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ABSTRACT

Biotransformations involve mainly microorganisms or individual enzymes
applied to catalyze chemical reactions [1]. This field of science is particularly impor-
tant, because it allows to obtain optically active compounds, which are valuable
raw materials for pharmaceutical (Fig. 3, Fig. 6, Fig. 20, Fig. 21), wood and paper
(Fig. 18), food (Fig. 4), textile (Fig. 12), cosmetic (Fig. 14) industries and environ-
mental protection (Fig. 19).

Oxidoreductases, in particular alcohol dehydrogenases (E.C.1.1.1.1, ADH)
are valuable biocatalysts enabling to obtain enantiomerically pure products. These
enzymes, commonly found in nature, catalyze both oxidation and reduction reac-
tions [3].

Described dehydrogenases descend from mesophilic, psychrophilic and ther-
mophilic microorganisms. The increasing application of thermophiles is due to
their exceptional resistance against heat and organic solvents.

The article describes and explains how microbial ADH’s interact with
NAD'/NADH or NADP'/NADPH and present those enzymes which catalyze reac-
tions with both forms of cofactors. The alcohol dehydrogenases from yeast are
particularly commonly used [9-14]. Bacterial enzymes, among them ADH isolated
from Thermoanaerobacter brockii [47-51], are widely distributed too. In addition,
the literature describes a number of (R)-specific ADH’s from Lactobacillus kefir
[40-42], L. brevis [45, 46], Leisofonia sp. [20] Pseudomonas fluorescens [23] and (S)-
-specific ADH’s from Rhodococcus erythropolis [15, 16], Thermus sp. [30], Sulfolobus
solfataricus [23, 28] and many others.

Keywords: alcohol dehydrogenase, biotransformations, bacteria
Stowa kluczowe: dehydrogenaza alkoholowa, biotransformacje, bakterie




1052

E. SZCZEPANSKA, F. BORATYNSKI

ADH
CBMDH
G6PDH

LDH

GDH
NAD/NADH

NADP'/NADPH

YADH

READH
ADH-A
LSADH
NGADH
PFADH
BtADH
BSADH

SsADH
SaADH

TADH
TtADH
NFADH
PFADH
LKADH
LBADH
TBADH

TeSADH

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

dehydrogenaza alkoholowa
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-6-phosphate dehydrogenase)

dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydroge-
nase)
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dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy forma utle-
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amide adenine dinucleotide phosphate oxidized/redu-
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alkoholowa dehydrogenaza z Rhodococcus ruber
alkoholowa dehydrogenaza z Leifsonia sp.
alkoholowa dehydrogenaza z Nocardia globerula
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alkoholowa dehydrogenaza z Thermus termophilus
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brockii

alkoholowa dehydrogenaza z Thermoanaerobacter
ethanolicus
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WPROWADZENIE

Jedna z najlepiej rozwijajacych si¢ aktualnie dziedzin taczaca ze sobg nauki che-
miczne i biologiczne to biotransformacje, czyli zastosowanie mikroorganizméw lub
organizmoéw, badz wyizolowanych z nich enzymoéw w celu przeksztalcania zwigzkow
chemicznych. Takie reakcje charakteryzujg si¢ stereospecyficzno$cia oraz enacjo-,
chemo- i regioselektywnoscia. Ponadto zachodza w tagodnych warunkach, a zara-
zem s3 bezpieczne dla srodowiska, gdyz nie ma potrzeby utylizacji toksycznych
odpadoéw, a ilo$¢ ubocznych produktéw reakcji jest ograniczona. Ograniczeniami
biotransformacji sa czynniki zewnetrzne, ktére maja wplyw na zdolnosci katali-
tyczne enzymow takie jak: temperatura, pH, ci$nienie, stezenia substratu i produktu
[1]. Wcigz poszukiwane sg enzymy o wyzszej enacjoselektywnosci, specyficznosci
substratowej i aktywnosci oraz o podwyzszonej odpornosci na rozpuszczalniki
organiczne [2].

Wazng grupe katalizatoréw stosowanych w biotransformacjach stanowia dehy-
drogenazy alkoholowe (ADH), poniewaz moga one przeprowadzac zaréwno reakcje
utleniania jak i redukc;ji.

Dehydrogenazy alkoholowe (E.C.1.1.1.1) nalezg do klasy oksydoreduktaz.
Wystepuja powszechnie w naturze i sg jednymi z najlepiej zbadanych enzymow [3].
Charakteryzuja si¢ wysoka enancjoselektywnoscia, przez co sg znakomitymi bioka-
talizatorami stosowanymi w przemysle farmaceutycznym umozliwiajacymi otrzyma-
nie optycznie czystych lekéw z wykorzystaniem ,,zielonej chemii” [4]. Najwieksza
grupe ADH stanowig dehydrogenazy wspotdziatajace z NAD(P)'/NAD(P)H jako
kofaktorem [5]. W procesach biotransformacji wymagana jest regeneracja kofaktora,
ktora zachodzi z wykorzystaniem miedzy innymi dehydrogenazy glukozo-6-fosfo-
ranowej (G6PD), dehydrogenazy alkoholowej (ADH), dehydrogenazy glukozowej
(GDH) [6].

