solche De-
carbamoylase im Detail charakterisiert worden!”),

5.1.2. Verwendung von Pyridoxalphosphat-abhdngigen
Enzymen

Die meisten Pyridoxal-5'-phosphat-abhidngigen Enzyme
sind am Aminosdurestoffwechsel beteiligt. Diese Enzyme
katalysieren sehr unterschiedliche Reaktionen, darunter
Transaminierung, Racemisierung, Eliminierung, Aus-
tausch, Decarboxylierung und Aldol-Kondensationen so-
wie Retrokondensationen. Deswegen werden die Enzyme
gelegentlich zur Produktion von Aminosduren genutzt. As-
partat-B-Decarboxylase!, B-Tyrosinase!®'-*?! und Phenyl-
alanin-Transaminase!'*! werden zur kommerziellen Her-
stellung von L-Alanin, L-Tyrosin bzw. L-Phenylalanin ein-
gesetzt.

Aromatische Aminosduren und schwefelhaltige Aminosdu-
ren®'-52%%1; B_Tyrosinase (EC 4.1.99.2) und Tryptophanase
(EC 4.1.99.1) sind Enzyme, die den Abbau von L-Tyrosin
zu Phenol, Pyruvat und Ammoniak bzw. den Abbau von
L-Tryptophan zu Indol, Pyruvat und Ammoniak katalysie-
ren. Die Eigenschaften der kristallinen Enzyme aus Citro-
bacter intermedius bzw. Proteus reftgeri sind recht einge-
hend beschrieben worden!®"*?-'%®, Sie katalysieren viele
Reaktionen, z. B. die a,B-Eliminierung [Gl. (6)), den B-Aus-
tausch [GI. (7)] und die Riickreaktion der a,B-Eliminierung
[GL. (8)].

RCH,—CH(NH.)—~COOH + H.0 —— RH + CH,~CO—COOH + NH;  (6)
RCH,—CH(NH;)~COOH + R'H —» R'CH,—~CH(NH;)-COOH + RH (7)

R'H + CH;-CO-COOH + NH; — R’CH,—CH(NH;)-COOH + H,O (8)
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Fiir B-Tyrosinase gilt R=Hydroxyphenyl, OH, SH, Cl;
R’=Hydroxyphenyl; fiir Tryptophanase gilt R=1Indolyl,
OH, Cl; R’=Indolyl.

Substrate der B-Tyrosinase fir die a,3-Eliminierung [Gl.
(6)] und den B-Austausch [GI. (7)] sind L-Tyrosin, L-Serin,
S-Methyl-L-cystein und 3-Chlor-L-alanin. Beim (-Aus-
tausch ist Phenol das zweite Substrat fiir die L-Tyrosin-
Synthese. Wenn statt Phenol entweder Brenzcatechin, Re-
sorcin, Pyrogallol oder Hydroxyhydrochinon als zweites
Substrat eingesetzt wird, kann L-Dopa, 2-Hydroxy-L-tyro-
sin, 2,3-Dihydroxy-L-tyrosin bzw. 2,5-Dihydroxy-L-tyrosin
synthetisiert werden. L-Tyrosin wird auch nach Gleichung
(8) aus Phenol, Pyruvat und Ammoniak gebildet. Brenzca-
techin, Resorcin und mehrere o- und m-halogenierte Phe-
nole sowie alkylierte Phenole sind fiir diese Riickreaktion
ebenso gute Substrate wie Phenol'**'%%), Diese Tyrosin-
Derivate kristallisieren unter den Reaktionsbedingungen
leicht aus; dadurch verlduft die Reaktion bis zum vollstin-
digen Umsatz. Der Mechanismus der Tyrosinase-kataly-
sierten Reaktionen laBt sich auf der Grundlage des allge-
meinen Mechanismus fiir Pyridoxal-5'-phosphat-abhin-
gige Reaktionen verstehen, wie er aus Abbildung 7 hervor-
geht. Fiir alle drei Reaktionen ist der Enzym-a-Amino-
acrylat-Komplex (in Abb. 7 als EA bezeichnet) die Schliis-
selsubstanz!®".

Wie bei den Reaktionen mit B-Tyrosinase kdénnen L-
Tryptophan und einige seiner Derivate, z. B. 5-Hydroxy-,
5-Amino- und 5-Methyl-L-tryptophan, gut mit Tryptopha-
nase als Katalysator synthetisiert werden!'sl.

Ausgehend von den Ergebnissen mit den kristallinen
Enzymen sind einfache und leistungsfihige enzymatische
Verfahren zur Herstellung dieser aromatischen L-Amino-
siduren entwickelt worden. In diesen Verfahren werden
Bakterienzelien mit hoher Enzymaktivitdt unmittelbar als
Katalysatoren eingesetzt. L-Tyrosin, L-Dopa, L-Trypto-
phan und 5-Hydroxy-L-tryptophan kdnnen mit hervorra-
gender Ausbeute synthetisiert werden!®'>2 3",

Cystein-Desulfhydrase (EC 4.1.1.1), O-Acetylserin-Sulf-
hydrolase (EC 4.2.99.8) und 3-Chlor-D-alanin-Dehydro-
chlorinase (EC 4.5.1.2) katalysieren dhnliche Reaktionen.
Diese Enzyme sind fiir die Herstellung von L- und D-Cy-
stein und ihren Derivaten von Bedeutung?®***'*% Dariiber
hinaus wurde die Anwendung von y-Austausch-Reaktio-
nen fiir die Synthese von L-Cystathionin!'?¢'?" und S- oder
Se-substituierten L-Homocysteinen vorgeschlagen, die von
Cystathionin-y-Lyase (EC 4.4.1.1) und Cystathionin-y-
Synthase (EC 4.2.99.9) bzw. von Methionin-y-Lyase (EC
4.4.1.11) katalysiert werden'"*%,

L-Phenylalanin ist ein wichtiger Baustein des kiinstlichen
SiiBstoffs Aspartam. Zu dieser Aminosdure fiihren viele
Synthesewege (siche Tabelle 7). Ein kiirzlich entwickeltes
Verfahren zur GroBproduktion schlieBt die alkalische Hy-
drolyse von Benzylidenhydantoin zu Phenylbrenztrauben-
sdure ein, das seinerseits enzymatisch aminiert wird (Abb.
8). Die enzymatische Umsetzung von Phenylbrenztrauben-
sdure wird mit L-Asparaginsdure als Amin-Donor und L-
Phenylalanin-Transaminase als Katalysator durchge-
fihrt!'>* >3 Werden Escherichia-coli-Zellen als Katalysa-
tor eingesetzt, die an Polyazetidin immobilisiert wurden,
konnen 30 g L~' Phenylalanin bei einer Ausbeute von 90
Mol-% produziert werden. Die Aktivitat der immobilisier-
ten Zellen 1aBt nur sehr langsam nach; die Halbwertszeit
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Pheny brenztraubensdure

Abb. 7. Mechanismus B-Tyrosinase-katalysierter Reaktionen. E: Enzym: S: Substrat; ES, EX, EX’: Enzym-Substrat-Komplexe; EA: Enzym-a-Aminoacrylat-

Komplex: E-NH:: Enzym-Ammoniak-Komplex.

wurde auf mehr als acht Monate geschitzt. Obwohl die
Gleichgewichtskonstante fir diese Reaktion etwa 1 be-
trigt, 146t sich die Reaktion bis zum vollstindigen Umsatz
weitertreiben, indem das Produkt Oxalessigsdure durch
rasche Decarboxylierung zu Brenztraubensiure entfernt
wird.

