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Die Cofaktor-abh�ngige asymmetrische Reduktion von Ke-
tonen unter Verwendung von Alkoholdehydrogenasen ist
eine n�tzliche Methode zur Synthese optisch aktiver Alko-
hole.[1] Zur In-situ-Regenerierung des wegen seines hohen
Preises nur in katalytischen Mengen verwendeten Cofaktors
stehen sowohl Substrat-gekoppelte[2] als auch Enzym-gekop-
pelte[3] Methoden zur Verf�gung. Eine unabdingbare Vor-
aussetzung f�r die kompetitive Anwendung dieser Enzym-
technologie im technischen Maßstab, besonders unter Be-
r�cksichtigung der hohen Effizienz der metallkatalytischen
Hydrierung als Bezugsgr1ße,[4] ist die Durchf�hrung solcher
biokatalytischen Reduktionen bei hohen Substratkonzentra-
tionen und vorzugsweise ohne Zusatz an „externen“ Cofak-
toren.
Bis dato erf�llen die meisten biokatalytischen Synthesen

unter Anwendung eines Enzym-gekoppelten Ansatzes diese
Voraussetzungen nicht und tolerieren Substratkonzentratio-
nen von h1chstens 50 gL�1, oftmals sogar nur von weniger als

10 gL�1. Entsprechend sind nur wenige Literaturbeispiele
bekannt, die entweder technisches Anwendungspotenzial
aufweisen oder gar bereits in Anwendungen im industriellen
Maßstab eingesetzt worden sind.[3,5]

Eine der Ausnahmen ist die von Shimizu et al. entwi-
ckelte, Ganzzell-katalysierte Reduktion von 4-Chlor-3-oxo-
butters�ureethylester mit einer beeindruckenden Substrat-
konzentration von 250 gL�1 in einem zweiphasigen L1-
sungsmittelsystem aus Essigs�ure-n-butylester und einer
w�ssrigen Pufferl1sung (Umsatz 89%; Enantioselektivit�t
> 99% ee).[3a,b] Erforderlich sind dabei nur sehr niedrige, ka-
talytische Mengen des teuren Cofaktors.[3a,b] K�rzlich be-
richteten zudem Weuster-Botz et al. �ber eine Methode, in
der (noch teure) ionische Fl�ssigkeiten zum Einsatz kamen;
die maximalen Substratkonzentrationen bezogen auf das
Volumen des Gesamtl1sungsmittels lagen hier bei ca.
20 gL�1.[3c] Die Arbeitsgruppe um Matsuyama berichtete
�ber Reduktionen mit Substratkonzentrationen im Bereich
von 30–50 gL�1, wobei ein rekombinanter Ganzzellkatalysa-
tor verwendet wurde, der eine Alkoholdehydrogenase
(ADH) und Formiatdehydrogenase enthielt.[3d] Nachteilig bei
der Verwendung von Formiatdehydrogenase f�r die Rege-
nerierung des Cofaktors ist ihre geringe spezifische Aktivit�t
von maximal ca. 10 U pro Milligramm gereinigten Enzyms,
was zu einem ung�nstigen Verh�ltnis von Substrat- zu Kata-
lysatormenge f�hrt.
Hier berichten wir �ber ein die bisherigen Verfahren er-

g�nzendes, einfaches, hocheffizientes und breit anwendbares
Verfahren zur Synthese optisch aktiver Alkohole unter Ein-
satz von „Designerzellen“ (mit hoher Expression der ben1-
tigten Enzyme), das hohe Substratkonzentrationen von
> 100 gL�1 toleriert, ohne „externen“ Cofaktor auskommt
und in rein w�ssrigem Reaktionsmedium abl�uft. Das Ver-
fahren eignet sich f�r die Bildung eines breiten Spektrums
(funktionalisierter) R- und S-Alkohole mit Ums�tzen von
> 90% und Enantioselektivit�ten von zumeist > 99% ee.
F�r die gew�nschte asymmetrische Reduktion – gem�ß

