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Das Konzept der Andock-/Schutzgruppen, eine
neue Strategie für die Biohydroxylierung**
Gerhart Braunegg, Anna de Raadt,
Sabine Feichtenhofer, Herfried Griengl,*
Irene Kopper, Antje Lehmann und Hansjörg Weber

Die Anwendung von Enzymen und Mikroorganismen in
der organischen Synthese wurde innerhalb der letzten zehn
bis fünfzehn Jahre ein wertvolles und unverzichtbares Werk-
zeug der Synthesechemie.[1] Da im allgemeinen nicht die

Schema 2. Mechanismus vom Typ I (a) und vom Typ II (b) der Oxidation
von Benzylalkohol durch den Kupfer- bzw. Zink-Modellkomplex. (Auf die
Angabe von Ladungen wurde verzichtet.)

Experimentelles

Kinetische Experimente und Produktanalyse: Die CuII- und ZnII-Phen-
oxylradikal-Komplexe wurden in situ erzeugt, indem man eine äquimolare
Menge (NH4)2[CeIV(NO3)6] (CAN, 5.0� 10ÿ4m) bei 25 8C zu einer ent-
gasten CH3CN-Lösung von [MII

2 (1)2](PF6)2 (M�Cu, Zn,[11] 2.5� 10ÿ4m) in
einer UV-Küvette gab (1 cm Dicke, mit einem Siliconstopfen dicht ver-
schlossen). Die Geschwindigkeitskonstanten der Selbstzersetzung (kZers.)
der Phenoxylradikal-Komplexe wurden bestimmt, indem man die Ab-
nahme der vom Phenoxylradikal stammenden Absorptionsbande verfolgte.

Die Oxidation von Benzylalkohol durch die in situ erzeugten Komplexe
wurde bei 25 8C durch Zugabe von Benzylalkohol im Überschuû zur
CH3CN-Lösung eingeleitet, nachdem die Absorptionsbanden der Phen-
oxylradikal-Komplexe ein Maximum erreicht hatten (wenige Minuten
nach der Zugabe von CAN zur Lösung des Phenolat-Komplexes). Die
Geschwindigkeitskonstanten (kbeob.) der Redoxreaktion wurden ebenfalls
anhand der Abnahme der Phenoxylradikal-Absorption bestimmt. Die
Ausbeute an Benzaldehyd wurde durch GC-MS mit Mesitylen als internem
Standard bestimmt.
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natürlichen Substrate der Biokatalysatoren umgesetzt wer-
den, ist es nicht überraschend, daû diese Verbindungen nicht
immer als gute Substrate akzeptiert werden. Bezüglich der
Biohydroxylierung wurde bereits früh erkannt, daû die
Gegenwart von bestimmten funktionellen Gruppen einen
positiven Einfluû auf die Substratakzeptanz durch den Mikro-
organismus ausübt.[2]

Aufbauend auf dieser Beobachtung und in Erweiterung
einer Strategie, die zuerst von Furstoss et al. für die Hydro-
xylierung von Verbindungen wie Alkoholen oder Alkenen[3]

vorgeschlagen wurde, entwickelten wir ein allgemeines Kon-
zept, das erfolgreich für die Biohydroxylierung angewendet
werden kann. Hierbei wird ähnlich der Anwendung von
Schutzgruppen in der Organischen Chemie für die Biohydro-
xylierung am Substrat zunächst eine Andock-/Schutzgruppe
(A/S-Gruppe) unter milden Bedingungen und in guter Aus-
beute eingeführt, und hierauf erfolgt die Biotransformation
(siehe Formelschema). Unter den Bedingungen, die für die
hier beschriebenen Biotransformationen angewendet wur-
den, kam es ohne A/S-Gruppe nicht zu einer Hydroxylierung,
oder es traten Nebenreaktionen auf [Gl. (1) und (4); S. 2948].[4]

