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Mikroorganismen sind in der Lage, zahlreiche
Xenobiotika abzubauen. Dazu nutzen sie unter
aeroben Bedingungen oft einleitend Oxygena-
sen. Durch diese kann molekularer Luftsauer-
stoff aktiviert und auf organische Molekiile, wie
Phenol oder Naphthalen, iibertragen werden.
Danach kénnen diese Verbindungen in den
Metabolismus der Mikroorganismen einge-
schleust und teils oder vollstandig abgebaut
werden. Am Beispiel des Styrols zeigen wir
hier eine solche Abbauroute und wie man diese
biotechnologisch nutzen kann, um interessante
Verbindungen zu synthetisieren. Zielmolekiile
der gesamten Enzymkaskade sind dabei diverse
Phenylessigsduren.

WeiBe Biotechnologie (White Biotechnology), Mikro-
bieller Styrolabbau (microbial styrene degradation),
Enzymkaskade (enzyme cascade), Phenylessigsdure
(phenylacetic acid)

Styrol (Styren, Phenylethen) gehort zu den
am meisten produzierten und umgesetz-
ten Chemikalien. Es findet hauptsdchlich
Anwendung in der Polymersynthese. Ne-
ben anthropogener Freisetzung infolge
seines industriellen Einsatzes als Material
kommt Styrol auch natiirlicherweise in
Pflanzen oder in deren Zersetzungspro-
dukten vor. Somit kann man festhalten,
dass Styrol ubiquitdar vorhanden, aber
laut zahlreicher Studien nicht persistent
ist [1]. Es findet also immer ein Abbau
statt. Bereits in den 1970er-Jahren wurden
Mikroben mit der Fahigkeit zum Abbau
von Styrol beschrieben. In den folgenden
Jahren wurden mehr Details zum Styrolab-
bau bekannt. Verschiedene Bakterienarten
aktivieren Styrol mit Hilfe von Dioxygena-
sen am aromatischen Ring und setzen es
unspezifisch weiter tiber unterschiedliche
Abbauwege des Ringes um. Es gibt jedoch
auch einen Styrol-spezifischen Weg, der
zum zentralen Metaboliten Phenylessig-
sdure fiihrt [1]. Diese kann dann weiter
in Intermediate des Tricarbonsdurezyklus
umgesetzt werden.

Nachfolgend werden die initialen En-
zyme des spezifischen Abbauweges fiir
Styrol ndher beschrieben. Zugleich wird
gezeigt, wie man diese im Zuge einer Kas-
kade von Reaktionsschritten zur Synthese
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industriell relevanter Derivate der Phe-
nylessigsaure nutzen kann. Diese Ver-
bindungen verkorpern wichtige Aroma-
und Duftstoffe, Synthesebausteine bzw.
schon selbst pharmakologisch wirksame
Substanzen. Dariiber hinaus ist auch die
separate Nutzung der einzelnen Enzyme
zur Synthese von relevanten Verbindun-
gen moglich.

Enzyme des aeroben Styrolabbaus

Das erste Enzym der aeroben Kaskade
ist die Styrol-Monooxygenase (SMO; EC
1.14.14.11) [1, 2]. Diese besteht aus zwei
Einheiten, wobei die Reduktaseeinheit
StyB reduziertes Flavin-Adenindinuk-
leotid (FAD) unter Verbrauch von Nico-
tinamid-Adenindinukleotid (NADH) be-
reitstellt. Dieses wird mittels Diffusion
auf die zweite Einheit StyA iibertragen
und durch ein radikalisches Intermediat
molekularer Sauerstoff aktiviert sowie ein
Peroxid-FAD-Intermediat erzeugt, das die
Epoxidierung von Styrol erlaubt. Da die
Bindungstasche des StyA in Kombinati-
on mit dem FAD-Intermediat eine chirale
Einheit bildet, ist der Umsatz des Styrols
enantioselektiv, und es wird hauptsach-
lich (S)-Styroloxid gebildet. Neben Styrol
konnen auch zahlreiche seiner Derivate
epoxidiert sowie aromatische Sulfide
sulfoxidiert werden [2, 3]. Alle diese Re-
aktionen sind enantioselektiv. Diese Se-
lektivitdt und das breite Substratspektrum
machen SMO zu gefragten Katalysatoren
in der chemischen Synthese. Kiirzlich
konnten wir zeigen, dass das Hilfsprotein
StyB durch das chemische Reduktions-
mittel 1-Benzyl-1,4-Dihydronicotinamid
(BNAH) ersetzt und so FAD direkt an StyA
reduziert werden kann [3]. Dies erlaubt
viel hohere Umsatzraten und ermoglicht
effizientere katalytische Prozesse in einem
MaBstab von bis zu 100 mg.