dem Prozessschema in Schema 1 – wurden mit Blick auf die
Entwicklung eines effizienten, „maßgeschneiderten“ Ganz-
zellbiokatalysators ADHs mit einer hohen spezifischen Ak-
tivit�t gew�hlt. Dabei erwiesen sich die R-enantioselektive
ADH aus Lactobacillus kefir[6a,b] und die S-enantioselektive
ADH aus Rhodococcus erythropolis[6c,d] (mit spezifischen
Aktivit�ten von mehr als 1000 Umg�1 f�r eine Reihe von
Substraten) als besonders geeignet. Diese Enzyme liegen
zudem bereits in der f�r technische Anwendungen erforder-
lichen, rekombinanten Form vor.[6] F�r eine hohe Effizienz
des Ganzzellkatalysators ist auch eine hohe Aktivit�t des
Cofaktor-regenerierenden Enzyms w�nschenswert, weswe-
gen bevorzugt Glucosedehydrogenasen mit einer Aktivit�t
von mehreren Hundert U pro Milligramm gereinigten Pro-
teins eingesetzt wurden. Die Coexpression der jeweiligen
Alkoholdehydrogenase mit einer Glucosedehydrogenase
verlief bei Verwendung des Stammes E. coli DSM14459 als
Wirtorganismus �ußerst erfolgreich.
Im Folgenden demonstrieren wir dieses Konzept anhand

des Designs eines S-enantioselektiven Ganzzellkatalysators
(Schema 2). Dabei kommt eine Einplasmidstrategie zum
Einsatz, bei der die beiden Gene, die f�r die Alkoholdehy-
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drogenase aus Rhodococcus erythropolis sowie f�r die Glu-
cosedehydrogenase aus Bacillus subtilis[6e] codieren, in ein
Plasmid (pNO14c) ligiert wurden. Als Wirtor-
ganismus fungiert E. coli DSM14459. Beide
ben1tigten Enzyme werden �berexprimiert
und mit guten Aktivit�ten von 32 Umg�1

Rohprotein f�r die rekombinante (S)-Alko-
holdehydrogenase aus R. erythropolis [(S)-RE-
ADH] sowie 13 Umg�1 Rohprotein f�r die re-
kombinante Glucosedehydrogenase aus
B. subtilis (BS-GDH) erhalten. Der Aufbau
des R-enantioselektiven Ganzzellkatalysators

erfolgte analog mit E. coli DSM14459 als Wirtorganismus,
allerdings wurden zwei Plasmide (pNO5c/pNO8c) verwendet,
die Gene enthalten, die zum einen f�r die oben erw�hnte
ADH aus L. kefir [(R)-LK-ADH] und zum anderen f�r eine
Glucosedehydrogenase aus Thermoplasma acidophilum
(TA-GDH)[6f] codieren.
Die Durchf�hrung der Reaktion in reinem Wasser oder

w�ssriger Pufferl1sung wurde in Betracht gezogen, um ein
m1glichst einfaches Reaktionssystem zu erhalten. Dieses
Konzept eignete sich – unter Jberschreitung der L1slich-
keitsgrenze und Bildung einer zweiten Phase oder einer
Emulsion – hervorragend f�r die angestrebten asymmetri-
schen Reduktionen, die zudem ohne Zusatz eines „externen“
Cofaktors verliefen. Dabei konnte ein hoher Umsatz bereits
in den einleitenden Untersuchungen erzielt werden, bei
denen das Modellsubstrat 4-Chloracetophenon (1a) in einer
Konzentration von 500 mm (78 gL�1) eingesetzt wurde
(Schema 3). Interessanterweise wurden sowohl mit dem R-
als auch mit dem S-enantioselektiven Ganzzellkatalysator
Ums�tze von > 95% erzielt. Ein m1glicher negativer Effekt
infolge von hohen Substratkonzentrationen und damit ver-
bundener Destabilisierung – hervorgerufen durch Effekte an
der vergr1ßerten Phasengrenzfl�che – tritt somit nicht oder
zumindest nicht in nennenswertemMaße auf. Die Gegenwart
einer organischen Phase d�rfte zudem wesentlich zur Per-
meabilisierung der Zellmembran beitragen, die f�r den
Stofftransport erforderlich ist.
Im Anschluss wurden pr�parative Versuche mit mehreren