Réznorodno$¢ dehydrogenaz alkoholowych sprawia, ze istnieje w literaturze
wiele kryteriéw ich klasyfikacji (budowa enzymu, zZrédlo pochodzenia, rodzaj kata-
lizowanej reakeji, srodowisko dzialania). Ponizej przedstawiono podzial w zalez-
nosci od rodzaju koenzymu z jakim dany enzym wspoldziata. Wéréd nich mozna
wyrézni¢ dehydrogenazy alkoholowe NAD'/NADH-zalezne, NADP'/NADPH-
-zalezne oraz takie, ktdre katalizujg reakcje w obecnosci obu tych kofaktoréw.
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1. DEHYDROGENAZY ALKOHOLOWE ZALEZNE OD NAD'/NADH

1.1. DROZDZOWA ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA (YADH)

Enzymem odpowiedzialnym za wtasciwos$ci oksydo-redukcyjne drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae jest tetrameryczna dehydrogenaza alkoholowa YADH, ktdra
wystepuje az w pieciu izoformach (YADH1 - YADHS5) [7]. Enzym ten sklada sie
z dwoch domen - katalitycznej oraz tej odpowiedzialnej za wigzanie z NAD'/
NADH [8]. Posiada mase 150 kDa i zbudowany jest z 347 aminokwasow, a jego
struktura stabilizowana jest obecno$cig jonéw cynku [9, 10]. YADH katalizuje,
zgodnie z regula Preloga, reakcje redukeji aldehydow [11] i metyloketonow [12]
oraz nierozgatezionych alifatycznych pierwszo- i drugorzedowych alkoholi [13].

YADH wykorzystano, miedzy innymi, w celu otrzymania optycznie czynnych
krotkotancuchowych alifatycznych nasyconych dioli (Rys. 1). Jako kosubstrat do
regeneracji NAD" wykorzystano etanol. Pierwszy etap biotransformacji polegal na
enancjoselektywnym utlenieniu racemicznych dioli w celu otrzymania mieszaniny
zawierajacej enancjomerycznie czysty diol i hydroksyketon. W drugim etapie otrzy-
mano przeciwny enancjomer danego diolu poprzez asymetryczng redukcje prochi-
ralnych hydroksyketonow [14].

OH OH 0
YADH H
X/OH A H + JK/OH
‘ / \ R0 R

R = C,H; NAD* NADH
R=C;H, OH \ /
/k/OH
R

Rysunek 1. Kinetyczny rozdziat racemicznych dioli za pomoca YADH
Figure 1. Kinetic resolution of racemic diols with YADH

1.2. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS (READH)

Sredniotaricuchowa NAD/NADH-zalezna dehydrogenaza alkoholowa z Rho-
dococcus erythropolis (READH) wykazuje szerszy od poprzedniej (YADH) zakres
dziatania i katalizuje redukcje ketonéw zaréwno alifatycznych jak i aromatycznych
do enancjomerycznie czynnych (S)-alkoholi [15, 16]. Enzym ten transformowat
z wysoka wydajnoscig pochodne acetofenonu podstawione bromem lub fluorem
w pozycji para. Regeneracja koenzymu zachodzila poprzez utlenienie kwasu mréw-
kowego do dwutlenku wegla za pomoca dehydrogenazy mréwczanowej z Candida
boidinii (CBMDH; Rys. 2).
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Rysunek 2. Redukcja para-bromoacetofenonu za pomocag READH
Figure 2. Reduction of para-bromoacetophenon with READH

1.2. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z RHODOCOCCUS RUBER (ADH-A)

Dehydrogenaza alkoholowa z Rhodococcus ruber (ADH-A) zalezna od NAD"/
NADH jest wysoce chemo- i termotolerancyjna. Ma ona budowe homodimeryczna
a podjednostki (38 kDa) sg stabilizowane przez jony cynku. Optymalna temperatura
jej dzialania miedci si¢ w zakresie 30-50°C, za$ optymalne pH wynosi 6,5 dla reakeji
redukgji oraz 9,0 dla utlenienia. Enzym ten katalizuje oksydacje $redniotancucho-
wych drugorzedowych alkoholi i asymetryczna redukcje ketonéw [17]. ADH-A
zostala uzyta przez Rauter i in. do syntezy enancjomerycznie czystego 1-(S)-fenylo-
etanolu z acetofenonu, za§ NADH regenerowano poprzez utlenienie izopropanolu
za pomocy dehydrogenazy glukozowej. W wyniku biotransformacji otrzymano
1-(S)-fenyloetanol o czysto$ci optycznej 98,3% z 90% konwersja acetofenonu
(Rys. 3) [18].

OH
ADH-A

+
o NADH NAD OH

PR §

Rysunek 3. Otrzymywanie 1-(S)-fenyloetanolu z acetofenonu za pomocg ADH-A
Figure 3. Biosynthesis of 1-(S)-phenyloethanol from acetophenone with ADH-A

Kolejnym przykladem zastosowania dehydrogenazy alkoholowej z Rhodococ-
cus ruber jest produkcja ketonu malinowego z rododendrolu w skali preparatywne;.
Keton malinowy (4-(p-hydroksyfenyl)butan-2-on) stosuje si¢ gtéwnie jako sktadnik
smakowo-zapachowy w przemysle spozywczym. Jest obecny w owocach takich jak
brzoskwinie, winogrona, jabtka oraz w korze sosny, cisu i klonu, jednakze jego ilos¢
jest zbyt mala, aby jego izolacja z tych zZrddel byla optacalna w skali przemystowe;
(Rys. 4) [19].
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Rysunek 4. Utlenianie rododendrolu za pomocg ADH-A
Figure 4. Oxidation of rhododendrol with ADH-A