@-—CHZ—CO-—COOH

NH,

Phenylalanin

ik
HOOC—-CH,—CH—-COOH HOOC-CH,—CO—-COCH
Asparaginsdure Oxalessigsdure
H3C—-CO—-COCOH + CO,
Brenztrauben-

sdure

Abh. 8. Chemische und enzymatische Verfahrensschritte bei der Herstellung
von L-Phenylalanin durch enzymatische Transaminierung.

5.1.3. Verwendung von Aminosdure-Dehydrogenase

Ein kiirzlich entwickelter Syntheseweg fiir L-Aminoséu-
ren mit hoher optischer Reinheit verlduft iiber die reduk-
tive Aminierung von a-Ketosduren mit Aminosédure-Dehy-
drogenasen. Enzyme, die diese Reaktion katalysieren, be-
nétigen NAD(P)H als Cofaktor. Um den dquimolaren Ver-
brauch des teuren Cofaktors zu verhindern, wurde seine
kontinuierliche Regenerierung vorgeschlagen. Das erfolg-
reichste Beispiel ist die kontinuierliche Produktion von L-
Leucin mit Leucin-Dehydrogenase (EC 1.4.1.9), die zusam-
men mit Formiat-Dehydrogenase und polymergebunde-
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l
QCHZ—CH—COOH

nem NAD in einem Membranreaktor eingeschlossen
ist™l,

L-Alanin-Dehydrogenase (EC 1.4.1.1) und Phenylalanin-
Dehydrogenase haben sich als brauchbar fiir die Produk-
tion von L-Alanin”¥ bzw. L-Phenylalanin!”®®" erwiesen.
Reaktionen dieses Typs sind allgemein fir die Aminosiu-
re-Produktion anwendbar, wenn geeignete Dehydrogena-
sen und a-Ketosduren verfiigbar sind.

5.2. Peptide

In bahnbrechenden Arbeiten der siebziger Jahre wurde
die groBle praktische Bedeutung proteolytischer Enzyme
fiir Peptidumwandlungen erkannt, z. B. fir die Modifizie-
rung des Trypsin-Inhibitors aus Sojabohnen!'>*'*  die
Steigerung des Ndhrwertes von Proteinen!''* und die Syn-
these einiger biologisch aktiver kleiner Peptide!'*®\. Die er-
folgreiche Teilsynthese von Insulin®®-**'"“l verdeutlichte
dariiber hinaus den Wert proteolytischer Enzyme als lei-
stungsfihige Katalysatoren. Seitdem sind viele biologisch
aktive kleine Peptide, darunter Hormone und Neuropepti-
de, mit proteolytischen Enzymen hergestellt worden (Ta-
belle 8). Die Anwendung proteolytischer Enzyme ist in
letzter Zeit auf die Herstellung oder Modifizierung hoch-
molekularer Peptide (z.B. Enzyme, Antikorper, Protein-
hormone) ausgedehnt worden.

Weitere wichtige Enzyme fiir die Peptidherstellung sind
die Nucleosidtriphosphat-abhingigen Synthetasen. Syn-
thesen von Gramicidin S!"*%, Glutathion und verwandten
Peptiden!'®”! sowie Kyotorphin!'®! sind ebenfalls beschrie-
ben worden.

Human-Insulin: Schweine-Insulin und Human-Insulin
unterscheiden sich nur in der C-terminalen Aminosiure
der B-Kette. Wie Abbildung 9 zeigt, katalysiert eine Serin-
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Tabelle 8. Enzymatische Transformationen biologisch wichtiger Peptide.

Peptid Enzyme Lit.
Aspartam Thermolysin [115]
{Val*)-Angiotensin I (1-8) Papain {155)
mit P-Substanz Pepsin [156]
verwandte Peptide
(1-6)-NH;
Enkephalin Papain und Chymotrypsin {157}
oder Carboxypeptidase Y {158]
Caerulein Chymotrypsin, Papain, Subti- [159)
lisin, Metalloprotease und
Asp-Protease
mit Eledoisin Pepsin [156]
verwandte Peptide
(1 6)-NH:
Lachs-Calcitonin 1 Trypsin [160]
(1 32)
Human-Insulin Achramobacter-Protease 1 (31
oder Trypsin [301
Dynorphin (1-8) Chymotrypsin, Papain und [161}
Trypsin
(Lys®®)- und Chymotrypsin und Carboxy- (162]
(Trp™)-Sojabohnen- peptidase A
Trypsin-Inhibitor
(Arg'")- und Trypsin und Carboxypepti- [163]
(Trp**)-Ringer-Trypsin- dase A

Kallikrein-Inhibitor bzw. Chymotrypsin und Carb-

oxypeptidase A

Kyotorphin Leucyl-tRNA-Synthetase [164]
oder Chymotrypsin [165]
Gramicidin S Gramicidin-S-Synthetase [166]
Glutathion y-Glutamylcystein-Synthetase [167]
und Glutathion-Synthetase
v-Glutamylpeptide y-Glutamyl-Transpeptidase [167, 168]
oder y-Glutamylcystein-Syn- [167, 169}
thetase
Rinderpankreas- Subtilisin [170]
Ribonuclease A
(Gly*)- Trypsin 7
Staphylococcus-
Nuclease (6-149)

Plastein mehrere Proteasen [113}

Schweine- H—i OH 3
Insulin " Ala-0H

n
}\Achromobader-Profease I

Ala
H_ﬁ—OH 29
) " Lys-OH
hr-OtBujArhmmobacfer—ProteaseI

H—W—OH
H ‘
Human- H OH
Insuli l j 30
neuiin H Thr-0H

Abb. 9. Enzymatische Transformation von Schweine-Insulin zu Human-In-
sulin mit Achromobacter-Protease 1.

30
Thr-0/Bu

Protease, Achromobacter-Protease I, die selektive Hydro-
lyse des C-terminalen Alaninrestes der B-Kette von
Schweine-Insulin und anschlieflend die Kondensation des
Des(AlaB30)-Insulins mit einem Threoninester-Derivat.
Das Enzym spaltet spezifisch am Carboxylende von Lysin-
Resten. Obwohl das Verfahren Reaktionen bei pH 8.3 (Hy-
drolyse) und pH 6.5 (Kondensation) mit zwischenzeitlicher
Isolierung und Lyophilisierung von Des(AlaB30)-Insulin
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umfaBt, sind Gesamtausbeuten von 52% fiir Schweine-In-
sulin und 58% fiir Rinder-Insulin erreicht worden!®'. Nicht
umgesetztes Des(AlaB30)-Insulin kann wiederverwendet
werden. Zur Zeit wird Human-Insulin kommerziell durch
derartige enzymatische Transformationen aus Schweine-
Insulin sowie durch direkte Fermentation mit einer gen-
technologisch gewonnenen Escherichia-coli-Mutante her-
gestelit,

5.3. Antibiotica

Sehr viele Antibiotica wurden unter Verwendung von
Mikroorganismen oder Enzymen modifiziert. Viele dieser
Modifizierungen beruhen auf einfachen und chemisch de-
finierten Reaktionen (z. B. Hydrolyse, Acylierung und Des-
acylierung, Nucleotidylierung, Phosphorylierung, Glyco-
sylierung, Methylierung und Desmethylierung, Aminie-
rung und Desaminierung, Oxidation und Reduktion, Iso-
merisierung, Hydratisierung, Halogenierung). Einige die-
ser Reaktionen haben betrichtliche Bedeutung fiir die
Herstellung neuer halbsynthetischer Antibiotica.