Substraten bei hohen Konzentrationen durchgef�hrt. Typi-
scherweise lagen die Substratkonzentrationen bei 1.0m oder
dar�ber und �berstiegen damit signifikant 100 g Substrat pro
Liter Reaktionsvolumen. Die Reaktionsf�hrung ist sehr
1konomisch und einfach: Außer dem Substrat und der Glu-
cose wird zum Starten der Reaktion lediglich der Ganzzell-
katalysator (als Biofeuchtmasse) ben1tigt; dem Reaktions-
gemisch muss kein (oder in Ausnahmef�llen nur sehr wenig)
Cofaktor zugesetzt werden. Die Reaktion mit dem Modell-
substrat 1a gelingt bei einer Substratkonzentration von 1.0m
(156 gL�1) bei Einsatz des S-enantioselektiven Ganzzellka-
talysators mit einem hohen Umsatz von 94% bei gleichzeitig
exzellenter Enantioselektivit�t von > 99.8% ee (Tabelle 1,
Nr. 1). Eine Zugabe von Cofaktor ist hierbei nicht erforder-
lich.
Anschließend wurde eine Reihe weiterer Ketone zu den

S- und R-Enantiomeren der Alkohole 2 umgesetzt, wof�r
ebenfalls kein Zusatz von Cofaktor notwendig war. Die Re-
aktion gelingt auch unter Einsatz von Acetophenonsubstra-
ten mit sterisch anspruchsvollen Resten. So wird beim Einsatz
des R-enantioselektiven Ganzzellkatalysators 4-Phenoxy-

Schema 1. Allgemeines Reaktionsschema f>r das angestrebte Ver-
fahren.

Schema 2. Konzept der „Designer-Bugs“-Ganzzellkatalysatoren („Desi-
gner Bug“: rekombinanter Mikroorganismus, in dem die Gene der ge-
w>nschten Enzyme >berexprimiert werden).

Schema 3. Umsetzungen bei 500 mm Substratkonzentration.

Angewandte
Chemie

5807Angew. Chem. 2006, 118, 5806 –5809 � 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de



acetophenon (1.0m ; 212 gL�1) mit einem Umsatz von > 95%
und einer Enantioselektivit�t von > 99.4% ee in das ge-
w�nschte (R)-2b �berf�hrt (Tabelle 1, Nr. 2). Die Ausbeute
des nach einfacher extraktiver Aufarbeitung in hoher Rein-
heit erhaltenen (R)-2b lag bei 88%.
Im weiteren Verlauf wurden Substrate untersucht, die

eine zus�tzliche funktionelle Gruppe tragen und so nachfol-
gende Funktionalisierungen erm1glichen. Besonders inter-
essante Substrate sind dabei a-halogenierte Acetophenone,
die dieM1glichkeit bieten, die entsprechendenAlkohole vom
Typ 2c anschließend in bekannter Weise in optisch aktive
Epoxide umzuwandeln, die ebenfalls von kommerziellem
Interesse sind. Exemplarisch wurde diese Reaktion mit 2-
Brom-1-(4-bromphenyl)ethanon als Substrat untersucht. Als
Biokatalysator wurde der R-enantioselektive E.-coli-Stamm
DSM14459 gew�hlt, der die ADH aus L. kefir enth�lt. Die
Reaktion verl�uft bei einer Substratkonzentration von 0.5m
(140 gL�1) �ußerst effizient unter Bildung des gew�nschten
Alkohols (S)-2c mit einem Umsatz von 94% und einer
Enantioselektivit�t von 97% ee (Tabelle 1, Nr. 3).
Auch die enantioselektive Reduktion sterisch anspruchs-

voller a-Ketoester ist m1glich. So wird 4-Phenyl-2-oxobut-
ters�ureethylester mit einer Substratkonzentration von 1.02m
(210 gL�1) in (S)-2d mit einem Umsatz von 93% und einer
Enantioselektivit�t von 96% ee umgewandelt (Tabelle 1,
Nr. 4). Biokatalysator ist hier der Stamm E. coli DSM14459,
der die S-enantioselektive ADH aus R. erythropolis enth�lt.
Bemerkenswert ist auch die Eignung der Biokatalysato-

ren f�r die Reduktion von Acetophenonderivaten mit Sub-
stituenten in der ortho-Position. Die Umsetzung dieses Sub-
strattyps hat sich unter anderem bei chemokatalytischen

