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Chirale oxofunktionalisierte Kohlenwasserstoffe sind wich-
tige Synthesebausteine in der pharmazeutischen und agro-
chemischen Industrie. Dementsprechend intensiv werden
neue und effiziente Katalysatoren fiir ihre Herstellung
entwickelt. In den letzten Jahren wurden zahlreiche chemi-
sche Synthesewege fiir asymmetrische Epoxidierungen
beschrieben.?! Unter anderem haben sich chirale Salen-
Mn"™-Komplexe und Metalloporphyrine als Katalysatoren bei
der Herstellung optisch aktiver Epoxide bewéhrt. Diese
finden eine breite Anwendung fiir selektive Oxidationen,
doch haben sie, bedingt durch Autoxidation, hdufig niedrige
Wechselzahlen.”!

Enzymkatalyse ist eine attraktive Alternative zur homo-
genen und heterogenen Katalyse chemischer Reaktionen. Sie
zeichnet sich aus durch hohe Regio- und Enantioselektivitiit,
hohe Wechselzahlen (k. =1-20s7"), breite Substratspek-
tren™ und umweltfreundliche Reaktionsbedingungen.®
Unterschiedliche biokatalytische Methoden zur Herstellung
chiraler Epoxide sind bekannt,””! wobei die direkte asym-
metrische Synthese aus den entsprechenden Olefinen durch
Oxidoreduktasen die eleganteste Losung ist. Aus dieser
Klasse von Enzymen sind Oxygenasen von besonderem
Interesse,”¥! da sie molekularen Sauerstoff in situ aktivieren
konnen. Reaktive Sauerstoff-Donoren wie Persduren, Ozon
oder lodosylbenzol werden somit obsolet.

Zurzeit werden Oxygenasen hauptsichlich in Ganzzell-
verfahren eingesetzt. Diese stabilisieren die meist komplexen
Enzymsysteme mit bis zu vier individuellen Proteinen und
regenerieren gleichzeitig Coenzyme (basierend auf dem
Zellmetabolismus). Ein méglicher Nachteil von Ganzzellver-
fahren ist etwa die Uberoxidation von Produkten durch den
zelleigenen Metabolismus. Ebenso muss die Zelle trotz
metabolischem und zelluldrem Stress teilungsfiahig bleiben,
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um iiber eine lingere Reaktionszeit als Biokatalysator aktiv
zu bleiben. Die Trennung von Produkten aus komplexen
Reaktionsgemischen von Zellen, Zelltrimmern, Edukt, Pro-
dukt und Katalysator ist nicht immer trivial. Mit der Weiter-
entwicklung biokatalytischer Prozesse sehen wir im Einsatz
isolierter Oxygenasen eine mogliche Alternative zu Ganz-
zellverfahren. Die zellfreie Anwendung von Oxygenasen ist
jedoch noch mit mehreren Schwierigkeiten verbunden.”! Das
Problem der ausreichenden Bereitstellung von Reduktions-
dquivalenten wurde groBtenteils durch die Entwicklung
unterschiedlicher Regenerierungssysteme gelost.'”)  Die
grofite Herausforderung ist aber nach wie vor die Herstel-
lungen spezifischer, unter Prozessbedingungen stabiler
Enzyme.

Hier wird erstmals die Herstellung und die préparative
Anwendung einer bakteriellen Monooxygenase als Reagens
fir die asymmetrische zellfreie Epoxidierung beschrieben.
Als Katalysator wurde die wasserlosliche FAD/NADH-
abhingige Styrolmonooxygenase (StyAB) aus Pseudomonas
sp. VLB120 eingesetzt. StyAB katalysiert die enantioselek-
tive Epoxidierung von substituierten Styrolen und styroldhn-
lichen Edukten wie 1,2-Dihydronaphthalin und Inden.'Y! Das
Zweikomponenten-Enzym besteht aus der Oxygenase StyA
und der Reduktase StyB.[?

In einer Fermentation von Escherichia coli JM101
(pSPZ10) im 30-L-MaBstab wurden 1.2 kg Zellen (Nassge-
wicht) geziichtet.!'® Aus 280 g dieser Zellen wurden in einem
Reinigungsschritt insgesamt 15 g technisches StyA produziert
(Tabelle 1). Diese Menge entspricht mehr als 22000 inter-

Tabelle 1: Parameter fiir die Anreicherung von StyA mittels Saulenchro-
matographie.

