
Mikrobielle und enzymatische Verfahren zur Produktion 
biologisch und chemisch wertvoller Verbindungen 

Von Hideaki Yamada* und Sakayu Shimizu* 

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

1. Einleitung 

Wahrend der letzten zehn Jahre wurden biochemische 
Reaktionen, die von Mikroorganismen ausgefuhrt oder 
durch Enzyme katalysiert werden, umfassend unter orga- 
nisch-pr3parativen Gesichtspunkten ausgewertet; dabei er- 
gaben sich bedeutende Moglichkeiten dieser Reaktionen 
fur Theorie und Praxis der Organischen Synthese. Es ist 
vielfach versucht worden, biologische Reaktionen fur  in- 
dustrielle Synthesen zu nutzen, z. B. zur Produktion von 
Pharmazeutika, Feinchemikalien, Lebensmittelzusatzstof- 
fen und Grundchernikalien. 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 umfaflt. 

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 zellullres Enzym oder ein ur- 
sprunglich in Zellen produziertes Enzym katalysiert wird. 
Die meisten derartigen Enzyme sind fur  den normalen Ab- 
lauf des Stoffwechsels und der Reproduktion der Zellen 
notwendig; bei mikrobiellen Transformationen dienen die 
Enzyme jedoch einfach als Katalysatoren (Biokatalysato- 
ren) fur chemische Reaktionen. Viele dieser Enzyme kon- 
nen neben ihren naturlichen 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 Riotechnologen"-" als auch von O r g a n i k e r ~ ~ [ ~ - ' ~ '  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 ausgefuhrt 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 irn wesentlichen die glei- 
chen wie in der herkommlichen Anorganischen oder Orga- 
nischen Chemie. Unterschiede des Reaktionsverlaufs han- 
gen vom Katalysator ab (siehe Tabelle 1). Die fiir mikro- 
bielle Transformationen eingesetzten Enzyme (oder Bioka- 
talysatoren) erhohen die Reaktionsgeschwindigkeit, indem 
sie wie normale Katalysatoren die Aktivierungsenergie 
herabsetzen. Die auffallendsten Unterschiede zwischen 
Enzymen und chemischen Katalysatoren liegen aber in  ih- 
rer Substratspezifitat. Enzyme katalysieren spezifische Re- 
aktionen einer einzigen oder weniger strukturverwandter 
Verbindungen, wobei sie nahezu perfekt zwischen Stereo- 
isomeren oder zwischen Regioisorneren 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 katalb- 
siert. 

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

‘Tabelk I .  Eigenschaften enzymatischer und chemischer Reaktionen (stark 
verallgemeinert). 

~ 

Enzymatische Chemische 
Reaktion Reaktion 

Reakrionshedingungen 
Temperatur 
[)ruck 

llerkunft der Reaktions- 
enerkie 

Low ngsmittel 

spci. fitat 
Su hstratspezifitat 
SfrreospezifitBt 
Regiospezifitit 

Kon.,entration von Sub- 
strat undloder Produkt 
-. 

physiologisch 
physiologisch 

hoch 
hoch 

Anderung der Enzym- thermisch 
konformation ((iffnen 
und SchlieUen von van- 
der-Waals- und Wasser- 
stoffiriicken-Hindungen 
USW.) 

Wasser Wasser, 
organische 
Losungsmittel 

hoch 
hoch 
hoch 

gering 
gering 
gering 

niedrig hoch 

F nzyme erhohen die Reaktionsgeschwindigkeit ohne 
gro8Je Energiezufuhr, so daB hohe katalytische Wechsel- 
zahlen (mol Produkt pro mol Enzym pro Zeiteinheit) er- 
reicht werden; das heiBt, es ist nur eine kleine Menge des 
Eniyms notwendig, um die Umsetzung einer groRen Sub- 
stratmenge zu katalysieren. Enzyme entfalten ihre Aktivitat 
unter milden Reaktionsbedingungen wie atmospharischem 
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, 
weiin instabile Molekiile ohne Nebenreaktionen umgesetzt 
werden sollen. 

Man mu13 aber auch beriicksichtigen, daB diese charak- 
teristischen Merkmale gelegentlich die Verwendung von 
En.!ymen als Katalysatoren erschweren. Zum Beispiel be- 
deiitet die hohe katalytische Aktivitat von Enzymen unter 
milden Reaktionsbedingungen keineswegs, daB sie auch 
unter drdstischen Bedingungen eingesetzt werden konnen. 
Taatslchlich geht die Aktivitat von Enzymen unter drasti- 
schcn Bedingungen gewohnlich verloren, wahrend nor- 
male chemische Katalysatoren sehr wohl aktiv sind. Daher 
karin man davon ausgehen, daR Enzyme ihre Aktivitat aus- 
schlieJlich unter milden Reaktionsbedingungen entfalten, 
U I I ~  zwar aufgrund ihrer empfindlichen Proteinstruktur, 
die durch van-der-Waals-Krafte, ein Netzwerk von Was- 
seritoffbriicken usw. aufrechterhalten wird. Die hohe Se- 
lektivitat der Enzymkatalyse - eine der wichtigsten Eigen- 
schaften, die Enzyme so vielversprechend als Katalysato- 
ren in der praparativen Chemie erscheinen lassen - kann 
abcr auch ein Nachteil sein, weil Selektivitat auch Ein- 
schrinkung bedeutet. Zum Beispiel ist Platin einer Reduk- 
tase weit iiberlegen in der Fahigkeit, ein weites Spektrum 
voii Verbindungen zu reduzieren. 

Die International Union of Biochemistry hat mehr als 
2000 Enzyme ~usammengestellt~”~. Sie werden nach den 
von ihnen katalysierten Reaktionen klassifiziert. Die Liste 

urnfafit nahezu alle Typen chemischer Reaktionen, die 
auch von den normalen chemischen Katalysatoren be- 
schleunigt werden. Mehr als 800 zellfreie Enzyme sind im 
14andel“81. Somit lPBt sich in manchen Fallen leicht ein ge- 
eignetes Enzym fur eine gewiinschte Umsetzung finden. 

2.2. Vergleich zwischen mikrobieller Transformation und 
Fermentation 

Es gibt zwei Moglichkeiten, Mikroorganismen zur Pro- 
duktion wertvoller Verbindungen zu nutzen: durch mikro- 
bielle Transformation und durch Fermentation. Fermenta- 
tionen werden seit altersher durchgefuhrtit9’ - ein gutes 
Beispiel ist die alkoholische Garung - und sie sind immer 
noch eine leistungsfahige Technik zur Produktion von or- 
ganischen Sauren””l, Losungsmitteln[”], Antibiotics'"], 
Aminosauren‘”], Nu~leinsaure-Derivaten~’~~ usw. Anders 
als die mikrobielle Transformation wird die Fermentation 
als uberwiegend 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 
fur eine Fermentation benotigt, und Fermentationspro- 
dukte sind immer natiirliche Produkte. 

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

Wahrend Fermentationen Kohlenstoff- und Stickstoff- 
quellen erfordern, wird fur mikrobielle Transformationen 
ein Substrat benotigt. Die Enzymkatalyse bewirkt eine ein- 
fache und spezifische Veranderung im Substratmolekul. 
Die Substrate miissen nicht notwendigerweise natiirlich 
sein; nicht-natiirliche Substrate konnen ebenfalls verin- 
dert werden, sofern das Enzym dieses veranderte Substrat 
akzeptiert. Es konnen also nicht nur natiirliche, sondern 
auch nicht-naturliche Produkte durch mikrobielle Trans- 
formation hergestellt werden. 

Tabelle 2. Eigenschaften von mikrobieller Transformation und Fermentation 
(verallgcmeinert). 
-- ---- 

M ikrobielle termentation 
Transformation 

Mikroorganismen 

Reaktion 

Reaktionszeit 

Ausgangsmaterial 

Produkt 

Produktkonzentration 

Produktisolierung 
~ 

wachsende. ruhende 
oder behandelte Zellen 

einfache katalytische 
Reaktion (ein oder 
mehrere Schritte) 

kurz 

teure Substrate 

natiirlich oder nicht 
natiirlich 

hoch 

einfach 

wachsende Zellen 

lebendes System (kom- 
plexe Reaktionskette) 

lang 

billige Kohlen- und 
Stickstoffquellen 

natiirlich 

niedrig 

aufwendig 

Die Vor- und Nachteile dieser beiden mikrobiellen Pro- 
zesse sind kurz in Tabelle 2 zusammengefaBt. Abbildung 1 
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Abb. I .  Wesenlliche 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 gegenwartiger 
Stand der mikrobiellen Transformation 

Die mikrobielle Transformation ist eine traditionsreiche 
Kunst. Das alteste und am besten bekannte Modellbeispiel 
ist die Essigproduktion, die seit Beginn der Geschichts- 
schreibung durchgefuhrt wird. Der Proze13 wurde nach den 
herkommlichen Grundsatzen der Fermentation weiterent- 
wickelt, ohne da13 die zugrundeliegende Biochemie be- 
kannt war. Heute weilj man, dalj die Oxidation von Etha- 
nol zu Essigsaure durch Essigsaurebakterien zwei aufein- 
anderfolgende Dehydrogenierungen umfaljt. Sie sind vom 
Cytochromsystem abhangig, das den Elektronentransport 
auf atmospharischen Sauerstoff als Wasserstoff-Endaccep- 
tor bewirkt: 

CzHSOH + $0, 
CH,CHO + 1 O2 - CH,COOH 

CHlCHO + HzO 

1921 wurde eine mikrobielle Reaktion zur stereospezifi- 
schen Praparation von D-( -)-Ephedrin b e ~ c h r i e b e d ~ ~ l .  
Hefezellen, die aktiv Glucose in Acetaldehyd umwandeln, 
konnten zugesetzten Benzaldehyd mit dem Acetaldehyd zu 
optisch aktivem L-1-Hydroxy- I-phenyl-2-propanon kon- 
densieren. Dieses Produkt wurde dann chemisch zu D-( -)- 
Ephedrin umgesetzt. Dies mu13 als erstes Beispiel einer er- 
folgreichen Kombination von chemischen und enzymati- 
schen Reaktionen angesehen werden. 

Erst sehr vie1 spater bekam die mikrobielle Transforma- 
tion ihre heutige Bedeutung durch die Entdeckung, dalj 
Steroide durch Mikroorganisrnen spezifisch rnodifiziert 
werden kiJnnen126.'71. Viele Steroidmodifizierungen wie 
Hydroxylierung, Epoxidation, Dehydrogenierung, Isome- 
risierung und Hydrolyse werden durch verschiedenartige 
Mikroorganismen bewirkt. Viele dieser Urnsetzungen las- 

sen sich mit herkommlichen chemischen Synthesen nicht 
erreichen. Durch diese mikrobiellen Reaktionen wurden 
zahlreiche neuartige Zwischenprodukte fur die chemische 
Synthese neuer Steroidpharmazeutika verfugbar. Zusatz- 
lich zu dem betrachtlichen praktischen Wert ermoglichte 
die erstaunliche Vielseitigkeit der Mikroorganismen bei 
der Steroidtransformation einen wertvollen Erkenntnisge- 
winn uber die Anwendung rnikrobieller Enzyme bei chemi- 
schen Synthesen[281. 

Wahrend der darauffolgenden Jahre wurden Tausende 
von mikrobiellen Transformationen gefunden, daruncer 
verschiedene Typen von Reaktionen rnit organischen Ver- 
bindungen und Naturstoffen. Einige dieser Reaktionen ha- 
ben sich als sehr wertvoll fur die praparative Chemie er- 
wiesen. Bedeutende Entwicklungen in der Biochemie. En- 
zymologie, Genetik, Molekularbiologie und Fermenta- 
tionstechnologie haben e b e n f a h  zu raschen Fortschritten 
beigetragen. 

Mittlerweile ist die technische Bedeutung rnikrobieller 
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 fur die Herstellung von Pharmazeutika. Bei- 
spielsweise konnen Peptidhormone rnit Proteasen oder 
Peptidasen erhalten ~ e r d e n [ ~ "  (siehe auch Abschnitt 5.2). 
Die Urnwandlung von Schweine-Insulin in Human-Insulin 
ist bereits ein kommerzielles Verfahren[3"-"1 (vgl. Abb. 9). 
Enzymatische Verfahren sind ebenfalls unentbehrlich fur 
die Herstellung von DNA und RNA, die in der Gentech- 
nik benotigt ~ e r d e n ' ' ~ ] .  

Enzyme sind die besten Katalysatoren fur die Herstel- 
lung von Spezial- oder Feinchemikalien. Es gibt viele kom- 
merzielle Verfahren zur Produktion von Aminosauren, Nu- 
cleinsaure-Derivaten, Zuckern, Lipiden usw. Praktisch 
ausschlierjlich durch enzymatische Verfahren hergestellt 
werden z. B. L-Alanin (mit Aspartat-P-I)ecarb~xylase)~'~~, 
L-Asparaginsaure (mit A ~ p a r t a s e ) ~ ~ ~ ] ,  Starkesirup rnit ho- 
hem Fructosegehalt (mit GIUCOSe-ISOmerdSe)[Zhl und 6- 
Aminopenicillansaure als Edukt fur halbsynthetische Peni- 
cilline (mit Penicillin-A~ylase)'~'~~*'. Eine Vielfalt a n  Che- 
mikalien fur Analytik und Forschung in der klinischen 
Chemie, Biochemie, Stoffwechselphysiologie und Pharma- 
kologie werden ebenfalls unter Anwendung von Enzymen 
hergestellt. 

