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Die Enzymselektivitat in organischen Losungsmitteln kann sich von der
in Wasser unterscheiden, und sie kann sich andern oder sogar umkeh-
ren, wenn das Losungsmittel gewechselt wird.
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Enzyme in organischen Losungsmitteln:
Eigenschaften und Einsatz in der Synthese

Giacomo Carrea* und Sergio Riva*

-

Biotransformationen sind, was die
Herstellung von Feinchemikalien und
optisch aktiven Verbindungen betrifft,
bereits eine effektive und manchmal zu
bevorzugende Alternative zur chemi-
schen Synthese. Um die Vielseitigkeit
solcher biologischer Zugangswege wei-
ter auszubauen, entstand in den letzten
Jahren die ,nichtwissrige Enzymolo-
gie“, die inzwischen ein wichtiger Be-
reich der Forschung und biotechnolo-
gischen Entwicklung ist. Sie eignet sich
besonders fiir die Modifizierung der
Vorstufen von Pharmazeutika und
Feinchemikalien, die in den meisten
Fillen nur schlecht oder gar nicht in
Wasser loslich sind. Zunéchst wurde
die Idee, enzymatische Prozesse in
organischen Losungsmitteln durchzu-
fiihren, mit Skepsis betrachtet, doch
heute wird die Biokatalyse in derar-
tigen Medien in zahlreichen akademi-

schen und industriellen Laboratorien
untersucht und genutzt. Einer der
Griinde, die eine Enzymkatalyse in
nichtwéssriger Umgebung so reizvoll
machen, sind die wichtigen neuen
Eigenschaften, die Enzyme in organi-
schen Losungsmitteln haben. Bei-
spielsweise sind sie oftmals stabiler,
und sie konnen Reaktionen katalysie-
ren, die in Wasser schwierig oder
unmoglich sind. Dariiber hinaus kann
die Enzymselektivitdt sich ebenfalls
von der in Wasser unterscheiden sowie
sich dndern oder sogar umkehren,
wenn man von einem Losungsmittel
zu einem anderen {iibergeht. Dieses
Phinomen, das man als ,,Medium-
Engineering” bezeichnen konnte, kann
als Alternative zum Protein-Engineer-
ing genutzt werden. Der erste Teil
dieser Ubersicht behandelt die ther-
modynamischen, kinetischen, spek-

~

troskopischen und physikalischen
Wege, die eingeschlagen wurden, um
die Faktoren zu untersuchen, die Ak-
tivitdt, Stabilitdt, Struktur und Selek-
tivitdat von Enzymen in organischen
Losungsmitteln beeinflussen. Zusam-
mengenommen haben diese Untersu-
chungen das Verstindnis der Enzym-
katalyse in organischen Losungsmit-
teln auf ein Niveau gebracht, das
nahezu dem entspricht, das fir die
Biokatalyse in wissrigen Medien er-
reicht ist. Im zweiten Teil werden
Enzymkatalysen in organischen Me-
dien vorgestellt, die von der Herstel-
lung weniger Milligramm einer spezi-
fisch markierten Verbindung bis zur
Modifizierung von Fetten im Tonnen-
maBstab reichen und von der Synthese
komplexer  Schliisselzwischenstufen
fiir die pharmazeutische Industrie bis
zu der von Polymeren.

%

1. Einfiihrung

Im Laufe der letzten zwanzig Jahren wurde die Verwen-
dung von Biokatalysatoren fiir die organische Synthese eine
immer attraktivere Alternative zu konventionellen chemi-
schen Methoden.! Da Enzyme recht hiufig sehr chemo-,
regio- und enantioselektiv reagieren, sind sie fiir den phar-
mazeutischen und den agrochemischen Bereich besonders
attraktiv, da hier das Interesse an enantiomerenreinen und
spezifisch funktionalisierten Verbindungen kontinuierlich
wichst. Dariiber hinaus werden enzymkatalysierte Reaktio-
nen in der Regel unter milden Bedingungen durchgefiihrt,
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Istituto di Biocatalisi e Riconoscimento Molecolare, CNR
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etwa bei Raumtemperatur und bei neutralem oder nahezu
neutralem pH, was die Gefahr von Produktisomerisierung,
-racemisierung und -epimerisierung minimiert. Des Weiteren
konnen Enzyme sehr effiziente Katalysatoren sein, die Reak-
tionsgeschwindigkeiten bis auf das 10"fache erhohen.
SchlieBlich sind biokatalytische Prozesse auch noch weniger
gefahrlich, umweltgefahrdend und energieverbrauchend als
solche, die auf konventionellen chemischen Methoden basie-
ren, insbesondere als jene, die Schwermetallkatalysatoren
nutzen.

Alle diese Griinde machten die Biokatalyse zu einem
populdren Forschungsthema an Hochschulen und in der
Industrie, und eine riesige Zahl von Enzymen mit einem
behaupteten Potential fiir eine praktische Nutzung wurde
beschrieben. Zum Beispiel beschreibt die Datenbank Bio-
Catalysis, fiir die 8000 Veroffentlichungen und Patente
ausgewertet wurden, 18500 Biotransformationen, die mit

0044-8249/00/11213-2313 $ 17.50+.50/0 2313
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Enzymen, Mikroorganismen oder katalytischen Antikorpern
durchgefiihrt wurden.”) Ganz klar wird die Mehrzahl der
beschriebenen Umwandlungen das Schicksal haben, reine
Laborkuriosititen zu bleiben, aber ein wesentlicher Teil
findet bereits industrielle Anwendung oder wird dies noch
tun.

Allerdings gibt es auch einige Probleme, wie die manchmal
ungeniigende Stabilitidt der Enzyme und/oder ihre mithsame
Isolierung und schlechte Produktivitdt. Doch die Verbesse-
rungen bei den Reinigungsoperationen und der Einsatz von
immobilisierten oder maf3geschneiderten Enzymen machen
zunehmend das Auftreten dieser einschrinkenden Faktoren
unwahrscheinlicher. Wegen der begrenzten Wasserloslichkeit
vieler organischer Substrate ist ein weiterer Nachteil, dass die
Reagenskonzentrationen bei biokatalytischen Prozessen im
Allgemeinen niedriger sind als in chemischen Prozessen; dies
fiihrt natiirlich zu groBeren Reaktionsvolumina und kompli-
ziert die Produktisolierung.

2. Organische Losungsmittelsysteme

Unter den verschiedenen Methoden, die zur Erh6hung der
Loslichkeit von hydrophoben Substraten in biokatalysierten
Reaktionen angewendet wurden, ist die naheliegendste und
am hdufigsten angewendete der Einsatz organischer Losungs-
mittel. Dies umfasst den Gebrauch von Mischungen von
Wasser mit wassermischbaren organischen Losungsmitteln,P!
zweiphasigen Systemen aus Wasser und einem nichtmisch-
baren organischen Losungsmittel (siche die bahnbrechende
Arbeit von Sym! und einige neuere Ubersichten™), invers

micellaren Systemen: ¢ und schlieBlich rein organischen
Losungsmittelsystemen.:7]

Einige Eigenheiten der verschiedenen Systeme, die helfen
konnten, ihre Besonderheiten zu verstehen, sind in Abbil-
dung 1 schematisch dargestellt. In zweiphasigen Systemen (a)
befinden sich Enzyme und hydrophile Verbindungen in der
wissrigen Phase, in der die Reaktion stattfindet, wihrend

a) , b) @ @ c) .; L
TRC ©®
OO SO

Abbildung 1. Schematische Darstellung einiger organischer Losungsmit-
telsysteme. a) Zweiphasensystem, b) invers micellares System, c) organi-
sches Solvens; schraffiert: organische Phase, weifl: wissrige Phase,
schwarze Punkte: Biokatalysator.

hydrophobe Verbindungen sich hauptséchlich in der organi-
schen Phase aufhalten. In invers micellaren Systemen (b) sind
die Enzymmolekiile in diskreten, hydratisierten inversen
Micellen solubilisiert, die von Tensiden in einer kontinuier-
lichen Phase eines hydrophoben organischen Losungsmittels
gebildet werden. Unter geeigneten Bedingungen ist eine
solche Phase homogen, thermodynamisch stabil und optisch
transparent. In organischen Losungsmittelsystemen (c) liegen
feste Enzympriparationen (z.B. lyophilisiert oder an einem
inerten Trager adsorbiert) in Gegenwart von so viel wissri-
gem Puffer suspendiert vor, wie nétig ist, um die Enzymak-

Giacomo Carrea, 1943 in Tortona (lItalien) geboren,
schloss sein Chemiestudium an der Universitiit von Pavia
1968 ab. 1969 kam er zum Centro Nazionale delle Ricerche
(CNR), dessen Istituto di Biocatalisi e Riconoscimento
Molecolare er derzeit als Direktor leitet. Seine Forschungs-
gebiete sind die Enzymkatalyse in organischen Losungs-
mitteln, die Synthese von Feinchemikalien unter Katalyse
durch Hydrolasen, Dehydrogenasen, Peroxidasen und
Monooxygenasen, die Untersuchung der Konformationen
von Proteinen und Polypetiden und die analytischen
Anwendungen von biolumineszenten Enzymen. Er ist
Mitherausgeber der Zeitschriften Trends in Biotechnology
und Biocatalysis and Biotransformation und Autor von
rund 170 Publikationen.

k dokumentiert.

Sergio Riva, 1958 in Mailand (Italien) geboren, arbeitet seit 1984 am IBRM (Institut fiir Biokatalyse und molekulare
Erkennung). Er erwarb 1983 seine Laurea in Chemie an der Universitit von Mailand und 1989 sein Diploma di Specialitd
in Organischer Synthese am Politecnico von Mailand. 1987 verbrachte er ein Jahr am Massachusetts Institute of Technology
(Cambridge, USA) in der Gruppe von Prof. A. Klibanov. 1993 wurde er mit der Ciamician-Medaille der Fachgruppe
Organische Chemie der Italienischen Chemischen Gesellschaft ausgezeichnet. Seine Forschungsaktivitit wird durch mehr
als 100 Publikationen iiber die Isolierung und Charakterisierung von Enzymen verschiedener Klassen (Hydrolasen,
Dehydrogenasen, Oxynitrilasen, Glycosyltransferasen) und iiber die Verwendung dieser Biokatalysatoren fiir die milde
und selektive Modifizierung von Naturstoffen (Steroiden, Alkaloiden, Terpenen, Zuckern und natiirlichen Glycosiden)

~

G. Carrea

S. Riva

/

2314

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341



Enzyme in organischen Losungsmitteln

AUFSATZE

tivitét sicherzustellen (als Faustregel <5 Vol.-% ). Selbst wenn

die zugegebene Menge an Wasser dessen Loslichkeit im

Losungsmittel iiberschreitet, tritt keine diskrete wissrige

Phase auf, da ein Teil des Wassers vom Biokatalysator

adsorbiert wird. Die beiden sichtbaren Phasen in einem

organischen Losungsmittelsystem sind fliissig (das Haupt-
16sungsmittel und die darin gelosten Reagentien) und fest

(hydratisierte Enzympartikel).

Obwohl jedes der genannten Systeme Vor- und Nachteile
hat,¥! sind es die organischen Lésungsmittelsysteme, die am
intensivsten untersucht und am breitesten eingesetzt wurden,
und in dieser Ubersicht werden wir uns ausschlieBlich auf
diese Systeme konzentrieren. Einige Griinde fiir das Interesse
an dieser Art von enzymkatalysierten Reaktionen und ihren
Erfolg seien im Folgenden genannt:

1) Sie ermoglichen katalytische Reaktionen, die in Wasser
zuriickgedringt wiirden (z. B. die Umkehr von Hydrolysen
zugunsten der Synthese).

2) Durch Wasser induzierte Nebenreaktionen wie die Hy-
drolyse von Siureanhydriden und (Halogenethyl)estern
werden umgangen.

3) Hydrophobe Substrate werden solubilisiert.

4) Bestimmte Produkte lassen sich leichter isolieren.

5) Der unlosliche Biokatalysator kann leicht zuriickgewon-
nen werden.

6) Die Thermostabilitit des Biokatalysators ist, zumindest
bei niedrigen Wassergehalten, hoher.

Dariiber hinaus kann die Enzymselektivitit durch das
Losungsmittel stark beeinflusst und sogar umgekehrt werden;
dieses Medium-Engineering bietet also eine Alternative zum
Protein-Engineering. Organische Losungsmittelsysteme sind
auferdem fiir grundlegende Untersuchungen iiber die Wir-
kungen von Wasser auf die Enzymdynamik und -katalyse
niitzlich.

In den folgenden Abschnitten werden die Eigenschaften
von Enzymen in organischen Losungsmitteln und ihr Einsatz
in der Synthese beleuchtet.

3. Enzymeigenschaften in organischen
Losungsmitteln

Thermodynamische, kinetische, spektroskopische und phy-
sikalische Studien trugen allesamt zu einem besseren Ver-
stindnis der Faktoren bei, die fiir die Aktivitdt, Stabilitét,
Struktur und Selektivitit von Enzymen in organischen
Losungsmitteln wichtig sind; dieses Verstdndnis ist mittler-
weile fast so weit entwickelt wie das fiir die Biokatalyse im
wissrigen Medium.

3.1. Enzymaktivit:it

Die Enzymaktivitét in organischen Losungsmitteln hidngt
erheblich von Parametern wie der Wasseraktivitit, der
Substrat- und Produkt-Solvatisierung, dem pH-Wert, der
Enzymform und der Natur des Losungsmittels ab.

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341

3.1.1. Wasseraktivitit

Ziemlich friih stellte sich heraus, dass die Enzymaktivitit in
hydrophoben Solventien hoher ist als in hydrophilen, und
Laane et al. fanden,”! dass eine direkte Korrelation zwischen
der Aktivitit und der Hydrophobie des Losungsmittels,
ausgedriickt als log P-Wert (wobei P der Verteilungskoef-
fizient des Losungsmittels zwischen n-Octanol und Wasser
ist), besteht. Die Autoren schrieben dieses Ergebnis der
unterschiedlichen Fdhigkeit organischer Losungsmittel zu, die
fiir die Aktivitét essentielle Wasserschicht um die Biokataly-
satoren zu verdridngen.]

Kurz darauf zeigten Zaks und Klibanov!'” mit den drei
nicht verwandten Enzymen Alkohol-Oxidase aus Hefe, Poly-
phenol-Oxidase aus Pilzen und Alkohol-Dehydrogenase aus
Pferdeleber, dass die Enzymaktivitdt in den verschiedenen
Losungsmitteln mehr oder weniger konstant war, solange die
Menge des an das Enzym gebundenen Wassers gleich blieb.
Aus Abbildung 2a wird deutlich, dass zum Erreichen einer
hohen Aktivitdt der Wassergehalt des Losungsmittels umso
hoher sein muss, je hydrophiler das Losungsmittel ist. Dies
liegt daran, dass nicht der Wassergehalt des Losungsmittels
(W,) fiir die Aktivitdt z#hlt, sondern der Wassergehalt des
Enzyms (W,, Abbildung 2b). Abhéngig von der Hydrophobie
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Abbildung 2. Abhingigkeit der Aktivitit A der Alkohol-Oxidase aus
Hefe in verschiedenen organischen Losungsmitteln a) von der Wasserkon-
zentration im Losungsmittel (W, in Vol.-%), b) vom Wassergehalt des
Enzyms (W, in Vol.-%). Untersuchte Losungsmittel: 1 = Diethylether (o),
2 =Butylacetat (o), 3= Ethylacetat (m), 4 =n-Octanol (e), 5= fert-Amyl-
alkohol (A), 6 =2-Butanol (e).
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des Losungsmittels resultieren nun aber bei gleichem Wasser-
gehalt vollkommen verschiedene Mengen Wasser am Enzym.
Diese Daten legen nahe, dass der Einfluss von organischen
Losungsmitteln auf ein Enzym in erster Linie auf Wechsel-
wirkungen mit der enzymgebundenen essentiellen Wasser-
schicht und nicht auf Wechselwirkungen mit dem Enzym
selbst zuriickzufiihren ist. Die maximale Aktivitdt wurde fiir
die drei untersuchten Enzyme bei etwa 1000 Wassermolekii-
len pro Enzymmolekiil festgestellt, das ist tiber den Daumen
eine Monoschicht Wasser auf der Oberfldche — in Einklang
mit Untersuchungen zum Wiederherstellen der Aktivitédt von
trockenem Lysozym['!l und Chymotrypsin!'?l an Luft. Es sollte
nicht unerwihnt bleiben, dass bei optimalen Wassergehalten
die Aktivitit der drei Enzyme in organischen Losungsmitteln
bei 20 bis 40 % der Aktivitdt in wissriger Losung lag.'”! Ein
unterschiedliches Ausmaf3 des Abziehens von Wasser vom
Enzym als Funktion der Losungsmittelpolaritdt wurde durch
direkte Messung der Desorption von tritilertem Wasser
festgestellt und quantifiziert; das Abziehen des Wassers
geschah unmittelbar, nachdem das Enzym im organischen
Losungsmittel suspendiert worden war.['3]

Fiir eine genauere Korrelation der Enzymaktivitdt mit der
im Reaktionsmedium vorhandenen Wassermenge nutzten
Halling!"! und Goderis et al.l! die thermodynamische Was-
seraktivitdat. Die Wasseraktivitit a,, ist mit dem Molenbruch
von Wasser (y,) liber den Wasseraktivititskoeffizienten y,
gemiB a, =vy.x, korreliert. Da der Wasseraktivitdtskoeffizi-
ent y,, in erster Naherung mit der Losungsmittelhydrophobie
groBer wird, ist offensichtlich, dass ein bestimmter Wert von
a,, in einem hydrophoben Losungsmittel bei einer niedrigeren
Wasserkonzentration erreicht wird als in einem hydrophilen
Medium. Daher ist, um das gleiche Maf} an Hydratisierung,
d.h. die gleiche Wasseraktivitit a,,, am Enzym zu erreichen, in
einem hydrophoben Losungsmittel weniger Wasser erforder-
lich als in einem hydrophilen. Um das Konzept der Wasser-
aktivitit klarer zu machen, schugen Bell et al.’l vor, dass a,,
wie eine Temperatur, der Wassergehalt wie eine Wirme-
menge zu betrachten sei: Zwei Systeme konnten die gleiche
Wasseraktivitit a, (Temperatur) haben, sich dabei aber im
Wassergehalt (in der Wiarmemenge) unterscheiden. Es sei
hier erwihnt, dass unter Gleichgewichtsbedingungen a,, fiir
alle Komponenten des Reaktionssystems, d.h. fiir den Kata-
lysator, die Matrix (im Falle immobilisierter Enzymel'9), die
Reagentien und die Losungsmittel, gleich sein wird.