Das gebildete Styroloxid kann dann von
der Styroloxid-Isomerase (SOI; EC 5.3.99.7)
intramolekular zu Phenylacetaldehyd iso-
merisiert werden [1, 4]. Das Enzym ist
klein, unabhdngig von Cofaktoren, du-
Berst stabil, hochaktiv und wegen seiner
Membran-Struktur unter Anwendung
spezieller, patentierter Verfahren leicht
anzureichern. Alle diese Faktoren machen
es zu einem besonders interessanten Bio-
katalysator. So kann man die SOI nutzen,
um aus kostengiinstigen racemischen

Epoxiden reine Phenylacetaldehyde zu
generieren. Diese sind wiederum wichtige
Bausteine flir Pharmaka sowie selbst auch
Aroma- und Duftstoffe [5, 6]. So konnte
in einem wéssrigen System mit der SOI
aus Rhodococcus opacus 1CP ein Produkt-
titer von fast 10 g I generiert werden
(entspricht ca. 75% Ausbeute). Im Zuge
dieser Untersuchungen wurde die SOI
auch auf feste Trager aufgebracht und
gebunden [5]. Diese Immobilisierung er-
moglicht eine bessere Abtrennung des Bio-
katalysators vom Reaktionsmedium und
stabilisiert das Enzym in Gegenwart von
organischen Phasen. Fiir die SOI etablier-
ten wir erstmals ein biotechnologisches
Zweiphasen-System aus einem Puffer und
dem nicht-toxischen Phthalat-dhnlichen
1,2-Cyclohexan-Dicarboxylsdurediisono-
nylester (Hexamol DINCH). Hierzu war es
besonders wichtig, eine umweltvertragli-
che und nicht-toxische organische Phase
auszuwahlen. Und dies ist mit dem Hexa-
mol DINCH gelungen, da diese Verbindung
z.B. als nicht-toxischer Weichmacher in
Kinderspielzeug verwendet wird und sich
daher auch besonders fiir unsere Anwen-
dung in der Aromastoffsynthese eignet.

Den letzten Schritt der Styrolabbau-
Kaskade katalysiert die Phenylacetalde-
hyd-Dehydrogenase (PAD; EC 1.2.1.39) [7].
Hier wird der Aldehyd in einer nicht-rever-
siblen Reaktion unter Reduktion von NAD
zu NADH umgesetzt. Dabei wird Wasser
verbraucht und Phenylessigsdure gebil-
det. Diese Klasse von Enzymen besitzt
zwei Doménen. Eine ist fiir die Bindung
und Umsetzung des Co-Substrats NAD
notwendig und bei allen Dehydrogenasen
konserviert; die zweite ist fir die eigent-
liche Substratbindung und -umsetzung
notig. Thre Faltung ist hochst spezifisch,
wodurch auch das Substratspektrum der
PAD eingeschrankt wird. Dies erlaubt so-
mit nur die Umsetzung Phenylacetalde-
hyd-analoger Verbindungen. Der detail-
lierte Wirkmechanismus dieser Enzyme
ist noch nicht aufgeklart. Wir versuchen
im Rahmen detaillierter Studien zu ver-
schiedenen PAD Licht in dieses Dunkel
zu bringen.

Funktionelle Annotation
von Biokatalysatoren

Dank der oben aufgefiihrten, bereits
charakterisierten Enzyme konnen wir nun
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eine Verbindung zwischen der Funktion
und der ihr zugrunde liegenden geneti-
schen Information herstellen. Dies erlaubt
es zuklnftig, tiber Sequenzdaten geeig-
nete Enzyme und damit Biokatalysatoren
bzw. sogar ganze Prozesskaskaden zu
identifizieren und deren Eigenschaften
vorherzusagen. Dies haben wir bisher
speziell bei SMO und SOI genutzt und so
schon zahlreiche neue Biokatalysatoren ge-
wonnen. Zu den in diesem Zusammenhang
untersuchten Bakterienstammen gehoren
u. a. Rhodococcus opacus 1CP, Gordonia
rubripertincta CWB2 oder Sphingopyxis
fribergensis Kp5.2. Derzeit werden dieje-
nigen Vertreter, die sich am besten fir
eine synthetische Route eignen, detail-
liert untersucht. In erster Linie werden
diese Untersuchungen auf der Basis von
Ganzzell-Systemen durchgefihrt.