Reinigungsschritt  Protein- StyA- spez. Gesamt- Ausbeute
menge Menge Aktivitat  aktivitit  [%]
(g] [g?  [Umg " [ku]

Rohextrakt 59.7 16.1 0.57 243 100

StyA enthaltende  25.3 15.2 0.89 22.5 93

Fraktionen!

[a] Berechnet aus dem StyA-Gehalt in den Proteinfraktionen. [b] T U
entspricht der Menge an Produkt in umol, die in einer Minute gebildet
wird. [c] Durch schrittweise Elution mit KCl-Lésung wurden zwei StyA-
haltige Fraktionen erhalten. Die Reinheit von StyA in den beiden
Fraktionen war 45 und 70%. [d] Durchschnittliche Aktivitat der beiden
StyA-Fraktionen nach Anionenaustausch-Chromatographie (DEAE-
Streamline).

nationalen Einheiten (U). Der technisch reine, lyophilisierte
Biokatalysator zeigte iiber drei Monate keinen messbaren
Aktivititsverlust™ und wurde fiir die Produktion unter-
schiedlicher Epoxide eingesetzt. Frithere Versuche (nicht
beschrieben) wiesen auf eine Desaktivierung von StyA in
Gegenwart hoher Edukt- oder Produktkonzentrationen hin.
Dieser Effekt hangt moglicherweise mit einer Anlagerung der
Epoxide an nucleophile Aminosédurereste zusammen. Die
Reaktionen wurden daher in einem Zweiphasensystem
durchgefiihrt, um moglichen Enzymdesaktivierungen vorzu-
beugen. Dabei diente die organische Phase als Edukt- und
Produktspeicher (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Reaktionsschema der biokatalytischen Epoxidierung in einem Zweiphasensys-
tem. Die organische Phase dient als Eduktreservoir und Produktextraktionsphase. Die wiss-
rige Phase enthilt Formiat und FDH fiir die Regenerierung von NADH. StyB tbertragt die
Reduktionsiquivalente von NADH auf FAD. FADH, und Sauerstoff sind Cosubstrate fiir die

AR Rt

wassrige Phase

FOH StyB Styh,

Epoxidierungsreaktion von Olefinen durch StyA. R'=H,Cl; R*=R*=H,CH,.
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Die Verwendung von Dodecan als organische Phase
ermoglichte niedrige Substratkonzentrationen in der wassri-
gen, enzymhaltigen Phase. Somit wurde die Aktivitdt von
StyA nicht maBgeblich beeinflusst."”) Die Bildung einer
Emulsion verhinderte eine Verlangsamung der Reaktion
durch unzureichenden Massentransfer an der Phasengrenz-
fliche. Die Entstehung eines weilen Aggregats an der
Phasengrenze lie3 auf Proteindenaturierung wéhrend der
Reaktion schlieBen. Dies konnte durch Zugabe von Rinder-
serumalbumin (BSA) fast vollstidndig verhindert werden. Das
so stabilisierte Enzym zeigte katalytische Aktivitdt tiber
mehrere Stunden. Die Reduktionsdquivalente fiir die Akti-
vierung von molekularem Sauerstoff wurden durch StyB zur
Verfiigung gestellt,"® und die fortlaufende Regenerierung
von NADH wurde durch das Formiat/Formiat-Dehydroge-
nase(FDH)-System mit dem Enzym aus Pseudomonas sp. 101
gewihrleistet. Diese kommerziell erhiltliche FDH-Mutante
hat eine erhohte Losungsmittelstabilitit und eine hohere
Substrataffinitit als andere Formiatdehydrogenasen.!'”? Maxi-
male Reaktionsgeschwindigkeiten wurden bei vier- bis fiinf-
fachem Uberschuss an FDH-AKktivitit, relativ zur Epoxidie-
rungsaktivitit, erhalten."® Abbildung 2 zeigt den Verlauf der
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Abbildung 2. Biokatalytische Epoxidierung von unterschiedlichen Sty-
rolderivaten durch StyAB in einem Zweiphasensystem. Verlauf von
Eduktabnahme (m) und Produktzunahme (A) der Epoxidierung von 3-
Chlorstyrol (a), a-Methylstyrol (b) und trans-B-Methylstyrol (c). Edukt
wurde jeweils an den mit einem Pfeil markierten Zeitpunkten wihrend
der Biotransformationen a (1.9 mmol) und ¢ (2.5 mmol) zugegeben.
Am Anfang der Reaktion a (eingerahmt) wurde die Beliiftungsrate her-
abgesetzt. Nach erneuter Steigerung der Beliiftung erhéhte sich die
Epoxidbildungsgeschwindigkeit.