Nach der Biotransformation wird die A/S-Gruppe wieder
entfernt. Neben der Begünstigung der Wechselwirkung des
Substrats mit dem aktiven Zentrum des hydroxylierenden
Enzyms sollte die A/S-Gruppe UV-aktiv sein, um die
Detektion (DC, HPLC) zu erleichtern. In einigen Fällen
erweist es sich auch als vorteilhaft, die Flüchtigkeit des
Substrats durch die Einführung der A/S-Gruppe zu verrin-
gern, um Substratverluste während der Fermentation zu
vermeiden. Entsprechend diesen Kriterien wurden zahlreiche
Verbindungen hergestellt und experimentell bezüglich ihrer
Eignung als A/S-Gruppe überprüft. Dies wurde durch ein
Screening dieser Verbindungen mit einer Reihe von Mikro-
organismen erzielt, von denen aus der Literatur bekannt war,
daû sie ähnliche organische Verbindungen hydroxylieren. Wie
man aus den ausgewählten Beispielen in den Gleichungen
sieht (weitere Beispiele werden in einer ausführlichen Zuschrift
publiziert werden), konnte dieses Konzept erfolgreich auf
eine Reihe verschiedener Substanzklassen angewendet werden.

Der Pilz Beauveria bassiana ATCC 7159[5] (B. b.) ist ein
Mikroorganismus mit einer breiten Substratakzeptanz.[6] Es
ist im besonderen eine Benzamidgruppierung, die sich für
diese Substratakzeptanz als vorteilhaft erwies.[2, 7] Als eine
Anwendung des A/S-Gruppenkonzepts wurden daher für die
Biohydroxylierung von Aldehyden und Ketonen diese Sub-
strate in N-Benzoyloxazolidine bzw. N-Benzoylspirooxazoli-
dine überführt. Anders als Cyclopentanon, das von B. b. nicht
als Substrat angenommen wird [Gl. (1)], wird nach Einfüh-
rung der A/S-Gruppe (als Eintopfreaktion: 1. NH2CH2CH2-
OH (1 ¾quiv.), K2CO3 (2 ¾quiv.), CH2Cl2, RT, 48 h; 2. BzCl
(1 ¾quiv.), RT, 24 h) das gebildete N-Benzoylspirooxazolidin
1 biohydroxyliert und daraus in 60 % Ausbeute an isoliertem
Produkt und mit 40 % de (5R,7S)-4-Benzoyl-1-oxa-4-azaspi-
ro[4.4]nonan-7-ol 2 erhalten. Anschlieûend wurde 2 vor dem
Entschützungsschritt (IR 120 (H�), CH3CN, 20 8C) benzyliert
(BnBr, NaH, THF/DMF, 20 8C), um eine dabei als Neben-
reaktion mögliche Eliminierung zu vermeiden. Auf diese
Weise wurde das hydroxylierte Keton 3 mit 40 % ee erhalten.
Diese vorerst unbefriedigende optische Reinheit und Aus-

beute kann dadurch verbessert werden, daû eine chirale A/S-
Gruppe in enantiomerenreiner Form eingesetzt wird. Dies ist
am Substrat 4 [Gl. (3)] als ein Beispiel eines chiralen Derivats
aus der Gruppe der Ketone gezeigt. Nach der Fermentation
wurde der Spiroalkohol 5 in 84 % Ausbeute an isoliertem
Produkt und mit 90 % de erhalten. Da das Benzylderivat von
5 kristallin ist, ist es möglich, die Enantiomerenreinheit durch
Umkristallisieren noch weiter zu erhöhen.

In gleicher Weise wurde Cyclohexanon in das analoge
hydroxylierte Produkt 7 überführt. Der Vorteil chiraler
Derivate, z. B. 4, ist jedoch nicht auf die Verbesserung der
optischen Reinheit und Ausbeute der Produkte beschränkt.
Durch Veränderung der Substitution in der A/S-Gruppe
können diese Verbindungen auch als Sonden zum Erhalt von
Informationen über das aktive Zentrum des hydroxylieren-
den Enzyms dienen. Ferner gibt der Einfluû dieser geringen
Veränderungen in der Substratstruktur auf die Hydroxylie-
rungsstelle im Zielmolekül Aufschluû über die Strukturer-
fordernisse, die ein Molekül als potentielles Hydroxylierungs-
substrat aufweisen muû. In Erweiterung der Arbeiten von
Fonken et al. ,[8] Furstoss et al.[9] und Haufe et al.[10] führen wir
derzeit Molecular-Modeling-Untersuchungen durch.

