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Kurzfassung 

Obwohl Dehydrogenasen und besonders Alkoholdehydrogenasen biokatalytisch bestens 

untersucht sind, ist der Einsatz von Butandioldehydrogenasen in der Biokatalyse bisher kaum 

beschrieben. Physiologisch katalysieren diese Enzyme die stereoselektive Reduktion von 

Diacetyl und Acetoin final zum 2,3-Butandiol. Auch die Rückreaktion, die Oxidation von 2,3-

Butandiol, wird von diesen Enzymen katalysiert, jedoch nur bis zum Acetoin Intermediat. Vor 

allem finden diese Enzyme daher oft Erwähnung in der biologischen Produktion von 2,3-

Butandiol. 

 

Doch gerade durch ihre natürliche Affinität gegenüber α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen 

bieten diese Enzyme großes Potential als Biokatalysatoren für die enantioselektive Synthese 

dieser Molekülgruppen, die als Aromastoffe, Pheromone und Synthons für Pharmazeutika 

Anwendung finden können. Auch ist die rein chemische Synthese dieser oft schwierig und 

verbunden mit der Verwendung schwermetallhaltiger Katalysatoren. Daher wurden in dieser 

Arbeit die Butandioldehydrogenasen aus Bacillus licheniformis DSM 13T (BlBDH) und 

Bacillus clausii DSM 8716T (BcBDH) biochemisch und biokatalytisch charakterisiert und für 

der Einsatz in Biotransformationen evaluiert. 

 

BcBDH und BlBDH unterscheiden sich auf struktureller Ebene grundlegend und gehören zu 

den Superfamilien der ,,medium-chain“ bzw.  ,,short-chain“-Dehydrogenasen“. Beide Enzyme 

konnten mit sehr guten Ausbeuten heterolog in E. coli Bl21 (DE3) produziert werden. Sie 

akzeptieren eine große Auswahl an nicht natürlichen vicinalen Diketonen und α-

Hydroxyketonen als Substrate, auch sterisch anspruchsvolle Moleküle, die z.B. einen 

Phenylrest beinhalten. Aus biokatalytischer Sicht unterscheiden sich beide Enzyme deutlich. 

So diskriminiert die BcBDH zwischen symmetrischen und asymmetrischen Molekülen 

wodurch die Reaktion entweder am α-Hydroxyketon oder Diol ausgehend von einem Diketon 

stoppt. Auch wird als erstes immer die Hydroxygruppe am größeren Molekülrest reduziert. Hier 

konnte die R-Selektivität für die natürlichen und einige nicht natürliche Substrate demonstriert 

werden. Die BlBDH hingegen fügt ein S-konfiguriertes Stereozentrum ein, weißt aber 

unterschiedliche kinetische Parameter für R- und S-Enantiomere dieser Substrate auf. 

Ausgehend von einem Diketon stagniert die Reaktion bei der Bildung des α-Hydroxyketons bei 

kurzer Reaktionsdauer. Eine Weiterreduktion zum vicinalen Diol erfolgt oft erst bei längerer 

Reaktionsdauer oder größerem Enzymeinsatz. Im Gegensatz zur BcBDH reduziert die BlBDH 

als erstes immer die Hydroxygruppe am kleineren Molekülrest des Substrats. Eine besonders 

hohe Stereoselektivität konnte in Biotransformationen mit der BcBDH beobachtet werden. Bei 

der Umsetzung von 5-Methyl-2,3-hexandion, 2,3-Hexandion und 2,3-Heptandion mit diesem 

Enzym wurden so Enantioselektivitäten von 97%, 89% und 99% ee. erreicht.  

 

Als erstes direktes Anwendungsbeispiel konnte der Einsatz der BcBDH bei der Entwicklung 

eines potentiometrischen Biosensors zur Messung der Acetoinkonzentration in Bier und Wein 

im Rahmen eines Kooperationsprojekts (AG Prof. Schöning, INB FH Aachen) gezeigt werden.
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1 Einleitung 

1.1 Enzyme in der Biokatalyse 

Bereits die alten Ägypter nutzten Mikroorganismen zur Herstellung von Nahrungsmitteln und 

Getränken, ohne die dabei zugrunde liegenden biochemischen Prozesse zu kennen. Doch erst 

im Laufe des 19. Jahrhunderts gelang es, durch Erkenntnisse im Bereich der Mikrobiologie 

diese Prozesse besser zu verstehen. So konnten Wissenschaftler wie Louis Pasteur zeigen, dass 

Mikroorganismen für die Gärungsprozesse bei der Herstellung diverser Lebensmittel 

verantwortlich sind. Es gelang ihm auch zu zeigen, dass die optische Aktivität einer Substanz 

auf eine molekulare Asymmetrie zurück zu führen ist und dass gewisse Mikroorganismen unter 

bestimmten Bedingungen nur ein Enantiomer eines Racemats verstoffwechseln können 1. 

Weitere Arbeiten durch Eduard Buchner zeigten die Möglichkeit einer zellfreien alkoholischen 

Gärung durch Enzyme 2, ein Begriff der 1878 durch Willhelm Friedrich Kühne eingeführt 

wurde 3. Enzyme sind Proteine und haben die Funktion von Biokatalysatoren, wodurch sie 

maßgeblich an den biochemischen Prozessen in Organismen beteiligt sind. Als Katalysatoren 

sind sie dabei in der Lage, Reaktionen um das bis zu 1017 fache zu beschleunigen 4. Ausgehend 

von ihrer katalysierten Reaktion, können Enzyme in die Klassen der Oxidoreduktasen, 

Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen, Ligasen und Translocasen eingeteilt werden 

(Tabelle 1) 5. 

Tabelle 1: Übersicht der Enzymklassen. Nach ,,Biotransformations in organic chemistry“ 5. 

 

 

Enzyme class Reaction Type Utilitya

Classified Available

1. Oxidoreductases ~700 ~100 Oxidation-reduction: oxygenation of C-H, C-C, 

C=C bonds, or overall removal or addition of 

hydrogen atom equivalents

+++

2.Transferases ~750 ~100 Transfer of groups: aldehydic, ketonic, acyl, 

sugar, phosphoryl, methyl, NH3

++

3. Hydrolases ~650 ~180 Hydrolysis formation of esters, 

amides,lactones, lactams, epoxides, nitriles, 

anhydrides, glycosides, organohalides

+++

4. Lyases ~300 ~40 Adittion-elimination of small molecules on 

C=C, C=N, C=O bonds

++

5. Isomerases ~150 6 Isomerizations such as racemization, 

epimerization, rearrangement

+

6. Ligases ~80 5 Formation-cleavage of C-O, C-S, C-N, C-C 

bonds with concomitant triphosphate 

cleavage

±

7. Translocases Transport a molecule from side 1 to side 2

aThe estimated 'utility' of an enzyme class for the transformation of nonnatural substrates ranges from +++ (very useful) to ± (little use) 

Number
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Im Gegensatz zur klassischen organischen Synthese, bei der oft harsche Prozessbedingungen 

angewendet werden wie eine hohe Temperatur, hoher Druck, extreme pH-Werte oder die 

Verwendung von giftigen Katalysatoren, sind Enzyme in der Lage, viele Reaktionen unter 

milden Synthesebedingungen zu katalysieren 6. Zusätzlich weisen Enzyme oft eine hohe 

Stereo- und Regioselektivität auf. Damit können sie zwischen funktionellen Gruppen gleicher 

Reaktivität unterscheiden und die Reaktion an einer definierten funktionellen Gruppe im 

Molekül bewirken. Lipasen z.B.  können genutzt werden für die regioselektive Veresterung von 

Zuckern, die mit der klassischen organischen Synthese den Einbau von Schutzgruppen 

erfordern würde. Dies jedoch ist für industrielle Prozesse kaum praktikabel 7,8. Besonders in 

der pharmazeutischen Industrie ist die Synthese stereoisomerenreiner Produkten erforderlich. 

Enantiomere eines Moleküls verhalten sich wie Bild und Spiegelbild zueinander und weisen, 

bis auf die optische Aktivität, gleiche physikalische Eigenschaften auf. Ist die Verbindung 

biologisch aktiv, kann das eine Enantiomer die gewünschte Wirkung entfalten, hingegen kann 

das andere Enantiomer gar toxisch sein. Die unterschiedliche biologische Wirkung zweier 

Enantiomeren einer Verbindung lässt sich zum Beispiel an dem Molekül Carvon 

veranschaulichen. Während das (R)-konfigurierte Carvon nach Minze riecht, so zeigt das (S)-

konfigurierte Carvon ein Geruch von Kümmel 9. Enzyme als Biokatalysatoren sind in der Lage, 

viele Synthesen hoch enantioselektiv durchzuführen. So ist eine kostspielige und aufwendige 

Racemattrennung, wie es in der chemischen Synthese oft der Fall ist, nicht notwendig 10. Auch 

im Hinblick auf die Kostenreduzierung und Nachhaltigkeit ist die Nutzung von Enzymen oft 

vorteilhaft 11. So kann die Nutzung diverser schwermetallhaltiger Katalysatoren umgangen 

werden. Auch ist es möglich, bestehende Prozesse zu verkürzen und kosteneffektiver zu 

gestalten. Beispiel dafür ist die Synthese von Atorvastatin als aktive Komponente des 

Cholesterol-senkenden Medikaments Lipitor®. Auf chemischen Wegen müssen vier 

Reaktionsschritte durchgeführt werden, darunter eine Claisen-Kondensation und eine Boran-

Reduktion bei -70°C. Durch die Verwendung einer Ketoreduktase und einer Halohydrin-

dehalogenase ließ sich die Synthese auf zwei Reaktionsschritte verkürzen. Zudem war es 

möglich, zwei energieintensive Schritte zu umgehen 12. Durch diese vorteilhaften 

Eigenschaften finden Enzyme in diversen industriellen Prozessen ihren Einsatz. So werden 

Proteasen und Lipasen in Wasch- und Spülmitteln zur Entfernung von Protein- oder 

Fettflecken, wie auch in der Bearbeitung von Leder oder in der Lebensmittelindustrie 

eingesetzt. Oxidoreduktasen können zum Bleichen eingesetzt werden 13. 
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1.2 Dehydrogenasen 

Dehydrogenasen gehören zu der Klasse der Oxidoreduktasen. Enzyme aus dieser Klasse 

katalysieren in prokaryotischen und eukaryotischen Mikroorganismen, sowie in Pflanzen und 

tierischen Zellen, Redoxreaktionen. In biologischen Systemen erfolgt dies z.B. durch 

Übertragung von Hydridionen. Der Transfer, zumeist stereospezifisch und stereo- sowie 

regioselektiv, findet dabei zwischen dem Substrat und einem Cofaktor statt. Als Cofaktoren 

benötigen Oxidoreduktasen für gewöhnlich Nicotinamidadenindinukleotid (NAD), 

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP), Flavinadenindinukleotid (FAD), 

Flavinmononukleotid (FMN) oder auch (selten) Pyrrolochinolinchinon (PQQ). So sind diese 

Enzyme in der Lage, die Reduktion von Ketogruppen in Hydroxygruppen, wie auch die 

Rückreaktion, die Oxidation von Hydroxygruppen, zu katalysieren (Abbildung 1). Einige 

Reduktasen ermöglichen zudem die Reduktion aktivierter C=C Doppelbindungen. Ein Beispiel 

hierfür sind die ,,Old Yellow Enzymes“ 14,15.  

 

Abbildung 1: Übersicht der Reaktionsschemata für Dehydrogenasen. 

Dehydrogenasen können dabei in die Superfamilien der „medium-chain“ Dehydrogenasen 

(MDR) oder ,,short-chain“ Dehydrogenasen (SDR) eingeordnet werden. So bestehen 

Dehydrogenasen aus der „medium-chain“ Dehydrogenase Superfamilie zumeist aus zwei 

Domänen. Eine für die Cofaktorbindung mit der enthaltenen Rossman-Faltung. Diese besteht 

aus abwechselnd sechs α-Helices und sechs β-Faltblättern mit einem zentralen β-Faltblatt, 

welches von zwei α-Helices flankiert wird 16.  
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Abbildung 2: Homologiemodelle eines Monomers der Butandioldehydrogenase aus Bacillus clausii DSM 8716T (A; gehört zu 

den ,,medium-chain“ Dehydrogenasen; Modell basierend auf der Kristallstruktur der (2R, 3R)-Butandiol-Dehydrogenase aus 

Bacillus subtilis (PDB ID: 6IE0) und eines Monomers der Butandioldehydrogenase aus Bacillus licheniformis DSM 13T (B; 

gehört zu den ,,short-chain“ Dehydrogenasen; Modell basierend auf der Kristallstruktur der Oxidoreduktase Gox2036 aus 

Gluconobacter oxidans 621H (PDB ID: 3WTC)). Der Rossmannfold ist in blau markiert. Die katalytischen Aminosäuren sind 

rot eingefärbt. Die Tertiärstruktur von BcBDH weist zwei Domänen auf, während die von BlBDH nur aus einer Domäne besteht. 

 

Die andere Domäne dient der Bindung des Substrats. Beide Domänen werden durch eine tiefe 

Tasche getrennt, die das aktive Zentrum beherbergt und der Bindung des Cofaktors dient. 

Dehydrogenasen aus der Gruppe der ,,short-chain“ Dehydrogenasen weisen hingegen oft nur 

eine Domäne auf 17 (Abbildung 2).  