1.4. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z LEIFSONIA SP. (LSADH)

NAD'/NADH-zalezna dehydrogenaza alkoholowa z Leifsonia wysoce enan-
cjoselektywnie katalizuje redukcje prochiralnych ketonéw, w tym pochodnych
acetofenonu, 2-alkanondw i ketoestréw niezgodnie z regula Preloga, w wyniku
czego powstaja (R)-alkohole (Rys. 5) [20]. LSADH wykazuje wysoka aktywnos¢
w reakcjach utlenienia $redniotanicuchowych drugorzedowych alkoholi (C5-C8)
przy czym aktywnos¢ ta jest zdecydowanie wyzsza w stosunku do izomeru (R)
niz (S) [21]. Enzym ten wykorzystano w polaczeniu z monooksygenaza styrenu
z Rhodococcus sp. (SMO) do produkeji enancjomerycznie czystych (S)-epoksydow
z pochodnych styrenu [22].

0 OH
LSADH
\ ee = 99%
NADH NAD*
O OH

/lk \\LSADH )\

Rysunek 5. Redukcja pochodnych acetofenonu z udzialem LSADH
Figure 5. Reduction of acetophenone derivatives with LSADH

1.5. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z NOCARDIA GLOBERULA (NGADH)

Krétko- i $redniotancuchowa dehydrogenaza alkoholowa z Nocardia globerula
jest NAD'/NADH-zaleznym tetramerem o masie 135 kDa. Optimum dzialania to
35°C i pH 6,5. Wyréznia sie specyficznoscig substratowa w stosunku do prochiral-
nych alifatycznych ketonéw i ketoestréow o podstawnikach wiekszych objetosciowo
oraz tioestrow [2]. Przeprowadzone badania przez Parkot i in. wykazaly, ze enzym
ten redukuje 4-chloro-3-oksobutanian etylu do (S)-4-chloro-3-hydroksybutanianu
etylu z ee > 99% oraz 2-okso-4-fenylobutanian etylu do (S)-2-hydroksy-4-fenylo-
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butanianu etylu z ee > 96% (Rys. 6). Co ciekawe, standardowy substrat wiekszosci
znanych dehydrogenaz alkoholowych, acetofenon nie ulega redukeji.

0 0
O~ NGADH O~

Rysunek 6. Redukcja 2-okso-4-fenylobutanianu etylu za pomoca NGADH
Figure 6. Reduction of ethyl 2-oxo-4-phenylobutanoate with NGADH

1.6. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z PSEUDOMONAS FLUORESCENS (PFADH)

Jak wykazaly badania Hildenbrandt i in. dehydrogenaza alkoholowa z Pseu-
domonas fluorescens redukuje szeroki wachlarz arylo-alifatycznych ketonéw nie-
zgodnie z regulg Preloga, w wyniku czego powstaja (R)-alkohole. PFADH wykazuje
szerokg aktywno$¢ i stereoselektywno$¢ w redukeji acetofenonu i jego pochodnych
(ee = 45-99%). Recykling kofaktora NADH zachodzi poprzez dodanie do $rodo-
wiska reakeji 10-20% v/v izopropanolu (Rys. 7).

NADH NAD+

/U\ PFADH )\

Rysunek 7. Redukgja arylo-alifatycznych ketonéw katalizowana przez PFEADH
Figure 7. Reduction of aryl-aliphatic ketones catalyzed by PFADH

Rezultaty desymetryzacji substratow przez PFADH przedstawiono w Tabeli 1.
Najefektywniej prowadzona byla biotransformacja modelowego zwigzku, czyli
acetofenonu (1). Mimo iz enzym akceptuje rowniez pochodne tego zwigzku, to na
konwersje substratu i nadmiar enancjomeryczny znaczaco wplywa natura podsta-
wionego pierécienia. Redukcja substratu z grupa metylowg (2) i grupg metoksy-
lowa (5) przy weglu w pozycji 4 przebiegata z niska stereoselektywno$ciag wynoszaca
42-45%. Natomiast wysokie nadmiary enancjomeryczne (ee = 91-99%) uzyskano
z pochodnymi 2- i 3-metoksyacetofenonem (3, 4) oraz 4-fluoroacetofenonem (6)
jako substratami. Pochodne zawierajace grupe¢ nitrowg i aminowa nie byly akcepto-
wane przez PFADH [23].
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Tabela 1. Wyniki desymetryzacji substratow 1-6 z uzyciem PFADH

Table 1. Results of desymmetrization of substrates 1-6 using PFADH.
Konwersj z
Substrat/R © % ; o8 (:/:) (g((]) dazs.)
1/H 95 92 21
2/4-Me 82 42 19
3/2-MeO 31 >99 21
4/3-MeO 89 92 19
5/4-MeO 38 45 20
6/4-F 91 91 21

1.7. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z BACILLUS THURINGIENSIS (BTADH)

Dehydrogenaza alkoholowa z Bacillus thuringiensis utlenia krétko- i $rednio-
tancuchowe alkohole (od C2-C9) oraz redukuje proste ketony takie jak aceton, keton
metylo-etylowy oraz metylo-propylowy do odpowiednich drugorzedowych alko-
holi. Do tego celu wykorzystuje NAD*/NADH jako kofaktor. BtADH czgsto uzywa
sie do regeneracji kofaktora nikotynoamidowego, przez co moze by¢ zastosowany
ponownie podczas biotransformacji. Najcze$ciej regeneracja zachodzi poprzez kon-
wersje acetonu do izopropanolu lub w reakeji odwrotnej [24].