Die direkte Korrelation zwischen der Enzym- und der
Wasseraktivitdt wurde im Fall der Lipase aus Mucor miehei
eindeutig nachgewiesen.”l Das Aktivitdtsoptimum dieser
Lipase lag unabhingig vom Losungsmittel (Hexan bis Pen-
tanon) immer etwa bei a,=0.55 (Abbildung 3a). Die ab-
soluten Reaktionsgeschwindigkeiten waren zwar etwas unter-
schiedlich, aber die Form des Reaktivitdtsprofils war im
Wesentlichen unverdndert. Dagegen iiberstrich das Optimum
einen weiten Bereich, wenn die Enzymaktivitdt gegen die
Wasserkonzentration aufgetragen wurde (Abbildung 3b). In
einer Untersuchung, die mit fiinf Lipasen unterschiedlicher
Herkunft durchgefiihrt wurde, fand man auf3erdem, dass die
Abhingigkeit der katalytischen Aktivitdt von a,, von Enzym
zu Enzym sehr verschieden war, moglicherweise als Folge von
unterschiedlichen Molekiilstrukturen.!'® Eine neuere Studie
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Abbildung 3. Aktivitdt A der Lipase aus Mucor miehei a) als Funktion der
Wasseraktivitét a,, b) als Funktion der Wasserkonzentration ¢. Untersuch-
te Losungsmittel: Hexan (2), Toluol (x), Trichlorethylen (o), Diisopro-
pylether (o), 3-Pentanon (o), Dodecansdure :Dodecanol 1:1 (+).

hat gezeigt, dass der a,-Wert — anders als bei den bisher
genannten, eher unpolaren Solventien — bei polaren Losungs-
mitteln wie Dioxan, Acetonitril, Tetrahydrofuran und Aceton
keine genauen Vorhersagen zur kritischen Hydratisierung fiir
die optimale Enzymaktivitdt erméglicht; dies spiegelt wahr-
scheinlich direkte FEinfliisse des Losungsmittels auf das
Enzym wider.["’]

Die Zunahme von a, oder dem Wassergehalt kann ein
Ansteigen der K, -Werte induzieren.?”! Dies trifft insbeson-
dere fiir die K,-Werte von Nucleophilen in Hydrolase-
katalysierten Veresterungen und Umesterungen zu, bei denen
Wasser mit dem Substrat um das Acyl-Enzym-Intermediat
konkurriert und daher als Inhibitor wirkt.?- Dieses Phi-
nomen ist in Tabelle 1 an der Wirkung der Wasserkonzentra-

Tabelle 1. Wirkung der Wasserkonzentration auf die Kinetikparameter
der durch PEG-Subtilisin katalysierten Umesterung von Vinylbutyrat mit
1-Hexanol in Dioxan.

Wasser [M] 1-Hexanol Vinylbutyrat
Km,app[ﬂ] vmax.app[h] Km.app[a] anx.app[h]

0 0.72 156 0.17 76

1.1 1.99 142 0.16 67

22 3.19 128 0.16 55

[a] Einheit: molar. [b] In umol pro h und mg Protein.

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341
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tion auf den K, ,,,-Wert von Subtilisin fiir das Nucleophil
1-Hexanol illustriert. Wie erwartet ist der K,, ,,-Wert fiir das
Acylierungsmittel Vinylbutyrat unverdndert. In dhnlicher
Weise beeinflusst a, das Gleichgewicht von Hydrolase-
katalysierten Um- und Veresterungen, da Wasser im Fall der
Veresterung die Riickreaktion (Hydrolyse des Produkts) und
im Fall der Umesterung die Hydrolyse des Acylierungsmittels
(aktivierte Ester oder Enolester und Sdureanhydride) sowie
wiederum die Hydrolyse des Produkts begiinstigt.!'4s 2]

Wegen der zentralen Rolle, die Wasser spielt, ist es klar,
dass eine Kontrolle von a,, in enzymatischen Reaktionen, die
in organischen Losungsmitteln durchgefiihrt werden, von
duBerster Wichtigkeit ist, weswegen zu diesem Zwecke
mehrere Methoden entwickelt wurden.!'>??1 Goderis et al.l'¥]
haben die Tatsache genutzt, dass einige Salze einen fest-
gelegten Hydratisierungszustand haben, der einen wohldefi-
nierten Wert a,, ergibt,®! indem sie mit gesittigten Salzlo-
sungen iiber die Gasphase die Reaktionen in organischen
Losungsmitteln dquilibrierten. Diese Methode kann nicht nur
genutzt werden, um a,, anfianglich einzustellen, sondern auch
noch wihrend einer Reaktion, in der Wasser erzeugt oder
verbraucht wird.??*" Nachteilig ist, dass der Wassertransfer
durch die Ausgestaltung der Aquilibrierungskammern beein-
flusst wird. Bei einer anderen Methode zur a,-Kontrolle
werden Salzhydrate genutzt, die in organischen Medien als a,,-
Puffer wirken konnen; allerdings verfiigen sie nur iiber eine
begrenzte Kapazitit und erfordern zusitzliche Trennopera-
tionen, wenn sie (und/oder die Enzyme) wiederverwendet
werden sollen.?*dl Vielversprechender — besonders auch fiir
Anwendungen in préparativem MaBstab — scheint eine
kiirzlich beschriebene Methode, in der eine a,-Kontrolle
ausgeiibt wird, indem eine Salzlosung in Siliconschlduchen
umliuft, die in das organische Losungsmittel eintauchen.!
Die Siliconmembran ist fiir Wasserdampf durchlissig und fiir
Tonen nicht; daher tritt nur Wasser durch sie durch.

3.1.2. Kinetik

Kinetik-Untersuchungen, die hauptsédchlich mit Hydrola-
sen durchgefithrt wurden, haben gezeigt, dass Enzyme in
organischen Losungsmitteln konventionellen Mechanismen
folgen.?Y So gehorchen diverse Umesterungsreaktionen, die
durch Schweinepankreas-Lipase (PPL) in Hexan katalysiert
wurden, der Michaelis-Menten-Kinetik>*l; solche, die durch
Lipasen aus Mucor miehei® und Candida antarctica®-!
katalysiert wurden, folgten einem doppelten Pingpong-Me-
chanismus mit kompetitiver Inhibierung durch Substrate und
Produkte. Dass die Mechanismen der Subtilisin-katalysierten
Esterhydrolyse in Wasser und der Umesterung in organischen
Losungsmitteln gleich sind, wurde von Chatterjee und Russell
demonstriert,’?*4¢! die auBerdem die individuellen Geschwin-
digkeits- und Gleichgewichtskonstanten der Reaktion in den
organischen Losungsmitteln bestimmten.

Die Kinetikparameter fiir das gleiche Enzym und Substrat
konnen sich sowohl von organischem Losungsmittel zu
organischem Losungsmittel als auch von den Werten in
wissrigem Medium deutlich unterscheiden; dasselbe gilt fiir
die Substratspezifitit. So ist beispielsweise N-Acetyl-L-serin-
ethylester (N-Ac-L-Ser-OEt) in Dichlormethan das bevor-

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341

zugte Substrat von Subtilisin, wihrend in terr-Butylamin das
bevorzugte Substrat N-Acetyl-L-phenylalanin-ethylester (V-
Ac-L-Phe-OEt) ist?®! (Tabelle 2).

Tabelle 2. Substratspezifitit S (= (ke Kin)ser! (kea! Kin)pne) bei der Umeste-
rung von N-Ac-L-Ser-OEt (Ser) und N-Ac-L-Phe-OEt (Phe) mit 1-Pro-
panol, katalysiert mit Subtilisin Carlsberg in verschiedenen wasserfreien
Losungsmitteln.

Losungsmittel S Losungsmittel S
Dichlormethan 8.2 tert-Butylmethylether 2.5
Chloroform 5.5 Octan 25
Toluol 4.8 Isopropylacetat 22
Benzol 44 Acetonitril 1.7
N,N-Dimethylformamid 4.3 Dioxan 1.2
tert-Butylacetat 3.7 Aceton 1.1
N-Methylacetamid 34 Pyridin 0.53
Diethylether 32 tert-Amylalkohol 0.27
Tetrachlorkohlenstoff 32 tert-Butylalkohol 0.19
Ethylacetat 2.6 tert-Butylamin 0.12

Allerdings konnen all diese Effekte zumindest teilweise mit
einer je nach Losungsmittel unterschiedlichen Solvatisierung
der Substrate erklirt werden.?®! Es sind mehrere Methoden
zur Korrektur der Effekte verfiigbar, die auf Substrat- (und
Produkt-)Solvatisierung zuriickzufithren sind. Die von Jans-
sen et al.?1 fuBt auf der Verwendung der Freien Trans-
ferenergie (transfer free energy method), wobei die (Bin-
dungs- oder) Aktivierungsenergie aus experimentellen Daten
fiir v,,,/K,, (oder fiir K,,) berechnet wird.?*?! Diese experi-
mentelle (Bindungs- oder) Aktivierungsenergie und die Freie
Transferenergie des Substrats werden verwendet, um die
korrigierte Aktivivierungsenergie (bzw. Bindungsenergie) zu
berechnen. Eine andere Methode der Korrektur besteht
darin, die kinetischen Konstanten iiber thermodynamische
Aktivititen statt iiber Konzentrationen auszudriicken.%¢d]
Eine dritte Methode ist die Korrektur der Michaelis-Kon-
stanten durch die Verwendung von Verteilungskoeffizienten.
In diesem Fall wird der experimentelle Wert von K, der auf
den Substratkonzentrationen in der organischen Phase ba-
siert, zu einem K -Wert korrigiert, der auf den Konzentra-
tionen in der wissrigen Phase beruht.?*] Diese drei Metho-
den der Korrektur sind im Wesentlichen dquivalent und
ergeben, einmal angewendet, vergleichbare Kinetikparame-
ter in den verschiedenen Medien™ und erkldren die Unter-
schiede in der Substratspezifitit.[2*]

3.1.3. pH-Wert und pH-Kontrolle

Der Protonierungszustand der verschiedenen Gruppen
eines Enzyms ist ohne Zweifel von Bedeutung fiir die
Enzymaktivitdt — sowohl in organischem wie in wéssrigem
Medium. Wéhrend aber der Protonierungszustand in Wasser
einfach iiber den pH-Wert eingestellt werden kann, ist dies in
organischen Losungsmitteln nicht so; hier wird vielmehr das
Konzept des pH-Werts selbst in Frage gestellt.'*l Ein Weg,
den anfidnglichen Protonierungszustand des Enzyms und
damit seine Aktivitidt zu beeinflussen, wurde von Zaks und
Klibanov entwickelt,?*! die zeigten, dass die Enzymaktivitét
in organischen Losungsmitteln deutlich vom pH-Wert der
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Losung abhingt, aus der das Enzym isoliert wurde (durch
Lyophilisierung oder Fillung). Diese Methode, die mittler-
weile auf dem Gebiet der Biokatalyse intensiv angewendet
wird, ist perfekt geeignet, wenn im Verlauf der Reaktion
keine Anderungen der Sduren- oder Basenkonzentrationen
eintreten. Wenn dies nicht der Fall ist, z. B. bei der Synthese,
Hydrolyse oder Aminolyse von Estern, kann sich die Enzym-
protonierung und -aktivitdt wihrend der Reaktion &ndern.

Um diese Schwierigkeit zu iiberwinden, wurde die Ver-
wendung von Puffersystemen aus hoch hydrophoben Séuren
und ihren Natriumsalzen sowie aus hoch hydrophoben Basen
und ihren Hydrochloriden vorgeschlagen.?”l Tatséchlich kon-
nen diese Systeme effizient organische Medien puffern, wie in
Abbildung 4 an der Abhéngigkeit der Subtilisin-Aktivitdt von
der Zusammensetzung einiger Sdure-Base-Paare demon-
striert wird. Hauptnachteil dieser Puffersysteme ist, dass sie
nur in Losungsmitteln mit relativ hoher Polaritit (z.B.
3-Pentanon, Dioxan, Dimethylformamid oder Tetrahydrofu-
ran) annehmbar 16slich sind.
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Abbildung 4. Abhidngigkeit der Aktivitit A von Subtilisin in 3-Pentanon
vom Molenbruch B fiir eine Reihe von Paaren aus Sduren und ihren
konjugierten Basen (als Natriumsalze), die der Enzymsuspension zugege-
ben wurden: 1 =Phenylboronséure (0), 2 = para-Nitrophenol (m), 3 = Tri-
phenylessigsdure (A), 4 = Essigsdure (A), 5= para-Toluolsulfonsiure (0),
6 = Diphenylphosphinsiure (®).

3.1.4. Verwendungsform des Enzyms

Proteine sind in den meisten organischen Losungsmitteln
so gut wie unldslich,?®! und wenn sie sich doch 16sen, wie in
Dimethylsulfoxid und Dimethylformamid, dann verlieren sie
ihre urspriingliche Konformation.” Daher liegen Enzyme
ohne eine spezielle Vorbehandlung in organischen Medien
gewohnlich in Form zweiphasiger Fest-fliissig-Suspensionen
vor. Dies vereinfacht die Trennung von Katalysator und
Produkt sowie die Wiederverwendung des Enzyms.

Der einfachste Weg, einen Biokatalysator fiir den Einsatz
in organischen Losungsmitteln vorzubereiten und gleichzeitig
Schliisselparameter wie pH-Wert und assoziierte Ionen ein-
zustellen, ist die Lyophilisierung oder die Féllung des Enzyms
aus wissrigen Losungen (beispielsweise durch die Zugabe von
Aceton). Bei solchen Enzympriparationen ist allerdings oft
die Diffusion eingeschrinkt, oder es werden Enzym-Substrat-
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Wechselwirkungen durch Protein-Protein-Stapelung verhin-
dert. Die Verwendung kleiner Enzympartikel, die durch
vorhergehende Behandlung mit Ultraschall erhalten wurden,
und heftiges Schiitteln oder Riithren wihrend der Reaktion
sind erforderlich, um diese Nachteile auszugleichen. In
einigen Fillen wurde Ultraschall auch wihrend der Reaktion
eingesetzt, was zu deutlich hoheren Reaktionsgeschwindig-
keiten fiihrte.’”) Die Erhohung der Reaktionsgeschwindig-
keiten wurde auf eine Vergroflerung der verfiigbaren Kata-
lysatoroberfliche (bessere Dispersion) und auf lokale hohe
Driicke zuriickgefiihrt.?%®! Dass Aggregation die Enzymeffi-
zienz einschrinken kann, wurde auch durch den Befund
nahegelegt, dass die Aktivititen von Chymotrypsin und
Subtilisin in Ethanol invers mit der Konzentration dieser
Enzyme korreliert sind.PY Russell und Mitarbeiter berech-
neten die Rolle des internen und externen Massentransfers
und fanden, dass die Diffusionseinschrankungen in organi-
schen Losungsmitteln suspendierter Enzympartikel zuneh-
men, wenn Enzymaktivitidt und PartikelgroBe anwachsen.[?

Die Enzymlyophilisierung in Gegenwart von Liganden,
Lyoprotektiva (diverse Zucker, Polyethylenglycol), Salzen
und micellaren Amphiphilen erbrachte oftmals Enzympripa-
rationen, die bedeutend aktiver waren als solche, die ohne
Additive erhalten wurden.?** 3 Zum Verstindnis derartiger
Ergebnisse wurden mehrere Erklarungen bemiiht, wie das
»Fixieren“ des Enzyms in einer aktiveren Konformation (bei
Liganden und micellaren Amphiphilen),?*f das Verhindern
einer teilweisen, durch die Lyophilisierung induzierten De-
naturierung, die in organischen Losungsmitteln irreversibel
wird (Lyoprotektiva),?* der Schutz gegen Desaktivierung
durch direkten Kontakt mit dem Losungsmittel (Salze),
die Retention der Wasserhiille um das Enzym (Sorbit)@*
oder eine verstirkte Dispersion des Katalysators im Medium
(diverse Additive).d

Die Adsorption an festen Matrices, die zumindest bei
optimalen Protein/Tréger-Verhéltnissen die Enzymverteilung
verbessert, verringert Diffusionsbeschrédnkungen und begiins-
tigt den Zugang des Substrats zu einzelnen Enzymmolekiilen.
Matrices von unterschiedlicher Partikelgrof3e, Porositdt und
Zusammensetzung (Celite, Glas mit einheitlicher Porositiit,
Polyamid, Polypropylen, Aluminiumoxidhydrat, Kieselgel,
Zirconiumoxidhydrat) wurden eingesetzt und ihr Fiir und
Wider ausgewertet.?! Eine gemeinsame Eigenheit ist, dass
fir jedes Enzym und jede Matrix ein optimales Enzym/
Tréager-Verhiltnis fiir das Auftreten von Aktivitédt existiert.
Abbildung 5 illustriert das Verhalten der Lipase aus Pseudo-
monas sp., adsorbiert auf Celite.**! Wenn die Reaktions-
geschwindigkeit pro Gewichtseinheit Gesamtmaterial be-
trachtet wird, so wird die maximale Aktivitit bei einer
Enzymbeladung von 150 mg pro g Celite erlangt und blieb bei
weiterer Beladung konstant (Abbildung 5a). Auch die Reak-
tionsgeschwindigkeit pro Gewichtseinheit Lipase hat ihr
Maximum bei einer Enzymbeladung von 150 mg pro g Celite,
danach fillt sie ab (Abbildung 5b). Diese Daten legen nahe,
dass das Enzym bei niedriger Beladung Konformationsin-
derungen und Inaktivierung erfihrt, die durch starke Wech-
selwirkungen mit der Matrix hervorgerufen werden,! wih-
rend bei hoher Beladung Diffusionsbeschrankungen oder
verhinderter Zugang des Substrats zur aktiven Gruppe des
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Abbildung 5. Umesterungsgeschwindigkeit » mit auf Celite adsorbierter
Lipase aus Pseudomonas cepacia als Funktion der Enzymbeladung L (in
mg Enzym pro g Celite). Die relative Geschwindigkeit ist einmal auf mg
Gesamtmaterial (Lipase plus Celite, a) und einmal auf mg Lipase allein (b)
bezogen. Es wurde die Umesterung von Vinylacetat mit (£)-Sulcatol
untersucht.