Die i-Lactam-Antibiotica wurden eingehend untersucht.
Fiir die Praxis besonders wichtig sind die Desacylie-
rung von Penicillinen und die Acylierung von 6-Aminope-
nicillansdure (6-APA), 7-Aminocephalosporinsiure und 7-
Amino-3-desacetoxycephalosporinsdure. Im allgemeinen
katalysiert ein einziges Enzym, Penicillin-Acylase (EC
3.5.1.11), die Acylierung und die Desacylierung von Peni-
cillin, wobei die Lage des Gleichgewichtes vom pH-Wert
abhingt. Daher kann das Enzym sowohl zur Herstellung
von 6-APA als auch von halbsynthetischen Penicillinen
eingesetzt werden. Die industriellen Verfahren fiir die Her-
stellung von 6-APA aus Penicillin G werden entweder mit
immobilisierter Penicillin-Acylase!'’% '’ oder mit immobi-
lisierten Escherichia-coli-Zellen durchgefiihrt, die dieses
Enzym enthalten!'®%, 6-APA wiederum dient als Substrat
zur Herstellung neuartiger halbsynthetischer Penicilline
mit verbesserten therapeutischen Eigenschaften. Ublich
fur diesen Zweck ist cine chemische Acylierung; es sind
aber auch gute enzymatische Reaktionen fiir die Herstel-
lung von Ampicillin und Amoxicillin aus 6-APA und D-
Phenylglycin-methylester bzw. D-p-Hydroxyphenylglycin-
ethylester!’””! bekannt.

Bei einem leistungsfihigen enzymatischen Zwei-Stufen-
Verfahren wird Benzylpenicillin durch Kluyvera citrophila
bei pH 7.5 zu 6-APA desacyliert; 6-APA 148t sich anschlie-
lend durch Pseudomonas melagogenum mit DL-Phenylgly-
cin-methylester bei pH 5.5 zu Ampicillin acylieren!'’¥. Die
Pseudomonas-Acylase greift hierbei das Benzylpenicillin
nicht an.

5.4. Coenzyme

Einige Coenzyme werden in industriellem MaBstab her-
gestellt und als Pharmazeutika eingesetzt. Fiir ihre Herstel-
lung sind viele Methoden einschlieBtich mikrobieller
Transformation, Fermentation und chemischer Synthese
bekannt. Uber ihre Bedeutung als Pharmazeutika hinaus
haben Coenzyme als Cofaktoren bei vielen Enzymreaktio-
nen Bedeutung, dic bei mikrobiellen Transformationen
eine Rolle spielen. Um den stochiometrischen Verbrauch
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der teuren Coenzyme zu umgehen, sind mehrere Verfahren
zu ihrer Generierung oder Regenerierung entwickelt wor-
den, vor allem fiir ATP und NAD(P)H.

5.4.1. Regenerierungssysteme fiir Coenzyme und ihre
Anwendung

ATP: Da ATP nicht nur als Energiequelle, sondern bei
mehreren Enzymreaktionen auch als Substrat dient, miis-
sen sowohl seine Regenerierung (Recycling) als auch seine
Generierung (Herstellung) beriicksichtigt werden. Alige-
mein anwendbare Methoden zur Generierung oder Rege-
nerierung von ATP sind im folgenden zusammengestellt.

I. Glycolyse mit Hefe: Zugesetztes Adenosin (oder
AMP) wird von gemahlenen oder getrockneten Bickerhe-
fe- oder Bierhefe-Zellen rasch zu ADP und ATP phospho-
ryliert, wenn sie mit hohen Konzentrationen von Glucose
und anorganischem Phosphat inkubiert werden!'”.. Unter
geeigneten Bedingungen konnten mit Bierhefe 190 pmol

L. -! ATP bei einer Ausbeute von 63 Mol-% produziert
werden!'"’®. Fiir den gleichen Zweck werden auch andere
Hefen und Bakterien eingesetzt. Insbesondere fithren Sac-
charomyces-cerevisiae-Zellen, in denen Hexokinase oder
Glucokinase durch gentechnologische Methoden angerei-
chert sind, zu einem fast stéchiometrischen Umsatz von
Adenosin (130 mM) zu ATPU'77) Man geht davon aus, daf3
ATY - wie in Abbildung 10a gezeigt - durch Substratket-

a)

Glucose
\

By,

Glucose
] @/)\
PRPP AD\P@

9]
Me(OH— HCHON HCOOH 7<:EOY

EtOH + (O,

RCOOH » €0,

Aco NAD® NADH NAD® NADH
AMP_ N~ >
ADP--ADP — ATP—~[ATP

Mitochondrium

Abt. 10. Schematische Ubersicht iiber dic Reaktionssysteme zur ATP-Her-
stellung durch a) Hefefermentation, b) Verkniipfung von Adenin mit Ribo-
sephosphat und c) oxidative Phosphorylicrung in Mitochondrien. Ad: Ade-
nin: Ado: Adenosin: PRPP: 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat.

ten-Phosphorylierung von AMP oder Adenosin iiber ADP
unter Ausnutzung der Energie aus der Glycolyse gebildet
wird. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daB die leicht
verfiigbare Bickerhefe als Katalysator eingesetzt werden
kann.

2. Bakterielle Verknipfung von Ribosephosphat mit
Adenin: Aufgrund des Befundes, dall mehrere coryne-
forme Bakterien zugesetzte Basen in befriedigenden Aus-
beuten mit Ribosephosphat verkniipfen!'’®), wurde eine fiir
dic Praxis geeignete Produktionsmethode fiir ATP entwik-
kelt. Einer drei Tage alten Kultur von Brevibacterium am-
moniagenes wurde Adenin (2 mg mL~') zugesetzt, das
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wihrend weiterer 24stiindiger Inkubation zu ATP (1.57 mg
mL~"), ADP (1.59 mg mL~") und AMP (2.16 mg mL" ")
umgesetzt wurde!'’””. Gewaschene Zellen des gleichen
Stammes produzieren ebenfalls iiber 10 mg mL~' ATP bei
einer Ausbeute von 83 Mol-%!"®"). Da Adenin eines der bil-
ligsten Substrate ist, wird dieses System hiufig zur Herstel-
lung wichtiger Verbindungen angewendet. Als Schlisselre-
aktionen dieses Systems werden die Bildung von Phospho-
ribosylpyrophosphat (PRPP) aus Glucose, die anschlie-
Bende Kondensation mit Adenin zu AMP und die Phos-
phorylierung von AMP zu ATP durch Adenylat-Kinase
angenommen (Abb. 10b).