Enzymy produkowane przez hipertermofilne mikroorganizmy coraz czgsciej
znajdujg zastosowanie w biotransformacjach ze wzgledu na to, ze zachowujg one
swoje wlasciwo$ci w warunkach denaturujacych (wysoka temperatura, niekorzystne
pH, obecnos¢ rozpuszczalnikow organicznych, SDS i proteaz) [25]. Istotne jest row-
niez to, ze wysoka temperatura $rodowiska reakeji pozwala na uzycie wigkszego
stezenia substratu oraz na unikniecie zastosowania rozpuszczalnikéw organicznych
w stosunku do ciezko rozpuszczalnych substancji [26].

1.8. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z BACILLUS STEAROTHERMOPHILUS
(BSADH)

Jednym z termofilnych enzyméw jest dehydrogenaza z Bacillus stearothermo-
philus zalezna od NAD'/NADH. W do$wiadczeniu opisanym przez Giovannini i in.
BSADH wykorzystano do reakcji redukcji ketonéw i utlenienia alkoholi. Enzym
ten w obu przypadkach katalizowal biotransformacje z wysoka wydajnoscia oraz
stereoselektywnoscia. Pozwolilo to na uzyskanie optycznie czystych bicyklicznych
ketondw i alkoholi. W reakcji redukeji do regeneracji koenzymu zastosowano dehy-
drogenaze glukozo-6-fosforanowa, zas przy utlenianiu dehydrogenaze mleczanowg
(Rys. 8) [27].
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Rysunek 8. Redukcja ketonéw i utlenianie alkoholi katalizowane za pomocg BSADH
Figure 8. Reduction of ketones and oxidation of alcohols catalyzed by BSADH

W wyniku redukcji a-diketonu za pomocg dehydrogenazy alkoholo-
wej z B. stearothermophilus otrzymano produkty z wysoka czystoscig optyczna
(ee>98%) (Rys. 9). Zastosowanie BSADH zaréwno do redukeji grup karbonylowych
diketonu, jak i regeneracji koenzymu dostarczylo odpowiedniego diolu. Natomiast
zastosowanie dehydrogenazy glukozowej do regeneracji NADH pozwolilo uzyska¢
(S)-a-hydroksyketony. Zatem enzymu tego mozna uzy¢ do produkeji dwdch intere-
sujacych zwigzkoéw rownoczesnie.

glukonolakton GDH

NADPH NADP*
BSADH H
/ BSADH B
(6]

NAD*

glukoza

wnQ

Me)
5 an)
On-..

o

BSADH

Rysunek 9.  Mozliwe procesy redukeji 1-fenylopropan-1,2-dionu katalizowane przez BSADH w zaleznosci od
systemu regenerujacego koenzym

Figure 9. Possible processes of reduction of 1-phenylpropan-1,2-dion catalyzed by BSADH depending on
the coenzyme regenerating system
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1.9. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z SULFOLOBUS SOLFATARICUS (SSADH)

Dehydrogenaza alkoholowa z Sulfolobus solfataricus jest termofilnym NAD"/
NADH-zaleznym homotetramerem stabilizowanym jonami cynku. Enzym ten jest
(S)-specyficzny i wykazuje aktywnos¢ w stosunku do pierwszorzedowych rozgale-
zionych i alifatycznych alkoholi oraz drugorzedowych aromatycznych i alifatycz-
nych alkoholi [28]. Optymalna temperatura dla SSADH to 50°C (czas pdttrwania >
100 h), lecz zachowuje on réwniez swoje wlasciwosci nawet w 85°C (czas poltrwania

3 h) [23].

1.10. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z SULFOLOBUS ACIDOCALDARIUS (SAADH)

NAD'/NADH-zalezna dehydrogenaza alkoholowa z Sulfolobus acidocaldarius
jest tetramerem zawierajacym identyczne podjednostki o masie 27 kDa zbudowane
z 255 aminokwasow. Zachowuje aktywnos¢ w temperaturach siegajacych nawet
88°C. Enzym ten efektywnie katalizuje redukcje alicyklicznych, bicyklicznych oraz
aromatycznych ketonéw i a-ketoestrow. Z kolei niska wydajnos¢ wykazuje w sto-
sunku do alifatycznych, cyklicznych i aromatycznych alkoholi. Rysunek 10 przed-
stawia biokonwersje¢ benzilu z udziatlem SaADH do enancjomerycznie wzbogaco-
nego (R)-izomeru benzoiny (ee = 80%). Do regeneracji kofaktora uzyto butanol,
jako substrat w reakcji redukcji z udziatem innego enzymu - BSADH [29].