Enzyms dessen Effektivitdt vermindern. Die Inaktivierung
bei niedriger Enzymbeladung kann vermieden werden, indem
man die Immobilisierung in Gegenwart von Fremdprotein
(Albumin, Gelatine, Kasein) oder Polyethylenglycol durch-
fiihrt. 4]

Immobilisierte Lipasen mit hervorragender Aktivitdt und
Stabilitdt wurden durch Einschluss der Enzyme in hydropho-
ben Sol-Gel-Materialien erhalten.®®! Mit dieser Methode
sollte es moglich sein, mafigeschneiderte Gele fiir jede Lipase
zu erzeugen, indem man Parameter wie die Art der Silanmo-
nomere und die Wasser/Silan-Stochiometrie variiert. Als sehr
robuste, dabei allerdings ziemlich teure Katalysatoren fiir
Reaktionen in organischen Losungsmitteln haben sich mit
Glutaraldehyd vernetzte Enzymkristalle (cross linked enzyme
crystals, CLEC) herausgestellt.’”] Zahlreiche CLEC-Kataly-
satoren (z.B. Thermolysin, Subtilisin, Penicillin-Acylase und
Lipasen aus Candida rugosa und Pseudomonas cepacia) sind
bereits im Multi-kg-MaBstab produziert worden.?*”)

Um Einschriankungen der Substratdiffusion zu minimieren
und die Verteilung des Enzyms zu maximieren, wurde auf
zahlreichen Wegen versucht, Biokatalysatoren in organischen
Losungsmitteln zu solubilisieren. Die am weitesten verbrei-
tete Methode fufit auf der kovalenten Verkniipfung des
amphiphilen Polymers Polyethylenglycol (PEG) mit Enzym-
molekiilen. Fiir eine Vielzahl solcher PEG-Enzym-Komplexe
konnte gezeigt werden, dass sie in organischen Losungsmit-
teln transparente Losungen ergeben.?’d ! Transparente En-
zymlosungen konnen auch mit nichtkovalenten PEG-Enzym-
Komplexen erhalten werden, die einfach hergestellt werden,
indem man das Enzym in Gegenwart von PEG im Uberschuss
lyophilisiert.?] In beiden Fillen war die Aktivitit in organi-
schen Losungsmitteln oftmals ausgezeichnet.s 3]

Enzymkomplexe mit anionischen oder nichtionischen Ten-
siden, die sich in organischen Losungsmitteln 16sen, wurden
von mehreren Gruppen beschrieben.*! So zeigten Chymo-
trypsin und Subtilisin, komplexiert mit Aerosol OT (Bis(2-
ethylhexyl)natriumsulfosuccinat in Wasser (10 Gew.-% Ten-
sid aufs Wasservolumen bezogen)) und geldst in Isooctan in
Abwesenheit inverser Micellen, k. ,-Werte, die nahezu ein
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bzw. zwei Drittel so hoch wie in gepufferter wéssriger Losung
waren.[*2] Entsprechend fand man, dass die lipidumbhiillte
Lipase aus Pseudomonas fragi (Lipase B) bei der Veresterung
von 1-Phenylethanol in Isooctan doppelt so aktiv war wie das
PEG-gepfropfte Enzym und einhundertmal aktiver als das
Enzympulver (Abbildung 6).14
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Abbildung 6. Estersynthese aus (R)-1-Phenylethanol und Laurylsdure in
wasserfreiem Isooctan bei 40 °C, katalysiert durch lipidumbhiillte Lipase B
(1, @), PEG-gepfropfte Lipase B (2, 0), Lipase B in einer Wasser-in-Ol-
Emulsion (3, o) sowie direkt dispergiertes Lipase-B-Pulver (4, m). Auf der
Ordinate ist der Umsatz von (R)-1-Phenylethanol aufgetragen.

Die Aktivitaten unterschiedlich vorbehandelter Lipasen
aus Pseudomonas cepacia in Tetrachlorkohlenstoff wurden
verglichen (Tabelle 3).3! Dabei ergab sich, dass die aktivste
Form die in einer Sol-Gel-Matrix eingeschlossene und die am
wenigsten aktiven Formen die kristallisierte und die vernetzte
Lipase waren. Hier sollte erwéhnt werden, dass die von der
Sol-Gel-Lipase gezeigte Aktivitdt in Tetrachlorkohlenstoff
— mit n-Octanol und Vinylacetat als Substraten — sogar noch
grofler war als die von der gleichen Menge Lipase bei der
Hydrolyse von Tributyrin in Wasser gezeigte.’”!

Tabelle 3. Relative Aktivitdt unterschiedlich vorbehandelter Lipase aus
Pseudomonas cepacia in Tetrachlorkohlenstoff.

Enzymform/® Aktivitat!
Sol-Gel-AK-PC 100
CLEC-PC 2
PEG +PC 30
rohes PC 9
PEG-PC 37

[a] Die Abkiirzungen stehen fiir Lipase, eingeschlossen in einer Sol-Gel-
Matrix (Sol-Gel-AK-PC), lyophilisiert in Gegenwart von PEG (PEG +
PC), kovalent an PEG gebunden (PEG-PC), kristallisiert und vernetzt
(CLEC-PC) sowie als rohes Pulver eingesetzt (rohes PC). [b] Jeweils auf
die gleiche Menge Lipase bezogen.

3.1.5. Bioreaktoren

Durch Enzyme katalysierte Transformationen in organi-
schen Losungsmitteln werden im Labormaf3stab gewohnlich
in nicht kontinuierlich zu betreibenden Batch-Reaktoren
unter Verwendung von Enzympulvern oder adsorbierten
Enzymen und unter stindigem Schiitteln oder Rithren durch-
gefithrt. Die Wasseraktivitdt und der pH-Wert werden zu
Beginn durch Aquilibrierung mit geséttigten Salzlosungen
bzw. durch Lyophilisierung oder Fillung des Katalysators aus
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einem geeigneten Losungsmittel eingestellt. Allerdings wer-
den a, und pH-Wert wihrend der Reaktion iiblicherweise
nicht stdndig iiberwacht.

Das Uberfiihren von Bioreaktionen in organischen Lo-
sungsmitteln in den groBtechnischen Maf3stab und ihr Opti-
mieren werden seit vielen Jahren untersucht, wie durch die
Entwicklung der Festbett- und Membranreaktoren (mit
mikropordsen Membranen) in den achtziger Jahren fiir die
kontinuierlichen, Lipase-katalysierten wechselseitigen Ver-
esterungen*!*®! oder die Synthese von Glyceriden*!) demon-
striert wird. In neuerer Zeit wurden Festbettreaktoren mit
immobilisierten Lipasen und Proteasen auch fiir die Produk-
tion von Feinchemikalien und optisch aktiven Verbindungen
wie 2-(4-Chlorphenoxy)propionséure,*?l, von metallorgani-
schen Zwischenstufen® und verschiedenen Synthesebau-
steinen eingesetzt. Die pulverformige Lipase aus Pseudomo-
nas cepacia wurde auch in einem Mikrofiltrations-Membran-
reaktor zur kontinuierlichen Auftrennung des schleim-
16senden Mittels (4)-trans-Sobrerol eingesetzt.[*>]

Ein Doppelkernreaktor mit gepacktem Bett, der eine
Steuerung von a,, iiber Salzpaare erlaubt, wurde fiir die durch
Candida rugosa katalysierte Veresterung von Decansdure mit
Dodecanol entwickelt.[***l Die Salzhydrate befanden sich nur
im inneren Kern, und das Enzym - in einem makroporésen
Polypropylentrdager immobilisiert — befand sich im duferen
Kern des Reaktors, der kontinuierlich mit der Substratmi-
schung beladen wurde. Eine vollstindige Umsetzung, wenn
auch unterschiedlich schnell, wurde mit a,-Pufferung bei 0.48
und 0.80 durch Verwendung der Salzhydrate von Na,P,0O,
bzw. Na,HPO, erreicht. Eine kontinuierliche a,-Steuerung, in
diesem Fall iiber gesittigte Salzlosungen, wurde fiir einen
Hohlfaserreaktor mit gepacktem Bett beschrieben,**! der fiir
enzymatische Veresterungen in Hexan eingesetzt wurde. In
einem weiteren Ansatz wurde die im Kilogramm-MafBstab
durchgefiihrte und durch die Lipase aus Candida antarctica
katalysierte Synthese von (Z)-3-Hexen-1-ylacetat durch das
Entfernen des gebildeten Wassers iiber eine azeotrope Des-
tillation erleichtert.[*3]

3.2. Enzymstabilitit und -struktur

Eine Vielzahl an Studien ergab, dass so verschiedene
Enzyme wie Schweinepankreas-Lipase (PPL),*l Chymo-
trypsin,[*** Terpen-Cyclase,**l ATPase und Cytochrom-Oxi-
dasel*d<l sowie Ribonuclease und Lysozym!*! in organischen
Losungsmitteln thermostabiler sind als in Wasser. So blieb
etwa PPL iiber viele Stunden aktiv (Halbwertszeit iiber 12
Stunden), wenn sie bei 100°C in einem nahezu wasserfreien
Gemisch aus Heptanol und Tributyrin inkubiert wurde (Ab-
bildung 7). In Gegenwart von 0.8 Gew.-% Wasser war die
Stabilitét bereits geringer, und in einem wissrigen Puffer oder
in Wasser erfolgte die Inaktivierung beinahe sofort. Die hohe
thermische Stabilitdt von Enzymen in organischen Losungs-
mitteln, besonders in hydrophoben Solventien und bei
niedrigem Wassergehalt, wurde einer starreren Konformation
zugeschrieben sowie dem Fehlen fast all jener Reaktionen in
Wasser, bei denen kovalente Bindungen gebildet werden und
die eine irreversible Thermoinaktivierung zur Folge haben.*1!
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Abbildung 7. Abfall der Aktivitdt A von getrockneter Schweinepankreas-
Lipase bei 100°C in Wasser oder 0.1M Phosphatpuffer (m) sowie in einer 2m
Losung von Heptanol in Tributyrin mit 0.8 (o) oder 0.015 Gew.-% Wasser
().

Es sei hier auch erwihnt, dass — wie eine FTIR-spektrosko-
pische Untersuchung an Lysozym und Subtilisin ergeben hat —
die Struktur in reinen organischen Losungsmitteln wie
Acetonitril, Tetrahydrofuran und 1-Propanol viel eher der
des nativen Enzyms entspricht als die in Wasser-Losungs-
mittel-Gemischen.! Dieses Verhalten wurde als kinetisch
kontrolliert erkannt, also zuriickzufiihren auf eine inhidrente
Einschriankung der konformativen Proteinbeweglichkeit in
wasserfreien Medien im Gegensatz zu wissrig-organischen
Losungsmittelgemischen.® Verbesserungen der Enzymsta-
bilitdt (und -aktivitét) in wassrig-organischen Medien wurden
durch ,rationelles Design*" und gerichtete Evolution!**
erzielt.

Ein direktes Bild der Enzymkonformation in organischen
Losungsmitteln lieferten Rontgenstrukturanalysen vernetzter
Kristalle von Subtilisin in Acetonitril*® und von y-Chymo-
trypsin in Hexan.[*"! Die Subtilisinstruktur in Acetonitril war
im Wesentlichen identisch mit der dreidimensionalen Struk-
tur des Enzyms in Wasser; die Unterschiede waren geringer
als bei zwei unabhéngig voneinander bestimmten Strukturen
in wissriger Losung.*®?l Kristallines y-Chymotrypsin behielt
seine native Konformation in Hexan und konnte Hydrolyse-
wie auch Synthesereaktionen im organischen Losungsmittel
katalysieren. Allerdings war seine Beweglichkeit einge-
schrinkt und die Konformation der Seitenketten signifikant
verdndert.*®®! Eine Studie des Wasserstoffisotopenaustauschs
mit Hilfe hochaufgeloster NMR-Spektroskopie wiederum
ergab, dass die Struktur des Trypsininhibitors aus dem
Rinderpankreas durch Losungsmittel wie Acetonitril, Tetra-
hydrofuran, Essigester und Butanol nur wenig beeinflusst
wird." AuBerdem enthiillte eine Hammett-Analyse — eine
Methode, die Informationen iiber Zwischenstufen von Reak-
tionen liefert —, dass der Ubergangszustand einer Subtilisin-
katalysierten Reaktion in Wasser und in organischen Lo-
sungsmitteln der gleiche ist.[!

Neben Enzympulvern und -kristallen wurden auch andere
Enzymformen auf ihre Stabilitdt und Struktur in organischen
Losungsmitteln untersucht. Kovalent an PEG gebundenes
Subtilisin war weniger stabil und anfélliger fiir Autolyse in
Acetonitril und Dioxan — worin es loslich war — als das
entsprechende Enzympulver. Seine Konformation in Wasser
und Dioxan war nach den Ergebnissen der Messung des
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Circulardichroismus und der intrinsischen Proteinfluoreszenz
identisch.?%¢ %1 Subtilisin, das durch Ionenpaarbildung mit
einem in niedriger Konzentration vorliegenden anionischen
Tensid solubilisiert war, war in Octan drei Groenordnungen
stabiler als in Wasser, wihrend es in Tetrahydrofuran inner-
halb von 10 min 99 % seiner Aktivitit verlor."]

Die Beziehung zwischen Hydratisierung, katalytischer Ak-
tivitdt und Proteindynamik wurde von mehreren Gruppen
untersucht.’! Eine Deuterium-Festkérper-NMR-Studie an a-
lytischer Protease, suspendiert in organischen Losungsmit-
teln, ergab, dass die Hydratisierung die Enzymflexibilitit
erhohte. B3 Allerdings konnte kein direkter Zusammenhang
zwischen der konformativen Flexibilitdt und der Dielektrizi-
tat des Solvens oder der katalytischen Aktivitit festgestellt
werden. Spitere Arbeiten — EPR-Untersuchungen' und
zeitaufgeloste Messung der Fluoreszensanisotropiel™el — wie-
sen klar auf eine direkte Korrelation zwischen Proteinhydra-
tisierung und konformativer Flexibilitdt sowie Aktivitit hin.
Eine 1998 erschienene Arbeit wies durch Festkorper-'H-
NMR-Spektroskopie nach, dass die Enzymflexibilitdt und -
aktivitdt zum grofiten Teil eine Funktion der thermodynami-
schen Wasseraktivitdt sind und nicht der Losungsmitteldi-
elektrizitit. Pl

3.3. Enzymselektivitit

Die Fihigkeit von Enzymen, fiir ein breites Spektrum von
organischen Reaktionen als selektive Katalysatoren zu wir-
ken, ist seit vielen Jahren bekannt und genutzt.l!! Trotzdem ist
in vielen Fillen die (Enantio-, Regio- und Prochiralitits-)-
Selektivitit der Enzyme unbefriedigend, weswegen eine
Reihe von Techniken entwickelt wurde, um diese Beschrin-
kungen zu iiberwinden. Zu Verbesserungen der Selektivitit
fithrten unter anderem Modifizierungen der Enzyme (z.B.
durch In-vitro-Evolution®?), Substrate und Reaktionsbedin-
gungen (Temperatur, Losungsmittel und sogar Druck).?] In
dieser Ubersicht sollen nur die Einfliisse der Losungsmittel,
die den hier untersuchten Systemen eigen sind, betrachtet
werden.

3.3.1. Medium-Engineering

Der Ausdruck Medium-Engineering, der sich auf die
Moéglichkeit bezieht, Enzymeigenschaften durch Anderung
des Losungsmittels, in dem die Reaktion durchgefiihrt wird,
zu beeinflussen, wurde von Klibanov und Mitarbeitern
geprégt, die damit eine Alternative zum oder auch eine
Vervollstindigung des Protein-Engineering bezeichneten.[!
In einer groBen Zahl an Veroffentlichungen wurde beschrie-
ben, dass die Enantio-, Prochiralitidts- und Regioselektivitét
von Enzymen — manchmal bemerkenswert weitgehend —
durch die Art des organischen Losungsmittels, das als Reak-
tionsmedium eingesetzt wird, beeinflusst werden kann (Uber-
sichten in Lit. [53]). Im Folgenden sollen einige Beispiele von
Losungsmitteleffekten betrachtet und die moglichen Deutun-
gen diskutiert werden.

Es sei hier erwidhnt, dass die Enantioselektivitit eines
Enzyms allgemein als Enatiomerenverhéltnis E ausgedriickt
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wird, das als Verhiltnis der Spezifitdtskonstanten k/K,, der
beiden Enantiomere definiert ist. Gleichungen, die das
Enantiomerenverhiltnis zum Wert des Enantiomereniiber-
schusses des Reagens oder des Produkts in Beziehung setzen,
wurden fiir kinetische Enantiomerentrennungen entwik-
kelt.”) Natiirlich gilt, je groBer das Enantiomerenverhiltnis
ist, desto grofler ist auch der Enantiomereniiberschuss des
Produkts und des verbliebenen Substrats.

Tabelle 4 ist zu entnehmen, wie sich bei der Enantiome-
rentrennung von (+)-1-Phenylethanol die Enantioselektivitét
von Subtilisin als Funktion der Art des Losungsmittels dndert.
Das Enantiomerenverhéltnis E féllt von 61 in Dioxan auf 3 in

Tabelle 4. Enantioselektivitdt £ von Subtilisin bei der Umesterung von
(£)-1-Phenylethanol in verschiedenen organischen Losungsmitteln und
deren Dielektrizitdtskonstanten &,.

Losungsmittel & E
Dioxan 22 61
Dimethylformamid 36.7 9
Benzol 23 54
Nitromethan 359 5
Triethylamin 24 48
Acetonitril 359 3
Tetrahydrofuran 7.6 40
N-Methylacetamid 191.3 3
Pyridin 12.9 31

N-Methylacetamid und zeigt eine inverse Korrelation mit der
Dielektrizititskonstanten des Losungsmittels.5*! Der Ein-
fluss des Losungsmittels auf die Prochiralitédtsselektivitét
der Lipase aus Pseudomonas sp. sei mit der Monohydrolyse
von 2-(1-Naphthoylamino)trimethylendibutyrat illustriert
(Tabelle 5). In diesem Fall scheint die Enzymselektivitit
ungefihr invers mit der als 1g P ausgedriickten Hydrophobie
des Losungsmittels korreliert zu sein.P*! Das Ergebnis der
Trennung des schleimlosenden Mittels (+)-trans-Sobrerol
durch die Lipase aus Pseudomonas cepacia [Gl (1)] in

Tabelle 5. Einfluss der Hydrophobie 1gP des Losungsmittels auf die
Prochiralititsselektivitit S der Lipase aus Pseudomonassp. bei der
Monohydrolyse von 2-(1-Naphthoylamino)trimethylendibutyrat.

Losungsmittel lg P Stal
Nitrobenzol 1.8 >30
Acetonitril —-0.33 >30
Aceton —0.23 18
Cyclohexanon 0.96 18
Butanon 0.29 16
2-Pentanon 0.80 16
Chloroform 2.0 9.9
Tetrahydrofuran 0.49 9.1
2-Hexanon 1.3 8.8
Dioxan —-1.1 54
tert-Butylacetat 1.7 53
tert-Butylalkohol 0.80 4.9
tert-Amylalkohol 1.4 4.8
Triethylamin 1.6 4.7
Toluol 2.5 3.5
Benzol 2.0 32
Tetrachlorkohlenstoff 3.0 2.6

[a] Definiert als das Verhiltnis der Geschwindigkeiten, mit denen die
Enantiomere gebildet werden, das identisch mit dem Verhiltnis der
Konzentrationen der Enantiomere in der Losung ist.
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L|pase PS
melacetat
organisches Solvens

OH ou
(+)-trans-Sobrerol (-)-(1S,5R) (+)-(1R,59)
verschiedenen Losungsmitteln ist in Tabelle 6 gezeigt; hier
wurde keine Korrelation zwischen der Enantioselektivitit des
Enzyms und physikochemischen Parametern der Losungs-
mittel gefunden, die sich auf Hydrophobie oder Polaritét
beziehen ¥l

Tabelle 6. Racematspaltung von (&)-trans-Sobrerol [Gl. (1)]: Optimie-
rung der Enantioselektivitdt £ durch Variation des Losungsmittels.