priaparativen Epoxidierungen von 3-Chlorstyrol (1), o-
Methylstyrol (2) und trans-p-Methylstyrol (3). Zusétzliche
Reaktionsparameter sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Reaktionsparameter fiir die Umsetzung unterschiedlicher Styrolderivate zu den entsprechenden Epoxiden in einem Zweiphasensystem mit

isolierter Styrolmonooxygenase StyAB.

Edukt Produkt Eduktkonz.  Umsatz P, Py TNeyad TNy e Ausbeute nach
[mm] [%] [Ug®  [ug®™ Produktreinigung
[%]
Q
Cl N cl NG
\OA 50 (+25)9  90.5 108 43 217 66 >999 73
1 1a
Q
50 87.9 112 44 1844 56 98.1 75
2 2a
- .«
©/\/ ©/\/ 50 (+19)¢ 953 118 66 2867 87 99.7 87
3
3a

[a] Anfangsproduktivitidt Py: Aktivitit in den ersten 30 Minuten der Reaktion. [b] Durchschnittliche Produktivitit Py: Durchschnittliche Aktivitit, die
iiber die gesamte Reaktionsdauer gemessen wurde. [c] TNg,,: Wechselzahl fiir StyA= (Mol gebildetes Produkt) (Mol eingesetztes StyA) ™' [d] TNyap,:
Wechselzahl fir NAD* = (Mol gebildetes Produkt) (Mol eingesetztes NAD*) ™' [e] In Klammern ist die Substratmenge angegeben, die wahrend der

Reaktion zugegeben wurde.
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Hohe Beliiftungsraten fithrten vermehrt zu Proteinde-
naturierung an der Gas-fliissig-Grenzschicht. Gleichzeitig
musste jedoch eine Sauerstofflimitierung verhindert werden,
da Sauerstoff ein Cosubstrat der Epoxidierungsreaktion ist.
Der eingerahmte Bereich in Abbildung 2a zeigt den Einfluss
der Beliiftungsrate auf die Aktivitit von StyA. Eine redu-
zierte Beliiftungsrate zu Beginn der Reaktion fiihrte zu einer
verminderten Umsatzgeschwindigkeit. Nach Erhohung der
Luftzufuhr nahm die Epoxidbildungsgeschwindigkeit zu. Die
hochste Umsatzgeschwindigkeit wurde bei einer 10-proz.
Séattigung der Losung mit Sauerstoff gemessen, und es wurde
kein signifikanter Proteinverlust durch Denaturierung fest-
gestellt. Unter diesen Bedingungen war es moglich, fast ein
Gramm der unterschiedlichen Epoxide zu synthetisieren. Der
Enantiomereniiberschuss lag bei allen hergestellten Epoxi-
den iiber 98%, und die Reaktionen verliefen mit einem
Umsatz von iiber 87 %. AuBer Spuren von Diolen (durch
spontane nichtenzymatische Hydrolyse),['”) Phenethylalkoho-
len und Phenylacetaldehyden wurden keine weiteren Neben-
produkte nachgewiesen.

Die erreichten volumetrischen Produktivititen (=
1gL'h™") des Katalysators liegen schon jetzt im Bereich
der fiir Ganzzell-Oxidationen beschriebenen Produktivitd-
ten. 22! Es wurde eine fast vollstindige Umsetzung bei
hohen Eduktkonzentrationen erreicht, was bislang mit ande-
ren isolierten Oxygenasen in Zweiphasensystemen nicht
moglich war.?! Unter Prozessbedingungen wurden fiir StyA
Wechselzahlen von 1800-2800 und durchschnittliche Reak-
tionsgeschwindigkeiten von 3—4.3 min ' erreicht. Diese Werte
sind vielversprechend, verglichen mit Wechselzahlen von
weniger als 1000 und Reaktionsgeschwindigkeiten unter
1min~! fiir chemische Katalysatoren, die dhnliche Reaktio-
nen katalysieren.” Auch ist die Reinigung der erhaltenen
Produkte einfach. Interessant ist auch die stereoselektive
Epoxidierung sterisch gehinderter C-C-Doppelbindungen
durch StyA. Dadurch wird das bis jetzt in chemisch kataly-
sierten Reaktionen eingesetzte Substratspektrum erwei-
tert.*! Die Umsatzgeschwindigkeit von StyA im Reaktions-
ansatz war achtmal geringer als in Kurzzeitexperimenten im
Zweiphasensystem. Deshalb werden sich weitere Untersu-
chungen des Reaktionssystems auf die Erhohung der Wech-
selzahlen von StyA konzentrieren.