OH
SaADH
7N O]

NADH NAD*

butanal butanol
BSADH

Rysunek 10. Produkcja chiralnego diarylowego alkoholu za pomocg SaADH
Figure 10.  Production of chiral diaryl alcohol by SaADH

1.11. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z THERMUS SP. (TADH)

Dehydrogenaza alkoholowa zostala réwniez zidentyfikowana u hipertermo-
filnego drobnoustroju Thermus sp. TADH jest homotetramerem zbudowanym
z 347 aminokwasow i jest zalezna od niefosforylowanego kofaktora NAD*/NADH.
Redukuje szereg aldehydow i ketonow takich jak 2-pentanon, 3-metylocykloheksa-
non i fenyloaceton do odpowiednich (S)-alkoholi z wysokg enancjoselektywnoscig
(Rys. 11). TADH wykazuje aktywnos$¢ w wysokich temperaturach siegajacych nawet
100°C i toleruje obecno$¢ rozpuszczalnikow organicznych o stezeniu wynoszacym
50% v/v [30].
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(0] OH
/\)J\ T /\/'\
NADH ee =99% (S)
(0] OH
TADH
NADH

ce=98,7% (15,3S)

0 TADH OH
NADH
ee =99% (S)

Rysunek 11. Przyktadowe reakcje reduke;ji katalizowane przez TADH
Figure 11.  Examples of reduction reactions catalyzed by TADH

1.12. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z THERMUS TERMOPHILUS (TTADH)

Krotkotancuchowa NAD/NADH-zalezna dehydrogenaza alkoholowa z Ther-
mus termophilus jest tetramerem zawierajacym identyczne podjednostki o masie
26 kDa zbudowane z 256 aminokwaséw. Pennachio i wsp. badali TtADHI,
ktéry enancjoselektywnie redukuje, zgodnie z regula Preloga, aromatyczne
ketony i a-ketoestry takie jak acetofenon, 2,2,2-trifluoroacetofenon, a-tetralon,
a-metylobenzen i a-etylobenzen (Tab. 2). Jednakze wykazuje niska aktywnosé
wzgledem aromatycznych alkoholi i aldehydow [31].

Tabela 2. Asymetryczna redukcja zwigzkow karbonylowych przez TtADH

Table 2. Asymmetric reduction of carbonyl compounds by TtADH
Substrat Konwersja e Konfiguracja
(%) (%)
MBF 99 91 R
a-etylobenzen 90 95 R
acetofenon 70 >99 N
2,2,2-trifluoroacetofenon 100 93 R
a-tetralon 18 >99 N

Z kolei Rocha-Martin i in. analizowali wlasciwos$ci TtADH?2, enzymu specy-
ficznego w stosunku do krétkolancuchowych substratéw prowadzacego zaréwno
reakcje utleniania jak i redukcji w pH neutralnym. Optymalna temperatura dzia-
tania enzymu to 85°C. Nie wykazuje on aktywnosci oksydacyjnych w stosunku do
pierwszorzedowych alifatycznych alkoholi, Natomiast redukuje substraty takie jak
acetofenon i 2,2,2-trifluoroaceton z wysoka konwersjg i enancjoselektywnoscia

(Tab. 3) [4].
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Tabela 3. Asymetryczna redukcja prochiralnych ketonow przez TtADH2

Table 3. Asymmetric reductions of prochiral ketones by TtADH2
Substrat Konwersja (%) ee (%) Konfiguracja
acetofenon 100 71 N
2,2,2-trifluoroacetofenon 100 96 R

1.13. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z ACETOBACTER PASTEURIANUS

Chinnawirotpisan i in. wyizolowali i scharakteryzowali dwie dehydrogenazy
(ADH I i ADH 1II) z Acetobacter pasteurianus. Obie s zalezne od NAD'/NADH.
Pierwsza z nich jest homotrimerem zawierajgcym podjednostki o masie 42 kDa i sta-
bilizowane trzema jonami cynku, za$ druga dimerem zbudowanym z identycznych
podjednostek o masie 31 kDa. ADH I wykazuje szeroka specyficznos¢ substratowa
wstosunku do krétko- i sredniofancuchowych pierwszorzedowych alkoholi (C2-C10)
i aldehyddéw. Z kolei ADH II preferuje sredniotancuchowe (C6-C8) drugorzedowe
(R)-alkohole. Ich optimum dziatania to 37°C, zas§ w 55°C traca swoje wlasciwosci
po 30 min [32].

1.14. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z MORAXELLA

NAD'/NADH-zalezna dehydrogenaza alkoholowa wyizolowana z psychrofil-
nego drobnoustroju Moraxella sp. TAE123 wykazuje gtéwnie aktywno$¢ oksyda-
cyjng w stosunku do pierwszo- i drugorzedowych alifatycznych alkoholi. Co cie-
kawe ADH z Moraxella sp., w przeciwienstwie do mezofilnego enzymu HLADH
i termofilnego TBADH, katalizuje unikalng reakcje utlenienia benzohydrolu.