Die Produktion von Grundchemikalien ist einer der Be- 
reiche mikrobieller Transformationen, die sich zur Zeit 
rasch entwickeln. Die Nutzung von Enzymreaktionen fur 
Produktionsprozesse ist umfassend unter folgenden Ge- 
sichtspunkten beurteilt worden: Herstellung von hochrei- 
nen Produkten, Energieeinsparung und die Beseitigung 
von Urnweltschaden. Die Herstellung von Acrylamid aus 
Acrylonitril rnit Nitril-HydrataselZ'l wird heute kommer- 
ziell durchgefuhrt (siehe Abschnitt 5.6). Oxygenase (oder 
Halogen-Peroxidase und Halogenhydrin-Epoxidase), Me- 
thanol-Oxidase, sec-Alkohol-Dehydrogenase und Gallat- 
Decarboxylase wurden als Katalysatoren fur die Produk- 
tion von Al k e n o ~ i d e n ' ~ ~ ] ,  F~rmaldehyd[~" ,  Ket~nen[ '~]  bzw. 
P y r ~ g a l l o l [ ~ ' ~  vorgeschlagen. 

Die Herstellung chiraler Synthone rnit Enzymen als Ka- 
talysatoren ist ein Gebiet, das in der Organischen und 
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Oirekte Nutzung 

Anwendung 
in industriellen Verfahren 

fur Analysen 

in der Medizin 

in der Energieversorgung 
bei der Abfallbeseitigung 

A M .  2. Anwendungsgebiete mikrobieller Enzyme, mikrobieller Transformationen und enzymatischer Verfahren in der Biotechnologie. 
I>ir :kte Nutzung: Brauereiwesen, Verarbeitung von Lebensmitteln, Gerberei, Detergentien, Herstellung von Pharmazeutika, Industrie- 
verlahren, Abfdllbeseitigung, Herstellung von Lebensmiltel7usatzstoffen usw. 
Anwendung in industriellen Verfahren: Herstellung und Verarbeitung von Lebensmitteln, Herstellung von Pharmazeutika, Pestiziden, 
Ammosluren, Futtermitteln, Nucleotiden, biologisch aktiven Verbindungen. Duftstoffen, lndustriechemikalien usw. 
Anwendung fur  Analysen: Lebensmittelanalysen, klinische Analysen, Umweltanalysen, Qualitltskontrolle 
Anwendung in der Medizin: kilnstliche Organe, Therdpie, Diagnose 
Anwendung in der Energieversorgung 
Anwendung bei der Abfallbeseitigung. 

Pharmazeutischen Chemie zur Zeit intensiv bearbeitet und eine Zusammenstellung der verfiigbaren Substrate 
wird. Praktische Bedeutung hat bereits die Herstellung von 
Mevalonolacton1441, Carbapenem-Antibi~tica’~~’, Nucleo- 
sid-Antibiotica[*I, In~ektenhormonen‘~’~, a -Toc~phero l ‘~~l ,  
M u s c o ~ ~ ~ ~ ~  und anderen Verbindungen auf diesem Weg. 

und Reaktionswege. 

4.1. Beurteilung der enzymatischen Idstungsfahigkeit 

Gelegentlich ermoglicht die Entdeckung eines neuen 
Enzyms oder einer neuen Reaktion die Entwicklung eines 
neuen Verfahrens fur eine mikrobielle Transformation. In 
einem solchen Fall mussen zuerst die Eigenschaften des 
neuen Enzyms im Hinblick auf die praktische Anwendung 
bestimmt werden, Der syntheseweg, an dem das E~~~~ 

die Reaktion beteilig[ ist, durch sorgflltige prii- 
fung der ~ ~ ~ ~ ~ ~ i ~ ~ ~ ~ ~ h ~ f ~ ~ ~  gesichefi werden. ~i~ typi- 
sches ~ ~ i ~ ~ i ~ l  ist die ~~~~~d~~~ protease I auS 
Achrornobacfer: dieses Enzym hydrolysiert spezifisch die 
Amidbindung am Carboxylende von 1.-Lysinresten in Po- 

4. Verfahrensentwicklung bei mikrobiellen 
Transformationen 

Bei der Verfahrensplanung fur eine mikrobielle Trans- 
formation mussen viele wichtige Aspekte beriicksichtigt 
uerden. Sie sind in Tabelle 3 zusammengefaflt. Von groBer 
Bedeutung sind vor allem die Auswahl der Zielverbindung 

l y p ~ p t i d e n ‘ ~ ~ ’ .  Daher kann das Enzym eingesetzt werden, 
um Schweine-Insulin in Human-Insulin umzuwandelni’ll 

Td d e  3 Kriterien filr die Planung einer mikrobiellen Riotransformation 

I ,  Physiologie des Mikroorganismus 
2 Mikrobieller Stoffwechsel und Biosynthesereaklionen 

Neue mikrobielle Reaktionen 
Neue Synthesemoglichkeiten 

3 Enzymatische Katalyse 
Enzymeigenschaften 
Mechanismus der Enzymreaktion 
Beurteilung der katalytischen Moglichkeiten 

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

5 Fmymmodifizierung 
. . . chemische undloder biochemische Modifizierung, 
Immobilisierung. Protein Engineering usw. 

Optimierung 
ProzeDauslegung 

4 Enzymproduktion 

6. Mikrobielle oder enzymatische Synthese und Biotransforrnation 

_ _  -- ~- ~~ - ~ ~ -  _ -  

(vgl. Abb. 9). 
Ein anderes interessantes Beispiel ist die Produktion von 

L-Tyrosin und L-Dopa mit bakterieller ~-Tyros ina~e’~’’ .  
Man hat lange angenommen, darj dieses Enzym ein einfa- 
ches hydrolytisches Enzym ist, das eine a,p-Eliminierung 
von L-Tyrosin zu Phenol, Pyruvat und Ammoniak kataly- 
siert [GI. (I)]. 

H O G  + H,C--CO-COOH + NH, 

Splter fand man, darj das Enzym auch die Ruckreaktion 
dieser a,p-Eliminierung [GI. (2)] und ebenso eine 0-Aus- 
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tausch-Reaktion von L-Tyrosin mit Phenol-Derivaten kata- 
lysiert [GI. (3)]. 

bleibende D-Isomer. So kann das racemische Substrat sto- 
chiometrisch in L-Lysin umgewandelt werden, ohne daB 
eine Racemattrennung notwendig wird. 

Ein weiteres interessantes Beispiel ist die hydrolytische 
Ringoffnung von DL-5-substituierten Hydantoinen durch 
Dihydropyrimidinase, die zu N-Carbamoyl-D-aminosau- 

ursprunglich fur die Herstellung von L-Methionin aus dem 
entsprechenden DL-5-monosubstituierten Hydantoin ent- 
wickelt. Der Reaktionsweg selbst ist dem ublichen chemi- 
schen Verfahren nach Bucherer und Steiner[”’ zur Synthese 
racemischer Aminosauren sehr iihnlich. Hier wird wie- 
derum ein Mikroorganismus zur asymmetrischen Hydro- 
lyse des racemischen Substrats benotigt. Uberraschender- 
weise werden nur die [)-Isomere vieler Hydantoin-Deri- 
vate hydrolysiert. Das Enzym, das diese Hydrolyse be- 

ren fuhrtl53.57.581 . D’ ieser Syntheseweg (vgl. Abb. 6) wurde 

wirkt, wurde bald als ein bekanntes Enzym identifiziert, 
namlich Dihydropyrimidinase (EC 5,3.2.2); es katalysiert 
die hydrolytische Ringoffnung Dihydropyrimid,nen 
zu ~ ~ ~ a r ~ a m o y ~ ~ ~ ~ a m ~ n o s ~ u r e n ,  ~i~~~ beiden hydrolyti- 
schen Ringoffnungen unterscheiden sich nur  durch die 
Griine des Ringes, wie aus den (4) und (5 )  
hervorgeht. 

Bald danach wurden diese Reaktionen zur Synthese von 
L-Tyrosin und L-Dopa eingesetzt. Spater wurden Bhnliche 
Reaktionen gerunden, die durch Pyridoxalphosphat-ab- 
hangige Enzyme katalysiert werden. Mit ihnen gelang die 
Synthese von optisch aktiven, aromatischen und schwefel- 
haltigen A m i n o s a ~ r e n l ~ ’ ~ ~ ~ ~  (siehe Abschnitt 5.1.2). 

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

4.2. Suche nach brauchbaren Enzymen 

Gelegentlich wird ein Synthesescherna entworfen, ohne 
daB die dazu passenden Enzyme oder Reaktionen bekannt 
sind. In einem solchen Fall ist es notwendig, nach geeigne- 
ten mikrobiellen Stammen oder Enzymen fur die ge- 
wiinschte Synthese zu suchen. Die Herstellung von L-Lysin 
aus Ix-a-Amino-6-caprolactam ist ein typisches Bei- 

Dieses Verfahren wurde zur Verwertung von Cy- 
clohexen entwickelt, einem bedeutenden Nebenprodukt 
der Nylonherstellung. Fur diesen ProzeB (Abb. 3) wird ein 
Mikroorganismus oder ein Enzym benotigt, um aus- 
schlieBlich das L-Isomer von a-Amino-6-caprolactam zu L- 

Lysin zu hydrolysieren. Bei einer Durchsicht der Mikroor- 
ganisrnen, die diese Urnsetsung katalysieren konnen, wur- 
den zwei Stamme gefunden: Der eine hydrolysiert das L- 

Isomer des Substrates und der andere racemisiert das ver- 

H O  OH 
I II H, I N C=O 

H,SO, ~ UNH, Hydrolase 

L -ACL 

1 T Racemsse 
4 

D -AC? 

L - Lysin 

Abb. 2 .  C hemiache und enrymarische Verfahrensschritte bei der Herstellung 
von 1.-Lysin durch stereoselektive Hydrolyse von a-Amino-c-caprolactam 
(ACL.) (siehe Text). 

Dihydro- zs: + H,O pyrimidinsse OAN 
0 

ti H2 

R R ox&o + H,O - Dihydro- HN4COOH 
p y r i m i d i n z  O==$.JH,  

H 

Dieser Befund war ein Wendepunkt fur das weitere Vor- 
gehen. Als Zielprodukt wurde nun u-p-Hydroxyphenylgly- 
cin angesehen, ein wichtiges Zwischenprodukt bei der 
Herstellung halbsynthetischer Penicilline und Cephalo- 
sporine. Fur die Gewinnung des Substrats DL-S-@-H~- 
droxypheny1)hydantoin wurde ein neuer und leistungsfahi- 
ger Syntheseweg eingefiihrt. Die Ergebnisse ubertrafen die 
anpanglichen Erwartungen bei weitem (Einzelheiten siehe 
Abschnitt 5.  I .  1). 

Bei der Umsetzung nicht-natiirlicher Substrate ist es 
manchrnal ungewiI3, ob die gewunschte Reaktion abliuft 
oder nicht. Gepriift wird dies ublicherweise, indem man 
das Substrat dem Anzuchtmedium oder dem Reaktionsan- 
satz zusetzt; anschlielJend wird auf die gewunschte Reah- 
tion getestet[60.6’! Ein solcher Test sollte aus folgenden 
Grunden mit einer breiten Auswahl an Mikroorganismen 
durchgefuhrt werden : 1. Enzyme katalysieren eine Fulle 
chemischer Reaktionen, genau wie chemische Katalysatn- 
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 unbeschrankt, und 
sie sind recht verschieden voneinander. Sic modifizieren 
eine Vielzahl verschiedenartiger komplizierter organischer 
Verbindungen oder bauen sie ab;  man kann also erwarten, 
daO zumindest ein Mikroorganismus die gewunschte Re- 
aktion katalysiert. Abbildung 4 zeigt die Vielfalt mikrobiel- 
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ler Keaktionsweisen am Beispiel der Reduktion von Keto- 
pantolacton zu PantoIacton["l. 

+40 

SUbStrdt(feSt) r i  Substrat(ge1ost) + 
Produkt(ge1ost) ,=A Produkt(fest) 

- O B  0 
0 0  

0 I 
30 4 0  50 6 0  70 80 9 0  100  

Ausbeute an Pantolacton IMol-%l - 
Abb 4. Ruduktion von Ketopantolacton durch verschiedenanige Mikroorga- 
nisrren 7u Pantolacton (Ein7elheiten siehe [61]). A : Hefen, 0 :  Schimmelpil- 
ze, [ I  : Rakterien. 0 : Aclinomyceten, : Basidiomyceten. 

I)ie getesteten Stamme - Bakterien, Actinomyceten, He- 
fen, Schimmelpilze und Basidiomyceten - haben sehr un- 
terschiedliche E3genschaften. Gewohnlich produzieren sie 
ein Gemisch von D-( -)- und L-( +)-Isomeren; die Enan- 
tioselektivitat variiert jedoch. Manche produzieren iiber- 
wiegend das I)-( -)-Isomer rnit hohen Ausbeuten. Es gibt 
aber auch einige Stamme, die fast nur das L-(+)-Isomer 
bilden. Bei diesem Test wurde gefunden, dal3 Cundidu pu- 
rapsilosis 100 g L - ' zugesetztes Ketopantolacton rnit fast 
quantitativer Ausbeute zu D-( -)-Pantolacton umsetzt['31 
(Einzelheiten siehe Abschnitt 5.5). Ein solcher Test (Scree- 
ning) kann einer der wichtigsten Schritte fur eine erfolgrei- 
chr mikrobielle Umsetzung sein[621. 

4.3. Substrate 

Theoretisch kann jedes beliebige Substrat fur eine mi- 
krcbielle Transformation eingesetzt werden, sofern das 
Su'xtratmolekiil rnit dem Enzym in Kontakt tritt. Sogar 
Case wie z. B. Methan sind geeignete Substrate, wenn sie 
in  Jas Keaktionsmedium eingeleitet ~ e r d e n ~ ~ i ~ ~ ~ .  Ein Sub- 
str:it sollte im Medium loslich sein und aul3erdem die Zell- 
membran passieren konnen; das ist bei Anwendung zell- 
freier Enzyme nicht notwendig. Ublicherweise wird das 
Substrat dern Reaktionsmedium unverdiinnt oder als kon- 
zentrierte Losung zugegeben. 

Nur gelostes Substrat wird umgesetzt. Schlecht losliche 
Substrate miissen daher zunachst gelost werden; nach der 
Urnsetzung konnen die Produkte aus der Losung kristalli- 
sieren. 

