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Abstract: Peroxygenasen katalysieren eine Vielzahl stereo-
selektiver Oxyfunktionalisierungen unter Verwendung von
Wasserstoffperoxid als einzigem Oxidationsmittel. Allerdings
werden Peroxygenasen auch durch H2O2 irreversibel inakti-
viert. Fîr robuste Peroxygenase-Reaktionen ist also eine effi-
ziente In-situ-Bereitstellung von H2O2 unabdingbar. Hier be-
schreiben wir eine neuartige Enzymkaskade zur reduktiven
Aktivierung von Luftsauerstoff unter Verwendung von Me-
thanol als stçchiometrischem Reduktionsmittel. Am Beispiel
der stereoselektiven Hydroxylierung von Ethylbenzol zu (R)-
1-Phenylethanol zeigen wir die effiziente Nutzung aller in
Methanol gespeicherten Reduktions�quivalente zur reduktiven
Aktivierung von O2.

Selektive Oxyfunktionalisierungen stellen eine der großen
Herausforderungen der organischen Chemie dar.[1] Insbe-
sondere P450-Monooxygenasen stehen bereits seit îber zwei
Dekaden im Zentrum des Interesses.[2] Weniger verbreitet
sind die Peroxygenasen.[3] Peroxygenasen zeigen eine �hnlich
reichhaltige Oxyfunktionalisierungschemie wie P450-Mono-
oxygenasen: Die Katalyseprinzipien beider Enzymklassen
beruhen auf einer hochreaktiven Oxyferrylspezies (Compo-
und I) eingebettet in die sterisch wohldefinierte Umgebung
der aktiven Tasche.[4] Sowohl P450-Monooxygenasen als auch
Peroxygenasen verbinden so auf einzigartige Weise Aktivit�t
und Selektivit�t.

Im Unterschied zu den P450-Monooxygenasen bençtigen
Peroxygenasen allerdings keine komplexen Elektronen-
transportketten zur Regenerierung ihrer katalytisch aktiven
Form (Compound I). Stattdessen verwenden sie Wasser-
stoffperoxid, und daher sind sie augenscheinlich praktika-
blere Alternativen. Darîber hinaus ist in den letzten Jahren
die Zahl an verfîgbaren Peroxygenasen stark gewachsen.[3c,5]

Allerdings stellt die geringe Stabilit�t von Peroxygenasen
in Gegenwart von H2O2 eine große praktische Herausforde-
rung dar. In der Literatur sind zahlreiche enzymatische,[6]

elektrochemische[7] und photochemische[8] Methoden zur In-
situ-Bereitstellung von H2O2 durch katalytische Reduktion
von Luftsauerstoff bekannt.

Weitverbreitet ist das H2O2-Erzeugungssystem basierend
auf der Glucose-Oxidase-katalysierten aeroben Oxidation
von Glucose (Schema 1). Allerdings ist Glucose aus atom-

çkonomischer Sicht fragwîrdig, da hier lediglich ein øqui-
valent H2O2 pro Formelumsatz Glucose gebildet wird. Anders
ausgedrîckt: Lediglich zwei der theoretisch verfîgbaren 24
Elektronen werden zur H2O2-Bildung genutzt. Methanol
hingegen l�sst sich vollst�ndig zu CO2 oxidieren, und alle
freigesetzten Elektronen kçnnen produktiv zur reduktiven
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Schema 1. Selektive Oxyfunktionalisierung mit Peroxygenasen (z. B.
stereoselektive Hydroxylierung von Ethylbenzol durch die Peroxygenase
aus Agrocybe aegerita, AaeUPO) angetrieben durch in situ Bereitstel-
lung von H2O2. Dargestellt sind a) der weitverbreitete Ansatz unter
Verwendung von Glucose-Oxidase (GOx) und b) die angestrebte voll-
st�ndige Oxidation von Methanol.
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Aktivierung von molekularem Sauerstoff genutzt werden.
Erste Versuche von Therisod und Mitarbeitern fanden jedoch
wenig Beachtung.[9] Mçglicherweise ist dies darauf zurîck-
zufîhren, dass lediglich der erste Oxidationsschritt (Methanol
zu Formaldehyd) beschrieben wurde. Abgesehen davon, dass
Methanol nur unvollst�ndig verwertet wird ist Formaldehyd
auch aus gesundheitlicher Sicht und hinsichtlich der Enzym-
stabilit�t fragwîrdig. Wir haben diesen Ansatz nun wieder
aufgegriffen und durch weitere enzymatische Schritte zur
vollst�ndigen Oxidation zu CO2 erg�nzt.