Reduktionen als oftmals schwierig erwie-
sen. Beim Einsatz des R-enantioselektiven
Ganzzellkatalysators wurde (R)-2e aller-
dings mit einer deutlich verminderten
Enantioselektivit�t von 90% ee erhalten,
wobei auch diese Reaktion bei einer hohen
Substratkonzentration von 156 gL�1 durch-
gef�hrt und dabei ein Umsatz von > 95%
nach einer verl�ngerten Reaktionszeit von
53 h erhalten wurde. Der analoge S-enan-
tioselektive Ganzzellkatalysator f�hrte da-
gegen zu (S)-2e mit > 99.4% ee bei einem
Umsatz von 95%, allerdings erst nach ver-
l�ngerter Reaktionszeit von 76 h (Tabelle 1,
Nr. 5). Bei den bisher untersuchten Re-
duktionen, die sich auch zur Umsetzung von
rein aliphatischen Ketonen eignen, ergab
sich keine Einschr�nkung durch die geringe
L1slichkeit des Ketons in w�ssrigem Reak-
tionsmedium.
Die hohen Reaktionsgeschwindigkei-

ten, Ums�tze und Enantioselektivit�ten
sowie die einfache Durchf�hrbarkeit bei
hohen Substratkonzentrationen erm1glich-
ten eine schnelle Jbertragung des Verfah-
rens auf einen gr1ßeren Maßstab. Dies soll
am Beispiel der Reduktion von 1a im 10-L-
Maßstab verdeutlicht werden (Schema 4).

Bei Durchf�hrung der Reaktion mit einer Substratkonzen-
tration von 1.0m (156 gL�1) erh�lt man mit dem R-enantio-

selektiven Ganzzellkatalysator einen Umsatz von 95% nach
einer Reaktionszeit von 30 h. Anschließende Filtration (nach
Herabsetzen des pH-Werts und Zugabe eines Filterhilfsstoffs
in Anlehnung an ein �hnliches Verfahren[7] zur Vermeidung
der Emulsionsbildung beim Downstream Processing), Ex-
traktion und Eindampfen des Solvens liefert (R)-2a bereits
als Rohprodukt in einer Ausbeute von 91% mit einer Rein-
heit von 95% und einem exzellenten Enantiomeren�ber-
schuss von > 99.8% ee (Schema 4). Die Reaktion wurde bei
einer niedrigen Biokatalysatorkonzentration von 25 g Bio-
feuchtmasse pro Liter durchgef�hrt.
Damit steht nun ein praktikables biokatalytisches Re-

duktionskonzept unter Einsatz eines maßgeschneiderten
Ganzzellkatalysators in einem rein w�ssrigen Reaktionsme-

Tabelle 1: Pr@parative Beispiele.

Nr. Produkt abs.
Konf.[a]

Biokatalysator[b]

(Menge in
g L�1)

Substratkonz.
[gL�1]

t [h] Umsatz [%] ee [%]

1[c] (S)-2a
(S)-ADH/GDH
(52)

156 31 94 >99.8

2 (R)-2b
(R)-ADH/GDH
(52)

212 25 >95 >99.4

3 (S)-2c
(R)-ADH/GDH
(52)

140 26 94 97

4 (S)-2d
(S)-ADH/GDH
(51)

210 27 93 96

5 (S)-2e
(S)-ADH/GDH
(48)

156 76 95 >99.4

[a] Absolute Konfiguration. [b] Eingesetzt als Biofeuchtmasse. [c] Es wurden 3 Nquiv. Glucose einge-
setzt.

Schema 4. Anwendung des Verfahrens im 10-L-Maßstab.
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dium zur Verf�gung, das sich leicht auf gr1ßere Maßst�be
�bertragen l�sst. Es liefert unter Einsatz hoher Substratkon-
zentrationen von > 100 gL�1 effizient die gew�nschten
(funktionalisierten) R- und S-Alkohole mit hohen Ums�tzen
(> 90%) und Enantioselektivit�ten (zumeist > 99% ee, teil-
weise sogar > 99.8% ee). Das Verfahren ist (nach erfolgter
Optimierung) bereits technisch etabliert und wird gegenw�r-
tig auf die Reduktion weiterer Substrate erweitert.