Beispielsweise wird pulverisiertes Cortison in Konzen- 
trationen bis zu 500 g L -  ' von Arthrobackr simplex fast 
stochiometrisch in kristallines Prednisolon umgewan- 
delt1641. Die Substrate konnen auch in wassermischbaren 
organischen Losungsmitteln gelost werden. Geeignet sind 
niedere Alkohole, Aceton, Dimethylformamid und Dime- 
thylsulfoxid. Ebenso konnen 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 l a R t  
sich die Loslichkeit eines Substrats durch chemische Mo- 
difizierung erhohen. 

Wenn ein Substrat die Zellmembran nicht passieren 
kann, mul3 die Permeabilitat der Zellen verbessert werden. 
Ubliche Verfahren sind das Vermahlen rnit Glasperlen, 
Lufttrocknung, Acetontrocknung, Lyophilisieren, Autoly- 
se, Behandlung rnit Lysozym oder Detergentien, osmoti- 
scher Schock, mehrfaches Einfrieren und Auftauen sowie 
Ultraschall-Behandlung. Durch Verwendung zellfreier En- 
zympraparate oder gereinigter Enzyme Iiil3t sich die Per- 
meabilitatsschranke ebenfalls umgehen. 

Wenn ein Substrat sich nicht fur die gewunschte Umset- 
zung eignet, sollte man es chemisch modifizieren. Die 
Wechselwirkung zwischen Substrat und Enzym kann ver- 
bessert werden, indem man eine Schutzgruppe einfiihrt, 
abandert oder entfernt, oder indem man eine funktionelle 
Gruppe umwandelt. Dariiber hinaus konnen diese Modifi- 
zierungen das Substrat vor Nebenreaktionen oder vor dem 
Abbau schiitzen. Ein Heispiel ist die systernatische Suche 
nach einem geeigneten Chloracetessigsaureester fur die 
enantioselektive Reduktion zu L-4-Chlor-3-hydroxybutter- 
saureester - einer vielversprechenden Vorstufe fur die che- 
mische Synthese von L-Carnitin - durch Backerhefe[6". Bei 
einem einzigen Enzym, Schweineleber-Esterase, wurde 
uber eine Anderung der Stereoselektivitiit durch Substrat- 
modifikation berichteti4'I. 

OH 0 
CI-COOR C L A C O O R  j 

R = (CH2),H 

H,N H K 
I ,  

H3COOC COOCH, HOOC COOCH, 

CL&COOR 

H,COOC COOCH, CH,OOC COOH 

Z = H,C,CH,OCO 

In solchen Fallen werden die potentiellen Fahigkeiten 
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 rneisten Fallen werden die iiblichen vegetativen 
Zellen eingesetzt. Mehrere alternative Systerne sind umfas- 
send irn Hinblick auf z. B. erhohte Ausbeuten, Unterdriik- 
kung von Nebenreaktionen, Vereinfachung der Verfahren 
und okonomische Verbesserungen untersucht worden. 
Vor- und Nachteile dieser Systeme sind in Tabelle 4 zu- 
sarnrnengestellt. 

Tabelle 4. Hiokatalysatoren und Reaktionssysteme fur mikrobielle Biotrans- 
formationen. 

Transformarionen mir wachsenden Kulrureti: 
Das Substrat wird dem Wachstumsmedium beim Animpfen oder in einer ge- 
eigneten Wachstumsphase zugefiigt. Mediumsvorbereitung. Animpfen, Sub- 
strdI~usal% und lnkubation werden nacheinander im gleichen Kolben durch- 
gefiihrt, his 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 
cmpfehlenswen. 
Transforniarionen mif nihenderi %ellen: 
Der Mikroorganismus wird unter geeigneten Bedingungen angezogen, und 
die Zellen werden durch Zentrifugieren oder Filtrieren geerntet. Danach 
werden sic in eincm einfachen Reaktionsmedium resuspendiert (z. R. 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 durchgefilhn (z. B. Waschen, Verbesserung der Per- 
meabilitat, Trocknen). Wachstum und Umsetzung werden unabhingig von- 
einander optimiert. 
Tran.~formarionen mil Sporen [66]: 
Viele Pilzsporen enthalten ebenso vide wertvolle Enzyme wie vegetative oder 
ruhende Zellen. Vom Mycel abgetrennte Sporen kennen in gleicher Weise 
wie oben beschrieben als Katalysator eingesetzt werden. Gewohnlich sind 
Sporen lange Zeit lagerfahig. 
Transformafionen mi, immohilisierren %ellen [7,  8 ,  66 721: 
lmmobilisierte Zellen sind Zellen, die an einer Oberflache fixiert oder daran 
gebunden sind oder die in einer Gelmatrix eingebettet sind. Alle oben er- 
wahnten Zelltypen konnen immobilisiert werden. Erfolgreich immobilisiene 
Zellen bleiben mehrere Monate aktiv und weisen groBere Stabilitit bei der 
Handhabung auf als ungeschiltzte Zellen. Weitere Vorteile sind: I .  die einfa- 
che Abtrennung der Zellen aus dem Reaktionsgemisch, 2. die Moglichkeit. 
Zellen mehrfach zu verwenden, 3. der kontinuierliche Ablauf der Reaktion. 
4. die Regenerierung der Zellen durch Eintauchen in ein geeigneles Nihrme- 
dium und 5. die einfache lsolierung des Produktes. Es miissen aber auch 
Nachteile in Betracht gezogen werden: 1. die iiblichenveise zu beobachrende 
Abnahme der katalytischen Aktivitat der Zellen wahrend des Immobilisie- 
rungsvorganges, 2. die erforderliche spezielle Ausriistung filr den Immobili- 
sierungsschritt. For den Transformationsschrilt braucht man ebenfalls spe- 
zielle technische Anlagen. vor allem bei kontinuierlichem Retrieb. 
Transformarionm mil :ell/reien Enz.vmen oder gereinigren Enzwien 173-751: 
Im allgemeinen ist die Verwendung zellfreier Enzyme oder gereinigter En- 
zyme teuer, weil die Reinigung der Enzyme hiufig schwierig und langwierig 
1st. Daher sind sie fur die GroBproduktion weniger geeignel. Es gibt nller- 
dings Fille. in denen sie Vorteile gegeniiber Systemen mil Zellen aufweisen: 
I. wenn die Permeabilitat der Zellwand fiir das Subsfrat oder das Pradukt 
gering ist, 2. wenn Probleme durch Nebenreaktionen auftreten. 3. wenn das 
gewiinschte Enzym zu einem annehmbaren Preis verfiigbar ist. Bei Venven- 
dung eines extrazellularen Enzyms sind die Zellen selbst iiberhaupt nicht be- 
teiligt. Zellfreie Enzyme konnen auch a k  immobilisiene Katalysatoren einge- 
setzf werden. 
- - 

Fur 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 rnit 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 rnit Erfolg kombinieren. Die kon- 
tinuierliche Produktion von L-Alanin aus Amrnoniurnfu- 

rnarat uber L-Asparaginsaure als Zwischenprodukt rnit irn- 
rnobilisierten Escherichia-coli- (Aspartase) und Pseudorno- 
nas-dacunhae-Zellen (Aspartat-B-Decarbo~ylase)~~~~, die 
vollstandige Kondensation von racemischem Homocyctein 
und Adenosin rnit AIcaligenesTfaecalis- (S-Adenosylhomo- 
cystein-Hydrolase) und Pseudomonas-putida-Zellen (Race- 
mase)["], die Produktion von 1.-Tryptophan aus Dt.-Serin 
und Indol (Tryptophan-Synthase und Aminosaure-Race- 
rnase)l7"], die vollstlndige Hydrolyse von racernischern a- 
Amino-c-caprolactam (siehe Abb. 3)1561, die kontinuierliche 
Reduktion von Benzoylformiat zu (R)- (  - )-Mandelsaure 
durch zwei Arten zellfreier Enzyme'7s! und die kontinuier- 
liche oder diskontinuierliche Aminierung von a-Ketosau- 
ren zu L-Aminosauren durch zwei Arten zellfreier Enzyme 
sind erfolgreich durchgefiihrte Mehrschritt-Reaktio- 

nation ermoglicht die Kombination solcher getrennter Ka- 
talysatoren in einem einzigen Mikroorganismus["'. 

Die Synthese von Coenzyrn A aus Pantothensaure. L- 

Cystein und ATP (oder AMP), die funf aufeinanderfol- 
gende Schritte urnfafit, wird dagegen kornmerziell allein 
mit Brevibac1eriurn arnrnoniagenes durchgefiihrt - eine 
Moglichkeit, die durch ein Screening-Programrn gefunden 
wurde'"21 (Einzelheiten siehe Abschnitt 5.4.2). 

nen174. 79.801 . D' ie gegenwartige Technik der DNA-Rekornbi- 

4.5. Nebenreaktionen 

Hohe Selektivitat ist eine der wichtigsten Eigenschaften 
von Enzymkatalysatoren. Das bedeutet, dafi keine Neben- 
reaktionen eintreten, sofern ein einziges, gereinigtes En- 
zym verwendet wird. Gereinigte Enzyme einzusetzen ist al- 
lerdings oft schwierig, da  sie nur begrenzt verfugbar und 
instabil sind und auch okonornische Griinde dagegen spre- 
chen. Daher gehoren zu den ublicherweise verwendeten 
Katalysatoren (also Zellen und zellfreien Enzymen) auch 
Enzyrngemische oder kornplexe Enzyrnsysteme, von denen 
einige zu Nebenreaktionen fuhren konnen. Physikalische 
oder chemische Behandlung wie Erhitzen, pH-Anderun- 
gen und Zusatz von Detergentien, organischen Losungs- 
mitteln oder spezifischen Inhibitoren eines Katalysators 
konnen das unerwunschte Enzym spezifisch inaktivieren. 
Zum .Beispiel Iauft die trans-N-Arabinosylierung von 
Adenin rnit synthetisch hergestelltern Arabinosyluracil zu 
Arabinosyladenin (einem antiviralen Wirkstoff) durch 
Enrerohacter-aerogenes-Zellen nur oherhalb von 60°C ab. 
Unterhalb von 50°C findet diese Reaktion nicht statt, weil 
durch die Adenin-Desarninase Hypoxanthin gebildet wird, 
bevor die trans-N-Arabinosylierung durch zwei Arten von 
Nucleosid-Phosphorylasen zurn Zuge kornmt. Gliicklicher- 
weise sind diese Phosphorylasen bei 60°C noch aktiv, 
wahrend die Desaminase bei dieser Temperatur vollstan- 
dig inaktiviert ist (Abb. 5)"". Andere Beispiele sind in Tn- 
belle 5 zusarnmengefafit. 

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

Ilurch die Verbesserung der selektionierten Mikroorga- 
nismen lassen sich solche Probleme ebenfalls erfolgreich 
bewaltigen. Zu den Standardrnethoden der Starnrnverbes- 
serung gehoren die Isolierung von Einzelkolonien, eventu- 
ell im Anschlufi an eine Mutagenese, mit nachfolgendem 
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neue Aussichten fur die Stammverbesserung (siehe Ab- 
schnitt 4.6). 

"ridin chernisch I, 

enzyrnatisch 

HO 

Arabinosylhracil Arabinosyladenin 

NH2 0 ~57. 4 N  - enzyrnatisch 5OoC N k N ,  4~ N OAN H") 

H H 
Hypoxanthin Adenin Uracil 

Abb 5. Chemische und enzymatische VerTahrensschritte bei der Synthese 
von Arabinosyladenin durch trans-N-Arabinosylierung mi l  Pyrophosphory- 
lasell bei 60°C. 

Tabt:lle 5. Eliminierung von Nebenreaktionen durch physikalische oder che- 
misihe Behandlung. 

Geu,iinschte Reak- Nebenreaktion Behandlung Lit. 
tion 

Amrnoniumfurnarat - I -Asparaginssure 
(Escherichia-coli- 
Asparlase) 

Funlarsiure - 
I.-A )felsaure 
(Brriibacreriurn- 
oniinoniayeiies- Fu- 
mar are) 

L-A .paraginsaure - 
L - A  anin (Pseudorno- 
nac docunhae-Aspar- 
tal -1LDecarboxylase) 

Chrlesterin - 1.4- 
An1 rostadicn-3,17- 
dioti (Arrhrubocrer- 
si i i i ,  h- Mehrschritt- 
Umcetzung) 

B-Sitosterin - 17- 
Owsteroide (Nocar- 
diu.sp.-Mehrschritt. 
Um>etzung) 

i x  - ?-Arnino-4,5-di- 
h yd rothiazol-4-carb- 
o h )  Iat - I -Cystein 
(Pst udornonas-rhiozo- 
liiiophilurn- Mehr- 
sch .itt-Umsetzung) 

Fumarsiure - 
1:Apfelsiure 

Fumarsaure -. 
Bernsteinsiure 

L-Alanin -. 
D-Alanin 

Weiterer Abbau des 
Ringsystems 

Weiterer Abhau des 
Ringsystems 

Weiterer Abbau v o n  
1:Cystein 

Einstiindige Inkuba- 
tion der Kulturbriihe 
bei p H  5 und 45°C 

Behandlung der im- 
mobilisierten Zellen 
m i l  0.6% Gallenex- 
trakt 

Einstiindige Inkuba- 
tion der Kulturbriihe 
bei p H  4.75 und 
30°C 

Zusatz von a,u'-Bi- 
pyridyl (I m v )  zur 
Kulturbriihe wah- 
rend der Umsetzung 

Zusatz von a.a'-Bi- 
pyridyl (0.3 m u )  zum 
Reaktionsgemisch 

Zusatz von Hydronyl- 
amin oder Semicarb- 
azid zum Reakti- 
onsgemisch 

4.6. Anwendung neuer biotechnologischer Methoden 

Gegenwartig wird die Anwendung mehrerer neuer bio- 
technologischer Methoden bei der mikrobiellen Transfor- 
mation zugig weiterentwickelt. Eine Methode ist die DNA- 
Rekombination. Plasmide oder Phagenvektoren konnen 
DNA-Abschnitte mikrobiellen, pflanzlichen, tierischen 
oder sogar synthetischen Ursprungs in einen geeigneten 
Mikroorganismus ubertragen. Diese Technik ist sehr nutz- 
lich, vor allem zur Konstruktion neuer Mikroorganis- 
men[811, zur Steigerung der E n z y m a k t i ~ i t a t [ ~ ~ . * ~ ~  und zur 
Verbesserung von Enzymeigenschaften wie Stabilitlt und 
Substratspezifitat. Allerdings muB man berucksichtigen, 
dal3 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. €3. bei Escherichia coli. Bacil- 
lus suhtilis und Saccharomyces cerevisiae, deren Genetik 
und zugehorige Wirt-Vektor-Systeme gut bekannt sind. Fur 
die mikrobielle Transformation wurde diese Technik bis- 
her nur selten genutzt["'; zweifellos wird sie aber einer der 
wichtigsten Schlussel fur die weitere Entwicklung dieses 
Gebietes sein. 

