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Abstract: Die Kombination von Enzymen mit herkçmmlichen
Katalysatoren ermçglicht die Verbindung hoher Selektivit-t
ersterer mit der Vielseitigkeit letzterer. Eine große Herausfor-
derung dieses Ansatzes besteht in den sehr unterschiedlichen
optimalen Reaktionsbedingungen beider Katalysatortypen.
Hier kombinieren wir eine Cofaktor-freie Decarboxylase mit
einem [Ru]-Metathesekatalysator zur Herstellung hochwerti-
ger Antioxidantien aus biobasierten Vorstufen. Da geeignete
[Ru]-Komplexe keine zufriedenstellende Aktivit-t unter
w-ssrigen Bedingungen zeigten, erforderte die Reaktion ein
organisches Lçsungsmittel, das seinerseits die enzymatische
Aktivit-t erheblich senkte. Durch das Einkapseln des Enzyms
in einer Gelmatrix konnte die Decarboxylierung in reinem
organischem Lçsungsmittel durchgefghrt werden, und nach
einem intermedi-ren Trocknungsschritt war die Metathese
leicht mçglich. Eine sequenzielle Ein-Topf-Reaktionskaskade
nach diesem Muster lieferte das Antioxidans 4,4’-Dihydroxy-
stilben in 90% Gesamtausbeute.

Chemoenzymatische Reaktionskaskaden rgcken in den
Fokus der aktuellen Forschung, da sie die Vorteile zweier
katalytischer Felder vereinen kçnnen.[1] Es sind bereits ver-
schiedene Kaskaden erfolgreich eingesetzt worden, z. B. fgr
die Synthese von Aminos-uren,[2] die dynamischen kineti-
schen Racematspaltung von sekund-ren Alkoholen,[3] oder
die Bildung von Polymeren.[4] Kgrzlich wurde bereits gber die
Verbindung von enzymatischen Reaktionen mit wassertole-
ranten Metathesekatalysatoren durch Kombination von Ru-
thenium-Katalysatoren mit P450-Monooxygenasen und Hy-
drolasen berichtet.[5,6] Die Kompatibilit-t beider Katalysa-
tortypen ist essenziell fgr den Erfolg einer solchen Kombi-
nation. Besonders in Bezug auf das Lçsungsmittel ist es oft
schwierig, fgr beide Katalysatoren vereinbare Reaktionsbe-
dingungen zu etablieren. Einerseits sind Kaskaden in w-ss-
rigem Medium oder einem Zweiphasensystem auf wasser-

stabile Katalysatoren beschr-nkt – dies schließt bereits zahl-
reiche Metathesekatalysatoren von der Anwendung in che-
moenzymatischen Reaktionskaskaden aus. Andererseits be-
nçtigt man fgr eine Durchfghrung der Kaskade in reinem
organischem Lçsungsmittel Enzyme mit guter Aktivit-t unter
wasserfreien Bedingungen. Da nur wenige Enzymklassen rein
organische Lçsungsmittel tolerieren, ist dieser Ansatz nicht
generell anwendbar. Einen pragmatischen Kompromiss bietet
eine sequenzielle, r-umlich und zeitlich getrennte Reaktion
mit einem Schritt zur Extraktion und Aufarbeitung des in-
termedi-ren Reaktionsprodukts. W-hrend diese Strategie oft
die einfachste Lçsung des Kompatibilit-tsproblems darstellt,
ist sie fgr instabile Intermediate unggnstig. Aufw-ndige
Aufarbeitungsschritte fghren außerdem zu einem starken
Lçsungsmittel- und Ressourcenverbrauch. Der Schutz von
Enzymen durch Einschlussimmobilisierung bietet eine w-ss-
rige Mikroumgebung fgr das Enzym und gew-hrleistet
gleichzeitig hydrophobe Bedingungen fgr den Metallkataly-
sator. Diese Technik ermçglicht es somit, beide Katalysator-
typen unter ihren jeweils optimalen Bedingungen zu nutzen,
wodurch sie zu einer einfachen und robusten Methode
avanciert.[7]