1.3 ,,Medium-chain“ und ,,short-chain“ Dehydrogenasen 

Die Einteilung von Dehydrogenasen in die Superfamilie der ,,short-chain“ Dehydrogenasen 

und der ,,medium-chain“ Dehydrogenasen resultierte aus der Untersuchung verschiedener 

Alkoholdehydrogenase- (ADH) Strukturen. So konnte festgestellt werden, dass die ADH aus 

Drosophila melanogaster (DADH) große strukturelle Unterschiede im aktiven Zentrum zu den 

ADHs aus Pferdeleber (HLADH) und aus Hefe (YADH) aufweist 18. Hingegen wurden 

strukturelle Gemeinsamkeiten bei den ADHs aus Pferdeleber und Hefe festgestellt, die unter 

anderem beide größere Untereinheiten haben als DADH 19,20. Zusätzlich wurde gezeigt, dass 

diese Einteilung auch bei den Polyoldehydrogenasen auftritt. So zeigt die 

Sorbitoldehydrogenase aus Schafsleber (SDH) strukturelle Ähnlichkeiten zu HLADH und 

YADH, die beide größere Untereinheiten besitzen. Umgekehrt besitzt die 

Ribitoldehydrogenase aus Klebsellia aereogenes (RDH) eine kleine Untereinheit und zeigt 
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strukturelle Gemeinsamkeiten zur DADH, nicht jedoch zur HLADH oder YADH 21. Die 

Einteilung erfolgte daher zunächst nach der Größe der Untereinheit, wobei ,,short-chain“-

Dehydrogenasen ca. 250 Aminosäuren pro Untereinheit und ,,medium-chain“-Dehydrogenasen 

ca. 350 Aminosäuren pro Untereinheit aufweisen. Zusätzlich zeigen beide Untergruppen 

Unterschiede in der Struktur und im Reaktionsmechanismus. Dehydrogenasen aus der Gruppe 

der ,,medium-chain“-Dehydrogenasen (MDR) haben entweder einen Zink-abhängigen 

Reaktionsmechanismus oder nutzen ein konserviertes Tyrosin zur Katalyse. Dabei bestehen die 

Enzyme aus dieser Klasse für gewöhnlich aus zwei Domänen. Die C-terminale Domäne ist 

dabei für die Cofaktorbindung und die N-terminale Domäne für die Substratbindung 

verantwortlich 22. Bei den zehn größten Unterfamilien der MDR Superfamilie handelt es sich 

um die Alkohol-Dehydrogenasen (ADH), Prostaglandin-Reduktasen (PTGR), Fettsäure-

Synthasen (FAS), Zimtalkohol-Dehydrogenasen (CAD), bakterielle Quinone-Oxidoreduktasen 

(bpQOR), mutmaßliche Quinone-Oxidoreduktasen (QORX), einer bakteriellen Familie mit 

dem Namen YHDH, die Familie der Glutathion abhängigen Formaldehyd-Dehydrogenasen 

(FDH) zu der auch die (S)-(Hydroxymethyl)glutathion-Dehydrogenase aus Methylobacter 

marinus gehört, die Threonin-Dehydrogenasen (TDH) und Sorbitol/Xylitol-Dehydrogenasen 

(PDH) 23. Enzyme aus der Superfamilie der SDR bestehen in ihrer klassischen Form nur aus 

einer Domäne mit der Substratbindestelle in der hochvariablen C-terminalen Region 17,24. Im 

Gegensatz zu den Enzymen der MDR Superfamilie benötigen diese auch keine metallischen 

Cofaktoren. Wie auch die MDR Superfamilie lässt sich die SDR Superfamilie in Subkategorien 

unterteilen. Hierbei wird unterschieden zwischen den „classical“ und „intermediate“ SDRs, 

„divergent“ SDRs, „complex“ SDRs und den „extended“ SDRs 25. Die „classical“ SDRs 

besitzen dabei ein konserviertes Motiv zur Cofaktorbindung TGXXX[AG]XG und eins für die 

Substratbindung YXXXK 25. Diese Motive variieren jedoch zu einem gewissen Grad in den 

verschiedenen SDR Subgruppen (Tabelle 2).  

Tabelle 2: Cofaktor- und Substratbindemotive für fünf SDR Untergruppen. Entnommen aus Kavanagh et al.25 

 

 

Subfamily Cofactor binding Active site

classical' TGxxx[AG]xG YxxxK

extended' [ST]GxxGxxG YxxxK

intermediate' [GA]xxGxx[GA] YxxxK

divergent' GxxxxxSxA YxxMxxxK

complex' GGxGxxG YxxxN

x,any amino acid residue. Brackets denote alternatives 

that can be present or absent
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1.4 Butandiol-Dehydrogenasen 

Butandiol-Dehydrogenasen (auch Acetoin-Reduktasen, EC 1.1.1.4) gehören in die Gruppe der 

Oxidoreduktasen und können, wie auch Alkoholdehydrogenasen, in die Superfamilie der 

,,medium-chain“ Dehydrogenasen und ,,short-chain“ Dehydrogenasen unterteilt werden. Wie 

Alkoholdehydrogenasen sind Butandiol-Dehydrogenasen cofaktorabhängig und benötigen 

entweder NAD(P)H bzw. NAD(P)+. Physiologisch gesehen katalysieren diese Enzyme die 

Reduktion von Diacetyl und Acetoin, die final stereoselektiv zu 2,3-Butandiol reduziert werden 

können. Auch wird die Rückreaktion, die Oxidation von 2,3-Butandiol zu Acetoin, von diesen 

Enzymen katalysiert. Eine weitere Oxidation des Acetoins zum Diacetyl konnte bisher nicht 

gezeigt werden 26–28. Diacetyl, Acetoin und 2,3-Butandiol stellen Überflussmetabolite dar, die 

zum Beispiel bei der Hefefermentation (Wein- und Bierherstellung) gebildet werden. Diese 

Moleküle sind dabei Nebenprodukte des Kohlenhydratmetabolismusses 29. Neben Hefen bilden 

auch Mikroorganismen, vor allem aus der Ordnungen der Enterobakterien und Bacilli, 

besonders häufig Acetoin und 2,3-Butandiole als Überflussmetabolite 30,31. Die Bildung von 

Acetoin und 2,3-Butandiol wird unter anderem durch die Kondensation von zwei 

Pyruvatmolekülen durch die α-Acetolactat-Synthase zu (S)-α-Acetolactat und die 

darauffolgende Decarboxylierung durch die α-Acetolactat-Decarboxylase zu (R)-Acetoin 

initiiert. (S)-α-Acetolactat kann auch durch nicht enzymatische Decarboxylierung zu Diacetyl 

überführt werden. In Hefen kann in einem Reaktionsweg über die Verknüpfung von zwei 

Acetaldehydmolekülen mittels der Pyruvatdecarboxylase Acetoin synthetisiert werden 29.    

Diacetyl wie auch Acetoin können im Anschluss durch eine Acetoin-Reduktase/Butandiol-

Dehydrogenase zu (R,R)-, (S,S)- bzw. meso-2,3-Butandiol reduziert werden (Abbildung 3) 29,32. 

 

Abbildung 3: Beispiel eines Stoffwechselwegs für die Bildung von 2,3-Butandiol in Bakterien. Entnommen aus Hao et al.32. 

Zwei Moleküle Pyruvat können von der α-Acetolactat-Synthase zu (S)-α-Acetolactat kondensiert werden. Darauf folgt die 

decarboxylierung zu (R)-Acetoin durch α-Acetolactat-Dekarboxylase (ALDC). Ebenfalls kann α-Acetolactat nicht enzymatisch 
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zu Diacetyl decarboxyliert werden (NOD). Sowohl Diacetyl wie auch Acetoin können durch die Acetoin-Reduktase/Butandiol-

Dehydrogenase (BDH) zu 2,3-Butandiol reduziert werden. 

Butandiol-Dehydrogenasen aus der jeweiligen Superfamilie (SDR oder MDR) weisen dabei für 

diese Superfamilie typische Charakteristika auf. Butandiol-Dehydrogenasen aus der MDR 

Superfamilie bilden zumeist Homodimere, sind oft R-selektiv und benötigen ein Zinkion, 

welches von den konservierten katalytischen Aminosäuren Cys37, His70, Glu71 gebunden wird. 

Einige Butandiol-Dehydrogenasen aus dieser Superfamilie komplexieren noch ein zweites 

strukturelles Zinkion mit den konservierten Aminosäuren Cys100, Cys103, Cys106 und Cys114 
33

. 

Hingegen bilden Butandiol-Dehydrogenasen aus der SDR Superfamilie vorwiegend 

Homotetramere und erzeugen meist ein (S)-Stereozentrum. Diese Enzyme sind nicht 

metallionenabhängig 27,34,35.  

Der Reaktionsmechanismus von Butandiol-Dehydrogenasen (BDH) entspricht dem der 

Alkoholdehydrogenasen. Ausgehend von kristallographischen Strukturen der S-selektiven 

BDH aus Brevibacterium saccharolyticum C-1012 und der meso-BDH aus Klebsiella 

pneumoniae IAM 1063 können beide Enzyme der Superfamilie der SDR zugeordnet werden 

und besitzen dasselbe konservierte Motiv für die katalytischen Aminosäuren bestehend aus 

Asn, Ser, Tyr und Lys (Abbildung 4). Tyrosin dient dabei dem Protonentransfer. Die Lysin-

Seitenkette ist für die Cofaktorbindung und für die Verringerung des pKs Wertes der 

Hydroxygruppe der Tyrosin-Seitenkette verantwortlich. Die Serin-Seitenkette spielt eine Rolle 

beim Binden des Substrats, des Intermediats und des Produkts, während die Asparagin-

Seitenkette eine wichtige Rolle beim Erhalt der Konfiguration des aktiven Zentrums einnimmt, 

wodurch ein Proton-Relay-System gebildet werden kann, bestehend aus der Tyrosin-

Seitenkette, Lysin-Seitenkette, der Nicotinamid-Ribose-Gruppe des Cofaktors und dem 

Substrat 36.  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Substratbindungsmodelle für BDHs aus der Superfamilie der ,,short-chain“-

Dehydrogenasen auf der Basis der S-BDH aus Brevibacterium saccharolyticum C-1012 (a) und der meso-BDH aus Klebsiella 

pneumoniae IAM 106 (b). Wasserstoffbrückenbindungen sind mit gestrichelten Linien dargestellt. Die katalytischen 

Aminosäuren Tyr und Ser sind braun markiert. Entnommen aus Otagiri et al. 36 

 

BDHs aus der Superfamilie der MDR sind bisher kristallographisch kaum untersucht. Im 

Wesentlichen kann der Reaktionsmechanismus der Butandiol-Dehydrogenasen aus der MDR 

Superfamilie mit denen der ADHs aus der MDR Superfamilie verglichen werden. Als 

Modellenzym dient hier oft die HLADH. Die Bindung des Cofaktors erfolgt an der Rossmann-

Faltung: das Substrat wird in einer hydrophoben Tasche zwischen den beiden Domänen des 

Enzyms gebunden mit der Ausrichtung der Hydroxy- und Ketogruppe zum Zinkion. Es erfolgt 

ein Austausch eines Wassermoleküls am vierfach koordinierten Zinkion gegen die 

Sauerstoffgruppe des Substrats 37. Der polarisierende Effekt bewirkt dabei den stereoselektiven 

Transfer des Hydrids vom Cofaktor auf das Substrat 38.  

 

1.5 Synthesen mittels Dehydrogenasen 

Die Verwendung von Enzymen für die Synthese bietet einige Vorteile im Vergleich zur 

klassischen chemischen Synthese. Bei dem Einsatz von Dehydrogenasen in der 

biokatalytischen Synthese von Feinchemikalien sind Alkoholdehydrogenasen bereits 

außerordentlich gut etabliert. Ein Beispiel ist der Einsatz von Alkoholdehydrogenasen in einer 

Enzymkaskade zur Synthese von allen Stereoisomeren von 4-Methoxyphenyl-1,2-propandiol. 

Dieses Molekül kann als Synthon für die Pharmazeutika (R)-Tamsulosin oder Silibinin genutzt 

werden. Im Rahmen dieses Prozesses wird eine stereoselektive C-C Knüpfung von 4-Methoxy-

Benzaldehyd und Acetaldehyd durch die Benzaldehydlyase aus Pseudomonas fluorescens oder 
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Benzoylformiatdecarboxylase (Variante L461A) aus Pseudomonas putida katalysiert. Die 

Ketogruppe des resultierenden 2-Hydroxyketones wird anschließend von der (R)-selektiven 

Alkoholdehydrogenase aus Ralstonia sp. oder der (S)-selektiven Alkoholdehydrogenase aus 

Lactobacillus brevis reduziert, wodurch das Endprodukt gebildet wird mit 99% ee (Abbildung 

5) 39. 

 

Abbildung 5: Kombination von Enzymen mit unterschiedlicher Stereoselektivität zur Synthese aller Isomeren von 4-

Methoxyphenyl-1,2-propandiol. Entnommen aus Oeggl et al. 39 

 

Ausgehend von 2-Acetylthiophenen kann in einem chemo-enzymatischen Prozess das 

Pharmazeutikum (S)-Duloxetin ((S)-N-methyl-3-(1-naphthalenyloxy)-3-(2-thienyl)- 

propanamine) gebildet werden. Der Schlüsselschritt ist dabei die stereoselektive Reduktion des 

Intermediats 3-(Dimethylamino)-1-(2-thienyl)-1-propanon durch die Keto-Reduktase 

(Alkoholdehydrogenase) aus Rhodosporidium toruloides in einem E. coli Ganzzell-

Biokatalysator mit einer Enantioselektivität von 99,9% ee (Abbildung 6) 40. 

 

Abbildung 6: Asymmetrische Reduktion von 3-(Dimethylamino)-1-(2-thienyl)-1-propanon als stereoselektiver enzymatischer 

Zwischenschritt zur Synthese von (S)-Duloxetine. Entnommen aus Chen et al. 40  
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Weiterführende nukleophile aromatische Substitution und N-Demethylierung führt zur Bildung 

von (S)-Duloxetine 40. 

Auch das Pharmazeutikum Travoprost wird chemo-enzymatisch hergestellt. Unter 

Verwendung der Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis und Ralstonia sp. 41 werden 

(1R,3S)-Cyclopent-4-ene-1,3-diol und 1-(3-(trifluoromethyl)phenoxy)but-3-yn-2-on 

stereoselektiv oxidiert bzw. reduziert mit einem Enantiomerenüberschuss von 96% ee bzw. 

99% ee (Abbildung 7). Das Einfügen einer Schutzgruppe für die Alkoholfunktion in Gegenwart 

von Imidazol führt zu der Bildung der chiralen Intermediate A und B für die weitere Synthese 

des Endprodukts. 