Seit ihrer Entdeckung hat man Enzyme als Katalysato- 
ren betrachtet, die in organischen Losungsmitteln inert 
sind. Das ist grundsatzlich richtig, aber dank neuester 
Fortschritte stehen Enzyme zur Verfugung, die in wasser- 
mischbaren organischen Losungsmitteln als Katalysatoren 
wirken. So ist z.B. chemisch modifizierte Peroxidase in 
Benzol und n-Hexan aktiv'"'I. Polyphenol-Oxidase setzt 
Phenol praktisch quantitativ zu Brenzcatechin um, wenn 
die Reaktion in Chloroform mit nur 1-2% Wasser durchge- 
fuhrt wird["l. Derartige Flussig-Flussig-Mehrphasen-Sy- 
steme mit niedrigem Wassergehalt konnen auch eingesetzt 
werden, urn das hydrolytische Gleichgewicht in Richtung 
der Eliminierung von Wasser zu verschieben. Die Synthese 
von Estern, Amiden und Peptiden mit dieser Methode 
durfte grol3e praktische Bedeutung erlangen['21. Auch die 
Umsetzung lipophiler Verbindungen mit diesem System ist 
umfassend bearbeitet w ~ r d e n ~ ~ ~ l .  

Mikroorganismen sind zweifellos die uberragenden En- 
zymquellen unter den Lebewesen. Sie passen sich bestens 
an neue Umgebungen an und wachsen schnell. Diese Ei- 
genschaften sind vor allem fur die leichte Handhabung 
und preisgunstige 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'y4~y'l. Daruber hinaus werden Pro- 
tein Engineering und Zelltechnologie - z. B. die Zellfusion 
- in naher Zukunft wichtige Methoden fur mikrobielle 
Transformationen werden. 

Screening nach den besten Isolaten. Derartige herkommli- 
chz genetische Arbeitsweisen sind in den letzten 35 bis 40 
Jahren zur Verbesserung wichtiger Stamme entwickelt wor- 
den. Heute eroffnet die Technik der DNA-Rekombination 

5. Spezielle Anwendungen 

Eine grolje 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 zusarnrnengestellt. Hier folgt eine Ubersicht uber 
einige Anwendungen. 

Tahelle 6. Neucre Fonschritte hei mikrobiellen Transfornationen. 

7iansformafionen Gun Steroiden und Sterolen 128, 961: 
llydroxylierung (Oxygenasen). Dehydrogenierung (Dehydrogenasen), Sei- 
tenkettenabbau (Oxygenasen), Hydrolyse (Hydrolasen), Peroxidation. Re- 
duktion (Dehydrogenasen), lsomerisierung (Isomerasen), Konjugation usw. 

7ran+rmarioiien w n  Terpenoiden 197) 
lran.~formarionrn con Alkaloiden [98] 

Syrirhese halbrvnrhericrher Anrihiorica [YY] (siehe auch Abschnitt 5.3): 
Synthese halbsynthetischer Penicilline und Cephalosporine (Acvlasen) [ 100. 
lol l .  Hydrolyse von Penicillinen zu 6-Aminopenicillansaure (Penicillin-Acy- 
lase) IIO?], Modifizierung von Carbapenem-Seitenketten (Acylascn) [ 1031 
Synrhere organirrhcr Siirrren (siehe auch Abschnitt 5.5): 
Hydratisierung von FumarsBure (Fumarase) 11041, n.w-Oxidation von Alke- 
nen (Oxygenase) [IOS]. asymmetrische Hydrolyse von Epoxybernsteinsaure 
(Hydrolase) [ 1061, stereoselektive Oxidation von Isobutterslure (Dehydroge- 
nase) [107], stereoselektive Reduktion van Ketopantolacton (Reduktase) (53, 
1081, slereoselektive Keduktion von 3-Chloracetessigsaureester (Reduktase) 
[65], Ammoniakabspaltung aus L-Histidin (1.-Histidin-Ammoniak-Lyase) 
[ I W  
?iansJbrniarionen can Zuckern [ 1101: 
Isornensierung von Glucose (Glucose-Isomerase). Hydrolyse von Starke 
(Amylasen), Hydrolyse von Cellulose (Cellulase), Hydrolyse von Saccharose 
(Invertase) 
Sjnrhe.re uon Pepriden und Proreinen 129, 1 1  1, 1121 (siehe auch Abschnitt 5.2 
und Tabelle 8): 
Synthese von Plastin (Proteasen) [ I  131, Teilsynthese von Human-Insulin 
(Proteasen) 130. 31, 1141. Synthese von Aspartam (Protease) [ I  151 
Synrhese uon Arninoriiuren 123, 116- I IS]: 
siehe Abschnitt 5.1 und Tabelle 7 
Synrhere uon Nucleinsaure-Deriuaren [24, I191 (siehe auch Abschnitt 5.4 und 
Tabelle 9): 
rrans-N-Ribnsylierung und Irons-N-Arabinosylierung (Phosphorylase) 1831. 
Phosphorylierung von Nucleosiden (Phosphotransferdsen) [ 1201. Pyrophos- 
phorylierung von lriucleotiden (Pyrophosphorylase) [ 1211, Synthese von Zuk- 
kernucleotiden (Fyrophosphorylasen) [1221, Nucleosylierung von L-Methio- 
nin (S-Homocystein (S-Adenosylhomocystein-Hydrolase) 1771, Synthese von 
Coenzymen [ I  191 
Synrhere uon Aminen: 
Vecarboxylierung von Aminoshren (Aminoslure-Decarboxy Iasen) 

Synrhese Lion Grundchernikalien (siehe auch Abschnitt 5.6): 
Synthese von Alkenoxiden (Oxygenasen) (401, Synthese von Ketonen (Dehy- 
drogenasen, die sekundare Alkoholc umsefzen) [42]. Synthese von Aldehyden 
(Alkohol-Oxidasen) [41], Synthese von Pyrogallol (Decarboxylase) [43], Syn- 
these von Amiden (Nitril-Hydratase) [39] 

-- -. . 

5.1. Optisch aktive Aminosauren 

Zur Praparation von enantiomeren reinen Aminosauren 
konnen zahkeiche Enzymreaktionen eingesetzt werden 
(Tabelle 7). Sie lassen sich in vier Gruppen einteilen: 1. 
enantioselektive Hydrolyse synthetisch hergestellter race- 
mischer Vorstufen (z. B. DI.-Aminosiureester, N-AcYI-DL- 
arninosauren, 5-substituierte DL-Hydantoine), 2. stereospe- 
zifische Kondensation achiraler Verbindungen (z. B. Addi- 
tion von Ammoniak an Fumarsaure, Umkehrung der a$- 
Eliminierung), 3 .  Modifizierung chiraler Vorstufen (z. B. 8- 
Austausch) und 4. reduktive Aminierung oder Transami- 
nierung von a-Ketosauren. 

5. I .  1. Venvendung hydrolytischer Enzyme 

Den ublichen enzymatischen Racemattrennungen liegt 
eine stereospezifische Hydrolyse von racemischen Amino- 
saure-Derivaten zu einern Enantiomer der Aminosaure zu- 
grunde, gefolgt von einer Racemisierung des verbleiben- 

den Isomers. Sehr hiufig wird Aminoacylase fur diesen 
Zweck verwendetI"". 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-c-caprolactam-Hy- 
drolase, siehe Abb. 3)Is6], L-Cystein (1.-2-Amino-4,5-dihy- 
drothia~ol-4-carboxylat-Hydrolase)~~~', 1.-Tryptophan und 
1.-Phenylalanin (Hydantoinase)'"". '''I sowie von ~ - p - H y -  
droxyphenylglycin (Dihydropyrirnidinase/Hydantoinase, 
siehe Abb. 6)153.57.581 eingesetzt. Anders als bei der Acylase- 
Methode ist die asymmetrische Hydrolyse in diesen Fgllen 
von einer Racemisierung durch eine spezifische Racemase 
oder unter Basenkatalyse begleitet. 

H O G  + OHC-COOH + H2NCONH2 

Phenol GLyoxylsaure Harnstoff 

I -  
Hydantoinsynthese I [  

0 

D L - 5 - (  p-Hydroxypheny1)hydantoin 1 Racemisierung I 
I I I I r 1 I 

I 

D -Form L -Form _________-__A 

N-Carbamoyl- D -p -hydroxyphenyLglycin 

chemische Decarbamoylierung L l  
H O ~ ~ H - C o o H  

NH* 
D -p - Hyd roxyp henylg lyci n 

Abb. 6. Chemische und enzymatische Verfahrensschritte bei der Herstellung 
van 1)-p-Hydroxyphenylglycin durch stereoselektive Hydrolyse von DL-5-@. 
Hydroxypheny1)hydantoin. 

r>-p- Hydroxyph eriylglycin[". u n d seine Deri vat e sin d 
wichtige Vorstufen fur die Seitenketten von halbsyntheti- 
schen Penicillinen und Cephalosporinen. Wir stellten fest, 
daR diese Aminosguren gut mit bakterieller Dihydropyri- 
midinase aus den entsprechenden 5-substituierten Hydan- 
toinen hergestellt werden konnen. Dieses Enzym kommt 
mit hoher Aktivitat in vielen Bakterien vor, besonders in 
Aerohacfer. Corynebacierium, Agrobacterium, Pseudomo- 
nas, Bacillus und S r r e p t ~ m y c e s ~ ' ~ ~ ~ .  Aus Zellen von Pseudo- 
monaspulida ist das bakterielle Enzym in kristalliner Form 
isoliert worden. Das Enzym zeigt die hochste Aktivitat und 
Aftinitat gegenuber Dihydrouracil, greift aber auch eine 
Fiille von aliphatisch und aromatisch 5-rnonosubstituier- 
ten V-Hydantoinen an und setzt sie zu den entsprechenden 
n-Formen der N-Carbamoyl-a-arninosauren Daher 
eignet sich das Enzyrn als Katalysator fur die Herstellung 
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Tabt I l e  7. Produktion von Aminosauren durch mikrobielle Transformationen [a]. 

Arni,iosBure Reaktion Mikroorganismus und Enzym Lit. 
- ~- _- 

L-Aminosauren 

S- Adenosylhomo 
cysrcin (AdoHcy) 
L-Aldnin 

L-Asparagin- 
saurc 

L-Citrullin 
(L-Cit) 

~ - ( ‘ y t e i n  

L-I) >pa 

L-G utamin- 
sauie 

5-tlydroxy L- 

rryplophan 

L-l.vain 

I.- Plienylalanin 

S- oder Se- 
substituiertes 
L- H omocystein 

I.-Serin 

L-Tryptophan 

L- Tyrosin 

D- Aminosauren 

D-< ystein 

0-p. H yd roxy - 
phcnylgl ycin 

D- Phenylglycin 

D-\ ;I li n 

N-Acyl-i:aminoslure + H20 - 
L-AminosAure + EssigsBure 

L-HCY + Adenosin - AdoHcy + tI?O 

L - A s ~  + H20 - I-Ala + COz 

Fumarsaure + NH, - i.-Asp 

Maleinsaure + NH, - i.-Asp 

L-Arg + HzO - 1:Cit + NII, 

DL-ATC + 2 H z 0  - 1.-Cys + NH, + CO? 