3. Oxidative Phosphorylierung: Die Zellen der methylo-
trophen Hefe Kloeckera sp. katalysieren nach Vorbehand-
lung mit dem lytischen Enzym Zymolase oder nach Zusatz
von Sorbit zum Reaktionsgemisch die Phosphorylierung
von Adenosin in Gegenwart von Methanol als Energie-
quelle!'®'), Die vorgeschlagene Reaktionsfolge umfaBt die
oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien und die
damit gekoppelte Oxidation von Methanol zu CO, sowie
die Phosphorylierung von Adenosin durch Adenosin-Ki-
nase und von AMP durch Adenylat-Kinase (Abb. 10c)!"*".
Dieses System ist fiir viele Transformationsreaktionen in-
teressant, weil die Energie des billigen Rohstoffs Methanol
genutzt werden kann.

4. Photophosphorylierung: Chromatophore aus photo-
synthetischen Bakterien, die unter Belichtung kultiviert
wurden, konnten ADP zu ATP phosphorylieren!'®2. Uber
eine ATP-Generierung mit isolierten Thylakoiden!'®3! oder
Chloroplasten!® wurde ebenfalls berichtet. Zur Zeit sind
diese Systeme allerdings nur von akademischem Interes-
se.

S. Verwendung zellfreier Enzyme: Phosphotransferasen
(Kinasen) sind Enzyme, die die Ubertragung ciner Phos-
phatgruppe von ATP auf ihr Substrat katalysieren, wobei
ATP zu ADP umgesetzt wird. Einige dieser Enzyme kataly-
sieren auch die Riickreaktion und lassen sich zur Regene-
rierung von ATP nutzen. Solche Enzyme sind Pyruvat-Ki-
nase (EC 2.7.1.40), Carbamoyl-Kinase (EC 2.7.2.2), Cre-
atin-Kinase (EC 2.7.3.2), Phosphoglycerat-Kinase (EC
2.7.2.3) und Aspartat-Kinase (EC 2.7.2.4). Die drei erstge-
nannten Enzyme, insbesondere aber Acetat-Kinase (EC
2.7.2.1) werden hiufig fiir diesen Zweck eingesetzt!'®*, Er-
fordert die in Frage kommende Transformation ein zell-
freies Enzym, so ist cine Kopplung dieser Enzymsysteme
sehr zu empfehlen.

Anwendungen der oben beschriebenen Systeme sind in
Tabelle 9 zusammengestellt. Vor- und Nachteile der Me-
thoden 1, 2 und 5 wurden von Langer et al.** diskutiert.

NADH und NADPH: Die lebende Zelle mit ihrem kom-
plexen und sorgfiltig regulierten Stoffwechsel enthilt
mehrere Regenerierungssysteme fiir NAD(P)H. Bei-
spielsweise finden bei der Oxidation von Glucose iiber
Glucose-6-phosphat zwei wichtige Reaktionen statt, bei
denen NADPH freigesetzt wird: die Oxidation von Gluco-
se-6-phosphat durch Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
und die anschlieBende Oxidation von 6-Phosphogluconat
durch 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase. Mit diesem Sy-
stem kann endogenes NADPH oder eine katalytische
Menge zugesetztes NADPH wirkungsvoll regeneriert wer-
den, indem man einfach Zellen eines Mikroorganismus
und Glucose in einem geeigneten Reaktionsansatz ver-

653



Tabelle 9. Anwendung ATP-regenericrender Systeme bei Synthesen biotechnologisch wichtiger Verbindungen.

Produkt ATP-regencrierendes System Mikroorganismus oder Enzym Lit.
Nucleosid-5'-triphosphate Glycolyse [a] Biéckerhefe u. a. [186]
GTP Verkniupfung mit Ribosephosphat [b] Brevibacterium ammoniagenes [179]
5-Guanylsiure Verknipfung mit Ribosephosphat [b] B. ammoniagenes [187]
ppGpp [c] und pppGpp [d] Verkniipfung mit Ribosephosphat [b] B. ammoniagenes (18%]
AppppA [e] Z¢llfreie Enzyme Acetat-Kinase, Adenylat-Kinase und Leucyl-tRNA- [189]
Synthetase
Nucleosiddiphosphat-Zucker Glycolyse [a] Bickerhefe u. a. [122, 186]
CDP-Cholin Glycolyse [a] Bierhefe u. a. {190}
NAD Verkniipfung mit Ribosephosphat [b] B. ammoniagenes [191]
Zelifreie Enzyme Acetat-Kinase, Adenytat-Kinase und NAD-Pyro- {192y
phosphorylase
NADP Glycolyse [a] Backerhefe und B. ammoniagenes (193]
Zellfreie Enzyme Acetat-Kinase, Adenylat-Kinase, NAD-Pyrophos- [192]
phorylase und NAD-Kinase
FAD Verkniupfung mit Ribosephosphat [b] B. ammoniagenes oder Sarcina lutea [194]
Glycolyse {a] Bickerhefe und Arthrobacter globiformis [195]
Coenzym A Verknipfung mit Ribosephosphat [b] B. ammoniagenes oder S. lutea [196)
Glycolyse [a] Biackerhefe und B. amnioniagenes [197]
S-Adenosylmethionin Glycolyse [a] Saccharomyces sake [198]
Zellfreie Enzyme Pyruvat-Kinase, Adenylat-Kinase, anorg. Pyro- [199]
phosphatase und Methionin-Adenosyl-Transferase
Glutamin Glycolyse [a] Bickerhefe und Glutamin-Synthetase [200])
‘Theanin (N°-Ethylglutamin) Glycolyse [a] Bickerhefe und Glutamin-Synthetase [201]
Glutathion Glycolyse [a] Bickerhefe [202]
Glycolyse [a] Bickerhefe, y-Glutamylcystein-Synthetase und Glu- [167]
tathion-Synthetase
ZellfreicEnzyme Acetat-Kinase und Escherichia coli {203}
Gramicidin S Zellfreie Enzyme Acetat-Kinase und Gramicidin-S-Synthetase [166}
Glucose-6-phosphat Zelifreie Enzyme Acetat-Kinase und Hexokinase [204)
Galactose-1-phosphat Glycolyse [a] Bickerhefe und Galactokinasc [205]

[a] Zum allgemeinen Reaktionsablauf siehe Abb. 10a. [b] Dieses Verfahren schlielt die direkte Verkniipfung von Basen mit Ribosephosphat oder ihre Modifizie-
rung ein. Zum allgemeinen Reaktionsablauf sieche Abb. 10b. [¢] Guanosin-3',5"-bis(diphosphat). {d] Guanosin-3'-diphosphat-5'-triphosphat. [e] Diadenosintetra-

phosphat.

mischt. Die Reduktion von Carbonylverbindungen durch
Hefen, die gelegentlich in der priparativen Chemie durch-
gefithrt wird"'*¢"%%l basiert in erster Linie auf diesem Sy-
stem. In gleicher Weise werden die Reaktionen, die die
Oxidation von Methanol zu CO, durch methylotrophe Mi-
kroorganismen bewirken, als leistungsfihige Systeme zur
NADH-Regenerierung angesehen (sieche Abb. 10c).