Experimentelles
Allgemeine Versuchsvorschrift zur Herstellung der Ganzzellkataly-
satorst�mme: Chemisch kompetente Zellen von E. coliDSM14459[8a]

werden mit dem Plasmid pNO14c (Schema 2) oder den Plasmiden
pNO5c und pNO8c (siehe Hintergrundinformationen) gem�ß dem in
Lit. [8b] beschriebenen Vorgehen transformiert (f�r die Gen-
sequenzen der Plasmide siehe Hintergrundinformationen). Das
Plasmid pNO14c codiert f�r eine Alkoholdehydrogenase aus R. ery-
thropolis[6c,d] und eine Glucosedehydrogenase aus B. subtilis,[6e] wobei
die Dehydrogenasen unter der Kontrolle eines Rhamnose-Promotors
stehen.[8c] Die Plasmide pNO5c und pNO8c codieren f�r eine Alko-
holdehydrogenase aus L. kefir bzw. eine Glucosedehydrogenase aus
T. acidophilum. Die Herstellung aktiver Zellen erfolgt beispielsweise,
indem zun�chst eine Einzelkolonie von E. coli DSM14459 (pNO14c)
oderE. coliDSM14459 (pNO5c, pNO8c) in 2 mL Luria-Bertani(LB)-
Medium mit Antibiotika (50 mgL�1 Ampicillin sowie zus�tzlich
20 mgmL�1 Chloramphenicol im Falle des R-enantioselektiven
Ganzzellkatalysators) 18 Stunden bei 37 8C unter Sch�tteln
(250 Upm) inkubiert wird. Diese Kultur wird 1:100 in frischem LB-
Medium mit Rhamnose (2 gL�1) als Induktor, Antibiotika (50 mgL�1

Ampicillin sowie zus�tzlich 20 mgmL�1 Chloramphenicol im Falle des
R-enantioselektiven Ganzzellkatalysators) und 1 mm ZnCl2 verd�nnt
und 18 Stunden bei 30 8C unter Sch�tteln (250 Upm) inkubiert. Die
Zellen werden durch Zentrifugieren (10000 g, 10 min, 4 8C) geerntet,
der Jberstand wird verworfen und das Zellpellet – nach Aufbewah-
rung bei �20 8C – in den Biotransformationsversuchen eingesetzt.
Allgemeine Vorschrift zur biokatalytischen Ketonreduktion: In

einem Titrino-Reaktionsgef�ß werden 20 mL eines w�ssrigen Phos-
phatpuffers (0.2m ; eingestellt auf pH 7.0) versetzt mit dem R- oder S-
enantioselektiven Ganzzellkatalysator vom Typ E. coli DSM14459
[der (S)-RE-ADH oder (R)-LK-ADH sowie eine Glucosedehydro-
genase enth�lt; Zellkonzentration ca. 50 g Biofeuchtmasse pro Liter
(siehe Tabelle 1)], d-Glucose (typischerweise 1.5 Nquiv.; die Nqui-
valente sind bezogen auf die molare Menge an eingesetztem Keton)
sowie 20 mmol (0.5m) oder 40 mmol (1.0m) des Ketons (siehe Ta-
belle 1); das Volumen wird mit Wasser auf 40 mL aufgef�llt. Die
Reaktionsmischung wird f�r die Dauer der angegebenen Reakti-
onszeit bei Raumtemperatur ger�hrt, wobei der pH-Wert durch
Zugabe von 5m NaOH konstant bei ca. 6.5 gehalten wird. Nach der in
Tabelle 1 angegebenen Reaktionszeit wird der Umsatz mittels HPLC
oder NMR-Spektroskopie ermittelt. Die Aufarbeitung erfolgt durch
Absenkung des pH-Wertes auf< 3 mit konzentrierter Salzs�ure sowie
Zugabe von 3.0 g des Filterhilfsstoffs Celite Hyflo Supercel zum
Reaktionsgemisch und anschließende Filtration. Der Filterkuchen
wird mit 3-mal 50 mL tert-Butylmethylether (MTBE) gewaschen und
die w�ssrige Phase entsprechend mit den drei erhaltenen organischen
MTBE-Fraktionen extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden nach Trocknung �ber Magnesiumsulfat im Vakuum vom
L1sungsmittel befreit und liefern bereits als Rohprodukt den optisch
aktiven Alkohol in einer hohen, f�r die weitere Verwendung geeig-
neten technischen Produktreinheit von typischerweise mindestens
93%. Die Produktreinheit kann im Bedarfsfall durch weitere Stan-

dard-Reinigungsverfahren, wie Destillation oder Chromatographie,
erh1ht werden.
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