 

 

Abbildung 7: Enzymatische stereoselektive Oxidation von (1R,3S)-Cyclopent-4-ene-1,3-diol und Reduktion 1-(3-

(trifluoromethyl)phenoxy)but-3-yn-2-on als Zwischenschritt zur Synthese der Intermediate A und B für die Synthese des 

Pharmazeutikums Travoprost. Entnommen aus Holec et al. 41.  

Generell können für biokatalytische Synthesen Ganzzellkatalysatoren oder isolierte Enzyme 

eingesetzt werden. Die Verwendung ganzer Zellen, in denen für die Synthese essenzielle 

Enzyme (über-)produziert werden, haben den Vorteil, dass aufwendige und kostspielige 

Reinigungsverfahren entfallen. Die für die Reaktion benötigten Cofaktoren, wie NAD(P)H oder 

NAD(P)+, können dabei vom Zellmilieu bereitgestellt werden. Problematisch bei der 

Verwendung von Ganzzellkatalysatoren können jedoch wirtseigene Enzyme sein, die unter 

Umständen die gleiche Reaktion, jedoch mit unterschiedlichen Selektivitäten, katalysieren oder 

Substrate bzw. Endprodukte abbauen. So besitzt zum Beispiel der für heterologe Genexpression 

gut etablierte Organismus Escherichia coli sechs eigene Gene (adhE, adhP, eutG, yiaY, yqhD 

und yjgB), die für Alkoholdehydrogenasen kodieren 42. Alternativ können Enzyme isoliert für 

Synthesen eingesetzt werden. So ist es möglich, die Stereoselektivität der Reaktion genau zu 

bestimmen. Dies bedingt jedoch, neben dem unter Umständen kostspieligen 

Reinigungsverfahren für das Enzym, die externe Zugabe der Cofaktoren. Dehydrogenasen 

katalysieren den stereoselektiven Transfer eines Hydridions vom Cofaktor auf eine 
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Carbonylverbindung, wie auch die Rückreaktion. Abhängig von der Reaktionsrichtung wird 

dabei der Cofaktor reduziert oder oxidiert. Aufgrund des hohen Preises für die Cofaktoren 

NAD(P)H und NAD(P)+ ist eine stöchiometrische Zugabe sehr kostenintensiv. Daher ist die 

Verwendung eines Cofaktorregenerierungssystems erforderlich, um die Synthesen 

kosteneffizient gestalten zu können. Die am häufigsten realisierte Methode ist dabei die 

enzymatische Regenerierung des Cofaktors. Bei Alkoholdehydrogenasen besteht die 

Möglichkeit, das gleiche Enzym zur Regenerierung nutzen zu können, indem ein günstiger 

Alkohol oder Keton als Cosubstrat angeboten wird 43,44. Für die Regeneration von NADH kann 

unter anderem die Glucosedehydrogenase (GDH) 45, eine Hydrogenase 46, das Malatenzym  

(MAE) 47 und die Posphitdehydrogenase 48 eingesetzt werden. Ein weiteres bereits verwendetes 

Enzym zur Regeneration von NADH ist die Formiatdehydrogenase (FDH). Ein besonderer 

Vorteil ist dabei die Irreversibilität der Reaktion, da Formiat zu CO2 oxidiert wird unter 

Reduktion von NAD+ zu NADH. Zudem ist Formiat äußerst kostengünstig 49. Für die 

Regeneration von NADPH können die Enzyme GDH 50, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 

(G-6-P-DH) 51 und MAE 52 verwendet werden. 

 

1.6 Enantioselektive Synthese von α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen auf 

chemischem und biokatalytischem Weg 

Die Synthese von chiralen α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen ist besonders interessant, 

da es für diese Moleküle breite Anwendungsmöglichkeiten als Synthesebausteine für 

Feinchemikalien und Pharmazeutika, als Geschmacksstoffe in Nahrungsmitteln oder als 

Pheromone für bestimmte Insektenarten gibt. So konnte gezeigt werden, dass gerade längere 

lineare aliphatische α-Hydroxyketone und vicinale Diole, wie das 2,3-Hexandiol, 3-Hydroxy-

2-hexanon, 2,3-Oktandiol und 3-Hydroxy-2-oktanon als Pheromone für Insekten der Familie 

Cerambycidae (Bockkäfer) fungieren 53–56. Auch sind in vielen natürlich vorkommenden 

Pharmazeutika α-Hydroxyketone als Strukturbausteine vorhanden. So zum Beispiel in den 

Farnesyltransferase Inhibitoren Kurasoin A und B 57 (Abbildung 8), in den Antitumor 

Pharmazeutika Olivomycin A und Chromomycin A3 58 oder in den Inhibitoren für die 

Produktion von Amyloid-β (Aβ) Protein zur Behandlung von Alzheimer 59. 
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Abbildung 8: Kurasoin A und B. Inhibitoren für die Farnesyltransferase. Nach Iwasaki et al.57 

 

 

1.6.1 Enantioselektive chemische Synthese von α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen 

Aufgrund der breiten Anwendungsmöglichkeit von α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen 

als Synthesebausteine, wurden zahlreiche chemische Verfahren zur Herstellung dieser 

Moleküle entwickelt. Über eine Zweistufensynthese können enantioselektiv Acyloine aus 

Alkenen synthetisiert werden. Im ersten Schritt wird das Alken über asymmetrische Sharpless-

Dehydroxylierung enantioselektiv zum Diol überführt. Im zweiten Schritt mittels eines 

Ruthenium-Katalysators und Oxone erfolgt die regioselektive Oxidation einer Hydroxygruppe 

unter Bildung des α-Hydroxyketons 60 (Abbildung 9). 

 

 

Abbildung 9: Enantioselektive Synthese von α-Hydroxyketonen ausgehend von Alkenen. Nach Plietker et al.60 

Eine weitere Möglichkeit zur chemischen Synthese von cyclischen α-Hydroxyketonen ist die 

enantioselektive Reaktion von Zinn-Enolaten mit dem Diphosphinliganden BINAP ((1,1-

Binaphthalene-2,2-diyl)bis(diphenylphosphine)), AgOTf (Silbertrifluormethansulfonat) und 

Nitrosobenzol. Die Stickstoff-Sauerstoffbindung in dem resultierenden α-Aminooxyketon kann 

durch katalytische Mengen Kupfersulfat abgespalten werden. Das Endprodukt bildet das α-

Hydroxyketon mit 94% Ausbeute und bis zu 97% ee (Abbildung 10) 61. 

 

 

Abbildung 10: Synthese von cyclischen α-Hydroxyketonen durch BINAP und AgOTf. Entnommen aus Momiyama et al.61 
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Die Synthese von enantiomerenreinen vicinalen Diolen kann durch eine hydrolytische 

kinetische Racematspaltung von terminalen Epoxide realisiert werden. Verwendet wird hier ein 

chiraler (Salen)-CoIII -Komplex. Die Geschwindigkeit der ringöffnenden Reaktion kann durch 

die Menge eingesetzten Wassers kontrolliert werden. So konnte die Synthese von 1-Chlor-2,3-

Pentandiol aus racemischem 2-(Chloromethyl)oxiran mit >99% ee gezeigt werden (Abbildung 

11) 62. 

 

 

Abbildung 11: Synthese von 1-Chlor-2,3-Pentandiol aus racemischem 2-(Chloromethyl)oxiran. Entnommen aus Schaus et al.62 

Auch ist die Synthese von vicinalen Diolen über die α-Aminooxilation von Aldehyden mit 

enantiomerenreinen Prolin als Katalysator und Nitrobenzen als Sauerstoffquelle möglich. 

Gefolgt von einer in situ Reduktion mit Natriumborhydrid. Die N-O Bindung des 

Aminoxyalkohols kann durch den Einsatz von Platindioxid in Tetrahydrofuran abgetrennt 

werden. Die Bildung des vicinalen Diols kann so mit bis zu einem ee von bis zu 99% realisiert 

werden (Abbildung 12) 63.  

 

Abbildung 12: Synthese von vicinalen Diolen ausgehend von Aldehyden. Entnommen aus Zhong et al. 63 

 

1.6.2 Biokatalytische Darstellung von α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen 

Diverse Prozesse für die enzymatische Synthese von α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen 

wurden bereits etabliert. Neben dem Einsatz von Oxidoreduktasen sind auch weitere 

enzymatische Prozesse zur Generierung von α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen bekannt. 

Zum einen ist der Einsatz von Thiamindiphosphat (ThDP)-abhängigen Enzymen zur 

Verknüpfung von Aldehyden möglich, die auch ausgehend von α-Ketocarbonsäuren, wie 

Pyruvat oder Benzoylformiat vom Enzym in situ gebildet werden können. Fortschritte im 
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Proteindesign haben zu Enzymvarianten geführt, die die Synthese von α-Hydroxyketonen mit 

hoher Enantioselektivität katalysieren 64. So konnte durch Protein- und Reaktionsdesign mit der 

Pyruvatdecarboxylase aus Acetobacter pasteurianus die Bildung von (S)-Phenylacetylcarbinol 

mit über 97% ee erreicht werden (Abbildung 13) 65. 

 

Abbildung 13: Synthese von (S)-Phenylacetylcarbinol aus Benzaldehyd und Pyruvat mit Varianten der Pyruvatdecarboxylase 

aus Acetobacter pasteurianus. Nach Sehl et al.65 

Durch die kinetische Racematspaltung von racemischen Estern durch hydrolytische Spaltung 

mittels Lipasen oder Esterasen lassen sich ebenfalls enantiomerenreine α-Hydroxyketone 

gewinnen (Abbildung 14). Die hydrolytische Spaltung von Acyloinestern mit der Lipase aus 

Candida antarctica B (CAL-B) zeigte zum Beispiel ausgesprochen hohe Enantioselektivitäten 

(E-Werte) für die Bildung von 2-Hydroxy-3-heptanon (E = 165) und 2-Hydroxy-3-nonanon (E 

= 152) 66. 

 

Abbildung 14: Kinetische Auflösung von racemischen Acyloinestern durch Lipasen. Nach Scheid et al. 66 

 

1.6.3  Synthese von α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen mittels Butandiol-

dehydrogenasen 

Aufgrund der natürlichen Affinität für vicinale Diektone, α-Hydroxyketone und vicinale Diole 

wie Diacetyl, Acetoin und 2,3-Butandiol sind Butandioldehydrogenasen (BDH) besonders 

interessant für die biokatalytische Anwendung. Im besonderen Forschungsfokus steht diese 

Enzymgruppe jedoch für die mikrobielle Produktion von 2,3-Butandiol. Besonders etabliert 

hierfür hat sich der Einsatz von Klebsiella sp., Paenibacillus polymyxa oder Serratia 

marcescens in fermentativen Verfahren. So konnte die mikrobielle Produktion von meso-2,3-

Butandiol und (S,S)-2,3-Butandiol bei Einsatz des Mikroorganismus Klebsiella pneumoniae in 

einer Fed-Batch Fermentation ausgehend von Glucose mit Konzentration von 150 g/L 

dargestellt werden. Die Verwendung des Mikroorganismus Serratia marcescens führte in einer 

Fed-Batch Fermentation mit Sucrose als Substrat zu 152 g/L meso-2,3-Butandiol 67. Neben der 

fermentativen Produktion, konnte auch der Einsatz von gereinigter BDH in einem zellfreien 
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System ausgehend von Diacetyl mit racemischen Phenylethanol zur Cofaktorregenerierung  

oder die Anwendung von Ganzzellkatalysatoren für die Produktion von 2,3-Butandiol gezeigt 

werden (Abbildung 15) 68,69. 

 

Abbildung 15: Bildung von (S,S)-2,3-Butandiol ausgehend von Diacetyl. Phenylethanol wird zur Cofaktorregenerierung 

genutzt. Nach Wang et al. 68 

Hingegen ist die Synthese von nicht physiologischen Acyloinen und vicinalen Diolen mittels 

BDH bisher nur wenig untersucht worden. Mit der BDH aus Saccharomyces cerevisiae ist die 

stereoselektive Reduktion von 2,3-Pentandion, 2,3-Hexandion und 3,4-Hexandion zu den 

jeweiligen Diolen mit (R)-konfigurierten Stereozentrum möglich 70. Mit der BDH aus Serratia 

marcescens CECT 977 konnte die enantioselektive Synthese von α-Hydroxyketonen, wie auch 

vicinalen Diolen ausgehend von prochiralen Diketonen demonstriert werden. So reduziert das 

Enzym 2,3-Pentandion, 3,4-Hexandion und 1,2-Cyclohexandion zu den korrespondierenden 

(S)-konfigurierten Diolen. Jedoch stoppt die Reduktion von 2,3-Hexandion sowie bei 

Substraten  mit einem Phenylrest, wie 1-Phenyl-1,2-propandion, am (S)-α-Hydroxyketonen 

Intermediat 27.   

 

 

 

 

1.7 Motivation und Zielsetzung 

Die Synthese von enantiomerenreinen α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen ist aufgrund des 

breiten Einsatzspektrums dieser Moleküle besonders interessant. Obwohl 

Butandioldehydrogenasen bekannt sind für die natürliche Umsetzung des Diketons Diacetyl zu 

Acetoin als α-Hydroxyketon und dieses weiter reduziert werden kann zum 2,3-Butandiol, so 

sind diese Enzyme im Hinblick auf die stereoselektive biokatalytische Synthese von nicht 

natürlichen Acyloinen oder vicinal Diolen kaum untersucht.  Ziel der vorliegenden Arbeit war 

die biochemische und biokatalytische Charakterisierung der Butandioldehydrogenasen aus 

Bacillus licheniformis DSM 13T und Bacillus clausii DSM 8716T, welche unterschiedlichen 
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Superfamilien zugeordnet werden können. So gehört die BDH aus Bacillus clausii DSM 8716T 

zu den meist metallionenabhängig ,,medium-chain“-Dehydrogenasen. Enzyme aus dieser 

Superfamilie, bilden Homodimere und sind oft R-selektiv. Im Rahmen der grundlegenden 

Charakterisierung des Enzyms galt es zu überprüfen ob diese Eigenschaften auch auf die BDH 

aus Bacillus clausii DSM 8716T zutreffen.  