Velonia i in. przeprowadzili redukcje 2-butanonu z wykorzystaniem ADH z
Moraxella sp. w celu sprawdzenia specyficznosci transferu wodoru z NADH do
substratu. Biotransformacja zaszta z 16% konwersja, a jedynym produktem byt
(S)-2-butanol (ee > 99%). Dodatkowo przeprowadzili utlenienie racemicznej mie-
szaniny 2-butanolu w wyniku czego otrzymano 59,3% (R)-2-butanolu i 40,7% (S)-
-2-butanolu z 16% konwersjg substratu. Obydwie reakcje przeprowadzono w tem-
peraturze 0°C (Rys. 12) [33].
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(0]

Moraxella sp. HO,,, H

NADH NAD  €>99%(S)

(0]
HO. H H ,OH HO H
}Q/ Moraxella sp. /U\/ + /</ + /</
Ny 59,3% (R) 40,7% ()

NAD NADH

Rysunek 12. Redukcja 2-butanonu i utlenienie racemicznej mieszaniny 2-butanolu
Figure 12.  Reduction of 2-butanone and oxidation of racemic mixture of 2-butanol

2. DEHYDROGENAZY ALKOHOLOWE ZALEZNE OD NAD'/NADH
LUB NADP*/NADPH

2.1. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z NOCARDIA FUSCA (NFADH)

Rzadko spotykana, cho¢ niezwykle cenng wlasciwoscig mikroorganizméw jest
odmienna specyficzno$¢ zawartych w nich dehydrogenaz w zaleznosci od wykorzy-
stywanego koenzymu. NAD*/NADH-zalezna (S)-dehydrogenaza z Nocardia fusca
(NFADH) jest zaliczana do $redniolanicuchowych ADH posiadajacych w swojej
strukturze jony cynku. Katalizuje ona gtéwnie reakcje utleniania drugorzedowych
alkoholi. Z kolei NADP"/NADPH-zalezna (R)-ADH z N. fusca katalizuje redukcje
ketonéw do odpowiednich (R)-alkoholi. Xie i in. wykorzystali (S)- i (R)-dehydroge-
nazy alkoholowe tego samego szczepu N. fusca w celu otrzymanie optycznie czyn-
nych alkoholi (Rys. 13) [34].

O

M (S)-NFADH + on (R)-NFADH M

NAD* NADH /v NADP* NADPH

Rysunek 13.  Otrzymywanie optycznie czynnych alkoholi w wyniku reakcji oksydoredukcyjnych katalizowa-
nych przez (S)- i (R)-ADH z Nocardia fusca

Figure 13.  Biosynthesis of optically active alcohols by oxidation-reduction reactions catalyzed by (S)- and
(R)-ADH from Nocardia fusca

2.2. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z PYROCOCCUS FURIOSUS (PFADH)

Kolejnym przyktadem hipertermofilnego enzymu jest dehydrogenaza alko-
holowa z Pyrococcus furiosus (PFADH), ktdra jest zalezna od NAD'/NADH oraz



1064 E. SZCZEPANSKA, F. BORATYNSKI

NADP'/NADPH, ajej okres pottrwania wynosiaz 130 min w 100°C. Enzym wykazuje
szeroka specyficzno$¢ substratows, szczegdlnie wzgledem rozbudowanych substra-
tow. Dunming i in. przeprowadzili asymetryczng redukcje szeregu aromatycznych
ketonéw i a-ketoestréw za pomocg PFADH. Badania wykazaty, ze enzym prowadzi
redukcje ketonéw arenowych oraz ketoestréw ze znacznie wyzsza enancjoselektyw-
noscig, w poréwnaniu do alifatycznych zwigzkéw. Produktami redukcji ketonéw byty
odpowiednie (S)-alkohole (Rys. 14), za$ z aromatycznych ketoestréw odpowiednie
(R)-hydroksyestry otrzymywane z ee = 99%. Alifatyczne ketoestry redukowane byly
natomiast do (S)-hydroksyestrow z mniejsza enancjoselektywnoscia (ee = 41-71%)
(Rys. 15) [35].

R=4H

R=4F R PFADH R
R=4Cl

R=4Br / \

R =4CH, NAD(P)H  NAD(P)*
R = 4'CF,

R=2Cl

R =3l kwas glukonowy e glukoza

Rysunek 14. Redukcja pochodnych acetofenonu za pomoca PFADH
Figure 14.  Reduction of acetophenone derivatives with PFADH

OH R =4F-CsHa
. R =4Cl-CeHa ce=99% (R)
0 R O._~ R=4Br-CsHs
R = 4’CH3-CsH
R)%‘/O\/ PFADH o) ot
0 ; ; OH
NAD(P)H NADP* : 0 R =izo-C3H7 ee=44%(S)
Rﬁ( ~ R= tert-C4Ho ee=71%(S)
lukoza
glukonolakton GDH g 0

Rysunek 15. Redukcja pochodnych a-ketoestru za pomocg PFADH
Figure 15.  Reduction of a-ketoester derivatives with PFADH

2.3. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z MICROCOCCUS SP.

Dehydrogenaza alkoholowa z Micrococcus sp. jest zalezna zaréwno od NAD"/
NADH jak i NADP'/NADPH, jej masa wynosi 185 kDa. Optymalne pH dla reak-
cji utlenienia to 9,5-10, za$ dla redukcji 5,5-6,0. Jak wykazaty badania Stibor i in.
enzym ten utlenia krdtko- i §redniotanicuchowe alkohole drugorzedowe [36].
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Dehydrogenazy alkoholowe pochodzenia mikrobiologicznego moga stuzy¢ do
zastgpienia ADH pochodzacych z innych Zrdédel, lecz wykazujacych specyficznosé
w stosunku do tych samych substratow. Przykladem jest eksperyment przeprowa-
dzony przez Boratynskiego i in., ktérzy poszukiwali mikrobiologicznego katalizatora
w celu utlenienia mezo monocyklicznych i bicyklicznych dioli do odpowiednich
chiralnych laktonéw [37]. Poprzednio w tym celu wykorzystywano dehydrogenaze
alkoholowg izolowana z watroby konskiej (HLADH), lecz aktualnie nie jest ona juz
komercyjnie dostepna. Z kolei rekombinowany HLADH z E. coli (HLADH-rec) nie
wykazuje réwnie wysokiej stereoselektywnosci w stosunku do dioli jak naturalny
HLADH [38, 39].

