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I nnerhalb der organischen Chemie hat sich die Biokatalyse
zu einem wertvollen Hilfsmittel fiir akademische und indu-
strielle Synthesen entwickelt, das die klassisch-chemischen
und chemokatalytischen Verfahren in vorteilhafter Weise
erginzt.!! Besonders im Bereich der Feinchemikalien- und
Wirkstoff-Produktion werden Enzym-katalytische Verfahren
bereits mit groBem Erfolg eingesetzt. Ein aktueller Fokus
der Biokatalyse-Forschung liegt auf der Realisierung chemi-
scher Transformationen, fiir die bislang keine effizienten und
nachhaltigen Losungen bestehen. Der Bedarf an solchen
neuen Methoden wurde von Vertretern der pharmazeuti-
schen Industrie ausfiihrlich dargelegt.! Eine Herausforde-
rung ist die selektive Hydroxy-Funktionalisierung von nicht-
aktivierten C-H- und C=C-Bindungen. Als Beispiele solcher
»dream reactions“ konnen die w-Hydroxylierung von (sub-
stituierten) Alkanen und regioselektive Hydroxylierung von
Arenen jeweils mit Luftsauerstoff als Oxidationsmittel wie
auch die asymmetrische Addition von Wasser an nicht-akti-
vierte Alkene betrachtet werden (Schema 1). Enzyme schei-
nen dafiir zwar grundsétzlich préadestiniert, allerdings sind
gerade Hydroxylierungen von oftmals niedrigen Enzymakti-
vitdten und -stabilitidten geprégt, die zu Biotransformationen
mit geringer Effizienz fithren. In den zuriickliegenden Mo-
naten wurden nun fiir die oben genannten Reaktionen be-
eindruckende Losungswege auf Basis der Enzymkatalyse
aufgezeigt. Nachfolgend sind diese am Beispiel von drei
Pionierleistungen,”® die alle als Durchbriiche auch im Hin-
blick auf das Erzielen préparativ praktikabler Katalysepro-
zesse angesehen werden konnen, dargestellt.

Eine aktuelle Herausforderung fiir die Enzymkatalyse ist
ihre breitere Anwendung bei der Produktion von Spezial- und
Bulkchemikalien im > 1000-Jahrestonnen-Mafstab, da ihre
Anwendung in diesem Bereich noch sehr iiberschaubar ist.”
Eines der wenigen Beispiele ist die Acrylamid-Produktion
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Schema 1. Ausgewihlte Syntheseherausforderungen bei der Hydroxy-
Funktionalisierung.

mit einer Nitrilhydratase.’) Interessante Zielmolekiile sind
aktuell w-Aminolaurinsdure und ihre Ester als Ersatz fiir
Laurinlactam,!” das fiir die Produktion von Polyamid-12 im
MafBstab von mehreren 10000 Jahrestonnen benotigt wird.
Die Arbeitsgruppe um Schmid und Biihler konnte nun in
einem Projekt mit Evonik Industries AG ein neuartiges und
auf nachwachsenden Rohstoffen basierendes Verfahren fiir
die Herstellung von w-Aminolaurinsduremethylester unter
Einsatz einer Monooxygenase entwickeln.>® Die damit ka-
talysierte selektive Hydroxylierung einer Alkylkette als Re-
aktionstyp, der bis heute als priaparativ schwierig und allge-
mein wenig effizient gilt, gelingt hier mit auBerordentlich
hoher Prozesseffizienz (Schema 2): Bei Einsatz eines E.-coli-
Ganzzellkatalysators, in dem eine Monooxygenase und ein
AlKL-Membranprotein (das fiir den Transport des hydro-
phoben Esters durch die duflere Membran in die Zelle ver-
antwortlich ist) rekombinant vorliegt, wird der Dodecansiu-
reester 1 zunéchst endstdndig hydroxyliert und danach par-
tiell in den Aldehyd 3 tiberfiihrt, wobei eine Produktkon-
zentration von 159 mm an Alkohol 2 in der organischen Phase
begleitet von zusitzlich ca. 50 mm des daraus durch Weiter-
oxidation entstandenen Aldehyds 3 erzielt wird.”! Eine
Schliisselrolle kommt neben der Monooxygenase auch dem
AIKL-Protein zu: Dessen Gegenwart fiihrt zu einer 62-fachen
Erhohung der Ganzzellaktivitit auf 87 Uggpy ' (BTM =
Biotrockenmasse).
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Schema 2. Selektive w-Hydroxylierung des Dodecansiureesters 1 unter Einsatz eines Ganzzellkatalysators.