Werden zellfreie Enzyme eingesetzt, die reduzierte Nico-
tinamid-Cofaktoren erfordern, wird zusitzlich ein Regene-
rierungssystem bendtigt. Allgemein anwendbare Systeme
haben Whitesides und Wong"'¥ beschrieben. Am hiufig-
sten eingesetzt werden die Systeme Formiat/Formiat-De-
hydrogenase!”, Glucose/Glucose-Dehydrogenase und
Glucose-6-phosphat/Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase,
da die Substrate (Wasserstoff-Donoren) und die jeweiligen
Enzyme leicht verfiigbar sind. Vor allem das Formiat/For-
miat-Dehydrogenase-System bietet Vorteile, denn Formiat
geht in CO, liber, das keine Probleme bei der Aufarbeitung
der Produkte verursacht. Die Anwendbarkeit dieses Sy-
stems ist von Kula und Wandrey et al."*’? umfassend un-
tersucht worden.

5.4.2. Coenzym-Produktion

In diesem Beitrag werden nur drei Coenzyme beschrie-
ben, fiir die wir Produktionsverfahren entwickelt haben
(andere Coenzyme siehe I''T),
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Coenzym A™1: Die Biosynthese von Coenzym A (CoA)
aus Pantothensiure, L-Cystein und ATP umfaBt fiinf se-
quentielle Enzymreaktionen (Abb. 11)?%\ In Brevibacreri-

>/m:!‘ Pantothensaure
J—
! T

{P-Pantothensaure Pantothenaylcystein

gg ATP XD 42 +Cystein 64
EE P-Pantothenoylcystein Pantethein
£ 3 /
£ N p-Pantethein * TP
8l ATP 2 | )
& ) Dephospho-CoA H
:; ATP I (S é
------------------- CoA ---------"

Abb. 11. Der Biosyntheseweg von Coenzym A (siehe Text).

um-ammoniagenes-Zellen fanden wir alle fiinf fiir die Syn-
these von CoA erforderlichen Enzyme (Abb. 11, Weg
1-2-3-4-5 oder Weg 7-4-5), und zwar alle mit hohen Akti-
vitaten®> 19620 Werden Zellen dieses Stammes als Kata-
lysator eingesetzt, kann CoA (2-5gL~!) effizient aus
den oben genannten drei Substraten synthetisiert wer-
den(8%196:207.210 Dyje Bigsynthese von CoA aus den drei
Substraten oder aus Pantethein und ATP wird in diesem
Stamm hauptsidchlich durch eine Feedback-Inhibierung
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der Pantothenat-Kinase (EC 2.7.1.33) durch das Endpro-
dukt CoA reguliert; dieses Enzym katalysiert die Phospho-
rylierung von Pantothenat oder Pantethein. Beim Versuch,
die CoA-Ausbeute in diesem System zu erhéhen, traten
Probleme auf, weil Uberproduktion von CoA die CoA-
Synthese hemmt. Um die Feedback-Inhibierung zu umge-
hen, wurde die enzymatische Phosphorylierung von Pan-
tothensdure durch eine chemische Phosphorylierung er-
setzt. Unter geeigneten Bedingungen wurden in 50 mL Re-
aktionsansatz 1.65 g CoA aus P-Pantothensiure, L-Cystein
und ATP synthetisiert (64 Mol-% Ausbeute, bezogen auf
ATP)*'! In gleicher Weise wurde CoA (115 g L~") aus P-
Panrethein und ATP synthetisiert (quantitative Ausbeu-
te)? 1.

Einen anderen Weg zur Verbesserung der CoA-Aus-
beure bietet die Verwendung von Mutanten, denen die
Repression durch Feedback-Inhibierung fehit, oder von
Mutanten mit erhohter Pantothenat-Kinase-Aktivitit. Ein
mutierter Stamm von B. ammoniagenes mit einer Resistenz
gegen Oxypantethein (einem Sauerstoff-Analogen von
Pantethein) hat eine dreifach hohere Pantothenat-Kinase-
Aktwvitidt als der Elternstamm. Mit dem in Abbildung 10b
gezeigten ATP-generierenden System bildet dieser Stamm
9.32L~" CoA aus Pantothensdure (3.6 g L"), L-Cystein
(1.8gL"") und AMP (6gL ") oder 11.5g L~" CoA aus
Pantethein (5gL~') und AMP (6gL~") (70-100 Mol-%
Ausbeute, bezogen auf AMP)*'?, Diese Werte sind etwa
dreimal hoher als beim Elternstamm.

Reaktionsbedingungen fiir die gezielte Synthese von P-
Pantothensdure, P-Pantethein oder 3-Dephospho-CoA
wurden ebenfalls ermittelt!?07-213]

S-Adenosyimethionin (AdoMet) und S-Adenosylhomocy-
stein (AdoHcy)""*'* sowie verwandte Nucleoside haben in
letzter Zeit groBes Interesse als Schliisselregulatoren fiir
viele biologische Transmethylierungen gefunden (Abb. 12).
Obwohl sich fiir diese Nucleoside auf pharmazeutischem

NH,
N
L
H2N\ ® N N
CH—CHZ—CHZ—IS—CH2 - R—CH5

ATP 79 , 0

S-Adenosylmethionin

(AdoMet) NH,
N/ N
>
HZN\CH H c NG
—CH;~CH,—S-CH,
7/
HOOC 0
HO OH
Methionin
(AdoHcy)
S -Adenosylhomocystein-
Hydrolase
CH; S N Homocystein

Adenin

und chemotherapeutischem Gebiet bedeutende Moglich-
keiten abzeichnen'” ist vor unseren Arbeiten kein Ver-
fahren fiir die Produktion dieser Nucleoside in die Praxis
eingefithrt worden.

Wir haben eine Fiille von Mikroorganismen hinsichtlich
ihrer Fahigkeit untersucht, AdoMet aus L-Methionin zu
produzieren. Wir fanden, daB3 eine Gruppe von Sake-He-
fen (Stimme von Saccharomyces sake) zugesetztes Methio-
nin spezifisch in AdoMet umwandelt!'*®], das sich akkumu-
liert. S. sake Kyokai Nr. 6 wurde als aussichtsreichster
Produzent selektioniert. Er setzt etwa 25% des zugesetzten
Methionins (10 g L~') zu AdoMet um, wenn er mit Sac-
charose und Harnstoff als iiberwiegender C- bzw. N-
Quelle kultiviert wird. Unter geeigneten Bedingungen wer-
den 11gL~' AdoMet in Zellvakuolen angereichert. Das
entspricht mehr als 25% der gesamten Zelltrockenmasse.
Somit hebt sich S. sake vorteilhaft von der handelsiibli-
chen AdoMet-reichen Hefe ab, die nur etwa 20 mg g~
Festsubstanz enthilt. Als hauptsidchliche Ursache dieser
ungewohnlichen AdoMet-Produktion wird die ausgespro-
chen hohe Aktivitit der Methionin-Adenosyl-Transferase
(EC 2.5.1.6) in dieser Hefe vermutet.