Badania skriningowe przeprowadzone wsrod wielu szczepow bakterii pozwo-
lity wyselekcjonowac¢ Micrococcus sp. jako drobnoustréj najefektywniej katalizujacy
biotransformacje mezo dioli do enancjomerycznie czystych laktonéw z wysoka
konwersja (72-99%), dzigki czemu drogie reakcje enzymatyczne z udzialem
HLADH-rec z E. coli mogg zosta skutecznie zastgpione przez biotransformacje
calymi komérkami Microccocus sp. (Rys. 16) [37]. Wstepne badania wykazaty, ze
dehydrogenaza alkoholowa z Micrococcus sp. wykorzystywana przez Boratynskiego
iin. jest zalezna od NAD'/NADH, w poréwnaniu do enzymu badanego przez Stibor
iin., ktory jest zalezny od obu kofaktordw.

OH
N
OH — > (6] o 5 o
OH OH
ee > 99% konw. > 99%

Rysunek 16. Utlenienie mezo bicyklicznych dioli do odpowiednich chiralnych laktonéw za pomoca
Micrococcus sp.
Figure 16.  Oxidation of meso bicyclic diols to the corresponding chiral lactones using Micrococcus sp.

3. DEHYDROGENAZY ALKOHOLOWE ZALEZNE OD NADP'/NADPH

3.1. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z LACTOBACILLUS KEFIR (LKADH)

ADH wyizolowana z Lactobacillus kefir jest NADP"/NADPH-zalezna i katali-
zuje reakcje niezgodnie z regula Preloga [40-42]. Biokatalizator ten jest stosowany
na skale przemystowa w reakcji redukcji gléwnie alifatycznych i cyklicznych zwiaz-
kow karbonylowych, szczegélnie metyloketondéw z rozbudowanym drugim pod-
stawnikiem.

Interesujace wyniki uzyskali De Temifio i in., ktorzy wykorzystali LKADH do
redukcji hydrofobowych ketonéw do odpowiednich enancjomerycznie czystych
(R)-alkoholi. Uzyskali dzieki temu (R)-fenyloetanol z ee = 98% i konwersja réwna



1066 E. SZCZEPANSKA, E. BORATYNSKI

60%. Dehydrogenaza alkoholowa z L. kefir z powodzeniem transformowata réw-
niez zwigzki rozbudowane przestrzennie o duzej masie czasteczkowej, takie jak
a-tetralon i 1-benzylo-4-piperydon, ktére moga mie¢ potencjalne zastosowanie w
syntezie lekow neuroleptycznych [43].

W celu otrzymania nasyconych cyklicznych laktonéw, mogacych stuzy¢ do
syntezy bioodnawialnych surowcéw, Oberleitner i in. w ciekawy sposéb zastosowali
LKADH prowadzac trzyetapowy reakcje enzymatyczna. Pierwszg biotransformacje
katalizowang przez LKADH stanowilo utlenienie nienasyconych cyklicznych alko-
holi do odpowiednich ketonéw. Drugi etap polegal na redukecji podwdjnego wia-
zania w pierscieniu cykloheksanonu za pomoca odpowiedniej reduktazy (ERED),
za$ trzecim etapem bylo utlenianie Baeyera-Viligera poprzez zastosowanie CHMO
(monooksygenaza cykloheksanolu) (Rys. 17). W wyniku kaskadowej reakcji otrzy-
mano cykliczne laktony z wysokim nadmiarem enancjomerycznym. Najlepszy
rezultat osiggnieto podczas biotransformacji (1S,55)-karweolu (konwersja 97%,
ee > 99%, czas 6 godz.) (Tab. 4) [44].

@/ LKADH g ERED g:/r CHMO g U
NADP* NADPH NADP* N/fDPH NADP*
glukonolakton glukoza

Rysunek 17. Kaskadowa biotransformacja
Figure 17.  Cascade biotransformation

Tabela 4. Biokonwersja wybranych substratéw za pomoca kaskadowej reakcji z LKADH, ERED i CHMO

Table 4. Bioconversion of selected substrates using a cascade reaction with LKADH, ERED and CHMO
Konwersja ee

Substrat %) ) %)
4-metylocykloheks-2-en-1-ol >99 >99
2-metylocykloheks-2-en-1-ol 74 93
3-metylocykloheks-2-en-1-ol 82 >99
(1R,5R)-karweol 55 >99
(1S,5R)-karweol 99 >99
(1S,58)-karweol 97 >99

3.2. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z LACTOCOCCUS BREVIS (LBADH)

Kolejnym NADP*/NADPH-zaleznym enzymem katalizujacym enancjoselek-
tywna redukcje prochiralnych ketonéw do (R)-alkoholi jest dehydrogenaza alkoho-
lowa z Lactococcus brevis [45]. Enzym ten przeksztalcal ester tert-butylo-3,5-diok-
soheksanowy do odpowiedniego (R)-hydroksyestru z wydajno$ciag réwng 78% i ee
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> 99% (Rys. 18). Produkt znalazt zastosowanie jako zwigzek posredni w syntezie
dimeru vioksantyny, ktora pelni wazng funkcje w utlenianiu fenolu podczas procesu
tworzenia lignin [46].