Das Konzept der A/S-Gruppen wurde auch auf die
Hydroxylierung von Cycloalkancarbonsäuren angewendet.
Hier wird das Substrat in ein Benzoxazol übergeführt.[11] Wie
man aus Gleichung (6) ersehen kann, wurde das Benzoxazol 8
durch Cunninghamella blakesleeana DSM 1906[11] (C. b.)
hydroxyliert, und man erhielt nach Entschützung (4 n wäûr.
HCl/EtOH (1:1, v/v), ZnCl2 (2 ¾quiv.), Rückfluû) (1S,3S)-3-
Hydroxycyclopentancarbonsäure 10 in brauchbarer chemi-
scher Ausbeute und Enantiomerenreinheit. In gleicher Weise
ergab das Cyclohexencarbonsäurederivat 11 nach Biotrans-
formation mit Bacillus megaterium DSM 32 (B. m.)[11] ein
Gemisch aus dem Alkohol 12 (43 %, ee> 90 %, Absolutkon-
figuration bestimmt durch Röntgenstrukturanalyse) und dem
entsprechenden Keton (28 %). Untersuchungen zur Entschüt-
zung von 12 unter Bildung von 13 sind im Gange.

Die Biohydroxylierung von Alkoholen nach diesem Kon-
zept wurde durch Überführung in Isosaccharinderivate erzielt,
wie in Gleichung (8) gezeigt ist. Derivat 14, erhalten aus (R)-
3-Octinol (C8H13OH (1 ¾quiv.), C5H5N (2 ¾quiv.) 3-Chlor-
1,2-benzisothiazol-1,1-dioxid (2 ¾quiv.), CH2Cl2, RT, 24 h)
wurde regioselektiv durch Mortierella alpina ATCC 8979[12]

(M. a.) zu 15 hydroxyliert (72 % de), aus dem nach Entschüt-
zen (NaOCH3 (0.5 ¾quiv.), CH3OH, RT, 3 h) das Diol 16
erhalten wurde. Die Bestimmung der Absolutkonfiguration
der zweiten Hydroxygruppe im Molekül ist in Arbeit.

Bisher wurde die Biohydroxylierung von nichtaktivierten
C-H-Bindungen von Alkyl- oder Cycloalkylgruppen vorzugs-
weise bei Steroiden mit gutem Erfolg hinsichtlich Ausbeute,
Regio- und Enantioselektivität angewendet. Hingegen ist die
Biohydroxylierung von anderen Substraten derzeit noch
keineswegs eine allgemeine Methode der präparativen Orga-
nischen Chemie mit gröûerer Anwendungsbreite. Durch das
Konzept der A/S-Gruppen wird die Anwendbarkeit der
Biohydroxylierung in der Synthesechemie erweitert. Details
dieser Arbeit, experimentelle Vorschriften sowie die Zuord-
nung der Absolutkonfigurationen werden in einer ausführli-
chen Zuschrift dargestellt werden.
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Experimentelles

Als ein repräsentatives Beispiel des A/S-Gruppenkonzepts ist nachfolgend
die Biohydroxylierung von Cyclopentanon [Gl. (3)] beschrieben. Unter
Verwendung von (R)-1-Amino-2-propanol (Aldrich, 98% ee) zur Einfüh-
rung der A/S-Gruppe wurde 4 nach dem Verfahren von Saavedra[13] ähnlich
wie für 1 beschrieben hergestellt. 75 % Ausbeute, 98% ee, Schmp. 65.5 ±
67.5 8C; [a]D

20�ÿ79.8 (c� 2.1 in CH2Cl2); 1H-NMR (200 MHz, CDCl3,

25 8C): d� 0.96 (d, J �6.5 Hz, 3H; Me), 1.64 ± 1.98, 2.37 ± 2.71 (2�m, 6H,
2H; H6, 7, 8, 9), 3.60 (m, 1H; H2), 4.00 (m, 2 H; H2, H3), 7.40 (s, 5H;
Benzoyl); GC-MS: m/z (%): 245 (8) [M�].