AdoHcy ist das Produkt biologischer Transmethylierun-
gen, die AdoMet als Methyl-Donor nutzen. Vor unseren
Untersuchungen vermutete man lange Zeit, daB3 zwei cha-
rakteristische Reaktionen, die Spaltung von AdoHcy an
der Glycosylbindung in Adenin und S-Ribosylhomocy-
stein und die anschlieBende Hydrolyse des S-Ribosylho-
mocysteins zu L-Homocystein und Ribose, die einzigen
Reaktionen beim Stoffwechsel von AdoHcy in prokaryon-
tischen Zellen seien, wihrend AdoHcy in eukaryontischen
Zellen durch die AdoHcy-Hydrolase unmittelbar zu L-Ho-
mocystein und Adenosin hydrolysiert wird (sieche Abb. 12
und ?'%), Unsere Screening-Untersuchungen nach geeigne-
ten Enzymen fiir die AdoHcy-Synthese ergaben, da3 viele
prokaryontische Zellen betrichtliche Anteile an AdoHcy-

S -Adenosylhomocystein T} S-Ribosylhomocystein

Adenosin

Abb. 12. Der Cyclus des ,,aktiven Me-
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thyls** (S-Adenosylmethionins).
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Hydrolase enthalten”'*.  Prokaryonten-AdoHcy kann
leicht aus Alcaligenes-faecalis-Zellen gereinigt und kristal-
lisiert werden. In diesem Stamm besteht das extrahierbare
Protein der Zellen zu etwa 2.5% aus dem Enzym'*'®.. Dieser
Wert ist etwa 100mal héher als bei eukaryontischen Zel-
len.

Bei der in-vitro-Hydrolyse von AdoHcy durch AdoHcy-
Hydrolase liegt das Gleichgewicht weit auf der Seite von
AdoHcy: deshalb wird das Enzym als niitziicher Katalysa-
tor fiir die Synthese von AdoHcy aus L-Homocystein und
Adenosin angesehen. Diese Synthese gelingt durch Inku-
bation von Adenosin und L-Homocystein mit A.-faecalis-
Zellen (Ausbeute 70-80 g L~ 2"\ Ein Problem bei der
Synthese nach dieser Methode war es, da3 das D-Isomer
von Homocystein vom Enzym nicht erkannt wird. Um das
zu umgehen, wurde nach Stdmmen gesucht, die AdoHcy
aus D-Homocystein synthetisieren konnen. Ein solcher
Stamm ist Pseudomonas putida. Die Hydrolase aus P. pu-
rida setzt zwar - wie das Enzym aus A. faecalis - aus-
schlieB8lich L-Homocystein um, doch bildet das Bakterium
zusitzlich eine Racemase, die die gegenseitige Umwand-
lung von D- und L-Homocystein katalysiert. In einer Mi-
schung von Adenosin und DL-Homocystein mit A.-faecalis-
(36 g L") und P.-putida-Zellen (4 g L~') in Kaliumphos-
phat-Puffer wurden mehr als 70 g L~' AdoHcy mit prak-
tisch quantitativer Ausbeute erhalten?'®,

In gleicher Weise kann eine Anzahl anderer neuartiger
S-Nucleosidylhomocysteine wirkungsvoll aus den entspre-
chenden Adenosin-Analoga synthetisiert werden, z. B. For-
mycin A, Neburalin und Adenosin-N'-Oxid?'". Diese Ver-
bindungen kénnten pharmazeutische und chemotherapeu-
tische Bedeutung haben''*,

5.5. Organische Siiuren und Lactone

Optisch aktive a- und g-Hydroxycarbonsduren und ihre
Derivate sind wichtige chirale Bausteine. Es gibt mehrere
Wege zu ihrer Synthese, besonders mit organisch-prépara-
tiven Methoden. In neuerer Zeit sind durch Screening-Un-
tersuchungen mehrere geeignete Mikroorganismen gefun-
den worden (siehe unten). Andere mikrobielle Transforma-
tionen von praktischer Bedeutung, die zu organischen Sau-
ren fiihren, sind in Tabelle 6 zusammengestellt.

D-(—)-f-Hydroxyisobuttersdure: Optisch aktive B-Hydro-
xyisobuttersdure wird als vielseitiger chiraler Baustein ein-
gesetzt. Das L-( +)-Enantiomer ist fiir die Synthese von a-
Tocopherol™, Muscon™®, Lasalocid A™®*%, Calcimycin®*?"
und anderer Verbindungen verwendet worden, wihrend
das D-(—)-Enantiomer zur Synthese von Captopril dient,
einem Inhibitor des Angiotensin-Converting-Enzyms"**?,
Fiir die optisch aktive p-Hydroxyisobuttersiure wurden
mehrere Synthesewege beschrieben: B-Hydroxylierung von
Isobuttersaure!'*”-2*2 Hydratisierung von Methacrylsiu-
re!'"’l enantioselektive Oxidation von prochiralem 2-Me-
thyl-1,3-propandiol®?*, stereoselektive Reduktion von
Ethyl-a-formylpropionat’®®*. Die B-Hydroxylierung von
Isobuttersdure durch Pseudomonas putida und die meisten
anderen Mikroorganismen ergibt das L-(+)-Enantio-
mert'®”-?*3, Nur wenige Mikroorganismen, darunter Can-
dida rugosa, produzieren spezifisch das p-(—)-Enantio-
mer'"”’). Es gibt eine C.-rugosa-Mutante, der die 8-Hydro-
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xyisobutyrat-Dehydrogenase fehit und die daher die wei-
tere Oxidation der gebildeten B-Hydroxyisobuttersaure zu
Isobutyraldehyd nicht katalysieren kann. Der Stamm pro-
duziert 36.6 g L' n-(—)-B-Hydroxyisobuttersiure in na-
hezu quantitativer Ausbeute®®®®., Diese Reaktion wird zur
kommerziellen Produktion von Captopril eingesetzt (Abb.
13)[222].

CHs

CH;
| C. rugosa SOCl,

H3C—CH-COOH ————> HOCH,~CH-COOH ———>

CHs

L -Prolin

¥
CICH,~CH-COCl ————>

CHj CHs
CICH,~CH-CO  cooH HSCH,—CH=CO  ooH
N NH,SH N
O T ()
Captopril

Abb. 13, Synthese von Captopril durch enzymatische Oxidation von Isobut-
tersdure.