3-Chlor- i -Ala + H>S - I.-Cys + HCl  

L-CYS + O-Succinyl-~-homoserin - 
L-Cyslathionin + Bernsteinseure 

Brenzcatechin + Pyruvat + NH3 - L-Dopa + H:O 
Brenzcalechin + nL-Serin - i.-Dopa + HZO 
L-Tyr + Oz - L-Dopa + H:O 

D1.-5-Carhoxymethylhydantoin + 2 H:O -+ 

L-GIu + NH, + COz 

5-Hydroxyindol + Pyruvat + NH, - 
5-Hydroxy L-tryptophan 

DL-ACI. + H:O - L-LYS 

DL-5-Benzylhydantoin + 2 H:O - I -Phe + NH, + CO. 

rratrs-Zimtsaure + NH, - L-Phe 

Acetamidozimtshre + Aminosaure (als Amin-Donor) - 
L-Phe + KetosBure 
Phenylpyruvat +  asp - I -Phe + Oxalessigsaure 
Phenylpyruvat + NH, + N A D H  - L-Phe + N A D  

L-Met + RSH (oder RSeH) - 
S- (oder Se-)substituierte5 I -Hcy + MeSH 

Cly  + HCHO - i-Ser 

~ t . - 0 0 C  t H1O - L-Ser + CO: 

Indol + Pyruvat + %HI - ~ - T r p  + H:O 
Indol  + ~ - S e r  - ~ - T r p  
DL-IMH + 2H,O - 1.-Trp + NH: + C 0 2  

Phenol + Pyruvat + NH, - L-Tyr + H,O 

D~-5-substituiertes Hydantoin + H 2 0  - 
N-Carbamoyl- n-aminosaure 

3-Ch lor -~-A la  + NaHS - ~ C y s  + NaCl 

DL-S-@-Hydroxyphenyl)hydanroin + H20 - 
N-Carhamoylk-p-hydroxyphenylglycin + NH, + COI 
D1:S-Phenylhydantoin + H 2 0  - 
N-Carhamoy 1-1,- phenylglycin 

DL-5-lsopropylhydantoin + 1l:O - 
N-Carbamoyl-r>-Val t NH, + CO: 

Aminoacylase 

Alcaligene.s/aecali.s (S-Adenosylhomocystein-Hydrolase) 

Aeudornonar dacunhue 
(Asp+ Decarboxylase) 

Escherichia coli (Aspartase) 

A. jhecalis (Maleat- Isomerase und Aspartase) 

P. purida 
(Arg- lh iminase) 

P. ~liiuzolrnophilum 
(AT<:-Racemase, ATC-Hydrolase und S-Carbamoyl 
i.-cystein-Hydrolase) 

Enrerohacter cloacae 
(Cys-Desulfhydrase) oder 
Bacillus sphaerinrs (Cys-Synthase) 

Cystathionin-y-Lyase oder 
Cystathionin-y-Synthase 

Erwinia herhicola (p-Tyrosinase) 

A,spergillus oryrae (Tyr-Hydroxylase) 

B. breuis (Hydantoinase und N-Carbamoyl-1.-Glu-Hydro- 
lase) 
Proteus rettgeri (Tryptophanase) 

Achromobacrer ohae und Crvprococcus laurenrii (ACL-Ra- 
cemase und -Hydrolase) 

Havobacrerium amminogenes 
(Hydantoinase und N-Carbamoyl-1.-Phe-Hydrolase) 

Rhodororula ylirrinis 
(Phe- Ammoniak-Lyase) 
A. faecalis 
(Acylase und Transaminase) 
E.  coh (Phe-Transaminase) 
Phe-Dehydrogenase 

Met-y-l.yase 

P.serrdornonas 3ab, Sarcina albrda. Hyphomicrobium merhylo- 
corum. u. a. (Ser-HydroxymethyCTransferase) 

P. testosleroni und B. subri1i.s 
(L-OOC- Hydrolase und OOC-Racemase) 

Proreur rettgeri (Tryptophanase) 
E. coli (Trp-Synthase) 
I.: amminogenes (Hydantoinase. N-Carbamoyl-L-Trp-Hy- 
drolase) 

Erwinia herbicola (p-Tyrosinase) 

P. purida (Dihydropyrimidinase) 

P. purida (3-Chlor-~-Ala-Dehydrochlorinase) 

P. purida (Dihydropyrimidinase) 

P. purida (Dihydropyrimidinase) 

P. purida (Dihydropyrimidinase) 

-- -~ .- - ._ -~ 

[a1 9bkiirzungen: ATC: 2-Amin0-4.5-dihydrothiazol-4-carbonsaure; Dopa: 3.4-Dihydroxyphenylalanin; ACI.: n-Amino-c-caprolactam; OOC: 2-Oxooxazolidin- 
4-c irbonsaure: IMH: 5-lndolylmethylhydantoin. 

von D-Aminosauren. Das Syntheseverfahren umfarjt zwei 
chemische und einen enzymatischen S~hrittl’~’]. Die als 
Substrat benotigten Hydantoine werden allgemein nach 
der Methode von Bucherer und Steiner aus Aldehyden syn- 
thetisiert[”! Anschlierjend werden die 11-Hydantoine enzy- 
rnatisch zu N-Carbamoyl-D-aminosauren hydrolysiert. In 
der Praxis konnen Bakterienzellen mit hoher Enzymaktivi- 
t%t unmittelbar als Katalysatoren eingesetzt werden. Diese 

Zellen werden hergestellt, indem der ausgewahlte Stamm 
in einem Medium unter Zusatz von Hydantoin oder Uracil 
als Induktor kultiviert wird. Unter den Bedingungen fur 
die Enzymreaktion (bei pH 8-10) werden die L-Isomere 
des verbleibenden Hydantoins rasch und spontan durch 
Basenkatalyse racemisiert. Daher konnen die racemischen 
Hydantoine in diesem Schritt quantitativ zu N-Carbamoyl- 
D-aminosiuren umgesetzt werden. Die Carbamoylabspal- 
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tung zu den u-Aminos8uren gelingt durch Behandlung mit 
aquirnolaren Mengen Nitrit unter sauren B e d i n g ~ n g e n " ~ ~ ' .  
Die Konfiguration bleibt bei diesem Schritt vollstandig er- 
halten; die Ausbeute ist fast quantitativ. Auf der Grund- 
lage dieser Ergebnisse ist ein neues kommerzielles Verfdh- 
ren zur Herstellung von D-p-Hydroxyphenylglycin entwik- 
kelt worden. Die Verwendung des teuren p-Hydroxybenz- 
aldehyds fur die Herstellung des Substrates ~ ~ - 5 - ( p - H y -  
droxypheny1)hydantoin wurde durch eine neue, effiziente 
chemische Methode umgangen, bei der Phenol mit Gly- 
oxylsaure und Harnstoff in saurer Losung aminoalkyliert 
wird1lJ.lJ. Abbildung 6 zeigt den Gesamtablauf der Herstel- 
lung von D-p-Hydroxyphenylglycin. Mit diesem Verfahren 
IaBt sich die Arninosaure vielleicht am okonomischsten in 
groBem MaBstab produzieren. Auf ahnliche Weise werden 
D-Phenylglycin und u-Valin kommerriell hergestellt ; sie 
sind wichtige Zwischenprodukte bei der Gewinnung halb- 
synthetischer Penicilline bzw. Pestizide. 

Die Carbarnoylabspaltung kann auch enzymatisch 
durchgefuhrt werdenl'451. So wurde z. B. berichtet, daB 
Aeudomonas sp. eine Decarbamoylase zusammen mit Hy- 
dantoinase produziert. Damit sind zwei sequentielle en- 
zymkatalysierte Reaktionen moglich: die stereospezifische 
Hydrolyse von ~~-5-@-Hydroxyphenyl)hydantoin und die 
anschliel3ende Hydrolyse des D-Carbamoyl-Derivats zu D- 

p-Hydr~xyphenylglycin['~~]. Fur eine praktische Anwen- 
dung ist es allerdings noch notwendig, die Aktivitat des 
zweiten Enzyms zu erhohen. Kurzlich ist eine solche De- 
carbamoylase im Detail charakterisiert  ord den"^^^. 

5.1.2. Venvenduny von Pyridoxalphosphat-abhingigen 
Enurnen 

Die meisten Pyridoxal-5'-phosphat-abhangigen Enzyme 
sind am Aminosaurestoffwechsel 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 Aminosauren genutzt. As- 
par ta t -P-Decarb~xylase~~~~,  f i - T y r o s i n a ~ e [ ~ ' , ~ ~ '  und Phenyl- 
alanin-Tran~aminase['~~l werden zur kommerziellen Her- 
stellung von L-Alanin, L-Tyrosin bzw. L-Phenylalanin ein- 
gesetzt. 

Aromatische Arninosuuren und schwefelhaltige Aminosau- 

(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 rettgeri sind recht einge- 
hend beschrieben  ord den[^'.''.'^^^ . S. ie katalysieren viele 
Reaktionen, z. R. die a,p-Eliminierung [GI. (6)], den p-Aus- 
tausch [GI. (7)] und die Ruckreaktion der a,P-Eliminierung 

ren[5 I . ? ? .  551. . P-Tyrosinase (EC 4.1.99.2) und Tryptophanase 

[GI. (811. 

RCHZ-CH(NH+COOH + HZO --+ RH + CHJ-CO-COOH + NH, 

RCH>-CH(NH,)-COOH + R'H + R'CH,-CH(NH,)-COOH + RH (7) 

R'H + CHj--CO-COOH + NH3 + R'CH>-CH(NH&COOH + H20 (8) 

( 6 )  

Fur f3-Tyrosinase gilt R =  Hydroxyphenyl, OH, SH, CI; 
R'= Hydroxyphenyl; fur Tryptophanase gilt R =  Indolyl, 
OH, CI; R'= Indolyl. 

Substrate der P-Tyrosinase fur die a,P-Eliminierung [GI. 
(6)] und den P-Austausch [GI. (7)] sind L-Tyrosin, r.-Serin, 
S-Methyl-L-cystein und 3-Chlor-~-alanin. Beim [j-Aus- 
tausch ist Phenol das zweite Substrat fur die L-Tyrosin- 
Synthese. Wenn statt Phenol entweder Brenzcatechin, Re- 
sorcin, Pyrogallol oder Hydroxyhydrochinon als zweites 
Substrat eingesetzt wird, kann L-Dopa, 2-Hydroxy-~-tyro- 
sin, 2,3-Dihydroxy-~-tyrosin bzw. 2,5-Dihydroxy-~-tyrosin 
synthetisiert werden. L-Tyrosin wird auch nach Gleichung 
(8) aus Phenol, Pyruvat und Ammoniak gebildet. Brenxa-  
techin, Resorcin und mehrere 0- und rn-halogenierte Phe- 
nole sowie alkylierte Phenole sind fur diese Ruckreaktion 
ebenso gute Substrate wie P h e n ~ l [ ~ ' . ~ ~ . ' ~ ~ ] .  Diese Tyrosin- 
Derivate kristallisieren unter den Reaktionsbedingungen 
leicht aus; dadurch verlauft die Reaktion bis zum vollstan- 
digen Umsatz. Der Mechanismus der Tyrosinase-kataly- 
sierten Reaktionen laBt sich auf der Grundlage des allge- 
meinen Mechanismus fur Pyridoxal-5'-phosphat-abhan- 
gige Reaktionen verstehen, wie er aus Abbildung 7 hewor- 
geht. Fur alle drei Reaktionen ist der Enzym-a-Amino- 
acrylat-Komplex (in Abb. 7 als EA bezeichnet) die Schlus- 
se l s~bs tanz l~ '~ .  

Wie bei den Reaktionen mit p-Tyrosinase konnen L- 

Tryptophan und einige seiner Derivate, z. B. 5-Hydroxy-, 
5-Amino- und 5-Methyl-~-tryptophan, gut mit Tryptopha- 
nase als Katalysator synthetisiert w~rden['~'I.  

Ausgehend von den Ergebnissen mit den kristallinen 
Enzymen sind einfache und leistungsfahige enzymatische 
Verfahren zur Herstellung dieser aromatischen L-Amino- 
sauren entwickelt worden. In diesen Verfahren werden 
Rakterienzellen mit hoher Enzymaktivitat unmittelbar als 
Katalysatoren eingesetzt. 1.-Tyrosin, L-Dopa, L-Trypto- 
phan und 5-Hydroxy-~-tryptophan konnen mit hervorra- 
gender Ausbeute synthetisiert ~ e r d e n ~ ~ ' . ~ ~  ''I1. 

Cystein-Desulfhydrase (EC 4.1.1. l), O-Acetylserin-Sulf- 
hydrolase (EC 4.2.99.8) und 3-Chlor-~-alanin-Dehydro- 
chlorinase (EC 4.5.1.2) katalysieren ahnliche Reaktionen. 
Diese Enzyme sind fur die Herstellung von L- und D-CY- 
stein und ihren Derivaten von B e d e ~ t u n g [ ~ * . ' ~ . ' ~ ~ ~  . Dariiber 
hinaus wurde die Anwendung von y-Austausch-Reaktio- 
nen fur die Synthese von  cystath at hi on in['^^.'*'^ 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 ( F C  
4.4.1.1 I )  katalysiert ~ e r d e n [ " ~ ' .  

L-Phenylalanin ist ein wichtiger Baustein des kunstlichen 
SuBstoffs Aspartam. Zu dieser Aminosaure fuhren viele 
Synthesewege (siehe Tabelle 7). Ein kurzlich entwickeltes 
Verfdhren zur Groljproduktion schlieBt die alkalische Hy- 
drolyse von Benzylidenhydantoin zu Phenylbrenztrauben- 
saure ein, das seinerseits enzymatisch aminiert wird (Abb. 
8). Die enzymatische Umsetzung von Phenylbrenztrauben- 
saure wird mit L-Asparaginsaure als Amin-Donor und L- 

Phenylalanin-Transaminase als Katalysator durchge- 

tor eingesetzt, die an Polyazetidin imrnobilisiert wurden, 
konnen 30 g L- '  Phenylalanin bei einer Ausbeute von 90 
Mol-Yo produziert werden. Die Aktivitat der immobilisier- 
ten Zellen laljt nur sehr langsam nach; die Halbwertszeit 

fuhrt[l33. 1531 . w erden Escherichia-coli-Zellen als Katalysa- 
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Abb 7. Mechanismus P-Tyrosinase-katalysiener Reaktionen. E :  Enzym: S:  Substrat; ES, EX. EX': F.nzym-Substrat-Komplexe; EA: Enzym-a-Aminoacrylat- 
Komplex: E-NH,:  Enzym-Ammoniak- Komplex. 

wurde auf mehr als acht Monate geschatzt. Obwohl die 
Gleichgewichtskonstante fur diese Reaktion etwa 1 be- 
trlgt, IaDt sich die Reaktion bis zum vollstandigen Umsatz 
weitertreiben, indem das Produkt Oxalessigsaure durch 
rasche Decarboxylierung zu Brenztraubensaure entfernt 
wird. 

1 Phenylalanin f Pheny brenztraubensaure 

y 2  I \1 
HOOC-CHZ-CH-COOH HOOC-CH,-CO-COOH 

Asparaginsaure Oxalessigsaure 

.1 
H,C-CO-COOH -+ CO2 

Brenztrauben- 
saure 

Ahh 8. Chemirche und enzymatkche Verfahrenschritte be1 der Herstellung 
von L-Phenylalanin durch enzymatische Transaminierung. 