5 : Nach Biotransformation von 4 mit B. b. ATCC 7159[5] wurde nach
chromatographischer Isolierung die kristalline Verbindung 5 als Haupt-
diastereomer in 84 % Ausbeute und mit 90% de erhalten. Schmp. 106 ±
108 8C; [a]D

20�ÿ78.4 (c� 0.9 in CH2Cl2); 1H-NMR (200 MHz, CDCl3,
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RTM-Bilder einzelner Porphyrinmoleküle auf
Cu(100)- und Cu(111)-Oberflächen**
Nick Bampos, Charles N. Woodburn,
Mark E. Welland* und Jeremy K. M. Sanders*

Die Pionierarbeit von Binnig und Rohrer bei der Entwick-
lung der Rastertunnelmikroskopie (RTM)[1] führte zu einer
neuen Möglichkeit, Moleküle auf atomarer Ebene zu ¹be-
trachtenª. Viele der in den letzten Jahren durchgeführten
Arbeiten konzentrierten sich auf die Fernordnung oder den
Aufbau von Metalloberflächen und Untersuchungen der
Eigenschaften der leitenden Oberfläche selbst.[2] Einige
dieser Bilder sind durch geringe Auflösung beeinträchtigt,
bedingt durch thermisch induzierte Bewegung, schwache
Haftung des Substrats an der Oberfläche, unzureichende
Geräteausstattung oder schlechte Spitzenpräparation. Ob-
wohl viele dieser Probleme durch bessere Oberflächenpräpa-
ration und Molekülabscheidung oder durch eine verbesserte
Geräteausstattung gelöst wurden, ist die Probenpräparation
nach wie vor nicht unproblematisch. Bei organischen Mole-
külen treten weitere Probleme auf, da die Wechselwirkungen
mit der Oberfläche häufig zu schwach sind, um eine Molekül-
bewegung zu hemmen. RTM-Bilder von organischen Syste-
men sind zwar notorisch schwierig zu interpretieren,[3, 4] doch
sind Untersuchungen einzelner Moleküle bekannt.[5] In einem
richtungsweisenden Bericht über ein hochsymmetrisches
Kupferphthalocyaninmolekül auf Cu(100) gelang eine Bild-
interpretation, indem Elastic-Scattering-Quantum-Chemi-
stry(ESQC)-Rechnungen genutzt wurden, um das RTM-Bild
erfolgreich zu simulieren.[6] Diese Simulationsverfahren sind
zwar sehr geeignet, zeichnen sich aber durch hohen Rechen-
aufwand aus, was ihre Anwendung begrenzt. Wir zeigen hier
jedoch, daû kompliziertere Moleküle für wirkliche chemische
Anwendungen wertvolle weitere Informationen liefern kön-
nen, die genutzt werden können, um den Mechanismus, der
für den Bildkontrast verantwortlich ist, zu verstehen.

Zwar wurden in letzter Zeit Fortschritte gemacht, bei
denen hervorragende Bilder von Molekülen erzeugt wurden,
die auf Oberflächen physikalisch adsorbiert waren, doch führt
Chemisorption im allgemeinen zu besseren Bildern (speziell
bei Raumtemperatur), da die Moleküle immobilisiert sind
und keiner thermischen Verschiebung unterliegen. Beispiels-
weise erwiesen sich Alkanthiole auf Goldoberflächen als
günstig, da sie eine kovalente S-Au-Bindung ergeben, die das
Molekül an die Oberfläche heftet und damit zu dichten, stark
geordneten Aufschichten führt, in denen die Moleküle senk-

25 8C, Angaben für das im Unterschuû gebildete Diastereomer kursiv,
*: Zuordnung kann vertauscht werden): d� 0.93 (d, J �5.7 Hz, 3 H; Me);
1.73 ± 2.41 (m, 4 H; H6, H8, H9*, H9), 2.57 ± 2.69 (m, 2H; H8*, OH), 2.75,
2.94 (2�dd; J� 5.7 Hz, J'� 14.0 Hz, 1 H, Verhältnis 20:1; H6), 3.63 (dd,
J� 5.1 Hz, J'� 11.3 Hz, 1 H; H2), 3.98 (m, 2 H; H2, H3), 4.42 (br. s, 1H;
H7), 7.37 (s, 5 H; Benzoyl); GC-MS: m/z (%): 261 (2) [M�].

3 : Benzylierung von 5 unter Standardbedingungen[14] und Entfernung der
A/S-Gruppe lieferte 3 als sirupöses Öl. Ausbeute (über zwei Stufen): 52%,
84% ee ; [a]D

20� -43.0 (c� 1.0 in CH2Cl2); NMR-Daten in Übereinstim-
mung mit Literaturangaben.[15]
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