Eine anschlieBende Umsetzung des Aldehyds 3 mit einer
Transaminase und L-Alanin als Amindonor ergibt den ge-
wiinschten ®-Aminododecansidureester, wofiir auch von
Schmid, Biihler et al. ein Ganzzellverfahren entwickelt wur-
de. Die priparative Niitzlichkeit und das industrielle Po-
tenzial des Verfahrensansatzes, w-Aminolaurinsdure auf
biotechnologischem Wege ausgehend von Palmkernol fiir
Polyamid 12 herzustellen, wird durch eine aktuelle Presse-
mitteilung von Evonik Industries AG unterstrichen,'!! nach
der Anfang 2013 eine hierzu angedachte Pilotanlage in Slo-
venska Lupka (Slowakei) in Betrieb genommen wurde.

Analog zu der von aliphatischen Molekiilen ist auch die
Hydroxy-Funktionalisierung von Arenen anspruchsvoll. Se-
lektive Hydroxylierungen substituierter Arene gelten bis
heute als schwierig und oftmals nur unter harschen Reakti-
onsbedingungen und Nebenproduktbildung sowie mit gerin-
ger Selektivitdt durchfithrbar. Die Enzymkatalyse bietet auch
hier eine interessante Perspektive zur Losung dieses Pro-
blems. So gelang kiirzlich der Arbeitsgruppe um Schwane-
berg durch Protein-Engineering die hochregiospezifische or-
tho-Hydroxylierung von substituierten Arenen 4 (Sche-
ma 3).1"

Die Zweitsubstitution von Anisol (4a) erfolgt hierbei
unter Einsatz einer P450-Monooxygenasemutante mit hoher
Wechselzahl von 38.6 s™."! Dies entspricht mit umgerechnet
19.5Umg™" zugleich der bislang hochsten fiir aromatische

R P450-Monooxygenase R
Mutante BM-3 M2,
8 C
Phosphat-Puffer
4 (pH 7.5), RT 5
Ausgewahlte Beispiele:

H;CO Cl Br
$ $ $
5a 5b 5¢c
19.5Umg™! 6.2Umg™" 38Umg™
>95% ortho / >99% ortho / >99% ortho /

<5% meta,para <1% meta,para <1% meta,para

Schema 3. Selektive ortho-Hydroxylierung von Arenen unter Einsatz
von P450-Monooxygenasen.
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Hydroxylierungen mit P450-Monooxygenasen beobachteten
Enzymaktivitit. Das Produkt ortho-Methoxyphenol (5a)
wird zudem mit hervorragender ortho/para-Regioselektivitit
von >95:5 gebildet, und die meta-substituierte Form tritt
nicht auf. Hohe Aktivititen und ortho/para-Selektivitdten
werden auch beim Einsatz von anderen, beispielsweise halo-
genierten Arenen erzielt. Die erhaltenen substituierten Phe-
nole sind wertvolle Zwischenprodukte fiir die Synthese von
Natur- und Arzneistoffen. Eine verbleibende Aufgabe bei
diesem Verfahren, das mit molekularem Sauerstoff in Wasser
bei Raumtemperatur ablduft, besteht in der Erhohung der
Produktkonzentration von bislang <0.67 gL ™",

Erwéhnt sei im Zusammenhang mit der selektiven enzy-
matischen Hydroxylierung von Arenen an dieser Stelle zu-
dem die aktuelle Arbeit von Shoji, Watanabe et al.: Hierbei
wurde mit dem P450-BM3-Wildtypenzym eine hohe ortho-
Selektivitdt erzielt, wenn zusétzlich perfluorierte Carbon-
sduren als ,, Kodermolekiile“ eingesetzt wurden.'”