Losungsmittel IgP & E

tert-Amylalkohol 1.4 5.8 518
3-Pentanon 0.80 17 212
Dioxan -1.1 22 178
Aceton -0.23 20.6 142
Vinylacetat 0.31 - 89
Tetrahydrofuran 0.49 7.6 69

Ein besonders bestechendes Beispiel fiir den Losungsmit-
teleinfluss auf die Selektivitdt und stereochemische Préferenz
eines Enzyms ist das von Hirose et al. berichtete:5* In der
durch Lipase aus Pseudomonas sp. katalysierten Desymme-
trisierung von prochiralen Dihydropyridindicarboxylaten
[GL (2)] wurden in wassergesittigtem Diisopropylether die

NO,

(A
Cyclohexan Hooc B COooR
S

NO.

=z

Lipase aus

ROOC COOR
Pseudomonas sp. NO,

Iz

Diisopropylether

(S)-Monoester mit Enantiomereniiberschiissen bis zu 99 %
erhalten, wihrend in wassergeséttigtem Cyclohexan bevor-
zugt die (R)-Isomere (88-91% ee) gebildet wurden (Ta-
belle 7). Im Hinblick auf die Regioselektivitit ist die von
Pseudomonas-cepacia-Lipase Kkatalysierte Butanolyse von
1,4-Dibutyryloxy-2-octylbenzol in zahlreichen organischen
Losungsmitteln ein interessantes Beispiel.b*¥ In Cyclohexan

Tabelle 7. Asymmetrische Hydrolyse von Dihydropyridindicarboxylaten
[Gl. (2)]: Einfluss des Losungsmittels auf die stereochemische Préferenz.

R Losungsmittel Konfiguration ee [%] des Halbesters
tBuC(O)OCH, Cyclohexan R 88.8

tBuC(O)OCH, Diisopropylether S >99

EtC(O)OCH, Cyclohexan R 914

EtC(O)OCH, Diisopropylether S 68.1
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etwa desacetylierte die Lipase bevorzugt die 4-O-Butanoat-
funktion, wogegen in Acetonitril die 1-Butanoatgruppe Vor-
rang hatte. Auch bei der Unterscheidung zwischen den
Hydroxygruppen von Phenyl-6-O-trityl--D-glycopyranosi-
den erwies sich dieses Enzym als abhidngig vom Losungs-
mittel.5>]

3.3.2. Erklirungsversuche

Die bislang publizierten Daten (siche oben sowie die
Ubersichten in Lit. [53]) haben gezeigt, dass fiir eine Modi-
fizierung oder Verbesserung der Enzymselektivitdt das Me-
dium-Engineering eine gute und bequeme Alternative zum
Protein-Engineering und zur zeitaufwendigen Suche nach
neuen Katalysatoren ist. Mehrere Theorien zur Deutung
dieses Phdnomens wurden formuliert. Beispielsweise konnte
das Losungsmittel — abhédngig von seiner Polaritit — die
Enzymkonformation modifizieren und auf diese Weise die
Selektivitdt durch eine Verdnderung des molekularen Erken-
nungsprozesses zwischen Substrat und Enzym beeinflus-
sen.*] Nach einer anderen Theorie hingt die Selektivitét
von der Energetik der Substratsolvatisierung ab,>*! wogegen
ein drittes Modell auf der Vorstellung beruht, dass Losungs-
mittelmolekiile im aktiven Zentrum binden und, abhéngig
von ihrer Struktur, mit der Assoziierung oder der Umwand-
lung eines Enantiomers stirker interferieren als mit der des
anderen. B4 51

Allerdings sind sowohl die Hypothesen auf der Grundlage
physikochemischer Eigenschaften als auch die auf der Lo-
sungsmittelstruktur beruhenden hinsichtlich ihres Vorhersa-
gewertes unbefriedigend. Sie scheinen entweder nur fiir das
jeweils betrachtete Enzym und Substrat giiltig zu sein,*] oder
es ist — wenn Losungsmittel-Enzym-Komplexe angenommen
werden— iiberhaupt keine Verallgemeinerung moglich, weil
sehr viele Komplexe denkbar sind und sich jeder in Ab-
héngigkeit von der Art des Substrats unterschiedlich ver-
halten koénnte.[>3]

Es wurde auch ein theoretisches Modell basierend auf der
Thermodynamik der Substratsolvatisierung entwickelt.’72]
Dieses Modell, das die Bestimmung des desolvatisierten
Anteils des Substrat-Ubergangszustands durch Molecular
Modeling und die Berechnung der Aktivitdtskoeffizienten
durch UNIFAC impliziert, ergab jedoch widerspriichliche
Ergebnisse. So war es bei der Vorhersage des Losungsmittel-
einflusses auf die Prochiralitits- und Enantioselektivitdt von
y-Chymotrypsin gegeniiber 2-substituierten 1,3-Propandio-
len®’? und racemischem 3-Hydroxy-2-phenylpropionatt”
erfolgreich, wihrend es im Fall von Subtilisin bei racemi-
schem sec-Phenethylalkohol und trans-Sobrerol versagte.l’

Gegenwirtig scheint keine Gemeinsamkeit zwischen den
verschiedenen Hypothesen zu existieren, obgleich es wahr-
scheinlich ist, dass das Losungsmittel die enzymatische
Selektivitit iiber mehr als einen Mechanismus beeinflusst.

4. Anwendungen in der Synthese

Die Anfénge einer detaillierten Untersuchung des Verhal-
tens von Enzymen in organischen Losungsmitteln findet man
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vor etwa fiinfzehn Jahren. Seither sind die enthusiastischen
Aussagen der Pioniere der Biokatalyse in nichtnatiirlichen
Medien experimentell in einer Reihe von Forschungsgruppen
iberpriift worden. Insbesondere hat es sich als zutreffend
erwiesen, dass mit vielen Enzymen in organischen Losungs-
mitteln gearbeitet werden kann, wobei allerdings je nach
Enzymklasse unterschiedliche Hydratisierungsniveaus beno-
tigt werden, damit die Enzyme ihre katalytische Aktivitét
oder wenigstens einen Teil davon behalten. Hinzu kommt,
dass, obwohl einige Enzyme zu wirklich erstaunlichen Ergeb-
nissen fithren konnen, sich aus praktischer Sicht nur wenige
Klassen dieser Biokatalysatoren (wie Lipasen, Proteasen,
Oxynitrilasen und ein paar weitere Enzyme) als priparativ
niitzlich herausgestellt haben. Diese Enzyme sollen in den
folgenden Abschnitten vorgestellt werden.

Andere Enzyme, darunter Dehydrogenasen und Glycosi-
dasen, haben trotz ihrer préparativen Bedeutung bislang nur
beschréankte oder gar keine praktische Anwendung gefunden.
Dies liegt hauptsédchlich daran, dass sie entweder auf polare
Substrate oder Coenzyme wirken, die in organischen Lo-
sungsmitteln schwerloslich sind, oder von diesen Losungs-
mitteln desaktiviert oder inhibiert werden. Eine weitere
Beschriankung erwéchst aus der Tatsache, dass viele Bio-
katalysatoren nach wie vor zu teuer oder gar nicht erst
kommerziell erhéltlich sind.

4.1. Hydrolasen

Durch Hydrolasen katalysierte Reaktionen iiberwiegen bei
weitem bei den publizierten Biotransformationen in organi-
schen Losungsmitteln. In der Natur existieren zahlreiche
Gruppen von Hydrolasen, aber nur zwei davon sind in
nichtnatiirlichen Medien breit genutzt worden: Lipasen —
vor wenigen Jahren als ,(fettspaltende” Esterasen umdefi-
niert — und Proteasen. Diese Enzyme wurden in Labors auf
der ganzen Welt eingesetzt und werden mittlerweile als
gewohnliche chemische Reagentien betrachtet. Die Ursachen
dieses Erfolgs liegen in der Verfiigbarkeit dieser Proteine von
verschiedenen kommerziellen Anbietern zu verniinftigen
Preisen, in ihrer einfachen Handhabung (sie bendtigen keine
empfindlichen und/oder teuren Cofaktoren) sowie in ihrer
Stabilitdt und Wirkungsbreite begriindet. Aus chemischer
Sicht konnen Lipasen und Proteasen in organischen Losungs-
mitteln als milde und selektive Reagentien betrachtet werden,
die in der Lage sind, Carboxylate zu aktivieren und in eine
grofle Zahl von Nucleophilen zu iiberfiihren. Eine Reihe von
Ubersichten in Zeitschriften und Biichern wurde bereits
speziellen préaparativen Anwendungen dieser Enzyme gewid-
met. Die neuesten davon finden sich in den Uberschriften der
folgenden Abschnitte.

4.1.1. Enantioselektivitit von Hydrolasen

Der wachsende Bedarf pharmazeutischer und agrochemi-
scher Unternehmen an enantiomerenreinen Verbindungen
war sicherlich eine Triebkraft fiir den Einsatz der Hydrolasen
in der Synthese, wobei die am héufigsten wiederkehrende
Anwendung die kinetische Racemattrennung ist.
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Wie in Abschnitt 3.3.1 erldutert, kann die Enantioselektivi-
tdt eines Enzyms anhand des ,,Enantiomerenverhéltnis E“
beurteilt werden. AuBler als das Verhiltnis der Spezifitéts-
konstanten fiir die zwei konkurrierenden Enantiomere kann
E, wie einige befruchtende Publikationen zeigten, sowohl fiir
irreversibleP” als auch fiir reversible Reaktionen!® einfacher
aus dem Umwandlungsgrad (c) und dem Enantiomereniiber-
schuss der Produkte (eep) und der verbliebenen Substrate
(ees) berechnet werden.

4.1.1.1. Kinetische Racematspaltung von Alkoholen!' 7¢ 611

Die kinetische Racematspaltung von Alkoholen kann
durch enzymkatalysierte Veresterung [Gl. (3)] oder, tiblicher,
durch Umesterung [Gl. (4)] erreicht werden.

R*OH + R'COOH — R'COOR* + H,0 + R*OHp, ©)

R*OH + R'COOR” — R'COOR* 4+ R”"OH + R*OHg,y “4)

Da die achirale Alkoholkomponente R”OH des Acyltrans-
ferreagens R*COOR” vom Enzym verwendet werden kann,
um die Umkehrreaktion zu katalysieren, wobei die optische
Reinheit der Produkte erniedrigt wird, miissen die Acyltrans-
ferreagentien so ausgewidhlt werden, dass sie irreversible
Umwandlungen erméglichen.”l Dieses Ziel wird erreicht,
wenn die Abgangsgruppe R”OH ein schwaches Nucleophil
ist, und entsprechend wurden zunéchst halogenierte Alkohole
wie Trichlor- und Trifluorethanol verwendet.[®’] Spiter wur-
den dann Oxime® und Anhydride!®! vorgeschlagen, aber die
Reagentien der Wahl fiir die kinetische Racematspaltung von
Alkoholen in organischen Losungsmitteln sind mittlerweile
Enolester wie Vinyl- und Isopropenylacetat.[®!

Die reichhaltigen Literaturangaben unterstiitzen den An-
fanger, der sich erstmals einer enzymkatalysierten kinetischen
Racematspaltung nidhert. Trotzdem erfordert das Fehlen von
Vorhersagemodellen allgemeiner Giiltigkeit immer noch ein
Durchprobieren der kommerziell erhiltlichen Hydrolasen.
Wie Tabelle 8 beispielhaft belegt, war die Lipase aus Mucor

Tabelle 8. Enantioselektivitiat E verschiedener Lipasen bei der Acetylie-
rung von 1 und 2 in Vinylacetat.

Lipase aus E-Werte fiir 1 E-Werte fiir 2
Pseudomonas cepacia 6 44
Schweinepankreas 34 24
Chromobacterium viscosum 6 26
Mucor miehei 78 15
Humicola lanuginosa 40 18
Penicillium camemberti 7 2
Candida rugosa 16 6

miehei der beste Katalysator fiir die kinetische Racematspal-
tung des cyclischen Allylalkohols 1.1 Das Enzymverhalten
kann selbst bei strukturell verwandten Substraten unter-
schiedlich sein, und entsprechend erwies sich die Lipase aus
Pseudomonas cepacia unter den in Tabelle 8 aufgefiihrten als
der beste Katalysator fiir die

OH
kinetische Racematspaltung des
3 ) 1:X=Br;Y=H
Allylalkohols 2. Die optisch an- 2:X=H:Y=Br
gereicherten Alkohole 1 und 2 Y
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wie auch verwandte cyclische Allylalkohole wurden dann als
chirale Synthesebausteine fiir die Herstellung von Alkaloiden
iiber eine 1,3-Claisen-Umlagerung unter Erhaltung der Chi-
ralitdt eingesetzt.”’ Hunderte von Publikationen befassen
sich in dhnlicher Weise mit der chemoenzymatischen Syn-
these von komplexen Verbindungen aus chiralen Synthese-
bausteinen, die durch kinetische Racematspaltung erhalten
wurden.

Sobald einmal das beste verfiigbare Enzym identifiziert ist,
besteht gewohnlich die Gelegenheit, die Enantioselektivitét
mit den in Abschnitt 3.3 beschriebenen Techniken zu ver-
bessern. Gewohnlich ist der empfindlichste und am leichte-
sten zu manipulierende Parameter das organische Losungs-
mittel. Dies belegen die E-Werte fiir die Racematspaltung
von trans-Sobrerol unter Verwendung der Lipase aus Pseu-
domonas cepacia in Tabelle 6: Sie stiegen von 69 in THF auf
mehr als 500 in tert-Amylalkohol.**! In diesem Losungsmittel
gelang die ,ideale“ kinetische Racematspaltung, da die
enzymatische Reaktion bei 50 % Umwandlung spontan auf-
horte, als das (—)-(15,5R)-Enantiomer vollstindig acyliert
war.

Da es nahezu unmoglich ist, alle Beispiele von kinetischen
Racematspaltungen bei priméren und sekundéren Alkoholen
aufzuzéhlen, sollen nur einige spezielle Anwendungen in
einem der folgenden Abschnitte diskutiert werden (Ab-
schnitt 4.1.4). Die steigende Zahl untersuchter Substrate
fiihrte inzwischen zu Uberlegungen iiber Modelle fiir die
aktiven Zentren verschiedener Lipasen, um die bislang
gesammelten Daten zu deuten und die Selektivitét fiir neue
Substrate vorherzusagen.

Was die sekundiren Alkohole betrifft, ist eine Erweiterung
der Prelog-Regel fiir die Lipasen aus Pseudomonas cepacia
(mittlerweile als Lipase aus Burkholderia cepacia, BCL,
reklassifiziert) und aus Candida rugosa (CRL) vorgeschlagen
worden (Abbildung 8a).! Diese empirische Regel macht
eine Voraussage dariiber, welches Enantiomer schneller
reagiert und nutzt dafiir die relativen Grofen der Substituen-

a) b)
HO H

Abbildung 8. Empirische Regeln, die die Enantiopraferenz von BCL und
CRL bei sekundiren Alkoholen (a) und die Enantiopriferenz von BCL bei
primdren Alkoholen (b, kein Sauerstoffatom mit dem Stereozentrum
verkniipft) zusammenfassen.

ten am Stereozentrum; sie wurde auch fiir andere kommer-
ziell erhiltliche Lipasen (aus Mucor miehei ) Arthrobacter'
und Aspergillus niger”) und Proteasen!’” vorgeschlagen. Die
,Kazlauskas-Regel“ fiir BCL ist auf primdre Alkohole er-
weitert worden (Abbildung 8b),[?! obwohl sie bei Alkoholen
mit einem Sauerstoffsubstituenten am Stereozentrum nicht
immer verldsslich ist. 1997 wurde fiir dieselbe Lipase ein
hoher entwickeltes, dreidimensionales Modell des aktiven
Zentrums vorgeschlagen,’¥ wihrend eindeutige Schliisse
beziiglich der chiralen Préaferenz von CRL aus den Rontgen-
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strukturdaten von kovalenten Komplexen dieses Enzyms mit
Ubergangszustandsanaloga fiir die Hydrolyse von Menthyle-
stern gezogen werden konnten.[”” Da alle bislang iiberpriiften
Lipasen und Esterasen die Hydrolyse des gleichen Enantio-
mers von Menthol (1R) katalysieren, ist es wahrscheinlich,
dass Merkmale, die allen diesen Enzymen gemeinsam sind,
fiir die beobachtete Enantiopridferenz verantwortlich sind.
Eine Kombination von empirischen Regeln, die auf Daten zu
den Substraten und Daten, die mit hochauflosender Rontgen-
strukturanalyse der Enzyme erhalten wurden, beruhen, wird
vermutlich in der Lage sein, priaparative Anwendungen dieses
Verfahrens effektiv zu unterstiitzen.

SchlieBlich bleibt noch zu erwihnen, dass aus sterischen
Griinden Hydrolasen normalerweise keine Umwandlungen
von tertidren Alkoholen — weder in organischen Losungs-
mitteln noch in wissrigen Losungen — katalysieren. Eine
Ausnahme bilden die Chloressigsdureester 3, deren Pro-
panolyse in Isopropylether durch die Lipase aus Mucor miehei
katalysiert mit E-Werten im Bereich von 13 bis 38 gelang,

c|/TO
R
3: R=H, Me, Et, Bu, CH,

wobei der optisch aktive Alkohol mit der absoluten (15,6S)-
Konfiguration erhalten wurde.”® Die (wenigen) anderen
Berichte beziehen sich auf die Hydrolyse von Estern in
wissrigen Losungen, die unterschiedliche Mengen an orga-
nischen Cosolventien enthielten, und sind daher nicht Gegen-
stand dieser Ubersicht. Allerdings verdient der von Turner
et al. vorgeschlagene Ansatz fiir die Racematspaltung des
Alkohols 4 Erwiahnung, der auf die Einfithrung einer rdum-
lichen Trennung zwischen dem chiralen quartdren Kohlen-
stoffatom und der Esterfunktion, die wihrend der Reaktion
gespalten werden muss, hinausléduft. In ihrem Beispiel verrin-
gerte die Bildung des Oxalatesters 4a die sterische Hinderung

4 O  4a

H
\g)‘\OPr

M 5: R=H
OR  5a: R=CH,0COCH,CH,CH,

im Molekiil und machte es so zu einem fiir mehrere Lipasen
geeigneten Substrat.’’?] In einem dhnlichen Ansatz wurde die
stereoselektive Alkoholyse des Butanoyloxymethylderivats
5a von Linalool 5 durch die Einwirkung der Lipase aus
Candida rugosa erreicht."”]