Resveratrol und seine Analoga stehen aufgrund ihrer
biologischen Aktivit-t als Antioxidantien, sowie ihrer ent-
zgndungshemmenden, antidiabetischen und krebsvorbeu-
genden Wirkung im Fokus aktueller Forschung.[8,9] Die na-
tgrliche Synthese von Restveratrol ist aufgrund des Bedarfs
an CoA-Derivaten fgr einen In-vitro-Prozess zu teuer.[8]

Weiterhin ist das bençtigte Enzym, die Resveratrol-Synthase,
spezifisch fgr die Produktion von 3,4’,5-Trihydroxystilben.
Analoge Antioxidantien, wie 4,4’-Dihydroxy-trans-stilben
(3a), sind mit diesem System nicht zug-nglich. Interessan-
terweise wurde fgr 3a eine vierfach hçhere antioxidative
Wirkung als fgr Resveratrol gefunden und zus-tzlich die In-
hibition von Wachstum und Metastasenbildung verschiedener
Krebszellen beschrieben.[9, 10] Bekannte Wege fgr die Syn-
these von 4,4’-disubstituierten Stilben-Derivaten beinhalten
unter anderem Wittig- oder McMurry-Reaktionen in auf-
w-ndigen, mehrstufigen Ans-tzen.[11] Die Olefinmetathese ist
eine effiziente Reaktion zur Bildung von C-C-Doppelbin-
dungen und insbesondere fgr die Synthese komplexer Bio-
molekgle geeignet.[12]

Ein chemoenzymatischer Ansatz unter Verwendung der
Metathese erschien daher als eleganter Syntheseweg fgr
nichtnatgrliche symmetrische Stilben-Derivate (Schema 1).
Fgr den ersten Schritt der Kaskade nutzten wir die Cofaktor-
freie Phenols-ure-Decarboxylase aus Bacillus subtilis
(bsPAD), die para-Cumars-ure (1a) zum entsprechenden
para-Vinylphenol (2a) umsetzt, das direkt als Substrat fgr
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eine nachfolgende Olefinmetathese genutzt werden kann.
Aufgrund ihres h-ufigen Vorkommens in Lignocellulose,
Weizen- und Reis-Kleie sowie in Abf-llen der Zuckerher-
stellung, sind Hydroxyzimts-ure-Derivate attraktive Res-
sourcen fgr biobasierte Polymere und andere Materialien.[13]

Da die Olefinmetathese keine in der Natur vorkommende
Reaktion darstellt, sind fgr die zweite Stufe chemische Ka-
talysatoren notwendig. Die Kombination beider Reaktionen
in einem Reaktionsgef-ß umgeht die Isolierung und Aufrei-
nigung der instabilen und reaktiven Vinylphenol-Interme-
diate. Da diese Stoffe zu Polymerisierung neigen,[14] verein-
facht die Reaktionsfghrung in einer Kaskade die Synthese
erheblich, indem auf aufwendige Schutzgruppenoperationen
verzichtet werden kann. Hier stellen wir eine Kombination
von enzymatischer Decarboxylierung und Olefinmetathese in
einer zweistufigen Ein-Topf-Reaktion in organischem Lç-
sungsmittel vor, die durch Einschluss des Biokatalysators er-
mçglicht wird.

Die Cofaktor-freie Phenols-ure-Decarboxylase aus B.
subtilis (bsPAD) ist bereits als robuster Biokatalysator fgr die
Transformation der Hydroxyzimts-uren 1a–c bekannt.[15]

Nach Klonierung aus genomischer DNA, Expression und
Reinigung wurden 40 mg partiell aufgereinigter bsPAD aus
1 g Zellpellet isoliert. Die Hydroxyzimts-uren 1a–c wurden
effizient durch das Enzym in Kaliumphosphatpuffer (KPi,
50 mm, pH 6.0, 30 88C) mit einer spezifischen Aktivit-t von
312: 40 (1 a), 188: 2 (1 b) und 129: 4 Umg@1 (1c) umge-
setzt. Es zeigte sich, dass bsPAD auch Sinapins-ure (1 d) mit
1.0: 0.3 Umg@1 als Substrat nutzen konnte. Da diese Akti-
vit-t zu gering fgr die vorgesehene Kaskade war, wurde 1d
von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