5. I .  3. Venvendung von Aminosiure- Dehydrogenase 

Ein kurzlich entwickelter Syntheseweg fur L-Aminosau- 
reii mit hoher optischer Reinheit verlauft uber die reduk- 
tive Aminierung von a-Ketosauren mit Aminosaure-Dehy- 
drogenasen. Enzyme, die diese Reaktion katalysieren, be- 
notigen NAD(P)H als Cofaktor. Um den aquimolaren Ver- 
brmch des teuren Cofaktors zu verhindern, wurde seine 
kontinuierliche Regenerierung vorgeschlagen. Das erfolg- 
reichste Reispiel ist die kontinuierliche Produktion von L- 

Leucin mit Leucin-Dehydrogenase (EC 1.4.1.9), die zusam- 
mcn rnit Formiat-Dehydrogenase und polymergebunde- 

nem NAD in einem Membranreaktor eingeschlossen 
iSt1741 

L-Alanin-Dehydrogenase (EC 1.4.1.1) und Phenylalanin- 
Dehydrogenase haben sich als brauchbar fur die Produk- 
tion von ~ - A l a n i n [ ~ ~ ]  bzw. ~ - P h e n y l a l a n i n [ ~ ~ . ' ~ ~  erwiesen. 
Reaktionen dieses Typs sind allgemein fur die Aminoslu- 
re-Produktion anwendbar, wenn geeignete Dehydrogena- 
sen und a-Ketosauren verfugbar sind. 

5.2. Peptide 

In  bahnbrechenden Arbeiten der siebziger Jahre wurde 
die groRe praktische Bedeutung proteolytischer Enzyme 
fur Peptidumwandlungen erkannt, z. B. fur die Modifizie- 
rung des Trypsin-Inhibitors aus S~jabohnenl"~ .  die 
Steigerung des Nahrwertes von Proteinen["31 und die Syn- 
these einiger biologisch aktiver kleiner P e ~ t i d e " ~ ~ ] .  Die er- 
folgreiche Teilsynthese von I n ~ u l i n [ ~ ~ - ~ * . " ~ ~  verdeutlichte 
dariiber hinaus den Wert proteolytischer Enzyme als lei- 
stungsfahige 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 fur die Peptidherstellung sind 
die Nucleosidtriphosphat-abhangigen Synthetasen. Syn- 
thesen von Gramicidin S1'"I, Glutathion und verwandten 
Peptid~n~'"'  sowie Kyotorphin[IM1 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 hiologisch wichtiger Peptidc. 

Peptid Enzyme Lit. 
~~ ~ ~. 

Aspdrlam lhermolysin 
(Val')-Angiotensin I 1  ( I -  8) Papain 
rnit P-Suhstanz 
verwandte Peptide 
( 1  -6)-N H-. 
Enkephalii) 

Caerulein 

rnit Eledoisin 
verwandte Peptidc 
( 1  6)-NH2 
Lachs-Calcitonin I 
( I  32) 
Human-Tnsulin 

Dynorphin ( I - X )  

(Lys"). und 
(Trp")-Sojahohnen- 
Trypsin-Inhibitor 
(Arg"). und 
( Trp.~)-Rineer-Trypsin- 
Kallikrein-Inhibitor 

Kyotorphin 

Gramicidin S 
Glutathion 

y-(;lutamylpeptide 

Rinderpankreas- 
Rihonuclease A 

Sraphvlococcus- 
NuCkdSe (6- 149) 
Plartcin 

(Gly4Y). 

- .- 

Pepsin 

Papain und Chymotrypsin 
oder Carboxypeptidase Y 
Chymotrypsin, Papain. Suhti- 
lisin, Metalloprotease und 
Asp-Protcase 

Pepsin 

Try psin 

Achroinobacrer-Pratease I 
oder Trypsin 
Chymotrypsin. Papain und 
Trypsin 
Chymotrypsin und Carhoxy- 
peptidase A 

lrypsin und Carboxypepti- 
dase A 
h7w. Chymotrypsin und Cdrh 
oxypeptidase A 
Leucyl-t RNA-Synthetase 
odcr Chymotrypsin 
Gramicidin-S-Synthetase 
y-Glutamylc~stcin-Synlhetase 
und Glutathion-Synthetase 
y-C I utam yl -Transpeptidase 
odcr y-Glutamylcystein-Syn- 
thetase 
Suhtilisin 

Trypsin 

mehrerc Proteasen 

OH 30 
Ala-OH 

---Lys-OH 

Achromobac te r -P ro tease  I 

30 
- T hr - 0 t B u  

I 

30 Human- H r- OH Insulin 
H Thr-OH 

umfaRt, sind Gesamtausbeuten von 52% fur Schweine-ln- 
sulin und 58% fur Rinder-Insulin etreicht worden'"'. Nicht 
umgesetztes Des(AlaB30)-lnsulin kann wiederverwendet 
werden. Zur Zeit wird Human-Insulin komrnerziell durch 
derartige enzymatische Transformationen aus Schweine- 
Insulin sowie durch direkte Fermentation rnit einer gen- 
technologisch gewonnenen Escherichia-coli-Mutante her- 
gestellt. 

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 Desrnethylierung, Aminie- 
rung und Ilesaminierung, Oxidation und Reduktion, Iso- 
merisierung, Hydratisierung, Halogenierung). Einige die- 
ser Reaktionen haben betrachtliche Bedeutung fur die 
Herstellung neuer halbsynthetischer Antibiotica. 

Die p-Lactam-Antibiotica wurden eingehend untersucht. 
Fur die Praxis besonders wichtig sind die Desacylie- 
rung von Penicillinen und die Acylierung von 6-Aminope- 
nicillansaure (6-APA), 7-Aminocephalosporinsaure und 7-  
Amino-3-desacetoxycephalosporinsaure. Im allgemeinen 
katalysiert ein einziges Enzym, Penicillin-Acylase (EC 
3.5.1.1 I), die Acylierung und die Desacylierung von Peni- 
cillin, wobei die Lage des Gleichgewichtes vorn pH-Wert 
abhangt. Daher kann das Enzyrn sowohl zur Herstellung 
von 6-APA als auch von halbsynthetischen Penicillinen 
eingesetzt werden. Die industriellen Verfdhren fur die IHer- 
stellung von 6-APA aus Penicillin G werden entweder rnit 
imrnobilisierter Peni~illin-Acylase"~~. "'I oder rnit immobi- 
lisierten Escherichia-coli-Zellen durchgefuhrt, die die5es 
Enzym enthaltenf'Ozl. 6-APA wiederum dient als Substrat 
zur Herstellung neuartiger halbsynthetischer Penicilline 
rnit verbesserten therapeutischen Eigenschaften. Ublich 
fur diesen Zweck ist eine chemische Acylierung; es sind 
aber auch gute enzymatische Reaktionen fur die Herstel- 
lung von Ampicillin und Amoxicillin aus 6-APA und D- 

Phenylglycin-methylester bzw. wp-Hydroxyphenylglycin- 
e thyle~ter" '~~  bekannt. 

Bei einem leistungsfahigen enzymatischen Zwei-Stufen- 
Verfahren wird Benzylpenicillin durch Kluyvera cirruphila 
bei pH 7.5 zu 6-APA desacyliert; 6-APA IaMt sich anschlie- 
fiend durch Pseudornonas melagogenum mit DL-Phenylgly- 
cin-methylester bei pH 5.5 zu Ampicillin a~ylieren"'"~. Die 
Pseudornonas-Acylase greift hierbei das Benzylpenicillin 
nicht an. 

Ahb. Y. Eni.ymatische Transformation von Schwcine-Insulin zu Human-In- 
sulin mit Acliromohacfer-Protease 1. 

5.4. Coenzyme 

Protease, Achromobacrer-Protease I, die selektive Hydro- 
lyse des C-terminalen Alaninrestes der B-Kette von 
Schweine-Insulin und anschlienend die Kondensation des 
Des(AlaB30)-Insulins rnit 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) rnit zwischenzeitlicher 
lsolierung und Lyophilisierung von Des(AlaB30)-Insulin 

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

5.1.1. Regenerierunyssjisteme fur Coenzyme und ihre 
Anwendung 

A T P :  Da ATP nicht nur  als Energiequelle, sondern bei 
mehreren Enzymreaktionen auch als Substrat dient, mus- 
sen sowohl seine Regenerierung (Recycling) als auch seine 
Generierung (Herstellung) berucksichtigt werden. Allge- 
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 Backerhe- 
fe- oder Bierhefe-Zellen rasch zu ADP und ATP phospho- 
ryliert, wenn sie mit hohen Konzentrationen von Glucose 
und anorganischem Phosphat inkubiert ~ e r d e n " ' ~ ] .  Unter 
geeigneten Hedingungen konnten mit Bierhefe 190 pmol 
ml. - '  ATP bei einer Ausbeute von 63 Mol-Yo produziert 
werden["'l. Fur den gleichen Zweck werden auch andere 
Hefen und Bakterien eingesetzt. Insbesondere fuhren Sac- 
charomyces-cerevisiae-Zellen, in denen Hexokinase oder 
Glucokinase durch gentechnologische Methoden angerei- 
chert sind, zu einem fast stochiometrischen Umsatz von 
Adrnosin (130 KIM) zu ATp'771. Man geht davon aus, daB 
AT') - wie in Abbildung 1Oa gezeigt - durch Substratket- 

a l  
Glucose - EtOH + CO, 

c )  
MeIlH- HCHO- HCOOH /-,- CO, 

A c o  NAD" NADH NAP NADH 
\ 

Mitochondrium 

Ahb. 10. Schematische Ubersicht uber die Keajtionssysteme zur AI'P-Her- 
stellung durch a )  Herefermentation, b) Verkniipfung von Adenin mil Ribo- 
sephosphat und c )  oxidative Phosphorylierung in Mitochondrien. Ad: Ade- 
nin. Ado: Adenosin; PRPP: 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat. 

ten-Phosphorylierung von AMP oder Adenosin uber ADP 
unier Ausnutzung der Energie aus der Glycolyse gebildet 
wird. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daB die leicht 
verfugbare Backerhefe als Katalysator eingesetzt werden 
kann. 

2. Hakterielle Verknupfung von Ribosephosphat mit 
Adenin: Aufgrund des Befundes, da13 mehrere coryne- 
forme Hakterien zugesetzte Basen in befriedigenden Aus- 
beuten mit Ribosephosphat ~erknupfen"~'], wurde eine fur 
die Praxis geeignete Produktionsmethode fur ATP entwik- 
kelt. Einer drei Tage alten Kultur von Brevibacrerium am- 
moniagenes wurde Adenin (2 mg mL- ') zugesetzt, das 

wahrend weiterer 24stiindiger Inkubation zu ATP (1.57 mg 
mL-'), ADP (1.59 mg mL-I) und AMP (2.16 mg m L -  I )  

umgesetzt ~ u r d e ~ ' ~ ' ~ .  Gewaschene Zellen des gleichen 
Stammes produzieren ebenfalls uber 10 mg mL--  ' ATP bei 
einer Ausbeute von 83 MOI-%[ '~~] .  Da Adenin eines der bil- 
ligsten Substrate ist, wird dieses System haufig zur Herstel- 
lung wichtiger Verbindungen angewendet. Als Schlusselre- 
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. lob). 

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['R'l. Die vorgeschlagene Reaktionsfolge umfalJt 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. ~ O C ) [ ' ~ ' ~ .  
Dieses System ist fur 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 phosphorylieren1'821. Uber 
eine ATP-Generierung mit isolierten T h y l a k ~ i d e n [ ' ~ ~ ~  oder 
C h l ~ r o p l a s t e n ~ ' ~ ~ ~  wurde ebenfalls berichtet. Zur Zeit sind 
diese Systeme allerdings nur  von akademischem Interes- 
se. 

5 .  Verwendung zellfreier Enzyme: Phosphotransferasen 
(Kinasen) sind Enzyme, die die Ubertragung einer Phos- 
phatgruppe von ATP auf ihr Substrat katalysieren, wobei 
ATP zu ADP umgesetzt wird. Einige dieser Enzyme kataly- 
sieren auch die Ruckreaktion 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 haufig fur diesen Zweck eingesetzt['"l. Er- 
fordert die in Frage kommende Transformation ein zell- 
freies Enzym, so ist cine Kopplung dieser Enzyrnsysteme 
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 Lanyer et al.[2"61 diskutiert. 

N A D H  und N A D P H :  Die lebende Zelle mit ihrem kom- 
plexen und sorgfaltig regulierten Stoffwechsel enthalt 
mehrere Regenerierungssysteme fur NAD(P)H. Bei- 
spielsweise finden bei der Oxidation von Glucose uber 
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 anschlieoende 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- 
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Fabelle 9. Anwendung ATP-regenerierender Systeme bei Synthesen biotechnologisch wichtiger Verbindungen. 