D-(—)-Pantolacton, das y-Lacton der D-(—)-Pantoinsiu-
re, ist ein wichtiges chirales Edukt fiir die Synthese eines
Vitamins, der D-(+4)-Pantothensidure. Die herkémmliche
Synthese erfordert die langwierige chemische Trennung
des racemischen Pantolactons. Wir haben vor kurzem zwei
vorteilhafte mikrobielle Verfahren beschrieben, die dieses
Problem umgehen. Rhodococcus ervthropolis wandelt von
racemischem Pantolacton nur das t-(+)-Enantiomer in
das p-(—)-Enantiomer um, ohne das vorhandene D-(—)-
Enantiomer zu verdndern. Unter geeigneten Reaktionsbe-
dingungen erhalt man mit gewaschenen Zellen als Kataly-
sator 18.2 g L ~' D-(—)-Pantolacton mit einer Enantiome-
renreinheit von 94.4% (90.5 Mol-% chemische Ausbeu-
1)1, Diese ungewshnliche Umsetzung verlduft iiber die
in Abbildung 14 gezeigte Reaktionskette: 1. enzymatische
Oxidation von L-(+ )-Pantolacton zu Ketopantolacton,
2. rasche und spontane Hydrolyse zu Ketopantoinsiure,
3. enzymatische Reduktion zu D-(—)-Pantoinsdure. Das
Verfahren ist einfach und erfordert keine Racemisicrung,
wie sie bei der herkommlichen chemischen Synthese not-
wendig ist.

Einen anderen Zugang bietet die enantioselektive Re-
duktion von Ketopantolacton zu D-(—)-Pantolac-

OH o OH
_Z_:E H  enzymatisch ﬂ ﬂ}-{
_
0 0 0 0 0 0
L-PL KPL b-PL
spontan chemisch
(pH 7) (Hcy)
0 OH
enzymatisch f—* nwH
[ E _—
COOH OH
OH OHCO
KPA D -PA

Abb. 14, Reaktionssystem fiir die stereoselektive Oxidation und Redukuon
bei der Umsetzung von 1-(+)-Pantolacton zum D-(—)-Enantiomer mit Rho-
dococcus-ervthropolis-Zellen. p-PL: D-(—)-Pantolacton; 1-PL: 1-(+)-Panto-
lacton; D-PA: p-(—)-Pantoinsiure; KPL: Ketopantolacton; KPA: Ketopan-
toinsaure.
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tonl>* 61108227 Werden Candida-parapsilosis- oder Rhodo-
torula-minuta-Zellen mit Ketopantolacton und Glucose in-
kubiert, so produzieren sie etwa 100 gL~"' bzw. S0g L'
D-(—)-Pantolacton mit hervorragender chemischer (95-
100%) und optischer (90-95% e.e.) Ausbeute!*>'%%22") Bei
dieser Reaktion wird die asymmetrische Reduktion durch
eine kiirzlich entdeckte Carbonyl-Reduktase katalysiert,
die spezifisch fiir konjugierte Polyketone ist und NADPH
als Cofaktor erfordert™. Als Energiequelle fiir die Rege-
nerierung von NADPH wird Glucose vermutet.

5.6. Grundchemikalien

Wie bereits in Abschnitt 3 beschrieben, gewinnen mikro-
biclle Transformationen fiir die industrielle Herstellung
von Grundchemikalien unter mehreren Gesichtspunkten
rasch an praktischer Bedeutung. Die Produktion von
Acrylamid durch die bakterielle Nitril-Hydratase, das erste
erfolgreiche Beispiel, sei hier etwas eingehender beschrie-
ben. Ebenfalls diskutiert werden andere mogliche Trans-
formationen von Nitrilen.

Acrylamid wird fur viele Zwecke verwendet, z.B. als
Flockungsmittel und als Bestandteil synthetischer Fasern.
Das herkommliche Syntheseverfahren verlduft iiber die
Hydratisierung des Nitrils mit Schwefelsdure oder mit
Kupfersalzen oder Palladium-Komplexen als Katalysato-
ren. Ausgehend von den Ergebnissen unserer umfangrei-
chen Arbeiten iiber den mikrobiellen Abbau von Nitrilen
haben wir ein neues Verfahren entwickelt, bei dem Nitril-
Hydratase, ein mikrobielles Enzym, als Katalysator fiir die
Hydratisierung des Nitrils eingesetzt wird?%.

Aus Zellen eines Acetonitril-abbauenden Arthrobacter
sp. wurde ein neuartiges Enzym hoch gereinigt und cha-
rakterisiert. Es handelt sich um eine aliphatische Nitril-
Hydratase, die Acetonitril zu Acetamid hydratisiert!2**!
[siehe GI. (9)]. Das Enzym ist anders ais Nitrilase (EC
3.5 5.1), die die Bildung von Siuren durch hydrolytische
Eliminierung des Stickstoffs unter Bildung von Ammoni-
umsalzen katalysiert [Gl. (10)}.

RCN + H;0 —-> RCONH, (9)
RCN + 2H,0 — RCOOH + NH, (10)

Abbildung 15 zeigt einen Vorschlag fiir den Reaktions-
mechanismus von Nitrilase und Nitril-Hydratase. Ein nu-
cleophiler Angriff am Nitril-Kohlenstoff durch eine reak-
tive Thiolgruppe des betreffenden Enzyms fiihrt zur Bil-
dung eines enzymgebundenen Imins, das anschlieBend zu
einem Zwischenprodukt mit tetraedrischem Kohlenstoff
hydratisiert wird (Abb. 15a). Dieser ProzeB ist fiir beide
Enzyme gleich. In Gegenwart von Nitrilase wird das Zwi-
schenprodukt in Ammoniak und einen Acyl-Enzym-Kom-
plcx zerlegt, der anschlieBend zu einer Carbonsiure hydro-
lysiert (Abb. 15b). Im Fall der Nitril-Hydratase fungiert
das Enzym selbst als Abgangsgruppe; daher entsteht ein
Amid (Abb. 15¢). Die Hydratase katalysiert die Hydratisie-
rung unterschiedlicher aliphatischer Nitrile, darunter
Acrylonitril und Methacrylonitril. Werden allerdings dic
Arthrobacter-sp.-Zellen direkt als Katalysator fiir die
Amidproduktion verwendet, so reagieren die Nitrile fast
vollstindig zu den Sduren. Ursache ist die gleichzeitige In-
duktion einer Amidase (EC 3.5.1.4), die in den Zellen mit
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/NH H0 ?H
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8 R-CN +ESH —> R-C| <= R-C-NH,
SE H0 SE
Nitrilase:
H
-~
0) 0 o 0
I % 2 7
—c4 - -
b)  R-GANH; —> R-C_ ——>R-C_ + ESH
SE NH3 SE OH

Nitril-Hydratase:

rd

O) 0

I Y4

c) R—Cl—NH2 —>R-C_ + ESH
& NH,

Abb. 15. Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus fiir Nitrilase und Nitril-
Hydratase. ESH: Enzym mit Thiolgruppe (siehe Text).

hoher Aktivitat auftritt®®. Aus diesem Grund wurde ein
Screening nach Mikroorganismen mit hoher Nitril-Hydra-
tase- und niedriger Amidase-Aktivitit durchgefiihrt; dabei
dienten mehrere Nitrile als Wachstumssubstrate. Bei der
Kultivierung mit Isobutyronitril als tiberwiegender Stick-
stoffquelle wurde Pseudomonas chlororaphis B23 als ein
solcher Stamm erkannt. Obwohl in diesem Bakterium die
Bildung einer Amidase induziert werden kann, die zusam-
men mit der Hydratase wihrend des Wachstums eine ge-
wisse Aktivitit gegeniiber Isobutyronitril zeigt, ist diese
Amidase gliicklicherweise gegeniiber Acrylamid fast vollig
inaktivi**. Man kann daher vermuten, daB eine stéchio-
metrische Umsetzung von Acrylonitril zu Acrylamid mog-
lich sein sollte, selbst wenn das Hydratase-Praparat mit
Amidase verunreinigt ist.