Um geeignete Katalysatoren fgr die Metathese in einer
kooperativen Reaktionskaskade zu finden, wurden verschie-
dene Ruthenium-Komplexe (C1–C7) anhand der Synthese
von 3a aus 2a evaluiert. Die Bildung von Stilben (3e) aus
Styren (2e) diente als Vergleichsreaktion (Tabelle S1). Die
Katalysatoren wurden basierend auf bekannten Synthese-
wegen von Polyhydroxystilben-Derivaten[16] sowie ihrer To-
leranz gegengber Luft und nicht getrockneten Lçsungsmit-
teln, wie Ethylacetat und 2-Propanol, ausgew-hlt.[17] Fgr die
Reaktion wurden Dichlormethan (DCM) und Tetrahydro-

furan (THF) als Standard-Lçsungsmittel genutzt. Außerdem
wurden die Reaktionen in 2-Methyl-Tetrahydrofuran (2-
MeTHF) als umweltvertr-gliches alternatives Lçsungsmittel
aus erneuerbaren Quellen[18] und in Methyl-tert-butylether
(MTBE), was auch zur Extraktion genutzt wurde, durchge-
fghrt. Bemerkenswert ist, dass sich die spezifische Aktivit-t
der [Ru]-Katalysatoren gegengber den beiden Substraten 2a
und 2e erheblich unterschiedet (Tabelle S1, Nr. 2–8): Vor
allem Katalysatoren mit hoher Aktivit-t gegengber 2e, wie
C5, zeigten einen schlechten Umsatz von 2a und umgekehrt.
Unter Verwendung des Grubbs-Katalysators der zweiten
Generation (C1) konnte die Metathese in wasserfreien Lç-
sungsmitteln und unter anaeroben Bedingungen durchgefghrt
werden. Katalysator C2 zeigte zus-tzlich eine zufriedenstel-
lende Aktivit-t gegengber 2a in verschiedenen Lçsungsmit-
teln mit Ums-tzen von 40 % in 2-MeTHF bis 67 % in MTBE
unter aeroben Bedingungen (Tabelle S1, Nr. 3). Basierend
auf diesen Ergebnissen wurden die Katalysatoren C1 und C2
fgr die kooperative chemoenzymatische Reaktionskaskade
gew-hlt. Aufgrund zu geringer Ums-tze wurde DCM als
Metathese-Lçsungsmittel von weiteren Studien ausgeschlos-
sen. Die direkte Kreuzkupplung von para-Cumars-ure (1 a)
durch eine Metathese-Reaktion wurde unter den gew-hlten
Bedingungen nicht beobachtet, wodurch die Notwendigkeit
einer Decarboxylierung vor der Metathese unterstrichen
wird. Eine mçgliche Ursache kçnnte eine unggnstige
Gleichgewichtslage durch die Bildung nichtflgchtiger Fu-
mars-ure als Beiprodukt sein, w-hrend das Gleichgewicht der
Umsetzung der Vinylphenole durch entweichendes Ethylen
vollst-ndig auf die Produktseite verschoben wird.

Nachdem die Einzelschritte der enzymatischen und der
chemischen Reaktionen zuverl-ssig etabliert worden waren,
erfolgte die Kombination beider Katalysatoren in einer che-
moenzymatischen Kaskade. Fgr die Umsetzung wurden drei
verschiedene Verfahren in Betracht gezogen (Schema 1): eine
sequenzielle Zwei-Topf-Reaktion mit einem Aufarbeitungs-
schritt (I), die Kombination der beiden Schritte in einem
Zwei-Phasen-ein-Topf-System (II) und die sequenzielle Ein-
Topf-Reaktion mit eingekapseltem Enzym in organischem
Lçsungsmittel, einem intermedi-ren Trocknungsschritt und
anschließender Olefinmetathese (III).