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass der modulare
Charakter der prasentierten biokatalytischen Reaktion den
Austausch einer oder mehrerer Komponenten fiir weitere
Epoxidierungen erlaubt, wie auch fiir spezifische Hydroxylie-
rungen, Baeyer-Villiger- oder Heteroatomoxidationen. Diese
Studie eroffnet neue Perspektiven der zellfreien, enzymati-
schen Oxygenierungsreaktionen fiir die asymmetrische Her-
stellung von enantiomerenreinen oxofunktionalisierten Koh-
lenwasserstoffen.

Experimentelles

Chemikalien: Edukte wurden von Sigma-Aldrich GmbH, Deutsch-
land, erworben. Die Herstellung der Epoxidstandards wurde in
Lit. [11] beschrieben. Flavinadenindinucleotid (FAD), Natriumfor-
miat, 3-Nicotinamidadenindinucleotid (NADY), Pufferkomponenten
und Losungsmittel stammen von Fluka AG, Schweiz.
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Zellkultur: Die Ziichtung von E. coli (pSPZ10)®! (mit den Genen
der Styrolmonooxygenase, styAB) erfolgte nach dem Protokoll von
Panke et al.,?!! jedoch wurde statt eines Zweiphasen- ein Einphasen-
system verwendet. Die Induktion der styAB-Expression erfolgte
durch Zusatz von 0.05% (v/v) Dicyclopropylketon (Fluka AG,
Schweiz).

Anreicherung von StyA im GroBmaBstab: 280 g Zellen (Nassge-
wicht) wurden mit einer Kugelmiihle aufgeschlossen. Der erhaltene
Rohextrakt wurde direkt auf 500 mL DEAE-Streamline in einer
Streamline™-Siule im expandierten Zustand geladen. Nachdem der
Durchfluss klar wurde, wurde das Bett gepackt. Die Proteinelution
erfolgte mit einem diskontinuierlichen Salzgradienten von 0 iiber 0.16
auf 0.24 M KCI tiber 6 L 20 mm Tris pH 6.8. StyA wurde in jeder
Fraktion nach Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese quantifiziert, auBerdem wurde die Epoxidierungsaktivitét
bestimmt.”®! Fraktionen mit StyA wurden mit 1% (w/v) Saccharose
und 2% (w/v) Mannit versetzt und lyophilisiert (Lyovac GT 3,
Leybold-Heraeus GmbH, Deutschland).

Zweiphasenreaktion: Die prédparative Synthese der Epoxide
erfolgte in 350 mL-Sixforce-Reaktoren (Infors HT, Schweiz), bei
pH 7.5, 30°C und 400 rpm Riihrgeschwindigkeit. Die wéssrige Phase
enthielt 2 gL' StyA, 0.03 gL' StyB, 0.1 mm FAD, 50 mm Formiat,
8 UmL™' FDH (Jiilich Fine Chemicals, Deutschland), 250 UmL™"
Katalase (Fluka AG, Schweiz), 2 gL.™' BSA (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deutschland) und 1 mm NAD™ in insgesamt 100 mL 50 mm
Tris-Puffer (pH7.5). Die organische Phase bestand aus 100 mL
Dodecan mit 50 mm Edukt. Stiindlich wurde 1 mmol Formiat
zugegeben. Die beiden Phasen wurden nach der Umsetzung durch
Zentrifugieren (1000 g, 30 min, 4°C) getrennt, und der Enantiome-
reniiberschuss (ee) wurde ermittelt.!

Produktreinigung: Reaktionsprodukte wurden iiber Kieselgel
(Fluka AG, Schweiz) aus der organischen Phase gereinigt. Die
Edukte und die organische Phase wurden mit 1% Triethylamin in
Hexan eluiert. Die Produkte (0.78 g 1a, 0.51 g 2a und 0.88 g 3a)
wurden mit dem gleichen Elutionsmittel, dem 10% Diethylether
zugegeben wurde, von der Sdule gewaschen.
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