Produkt ATP-regenerierendes System Mikroorganismus oder Enzym Lit. 
~-~~ - _- 

Nucleosid-S'-triphosphate 

GTP 
S'-Guanylsiure 

PPGPP [cl und P P P G P ~  [dl 
APPPPA [el 

Nucleosiddiphosphat-Zucker 
CDP-Cholin 
WAD 

S A D P  

FAD 

Coenzym A 

S- Adenosylmethionin 

Glutamin 
Theanin (N'-Ethylgluramin) 
Glutathion 

Gramiciditi S 
Glucose-bphosphat 
Galactose-1 -phosphat 

Glycolyse [a] 
Verkniipfung mi1 Ribosephosphat [b] 
Verkniipfung mit Ribosephosphat [b] 
Verkniipfung mit Ribosephosphar [bl 
Zellfreie Enzyme 

Glycolyse [a] 
Glycolyse [a] 
Verknilpfung mit Ribosephosphat Ib] 
Zellfreie Enzyme 

Glycolyse [a] 
Zellfreie Enzyme 

Verkniipfung mit Ribosephosphat [b] 
Glycolyse [a] 
Verknilpfung mit Ribosephosphat [b] 
Glycolyse [a] 
Glycolyse [a] 
Zellfreie Enzyme 

Glycolyse [a] 
Glycolyse [a] 
Glycolyse [a] 
Glycolyse [a] 

ZellfreieEnzyme 
Zellfreie Enzyme 
Zellfreie Enzyme 

Glycolyse [a] 

Bickerhefe u. a. 
Breuihacterium ammoniagenes 
B. ammoniagenes 
B. ammaniagenes 
Acetat-Kinase. Adenylat-Kinase und Leucyl-tRNA. 
Synthetase 
Backerhere u. a. 
Rierhefe u. a. 
B. ammoniayenes 
Acetat-Kinase, Adenylat-Kinase und NAD-Pyro- 
phosphorylase 
Backerhefe und 6. arnrnoniagenes 
Acetat-Kinase, Adenylat-Kinase, N AD-Pyrophos- 
phorylase und NAD-Kinase 
B. ammoniagenes oder Sarcina /urea 
Backerhere und Arthrohacrer y1obiformi.r 
6. ammaniagenes oder S. /urea 
Backerhere und B. amnroniogenes 
Saccharomycer sake 
Pyruvat-Kinase. Adenylat-Kinase, anorg. Pyro- 
phosphaldse und Methionin-Adenosyl-Transfcrase 
Backerhere und Glutamin-Synthetase 
Bickerhere und Glutamin-Synthetase 
Backerhere 
Blckerhefe, y-Glutamylcystein-Synthetase und Glu 
tathion-Synthetase 
Acetat-Kinase und Esrherichia coli 
Acetat-Kinase und Gramicidin-S-Synthetase 

Acetat-Kinase und Hexokinase 
Backerhere und Galactokinase 

[a] Zum allgemeinen Reaktionsablauf siehe Abb. 10a. [b] Dieses Verfahren schlieDt die direkte Verkniipfung von Rasen mit Ribosephosphat oder ihre Modifizie- 
rung ein. Zum allgemeinen Reaktionsablauf siehe Abb. lob. [c] Guanosin-3',S'-bis(diphosphat). [dl Guanosin-3'-diphosphat-S'-triphosphat. [el Diadenosintetra- 
phosphat. 

mischt. Die Reduktion von Carbonylverbindungen durch 
Hefen, die gelegentlich in der praparativen Chemie durch- 
gefiihrt ~ i r d [ ' ~ . " ~ ~ ~ ~ ,  basiert in erster Linie auf diesem Sy- 
stem. In gleicher Weise werden die Reaktionen, die die 
Oxidation von Methanol zu C 0 2  durch methylotrophe Mi- 
kroorganismen bewirken, als leistungsfihige Systeme zur 
NADH-Regenerierung angesehen (siehe Abb. IOc). 

Werden zellfreie Enzyme eingesetzt, die reduzierte Nico- 
tinamid-Cofaktoren erfordern, wird zusltzlich ein Regene- 
rierungssystem benotigt. Allgemein anwendbare Systeme 
haben Whiresides und W ~ n g " ~ l  beschrieben. Am haufig- 
sten eingesetzt werden die Systeme Formiat/Formiat-De- 
h y d r ~ g e n a s e ' ~ ~ ] ,  Glucose/Glucose-Dehydrogenase und 
Glucose-6-phosphat/Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, 
da die Substrate (Wasserstoff-Donoren) und die jeweiligen 
Enzyme leicht verfugbar sind. Vor allem das Formiat/For- 
miat-Dehydrogenase-System bietet Vorteile, denn Formiat 
geht in C 0 2  uber, das keine Probleme bei der Aufarbeitung 
der Produkte verursacht. Die Anwendbarkeit dieses Sy- 
stems ist von Kula und Wandrey et a1.[74.791 umfassend un- 
tersucht worden. 

5.4.2. Coenzym-Produktion 

In diesem Beitrag werden nur drei Coenzyme beschrie- 
ben, fur die wir Produktionsverfahren entwickelt haben 
(andere Coenzyme siehe '"'3. 

Coenzym Die Biosynthese von Coenzym A (CoA) 
aus Pantothensaure, L-Cystein und ATP umfal3t fiinf se- 
quentielle Enzymreaktionen (Abb. 1 In Brevihacrc+ 

ATP* Pantothensaure 

Pantothenoylcysbein 
r---- A 
I P-Pantothensaure 

p/ ATp 12 +Cystein 

.jj j P-Pantothenoylcystein Pantethein 

C I  

71 X I  

BI ATP IL  
2 ;  Dephospho-CoA I 

bl L J  

\3, P-Pantethein 4 A T P  
:; 

4 W I  

I I I 

I ATP W 1 5  I 

I _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  [oA _ _ _ _ _ _ _ _ _  
Abb. 1 I .  Der Biosyntheseweg von ('oenzym A (siehe T e n t )  

um-ammoniayenes-Zellen fanden wir alle funf fur die Syn- 
these von CoA erforderlichen Enzyme (Abb. 11, Weg 
1-2-3-4-5 oder Weg 7-4-S), und zwar alle mit hohen Akti- 
vitaten1R'.'96.209! Werden Zellen dieses Stammes als Kata- 
lysator eingesetzt, kann CoA (2-5 g L- ') effizient aus 
den oben genannten drei Substraten synthetisiert wer- 

ie Biosynthese von CoA aus den drei 
Substraten oder aus Pantethein und ATP wird in diesem 
Stamm hauptsachlich durch eine Feedback-Inhibierung 

den182. 196.207.2101 D' . 
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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 erhohen, traten 
Probleme auf, weil Uberproduktion von CoA die CoA- 
Synthese hemmt. Um die Feedback-Inhibierung zu umge- 
hen, wurde die enzymatische Phosphorylierung von Pan- 
tothensaure durch eine chemische Phosphorylierung er- 
setzt. Unter geeigneten Bedingungen wurden in 50 mL Re- 
aktionsansatz 1.65 g CoA aus P-Pantothensaure, L-Cystein 
und ATP synthetisiert (64 Mol-YO Ausbeute, bezogen auf 
ATP)""I. In gleicher Weise wurde CoA (1 15 g L- I) aus P- 
Panlethein und ATP synthetisiert (quantitative Ausbeu- 
te)" 'I .  

Einen anderen Weg zur Verbesserung der CoA-Aus- 
beuie bietet die Verwendung von Mutanten, denen die 
Repression durch Feedback-Inhibierung fehlt, oder von 
Mutanten mit erhohter Pantothenat-Kinase-Aktivitat. Ein 
mutierter Stamm von B. ammoniugenes mit einer Resistenz 
gegen Oxypantethein (einem Sauerstoff-Analogen von 
Pantethein) hat eine dreifach hohere Pantothenat-Kinase- 
Aktivitat als der Elternstamm. Mit dem in Abbildung 10b 
gezcigten ATP-generierenden System bildet dieser Stamm 
9.3 g L- '  CoA aus Pantothensaure (3.6 g L-I), L-Cystein 
(1.8 g L - I )  und AMP (6 g L -') oder 11.5 g L- '  CoA aus 
Pantethein (5 g L-') und AMP (6 g L-I) (70-100 Mol-YO 
Ausbeute, bezogen auf AMP)I"']. Diese Werte sind etwa 
dreimal hoher als beim Elternstamm. 

Reaktionsbedingungen fur die gezielte Synthese von P- 
Pantothensaure, P-Pantethein oder 3'-I)ephospho-CoA 
wurden ebenfalls ermittelt'2"7.2131. 

S-Adenosvlmethionin (AdoMet) und S-Adenosvlhomocy- 
sfein ( A d ~ H c y ) ~ " . ~ ' ~ ]  sowie verwandte Nucleoside haben in 
letzter Zeit groBes Interesse als Schlusselregulatoren fur 
viele biologische Transmethylierungen gefunden (Abb. 12). 
Obwohl sich fur diese Nucleoside auf pharmazeutischem 

HOOC' 

HO OH 
S-Adenosylrnethionin 

(AdoMet) 

und chemotherapeutischem Gebiet bedeutende Moglich- 
keiten ab~eichnen'"~], ist vor unseren Arbeiten kein Ver- 
fahren fur die Produktion dieser Nucleoside in die Praxis 
eingefuhrt worden. 

Wir haben eine Fulle von Mikroorganismen hinsichtlich 
ihrer Fahigkeit untersucht, AdoMet aus L-Methionin zu 
produzieren. Wir fanden, dal3 eine Gruppe von Sake-He- 
fen (Stamme von Sncchnromyces sake) zugesetztes Methio- 
nin spezifisch in AdoMet u m ~ a n d e l t [ ' ~ ~ ] ,  das sich akkumu- 
liert. S. sake Kyokai Nr. 6 wurde als aussichtsreichster 
Produzent selektioniert. Er setzt etwa 25% des zugesetzten 
Methionins ( l o g  L-I) zu AdoMet um, wenn er mit Sac- 
charose und Harnstoff als uberwiegender C- bzw. N- 
Quelle kultiviert wird. Unter geeigneten Bedingungen wer- 
den 11 g L -  ' AdoMet in Zellvakuolen angereichert. Das 
entspricht mehr als 25% der gesamten Zelltrockenmasse. 
Somit hebt sich S .  sake vorteilhaft von der handelsubli- 
chen AdoMet-reichen Hefe ab, die nur etwa 2 0 m g g - '  
Festsubstanz enthalt. Als hauptsachliche Ursache dieser 
ungewohnlichen AdoMet-Produktion wird die ausgespro- 
chen hohe Aktivitat 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, daR zwei cha- 
rakteristische Reaktionen, die Spaltung von AdoHcy an 
der Glycosylbindung in Adenin und S-Ribosylhomocy- 
stein und die anschlieRende Hydrolyse des S-Ribosylho- 
mocysteins zu L-Homocystein und Ribose, die einzigen 
Reaktionen beim Stoffwechsel von AdoHcy in prokaryon- 
tischen Zellen seien, wahrend AdoHcy in eukaryontischen 
Zellen durch die AdoHcy-Hydrolase unmittelbar zu L-Ho- 
mocystein und Adenosin hydrolysiert wird (siehe Abb. 12 
und 12151). Unsere Screening-Untersuchungen nach geeigne- 
ten Enzymen fur die AdoHcy-Synthese ergaben, daR viele 
prokaryontische Zellen betrachtliche Anteile an AdoHcy- 

HO OH 

Methionin S -Adenosylhomocystein S -Ribosylhornocystein 

CH, Hornocystein 

Ribose 
Abb. 12. Der Cyclus des ,,akriven Me- 
thyls" (S-Adenosylmethionins). 
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Hydrolase enthalten[""'. Prokaryonten-AdoHcy kann 
leicht a m  Alculigenes-faeculi.s-Zellen gereinigt und kristal- 
lisiert werden. In diesern Stamm besteht das extrahierbare 
Protein der Zellen zu etwa 2.5% aus dern Enzyrn'""l. Dieser 
Wert ist etwa IOOmal hoher 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 nutzlicher Katalysa- 
tor f u r  die Synthese von AdoHcy aus L-Homocystein und 
Adenosin angesehen. Diese Synthese gelingt durch Inku- 
bation von Adenosin und L-Homocystein mi1 A.:faecalis- 
ZeIlen (Ausbeute 70-80 g L-')12171. Ein Problem bei der 
Synthese nach dieser Methode war es, dal3 das D-Isomer 
von Homocystein vom Enzym nicht erkannt wird. IJm das 
zu umgehen, wurde nach Stammen gesucht, die AdoHcy 
aus t>-Homocystein synthetisieren konnen. Ein solcher 
Stamm ist Pseudomonas putidu. Die Hydrolase aus P. pu- 
rida setzt zwar - wie das Enzym aus A. Juecalis - aus- 
schliel3lich L-Homocystein urn, doch bildet das Rakteriurn 
zusatzlich eine Racernase, die die gegenseitige Umwand- 
lung von 11- und 1.-Hornocystein katalysiert. In einer Mi- 
schung van Adenosin und DL-Homocystein rnit A.-faecalis- 
(36 g L - I )  und P.-puridu-Zellen ( 4 g  L-I) in Kaliurnphos- 
phat-Puffer wurden rnehr als 70g L - '  AdoHcy rnit prak- 
tisch quantitativer Ausbeute erhalten12'X1. 

In gleicher Weise kann eine Anzahl anderer neuartiger 
S-Nucleosidylhomocysteine wirkungsvoll aus den entspre- 
chenden Adenosin-Analoga synthetisiert werden, z. B. For- 
rnycin A, Neburalin und Adeno~in-N'-Oxid[* '~~.  Diese Ver- 
bindungen konnten pharmazeutische und chemotherapeu- 
tische Bedeutung haben12'51. 

5.5. Organische Sauren und Lactone 

Optisch aktive a- und B-Hydroxycarbonsauren und ihre 
Derivate sind wichtige chirale Bausteine. Es gibt mehrere 
Wege zu ihrer Synthese, besonders mit organisch-prapara- 
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 SLu- 
ren fuhren, sind in Tabelle 6 zusammengestellt. 

I)-( - )-fl-Hydroxyisobuttersaure: Optisch aktive P-Hydro- 
xyisobuttersaure wird als vielseitiger chiraler Baustein ein- 
gesetzt. Das L-( +)-Enantiomer ist fur die Synthese von a- 
Tocopherol'"', M u ~ c o n ~ ~ ~ ~ ,  Lasalocid A[""I, Calcimycin["'l 
und anderer Verbindungen verwendet worden, wahrend 
das D-( -)-Enantiomer zur Synthese von Captopril dient, 
einem Inhibitor des Angiotensin-Converting-Enzyms'?". 
Fur die optisch aktive p-Hydroxyisobuttersaure wurden 
mehrere Synthesewege beschrieben: P-Hydroxylierung v m  
I s o b ~ t t e r s a u r e ~ ' " ~ ~ " ~ ~ .  Hydratisierung von Methacrylsau- 
re""7', enantioselektive Oxidation von prochiralem 2-Me- 
thyl- 1,3-propandi0l~~'~~', stereoselektive Reduktion von 
Ethyl-rr-f~rmylpropionat~~~~~. Die P-Hydroxylierung von 
lsobuttersaure durch Pseudomonas puridu und die rneisten 
anderen Mikroorganismen ergibt das L-( +)-Enantio- 

didu nrgosa, produzieren spezifisch das D-( - )-Enantio- 
mer"')71 . Es gibt eine C.-rugosa-Mutante, der die b-Hydro- 

mer(I07.2??] . Nu r wenige Mikroorganismen, darunter Can- 

xyisobutyrat-Dehydrogenase fehlt und die daher die wei- 
tere Oxidation der gebildeten p-Hydroxyisobuttersaure zu 
lsobutyraldehyd nicht katalysieren kann. Der Stamm pro- 
duziert 36.6 g L - '  I)-( -)-P-Hydroxyisobuttersaure in na- 
hezu quantitativer Ausbeute[22s1. Diese Reaktion wird zur 
kornrnerziellen Produktion von Captopril eingesetzt ( Abb. 
13)'2221. 

y 3  c. mgosB ;H3 SOClz 
H3C-CH-COOH V HOCH2-CH-COOH + 

L -Protin CH3 7 
CICH2-CH-COCI - 

y 3  

Captopr i l  

Abb. 13. Synthese \'on Captopril durch enzymatische Oxidation von Isobut- 
terssure. 