Die katalytische enantioselektive Hydratisierung von
nicht-aktivierten Alkenen, beispielsweise Styrol, ist ein viel-
versprechender Synthesezugang zur Gewinnung enantiome-
renreiner Alkohole. Im Unterschied zu vielen anderen
asymmetrischen Reaktionen ist bis heute allerdings kein ge-
eigneter chiraler Chemokatalysator fiir diesen Reaktionstyp
bekannt.!”! Kiirzlich gelang die enantioselektive Umwand-
lung von Styrol zu Phenylethan-1-ol in einer chemoenzyma-
tischen Eintopfsynthese, allerdings verlduft diese ,,formale
Wasseranlagerung® auf zweistufigem Wege unter Wacker-
Oxidation und anschlieBender enzymatischer Ketonredukti-
on."! Direkte biokatalytische Hydratisierungen von C=C-
Bindungen sind zwar ebenfalls bekannt und werden bereits
im industriellen MaBstab bei der Produktion von Fumarsédure
genutzt,”! allerdings sind die Substrate hierbei aktivierte
Alkene, beispielsweise Enoate. Eine direkte asymmetrische
katalytische Wasseranlagerung an Styrol und andere nicht-
aktivierte Alkene blieb entsprechend eine Herausforderung,
fiir die nun ebenfalls durch Einsatz von Enzymkatalyse von
der Arbeitsgruppe um Faber ein Losungsansatz entwickelt
wurde (Schema 4).®! Hierfiir erwiesen sich Hydroxybenzoe-
sdure-Decarboxylasen als geeignet und ermdoglichten beim
Einsatz von p-Hydroxystyrol (6a) sowie substituierten Deri-
vaten die asymmetrische Wasseranlagerung mit Umsétzen

www.angewandte.de

Chemie

3129


http://www.angewandte.de

3130

Hydroxybenzoesaure- OH
R Decarboxylase, R
O o e
KHCOj3-Puffer,
HO™ 30 °C. 24h O e

Ausgewahlite Beispiele:

OH OH OH
| H
/©/LCH3 C D/'\CH3 3CI>)\CH3
HO HO HO
(S)-7a (S)-7b (S)-Tc
82% Umsatz 73% Umsatz 34% Umsatz
43% ee 36% ee 71% ee
(Decarboxylase aus (Decarboxylase aus  (Decarboxylase aus
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Schema 4. Asymmetrische Wasseranlagerung an substituierte Styrole
unter Einsatz von Decarboxylasen.

von bis zu 82 % und Enantioselektivitdten von bis zu 71 % ee.
Beispielsweise wurde p-Hydroxystyrol mit 82 % Umsatz und
43% ee in das Produkt (S)-7a umgewandelt. Die aufgrund
dieser Enzymklasse zu erwartende Carboxylierung fand da-
gegen selbst in Gegenwart einer hohen Konzentration an
Carbonatpuffer von 3M nur in untergeordnetem Mafle statt
(<5%). Bemerkenswert ist mit sechs von sieben untersuch-
ten Decarboxylasen der hohe Anteil an Enzymen, die sich fiir
diese Hydratisierung nichtaktivierter C=C-Bindungen eig-
nen. Zukiinftige Forschungsaufgaben im Hinblick auf eine
breite Nutzung dieser Methode sind die Erhohung der Sub-
stratbreite (da bislang auf p-Hydroxy-substituierte Styrole
begrenzt) sowie die Verbesserung der Enantioselektivitit.
Zusammenfassend wurde kiirzlich eine Reihe von bio-
katalytischen Pionierleistungen im Hinblick auf priparativ
praktikable Katalyseprozesse fiir verschiedene Hydroxy-
Funktionalisierungen von (substituierten) Alkanen und Al-
kenen realisiert. Hierbei gelingen jeweils mit Luftsauerstoff
die w-Hydroxylierung von Fettsdureestern und die regiose-
lektive ortho-Hydroxylierung von Arenen. Auch fiir die
asymmetrische Addition von Wasser an nicht-aktivierte Al-
kene wurde ein biokatalytisches Verfahren entwickelt. Diese
Arbeiten bieten eine vielversprechende Perspektive fiir die

zukiinftige, verstirkte Anwendung dieser Reaktionstypen
unter Einsatz der Enzymkatalyse in der organischen Syn-
these.
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