Produktion von Phenylessigsauren
iiber eine Enzymkaskade

Styrol kann unter Einwirkung der
0.g. Enzyme zu Phenylessigsdure umge-
setzt werden [1, 8]. Die dabei ablaufende
natiirliche Kaskade enzymkatalysierter
Schritte wird ,oberer Styrolabbauweg*
genannt. Die entstandene Phenylessig-
sdure wird normalerweise weiter meta-
bolisiert. Die Kaskade ist unabhédngig
von zusatzlichen Cofaktoren (A4bb. 1),
da der NADH-Verbrauch durch die SMO
infolge der NADH-Bildung der PAD kom-
pensiert wird. Die SOI bendtigt, wie be-
reits erwahnt, keine Cofaktoren. Jiingst
konnten wir zeigen, dass iber den ,,oberen
Styrolabbauweg“ auch substituierte Sty-
role umgesetzt werden, aber nur bis zur
Stufe der Phenylessigsdure-Derivate [8].
Um dieses System aktiv zu halten, bedarf
es lediglich einer kleinen, regelmaBigen
Zugabe von Styrol fir den Unterhalt des
normalen Zellstoffwechsels. Dies eroffnet
uns zahlreiche Moglichkeiten. So wurden
einige Bakterienstimme (z. B. Gordonia
rubripertincta CWB2, Pseudomonas fluores-
cens ST, Rhodococcus opacus 1CP, Sphingo-
pyxis fribergensis Kp5.2) mit dieser Kaska-
de in Bezug auf den erzielbaren Umsatz
substituierter Styrole (u.a. halogenierter
Styrole, 4-Isobutyl-a-Methylstyrol) getes-
tet. So wachst zum Beispiel Pseudomonas
fluorescens ST sehr gut auf Styrol, und man
kann dadurch viel Biomasse und damit
reichlich Ganzzellbiokatalysatoren gewin-
nen. AnschlieBende Tests haben gezeigt,
dass mit diesem Stamm eine Vielzahl von
substituierten Phenylessigsdaure-Derivaten
synthetisierbar ist. Diese Produkte werden
nachfolgend im Medium angereichert, was
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Abb. 1: Bakterien mit einem funktionellen Styrolabbauweg, wie Rhodococcus opacus 1CP und Sphingopyxis

fribergensis Kp5.2, metabolisieren Styrol iiber Styroloxid und Phenylacetaldehyd zu Phenylessigséure, die dann

weiter abgebaut werden kann. Daran sind die Enzyme Styrol-Monooxygenase (SMO), Styroloxid-Isomerase

(SOI) und Phenylacetaldehyd-Dehydrogenase (PAD) beteiligt. Durch eine geeignete Substitution an Position

R1 und/oder R2 werden die gebildeten Metabolite bzw. Phenylessigsauren nicht weiter oder lediglich in nur

geringem Umfang weiter verstoffwechselt, wodurch sie sich im Medium anreichern und von dort abgetrennt

werden kénnen.

im Anschluss daran eine einfache Produk-
textraktion ermdoglicht. Exemplarisch war
es so moglich, tiber 350 Tage hinweg die
Biotransformation von 4-Chlorstyrol mit
Stamm ST durchzufiihren und so einen
Produkttiter von 4.7 g I'' (87 % Ausbeute)
zu erzeugen. Auch der Stamm Gordonia
rubripertincta CWB2 transformiert einige
Styrole, wobei er als einziger nennenswer-
te Umsétze von 4-Isobutyl-a-Methylstyrol
bewirkt. Das erhaltene Produkt 4-Isobutyl-
o-Methylphenylessigsdure, das unter dem
Namen Ibuprofen besser bekannt ist, konn-
te so erstmals auf diese Weise dargestellt
werden. Hier ist noch bemerkenswert, dass
der Stamm CWB2 kein SOI-dhnliches Gen
besitzt. Wir vermuten deshalb die Existenz
eines alternativen, neuen Abbauweges,
den es jetzt aufzuklaren gilt.

Zusammenfassung

Auf Basis der hier prasentierten Er-
kenntnisse ist es moglich, die Gene und
damit die Enzymaktivitdten von ,Styrolab-
bauern® vorherzusagen. Diese Erkenntnis-
se konnen nun gezielt genutzt werden, um
durch biotechnologische Verfahren Styrole
in pharmakologisch relevante Phenyl-
essigsauren umzusetzen, u.a. auch zur
Synthese von Ibuprofen. In zukiinftigen
Studien mochten wir diese Abbauwege
weiter in Bezug auf eine Steigerung der
Produktivitdt optimieren. Zudem mochten
wir das Prinzip der Identifizierung von

Biokatalysatoren weiter verfeinern, um
noch weitere Syntheserouten fiir indust-
riell relevante Verbindungen zu erschlie-
Ben, wie beispielweise fiir Metallophore.
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