Hingegen gehört die BDH aus Bacillus licheniformis DSM 13T zu den ,,short-chain“-

Dehydrogenasen 71. Für die biokatalytische Charakterisierung sollten beide Enzyme 

hinsichtlich der Reduktion diverser vicinaler Diketone untersucht werden. Neben der 

Untersuchung des zugänglichen Produktspektrums, stand dabei auch die Bestimmung der 

Stereoselektivität dieser Enzyme für die Reduktion nicht natürlicher Diketone und 

Hydroxyketone im Vordergrund.  

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe für Chemo- und Biosensorik (FH Aachen, Prof. 

Schöning, Promotion Dr. Molinnus) sollte darüberhinaus mit den in dieser Arbeit rekombinant 

bereitgestellten und biochemisch charakterisierten Enzymen ein potentiometrischer Biosensor 

zur Quantifizierung von Acetoin und  Diacetyl in Fermentationsprozessen entwickelt werden. 
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2 Ergebnisse  

2.1 Publikation 1 

 

(R,R)-butane-2,3-diol dehydrogenase from Bacillus clausii DSM 

8716 T: cloning and expression of the bdhA-gene, and initial 

characterization 

Lukas Muschallik, Denise Molinnus, Johannes Bongaerts, Martina Pohl, Torsten Wagner, 

Michael J. Schöning, Petra Siegert, Thorsten Selmer 

Journal of Biotechnology, 2017 

Vol.: 258, 41-50 

DOI: 10.1016/j.jbiotec.2017.07.020 

Zusammenfassung: 

In dieser Publikation wurde das Gen codierend für die (R,R)-2,3-Butandioldehydrogenase aus 

Bacillus clausii DSM13T zum ersten Mal im Expressionsstamm E. coli Bl21 (DE3) heterolog 

exprimiert. Es erfolgte eine initiale Charakterisierung des Enzyms. Dies beiinhaltete die 

Aufnahme von Substratspektren, Temperaturoptima, pH-Optima und die Ermittlung der 

kinetischen Parameter für die natürlichen Substrate Diacetyl, Acetoin und 2,3-Butandiol. Durch 

den Einsatz dieser Butandioldehydrogenase in Biokatalysen mit den physiologischen 

Substraten konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei dem Enzym um eine R-selektive 

Butandioldehydrogenase handelt. 

Anteile: 

L. Muschallik plante und führte alle Experimente zur Expression, Reinigung und 

Charakterisierung dieses Enzyms durch. D. Molinnus arbeitete an der Entwicklung eines 

Biosensors als Anwendungsbeispiel, in dem dieses Enzym als Schlüsselpart eingesetzt werden 

kann und trug mit diesen Arbeiten zur biochemischen Charakterisierung bei. Das Gen wurde 

initial von T. Selmer aus dem Stamm B.clausii DSM13T kloniert. P. Siegert und T. Selmer 

führten die konzeptionelle Planung und Betreuung des Projekts durch. Alle Autoren beteiligten 

sich an der Erstellung des Manuskripts. 



Ergebnisse 

 

 

18 

 



Ergebnisse 

 

 

19 
 



Ergebnisse 

 

 

20 

 



Ergebnisse 

 

 

21 

 

 

 



Ergebnisse 

 

 

22 

 

 

 



Ergebnisse 

 

 

23 

 

 

 



Ergebnisse 

 

 

24 

 

 

 



Ergebnisse 

 

 

25 

 

 

 



Ergebnisse 

 

 

26 

 

 

 



Ergebnisse 

 

 

27 

 

 

 



Ergebnisse 

 

 

28 

2.2 Publikation 2 

 

Synthesis of α-hydroxy ketones and vicinal (R,R)-diols by Bacillus 

clausii DSM 8716T butanediol dehydrogenase 

Lukas Muschallik, Denise Molinnus, Melanie Jablonski, Carina Ronja Kipp, Johannes 

Bongaerts, Martina Pohl,  Torsten Wagner, Michael J. Schöning, Thorsten Selmer und Petra 

Siegert 

RSC Advances, 2020 

Vol.: 10, 12206-12216 

DOI: 10.1039/D0RA02066D 

Zusammenfassung: 

Aufbauend auf der ersten Publikation wird die (R,R)-2,3-Butandioldehydrogenase aus B .clausii 

DSM 13T biokatalytisch weitergehend untersucht. Es wurde der Einfluss von diversen 

wassermischbaren Lösungsmitteln sowie von Metallionen auf die Enzymaktivität untersucht. 

Zudem wurde das Substratspektrum im Hinblick auf Moleküle, die einen Phenylrest beinhalten 

vertieft. Der Hauptfokus lag in der Untersuchung der Reduktion diverser Diketone und α-

Hydroxyketone mit diesem Enzym und der Bestimmung der Stereoselektivität sowie 

Produktidentifikation. 

Anteile: 

L. Muschallik plante und führte die Experimente durch. D. Molinnus und M. Jablonski  

arbeiteten an der Entwicklung eines Biosensors als Anwendungsbeispiel, indem dieses Enzym 

als Schlüsselpart eingesetzt werden kann und trugen mit diesen Arbeiten zur biochemischen 

Charakterisierung bei. C. Kipp unterstützte in der Durchführung von Biotransformationen zur 

biokatalytischen Charakterisierung des Enzyms. J. Bongaerts, M. Pohl, T. Wagner, M. J. 

Schöning und T. Selmer gaben wertvolle fachspezifische Beratung zur Analytik, 

Biotransformationen, chemische Synthese und mögliche Anwendung in einem Biosensor. P. 

Siegert führte die konzeptionelle Planung und Betreuung des Projekts durch. Alle Autoren 

beteiligten sich am Entwurf des Manuskripts. 
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2.3 Publikation 3 

 

Synthesis of α-hydroxy ketones and vicinal diols with the 

Bacillus licheniformis DSM 13T butanediol dehydrogenase 

Lukas Muschallik, Carina Ronja Kipp, Inga Recker, Johannes Bongaerts, Martina Pohl, Torsten 

Wagner, Michael J. Schöning, Thorsten Selmer, Petra Siegert 

Dieses Manuskript wurde eingereicht in: Journal of Biotechnology 

 

Zusammenfassung: 

Die Butandioldehydrogenase aus Bacillus licheniformis DSM 13T (BlBDH) wurde 

insbesondere auf seine biokatalytischen Eigenschaften hin untersucht. Hierfür wurde die 

Reduktion diverser Diketone und α-Hydroxyketone im Hinblick auf die Produktselektivität 

betrachtet. Zusätzlich wurde eine detailliertere Untersuchung des Substratspektrums 

durchgeführt. Auch erfolgte ein tieferer Einblick in die biochemischen Parameter des Enzyms 

für nicht physiologische Substrate. 

 

Anteile: 

L. Muschallik plante und führte die Experimente durch. C. Kipp und I. Recker unterstützten in 

der Durchführung von Biotransformationen und Aufnahme kinetischer Parameter zur 

Charakterisierung des Enzyms. J. Bongaerts, M. Pohl, T. Wagner, M. J. Schöning und T. Selmer 

gaben wertvolle fachspezifische Beratung zur Analytik, Biotransformationen und mögliche 

Anwendungen z.B. in einem Biosensor System. P. Siegert führte die konzeptionelle Planung 

und Betreuung des Projekts durch. Alle Autoren beteiligten sich am Entwurf des Manuskripts. 
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2.4 Publikation 4 

 

Development and characterization of a field-effect 

biosensor for the detection of acetoin 

 
Denise Molinnus, Lukas Muschallik, Laura Osorio Gonzalez, Johannes Bongaerts, 

Torsten Wagner, Thorsten Selmer, Petra Siegert, Michael Keusgen, Michael J. Schöning 

Biosens. Bioelectron. 2018 

Vol: 115(März), 1-6.  

DOI:10.1016/j.bios.2018.05.023 

Zusammenfassung: 

In dieser Publikation wurde zum ersten Mal ein kapazitiver Feld-Effekt Sensor für die 

Detektion von Acetoin und Diacetyl vorgestellt. Der Biosensor besteht aus Schichten von Al/p-

Si/SiO2/Ta2O5. Auf der pH-sensitiven Tentalpentoxid Schicht wurde die (R,R)-

Butandioldehydrogenase aus B. clausii DSM13T einmal über Quervernetzung mittels 

Glutardialdehyd und einmal adsorptiv immobilisiert. Die von der Butandioldehydrogenase 

katalysierten Reaktion induzierte pH-Änderung im Elektrolyten kann von dem hier 

vorgestellten Sensor Setup gemessen und in Korrelation mit der Acetoinkonzentration gebracht 

werden. Typische Sensor Parameter, wie optimaler pH Bereich, Sensitivität, Hysteresis, 

linearer Konzentrationsbereich und Langzeitstabilität wurden ermittelt. Zusätzlich konnten 

erste erfolgreiche Messungen in verdünnten Weinproben als Anwendungsbeispiel dargestellt 

werden. 

Anteile: 

D. Molinnus führte die Planung und Validierung der Experimente, das Entwerfen der 

Rohfassung des Manuskripts und Umsetzung der Korrektur durch. L. Muschallik führte die 

heterologe Expression, Reinigung und Charakterisierung der in diesem Sensor verwendeten 

Butandioldehydrogenase durch sowie Beteiligung am Lektorat des Manuskripts. L. O. 

Gonzalez unterstützte bei der Durchführung der Experimente. J. Bongaerts, T. Wagner, T. 

Selmer, P. Siegert, M. Keusgen beteiligten sich durch fachliche Unterstützung und Lektorat des 

Manuskripts. M. J. Schöning führte die konzeptionelle Planung, Validierung und Betreuung des 

Projekts sowie die Überarbeitung des Manuskripts durch. 
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3 Diskussion 

Der Fokus dieser Arbeit liegt in der Evaluierung von ausgewählten Butandioldehydrogenasen 

für den Einsatz in der Biokatalyse. Obwohl diese Enzyme als Schlüsselelement in der 

fermentativen Produktion von 2,3-Butandiol bekannt sind 67,72, wurden sie für den isolierten 

Einsatz in Biotransformationen vor Beginn dieser Arbeit kaum untersucht. Physiologisch 

reduzieren diese Enzyme das vicinale Diketon Diacetyl zum α-Hydroxyketon Acetoin und 

dieses weiter zum vicinalen Diol 2,3-Butandiol.  Ebenfalls ist die Rückreaktion, die Oxidation 

vom 2,3-Butandiol zum Acetoin, möglich. Die Reduktion ausgehend vom einen vicinalen 

Diketon kann dabei strikt enantioselektiv durchgeführt werden. So werden diese Enzyme in 

(R)-, (S)- und meso-Butandioldehydrogenasen eingeteilt. Aufgrund dieser Eigenschaften ist die 

Verwendung dieser Enzymklasse für die enantioselektive biokatalytische Synthese von 

diversen nicht physiologischen α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen denkbar. Die 

stereoisomerenreine Synthese, besonders von α-Hydroxyketonen, ist vor allem aufgrund deren 

breiten Einsatzspektrums interessant. So können diese Moleküle als Synthesebausteine für 

Feinchemikalien und Pharmazeutika, als Geschmacksstoffe in Nahrungsmitteln oder als 

Pheromone für bestimmte Insektenarten eingesetzt werden 53,57,73. 5-Methyl-2-hydroxy-3-

hexanon und 5-Methyl-3-hydroxy-2-hexanon können zum Beispiel als „röstbraun“-Aroma 

verwendet werden 74. Andere lineare aliphatische α-Hydroxyketone und vicinale Diole, wie 3-

Hydroxy-2-hexanon, 3-Hydroxy-2-oktanon oder 2,3-Hexandiol, werden in Pheromonfallen in 

der Schädlingsbekämpfung eingesetzt 53, 56,75. Da die rein chemische Synthese dieser Moleküle 

oft harsche Reaktionsbedingungen oder die Verwendung von schwermetallhaltigen 

Katalysatoren beinhaltet, ist die biokatalytische Synthese oft wünschenswert. Auf 

biokatalytischem Wege ist die Synthese von α-Hydroxyketonen vor allem über 

Thiamindiphosphat-abhängige Enzyme, oder über dynamische kinetische Racematspaltung 

mittels Lipasen beschrieben 64, 66,76–78. Butandioldehydrogenasen können hier eine sinnvolle 

Erweiterung der biokatalytischen Möglichkeiten zur Synthese solcher Moleküle darstellen. Im 

Folgenden sollen die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme im Hinblick auf ihre biochemischen 

Eigenschaften eingeordnet und für die Verwendung in der biokatalytischen Synthese bewertet 

werden. 
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3.1 Überblick der Ergebnisse 

Die Ergebnisse zur biochemischen und biokatalytischen Charakterisierung der Enzyme, die in 

dieser Arbeit untersucht wurden, wurden in der AG Biokatalyse der FH Aachen im Institut für 

Nano- und Biotechnologie (INB) erstellt. 

In Publikation 1 (Kap. 2.1) wurde die initiale biochemische Charakterisierung der neuartigen 

Butandioldehydrogenase aus Bacillus clausii DSM 8716T (BcBDH) berichtet. Grundlegende 

biochemische Parameter wie Temperatur, pH-Optima sowie kinetische Daten zu den 

physiologischen Substraten Acetoin, Diacetyl und 2,3-Butandiol wurden ermittelt. Eine 

Einordnung des Enzyms in die Gruppe der MDR-Dehydrogenasen war aufgrund von 

konservierten Motiven in der Aminosäuresequenz möglich. Neben der Bestimmung der 

Stereoselektivität für die physiologischen Substrate lag ein besonderer Fokus auf der 

Untersuchung des Substratspektrums. 

Publikation 2 (Kap. 2.2) baut auf den Ergebnissen von Publikation 1 auf und beschreibt die 

biokatalytische Charakterisierung der BcBDH. Es wurde der Einfluss von diversen 

wassermischbaren Lösungsmitteln sowie von Metallionen auf die Enzymaktivität untersucht. 