4.1.1.2. Kinetische Racematspaltung von Aminen und
Thiolenf'e 61/

Verglichen mit den Hydrolase-katalysierten Racematspal-
tungen von acylierten Alkoholen sind entsprechende Ansétze

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341
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NH, bei racemischen Aminen und Thiolen eher
selten. In der ersten Publikation zu diesem

Themal™ wurde die kinetische Racematspaltung

von Aminen (z.B. a-Methylbenzylamin 6), ka-

6 talysiert durch die Protease Subtilisin, durch
Modulierung des organischen Mediums be-
schrieben. Spéter wurde die Spezifitit von drei Lipasen
genutzt — aus Candida antarctica (CALB),’! Pseudomonas
cepacia® und Pseudomonas aeruginosa.®l Dabei entwickelte
sich CALB zu der am meisten eingesetzten. Vergleicht man
die experimentellen Literaturangaben, so ist offensichtlich,
dass die Lipase-katalysierte Aminolyse von Estern groflere
Mengen an Enzym und ldngere Reaktionszeiten benotigt als
die entsprechende Alkoholyse, zugleich aber im Allgemeinen
die Produkte mit hoheren ee-Werten liefert. Eine plausible
Erkldrung fiir dieses Phdnomen sei anhand von Schema 1
abgeleitet.[’) Die Geschwindigkeit der Protoneniibertragung

Acyl-Enzym- - .
Intermediat freies Enzym
2 0 Ser
RX
H

PN
)LO/\Ser HO™ “Ser
\ 0
N
N N
RXH
Iy R o Y s g
N NH i N
His His” His” &
\ ; H
H ! /]
H _o»'
o o 0. o o
Asp Asp Asp

RXH = ROH : schnell
RXH = RNH, : langsam

Schema 1. Spaltung eines Acyl-Enzym-Intermediats durch Einwirkung
von Alkoholen oder Aminen.

vom Acylacceptor (RNH, bzw. ROH) auf die His-Gruppe der
katalytischen Triade wéhrend des nucleophilen Angriffs auf
den Acyl-Enzym-Komplex ist wahrscheinlich fiir ein neu-
trales Amin geringer, das ja eine signifikant hohere Saure-
dissaziationskonstante hat als der entsprechende Alkohol.
Die hohere Enantioselektivitdt wiederum kann erklart wer-
den, wenn man die geringe Reaktivitidt der gebildeten Amide
als Substrate fiir die Lipase bedenkt (diese Enzyme hydroly-
sieren in Wasser keine Peptidbindungen). Trotz des Um-
stands, dass energischere experimentelle Bedingungen not-
wendig sind, ist die Lipase-katalysierte Racematspaltung von
Aminen gegenwartig die erfolgreichste Anwendung der
Enzymkatalyse in organischen Losungsmitteln (siche Ab-
schnitt 4.1.4).

Es wurde darauf hingewiesen,”? dass Proteasen und
Lipasen entgegengesetzte Enantioselektivititen aufweisen.
Entsprechend wurde die Protease Subtilisin fiir die Produk-
tion der pharmazeutisch wichtigen Zwischenstufe (R)-1-
Aminoindan 7 und des fiir
Racematspaltungen verwende-
ten (R)-1-(1-Naphthyl)ethyla-
mins 8 verwendet.[®3 Mit Hilfe
eines Durchflussreaktors, der
das Enzym fiir die kinetische
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Racematspaltung dieser Verbindungen an pordsen Glasper-
len adsorbiert enthielt, wurden bis zu 330 g racemisches 7 und
1.6 kg racemisches 8 aufgetrennt, wobei 132 ¢ 7 (40% Aus-
beute bezogen auf das Racemat, 98 % ee) bzw. 560 g 8 (nach
Kristallisation des entsprechenden Hydrochlorids, 35 % Aus-
beute, >99% ee; 95% ee vor der Kristallisation) erhalten
wurden. Schlielich verdienen noch einige Publikationen
Erwédhnung, in denen die enzymatische Racematspaltung
von Aminen mit Acrylestern (z.B. 9),[% Vinylcarbonaten
(z.B. 10),3*] Homocarbonaten (z.B. 11)1#*! und Cyanmethyl-
pent-4-enoat (12)B9) als Acyldonoren beschrieben werden.
Diese Beispiele zeigen bereits die vielseitige Kombinierbar-
keit der Hydrolasen mit Acyldonoren, eine Eigenschaft, auf
die in Abschnitt 4.1.2 nidher eingegangen wird.

0 (o]

o} O.__CN
~ /\/\/U\/\ = ~
})Lo oo~ J o 7Y

9 10 11 12

Nur wenig Beachtung fand bislang die enzymatische
Racematspaltung von Thiolen. Die Lipasen aus Schweine-
pankreas und Pseudomonas cepacia katalysierten die regio-
und chemoselektive Alkoholyse des Thioesters 13 zum
entsprechenden Thiol mit der (R)-Konfiguration.[®! Genauso

1, @io« ©AW
13 14

wurde der Thiooctansdureester 14 als Acyldonor in einer von
CALB katalysierten Reaktion eingesetzt, wobei das entspre-
chende (R)-Thiol mit >95 % ee erhalten wurde.* Die direkte
enzymatische Acylierung der racemischen Thiole gelang
nicht, aus Griinden, die offenbar mit dem Mechanismus der
Enzymkatalyse zusammenhéngen. Tatsdchlich ist ja, was die
Spaltung des tetraedrischen Intermediats (sieche Schema 1)
betrifft, in diesem Fall das Thiol die beste Abgangsgruppe, da
es weniger basisch ist als die Serin-Hydroxygruppe im aktiven
Zentrum des Enzyms.

4.1.1.3. Kinetische Racematspaltung von Carbonséiuren!’'®* °!/

Prinzipiell kénnen Carbonsduren in organischen Medien
auf zwei Wegen in Enantiomere getrennt werden: durch eine
Hydrolase-katalysierte Veresterung der Sdure mit einem
Alkohol [GL. (5)] oder durch Umesterung eines Esters mit
einem Alkohol [Gl. (6)]. Auch Aminolysereaktionen mit
einem geeigneten Amin wurden vorgeschlagen [GL. (7)].

R*COOH + R'OH — R*COOR'’ + H,0 + R*COOHg, (5)
R*COOR’ + R"OH — R*COOR"” 4+ R'OH + R*COOR 'y (6)

R*COOR’ + R’NH, — R*CONHR” + R'OH + R*COOR's,,  (7)
Der Grofiteil der Arbeiten widmete sich dabei der Tren-
nung von a-Arylpropionaten 15 und a-Aryloxypropionaten

16, wobei die ersten nichtsteroidale Entziindungshemmer
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sind (z.B. Naproxen und Ibuprofen) und die zweiten eine
wichtige Herbizidklasse bilden. Die (§)-Enantiomere von 15
zeigen therapeutische Effekte, und die (R)-Enantiomere von
16 (die nebenbei den Verbindungen (§)-15 strukturell dhneln)
sind als Herbizide aktiv.

0.__COO(H, R)
l@)\coom, R) X@/ \{
15 16

Einer der allerersten Berichte befasste sich mit der durch
die Lipase aus Candida rugosa katalysierten enantioselekti-
ven Veresterung von a-halogensubstituierten Carbonsduren

17, R = Alkyl, Aryl, X=Cl, Br, p-CIC(H,O, in

R._COOH  Hexan.’’l Diese Reaktion wurde bis zur Pilot-
? produktion vergroBert.[®! Klibanov et al.*] ha-
17 ben verschiedene Strategien verglichen, um
eine kinetische Racematspaltung von 2-(4-
Chlorphenoxy)propionsdure 16a, X=p-Cl, zu erreichen.
Als bester Ansatz stellte sich die Umesterungsreaktion heraus
([GL (6), R"=Me, R”=Bu]. Ein weiteres Beispiel fiir diese
Methodik ist die kinetische Racematspaltung beim trans-
Glycidsduremethylester 18, dessen (2R,3S)-Enantiomer 18a
eine Vorstufe des Calciumkanal-Inhibitors Diltiazam 19 ist
(Schema 2). Sie gelang mit in Hexan/BuOH 9/1 suspendier-
tem a-Chymotrypsin!®” oder durch Einwirkung der Lipase aus

X

[o]

/@*‘" “COOR
X

0 (2R,35)-18a;(2R,35)-20a
/@ACOOMe ROH
X ~ Enzym 0
18: X = OMe /(D/Q “COOMe
X

20: X=H
(25,3R)-18;(2S,3R)-20

OMe
S
e - @[ OAc
N
O
N 19

Schema 2. Enzymatische kinetische Racematspaltung von trans-Phenyl-
glycidsduremethylestern.

Candida rugosa, suspendiert in fert-Amylalkohol mit etwas n-
Octanol (37 % Ausbeute, 88 % ee fiir das verblicbene 18a).!
Analog wurde der racemische Glycidsduremethylester 20
durch Einwirkung der Lipase aus Mucor miehei in Hexan in
Gegenwart von iBuOH aufgetrennt (E =33, 42% Ausbeute,
95% ee fiir (—)-20, 43% Ausbeute, 95% ee fiir das (+)-
Enantiomer).”? Beide Enantiomere wurden dann weiterver-
arbeitet, um die C-13-Seitenkette von Taxol zu erhalten.
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Ein Nachteil aller Umesterungen ist die Ahnlichkeit der
Substrate und Produkte, was zu Reaktionsgemischen fiihrt,
die Verbindungen mit gleichartigen physikalischen Figen-
schaften enthalten. Als Folge kénnen beim Uberfiihren
derartiger Reaktionen in den technischen Mal@stab ernste
Probleme auftreten, wenn eine chromatographische Reini-
gung vermieden werden soll. Eine elegante Losung dieses
Problems war die Verwendung von Polyethylenglycol als
Nucleophil in der Alkoholyse des Epoxybutanoats 21 — einer
(R)-Carnitin-Vorstufe.[’”! Ein weiterer
Losungsansatz wird in einem Patent
beschrieben, das sich wieder mit der MQOCHZCC':*
Racematspaltung von 18 befasst: Hier 21
wurde 4-Hydroxybuttersidure als Nu-
cleophil verwendet, dazu die Lipase aus einer Alcaligenes-
Spezies®  Der entsprechende Ester 18a (R=
CH,CH,CH,COOH) konnte vom nicht umgesetzten 18
getrennt werden, indem das Reaktionsgemisch mit einer mild
alkalischen Losung gewaschen wurde.

Die durch die Lipase B aus Candida antarctica katalysierte
Aminolyse des 2-Chlorethylesters von Ibuprofen (22) ist ein
gutes Beispiel fiir den in Gleichung (7) beschriebenen Pro-
zess.[” Die Verwendung von NH; als Nucleophil erhéhte die

Enantioselektivitdt der Reak-

tion gegeniiber der enzymati- )\/©)\0000H CH.CI
schen Alkoholyse bedeutend S
(E=28 bzw. 3, Losungsmittel 22
tert-Butylalkohol). Die Lipa-

sen aus Candida antarctica (SP435) und aus Humicola-Spezies
(SP398) scheinen fiir diese Reaktion besonders effektiv zu
sein, da sie hohe NH;-Konzentrationen (bis zu 2.5 M) tolerie-
ren. Hinzu kommt, dass viele Amide in organischen Losungs-

mitteln nur wenig 16slich sind und daher wéhrend der
Reaktion ausfallen, was ihre Isolierung erleichtert.

4.1.1.4. Kinetische Racematspaltung von Hydroperoxiden und
Lipase-vermittelte Bildung von Peroxycarbonsiuren

Hydroperoxide konnen von in organischen Lésungsmitteln
suspendierten Hydrolasen als Nucleophile akzeptiert werden.
Die kinetische Racematspaltung von Hydroperoxiden (z.B.
23) mit der Lipase aus Pseudomonas fluorescens wurde

COOMe
OOH

— 23

beschrieben,™! wobei auch die spontane Zersetzung acylier-
ter Hydroperoxide in Carbonsédure und Keton genutzt wurde.
Beispielsweise wurde in Cyclohexan als Losungsmittel (S)-1-
Phenethylhydroperoxid bei einem Umsatz von 60 % enantio-
merenrein hergestellt.

In einem interessanten Ansatz wurden immobilisierte
Lipasen verwendet, um Peroxycarbonsiuren in einem geeig-
neten organischen Losungsmittel direkt aus der jeweiligen
Carbonsdure und Wasserstoffperoxid zu erzeugen. Diese
unter sehr milden Reaktionsbedingungen gebildeten Peroxy-
sduren konnen unmittelbar fiir die nichtstereoselektive Ep-
oxidierung von Alkenen verwendet werden (Schema 3).1°7)

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341
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R)J\OOH R™ "OH
H,0 Lipase H.0,

Schema 3. Chemoenzymatische Epoxidierung von Alkenen durch enzy-
matisch erzeugte Peroxycarbonsauren.

4.1.1.5. Kinetische Racematspaltung von Verbindungen mit
einem ,entfernten Stereozentrum

In allen bislang beschriebenen Beispielen wirkte die
Enzymselektivitit an einem Stereozentrum, das dem Ort
der Katalyse unmittelbar benachbart war. Allerdings kann ein
Enzym jedes Stereozentrum eines Substrats erkennen, egal
wie weit es von der katalytisch wichtigen Position entfernt ist,
da ja die gesamte Bindungstasche des Enzyms chiral ist. Diese
Eigenschaft ist in préparativer Hinsicht sehr ansprechend, da
das Einstellen der Konfigurationen solcher von den ein-
gesetzten chiralen Auxiliarien oder Katalysatoren entfernter
Stereozentren bei nichtenzymatischen Methoden ein noch
immer ungeldstes Problem darstellt. Trotzdem ist die Wir-
kung entfernter chiraler Zentren auf die Stereoselektivitét
von Hydrolasen nicht besonders intensiv untersucht worden,
und daher wurden auch nicht viele Beispiele veroffentlicht.!!]

Ein Beispiel fiir derartige Umsetzungen in organischen
Losungsmitteln ist die kinetische Racematspaltung der Ver-
bindung 24 — einer Vorstufe des a-Tocopherol-Analogons
MDL-73404. Die enzymatische Acylierung von 24 unter
Katalyse mit einer Lipase aus einer Pseudomonas-Spezies
(Lipase B, Sapporo) ermdoglichte die Isolierung des reinen
(S)-Enantiomers von 24 in 36 % Ausbeute.’™ Ein weiteres
Beispiel ist die enzymatische stereoselektive Veresterung

HO

24 25

racemischer a-Lipoinsdure 25 — einer Verbindung, in der die
Carbonsdurefunktion und das Stereozentrum vier C-Atome
auseinander liegen — mit Hilfe der Lipase aus Candida
rugose.’”l Es wurden mehrere Alkohole ausprobiert und
dabei die besten Ergebnisse mit n-Hexanol erzielt.

4.1.1.6. Dynamische kinetische Racematspaltung!'”’

Der Hauptnachteil der bisher beschriebenen kinetischen
Racematspaltungen ist, dass die maximal erzielbare Ausbeute
an einem Stereoisomer auf 50 % begrenzt bleibt. Ein mogli-
cher Ansatz, diese Einschriankung zu iiberwinden, ist die
chemische Weiterbehandlung des Reaktionsgemischs, das bei
der enzymatischen Acylierung erhalten wurde. So erwies sich
die Inversion des verbliebenen Alkohols mittels des Mit-
sunobu-Protokolls als recht erfolgreich, wie in Schema 4

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341

™S M Z0hc
\é Lipase PS
26
™S ™
S
™S :
. 1) AIBN; PPh,; AcOH \Q
2) LiAlH,; THF
s OAc (R)-26
\@ (R)-26a

Schema 4. Chemoenzymatische kinetische Racematspaltung von 26.
AIBN = Azobisisobutyronitril.

beispielhaft gezeigt wird. Reduktion des Acetats (+)-(R)-26a
mit LiAIH, ergab den Alkohol (+)-(R)-26 in einer optischen
Reinheit von 87.5% ee, die durch ein einziges Umkristallisie-
ren auf iiber 99 % ee gesteigert werden konnte (73 % Gesamt-
ausbeute bezogen auf den racemischen Alkohol 26).0101

Ein komplementérer Ansatz ist die ,,dynamische kinetische
Racematspaltung* (DKR).I'"I Dieser Prozess ist eine Art
asymmetrische Umwandlung zweiter
Ordnung!'® und umfasst alle Pro- Enzym
zeduren, die eine In-situ-Racemisie- 150 o Ea——

{schnell)
rung des Substrats vor der enantiose-
lektiven Reaktion erlauben, so dass
im Prinzip das Ausgangsmaterial (R} A Enzym
quantitativ in ein einziges Stereoiso- (langsam)

mer des Produkts umgewandelt wer-
den kann. Damit eine DKR effektiv
sein kann, muss sich das Gleichge- ;

R K zym erzeugt die Pro-
wicht zwischen den Isomeren der dukte aus den beiden
Reaktanten rasch einstellen, Wo-  in einem schnellen
durch die Entfernung eines Isomers  Gleichgewicht stehen-
zum geschwindigkeitsbestimmenden ~ den Enantiomeren un-
Schritt wird (Schema 5). Da das En- terschiedtich schnell.
zym wéhrend der ganzen Reaktion
immer ein racemisches Substrat vor sich hat, wird die optische
Reinheit des Produkts unabhéngig vom Umsatz und hangt
nur vom Enantiomerenverhiltnis E ab [GI. (8)].

Schema 5. Dynamische
kinetische Spaltung ei-
nes Racemats. Das En-

_E-1 ®)
eefEle

Die Kinetik der DKR wurde 1993 beschrieben,'® und
einige zum Thema dieser Ubersicht gehorende Beispiele
wurden verdffentlicht. Die In-situ-Racemisierung vollzieht
sich ebenfalls durch Bindungsbruch und -bildung, und diese
wurden entweder durch Nutzen der Aciditit eines an ein
bestimmtes Stereozentrum gebundenen Protons oder durch
Bilden eines Stereozentrums aus achiralen Vorlaufern er-
reicht. Letzteres war bei der DKR von Cyanhydrinen!!®
(siche Abschnitt 4.1.2) und Halbthioacetalen der Fall.['%]

Wie in Schema 6 gezeigt, wurden Thiole und Aldehyde
vermischt, um racemische Halbthioacetale zu bilden, von
denen im Wesentlichen jeweils nur ein Enantiomer durch die
Lipase aus Pseudomonas fluorescens unter den gegebenen
Reaktionsbedingungen acyliert wurde. Die Racemisierung
der unumgesetzten Halbthioacetale wurde durch einen Kie-
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Q H
J_ + RSH —» /c,’\H + 5 “onc, A€
R™ "H R” “SR' R SR! Lipase R “sR?
TBME, 30 °C
l Kieselgel

Schema 6. Enzymvermittelte DKR eines epimerisierenden Halbthioace-
tals.

selgel-katalysierten  Dissoziations-Rekombinations-Prozess
erreicht. Am besten verlief die Umsetzung bei den Substi-
tuenten R=AcOCH,, R!'=n-Octyl: Das acetylierte (S)-
Halbthioacetal wurde in 85% Ausbeute und mit >95% ee
erhalten.