In der Praxis wird die Reaktion durchgefiihrt, indem
Acrylonitril bei niedrigen Temperaturen (iiblicherweise 5
bis 10°C) mit den Pseudomonas-Zellen inkubiert wird. Da
Acrylonitril die Thiolgruppen von Proteinen spezifisch
modifiziert, konnte es das aktive Zentrum der Nitril-Hy-
dratase bei hoheren Temperaturen maskieren. Unter geeig-
neten Bedingungen kénnen mehr als 400 g L' Acrylamid
mit nahezu quantitativer Ausbeute produziert werden. Auf
gleiche Weise lassen sich Methacrylamid (200 g L"),
Acetamid (150 g L"), Propionamid (560 g L *"), n-Butyr-
amid (160 g L"), Crotonamid (200 g L " ') und Isobutyr-
amid (100 g L ') gewinnen®%.

Nach der Optimierung der Kultivierungsbedingungen
fiir die Produktion von Nitril-Hydratase aus Pseudomonas
lag die Enzymaktivitit in der Kulturbrithe 900mal hsher
als der urspriinglich beschriebene Wert'?*%. Die Nitril-Hy-
dratase aus Pseudomonas ist kiirzlich ausfiihrlich charakte-
risiert worden!®*"l. Dieses Verfahren ist einfach, sauber und
schnell, erfordert keine spezielle Ausriistung zur Energie-
versorgung und ergibt ein hochreines Produkt. 1987 wurde
P. chlororaphis B23 fiir die kommerzielle Herstellung von
Acrylamid eingesetzt.

Wie dieses Beispiel nahelegt, bilden nitrilumsetzende
Enzyme wie Nitril-Hydratase, Amidasc und Nitrilase eine
Enzymgruppe, der zahlreiche Anwendungsméglichkeiten
als Katalysatoren fiir organisch-chemische Verfahren of-
fenstehen diirften. Hydratasen und Amidasen sind in Mi-
kroorganismen weit verbreitet. Meistens werden beide vom
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gleichen Mikroorganismus gebildet, und meistens weisen
sie eine breite Substratspezifitdt auf. Daher konnen die En-
zyme nicht nur fiir die Herstellung von Amiden verwendet
werden, sondern auch fiir weiterreichende und variable
Zwecke, z. B. fiir die Synthese optisch reiner Aminosduren
und Hydroxysduren aus den entsprechenden Aminonitri-
len bzw. Cyanhydrinen. So kann die enzymatische Hydro-
lyse eines Dinitrils fiinf Produkte ergeben, nimlich Mono-
amid-Mononitril, Monocarbonsiure-Mononitril, Diamid,
Monoamid-Monocarbonsidure und Dicarbonsiure, wih-
rend eine sdure- oder basekatalysierte Hydrolyse nur das
Diamid und die Dicarbonsiure liefert. Ausgehend von ei-
nem Nitril konnen dariiber hinaus in Verbindung mit an-
deren chemischen oder enzymatischen Reaktionen viele
andere wichtige Verbindungen gewonnen werden (siehe
Abb. 16)1*2,

conn,
coon coon
COOR COOH
CONH, CONH,
COOR coon
CHNH, = CHN":
COOR COOH
COOH COOH
cmon conm
cnmn, cnon cnmn,
coon

Abb. 16. Maglichkeiten der mikrobiellen Transformation von Dinitrifen.

5.7. Lipide

Die Herstellung von olartigen Zwischenprodukten wie
Fettsduren, Fettsdureestern und Fettalkoholen umfafit
Schritte, die ebenfalls enzymatisch durchgefiihrt werden
kénnen. Schliisselenzyme fiir solche Transformationen
sind Lipasen!®3). Sie kénnen fiir die selektive oder partielle
Fettspaltung, die Hydrolyse von Wachsestern zu Fettalko-
holen und zur Estersynthese sowie zur Umesterung einge-
setzt werden.

Je nach ihrer Regioselektivitét fiihren spezifische Lipa-
sen zu wertvollen Triacylglycerin-Mischungen, die durch
herkdmmliche chemische Veresterung nicht hergestellt
werden konnen. Interessante Beispiele sind die Umeste-
rung von Palmdl mit Fettsduremethylestern zu Kakaobut-
ter-Ersatz und das Hirten von Pflanzendlen durch Um-
esterung mit hoher schmelzenden Triacylglycerinen!®**.

Andere bemerkenswerte Beispiele sind die Oxidation
von Fettsduren oder n-Alkanen zu Dicarbonsduren!'*?, die
Herstellung von Prostaglandin-Synthonen sowie die Modi-
fizierung von Prostaglandinen'**®,

6. SchluBbemerkungen

Im Prinzip ist es moglich, mikrobielle Transformationen
fiir Mehrschritt-Reaktionen einzusetzen, wie das Beispiel
der CoA-Synthese zeigt. In den meisten Fillen allerdings
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werden mikrobielle Transformationen fiir Einschritt-Reak-
tionen genutzt, bei denen sie auch am leistungsfahigsten
sind.

Wie bei herkdmmlichen chemischen Synthesen wird fiir
eine mikrobielle Transformation ein Substrat bendtigt, das
dem Produkt dhnelt. Das ist ein Nachteil der mikrobiellen
Transformation, weil zur Bereitstellung der Substrate Ver-
fahren wie chemische Synthese oder Fermentation not-
wendig werden kénnen.

Bei der Produktion wichtiger Verbindungen scheinen
mikrobielle Transformationen, Fermentationsverfahren
und chemische Synthesen miteinander zu konkurrieren.
Wie die Beispiele in diesem Beitrag gezeigt haben, werden
die besten Ergebnisse jedoch durch Kombinationen dieser
Methoden erreicht.

Mikroorganismen passen sich besser an unterschiedliche
Lebensbedingungen an ais hohere Zellen. Daraus folgt,
daB Mikroorganismen bemerkenswerte Fahigkeiten zur In-
duktion neuer oder neuartiger Enzymsysteme haben, die
fremde Substrate umsetzen konnen. Es ist moglich, Mikro-
organismen zu finden und zu kultivieren, die in auflerge-
woéhnlichen Umgebungen iiberleben oder wachsen kdén-
nen, z. B. Psychrophile, Thermophile, Acidophile und Al-
kalophile. Diese Mikroorganismen bilden einzigartige En-
zyme, die Hitze, Alkali oder Sduren vertragen. Dariiber
hinaus haben die Techniken der Fermentation und Enzym-
reinigung sowie die Gen- und Enzymtechnologic groile
Fortschritte erzielt. Zieht man alle diese Tatsachen in Be-
tracht, muf} es bei der Nutzung von Mikroorganismen zur
Produktion wichtiger Verbindungen viel mehr Moglichkei-
ten geben, als wir uns derzeit vorstellen konnen.
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