Schema 1. Chemoenzymatische Reaktionskonzepte ffr die Synthese von 4,4’-Dihydroxystilben-Derivaten durch Kombination von enzymatischer
Decarboxylierung verschiedener Hydroxyzimts-uren mit einer [Ru]-katalysierten Metathese.
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Eine einfache sequenzielle Zwei-Topf-Kaskade unter
Verwendung von freiem Enzym in w-ssrigem Puffer (I) hat
den Vorteil, dass sowohl der enzymatische Schritt als auch die
Metathese unter den individuell optimierten Bedingungen
durchgefghrt werden kçnnen. Als erster Schritt wurde daher
die Decarboxylierung in Phosphatpuffer mit 100 mg Substrat
1a–c durchgefghrt, was zu einem vollst-ndigen Umsatz in-
nerhalb von 18–24 h fghrte. Die Vinylderivate 2a–c konnten
anschließend nach Extraktion mit MTBE in Ausbeuten von
80% bis 95 % (Tabelle 1, Nr. 1–4) gewonnen werden. Die
Tendenz der Intermediate 2a–c zur spontanen Polymerisie-
rung verringert ihre Lagerstabilit-t erheblich und erfordert
eine sofortige Weiterverarbeitung im n-chsten Schritt. Da in
1H-NMR-Spektren der extrahierten Fraktionen keine Aus-
gangsstoffe 1a–c nachgewiesen wurden, konnte die nachfol-
gende Metathese direkt angeschlossen werden, ohne dass
eine Zwischenreinigung notwendig war. Dafgr wurde der
[Ru]-Katalysator C1 als Feststoff hinzugefggt und die zweite
Reaktion unter optimierten Bedingungen durchgefghrt. Im
ersten Versuch konnte 3a trotz hohen Umsatzes (79 %) nur in
einer Ausbeute von 10 % isoliert werden. Nachdem die Re-
aktionslçsung vor der Aufreinigung mit 20 Mol-% Diethy-
lenglykolmonovinylether zur Komplexierung des [Ru]-Kata-

lysators[19] versetzt worden war, konnte die Gesamtausbeute
an isoliertem 3a auf 46% in THF (Nr. 1) und 58 % in 2-
MeTHF (nach 95 % Umsatz von 2a, Nr. 4) erhçht werden.
Obwohl eine effektive enzymatische Umwandlung des
Methoxyderivats 1b beobachtet wurde, wurde 2b zum ent-
sprechenden Stilben 3b mit nur 68 % Umsatz und 27%
Ausbeute in der zweiten Stufe isoliert (Eintrag 2). Die Syn-
these von 3c erwies sich unter allen angewendeten Bedin-
gungen als Herausforderung, da 2 c keinen messbaren Umsatz
mit C1 zeigte (Nr. 3).

Obwohl vielversprechende Gesamtums-tze fgr 3a und 3b
erreicht wurden, erforderte die sequenzielle Kaskade eine
sorgf-ltige Handhabung der Reaktionsintermediate 2a–c.
Wir vermuteten, dass eine direkte Ein-Topf-Kaskade dieses
Problem umgehen kçnnte und außerdem die Durchfghrung
der Reaktion im grçßeren Maßstab vereinfachen wgrde.
Deshalb untersuchten wir zun-chst die Mçglichkeit eines
klassischen Zwei-Phasen-Systems (Schema 1, II) in einem
Puffer und 2,2,4-Trimethylpentan (Isooctan).[5] W-hrend die
enzymatische Decarboxylierung unter diesen Bedingungen
mit vollst-ndigem Umsatz einer 5-mm-Lçsung 1a in 20 Mi-
nuten reibungslos verlief, verhinderte die Instabilit-t der un-
tersuchten Metathesekatalysatoren gegen Wasser und Luft

Tabelle 1: Produktausbeuten ffr die sequenzielle Zwei-Topf-Kaskade (oben) und Ein-Topf-Kaskade (unten) zur Synthese von polyhydroxylierten
Stilben-Derivaten.