Als Modellreaktion wurde die Hydroxylierung von
Ethylbenzol gew�hlt. Die hochstereoselektive Peroxygenase
aus Agrocybe aegerita (AaeUPO, E.C.1.11.2.1) steht stellver-
tretend fîr die Klasse der Peroxygenasen.[3b,5, 8b, 10] Es sei
darauf hingewiesen, dass alle hier beschriebenen Reaktionen
hochstereoselektiv verliefen (> 99% ee).

Fîr den ersten Schritt der angestrebten Kaskade (Oxi-
dation von Methanol zu Formaldehyd, Schema 2) wurden

zwei kommerziell verfîgbare Alkoholoxidasen (aus Candida
boidinii und Pichia pastoris) getestet. Letztere (PpAOx)
ergab dabei die deutlich hçhere Aktivit�t (TF(PpAOx) =

30 s¢1, Abbildung SI2) und wurde fîr alle weiteren Experi-
mente verwendet. Da AaeUPO, wie alle H�m-abh�ngigen
Enzyme, schnell und irreversibel durch H2O2 inaktiviert wird,
muss die H2O2-Konzentration in situ so gering wie mçglich
gehalten werden. Eine systematische Variation der relativen
Konzentrationen von AaeUPO und PpAOx ergab, dass ein
molares Verh�ltnis von etwa eins optimal hinsichtlich Akti-
vit�t und Stabilit�t des Gesamtsystems ist (Abbildung SI3).

Zur Entfernung des toxischen Formaldehyds bedienten
wir uns des Enzyms Formaldehyd-Dismutase (FDM, E.C.
1.2.). FDM katalysiert die Disproportionierung von Formal-
dehyd in Methanol und Ameisens�ure (Schema 2), was nach
einigen Iterationen (zusammen mit PpAOx) die vollst�ndige
Oxidation von Methanol zu Ameisens�ure ergibt. Insbeson-
dere verwendeten wir die FDM aus Pseudomonas putida F61
(PpFDM, rekombinant îberexprimiert in Escherichia coli).[11]

Die theoretische Stçchiometrie von zwei øquivalenten
H2O2 pro Formeleinheit Methanol konnte experimentell be-
st�tigt werden. Bei Verwendung von 5 mm Methanol wurden
in Gegenwart von lediglich PpAOx 5 mm (R)-1-Phenyletha-
nol gefunden (Abbildung 2, ^); in Gegenwart von PpFDM

verdoppelte sich die Produktmenge auf 10 mm (Abbildung 2,
&), was einer doppelten Oxidation von Methanol entspricht.
Darîber hinaus konnte Ameisens�ure (4.50� 0.03 mm) als
Koppelprodukt nachgewiesen werden. Es sollte hier jedoch
erw�hnt werden, dass PpFDM eine geringe Formaldehydaf-
finit�t aufweist (KM = 350 mm). Um eine unerwînschte An-
reicherung von Formaldehyd zu vermeiden, wurde in den
Folgeversuchen eine vergleichsweise hohe PpFDM-Konzen-
tration (0.295 mm) eingesetzt.