Zudem wurde das Substratspektrums im Hinblick auf Moleküle, die einen Phenylrest 

beinhalten, vertieft. Der Hauptfokus lag in der Untersuchung der Reduktion diverser Diketone 

und α-Hydroxyketone mit diesem Enzym. Die Bestimmung der Stereoselektivität und 

Produktidentifikation erfolgte mittels Gaschromatographie, Massenspektroskopie und 

Circulardichroismus-Spektroskopie. 

In Publikation 3 (Kap. 2.3) wurde, das bereits durch Xu et al. initial beschriebene Enzym 34, 

die Butandioldehydrogenase aus Bacillus licheniformis DSM 13T  (BlBDH) auf seine 

biokatalytischen Eigenschaften untersucht. Hierfür wurde die Reduktion diverser Diketone und 

α-Hydroxyketone im Hinblick auf die Produktselektivität betrachtet. Zusätzlich wurde eine 

detailliertere Untersuchung des Substratspektrums durchgeführt. Auch erfolgte ein tieferer 

Einblick in die biochemischen Parameter des Enzyms für nicht physiologische Substrate. 

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit erfolgte, in Kooperation mit der Arbeitsgruppe für Chemo- 

und Biosensorik der FH Aachen, die Beteiligung an einem Projekt zur Entwicklung eines 

potentiometrischen Biosensors für die Detektion von Acetoin und Diacetyl in Fermentations-

prozessen (Publikation 4, Kap. 2.4). Butandioldehydrogenasen dienen dabei in diesem Sensor 

als elektrochemischer Transduktor. Die grundlegende Funktion des Sensor, auch in realen 

Weinproben, konnte bereits publiziert werden 79. 
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Zudem konnten erfolgreich zwei Bachelorarbeiten in diesem Projekt beendet und im Rahmen 

dieser Promotion betreut werden80,81. 

 

3.2 Butandioldehydrogenasen aus Bacillus clausii DSM 8716T und Bacillus 

licheniformis DSM 13T 

In dieser Arbeit wurden die Butandioldehydrogenasen aus Bacillus clausii DSM 8716T 

(BcBDH) und Bacillus licheniformis DSM 13T (BlBDH) untersucht. Ein wesentlicher 

Unterschied beider Enzyme ist die Zugehörigkeit in die jeweilige Superfamilie. So wird die 

BDH aus Bacillus clausii DSM 8716T in die Superfamilie der MDR-Dehydrogenasen 

eingeordnet. Die BDH aus Bacillus licheniformis DSM 13T gehört hingegen in die Superfamilie 

der SDR-Dehydrogenasen. Wie in Kap. 1.3 bereits erwähnt, weisen BDHs unterschiedlicher 

Superfamilien-Zugehörigkeit teils starke biochemische Unterschiede auf. Die markantesten 

sind dabei die Metallionenabhängigkeit, die Quartärstruktur sowie meist die Stereoselektivität. 

Im Folgenden sollen nun die beiden BDHs auch vergleichend im Hinblick auf eine Evaluierung 

der Enzyme für den biokatalytischen Einsatz und im Kontext der Literatur verglichen werden.  

 

3.2.1 Vergleichende biochemische Charakterisierung der BcBDH und BlBDH 

Die Gene beider Enzyme konnten erfolgreich kloniert und in E. coli BL21(DE3) mit sehr guten 

Ausbeuten (ca.  50% in der lösl. Fraktion) überexprimiert werden. Die Reinigung erfolgte in 

beiden Fällen über eine Strep-Tag Affinitätschromatographie. Dazu wurden Gen-Varianten mit 

jeweils einem N-terminalen und C-terminalen StrepII-Tag kloniert. Jedoch zeigte es sich, dass 

in beiden Fällen nur die Variante mit N-terminalen Strep-Tag aktiv hergestellt wurde. Ein 

Sequenzvergleich ist aufgrund der großen strukturellen Unterschiede beider Enzyme nicht 

sinnvoll. 

So besitzt die BlBDH pro Untereinheit 260 Aminosäuren und bildet als aktives Enzym ein 

Homotetramer. Die BcBDH hingegen bildet mit 351 Aminosäuren pro Untereinheit ein 

Homodimer. Enzyme aus der Klasse der MDR-Dehydrogenasen bestehen aus zwei Domänen, 

wobei die C-terminale Domäne für die Cofaktorbindung verantwortlich ist (Kap. 1.2, 

Abbildung 2) 22. 

Für Enzyme aus der Superfamilie der SDR-Dehydrogenasen ist die C-terminale Region 

verantwortlich für die Substratbindung 82, was vermutlich der Grund für die Inaktivität der 
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Variante mit C-terminalen StrepII-Tag ist, aufgrund möglicher sterischer Komplikationen im 

aktiven Zentrum. In einer SDS-PAGE Analyse konnte eine Bande bei der erwarteten Größe 

verifiziert werden. Jedoch besteht auch die Möglichkeit einer durch den C-terminalen StrepII-

Tag induzierte Fehlfaltungen. 

Im Hinblick auf das pH-Optimum und das Temperaturoptimum sind die beiden Enzyme 

vergleichbar (Publikation 1 und 3). Wie in Tabelle 3 dargestellt, liegt der größte Unterschied in 

einem breiteren pH-Optimum von BlBDH für die Reduktion von Acetoin, sowie einem 

niedrigeren Temperaturoptimum im Vergleich zu der BcBDH. Eine initiale biochemische 

Charakterisierung der BlBDH wurde bereits von Xu et al. publiziert 34. Das pH-Optimum wurde 

in dieser Arbeit im Rahmen der biokatalytischen Charakterisierung erneut bestimmt, da sich 

die Aktivitätstests deutlich voneinander unterscheiden. So wurde in dieser Arbeit eine 

Substratkonzentration von 10 mM statt 5 mM verwendet, da erst ab dieser 

Substratkonzentration Vmax erreicht wird. Auch wurde eine geringere NADH Konzentration 

(0,3 mM statt 1 mM) eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Cofaktorkonzentration 

von 0,3 mM bereits zur maximalen Aktivität (Vmax) führt. Vorversuche deuteten sogar auf eine 

potenzielle Überschussinhibierung bei Konzentrationen über 0,5 mM NADH bei der BlBDH 

hin. Eine  NADH Cofaktorinhibierung  bei Konzentrationen über 0,3 mM und einer kompletten 

Inaktivierung bei 1 mM NADH wurde auch für die BDH aus Serratia marcescens CECT 977 

berichtet 27,  ein Enzym, das ebenfalls in die Superfamilie der SDR-Dehydrogenasen gehört. 

Tabelle 3: Temperatur- und pH-Optima der BcBDH und BlBDH im Vergleich (Publikation 1 und 3). *entnommen aus Xu et 

al.34 

 pH-Optimum  

Enzym Reduktion 

Diacetyl 

Reduktion 

Acetoin 

Oxidation 2,3-

Butandiol 

Temperaturoptimum 

BcBDH 6,0 7,0 8,0 50 °C 

BlBDH 5,0 6,0 – 8,0 9,0 37 °C* 

  

Diese Parameter gliedern sich gut in die Werte der bisher beschriebenen BDHs ein. Bei den 

MDR-BDHs wurde das pH-Optimum für die Diketon-Reduktion in einem Bereich von pH 6,4 

– 6,7 und für die Diol-Oxidation in einem Bereich von pH 10 – 11 für die Enzyme aus 

Clostridium beijerinckii, Enterobacter aerogenes, Rhodococcus erythropolis, und 

Saccharomyces cerevisiae beobachtet 26, 33,83,84. Im Segment der SDR-BDHs sind die pH-

Optima etwas breiter gefächert. So liegt das pH-Optimum für die Diketon-Reduktion im 
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Bereich von pH 5,5 – 8,0 für die Enzyme aus Leuconostoc pseudomesenteroides, Bacillus 

stearothermophilus, Brevibacterium saccharolyticum C-1012 und Serratia marcescens H30 85–

88. Wobei das Optimum für die Reduktion von Diacetyl eher im niedrigeren pH Bereich und 

das pH-Optimum für die Reduktion von Acetoin auch bei pH 8,0 liegen kann. Die pH-Optima 

für die Diol-Oxidation liegen im Bereich von pH 7,5-10,5.  

 

3.2.1.1 Substratspektrum im Vergleich 

Ein wesentlicher Aspekt für den biokatalytischen Einsatz dieser Enzyme ist deren 

Substratspektrum. So ist generell ein breites Substratspektrum verbunden mit einer hohen 

Enantioselektivität biokatalytisch besonders interessant. BDHs sind in der biokatalytischen 

Synthese noch nicht gut etabliert. So beschränken sich viele Charakterisierungen auf die 

physiologischen Substrate Diacetyl, Acetoin und 2,3-Butandiol. In dieser Arbeit wurden neben 

den physiologischen Substraten diverse weitere Ketone, Diketone, Alkohole und Diole als 

mögliche Substrate getestet. Dabei zeigt sich, dass beide Enzyme neben den natürlichen 

Substraten auch diverse nicht physiologische vicinale Diketone, α-Hydroxyketone und Diole 

umsetzen. Die BlBDH ist zusätzlich in der Lage, α-Ketosäuren und α-Ketoester umzusetzten. 

Im Gegensatz zu den nah verwandten klassischen Alkoholdehydrogenasen ist eine Reduktion 

von einfachen Ketonen, wie auch die Oxidation von primären und sekundären Alkoholen für 

die hier untersuchten BDHs nicht beobachtet worden (Publikation 2 und 3). Das Fehlen von 

einfachen Ketonen oder primären sowie sekundären Diolen im Substratspektrum ist für die 

meisten BDHs charakteristisch 27, 83,89–91. Als Ausnahme kann jedoch die S-selektive BDH aus 

Rhodococcus erythropolis WZ010 genannt werden. Hier werden teils sehr hohe Aktivitäten für 

die Oxidation von primären und sekundären Alkoholen, wie 1-Butanol (42,8% relativ zu 2,3-

Butandiol (Mischung aus allen der Stereoisomeren)), 2-Butanol (71,4% relativ 2,3-Butandiol 

(Mischung aus allen der Stereoisomeren) und 2-Pentanol (257% relativ zu 2,3-Butandiol 

(Mischung aus allen der Stereoisomeren) gemessen 68. Auch die meso-Butandiol-

Dehydrogenase aus Klebsiella pneumoniae XJ-Li zeigt Aktivitäten für das Keton 4-Methyl-2-

pentanon (21 U/mg) 92. Bei der R-selektiven BDH aus Saccharomyces cerevisiae und der meso-

BDH aus Serratia marcescens CECT 977 konnte ein Trend hin zu verringerter Aktivität 

beziehungsweise niedriger kcat-Werten bei zunehmender Alkylseitenkette des Substrats 

beobachtet werden 27,70. Diesen Trend zeigen die in dieser Arbeit verwendeten BDHs nicht. 

Beide Enzyme zeigen unter Standardbedingungen teils sehr gute Aktivitäten für Moleküle mit 

längeren oder verzweigten Alkylketten wie 2,3-Heptandion und 5-Methyl-2,3-hexandion. 
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Überraschend ist hierbei die Akzeptanz von Substraten mit einem Phenylrest. So zeigen beide 

in dieser Arbeit untersuchten Enzyme Aktivität gegenüber Molekülen mit einem Phenylrest, 

jedoch in unterschiedlichem Ausmaß (Publikation 2 und 3). Unter Standardbedingungen (10 

mM Substrat; 0,3 mM NADH; 50 mM MES-Puffer (BcBDH) / 50 mM Kpi-Puffer (BlBDH) 

pH 6,8; bei 30°C) zeigt die BlBDH generell nur niedrige Aktivitäten für Moleküle mit 

Phenylrest und hier auch nur hauptsächlich für das Diketon 1-Phenyl-1,2-propandion und das 

α-Hydroxyketon 1-Hydroxy-1-phenylpropan-2-on (PAC). Hingegen wird das α-Hydroxyketon 

2-Hydroxy-1-phenylpropan-1-on (HPP) gar nicht angenommen. Bei der BcBDH verhält es sich 

umgekehrt. Hier wird nur HPP reduziert, aber nicht PAC. Bemerkenswert ist hier die fast 

doppelt so hohe Aktivität, die die BcBDH unter Standardbedingungen gegenüber (R)-HPP 

zeigt, relativ zum Standardsubstrat Acetoin (Publikation 2 und 3). Die Biokatalyse im Detail 

wird im Kapitel 3.3 diskutiert. Der Umsatz von diesen sterisch anspruchsvollen Molekülen 

wurde für BDHs bisher kaum untersucht und ist besonders interessant für die biokatalytische 

Synthese von Feinchemikalien. Eine Ausnahme bildet die meso-BDH aus Serratia marcescens 

CECT 977, mit der der Umsatz von 1-Phenyl-1,2-propandion zum (S)-2-Hydroxy-1-phenyl-1-

propanon als Hauptprodukt und (S)-1-Hydroxy-1-phenyl-2-propanon sowie (S,S)-1-Phenyl-

1,2-propandiol als Nebenprodukte beschrieben wurde 27. Ebenfalls zeigt dieses Enzym, wie die 

BcBDH, geringe Aktivitäten für 1,2-Cyclohexandion 27. Im Rahmen der Bestimmung eines 

Substratspektrums konnte auch für die R-selektive BDH aus Rhodococcus erythropolis WZ010 

gezeigt werden, dass diese in der Lage ist vicinale Diole mit Phenylrest wie (R)-1-Phenyl-1,2-

ethandiol zu oxidieren 26. Hingegen können sogenannte ,,bulky-bulky“ vicinale Diketone oder 

α-Hydroxyketone, also Moleküle mit zum Beispiel zwei Phenylresten wie Benzoin und Benzil, 

von beiden in dieser Arbeit untersuchten Enzymen nicht umgesetzt werden. Dies scheint 

möglicherweise charakteristisch für diese Enzymgruppe zu sein. Hingegen sind durchaus 

Dehydrogenasen bekannt, die in der Lage sind, besonders sterisch anspruchsvolle Moleküle 

wie Benzil und Benzoin umzusetzen. So zeigt die Ketoreduktase aus Pichia glucozyma einen 

Umsatz von 50 mg Benzil zu (S)-Benzoin in zwei Stunden mit einer Ausbeute von >95% und 

einem ee-Wert von >98% 93. Desweiteren ist für die zu den SDR-Dehydrogenasen gehörende 

Alkoholdehydrogenase aus Sulfolobus acidocaldarius,  ein Umsatz von 5 mM Benzil zu (R)-

Benzoin von >98% und einen ee-Wert von 98% nach 24 Stunden berichtet worden 94. 