Nr. 1 Umsatz[a] Ausbeute 2[b] Metathese- [Ru] Umsatz[c] Ausbeute 3[d] Gesamtausbeute
[%] [%] [mg] Solvens [%] [%] [mg] [%]

1 a >99 95 70 THF C1 59 49 30 46
2 b >99 80 62 THF C1 68 27 15 21
3 c >99 93 70 THF C1 0 0 0 0
4 a >99 87 64 2-MeTHF C1 95 67 38 58
5 a >99 95 70 MTBE C1 44 33 20 31
6 a >99 91 67 MTBE C2 85 78 46 71

7 a >99 – – MTBE C1 73 – 39 60
8 a >99 – – MTBE C2 95 – 58 90
9 b >99 – – MTBE C2 76 – 25 36

10 c >99 – – MTBE C2 n.d.[e] – 25[e] ca. 37[e]

[a] Umsatz von 1 zu 2 anhand DC bestimmt. [b] Ausbeute an isoliertem Produkt nach der Transformation von 100 mg 1a–c mit 20 mg Rohzellextrakt
in Kaliumphosphatpuffer (50 mm, pH 6.0, 30 88C) und Extraktion mit MTBE. [c] Umsatz von 2 zu 3 durch 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt.
[d] Ausbeute an isoliertem Produkt nach Metathese der Vinylderivate 2a–c mit 5 Mol-% [Ru] Katalysator. Ffr das Ein-Topf-Verfahren (unten) wurde die
Lçsung vor der Zugabe des [Ru]-Katalysators mit wasserfreiem MgSO4 getrocknet. [e] Umwandlung konnte aufgrund fberlappender Signale nicht
ermittelt werden, Produkt wurde mit ca. 68% Reinheit (HPLC) isoliert.
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einen vollst-ndigen Umsatz der Vinylderivate im n-chsten
Schritt. Selbst mit dem recht stabilen Katalysator C2 wurde
nicht mehr als 20% Umsatz erreicht.

Aus diesen Ergebnissen wurde deutlich, dass ein effektive
Metathese Reaktionsbedingungen mit geringer Wasserakti-
vit-t erfordert, wohingegen bsPAD keine Aktivit-t in den
verwendeten hydrophoben Lçsungsmitteln aufwies. Eine
chemoenzymatische Ein-Topf-Kaskade in einer nichtw-ssri-
gen Umgebung konnte nur durch eine Erhçhung der En-
zymstabilit-t erreicht werden. Somit wurde die Kaskade in
einer zweistufigen Ein-Topf-Kaskade (Schema 1, III) unter
Verwendung von MTBE als Lçsungsmittel fgr beide Reak-
tionen durchgefghrt. Ansorge-Schumacher et al. entwickel-
ten kgrzlich Polyvinylalkohol(PVA/PEG)-Kryogele,[20] die
einen Einschluss des Enzyms in einer w-ssrigen Umgebung
ermçglichten. So konnte die Decarboxylierung von 1a–c in
reinem organischen Lçsungsmittel durchgefghrt werden
(Abbildung 1). Nach Einschluss von bsPAD als Rohzellex-

trakt wurde 39 % der enzymatischen Aktivit-t im Vergleich
zur gleichen Menge freiem Rohzellextrakt aufrechterhalten,
wobei 62% dieser Aktivit-t auch nach der fgnften Verwen-
dung derselben Kapseln beibehalten wurden (Abbildung S1).
Die Leistung des eingekapselten Enzyms wurde anschließend
in verschiedenen organischen Lçsungsmitteln getestet (Ta-
belle S2). Dabei wurde deutlich, dass unpolare Lçsungsmittel
wie MTBE oder Isooctan bessere Ergebnisse zeigten, als die
mit Wasser mischbaren Lçsungsmittel THF oder 2-MeTHF.
Da sich Isooctan als ungeeignetes Medium fgr die Metathese
von 2a herausstellte, wurde MTBE als guter Kompromiss fgr
beide Reaktionen ausgew-hlt.