Die Verbindungen 27-30 sind einige der ein labiles
Stereozentrum enthaltenden Molekiile, die erfolgreich einer
DKR unterworfen wurden. Die Alkoholyse des Dihydrooxa-
zolons 27, katalysiert durch Lipozym, konnte bis zu Ansatz-
groBen von 200 gL' durchgefiihrt werden, und das Produkt

j%o Hpj\/cooau
Ph>\_

27
"

Y

(S)-31

Ph™ =0
(
(o)

R)-32
)
O™\ moH O N
~_ ~()yose
29 (9)-33

Cl [o] Cl O
/©/°\gkscmca /@/01)\0511
Cl (o]

(5)-31 wurde nach 24 h bei einem Umsatz von 96% mit
97% ee erhalten.l'® Durch Wahl der richtigen Lipase konnte
das Acetat (R)-32 bei einem Umsatz von 90 % enantiome-
renrein (>99% ee) erhalten werden,'”’l ebenso das Acetat
(8)-33 (>99% ee bei einem Umsatz von 99 % nach 18 h).[107]
Die Alkoholyse des Thioesters 30 unter Katalyse mit Lipase
PS ergab den Butylester (R)-34 bei einem Umsatz von 99 %
mit 75 % ee.[']

Erst vor wenigen Jahren gelangen DKRs durch geeignet
Kombination von Enzymen mit Ubergangsmetallen.[07> 109
Um solche Reaktionen nutzen zu konnen, muss natiirlich eine
weitere Bedingung erfiillt sein, ndmlich, dass der metall-
organische Katalysator das Enzym hinsichtlich Selektivitit
und Reaktivitdt nicht beeinflusst. Als Erstes wurde der
sekundidre Modellalkohol 35 in Gegenwart der Lipase aus
einer Pseudomonas-Spezies und eines geeigneten Ruthe-
niumkatalysators bei einem Umsatz von 60 % nach 72 h mit
98 % ee zum (R)-Acetat 35a acetyliert (Schema 7).''"% Me-
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OAc
@j\ Z0Ac, Lipase ©/\
Acetophenon (1 Aquw)

Ru-Katalysator, tBuOH 35a

Schema 7. DKR mit einer Kombination von Ubergangsmetall und Enzym.

chanistisch verlduft die Racemisierung des nichtumgesetzten
Alkohols iiber seine temporidre Oxidation, die durch das
Ubergangsmetall in Gegenwart eines Ketons (Acetophenon)
katalysiert wird. Die Optimierung der Reaktionsbedingungen
(ein anderer Rutheniumkatalysator und die Verwendung von
p-Chlorphenylacetat als Acyldonor) erméglichte die Isolie-
rung von 35a in 92 % Ausbeute und mit >99.5% ee.''!]

Die Lipase-katalysierte DKR von Aminen in Gegenwart
von Palladiumkatalysatoren wurde ebenfalls publiziert.['!?]
Beispielsweise wurde N-acyliertes Phenylmethylamin mit
99 % ee bei 75-77 % Umsatz erhalten.

4.1.1.7. Enzymatische Desymmetrisierung von prochiralen
und meso-Substraten!’’

Die enzymatische DKR ist ohne Zweifel ein sehr attrak-
tiver Prozess, aber Racemisierung und Racematspaltung
erfordern in der Regel miteinander nicht vereinbare Reak-
tionsbedingungen. Nur durch Auffinden der bendtigten
feinen Balance zwischen diesen beiden Reaktionen kann
eine solche DRK erreicht werden, wie im vorhergehenden
Abschnitt beschrieben ist.

Ein vielseitigerer Ansatz, enantiomerenreine Produkte in
quantitativer Ausbeute zu erhalten, ist die Nutzung einer
weiteren Eigenschaft der Hydrolasen - ihrer Féahigkeit,
enantiotope Gruppen von prochiralen oder meso-Verbindun-
gen zu unterscheiden. Hinzu kommt als weiterer Vorteil
dieses Vorgehens, dass, unabhingig vom stereochemischen
Ergebnis der enzymatischen Desymmetrisierung, einfach
beide Enantiomerenreihen zuginglich sind. Zu derartigen
Desymmetrisierungen sind bereits detaillierte Ubersichten
erschienen,'' weshalb im Folgenden nur einige Beispielfille
présentiert werden.

Bei den prochiralen Substraten wurde zunéchst die syn-
thetische Vielseitigkeit von 2-Methyl-1,3-propandiol 36 und
seinen Aquivalenten (X =Alkyl, Benzyl, Aryl, Alkenyl)
erkannt, und eine ausschlieBlich ihrer Herstellung, enzyma-
tischen Desymmetrisierung und Anwendung in der Synthese
gewidmete Ubersicht ist verfiigbar.!'*! So wurde die durch
Schweinepankreas-Lipase katalysierte Desymmetrisierung
des Diols 37 im 40-g-MaBstab durchgefiihrt.l''>] Das Mono-
butanoat 38, das mit 97.6 % ee in rund 74 % Ausbeute erhalten
wurde, war eine Schliisselzwi-
schenstufe in der Synthese
der beiden Enantiomere des
Monocarbamats 39, Metabo-
liten des antiepileptischen
Wirkstoffs Felbamat 40.

An C-2 monosubstituierte
Malonate sind mit 36 ver-
wandte Verbindungen. Eine
versuchte enzymatische De-

X

Ro L _or

36: X=Me;R'=R2=H

37: X=Ph;R'=R?=H

38: X=Ph; R'=H; R2=COPr
39%9a: X=Ph;R'=H;R2= CONH,
39h: X =Ph; R' = CONH, ; R?=H
40: X =Ph; R?=R?=CONH,

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341
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symmetrisierung von 41 unter wéssrigen Bedingungen schei-
terte, da das Methin-H im aktivierten Halbesterprodukt rasch
und unter Racemisierung austauscht. Dagegen ermoglichte
die Verwendung von Enzymen in organischen Losungsmitteln
die Herstellung beider — optisch labiler — Enantiomere 42a
und 42b und ihre Umwandlung in konformationsstabile
Verbindungen.[!6]

OMe 41: R'=R?=Me

R’ooc)\coow 42a: R'=Me; R?=Bn
42b: R'=Bn; R? = Me

Die Aminolyse oder Ammonolyse des zu 36 homologen
Dimethyl-3-hydroxyglutarats 43, katalysiert durch die Lipase
aus Candida antarctica in Dioxan, verlief ebenso hoch
enantioselektiv, und die entsprechenden enantiomerenreinen
Amide (R)-44 wurden nahezu quantitativ isoliert.''l Zur
Demonstration des préparativen Nutzens der optisch aktiven
Verbindungen (R)-44 wurde eine davon ((R)-44d) weiter zur
biologisch aktiven (R)-4-Amino-3-hydroxybuttersdure ((R)-
GABOB 45) umgesetzt.

OH OH

meooc._L__coowme meooc._L__conHr

43 44a: R=Bn; 44b:R=Bu
44C: R=Allyl; 44d: R=H
OH

Hooc. L _nH,

45

Bei den cyclischen Verbindungen wurde iiber die De-
symmetrisierung des prochiralen Ketons 46 durch enzymati-
sche enantioselektive Hydrolyse seiner Enolester in mit
Wasser gesittigtem organischem Losungsmittel berichtet
(Schema 8).[181

) OCOR
#OCOR
+
TsOH
Ph” \CN
46
Enzym
R'OH
0
+
Ph” CN Ph" “CN

Schema 8. Desymmetrisierung des prochiralen Ketons 46.

Bei der Desymmetrisierung prochiraler Verbindungen darf
die brillante Umsetzung der prochiralen 1,4-Dihydropyridine
47 nicht unerwihnt bleiben.['") Wie bereits frither diskutiert
wurde,P* kénnen die beiden Enantiomere (S)-48 und (R)-48
entweder mit der gleichen Lipase (Lipase AH) durch
Modulierung des Reaktionsmediums (iPr,O fiir (S5)-48 und
Cyclohexan fiir (R)-48) oder im gleichen Losungsmittel durch

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341

Verwendung zweier verschie-
dener Lipasen (Lipase AH fiir
(5)-48 und Lipase PS fiir (R)-
48) erhalten werden. Interes-
santerweise verhielt sich eine
mutierte Lipase PS, bei der
lediglich drei Aminosduren
durch ortsspezifische Muta-
genese ausgetauscht waren,
gleichartig wie die Wildtyp-
Lipase AH.[!]

Schema 9 zeigt beispielhaft die Desymmetrisierung einiger
cyclischer meso-Diole (Produkte 49 —52),['32*1 und Schema 10
stellt einige der aus dem Synthesebaustein 50 erhaltenen
Verbindungen vor. Auch iiber die enzymatische Desymme-
trisierung von acyclischen meso-Polyolen wurde viel geschrie-
ben.['?*] Zwei willkiirlich ausgewihlte Beispiele!'* 121 sind in
Schema 11 wiedergegeben.

O

47: R' = R? = CH,0COtBu
(R)-48: R = H; R2 = CH,0COtBu
(S)-48: R' = CH,0COtBu; R2= H

-~ C

HO\@,OH
OH
la) b) b) J b)
AcO\@,OH

OH
©:Z Aco’©‘on AOOQOH
6Ac
49 50 51 52

Schema 9. Desymmetrisierung von cyclischen meso-Diolen mit Isopro-
penylacetat als Acyllieferant. Eingesetzte Enzyme: a) Novozym 435,
b) Lipase aus Pseudomonas cepacia.

OH
(X
OAc 50

NH,

i OH MeOOC OH
v~ ~OH \©:OH
OH

OH

Schema 10. Durch konventionelle chemische Weiterumsetzung des enzy-
matisch erzeugten Monoacetats 50 erhaltene Verbindungen.
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OBn OBn
Z0Ac
HO OH - » HO OAc
Lipase aus

Schweinepankreas

87 % Ausb., 95 % ee

o @ ? ]
H OH H OH
HO™ % Zoac A0y
0 - /0

Lipase aus
Pseudomonas cepacia 86 % Ausb., 98 % ee

Schema 11. Lipase-katalysierte Desymmetrisierung von acyclischen meso-
Polyolen.

4.1.1.8. Kinetische Racematspaltung von
Organometallverbindungen

Organometallverbindungen werden in der modernen Or-
ganischen Chemie breit eingesetzt, und die Selektivitit von
Hydrolasen kann auch bei diesen nichtnatiirlichen Substraten
genutzt werden. In einigen wenigen Fillen war das Nicht-
Kohlenstoffatom das Stereozentrum, z.B. bei den Silylme-
thanolderivaten 53, die iiber eine durch die Protease Papain

Si
R g2 R2=Et, Pr

53

R = Ph, p-Me-CgH,, p-F-CgH,

katalysierte Acylierung mit 5-Phenylpentanséure in wasser-
gesittigtem 2,2,4-Trimethylpentan in ihre Enantiomere ge-
trennt wurden.['??l Haufiger — wie bei den Organozinn- und
Organosiliciumverbindungen 54—57 (R in 57 variabel) — war
das Metallatom lediglich eine weitere funktionelle Gruppe,

R™ “SnMe, RX/\SnBu3

R™F"snBy, j\/\sma
54 55 56 57
die bei den weiteren Umsetzungen einen grofleren Spielraum
eroffnete. Die Lipase-katalysierten Racematspaltungen die-
ser Verbindungen!'>-12% sind weitere Beispiele fiir die in
Abschnitt 4.1.1.1 beschriebenen Verfahren.

Die Kompatibilitdt von Metallatomen mit Enzymaktivitét
und -selektivitdt wird bei der Verwendung planar-chiraler
Organometallverbindungen (die beispielweise zur (Aren)-
Cr(CO);-Serie gehoren) als Substrat noch deutlicher. So
ergab die Veresterung der Chromkomplexe 58 mit Vinyl-
estern in Gegenwart der Lipase einer Pseudomonas-Spezies
den entsprechenden (S)-Ester und den verbleibenden (R)-
Alkohol, wobei die optische Reinheit der Produkte vom
Acyldonor abhing.'”l In dhnlicher Weise ermdglichte die
durch Lipase PS katalysierte Desacylierung der Oximacetate
59 mit nBuOH die Spaltung des racemischen Gemischs.['?®]
Der E-Wert war zwar nicht besonders hoch, aber durch
Modulieren des Reaktionsmediums gelang eine Umkehrung
der enzymatischen Enantioselektivitit.
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0
o oy
X X
r(CO), 58 Cr(CO), 59

X = Me, OMe, SiMe, X = Me, OMe, CI, F
Die effiziente enzymatische Erzeugung von optisch aktiven
Ferrocenylalkoholen ging von racemischen meso-Vorstufen

wie 60 und 61 aus und wurde von mehreren Autoren
beschrieben.[00b] [129]

60 61

4.1.1.9. Kinetische Spaltung von Racematen ohne chirales
Kohlenstoffzentrum

Die letzten Beispiele des vorangegangenen Abschnitts
belegen, dass Hydrolasen nicht nur Molekiile mit einem oder
mehreren Stereozentren selektiv erkennen kdnnen, sondern
auch in der Lage sind, die kinetische Racematspaltung
anderer chiraler Verbindungen zu katalysieren. Entsprechend
wurde auch iiber die Racematspaltung eines axial-chiralen
priméren Allenalkohols des Typs 62 sowie der Alkene 63 und
64 berichtet, wenngleich mit méBigen Selektivitidten.['30 131
Die Racematspaltungen beim Spirodiol 65 und beim axial-
chiralen [1,1’-Binaphthyl]-2-2’-diol 66 gelangen effizien-
ter.[132.133]

OH
= Ncw, TOH R R
63 64

n
62
l ! OH
OH OH
\ 99
65

Sehr interessante Ergebnisse wurden auch iiber die Tren-
nung racemischer Bis(hydroxymethyl)[7]thiaheterohelicene
6734 und die Desymmetrisierung von Calix[4]arenderivaten
6803 berichtet.

66

OH
—e S
sge (

@ 71

67 68

4.1.2. Regioselektivitit von Hydrolasen

Laut Definition der IUPAC ist “a regioselective reaction
one in which one direction of bond making or breaking occurs
preferentially over all the other possible directions.[3¢]
Bereits 1985 wurde iiber die regioselektive Acylierung von

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341
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einfachen aliphatischen Glycolen durch Einwirkung von
Schweinepankreas-Lipase berichtet.[*”) Seitdem ist die Fihig-
keit von Hydrolasen, derartige Umwandlungen in organi-
schen Losungsmitteln zu bewirken, extensiv zur Modifizie-
rung anderer Diole und polyfunktioneller Verbindungen —
wie Kohlenhydrate, Steroide und Alkaloide — genutzt worden.

Als Erstes sei auf die Kohlenhydrate eingegangen. Hier
mochten wir zunidchst die bahnbrechenden Studien von
Klibanov etal. iiber die Verwendung von Lipasen zur
regioselektiven Veresterung von priméren!®® und sekundéren
Hydroxygruppen!®! von Monosacchariden sowie iiber die
Verwendung der Protease Subtilisin fiir die Modifikation der
primédren Hydroxygruppen sowohl von Di- und Oligosaccha-
riden als auch von natiirlichen Glycosiden wiirdigen.'*"] Die
in diesen Veroffentlichungen beschriebenen Substrate (von
denen einige in Abbildung 9 wiedergegeben sind) verdeutli-
chen beispielhaft die Vielseitigkeit der Methodik, und sie

o]
HO - e
HON ] on Ho Ho
Toigon ARV, o
HO OH H

Sucrose Lactose

/
/ OHo
OH 0] OH0 H?‘l% OH
HO 0 OH H 0
H%’ H;%' FB%’.OH

Cellobiose Maltose
/
OH 0
"Ro
H Ho
HO ” OHO
o OH
Maltotriose H
CH,OH NH,
HO * N l/L
HO |
HO (8 P
HO OH HO o NN
g?ZMOH NN 0
on. QI
- NL(NH OH OH
Salicin Ribofiavin Adenosin

Abbildung 9. Zucker und natiirliche Glycoside, die in DMF durch
Subtilisin katalysiert an den gekennzeichneten Stellen acyliert wurden.

konnen als ,,natiirliche Ahnen“ der vielen Anwendungen
betrachtet werden, die seitdem beschrieben wurden. Da
dieses Thema bereits durch neuere Ubersichten und Bii-
cherl!] abgedeckt ist, sollen hier nur wenige Beispiele
vorgestellt und kommentiert werden; dabei wurden insbe-
sondere Lipasen und Proteasen eingesetzt.
a) Die Katalyse einer Schutzgruppeneinfithrung in chemoen-
zymatischen Synthesen von Zuckerderivaten: Beispiels-
weise wurde die Subtilisin-katalysierte Veresterung von

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341

Lactosiden in einem chemoenzymatischen Zugang zu
6’-Desoxy-6'-fluor- und 6-Desoxy-6-fluorlactosiden ge-
nutzt.l'2l Des Weiteren wurde die Acylierung von Zuk-
kerbenzylidenderivaten — niitzlichen Zwischenstufen bei
der Synthese von Oligosacchariden — beschrieben. So
ergab die Veresterung von 4,6-O-Benzyliden-a-D-gluco-
pyranosid 69 mit Vinylacetat unter Einwirkung der Lipase
aus Pseudomonas cepacia quantitativ das 2-O-Acetat 69 a.
Mit dhnlichen Zuckerderivaten arbeiteten auch zwei
weitere Forschergruppen. 43 144

Ph’VoO o

HO

69: R=H
RO 69a:R=Ac
Me

b) Die Synthese spezifischer Ester natiirlicher Glycoside:
Unter anderem wurde der chemoenzymatische Weg zu
Malonylestern der Flavonoidglycoside Isoquercitrin, Ru-
tin und Naringin*! sowie von Ginsenosid Rg, beschrie-
ben.[14]

c) Die Verbesserung der Kenntnisse iiber die Selektivitit von
Hydrolasen: Die rationale Steuerung der enzymkataly-
sierten Regioselektivitit wurde an der Acylierung von
Sucrose mit Vinylestern in organischen Medien als Modell
untersucht.l'¥]

d) Die Produktion von Zuckeracrylaten — geeigneten Mono-
meren fiir die Herstellung neuer polymerer Hydrogele!'**!

e) Die Produktion von Biotensiden!'*’)

Die erste iiber die selektive Acylierung von polyhydroxy-
lierten Steroiden publizierte Arbeit beschrieb die komple-
mentédre Regioselektivitidt von zwei Hydrolasen, der Lipase
aus dem Chromobacterium viscosum (CvL) und Subtilisin,
beziiglich der Substitution des tetracyclischen Geriists.['*" In
Abbildung 10 ist dies fiir das dihydroxylierte Modellsteroid 70
illustriert (dieses Phénomen ist recht verbreitet und wurde

’/ Subtilisin

Lipase aus OH
Chromobacterium
viscosum

HO ) 70

Abbildung 10. Angriffsstellen bei der durch CvL und Subtilisin kataly-
sierten Acylierung von 5a-Androstran-34,175-diol 70.

auch bei anderen Polyhydroxyverbindungen beschrie-
benl® 1311) Die Reaktivititen zahlreicher Hydroxysteroide
in Gegenwart dieser zwei Enzyme wurden untersucht. Dabei
stellte sich heraus, dass die CvL-Lipase sehr empfindlich auf
die unmittelbare Umgebung der C-3-OH-Gruppe anspricht:
Nur Steroide mit einer trans-A/B-Ringverkniipfung und der
C-3-OH-Gruppe in dquatorialer (-) Position wurden akzep-
tiert. Dagegen war die CvL-Lipase sehr unempfindlich gegen
Variationen in der Seitenkette. Umgekehrt konnten Verén-
derungen am A- oder B-Ring die Acylierung der Steroide
durch Subtilisin nicht sonderlich beeinflussen, was die Prife-
renz dieser Protease fiir C-17- oder Seitenketten-Hydroxy-
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gruppen bestdtigte. Die Wirksamkeit zweier weiterer Lipasen
— aus Candida rugosa' und aus Candida antarctica™ —
wurde anschlieBend fiir verschiedene Steroide untersucht,
wobei sich ergab, dass diese Enzyme weniger strikte stereo-
chemische Anspriiche haben. Das letzte Enzym wurde auch
zur regioselektiven Veresterung der C-2-OH-Gruppe zahlrei-
cher Ecdysteroide eingesetzt (z.B. 71 zu 71a).54

RO OH

71: R=H

HO™ >4 71a: R=Ac

Fine interessante Anwendung enzymatischer Regioselek-
tivitit wurde von Margolin et al. berichtet.'> Sie stellten
durch die aufeinanderfolgende Verwendung verschiedener
Hydrolasen viele O-Acylderivate des Alkaloids Castanosper-
min 72 her (Schema 12), die sich als bis zu zwanzigmal so
wirksam wie Castanospermin selbst bei der Inhibierung der
HIV-Replikation herausstellten.