�ber die effizientere Nutzung von Methanol hinaus trug
PpFDM auch zu einer stabileren Gesamtreaktion bei. Wie in
Abbildung 1 dargestellt, betrug die Halbwertszeit der enzy-

matischen Hydroxylierung in Abwesenheit der PpFDM ca. 36
Stunden (^), wohingegen in Gegenwart von PpFDM fîr
wenigstens 96 Stunden eine beinahe lineare Produktzunahme
zu beobachten war (&). Ethylbenzol wurde vollst�ndig zu (R)-
1-Phenylethanol (31 mm, 62%) umgesetzt, mit Acetophenon
(8 mm, 16%) als einzigem Nebenprodukt. Die offensichtliche
Lîcke in der Massenbilanz l�sst sich auf partielle Verduns-
tung des flîchtigen Ethylbenzols zurîckfîhren. Die Ver-
wendung von PpFDM fîhrte also zu 40 % mehr Produkt, was
sich auch in hçheren Wechselzahlen fîr die hier verwendeten
Katalysatoren (TN (AaeUPO und PpAOx) stiegen von
291 500 bzw. 485 800 in Abwesenheit von PpFDM auf 468 500
bzw. 780800 in Gegenwart von PpFDM) niederschl�gt. In
Vergleichsexperimenten konnte gezeigt werden, dass insbe-
sondere PpAOx stark durch Formaldehyd inhibiert wird,
womit sich die Effizienzsteigerung auf eine hçhere PpAOx-
Stabilit�t zurîckfîhren l�sst.

Hier sei darauf hingewiesen, dass sich dieses Reaktions-
schema auch leicht auf andere (stereoselektive) Oxyfunktio-
nalisierungen îbertragen l�sst (Tabelle SI1).

Der abschließende Oxidationsschritt (Ameisens�ure zu
CO2) gestaltete sich schwierig. Die verfîgbaren Ameisen-

Schema 2. Doppelte Methanoloxidation zu Ameisens�ure und Bildung
von zwei ÷quivalenten H2O2 durch Kombination von Alkohol-Oxidase
(PpAOx) und Formaldehyd-Dismutase (PpFDM).

Abbildung 1. Hydroxylierung von Ethylbenzol ohne (^) und mit (&)
PpFDM. Reaktionsbedingungen: [Ethylbenzol] = 50 mm,
[Methanol] = 200 mm, [AaeUPO]=100 nm, [PpAOx] =60 nm,
[PpFDM]=295 nm in 100 mm Phosphatpuffer (pH 7.0), T = 30 88C. Zur
vereinfachten Darstellung sind jeweils beide Produkte ((R)-1-Phenyl-
ethanol und Acetophenon) zusammengefasst. Weitere Details finden
sich im Text.
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s�ure-Oxidasen (E.C.1.2.3.1) erwiesen sich als ungeeignet, da
ihr pH-Optimum (pH 3–4) nicht mit den hier gew�hlten
Biokatalysatoren kompatibel war.[12] Als Alternativlçsung
entschieden wir uns fîr eine Kombination aus der bekannten
Formiat-Dehydrogenase aus Candida boidinii (CbFDH) und
der 3-Hydroxybenzoes�ure-6-Hydroxylase aus Rhodococcus
jostii RHA1 (E.C.1.14.13.24, Rj3HB6H; Schema 3).[13] Dabei

katalysiert CbFDH den finalen Methanoloxidationsschritt
und reduziert gleichzeitig NAD+ zu NADH. Die aerobe
Reoxidation von NADH zu NAD+ (unter Bildung von H2O2)
wird durch Rj3HB6H katalysiert (in Gegenwart des natîrli-
chen Produktes wirkt Rj3HB6H als NADH-Oxidase;
Schema 3).

In der Tat konnte die angestrebte Gesamtkaskade er-
folgreich etabliert werden. Abbildung 2 vergleicht die drei
verschiedenen Teilkaskaden: unter Verwendung von lediglich
PpAOx (^), PpAOx mit PpFDM (&) und der Gesamtkaskade
(~). Unter Methanol-begrenzten Reaktionsbedingungen
(c(MeOH) = 5 mm) wurden, je nach Kaskade, die erwarteten
5, 10 bzw. 15 mm (R)-1-Phenylethanol gefunden, was jeweils
einer einfachen, doppelten bzw. dreifachen Methanoloxida-
tion entspricht.