Interessanterweise weist dieses Enzym jedoch nur geringe Aktivitäten für lineare aliphatische 

Ketone auf. 
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3.2.1.2 Kinetische Parameter der BcBDH und BlBDH 

Um detailliertere Aussagen bezüglich der Aktivitäten gegenüber diversen Substraten treffen zu 

können, ist die Bestimmung der kinetischen Parameter erforderlich. Für beide Enzyme wurden 

Kinetiken für die physiologischen Substrate Diacetyl und Acetoin aufgenommen, diese folgen 

der Michaelis-Menten-Kinetik. BcBDH zeigt dabei eine höhere Affinität für Acetoin und 

Diacetyl mit Km Werten von 0,52 mM und 2,5 mM im Vergleich zur BlBDH (0,9 mM für 

Acetoin und 77,5 mM für Diacetyl). Überraschend ist hier auch der hohe Km Wert der BlBDH 

für Diacetyl (77,5 mM) wenn man in Betracht zieht, dass es sich um ein physiologisches 

Substrat handelt. Hingegen zeigt BlBDH aber eine besonders hohe Vmax von 1856,0 ± 57,5 

U/mg für Diacetyl im Vergleich zu 74,0 ± 3,4 U/mg bei der BcBDH. Auch bei Acetoin ist eine 

höhere Vmax bei der BlBDH im Vergleich zur BcBDH zu beobachten (115,2 ± 5.2 U/mg zu 

190,0 ± 5,4 U/mg). Da gerade die BlBDH unter Standardbedingungen Aktivitäten für die 

Moleküle 2,3-Hexandion, 2,3-Heptandion und 5-Methyl-2,3-hexandion gezeigt hat, die über 

die Aktivität für das physiologische Substrat Acetoin hinausgingen, wurden zusätzlich die 

kinetischen Parameter für diese Moleküle bestimmt (Publikation 3). Dabei zeigte sich, dass die 

berechneten maximalen Aktivitäten für diese Moleküle in einem Bereich von 680 – 1155 U/mg 

liegen. Dies ist deutlich über der maximalen Aktivität für Acetoin (174 U/mg). Die BlBDH 

zeigt aber auch eine geringere Affinität für diese Moleküle mit einem (scheinbaren) Km von 11 

– 42 mM im Vergleich zu einem Km von 2,7 mM für Acetoin. Dabei ist eine höhere Affinität 

für die hier getesteten Hexandione im Vergleich zum 2,3-Heptandion zu beobachten. Jedoch 

konnte experimentell, aufgrund der Hydrophobizität der Substrate, die Substratsättigung 

zumindest bei 5-Methyl-2,3-hexandion nicht erreicht werden. Nichtsdestotrotz ist eindeutig 

eine Tendenz zu hohen maximalen Aktivitäten für diese Moleküle bei hohen 

Substratkonzentrationen bei der BlBDH zu erkennen. Die höchste maximale Aktivität konnte 

dabei beim 2,3-Hexandion erreicht werden mit einer Vmax von 1183,0 ± 79,0 U/mg. Dies liegt 

jedoch noch unter der maximalen Aktivität von Diacetyl (Vmax von 1856,0 ± 57,5 U/mg) bei 

diesem Enzym (Publikation 3). 

3.2.1.3 Einfluss von Metallionen auf die Enzymaktivität 

Ein wesentlicher Unterschied der beiden in dieser Arbeit untersuchten BDHs ist ihre 

grundlegende Metallionenabhängigkeit bzw. -unabhängigkeit. So benötigt die BDH aus 

Bacillus licheniformis, wie andere Vertreter der der SDR-Familie, keine Metallionen 34. Der 

Einfluss auf die Enzymaktivität von diversen bivalenten Metallionen wurde in dieser Arbeit für 

die BDH aus Bacillus clausii untersucht. Die BcBDH benötigt für die Katalyse ein Zinkion, 
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welches von den katalytischen Aminosäuren Cys37-His70-Glu71 komplexiert wird. Dies ist, 

wie eingangs erwähnt, charakteristisch für Enzyme, die der MDR-Dehydrogenasen 

Superfamilie zugehörig sind. Zusätzlich wird oft bei Enzymen dieser Gruppe eine zweite 

Zinkionen-Bindungsstelle beobachtet, bestehend aus vier konservierten Cysteinen (Cys100, 

Cys103, Cys106 und Cys114; Nummerierung basierend auf der 2,3-Butandioldehydrogenase aus 

Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 33 ), die verantwortlich für die Stabilisierung der Struktur 

ist 95. Diese muss nicht zwingend vorhanden sein und BcBDH weist diese Bindungsstelle auch 

nicht auf. Bei der zu den MDR zählenden BDH aus Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 

wurde dies ebenfalls beobachtet 33. Die Zugabe von einigen Metallionen (1 mM) wie Cu2+ und 

Fe2+ führte zu einem hohen Aktivitätsverlust von 65% und 99%. Auch die Zugabe von 1 mM 

des Komplexbildners Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) bewirkte, einen Verlust der 

Enzymaktivität (50%). Da EDTA Chelatkomplexe mit zweiwertigen Metallionen bildet und 

diese somit aus dem Enzym entfernt werden, verifiziert der Aktivitätsverlust, dass dieses 

Enzym Metallionen (höchstwahrscheinlich Zn2+) zur Katalyse benötigt. Hingegen führte die 

Zugabe von Cobalt-(II)-Ionen zu einer Aktivitätssteigerung von 50% und die Zugabe von 

Mangan-(II)-Ionen führt sogar zu einer Aktivitätssteigerung von 117% (Publikation 2). 

Zusätzliche Zugabe von Zinkionen hingegen hat nur einen geringfügig aktivierenden Effekt 

(Steigerung von 26%). Aktivitätsmessungen über 25 Stunden von Enzympräparationen mit und 

ohne Mn2+ Ionen zeigen eine fallende Aktivität bei der Präparation ohne Mn2+ Ionen und eine 

zunehmend steigende Aktivität bei der Präparation mit Mn2+-Ionen bis auf mehr als das 

doppelte (245% rel. Aktivität; Publikation 2). Dieser Effekt konnte auch in Biotransformationen 

beobachtet werden. Dies könnte auf einen zunehmenden Austausch des katalytischen Zinkions 

mit dem Manganion hindeuten. Weitere Bindungsmotive für Mn2+-Ionen konnten nicht 

gefunden werden. Dieses Phänomen ist für BDHs aus der MDR-Superfamilie völlig neu. Bisher 

wurde lediglich für die (2R,3R)-2,3-Butandioldehydrogenase aus Rhodococcus erythropolis 

WZ010 bei Zugabe von 10 mM KCl eine Aktivitätssteigerung von 38,9 % berichtet. Andere 

Ionen (z.B. Mn2+ und Mg2+) zeigten keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Aktivität 

(19 % Verlust bei Mn2+, Inkubation mit 1 mM, für eine Stunde; 4 % Verlust bei Mg2+, 

Inkubation mit 10 mM, für eine Stunde) 26. Hingegen ist die Steigerung der Aktivität und 

Verbesserung der Stabilität durch eine Substitution des katalytischen Zink-Ions mit anderen 

zweiwertigen Metallionen für andere Dehydrogenasen aus der MDR-Superfamilie bereits 

beschrieben. So zeigt die Glyceroldehydrogenase aus Klebsiella pneumonia nach Substitution 

mit Mangan-(II) - und Magnesiumionen eine erhöhte katalytische Effizienz, auch ist die 

Aktivität für nicht natürliche Substrate und die Thermostabilität erhöht 96. Auch 
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Alkoholdehydrogenasen z.B. aus dem thermophilen Bakterium Thermotoga hypogea oder aus 

Thermoanaerobacter brockii zeigen eine Erhöhung der Aktivität bei Substitution des Zink-Ions 

durch Mangan-(II)- oder Kobalt-(II)-Ionen 97–99. Eine mögliche Erklärung für diesen Effekt ist, 

dass das Mangan-(II)-Ion (Mn2+) den harten Lewis-Säuren zugeordnet werden kann. Das Zink-

Ion (Zn2+) ist eher ein Grenzfall, der zwischen den harten und weichen Lewis-Säuren liegt. Als 

Liganden dienen die Aminosäuren Cystein, Histidin und Glutaminsäure. Die Hydroxygruppe 

der Glutaminsäure lässt sich den harten Lewis-Basen zuordnen und auch die Aminogruppe des 

Imidazol-Rings von Histidin zählt zu den harten Lewis-Basen. Harte Lewis-Säuren bilden 

stabilere Komplexe mit harten Lewis-Basen als mit weichen Lewis-Basen. Nach dieser 

Überlegung wäre der Komplex mit Mn2+ stabiler als der mit Zn2+. Auch in der Publikation von 

Dunn et al. wird die Lewis-Säurestärke des Metallions in Verbindung mit der Enzymaktivität 

gebracht 100. Jedoch lässt sich auch beobachten, dass die Inkubation des Enzyms mit Kupfer-

(II)- oder Eisen-(II)-Ionen zu einem starken Aktivitätsverlust führt. Sowohl Fe2+ wie auch Cu2+ 

sind, wie Zn2+, zwischen harten und weichen Lewis-Säuren einzuordnen. Daher müssen auch 

andere Effekte für die Aktivitätssteigerung oder den Aktivitätsverlust verantwortlich sein, wie 

z.B. die unterschiedliche Ionengröße und Komplexgeometrie. Der Austausch des Zinkions 

gegen ein Cobaltion bei der Alkoholdehydrogenase aus Thermoanaerobacter brockii führt zu 

einem oktaedrischen anstatt eines tetraedrischen Metallkomplex. Die daraus resultierende 

höhere Valenz des Ions könnte positive Eigenschaften auf die Stabilisierung des Substrats und 

Reaktionsintermediats haben 97. 

Anders ist dies bei der in dieser Arbeit untersuchten BDH aus Bacillus licheniformis DSM 13T. 

Als Mitglied der SDR-Dehydrogenase Superfamilie ist dieses Enzym nicht metallionen-

abhängig, benötigt diese also nicht für den Reaktionsmechanismus 34. In der Charakterisierung 

durch Xu et al. hatte die Zugabe von EDTA auch kaum negative Auswirkungen auf die 

Enzymaktivität. Interessant ist jedoch, dass diese BDH ebenfalls stark durch Eisen- und 

Kupferionen inhibiert wird. Auch für die meso-BDH aus Serratia marcescens H30 wurde eine 

besonders starke Inhibierung der Enzymaktivität durch Eisenionen gezeigt 88.  

 

3.2.1.4 Einfluss von Lösungsmitteln auf die Enzymaktivität 

Gerade in biokatalytischen Synthesen ist die Stabilität gegenüber organischen Lösungsmitteln 

oft ein wichtiger Parameter für den praktischen Einsatz eines Enzyms, da viele Substrate und 

Produkte schlecht wasserlöslich sind. Hier wurde die Lösungsmittelstabilität der Enzyme 

BcBDH und BlBDH mit einigen wassermischbaren organischen Lösungsmitteln untersucht 
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(Publikation 2 und 3). Der Einsatz von organischen Lösungsmitteln wirkt sich jedoch oft 

negativ auf die Enzymaktivität aus. So sind organische Lösungsmittel in der Lage, 

intramolekulare hydrophobe Wechselwirkungen im Protein zu stören und dieses dadurch 

partiell zu entfalten. Im Hinblick auf biokatalytische Synthesen wäre auch der Einsatz von nicht 

mit Wasser mischbaren Lösungsmitteln in Form eines Zwei-Phasen Systems denkbar. In 

Abhängigkeit seines Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (LogP-Wert) löst sich ein 

solches Lösungsmittel nur in geringen Mengen in der wässrigen Phase (bei einem hohen LogP-

Wert) und interagiert wenig mit dem Enzym. Aus biokatalytischer Sicht besteht der Vorteil 

darin, dass höhere Konzentrationen des hydrophoben Edukts in der organischen Phase gelöst 

werden können. Weiterhin kann sich das gebildete Produkt nach der Katalyse aus der wässrigen 

Phase wieder in der organischen Phase lösen, wodurch eine Produktinhibierung des Enzyms 

umgangen wird 101. Dies wurde jedoch in dieser Arbeit nicht genauer untersucht. 

Trotz der starken strukturellen Unterschiede der beiden hier untersuchten BDHs, weisen beide 

Enzyme ein ähnliches Stabilitätsprofil für die hier verwendeten organischen Lösungsmittel 

(DMSO, Ethanol, Aceton, Methanol und Acetonitril) auf. In beiden Fällen ist Acetonitril das 

am wenigsten tolerierte Lösungsmittel. Eine einstündige Inkubation mit 20% Acetonitril (v/v) 

führt praktisch zu einem vollständigen Aktivitätsverlust. Auch bei Ethanol ist in beiden Fällen 

ein schneller Aktivitätsverlust mit steigendem Lösungsmittelanteil festzustellen (Abbildung 

16). 

 

Abbildung 16: Vergleich der Lösungsmittelstabilitäten der BcBDH (A) und BlBDH (B) mit diversen Wasser mischbaren 

organischen Lösungsmitteln. Restaktivität bestimmt nach einstündiger Inkubationszeit. Entnommen aus Publikation 2 und 3. 