HO

H? H OH HO H QCOR

ZOCOR

Z0OCOR
—_—

—_—
Subtilisin HO™ Lipase aus C.v.

Schema 12. Synthese mehrerer Acylderivate des Alkaloids Castanosper-
min 72 durch den Einsatz mehrerer Hydrolasen nacheinander.

Im Prinzip kann man diese Veroffentlichung auch als
Vorstufe der ,kombinatorischen Biokatalyse* betrachten,
eines neueren Ansatzes zur Wirkstoffsuche.l'>*) So wurde die
gleiche enzymatische Strategie angewendet, um eine kom-
binatorische Bibliothek aus 167 unterscheidbaren, selektiv
acylierten Derivaten des polyhydroxylierten Flavonoids
Bergenin 73 mit einem Syntheseroboter in 96er-Mikrotiter-
platten herzustellen. Zusitzlich wurden durch Einsatz von
Enzymen, die verschiedenen Klassen angehorten, bis zu 600

:/OH
H PhCO:!‘lH o
74: R=H
73 0CO(CH,),CO-
Ho L0,
“R= OH
74a: R HO ol

74b: R = CO(CH,),COOH
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Bergeninderivate automatisch erzeugt.'”’! Andere Leitstruk-
turen, die in dhnlicher Weise derivatisiert wurden, sind das
Antibiotikum Erythromycin und das Tumortherapeutikum
Paclitaxel 74. Die letztgenannte Verbindung ist sehr schlecht
wasserloslich — ein Problem, das durch selektive enzymatische
Modifizierung seiner Seitenketten-C-2'-OH-Gruppe und wei-
tere enzymatische Modifizierungen gelost werden konnte. So
ist etwa das glucosylierte Derivat 74a 60 Mal 16slicher als 74
und das Sdurederivat 74b sogar mehr als drei Grofen-
ordnungen besser 16slich.[15®]

Natiirlich ist dieser Ansatz nicht auf komplexe Molekiile
beschrinkt, sondern kann genutzt werden, um jede Art
organischer Verbindungen mit einer funktionellen Gruppe
zu derivatisieren, z.B. Polybenzylester, die zur Herstellung
von Amid-Bibliotheken verwendet wurden.!'>’)

Der kombinatorische biokatalytische Ansatz zeigt schon
die Vielseitigkeit der Hydrolasen beziiglich der Acylierungs-
mittel, die keineswegs auf einfache aliphatische Sdurederivate
wie Acetate und Butanoate beschriankt sind. Allerdings ist es
nicht wahr, dass jedes Substrat mit jeder Art Sdurerest acyliert
werden kann. Wie in einigen Berichten herausgestellt wur-
de 4L 191 st es vielmehr wahrscheinlich, dass eine gegen-
seitige sterische Hinderung zwischen groflen Acylgruppen
und groBen Nucleophilen auftritt, wobei die letzten nicht an
die katalytisch aktive Stelle gelangen und damit von einem
Angriff auf das Acyl-Enzym-Intermediat abgehalten werden.

4.1.3. Chemoselektivitit von Hydrolasen

Chemoselektivitidt ist “the preferential reaction of a
chemical reagent with one of two or more different functional
groups“.[* Diese Figenschaft wurde fiir die selektive Mo-
noacylierung von Aminoalkoholen und Sulfanylalkoholen
genutzt. 1989 beschrieben Klibanov und Mitarbeiter die
unerwartete Selektivitidt der Lipase aus Aspergillus niger bei
der Acylierung von 6-Amino-1-hexanol, die derjenigen der
chemischen Reaktion entgegengesetzt war.l'] Die ausge-
priagte Bevorzugung der Hydroxygruppen-Veresterung er-
moglichte es den Autoren, zahlreiche O-acylierte Aminoal-
kohole in guten Ausbeuten herzustellen, ohne Schutzgruppen
zu verwenden. Bei einer detaillierten Untersuchung ergab
sich, dass das Verhiltnis von O- zu N-Acylierung betrachtlich
vom Losungsmittel abhing.'®] Beispielsweise #nderte sich
dieses Verhiltnis bei der mit der Lipase aus Pseudomonas
cepacia katalysierten Acylierung von N-a-Benzoyl-L-lynisol
75 mit Trifluorethylbutyrat von 1.1:1 in fert-Butylalkohol auf
21:1 in 1,2-Dichlorethan. Andere Autoren stellten fest, dass

HZN\/\/Y\OH (o] o]
o NH /U\s/\gko/
76

. D

Schweinepankreas-Lipase in der Lage war, die selektive
O-Acylierung von 2-Sulfanylethanol mit Ethylcarboxylaten
zu Katalysieren.'®2 Dagegen katalysierten sowohl diese
Lipase wie auch die Lipase aus Pseudomonas cepacia in

Angew. Chem. 2000, 112, 2312-2341
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Hexan ausschlieBlich die Thioumesterung des Thioesters 76
mit Propanol.[*]

Sowohl die in Abbildung 9 angedeutete Acylierung der
Zuckereinheit des Nucleotids Adenosin 77041 als auch die
Acylierung der Hydroxygruppen des Alkaloids Castanosper-
min 72 (siche Schema 12)'3] sind Beispiele fiir chemoselek-
tive Umsetzungen. Durch die Protease Subtilisin bevorzugt
O-acyliert wurde auch das ebenfalls bioaktive Alkaloid
1-Desoxynojirimicin 78, und zwar selektiv an den C-6- und/
oder den C-2-OH-Gruppen, obwohl eine potentiell reaktivere
Aminogruppe vorlag.['3]

NH,
OH
Nj SN
HO I | ) HO,, ~OH
o™ N OH
'?‘
H OH H

77 78

Uberraschenderweise ist die NH,/OH-Chemoselektivitit
dieses Enzyms in der Peptidsynthese umgekehrt. So konnten
Aminosdurederivate mit Seitenketten-OH-Gruppen (z.B.
Serin, Threonin oder Tyrosin) ohne Schiitzen der OH-
Gruppen eingesetzt werden, wie die Synthese von Dipeptid-
fragmenten des ,,Octapeptids T belegt.['®"]

4.1.4. Technische Anwendungen!'*¥

Mehrere Firmen produzieren gegenwdrtig niitzliche Zwi-
schenstufen mit Hilfe enzymkatalysierter Reaktionen in
organischen Losungsmitteln. Sie halten ihre Prozesse aller-
dings weitgehend geheim, so dass es oftmals schwierig ist,
iiber diese oder auch nur die verwendeten Substrate und
Enzyme etwas zu erfahren. Im Folgenden werden einige
Beispiele vorgestellt, die aus der wissenschaftlichen und der
Patentliteratur extrapoliert werden konnten.

Die Verbindung SCH 51048 83 von Schering-Plough ist ein
antimykotisches Azolderivat, das sich gegenwirtig in Phase II
der klinischen Priifungen befindet. Die Syntheseroute zum
eigentlichen Wirkstoff durchléduft eine Schliisselzwischenstu-
fe, das (2R,4S)-Phenylsulfonat 82 (Schema 13). Die Kon-
figuration an C-2 und C-4 des Tetrahydrofuranrings von 82
wird iiber eine lod-induzierte Cyclisierung des chiralen
Monoesters 80 zu 81 erreicht, an die sich der Ersatz der
Iodfunktion durch Natriumtriazolid anschlieft. Die Verbin-
dung 80 selbst wird durch enzymatische Acetylierung des
Diols 79 in Acetonitril mit der Lipase B aus Candida
antarctica (Novozym 435) und Vinylacetat erhalten. Acetoni-
tril wurde als Losungsmittel gewéhlt, weil der anschlieende
Cyclisierungsschritt ebenfalls bei 0°C in Acetonitril ausge-
fiihrt wird. Dazu werden die Enzymperlen abfiltriert und im
verbleibenden Reaktionsrohgemisch die Cyclisierung durch-
gefiihrt. Dieser enzymatische Prozess lduft kontinuierlich im
PilotmaBstab, um das Material fiir die klinischen Priifungen
zu liefern.[13]

Von Bristol-Myers Squibb wurde die Racematspaltung von
84 durch eine mit der Lipase PS-30 katalysierte Acetylierung
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Schema 13. Synthese von SCH 51048 83.

in 640-L-Ansédtzen durchgefiihrt. Dazu wurden in Toluol
4¢L"! racemisches 84, 2Vol-% Isopropenylacetat,
0.05 Vol.-% destilliertes Wasser und 1 Gew.-% rohes Lipa-
se-PS-30-Pulver (auf das Volumen der Losung bezogen)
umgesetzt. Der Reaktor wurde bei 37 °C 20 h mit 150 Umin™!
geschiittelt und lieferte das nichtumgesetzte (R)-(+)-84 mit
einem ee-Wert von 99.5% in 48 % chemischer Ausbeute.['*]
Auch andere pharmazeutische Zwischenprodukte wurden
von dieser Forschungsgruppe im Multigramm-Maf3stab her-
gestellt. Beispielsweise wurde 4-Chlor-1-fluorphenylbutanol
85, eine mogliche Zwischenstufe fiir die Synthese des
potentiell antipsychotischen Wirkstoffs BMS 181100 86, mit
Isopropenylacetat und der Lipase PS-30 in Heptan in die
Enantiomere getrennt. Der (S)-Alkohol wurde in 42%

o
O XN NN
W .

86 F
o} (0] SO;H-NH
o B\/OEt ©/ \©/\/\/ 3 3
sRsaee ofors
) o)\’<
(5)-87
88

0
H H
ZHNWN\/\/\/\KN% ol
z H
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Ausbeute mit >99% ee erhalten und das (R)-Acetat mit
92.6 % ee beim Abbrechen der Reaktion nach einem Umsatz
von 46 % isoliert.'”] Die chirale Zwischenstufe (5)-87 wurde
fur die Totalsynthese eines Inhibitors der Squalen-Synthase,
BMS-188494 88, der als Anticholesterin-Medikament ein-
gesetzt werden kann, hergestellt. Die kinetische Racemat-
spaltung der Vorgingerverbindung [1-Hydroxy-4-(3-phenyl-
oxyphenyl)butyl]phosphonsiure-diethylester wurde in Toluol
ausgefiihrt; verwendet wurde die Lipase aus Geotrichum
candidum mit Isopropenylacetat als Acylierungsmittel; die
Reaktionsausbeute war 38 % und der ee-Wert 95 %.['%] Die
stereoselektive Acetylierung von racemischem 89 (Z = Ben-
zyloxycarbonyl), einer Vorstufe des Tumortherapeutikums-
Antibiotikums und Immunsuppressivums (—)-15-Desoxy-
spergualin, wurde zur Abwechslung in Ethylmethylketon
durchgefiihrt, und zwar mit einer Lipase aus Pseudomonas sp.
(Lipase AK) und mit Vinylacetat. Fiir das (S)-Acetat war die
Reaktionsausbeute 48% und der ee-Wert 98 %, der nicht-
umgesetzte Alkohol wurde in 41 % Ausbeute mit 98.5% ee
erhalten.['®]

Die Forschungsgruppe von Chiroscience Ltd. entwickelte
eine effiziente Lipase-katalysierte Veresterung von racemi-
schem/meso-Hexan-2,5-diol 90 verbunden mit einer Sequenz
aus Mesylierung und Verdrdangung, bei der sowohl Hexan-
(2R,5R)-diol 91 als auch Hexan-(2S,55)-diol 92 in 99 % ee und
99 % de erhalten werden, ohne dass ein chromatographischer
Schritt notwendig ist (Schema 14).791 Diese Verbindungen
sind wichtige Zwischenstufen in der Synthese von 2,5-
disubstituierten Pyrrolidinen und von Phosphanliganden, die
fiir asymmetrische Hydrierungen interessant sind. Dieser
volumeneffiziente Prozess wurde im Multikilogramm-Ma@-
stab durchgefithrt und kann auf andere Diole ausgedehnt
werden.

Der Prozess, der wahrscheinlich wirklich groBtechnisch
durchgefiihrt wird, ist die enzymatische Racematspaltung von
Aminen, wie sie von einer Forschungsgruppe der BASF

OH
90
H
Vinylpropionat
Chyrazyme L-2
Heptan
OCOEt OCOEt OH
. * + /\/\/
OH COEt OH
99% ee 97% ee 99% ee
94% de 73% de 95% de
1. MesCl, Et;N 1. Waschen mit Wasser,
2. KOAc, DMF eindampfen
3. KOH, MeOH 2. Umkristallisieren
4. Umkristallisieren
OH OH
/:\/\/
91 H g2 OH

Schema 14. Herstellung enantiomerenreiner C,-symmetrischer Diole.
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entwickelt wurde.['"! Hierbei wird ein racemisches Amin oder
ein racemischer Aminoalkohol enantioselektiv in Gegenwart
einer Hydrolase und eines Esters acyliert, dessen Sdurekom-
ponente ein Fluor-, Stickstoff-, Sauerstoff- oder Schwefelatom
in der Nihe der Carbonylgruppe enthilt (Schema 15). Das
Acylierungsmittel kann beispielsweise Ethylmethoxyacetat
sein, und im Anschluss an die Abtrennung des nichtumge-
setzten (S)-Amins durch Extraktion oder Destillation wird
das Methoxyacetamid des (R)-Amins chemisch hydrolysiert
und das entstandene Amin entweder isoliert oder nach
Racemisierung wiederverwendet.

racemisches Amin + Methoxyacetat

Lipase

(S)-Amin  + Methoxyacetamid des (R)-Amins wiederverwerten
isoliert durch
Destillation oder

Hydrolyse
Extraktion Y Y

(R)-Amin + Methoxyessigsdure

isoliert durch
Destillation oder
Extraktion

Schema 15. BASF-Prozess zur kinetischen Racematspaltung von Aminen.

4.1.5. Sonstige Anwendungen von Hydrolasen

Die enzymkatalysierte Umesterung mit 1,3-regiospezifi-
schen Lipasen kann verwendet werden, um wertvolle Speise-
fette fiir StiBwaren zu produzieren. Zurzeit produzieren
Unichema in Europa und Fuji Oil in Japan mehrere hundert
Tonnen von Kakaobutter-dquivalenten Fetten (Kakaobutter
ist das Fett, das Schokolade die erforderlichen Kristallisa-
tions- und Schmelzcharakteristika verleiht) durch Umeste-
rung des billigen Sonnenblumendls, das besonders reich an
Olsdure ist, mit Stearinsiure.ll Diese Prozesse werden in
einem losungsmittelfreien Reaktor mit gepacktem Bett durch
die Lipasen aus Rhizomucor miehei (Unichema)l'” bzw.
Rhizopus (Fuji Oil)['73] katalysiert.

Die Verwendung von Lipasen hat sich als besonders
vorteilhaft fiir die Synthese partieller Glyceride herausge-
stellt, die labile Substituenten wie 8-Apo-f-carotinsdure
enthalten, die einem chemischen Prozess nicht standhalten
wiirden.[74]

Fettsdureester von Kohlenhydraten sind wegen ihrer ober-
flichenaktiven Eigenschaften potentiell als Tenside, fiir Ess-
waren und Futtermittel, in Kosmetika und Pharmazeutika
interessant. Ein vielversprechender enzymatischer Zugang zu
dieser Verbindungsklasse wurde bei Novo Nordisk entwik-
kelt. Die Monoester von Alkylglycopyranosiden wurden in
grolem Maf3stab in mehr als 90 % Ausbeute durch die direkte
enzymkatalysierte Veresterung von Glucopyranosiden mit
langkettigen Fettsduren in einem losungsmittelfreien Prozess
hergestellt.'] In einer Pilot-Produktion wurde diese Metho-
de im 20-kg-MaBstab mit einem Gemisch aus a- und $-Ethyl-
D-glucopyranosid getestet, das durch direkte Glucosylierung
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von Glucose in Ethanol in Gegenwart eines Ionenaustau-
scherharzes und von 5 Gew.-% der immobilisierten Lipase
aus Candida antarctica als Katalysator hergestellt worden war.
Die 6-O-Monoester wurden in 85-90% Ausbeute innerhalb
von 24 h erhalten, und das Enzym konnte mehrere Male ohne
splirbaren Aktivitdtsverlust verwendet werden. In anderen
Veroffentlichungen wurden Abhilfen gegen die geringe Los-
lichkeit der Zucker in den geschmolzenen Fettsduren be-
schrieben: die Verwendung von Butylglycosiden!'”! oder
Zuckeracetalen!'”! sowie die Zugabe geringer Mengen als
Adjuvantien dienender organischer Losungsmittel, die etwas
Fliissigphase aufrecht erhielten.[””]

Lipasen und Proteasen wurden auBlerdem fiir die Herstel-
lung von Zuckeracrylaten, die sich fiir die Herstellung
polymerer Hydrogele eignen, in grolem MaBstab einge-
setzt.l'8 Eine chemoenzymatische Zweistufenstrategie wurde
fiir die Synthese von Polyzuckeracrylaten entwickelt.'*¥! Im
ersten Schritt wurde ein Enzym verwendet, um die regiose-
lektive Acryloylierung des Zuckers zu katalysieren; danach
wurde der derivatisierte Zucker chemisch polymerisiert
(meist radikalisch), was langkettige, lineare Polyzuckeracry-
late ergab. Dem ersten Bericht von Klibanov und Mitarbei-
ternl' folgten weitere Arbeiten, in denen mit Hilfe Hydro-
lase-katalysierter Prozesse diverse Oligomere und Polymere
durch Polykondensationen vom A-B-Typ['®) und vom AA-
BB-Typl'®! sowie durch ringéffnende Polymerisationen!'s
hergestellt wurden.