In Tabelle 1 sind die Wechselzahlen der verwendeten
Katalysatoren zusammengefasst. Dabei sind die Wechsel-
zahlen der Peroxygenase sowie der Alkohol-Oxidase mit
mehreren Hunderttausend bereits so hoch, dass ihr Einsatz
zur Synthese von Feinchemikalien (und mçglicherweise auch
von gînstigeren, großvolumigeren Produkten) çkonomisch
mçglich erscheint.[14] Nicht zuletzt dank der Disproportio-
nierung des intermedi�ren Formaldehyds durch PpFDM
konnten diese hohen Wechselzahlen erreicht werden. Letz-
tere musste allerdings (aufgrund der vorab beschriebenen,
niedrigen Affinit�t zu Formaldehyd) in relativ hohen Kon-
zentrationen eingesetzt werden, wodurch sich auch die
Wechselzahl entsprechend verringert. Auf lange Sicht werden
PpFDM-Mutanten mit verbesserten kinetischen Eigenschaf-
ten unabdingbar sein.

Die hier vorgestellte Kaskade fîr den dritten Oxida-
tionsschritt (Schema 3) sollte allenfalls als eine tempor�re
Lçsung gesehen werden. Offensichtlich w�re eine einzelne
Formiat-Oxidase vorzuziehen. Allerdings waren die uns zu-
g�nglichen Enzyme aufgrund ihrer abweichenden optimalen
Reaktionsbedingungen nicht fîr die Gesamtreaktion geeig-
net. Neue oder optimierte Formiat-Oxidasen mit hçheren

Aktivit�ten bei neu-
tralen pH-Werten
w�ren sehr wîn-
schenswert! Alterna-
tivstrategien wie die
Photooxidation von
Ameisens�ure werden
derzeit evaluiert.

Es sei an dieser
Stelle darauf hinge-
wiesen, dass die Bio-
katalysatorkonzentra-
tionen in dieser Studie
absichtlich niedrig ge-
w�hlt waren, um eine
realistische Absch�t-
zung der erreichbaren
Wechselzahlen zu er-
mçglichen. Folgestu-
dien mit Blick auf
hçhere Produktivit�-
ten und pr�parative
Anwendungen
werden insbesondere

Schema 3. Aerobe Oxidation von Ameisens�ure zur H2O2-Bildung
durch Kombination der Formiat-Dehydrogenase (CbFDH) und der
3-Hydroxybenzoes�ure-6-Hydroxylase (Rj3HB6H).

Tabelle 1: Katalysatorwechselzahlen der enantioselektiven Hydroxylie-
rung von Ethylbenzol unter vollst�ndiger Methanoloxidation (Abbil-
dung 2, ~).

Katalysator TN [molmol¢1][a] TF [s¢1][b]

AaeUPO 294700 41
PpAOx 245580 34
PpFDM 25400 3.5
Rj3HB6H 1330 0.18
CbFDH 14730 2
NAD 9 0.001

[a] TN = MolProdukt Ö MolKatalysator
¢1.[b] TF= TN Ö Reaktionszeit¢1 (hier 2 h).

Abbildung 2. Vergleich der verschiedenen Enzymkaskaden zur Oxidation von Methanol fír die AaeUPO-katalysierte
Hydroxylierung von Ethylbenzol. ^: nur PpAOx; &: PpAOx zusammen mit PfFDM; ~: die Gesamtkaskade. Reaktions-
bedingungen: [Ethylbenzol]= 15 mm, [Methanol] = 5 mm, [AaeUPO]=50 nm, [PpAOx] =60 nm in 100 mm Phosphat-
puffer (pH 7.0), T =30 88C; &: [PpFDM]= 590 nm ; ~: [PpFDM]= 590 nm, [NAD+] = 1.6 mm, [2,5-Dihydroxybenzoe-
s�ure] =1 mm, [Rj3HB6H]= 11 mm, [CbFDH] =1 mm.
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grçßere Substratmengen und optimierte Begasung untersu-
chen. Nichtsdestotrotz zeigt diese Studie das enorme Poten-
zial von Peroxygenasen fîr Oxyfunktionalisierungen in der
organischen Synthese. Um dieses Potenzial auszuschçpfen,
bedarf es allerdings effizienter, robuster, skalierbarer und
umweltvertr�glicher In-situ-H2O2-Bildungssysteme. Wir sind
der �berzeugung, mit der hier vorgestellten Methanol-
oxidationskaskade ein solches System etabliert zu haben.
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