Die besten Lösungsmittelstabilitäten konnten bei beiden Enzymen mit Methanol und vor allem 

mit DMSO gemessen werden. Hier weist die BcBDH eine höhere Stabilität im Vergleich zur 

BlBDH auf. So kann bei der BcBDH nach einer einstündigen Inkubation mit 60% DMSO (v/v) 

noch eine Restaktivität von ca. 50% gemessen werden. Die BlBDH hingegen zeigt bei einer 
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DMSO Konzentration von 60% (v/v) keine Aktivität mehr. Durch die höhere Stabilität der 

BcBDH in DMSO-haltigem Puffer ist hier das Potential gegeben, auch hydrophobe Substrate 

in höheren Konzentrationen in Biotransformationen einsetzten zu können. Nachteilig ist jedoch 

der hohe Siedepunkt des Lösungsmittels, wodurch eine spätere Abtrennung der Produkte vom 

Lösungsmittel unter Umständen erschwert wird. Eine Einschätzung der beiden hier 

untersuchten Enzyme im Vergleich zu anderen BDHs ist auch hier aufgrund der geringen 

Datenlage schwierig. Bei der BDH aus Rhodococcus erythropolis WZ010 konnte eine 

Aktivierung der Enzymaktivität bei Zugabe von 10% DMSO (v/v) in den Aktivitätstest 

beobachtet werden. Jedoch fällt die Enzymaktivität bei Zugabe von 40% DMSO (v/v) stark ab 

26. Die Zugabe von 10 mM DMSO in den Aktivitätstest der BDH aus Bacillus thuringiensis 

zeigte keinen merklich negativen Einfluss auf die Enzymaktivität 102. 

3.2.1.5 Biochemische Zusammenfassung 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die beiden in dieser Arbeit untersuchten Enzyme 

sich biochemisch in vielerlei Punkten ähneln, obwohl sie unterschiedlichen Superfamilien 

angehören und damit auch strukturell verschieden sind. Auch im Vergleich zu bereits 

charakterisierten BDHs gliedern sich die beiden Enzyme gut ein. So zeigen beide Enzyme ein 

ähnliches pH-Optimum und Temperatur-Aktivitätsprofil für die natürlichen Substrate. 

Ungewöhnlich ist jedoch die geringe Affinität aber hohe maximale Aktivität der BlBDH für 

Diacetyl. Die verwandte und charakterisierte BDH aus Serratia marcescens CECT 977 zeigt 

zwar auch eine deutlich höhere maximale Aktivität für die Reduktion von Diacetyl (412 ± 11,0 

U/mg), liegt aber um das 4,5-fache unter der maximalen Aktivität der BlBDH (Publikation 1 

und 3). Hingegen hat dieses Enzym aber auch eine deutlich höhere Affinität für Diacetyl, als 

die hier untersuchte BlBDH (Km von 1,7 mM zu 77,5 mM). Die BcBDH zeigt aber, auch im 

Vergleich zu bekannten BDHs, eine vergleichsweise hohe Stabilität gegenüber DMSO-Zusatz 

zum wässrigen Puffer. Wesentliche Unterschiede sind im Substratspektrum zu beobachten. Vor 

allem die Akzeptanz von sterisch anspruchsvollen Molekülen wie PAC und HPP ist 

unterschiedlich. Im Standardaktivitätstest zeigt die BcBDH überraschend hohe Aktivitäten für 

das α-Hydroxyketon HPP jedoch keine Aktivität für das Strukturisomer PAC. Die BlBDH 

hingegen zeigt generell sehr geringe Aktivitäten für diese α-Hydroxyketone mit Phenylrest 

unter diesen Bedingungen. Vorwiegend wird jedoch das PAC akzeptiert (Publikation 2 und 3).  

 



Diskussion 

 

 

106 

3.3 Butandioldehydrogenasen in der Biokatalyse 

Obwohl Dehydrogenasen im Allgemeinen (z.B. Alkoholdehydrogenasen) in der enzymatischen 

Synthese von Feinchemikalien bereits sehr gut etabliert sind, sind BDHs im Speziellen 

biokatalytisch bisher kaum untersucht. Wesentliche Erwähnung finden diese vor allem in der 

fermentativen Produktion von 2,3-Butandiol. Schon bei Hefen konnte die Bildung von 2,3-

Butandiol aber auch Acetoin und Diacetyl nachgewiesen werden. Jedoch ist die Ausbeute 

oftmals gering 72,103. In einem durch ,,metabolic engineering“ modifiziertem Hefestamm, indem 

drei Gene kodierend für Alkoholdehydrogenasen ausgeschaltet und der Syntheseweg von 

Butandiol aus Bacillus subtilis und E. aerogenes integriert wurde, konnte ein Titer von 2,29 g/L 

und eine Ausbeute von 0,113 g/g erreicht werden 104. Als wesentliche Produktionsstämme 

haben sich vor allem Mikroorganismen aus der Gruppe Klebsiella, Enterobacter, Bacillus und 

Serratia herauskristallisiert 67,72. Durch weitere Stamm- und Prozessoptimierung konnten hohe 

2,3-Butandiol Ausbeuten erreicht werden. Eine Überproduktion der stammeigenen Klebsiella 

oxytoca M1 BDH und Optimierung der Prozessbedingungen ermöglichten in Fed-Batch 

Fermentationen die Bildung von 142 g/L 2,3-Butandiol (keine Angabe zur Stereoselektivität) 

mit einer Produktivität von 1,47g/L/h.105. In einem biokatalytischen Ansatz konnte eine 

Mischung von Glukose mit (S,S)-2,3-Butandiol und meso-2,3-Butandiol durch ganze Zellen 

von Klebsiella pneumoniae CICC 10011 umgesetzt werden. Der nachfolgende Einsatz von 

ganzen Bacillus subtilis 168 Zellen führte zur Umsetzung des meso-2,3-Butandiols zu (S)-

Acetoin. Dies ermöglichte die enantioselektive Produktion von 12,5 g/L (S,S)-2,3-Butandiol 

und 56,7 g/L (S)-Acetoin 106. 

Durch die natürliche Affinität der BDHs zu vicinalen Diketonen, α-Hydroxyketonen und 

vicinalen Diolen liegt es nahe, diese Enzyme als Biokatalysatoren für die enantioselektive 

Synthese dieser Molekülgruppen zu verwenden. Wie in der Einleitung bereits erwähnt, ist die 

rein chemische enantioselektive Synthese, gerade von α-Hydroxyketonen, oft schwer und 

verbunden mit der Verwendung von schwermetallhaltigen Katalysatoren. Dennoch wurden 

BDHs bis jetzt, abseits der natürlichen Substrate, wenig Beachtung für den Umsatz von nicht 

physiologischen Substraten geschenkt. In dieser Arbeit wurden die Butandiol-Dehydrogenasen 

aus Bacillus clausii DSM 8716T und Bacillus licheniformis DSM 13T auf ihre Charakteristika 

gegenüber der Reduktion diverser vicinaler Diketone genauer untersucht und sollen nun 

vergleichend betrachtet werden. Die Reduktionsprodukte wurden über Gaschromatographie 

gekoppelt mit einer Massenspektroskopie identifiziert. Aufgrund der, in vielen Fällen, 

Nichtverfügbarkeit von enantiomeren Reinsubstanzen der Produkte konnte mit dieser 
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Analysemethode oft nur bestätigt werden, ob die Bildung eines Diols oder α-Hydroxyketons 

erfolgt ist und welches Strukturisomer gebildet wurde. Um die Stereoselektivität für die nicht 

physiologischen Substrate dennoch bestätigen zu können, wurden die Circulardichroismus 

(CD) Spektren der Substrate 2,3-Hexandion und 5-Methyl-2,3-Hexandion mit den CD-

Spektren von (R)-Acetoin aus der Arbeit von Vinogradov et al. verglichen wurden 107. Hierzu 

wurden mit der BcBDH die Substrate 2,3-Hexandion und 5-Methyl-2,3-hexandion im 

präparativen Maßstab reduziert. Durch die hohe Stereoselektivität der BcBDH für diese 

Substrate (89% bzw. 97% ee-Wert) konnte im Wesentlichen ein Enantiomer des α-

Hydroxyketon Produkts im deutlichen Überschuss synthetisiert werden. Obwohl es sich hier 

um einen Analogieschluss handelt, liegt die Struktur von Acetoin und den hier untersuchten α-

Hydroxyketonen so nah beieinander, dass eine Einschätzung auf dieser Basis möglich ist. Die 

Synthese der (R)-Enantiomere der Produkte 5-Methyl-3-hydroxy-2-hexanon und 3-Hydroxy-2-

hexanon mit der BcBDH konnte bestätigt werden. Somit zeigt das Enzym die gleiche 

Stereoselektivität, wie für die natürlichen Substrate. Eine Identifikation der Produkte der 

BlBDH auf gleicher Basis sollte in nachfolgenden Arbeiten durchgeführt werden.  

 

3.3.1 Vergleich der biokatalytischen Charakteristika von BcBDH und BlBDH 

Werden die beiden Enzyme miteinander verglichen, so sind deutliche Unterschiede in der 

Produktbildung zu beobachten (Tab. 2). Bei der Reduktion von Diacetyl unter den hier 

gewählten Standardreaktionsbedingungen (1 U/ml BDH, Reaktionszeit 1 Stunde; Publikation 

3) konnte mit der BlBDH ausschließlich die Bildung von (S)-Acetoin beobachtet werden. Dies 

steht nur scheinbar im Gegensatz zu den Daten aus Xu et al., da hier die Bildung von (S)-

Acetoin und die weitere Reduktion zu (S,S)-2,3-Butandiol beobachtet wurde 34. Jedoch ist zu 

beachten, dass in dieser Studie deutlich höhere Aktivitäten (100 Units/ 5 ml) und eine viel 

längere Reaktionszeit von 12 Stunden gewählt wurden. Interessant ist die Reduktion von 

racemischen Acetoin mit der BlBDH. Hier kann unter den Standardreaktionsbedingungen 

beobachtet werden, dass vornehmlich das (R)-Enantiomer des Acetoins zu meso-2,3-Butandiol 

umgesetzt wird. Spuren eines Umsatzes von (S)-Acetoins zu (S,S)-2,3-Butandiol wurden 

ebenfalls beobachtet. Dies zeigt, dass die BlBDH tatsächlich eine meso-BDH ist. 

Augenscheinlich hat dieses Enzym eine viel höhere Affinität zum (R)-Enantiomer und fügt ein 

S-konfiguriertes Stereozentrum ein. Die Bestimmung der kinetischen Parameter für die 

einzelnen Enantiomere des Acetoins wäre hilfreich, um diese Beobachtung zu unterstützen, 

jedoch waren diese in enantiomerenreiner Form nicht verfügbar. Gleiche biokatalytische 
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Charakteristika wurden für die meso-BDH aus Serratia marcescens CECT 977 berichtet 27. 

Hingegen zeigt die BcBDH ein anderes Verhalten. Hier wird ausgehend von Diacetyl das (R,R)-

2,3-Butandiol gebildet, ohne dass das Zwischenprodukt (R)-Acetoin detektierbar ist. Bei der 

Verwendung vom racemischen Acetoin ist das Enzym in der Lage, beide Enantiomere zu 

verwerten, mit der Bildung von (R,R)- und meso-2,3-Butandiol. Selbiges Verhalten wurde für 

die R-selektive, und der Superfamilie der MDR zugehörige, BDH aus Paenibacillus polymyxa 

ATCC 12321 berichtet 108. Auch die Zink-abhängige, und MDR zugehörige, (R,R)-BDH aus 

Saccharomyces cerevisiae YAL060W zeigt den Umsatz von racemischem Acetoin zu (R,R)- 

und meso-2,3-Butandiol 89. Eine größere Datenlage zu den Stereospezifitäten für die einzelnen 

Enantiomere der physiologischen Substrate wäre von Nöten um generell von einem 

Charakteristikum, das typisch für BDHs der MDR oder SDR Superfamilie ist, sprechen zu 

können. 

Wird der Umsatz von diversen nicht physiologischen Substraten mit der BlBDH oder BcBDH 

verglichen so sind hier deutliche Unterschiede festzustellen (Tabelle 4).  BlBDH reduziert dabei 

die jeweiligen Diketone primär zum jeweiligen α-Hydroxyketon als Hauptprodukt. Ausgehend 

von dem Reaktionsmechanismus für Diacetyl sollte es sich hier um das (S)-konfigurierte α-

Hydroxyketon handeln. Dabei ist das Hauptprodukt immer das 2-Hydroxy-3-keton Isomer. Als 

Nebenprodukte können hier sowohl das andere Strukturisomer des Hydroxyketons als auch 

geringe Mengen des Diols beobachtet werden. Interessant ist, dass dies nun nicht mehr mit der 

meso-BDH aus Serratia marcescens CECT 977 korreliert. Hier wird vorwiegend das Diol 

ausgehend von den Substraten 2,3-Pentandion und 3,4-Hexandion gebildet. Die Umsetzung 

vom 2,3-Hexandion führt zwar primär zur Bildung des α-Hydroxyketons, aber des anderen 

Strukturisomeren 3-Hydroxy-2-hexanon 27. Die Reaktionsbedingungen in der Arbeit von 

Médici et al. sind dabei mit den Reaktionsbedingungen in dieser Arbeit durchaus vergleichbar 

(10 mM Substrat; 2 U/ml BDH). Vergleicht man die Ergebnisse der Umsetzungen mit der 

BlBDH für aliphatische lineare Substrate mit den Umsetzungen der BcBDH, so kann man 

feststellen, dass nicht nur eine andere Stereoselektivität vorhanden ist, das Einfügen eines R- 

anstatt eines S-Stereozentrums, sondern auch die primäre Bildung des 3-Hydroxy-2-ketons als 

Hauptprodukt erfolgt. Mit Verlängerung der aliphatischen Kette ist hier auch ein Trend zu 

erkennen, bei dem symmetrische Moleküle bis zum Diol reduziert werden und die Reduktion 

asymmetrischer Moleküle beim α-Hydroxyketon Intermediat stehen bleibt. 2,3-Pentandiol ist 

das einzige Molekül, bei dem noch beide Produkte beobachtet werden können.  
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Tabelle 4: Vergleich der biokatalytischen Charakteristika der BlBDH und BcBDH gegenüber bezüglich diversen vicinalen 

Diketonen und α-Hydroxyketonen. Bei den Produkten, die mit einem Stern markiert sind (*), handelt es sich um das jeweilige 

Hauptprodukt. Alle Biokatalysen wurden mit 1 U/ml BDH über 1 Stunde durchgeführt (beschrieben in Publikation 2 und 3). 