Die Decarboxylierung von 100 mg 1a mit bsPAD, einge-
schlossen in PVA/PEG-Gelkapseln, erreichte > 99 % Umsatz
nach 24 h unter Verwendung von 1 g Kapseln in 30 mL
MTBE. Aufgrund ihrer Grçße (ca. 3 mm Durchmesser)
kçnnen die Kapseln nach der Reaktion leicht aus dem
Medium entfernt werden, sodass nur das Substrat fgr die
Metathese zurgckbleibt. Durch Trocknung der Lçsung mit

wasserfreiem MgSO4 wurden ausreichend „trockene“ Be-
dingungen fgr die Metathese erhalten. Anschließend wurde
Katalysator C1 hinzugefggt, und nach 4 Stunden Reaktions-
dauer war ein Umsatz von 73% 2a zu 3a mit einer Gesamt-
ausbeute von 60% erreicht (Tabelle 1, Nr. 7). Eine analoge,
sequenzielle Zwei-Topf-Kaskade mit MTBE als Extrakti-
onsmittel und anschließender Zugabe des Katalysators C1
ergab einen deutlich geringeren Umsatz von 2a (44%, Nr. 5)
nach 4 h, was die Vorteile einer Ein-Topf-Kaskade mit PVE/
PEG-Gelkapseln zur Kompartimentalisierung unterstreicht.
Im Katalysator-Screening zeigte zudem der [Ru]-Komplex C2
eine hohe Aktivit-t gegengber 2a. Daher wurde die Ein-
Topf-Kaskade im n-chsten Schritt unter Verwendung von
5 Mol-% C2 fgr die Homodimerisierung von 2a–c wieder-
holt. So wurden nach 4 h Reaktionszeit 95% Umsatz von 2a
und eine Gesamtausbeute von 90 % 3a erreicht (Nr. 8).
Weiterhin fghrte die Verwendung von C2 zu einer erhçhten
Bildung von 3b (76 %). Obwohl nicht in reiner Form isolier-
bar (68% Reinheit nach Flash-Chromatographie), bot dieses
Katalysatorsystem auch Zugriff auf 3c, was durch C1 nicht
erreicht werden konnte.

Obwohl chemoenzymatische Reaktionskaskaden eine
3berlappung von Substratspektren und die gegenseitige
Vertr-glichkeit der Katalysatoren und Reaktionsbedingun-
gen erfordern, konnten wir zeigen, dass eine zweistufige Ein-
Topf-Kaskade mit einem intermedi-ren Trocknungsschritt die
Synthese der polysubstituierten Stilben-Derivate 3a–c aus
biobasiertem Ausgangsmaterialien ermçglicht. Durch Kom-
partimentalisierung konnte der sequenzielle Einsatz eines
Enzyms mit geringer Stabilit-t in organischen Medien und
Metathesekatalysatoren mit geringer Toleranz gegengber
Wasser ermçglicht werden. Die 3berwindung der gegensei-
tigen Unvereinbarkeit verschiedener Katalysatortypen und
ihrer Reaktionsbedingungen ist eine wesentliche Aufgabe bei
der Entwicklung von Konzepten fgr robuste Ein-Topf-Re-
aktionskaskaden, die Probleme wie die Isolierung instabiler
Zwischenprodukte umgeht und Zwischenextraktionsschritte
reduziert. In diesem Zusammenhang erwiesen sich Polyvi-
nylalkohol-Kryogele als einfaches und praktisches Hilfsmittel
fgr die Anwendung der Decarboxylase in organischen
Medien. Ein wesentlicher Vorteil liegt darin, dass die Partikel
nach Abschluss der Reaktion durch Filtration abgetrennt
werden kçnnen. Aufgrund der einfachen Anwendbarkeit mit
zellfreien Extrakten ist dies eine elegante Mçglichkeit, um
Enzyme mit geringer Toleranz gegengber organischen Lç-
sungsmitteln in weiteren Reaktionskaskaden anzuwenden.
Trotz der intrinsischen Herausforderungen, die sich durch die
Metathesereaktion ergeben, demonstrieren die erzielten
hohen Ums-tze bei einer Substratkonzentration von 3 gL@1

im 100-mg-Maßstab eindrucksvoll die Mçglichkeit, einge-
kapselte Enzyme in einem Topf mit herkçmmlichen Kataly-
satoren zu kombinieren.
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Abbildung 1. Einschluss von bsPAD in PVA/PEG-Gelkapseln ermçg-
licht die Kombination der enzymatischen Decarboxylierung und an-
schließender Metathese in MTBE. Das Enzym wird in einer w-ssrigen
Umgebung eingeschlossen, w-hrend die Substrate (1a–c) und Produk-
te (2a–c) frei durch das Gel diffundieren kçnnen.
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