(0] O o

/U\/U\/\LO>< LBADH WOX

NADPH NADP*
0 5 f OH

Rysunek 18. Redukgja estru tert-butylo-3,5-dioksoheksanowego za pomocg LBADH
Figure 18.  Reduction of tert-butyl-3,5-dioxahexane with LBADH

3.3. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z THERMOANAEROBACTER BROCKII
(TBADH)

Sredniotaficachowa NADP'/NADPH-zalezna dehydrogenaza alkoholowa
wyizolowana z Thermoanaerobacter brockii jest homotetramerem, a kazda pod-
jednostka zbudowana jest z 352 aminokwasow [47]. Zachowuje swoje wlasciwo-
$ci w warunkach denaturujacych takich jak wysoka temperatura (85°C) i wysokie
stezenie rozpuszczalnikow organicznych [48]. Jej specyficznos¢ substratowa jest
bardzo szeroka i obejmuje zardwno mniejsze, jak wieksze objetosciowo aldehydy
oraz alifatyczne i cykliczne ketony. Ponadto biotransformacje z udzialem TBADH
zachodzg z wysoka enancjoselektywnoscig. Niska wydajno$¢ wykazuje natomiast
w stosunku do ketonéw z dtugim tancuchem alifatycznym lub pierécieniem aro-
matycznym. Ciekawym aspektem jest rdzna stereoselektywno$¢ powstajacych pro-
duktéw, co wynika z obecnosci dwoch hydrofobowych domen (mniejszej i wigk-
szej) wigzacych substrat w centrum aktywnym. Produktami biokonwersji ketonow
z niewielkim objeto$ciowo podstawnikiem sa (R)-alkohole, za§ o wiekszym -
(S)-alkohole [49]. TBADH z powodzeniem wykorzystano do produkcji feromonu
jakim jest (S)-(+)-sulkatol poprzez wydajng konwersje (100%) i wysoce enancjose-
lektywna redukcje (ee > 99%) sulkatonu (Rys. 19) [48, 50].
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kwas glukonowy glukoza

Rysunek 19.  Otrzymywanie sulkatolu z sulkatonu za pomocg TBADH
Figurel9. Biosynthesis of sulcatol from sulcotone with TBADH

Natomiast Pekala i Zelaszczyk przeprowadzity badania nad otrzymaniem obu
enancjomerdw pochodnych hydroksylowych metabolitow lekéw: pentoksyfiliny
(PTX), denbufiliny (DBF) i propentofiliny (PPT) [51]. W tym celu zastosowano
ADH z T. brockii i L. kefir. Biotransformacje z uzyciem TBADH dostarczyly enan-
cjomerycznie czystych form (S)-hydroksylowych pochodnych, zas z LKADH izo-
merow R (Rys. 20).

TBADH
OH
)\ OH
R / ; LKADH
NADP* /'\R

JRNAY

o N/&O
R=PTX R =DBF / R =PPT

Rysunek 20. Utlenianie hydroksylowych pochodnych metabolitow lekéw za pomoca TBADH i LKADH
Figure 20.  Oxidation of drug metabolites hydroxyl derivatives with TBADH and LKADH

3.4. ALKOHOLOWA DEHYDROGENAZA Z THERMOANAEROBACTER ETHANOLICUS
(TESADH)

Polaczenie technik chemicznych i biologicznych moze stuzy¢ réwniez w celu
poszerzenia specyficzno$ci substratowej enzymu oraz zwigkszenia jego stereoselek-
tywnosci. Przykladem jest modyfikacja sekwencji bialkowej drugorzedowej dehy-
drogenazy wyizolowanej z Thermoanaerobacter ethanolicus. TeSADH jest wysoce
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termostabilna i zachowuje wlasciwosci katalityczne w rozpuszczalnikach organicz-
nych oraz wykazuje aktywnos¢ w stosunku do szerokiego wachlarza substratow.
NADP'/NADPH-zalezny TeSADH nie jest specyficzny dla (S)-1-fenylo-2-pro-
panolu, ktory jest gléwnym prekursorem farmaceutykow zawierajacych drugorze-
dowa grupe hydroksylowa. W wyniku mutacji punktowej polegajacej na wymia-
nie jednej z walin na alaning (W110A), TeSADH katalizowal biotransformacje¢
(S)-1-fenylo-2-propanonu oraz (S)-4-fenylo-2-butanonu (Rys. 20), a takze produ-
kowat (§)-4-fenylo-2-butanol z benzyloacetonu z ee > 99% [52]. Mutanta W110A
TeSADH wykorzystano réwniez do racemizacji enancjomerycznie czystych form
(R)- 1 (S)- pochodnych fenylu posiadajacych drugorzedowa grupe alkoholowa [53].

OH
/ﬁ\ W110A TeSADH ee > 99% konw. 99%
R \ OH
NADPH NADP*
O OH ee = 37% konw. 95%

N A

Rysunek 21. Redukgja (S)-1-fenylo-2-propanonu oraz (S)-4-fenylo-2-butanonu za pomocg mutanta W110A
TeSADH

Figure 21.  Reduction of (S)-1-phenyl-2-propanone and (S)-4-phenyl-2-butanone by WI110A TeSADH
mutant
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