 

Substrat α-Hydroxyketon Vicinales Diol α-Hydroxyketon Vicinales Diol

- -

- -

-

- -

-

-

-

- -

- - -

- - -

- - -

- - -

BcBDH BlBDH

* *

* *

* *

*

*

*

*

* *
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Die Umsetzung von 1-Phenyl-1,2-propandion und den daraus resultierenden Hydroxyketon-

isomeren 1-Hydroxy-1-phenylpropanon (PAC) und 2-Hydroxy-1-phenylpropanon (HPP) 

erlaubt weitere Einsichten in die Substratbindung. So präferiert BlBDH die Ketogruppe, die in 

der Nähe des kleineren Rests des Moleküls liegt. BcBDH präferiert grundsätzlich die 

Ketogruppe, die am größeren Rest des Moleküls liegt. Bei der Reduktion des 1-Phenyl-1,2-

propandions werden von beiden Enzymen α-Hydroxyketone als Produkte gebildet, die aber 

weiterhin nicht mehr als Substrate angenommen werden. Dies deutet vermutlich auf sterische 

Hindernisse hin, die eine Umorientierung des Reaktionsintermediats verhindern. Deutlich wird 

dies auch bei der Reduktion der Hydroxyketone PAC und HPP. Hier wird jeweils das 

gegenteilige Stereoisomer angenommen. In einer Arbeit von Kurina-Sanz et al. werden für die 

Alkoholdehydrogenasen aus Lactobacillus brevis (LBADH), Rhodococcus ruber (ADH-A) und 

aus Thermoanaerobacter sp. (ADH-T) mögliche Substratbindungsmodelle basierend auf 

unterschiedlich großen Bindetaschen für die jeweiligen Seitenkettenreste des Substrats 

dargestellt (Abb. 17). Die LBADH ist in der Lage, ausgehend vom 2,3-Pentandion das syn-Diol 

zu bilden, aber das 2,3-Hexandion und 2,3-Heptandion wird zum anti-Diol umgesetzt, jedoch 

mit einem Umsatz kleiner 10% 109. Ein ähnliches Modell würde die Reaktionsprodukte der 

BcBDH erklären. So ist ein Drehen des Moleküls erforderlich, was bei symmetrischen 

Molekülen wie dem 3,4-Hexandion oder Diacetyl möglich ist, aufgrund der auf beiden Seiten 

kurzen Methyl- bzw. Ethylreste. Hier kann die Bildung eines Diols beobachtet werden. Bei 

asymmetrischen Molekülen mit Propyl- oder Butylresten ist dies offenbar nicht möglich. Das 

würde für die BcBDH auch für ein Modell sprechen, das eine kleine und eine große 

Substratbindetasche beinhaltet. Da jedoch bei asymmetrischen Molekülen keine Diolbildung 

beobachtet wurde, scheint die Diskriminierung der Reste hier größer zu sein. Auch für die 

BlBDH ist dieses Modell denkbar. So wäre für die Generierung von meso-Diolen ein Spiegeln 

des Substrats aber kein gänzliches Drehen erforderlich. Dies geht auch mit den Umsetzungen 

der HPP und PAC Substrate einher. Jedoch ist es hier von Nöten die absolute 

Stereokonfiguration aller gebildeten Diole zu ermitteln, um dieses Modell für die BDHs zu 

untermauern. 
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Abbildung 17: Modell für mögliche Substratbindemodi von vicinalen Diketonen (1a-c) und α-Hydroxyketonen (2a-c) für die 

Alkoholdehydrogenasen aus Lactobacillus brevis (LBADH; Bindemodi A und B), Rhodococcus ruber (ADH-A; Bindemodi C 

und D) und aus Thermoanaerobacter sp. (ADH-T; Bindemodi C und D). Entnommen aus Kurina-Sanz et al 109.   

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die BcBDH unter den gewählten Bedingungen diverse 

Diketone selektiver reduziert als die BlBDH. Gerade bei Molekülen mit längeren aliphatischen 

Ketten, wie 5-Methyl-2,3-hexandion und 2,3-Heptandion, zeigt die BcBDH ausgesprochen 

hohe Selektivitäten für die Bildung eines Strukturisomers des α-Hydroxyketon (Tabelle 5). 

Tabelle 5: Vergleich der Stereo-bzw. Regioselektivität der BcBDH und BlBDH für einige Diketone. Beschrieben in den 

Publikationen 1 und 2.  

Substrat BlBDH ee/de-Wert [%] BcBDH ee/de-Wert [%] 

5-Methyl-2,3-

hexandion 
71 97 

2,3-Hexandion 72 89 

2,3-Heptandion - 99 

1-Phenyl-1,2-

propandion 
76 86 

 

Die Reduktion des Diketons 2,3-Heptandion mit der BlBDH verläuft hingegen unspezifisch mit 

der Bildung mehrere Hydroxyketon Intermediate und des Diols, sodass hier kein ee/de Wert 

angegeben werden kann. Verglichen mit der meso-BDH aus Serratia marcescens CECT 977 
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zeigt diese eine deutlich höhere Selektivität für die verwendeten Diketone als die hier 

untersuchte meso-BDH aus Bacillus licheniformis. So ist die Serratia marcescens CECT 977 

BDH in der Lage, 2,3-Hexandion zu (S)-3-Hydroxy-2-hexanon mit einem ee-Wert von 99% zu 

reduzieren. 2,3-Pentandion konnte zum korrespondierenden Diol überführt werden mit einem 

ee-Wert von 96% 27. 

 

3.3.2 Einsatz der BcBDH in einem potentiometrischen Biosensor zur Messung von 

Acetoin und Diacetyl in Fermentationsprozessen 

Im Rahmen eines Kooperationsprojekts erfolgte die Mitarbeit an der Entwicklung eines 

Biosensors zur Konzentrationsmessung der Überschussmetabolite Acetoin und Diacetyl in 

Fermentationsprozessen. Dies ist von besonderem Interesse, da viele Bakterien und Hefen 

Überschussmetabolite in fermentativen Prozessen produzieren, wenn eine hohe 

Glukosekonzentration gegeben ist. In dem Fall sind die Mikroorganismen in der Lage 

ausreichend Energie in Form von ATP über die Glykolyse zu generieren. Eine vollständige 

Oxidation der Glukose über den Tricarbonsäure-Zyklus findet nicht statt 30. Als 

Überschussmetabolite dienen oft Acetat oder Lactat. Aber auch andere Metabolite, wie zum 

Beispiel die aerobe Bildung von Citronensäure bei Aspergillus niger 110 oder die aerobe Bildung 

von Ethanol durch einige Hefen (Crabtree-Effekt) 111 können auf einen Überflussmetabolismus 

zurückgeführt werden. Hingegen bilden Mikroorganismen vor allem aus der Klasse der 

Enterobakterien und Bacilli besonders häufig Acetoin und 2,3-Butandiole als 

Überflussmetabolite 31. Viele Stämme aus der Gattung Bacillus, wie B. subtilis, B. licheniformis 

und B. amyloliquefaciens sind auch wichtige industriell genutzte Produktionsorganismen. Eine 

Methode zur zeitnahen Messung dieser Überflussmetabolite könnte zur verbesserten 

Prozessoptimierung von Fermentationen führen. Auch bei der Bier- und Weinherstellung ist 

die Messung von Acetoin und Diacetyl von besonderem Interesse. Diese Moleküle werden als 

Überflussmetabolite im Kohlenhydratmetabolismus der Hefe gebildet 29. Aufgrund ihres 

butterähnlichen Geschmacks ist deren Konzentration ein wichtiges Qualitätsmerkmal. So dient 

die Acetoinkonzentration bei der Bierherstellung als wichtiger Parameter zur Bestimmung des 

Reifungsgrades während der Lagerung 112. Bisherige Methoden zur Bestimmung des 

Acetoinsgehalts sind oft kolorimetrische Tests wie der Voges-Proskauer Test oder die 

Bestimmung erfolgt mittels Gaschromatographie 113. 
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Der in diesem Kooperationsprojekt entwickelte Biosensor (Promotion Dr. Molinnus, AG Prof. 

Schöning) besteht aus Schichten aus Al, p- Si, SiO2 und der pH sensitiven Ta2O5 Schicht 

(Publikation 4; Abbildung 18). Auf deren Oberfläche wird die BcBDH mittels 

Querverknüpfung immobilisiert. 

 

 

Abbildung 18:Schematischer Aufbau des Biosensors bestehend aus Al-p-Si-SiO2-Ta2O5 Schichten mit immobilisierter BcBDH 

auf der Ta2O5 Oberfläche ( entnommen aus Publikation 4) 79. 

Durch die von der BcBDH katalysierten Reduktion von Acetoin oder Diacetyl zum jeweiligen 

Diol, wird die Hydridionenkonzentration im Elektrolyten erniedrigt. Dies führt zu einer 

Änderung des pH-Wertes des Elektrolyts und damit verbundenen Modulation des 

Flachbandpotentials der Sensorstruktur und daraus resultierenden Änderung der 

Kapazitätsspannung (Publikation 4). Die Funktionsweise des Biosensors konnte durch die 

Zugabe von 30 – 90 µM Acetoin zum Elektrolyten demonstriert werden (Publikation 4; 

Abbildung 19). Dabei ist eine Zunahme des Sensorsignals mit zunehmender 

Acetoinkonzentration zu verzeichnen. Dies konnte auch für reale Weinproben (1:50 Mischung 

mit Puffer) gezeigt werden 79. 
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Abbildung 19: Konstante Kapazitätsmessung des Biosensors in Abhängigkeit verschiedener Acetoinkonzentrationen. 

Messungen erfolgten durch Zugabe von 30 µM – 90 mM Acetoin in TRIS-HCl Puffer pH 7.1 + 150 mM NaCl (Fig.4 (b)) oder 

durch Zugabe von 30 µM – 90 mM Acetoin in eine Weinprobe 1:50 verdünnt mit Puffer (TRIS-HCl Puffer pH 7.1 + 150 mM 

NaCl; Fig. 6 (b)). Entnommen aus Publikation 4.



Zusammenfassung und Ausblick 

 

 

115 

 

4 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das biokatalytische Potential dieser Enzymgruppe speziell für 

die Synthese von α-Hydroxyketonen und vicinalen Diolen am Beispiel der Butandiol-

dehydrogenasen aus Bacillus clausii DSM 8716T (BcBDH) und Bacillus licheniformis DSM 

13T (BlBDH) verdeutlicht. Die BcBDH wurde in dieser Arbeit als bisher noch unbekanntes 

Enzym erstmals biochemisch charakterisiert und bezüglich ihres biokatalytischen Potentials 

untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde über die anfängliche biochemische 

Charakterisierung der BlBDH hinaus 14, eine biokatalytische Charakterisierung des Enzyms 

durchgeführt. 

Beide Enzyme gehören unterschiedlichen Superfamilien an (SDR und MDR) und sind somit 

strukturell deutlich verschieden. Jedoch weisen beide Enzyme ein ähnliches Substratspektrum 

auf. Es werden jedoch vorwiegend nur vicinale Diketone, α-Hydroxyketone oder vicinale Diole 

als Substrate angenommen. Dabei zeigen diese Enzyme aber auch eine Akzeptanz für Moleküle 

mit längeren aliphatischen Ketten, wie z.B. das 2,3-Heptandion. Anders als bei 

Alkoholdehydrogenasen üblich, werden keine einfachen Ketone oder Alkohole als Substrate 

akzeptiert. Das Enzym BlBDH zeigt zudem geringe Aktivität für α-Ketosäuren und α-

Ketoester. Hingegen zeigt die BcBDH ausgesprochen hohe Aktivitäten für Moleküle mit 

Phenylrest wie 1-Phenyl-1,2-propandion, 2-Hydroxy-1-phenylpropan-1-on und 1-Hydroxy-1-

phenylpropan-2-on. 

Es konnte dargestellt werden, dass sich beide BDHs für die enantioselektive Synthese von α-

Hydroxyketonen oder vicinale Diolen eignen, wobei sie unterschiedliche biokatalytische 

Charakteristika aufweisen. Während die meso-BlBDH vorwiegend das R-Enantiomer präferiert 

und ein S-konfiguriertes Stereozentrum einfügt, ist die BcBDH R-selektiv und zeigt eine 

deutliche Diskriminierung zwischen symmetrischen und asymmetrischen Molekülen, welche 

sich auf die Produktbildung auswirkt. Durch die Wahl des Substrats oder der 

Reaktionsbedingungen kann so die Synthese eines Produkts forciert werden. Generell hat sich 

aber in der vergleichenden Analyse herausgestellt, dass die BcBDH bei vielen Substraten die 

Reduktion deutlich selektiver katalysiert. 

Als weiterführende Arbeiten wäre es nun interessant, diese Enzyme in präparativen Synthesen 

unterschiedlicher Maßstäbe einzusetzen. Erste Versuche hierzu wurden im Rahmen dieser 
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Arbeit bereits durchgeführt. Auch ist die Strukturaufklärung beider Enzyme ein attraktiver 

Ansatzpunkt, um genauere Einblicke in den Reaktionsmechanismus zu bekommen, sowie die 

unterschiedlichen Spezifitäten/Selektivitäten zu erklären und Ansatzpunkte für gerichtete 

Mutagenese, um die Synthesen im Hinblick einer noch höheren Stereoselektivität zu 

verbessern. Im Gegensatz zu den BDHs aus der Superfamilie der SDRs, sind bei den BDHs aus 

der Superfamilie der MDRs bis jetzt keine dreidimensionalen Strukturen bekannt. Daher wären 

hier kristallographische Studien besonders interessant.  
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