I>-( - )-Panrolacton, das y-Lacton der D-( -)-PantoinsSu- 
re, ist ein wichtiges chirales Edukt fur die Synthese eines 
Vitamins, der I>-( +)-Pantothemawe. Die herkommliche 
Synthese erfordert die langwierige chemische Trennung 
des racemischen Pantolactons. Wir haben vor kurzem zwei 
vorteilhafte mikrobielle Verfahren beschrieben, die dieses 
Problem umgehen. Rhodococcus erythropolis wandelt von 
racemischem Pantolacton nur das L-( + )-Enantiomer in 
das I)-( -)-Enantiomer urn, ohne das vorhandene I)-( -)- 
Enantiomer zu verandern. Unter geeigneten Reaktionsbe- 
dingungen erhalt man rnit gewaschenen Zellen als Kataly- 
sator 18.2 g L D-( -)-Pantolacton mit einer Enantiorne- 
renreinheit von 94.4% (90.5 Mol-% chemische Ausbeu- 
te)"2"1. Diese ungewohnliche Umsetzung verlauft uber die 
in Abbildung 14 gezeigte Reaktionskette: 1. enzymatische 
Oxidation von L-( +)-Pantolacton zu Ketopantolacton, 
2 .  rasche und spontane Hydrolyse zu Ketopantoinsaure, 
3. enzyrnatische Reduktion zu D-( -)-Pantoinsaure. 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- 

L -PL KPL 

spontan 
(PH 7) 

KPA D -PA 

Abb. 14. Reaktionssysiem lur die stereoaelekiive Oxidailon und Kcdullion 
hei der Umse~iung von I  -( +)-Pantolacton zum r)-( -)-Enantiomer mit Rho- 
docorrirs-ervrhropolir-ZclIen. D-PL: D-( -)-Pantolacion; i.-PL: I -( + )-Pdnto- 
lacton: D-PA: i>-(-))-PantoinsBure: KPL: Ketopantolacton; KPA: Ketopan- 
toinsaure. 
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t o n l ’ ” ” l .  IoX.2271 w . erden Candida-pnrapsilosis- oder Rhodo- 
rorula-minula-Zellen rnit Ketopantolacton und Glucose in- 
kubiert, so produzieren sie etwa 100 g L - ’  bzw. 50 g L-’  
I)-( - )-Pantolacton mit hervorragender chemischer (95- 
100%) und optischer (90-95% e.e.) Ausbeute153.’08-2271 . B ei 
dieser Reaktion wird die asymmetrische Reduktion durch 
eine kiirzlich entdeckte Carbonyl-Reduktase katalysiert, 
die spezifisch fur konjugierte Polyketone ist und NADPH 
als Cofaktor erfordert[”]. Als Energiequelle fur die Rege- 
nerierung von NADPH wird Glucose vermutet. 

5.6. Grundchemikalien 

Wie bereits in Abschnitt 3 beschrieben, gewinnen mikro- 
bielle Transformationen fur die industrielle Herstellung 
von Grundchemikalien unter mehreren Gesichtspunkten 
rawh an praktischer Bedeutung. Die Produktion von 
Acrylarnid durch die bakterielle Nitril-Hydratase, das erste 
erfolgreiche Beispiel, sei hier etwas eingehender beschrie- 
ben. Ebenfdls diskutiert werden andere mogliche Trans- 
forrnationen von Nitrilen. 

Acrylamid wird fur viele Zwecke verwendet, 2.B. als 
Flockungsmittel und als Bestandteil synthetischer Fasern. 
Das herkommliche Syntheseverfahren verlauft iiber die 
Hydratisierung des Nitrils rnit Schwefelsaure oder rnit 
Kupfersalzen oder Palladium-Komplexen als Katalysato- 
ren. Ausgehend von den Ergebnissen unserer umfangrei- 
chen Arbeiten uber den rnikrobiellen Abbau von Nitrilen 
haben wir ein neues Verfahren entwickelt, bei dem Nitril- 
Hydratase, ein mikrobielles Enzym, als Katalysator fur die 
Hydratisierung des Nitrils eingesetzt wird12281. 

Aus Zellen eines Acetonitril-abbauenden Ar/hrobnc/er 
sp. wurde ein neuartiges Enzym hoch gereinigt und cha- 
rakterisiert. Es handelt sich urn eine aliphatische Nitril- 
Hydratase, die Acetonitril zu Acetamid hydratisiert[2’y1 
[siehe GI. (9)]. Das Enzym ist anders als Nitrilase (EC 
3.5 5.  I ) ,  die die Bildung von Sauren durch hydrolytische 
Elirninierung des Stickstoffs unter Bildung von Ammoni- 
umsalzen katalysiert [GI. (lo)]. 

RCN + HZO -+ RCONHz 
RCN + 2 H 2 0  - RCOOH + NH,  

Abbildung 15 zeigt einen Vorschlag fur 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 Ril- 
duqg eines enzymgebundenen Imins, das anschlienend zu 
eincm Zwischenprodukt rnit tetraedrischem Kohlenstoff 
hylratisiert wird (Abb. 15a). Dieser ProzeB ist fur beide 
Enzyme gleich. In Gegenwart von Nitrilase wird das Zwi- 
schenprodukt in Ammoniak und einen Acyl-Enzym-Kom- 
plt- x zerlegt, der anschlieBend zu einer Carbonsaure hydro- 
lysiert (Abb. 15b). Im Fall der Nitril-Hydratase fungiert 
da i  Enzym selbst als Abgangsgruppe; daher entsteht ein 
Anlid (Abb. 15c). Die Hydratase katalysiert die Hydratisie- 
rung unterschiedlicher aliphatischer Nitrile, darunter 
Acrylonitril und Methacrylonitril. Werden allerdings die 
Ar,hrobncrer-sp.-Zellen direkt als Katalysator fur die 
Amidproduktion verwendet, so reagieren die Nitrile fast 
vollstandig zu den Sauren. Ursache ist die gleichzeitige In- 
duktion einer Amidase (EC 3.5.1.4), die in den Zellen rnit 

NH H?O PH 
/, 

a) R-CN + ESH -+ R-C: + R-C-NH, 
I 

SE Hz0 SE 

Nitrilase: 

Nitril-Hydratase: 
U 

Abb. 15. Vorgrschlagencr Keaklionsmcchanismus riir Nilrilase und Nitril-  
Hydratase. ESH: Enzym mit Thiolgruppe (siehe Text). 

hoher Aktivitat a ~ f t r i t t l ~ ~ ] .  Aus diesem Grund wurde ein 
Screening nach Mikroorganismen rnit hoher Nitril-Hydra- 
tase- und niedriger Amidase-Aktivitat durchgefuhrt ; dabei 
dienten mehrere Nitrile als Wachstumssubstrate. Bei der 
Kultivierung mit lsobutyronitril als uberwiegender 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 wahrend des Wachstums eine ge- 
wisse Aktivitat gegenuber lsobutyronitril zeigt, ist diese 
Amidase gliicklicherweise gegeniiber Acrylamid fast vollig 
inaktiv””. Man kann daher vermuten, daB eine stochio- 
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 durchgefuhrt, indem 
Acrylonitril bei niedrigen Temperaturen (iiblicherweise 5 
bis I O O 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 konnen mehr als 400 g L - ’  Acrylamid 
mit nahezu quantitativer Ausbeute produziert werden. Auf 
gleiche Weise lassen sich Methacrylamid (200 g L-I), 
Acetamid (150 g L-I),  Propionamid (560 g L -!), n-Butyr- 
amid (160 g L- ’ ) ,  Crotonamid (200 g L I) und Isobutyr- 
amid (100 g L I) g e ~ i n n e n l ~ ’ ~ .  

Nach der Optimierung der Kultivierungsbedingungen 
fur die Produktion von Nitril-Hydratase aus Pseudomonas 
lag die Enzymaktivitat in der Kulturbriihe 900mal hoher 
als der ursprunglich beschriebene Wert[2301. Die Nitril-Hy- 
dratase aus Pseudomonas ist kiirzlich ausfiihrlich charakte- 
risiert w~rdenl’~’’. Dieses Verfahren ist einfach, sauber und 
schnell, erfordert keine spezielle Ausrustung zur Ekergie- 
versorgung und ergibt ein hochreines Produkt. 1987 wurde 
P. chlororaphis B23 fur die kommerzielle Herstellung von 
Acrylamid eingesetzt. 

Wie dieses Beispiel nahelegt, bilden nitrilumsetzende 
Enzyme wie Nitril-Hydratase, Amidase und Nitrilase eine 
Enzyrngruppe, der zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten 
als Katalysatoren fur organisch-chemische Verfahren of- 
fenstehen diirften. Hydratasen und Amidasen sind in Mi- 
kroorganisrnen weit verbreitet. Meistens werden beide vom 
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gleichen Mikroorganismus gebildet, und meistens weisen 
sie eine breite Substratspezifitat auf. Daher konnen die En- 
zyme nicht nur fur die Herstellung von Amiden verwendet 
werden, sondern auch fur weiterreichende und variable 
Zwecke, z. B. fur die Synthese optisch reiner Aminosauren 
und Hydroxysauren aus den entsprechenden Aminonitri- 
len bzw. Cyanhydrinen. So kann die enzymatische Hydro- 
lyse eines Dinitrils funf Produkte ergeben, namlich Mono- 
amid-Mononitril, Monocarbonslure-Mononitril, Diamid, 
Monoamid-Monocarbonsaure und DicarbonsPure, wah- 
rend eine slure- oder basekatalysierte Hydrolyse nur das 
Diamid und die Dicarbonsaure 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)['321. 

CONHI 

COOH COOR (CN 
(CN 4 (CFI 

COOR 
(CONH, 

COOR 
( CH#HI 

COOR 
(COOH 

COOH 
(CON", 

COOH 

coon 
(COOH 

werden mikrobielle Transformationen fur Einschritt-Reak- 
tionen genutzt, bei denen sie auch am leistungsfahigsten 
sind. 

Wie bei herkommlichen chemischen Synthesen wird fur 
eine mikrobielle Transformation ein Substrat benotigt, das 
dem Produkt ahnelt. Das ist ein Nachteil der mikrobiellen 
Transformation, weil zur Bereitstellung der Substrate Ver- 
fahren wie chemische Synthese oder Fermentation not- 
wendig werden konnen. 

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

Mikroorganismen passen sich besser an unterschiedliche 
Lebensbedingungen an als 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 auDerge- 
wohnlichen Umgebungen uberleben oder wachsen kdn- 
nen, z. B. Psychrophile, Thermophile, Acidophile und AI- 
kalophile. Diese Mikroorganismen bilden einzigartige En- 
zyme, die Hitze, Alkali oder Sauren vertragen. Dariiber 
hinaus haben die Techniken der Fermentation und Enzym- 
reinigung sowie die Gen- und Enzymtechnologie grolJe 
Fortschritte erzielt. Zieht man alle diese Tatsachen in Be- 
tracht, muR es bei der Nutzung von Mikroorganismen zur 
Produktion wichtiger Verbindungen vie1 mehr Moglichkei- 
ten geben, als wir uns derzeit vorstellen konnen. 

Abb. 16. Moglichkeiten der mikrobiellen Transformation von Dinitrilen. 

Eingegangen am 16. April 1987 [ 4  6n7l 
Gbersetit von I h .  Gisela Hummel. Julich 

5.7. Lipide 

Die Herstellung von dlartigen Zwischenprodukten wie 
Fettsauren, Fettsaureestern und Fettalkoholen umfal3t 
Schritte, die ebenfalls enzymatisch durchgefuhrt werden 
konnen. Schlusselenzyme fur solche Transformationen 
sind Lipa~en"'~'. Sie konnen fur die selektive oder partielle 
Fettspaltung, die Hydrolyse von Wachsestern zu Fettalko- 
holen und zur Estersynthese sowie zur Umesterung einge- 
setzt werden. 

Je nach ihrer Regioselektivitat fuhren spezifische Lipa- 
sen zu wertvollen Triacylglycerin-Mischungen, die durch 
herkommliche chemische Veresterung nicht hergestellt 
werden konnen. Interessante Beispiele sind die Umeste- 
rung von Palmol mit Fettsauremethylestern zu Kakaobut- 
ter-Ersatz und das Harten von Pflanzenolen durch Um- 
esterung mit hoher schmelzenden Tria~ylglycer inen '~~~! 

Andere bemerkenswerte Beispiele sind die Oxidation 
von Fettsauren oder n-Alkanen zu Dicarbonsauren"o'l, die 
Herstellung von Prostaglandin-Synthonen sowie die Modi- 
fizierung von Prostaglandinen'2's1. 

6. SchluDbemerkungen 

Im Prinzip ist es moglich, mikrobielle Transformationen 
f u r  Mehrschritt-Reaktionen einzusetzen, wie das Reispiel 
der CoA-Synthese zeigt. In den meisten Fallen allerdings 
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