Eine weitere interessante Anwendung von Hydrolasen in
organischen Medien ist die Synthese von Peptiden.'®] In
einer der ersten Veroffentlichungen zu diesem Thema steht,
dass die Enantioselektivitdt von Serin-Protease in organi-
schen Losungsmitteln drastisch nachlisst.'**! Dieser Befund
erdffnete die Moglichkeit, p-L- und D-D-Peptidbindungen
durch Verwendung einer Protease zu erhalten,['3¥ eine Trans-
formation, die in Wasser wegen der strikten Selektivitidt des
Enzyms fiir L-Aminoséduren nicht moglich ist. Hinzu kommt,
dass dieses System eine einzigartige Regio- und Chemoselek-
tivitdt aufweist. Wurde beispielsweise Lysin als Amindonor
ohne Schiitzen seiner Seitenkette verwendet, erfolgte die
Subtilisin-katalysierte Bildung der Peptidbindung in tert-
Amylalkohol selektiv an der e-Aminogruppe.!'*! Hydrolasen
wie etwa Lipasen, die in Wasser nicht proteolytisch wirken,
sind in der Lage, den Acyltransfer auf ein Aminnucleophil zu
katalysieren. Dementsprechend wurden mehrere Lipasen
verwendet, um die Kniipfung von Peptidbindungen zu
katalysieren.['87]

SchlieBlich verdient noch die Verwendung von Lipasen
auf dem Gebiet der Geruchs- und Geschmacksstoffe Er-
wihnung.'®! In diesen Fillen ist die enzymatische Um-
wandlung selbst in der Regel recht trivial, z.B. die Ver-
esterung von Citronellol mit Essigsdure in Gegenwart von
Molekularsieb zur Entfernung des Reaktionswassers,['*] aber
die Produkte konnen wegen der Bezeichnung ,natiir-
lich“ wertvoll sein. In vielen Lindern ist gesetzlich vor-
geschrieben, dass ein Produkt — wie etwa ein Lebensmittel-
zusatz — nur dann als natiirlich bezeichnet werden darf,
wenn seine Herstellung keinen ,,chemischen® Schritt enthilt.
Enzymatische Umwandlungen werden dabei als ,,natiirlich®
angesehen.
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4.2. Der Einsatz weiterer Enzyme in organischen
Losungsmitteln

In allen bislang diskutierten Beispielen wurde die Verwen-
dung von Hydrolasen behandelt. Dabei gibt es auch andere
Enzymklassen, die in nichtwéssrigen Medien nutzbringend
angewendet worden sind, wie in den folgenden Abschnitten
gezeigt werden wird.

4.2.1. Hydroxynitril-Lyasen

Hydroxynitril-Lyasen (HNLs, auch Oxynitrilasen genannt)
sind Proteine, die die Spaltung von Cyanhydrinen in Alde-
hyde und Blausdure katalysieren, und tragen damit in der
Natur zum katabolischen Abbau von Cyanglycosiden bei.
Unter geeigneten Bedingungen koénnen diese Enzyme die
stereoselektive Addition von HCN an Carbonylverbindungen
katalysieren, wobei entweder (R)- oder (§)-Cyanhydrine
entstehen.'™ EIf HNLs aus sechs Pflanzenfamilien wurden
bis heute isoliert,!'”] aber lediglich vier davon haben inter-
essante Anwendungen in der Synthese gefunden.['?l Dabei
handelt es sich um die (R)-HNL aus Mandeln (Prunus
amygdalus) sowie die (S)-HNLs aus Sorghum bicolor, Hevea
brasiliensis und Manihot esculenta (Abbildung 11). Die bei-
den letztgenannten Enzyme wurden kiirzlich kloniert und
iiberexprimiert,'**! wihrend die (R)-HNL aus Mandeln leicht
in ausreichenden Mengen aus ihrer natiirlichen Quelle
gewonnen werden kann und - wegen ihrer Stabilitdt und
natiirlichen Héufigkeit — das erste untersuchte Enzym dieser
Klasse war.

‘ Re-Seite |
1

(S)- Oxynitrilase (R)- Oxynitrilase

Sorghum bicolor Prunus amygdalus

Hevea brasiliensis

Manihot esculenta

Abbildung 11. Oxynitrilase-katalysierte enantioselektive Synthese von
Cyanhydrinen.

Die Unterdriickung der spontanen chemischen Addition
von HCN an Carbonylverbindungen ist eine Voraussetzung,
um chirale Cyanhydrine in guter Enantiomerenreinheit zu
erhalten. Das Ausmal} dieser nichtenzymatischen Reaktion
héangt stark von den Reaktionsbedingungen ab; so wurde
gefunden, dass ein wissriges Reaktionsmedium nur dann
geeignet ist, wenn der pH-Wert unter 4.0 liegt und niedrige
Temperaturen eingehalten werden. Einen entscheidenden
Durchbruch brachte die Entdeckung, dass die unerwiinschte
chemische Addition in organischen, nicht mit Wasser misch-
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baren Losungsmitteln wie Essigester oder Diisopropylether
mehr oder weniger unterdriickt ist.'* Seitdem sind zahlrei-
che Veroffentlichungen iiber dieses Thema von verschiedenen
Gruppen erschienen, aber die meisten liegen auf3erhalb der
Thematik dieser Ubersicht, da die Reaktionen in ,,reinen®
Zweiphasensystemen durchgefiihrt wurden. In einigen Féllen
beschriankte sich die Wasserphase allerdings auf die Menge
Wasser, die vom Enzymtriger adsorbiert worden war. Mit
dieser Methodik wurden Cyanhydrine, die als Vorstufen von
(R)-Pantolacton 93, den Thienyl- und Furylanaloga von
Ephedrin (94)(°! sowie dem andrenergischen Bronchodilata-
tor (R)-Terbutalin 957 — um nur einige zu nennen —
Verwendung fanden, im Multigramm-Ma@stab hergestellt
(Schema 16).

RO CHO
OR X R

P(CHO

X=S,0

HCN B HCN N HCN

(R)-Oxynitrilase (R)-Oxynitrilase (R)-Oxynitrilase
OH

fﬁ/OH ;N\ oi RO CN
R CN X "
! | R

l l

!
S T
>€\°i: @K/ H; HO Hj<

H
(R)-Terbutalin

Schema 16. Chemoenzymatische Synthese der Verbindungen 93-95.

(R)-Pantolacton Ephedrinanaloga

4.2.2. Eine Fallstudie: die chemoenzymatische Synthese von
(S)-a-Cyan-3-phenoxybenzylalkohol 96

Pyretrin I, eine aus Chrisanthemum cinerariefolium gewon-
nene Verbindung, wirkt stark insektizid. Die hohe Knock-
down-Wirkung auf Insekten, das hohe Aktivitdtsniveau und
die bemerkenswert geringe Gefahr fiir Sdugetiere verbunden
mit einer relativ niedrigen Stabilitét fithrten zu einem inten-
siven Interesse an der Synthese von chemischen Analoga
dieser Substanz. Viele der gegenwirtig kommerziell genutz-
ten Pyretrin-I-Analoga — darunter Deltametrhin 97 (Hoechst)
und Esfenvalerat 98 (Sumitomo Chemicals) — sind Ester des
(8)-a-Cyan-3-phenoxybenzylalkohols 96.

Cl
- 9e
“CN N
“CN

Ph
96: R=H Ph
96a: R=Ac 97 98
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Bei den meisten der bisher beschriebenen enzymatischen
Routen zu 96 werden Enzyme in organischen Losungsmitteln
genutzt. Die durch die (S)-Oxynitrilase aus Sorghum bicolor
katalysierte Reaktion lieferte 96 in 93% Ausbeute mit
96 % ee.l”s] Das Haupthindernis fiir diese Reaktion ist die
Schwierigkeit, das benétigte Enzym zu isolieren. Die seit 1996
gegebene Verfiigbarkeit von zwei anderen (S)-HNLs (aus
Hevea brasiliensis und Manihot esculenta) — kloniert und
iiberexprimiert — konnte diese biokatalytische Umwandlung
bald konkurrenzfihig machen.!'*!

Ein alternativer Ansatz ist die kinetische Racematspaltung
des chemisch hergestellten, racemischen 96 durch eine
Lipase-katalysierte Umesterung. Die enantioselektive Ace-
tylierung von racemischem 96 wurde durch Einwirkung einer
Lipoprotein-Lipase aus einer Pseudomonas-Spezies, suspen-
diert in tert-Butylmethylether, der Vinylacetat enthielt, er-
reicht. Das (S)-Acetat 96a wurde mit 90% ee bei 41%
Umsatz erhalten.?®) Das gleiche Enzym wurde verwendet,
um (S)-96a zuriick zu 96 zu hydrolysieren (96 % ee bei 82 %
Umsatz), das anschlieBend mit dem passenden Acylchlorid
zum Insektizid 98 gekuppelt wurde.

Eine erhebliche Verbesserung brachte die Verbindung der
Lipase-katalysierten kinetischen Racematspaltung mit der In-
situ-Bildung und Racemisierung von Cyanhydrinen (ein
weiteres Beispiel fiir eine dynamische kinetische Racemat-
spaltung). Racemisches 96, aus meta-Phenoxybenzaldehyd
und Acetoncyanhydrin in Diisopropylether unter Katalyse
durch ein basisches Ionenaustauscherharz erhalten, wurde
durch die Lipase aus Pseudomonas cepacia mit Isopropen-
ylacetat als Acetylierungsmittel umgesetzt.'™] Die Racemi-
sierung des optisch aktiven Rest-Cyanhydrins mittels Am-
berlite-IRA-904 (in der OH -Form) stellte sich als erheblich
rascher als die enzymatische Acetylierung heraus, was die
effektiv verlaufende asymmetrische Transformation zweiter
Ordnung bestitigte. Auf diesem Weg wurde das Acetat (S)-
96a in 84% Ausbeute und mit einem ee-Wert von 89 %
erhalten. Die Ethanolyse von (S)-96a, katalysiert durch die
gleiche Lipase in Diisopropylether, und die Kupplung des
erhaltenen Cyanhydrins mit dem entsprechenden Acylchlorid
lieferte das Pyretroid 97 in 90 % Ausbeute mit 94 % de.

SchlieBlich wurde vor kurzem noch ein weiteres Vorgehen
vorgeschlagen, bei dem das racemische Cyanhydrinacetat 96a
Lipase-katalysiert alkoholysiert wird. Das erhaltene 96 wurde
vom nichtumgesetzten (R,S)-96a mittels Chromatographie
und Extraktion mit Hexan abgetrennt und der verbleibende
(enantiomerenangereicherte) Ester mit Triethylamin in Di-
isopropylether oder Toluol racemisiert.?"!! Alternativ wurde
das Rohgemisch der enzymatischen Reaktion direkt mit dem
entsprechenden Chlorid behandelt und das Pyretroid-Pro-
dukt vom nichtumgesetzten (R,S)-96a durch Kugelrohrdes-
tillation getrennt. Das verbliebene nichtumgesetzte (enantio-
merenangereicherte) 96a wurde mit Triethylamin racemisiert
und in den Prozess zuriickgefiihrt.??]

4.3. Vermischtes

Weitere Enzymklassen wurden in organischen Losungs-
mitteln verwendet, aber trotz des hohen Synthesepotentials
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einiger dieser Umwandlungen beschrinken sich bislang die
Berichte auf wenige Beispiele.

Kazandjian und Klibanov zeigten, dass es moglich ist, eine
an pordosem Glas adsorbierte Polyphenol-Oxidase (auch
Tyrosinase genannt) aus Pilzen zu verwenden, um in Chloro-
form die Oxidation einer Reihe von Phenolen zu den ortho-
Chinonen zu katalysieren.?! Die Autoren berichten, dass in
Chloroform eine quantitative Umwandlung erreicht wurde,
wihrend in Wasser die enzymatische Oxidation wegen
rascher Enzymdesaktivierung und spontaner Polymerisation
der Chinone nur vernachldssigbare Ausbeuten liefert. Die
erhaltenen Chinone wurden sodann nichtenzymatisch zu
Brenzcatechinen reduziert, was insgesamt einer regioselekti-
ven Hydroxylierung von Phenolen gleichkommt (Schema 17).
Vor wenigen Jahren nutzten Waldmann und Mitarbeiter diese

? ¢

Schema 17. Chemoenzymatische Synthese von Brenzcatechinen.

Polyphenol-
Oxldase

Polyphenol-
0xndase

Reduktlonsmlttel

R =H, CH;, CH;0, Cl, Br, |
(z.B. Ascorbinséure)

Biotransformation, indem sie sie mit nichtenzymatischen
Umwandlungen zu einer Dominoreaktionssequenz verkniipf-
ten.?™ Wie in Schema 18 gezeigt, reagierten die durch
Einwirkung der Pilz-Tyrosinase erhaltenen ortho-Chinone in
einem Diels-Alder-Folgeschritt mit Dienophilen weiter. Die-
se dreistufige Reaktionskaskade ermoglichte die rasche und
effiziente Herstellung von funktionalisierten Bicyclo[2.2.2]oc-
tendionen.

OH OH
0,, CHCI, OH | o, cHel, 0
—_
Tyrosinase Tyrosinase
R' R' R

0 0
0% o; é
R1 R? R1 Rz
0 o)
o o
R? R?
R1 R1

Schema 18. Enzymgestartete Dominoreaktion bestehend aus Hydroxylie-
rung, Oxidation und Carbo-Diels-Alder-Reaktion.

Y

R?

Das Enzym Meerrettich-Peroxidase katalysiert effizient die
Radikalpolymerisation von Phenolen in Gegenwart von
H,0,. Die schlechte Loslichkeit der wachsenden Polmerket-
ten in Wasser fiihrte zum Zusatz von organischen Losungs-
mitteln zum Reaktionsmedium, und es wurden beispielsweise
Polymere aus para-Phenylphenol in wissrigem Dioxan her-
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gestellt, wobei das Molekulargewicht der Makromolekiile mit
abnehmendem Wassergehalt anstieg.! Diese Methodik
konnte eine Alternative fiir die Herstellung von Phenolhar-
zen bieten, die den Einsatz des toxischen Formaldehyds
vermeidet; die Technik befindet sich derzeit in der Entwick-
lung, wie Patentanmeldungen zeigen.

Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase (HLADH) wurde
ebenfalls in organischen Losungsmitteln (in Diisopropyl-
ether) eingesetzt. Sowohl das Enzym wie sein Nicotinamid-
Cofaktor wurden auf der Oberfliche von Glasperlen ab-
geschieden und diese in mit Wasser nicht mischbaren
organischen Losungsmitteln, die das Substrat enthielten,
suspendiert.?%l Wegen der Unléslichkeit des NAD(H)-Mo-
lekiils im organischen Medium konnte der Cofaktor in situ
durch den ,.Ein-Enzym-zwei-Substrate“-Ansatz regeneriert
werden: Der Cofaktor NADH wurde durch die Oxidation
von Ethanol zu Acetaldehyd regeneriert und das oxidierte
NAD durch die Reduktion von Isobutyraldehyd erzeugt.

Von einer teilweise gereinigte Priparation der (+)-a-
Pinen-Cyclase aus Salbei (Salvia officinalis) konnte gezeigt
werden, dass sie Geranylpyrophosphat in Hexan in die
Monoterpen-Olefine a-Pinen, Camphen, Limonen und Myr-
cen iiberfiihrt. Die Cyclase erwies sich hinsichtlich Tempera-
tur und Zeit als durch den als Losungsmittel verwendeten
Kohlenwasserstoff stabilisiert. Im Ubrigen zeigte sie Eigen-
schaften, die denen in wissriger Phase glichen.[*+]

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Enzymkatalyse in organischen Losungsmitteln — zu
Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts noch als ungewohn-
liches Phdnomen beschrieben — hat sich im Verlauf des letzten
Jahrzehnts in ein wichtiges Instrument fiir die organische
Synthese verwandelt. Wie die vorgestellten Beispiele belegen,
sind Hydrolasen — und hier speziell die Lipasen — bereits
vielfach genutzte Werkzeuge fiir Transformationen bis zum
Produktionsmaf3stab. Oxynitrilasen, eine Enzymklasse, die
eine der wichtigsten Reaktionen der organischen Synthese —
die Kniipfung von C-C-Bindungen - katalysiert, sind ebenfalls
auf dem besten Weg, ein industrieller Erfolg zu werden. Die
Anwendungen dieser Biokatalysatoren reichen von der
Herstellung weniger Milligramm einer spezifisch markierten
Verbindung bis zur Modifizierung von Fetten im Vieltonnen-
bereich und von der Priparation komplexer Schliisselstufen
fir die pharmazeutische Industrie bis zur Synthese von
Polymeren. Andere Enzyme dagegen, speziell die Oxidore-
duktasen, haben viel weniger Anwendung gefunden. Weitere
Forschung ist erforderlich, Hindernisse wie eine einge-
schriankte Substrat- und/oder Coenzym-Loslichkeit sowie
Enzyminstabilititen oder -inhibierungen in organischen Lo-
sungsmitteln zu iiberwinden.

Die Enzymkatalyse in organischen Losungsmitteln hat sich
nicht nur in einer gro3en Zahl prapartiver Anwendungen als
auBerst niitzlich erwiesen, sondern sie hat auch die Grund-
lagenforschung stimuliert, die Fragen zur Wirksamkeit von
Enzymen in nichtnatiirlichen Umgebungen sowie zum kata-
lytischen Mechanismus in solche Medien aufgreift. In den
letzten Jahren wurde vor allem nach einem Versténdnis dafiir
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gesucht, dass die katalytische Aktivitdit von Enzymen in
wasserfreien organischen Losungsmitteln in den meisten
Fillen gegeniiber der in Wasser drastisch vermindert ist.
Dabei wurden mehrere Ursachen dieses Phinomens erhellt,
und die Forschung konzentriert sich jetzt auf die Entwicklung
von Strategien, die die vollstindige katalytische Aktivitét
wiederherstellen konnten.

SchlieBlich wurde darauf hingewiesen, dass eine Optimie-
rung der katalytischen Aktivitédt erreicht werden kann, wenn
die Enzymstruktur gentechnisch — entweder durch ortsspezi-
fische oder durch zufillige Mutagenese — verdndert wird.
Protein- und Medium-Engineering tragen entscheidend zur
Weiterentwicklung dieser Methodik und zur Erweiterung
ihres synthetisches Potentials bei.

Wir danken fiir die Forderung unserer eigenen Arbeiten
durch das Biotechnologie-Programm der Europdischen Kom-
mission und durch das CNR Target Project on Biotechnology.

Eingegangen am 25. Mirz 1999 [A335]
Ubersetzt von Dr. Stefan Herrmann, Langenfeld
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