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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 Cu- und Zn"-Phen-
oxylradikal-Komplexe wurden in situ erzeugt, indem man eine dquimolare
Menge (NH,),[Ce™(NO;)s] (CAN, 5.0 x 10~#m) bei 25°C zu einer ent-
gasten CH;CN-Losung von [MY(1),](PF), (M = Cu, Zn,l''1 2.5 x 10~*M) in
einer UV-Kiivette gab (1 cm Dicke, mit einem Siliconstopfen dicht ver-
schlossen). Die Geschwindigkeitskonstanten der Selbstzersetzung (k)
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°C durch Zugabe von Benzylalkohol im Uberschufl zur
CH;CN-Losung eingeleitet, nachdem die Absorptionsbanden der Phen-
oxylradikal-Komplexe ein Maximum erreicht hatten (wenige Minuten
nach der Zugabe von CAN zur Losung des Phenolat-Komplexes). Die
Geschwindigkeitskonstanten (ky..,) 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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natiirlichen Substrate der Biokatalysatoren umgesetzt wer-
den, ist es nicht iiberraschend, daf3 diese Verbindungen nicht
immer als gute Substrate akzeptiert werden. Beziiglich der
Biohydroxylierung wurde bereits frith erkannt, daf3 die
Gegenwart von bestimmten funktionellen Gruppen einen
positiven Einfluf auf die Substratakzeptanz durch den Mikro-
organismus ausiibt.?!

Aufbauend auf dieser Beobachtung und in Erweiterung
einer Strategie, die zuerst von Furstoss et al. fiir die Hydro-
xylierung von Verbindungen wie Alkoholen oder Alkenen!!
vorgeschlagen wurde, entwickelten wir ein allgemeines Kon-
zept, das erfolgreich fiir die Biohydroxylierung angewendet
werden kann. Hierbei wird dhnlich der Anwendung von
Schutzgruppen in der Organischen Chemie fiir die Biohydro-
xylierung am Substrat zunéchst eine Andock-/Schutzgruppe
(A/S-Gruppe) unter milden Bedingungen und in guter Aus-
beute eingefiihrt, und hierauf erfolgt die Biotransformation
(sieche Formelschema). Unter den Bedingungen, die fiir die
hier beschriebenen Biotransformationen angewendet wur-
den, kam es ohne A/S-Gruppe nicht zu einer Hydroxylierung,
oder es traten Nebenreaktionen auf [GI. (1) und (4); S. 2948].1

Nach der Biotransformation wird die A/S-Gruppe wieder
entfernt. Neben der Begiinstigung 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 Féllen
erweist es sich auch als vorteilhaft, die Fliichtigkeit des
Substrats durch die Einfithrung der A/S-Gruppe zu verrin-
gern, um Substratverluste wihrend der Fermentation zu
vermeiden. Entsprechend diesen Kriterien wurden zahlreiche
Verbindungen hergestellt und experimentell beziiglich ihrer
Eignung als A/S-Gruppe tiiberpriift. Dies wurde durch ein
Screening dieser Verbindungen mit einer Reihe von Mikro-
organismen erzielt, von denen aus der Literatur bekannt war,
daf sie dhnliche organische Verbindungen hydroxylieren. Wie
man aus den ausgewihlten Beispielen in den Gleichungen
sieht (weitere Beispiele werden in einer ausfiihrlichen Zuschrift
publiziert werden), konnte dieses Konzept erfolgreich auf
eine Reihe verschiedener Substanzklassen angewendet werden.

Der Pilz Beauveria bassiana ATCC 7159°! (B. b.) ist ein
Mikroorganismus mit einer breiten Substratakzeptanz.[! Es
ist im besonderen eine Benzamidgruppierung, die sich fiir
diese Substratakzeptanz als vorteilhaft erwies.>7 Als eine
Anwendung des A/S-Gruppenkonzepts wurden daher fiir die
Biohydroxylierung von Aldehyden und Ketonen diese Sub-
strate in N-Benzoyloxazolidine bzw. N-Benzoylspirooxazoli-
dine iiberfithrt. Anders als Cyclopentanon, das von B. b. nicht
als Substrat angenommen wird [GI. (1)], wird nach Einfiih-
rung der A/S-Gruppe (als Eintopfreaktion: 1. NH,CH,CH,-
OH (1 Aquiv.), K,CO, (2 Aquiv.), CH,Cl,, RT, 48 h; 2. BzCl
(1 Aquiv.), 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. Anschlieend wurde 2 vor dem
Entschiitzungsschritt (IR 120 (H"), CH;CN, 20°C) benzyliert
(BnBr, NaH, THF/DMF, 20°C), um eine dabei als Neben-
reaktion mogliche Eliminierung zu vermeiden. Auf diese
Weise wurde das hydroxylierte Keton 3 mit 40 % ee erhalten.
Diese vorerst unbefriedigende optische Reinheit und Aus-
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beute kann dadurch verbessert werden, daf3 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 moglich, die Enantiomerenreinheit durch
Unmkristallisieren noch weiter zu erhéhen.

In gleicher Weise wurde Cyclohexanon in das analoge
hydroxylierte Produkt 7 tiberfithrt. Der Vorteil chiraler
Derivate, z.B. 4, ist jedoch nicht auf die Verbesserung der
optischen Reinheit und Ausbeute der Produkte beschrinkt.
Durch Verianderung der Substitution in der A/S-Gruppe
konnen diese Verbindungen auch als Sonden zum Erhalt von
Informationen tiber das aktive Zentrum des hydroxylieren-
den Enzyms dienen. Ferner gibt der Einfluf} dieser geringen
Verdanderungen in der Substratstruktur auf die Hydroxylie-
rungsstelle im Zielmolekiil Aufschluf3 iiber die Strukturer-
fordernisse, die ein Molekiil als potentielles Hydroxylierungs-
substrat aufweisen mufl. In Erweiterung der Arbeiten von
Fonken et al.,l®! Furstoss et al.l”! und Haufe et al.['% fithren wir
derzeit Molecular-Modeling-Untersuchungen durch.

Das Konzept der A/S-Gruppen wurde auch auf die
Hydroxylierung von Cycloalkancarbonsduren angewendet.
Hier wird das Substrat in ein Benzoxazol iibergefiihrt.l'!]l Wie
man aus Gleichung (6) ersehen kann, wurde das Benzoxazol 8
durch Cunninghamella blakesleeana DSM 1906["1 (C. b.)
hydroxyliert, und man erhielt nach Entschiitzung (4 N wéBr.
HCIEtOH (1:1, v/v), ZnCl, (2 Aquiv.), RiickfluB) (15,35)-3-
Hydroxycyclopentancarbonsidure 10 in brauchbarer chemi-
scher Ausbeute und Enantiomerenreinheit. In gleicher Weise
ergab das Cyclohexencarbonsdurederivat 11 nach Biotrans-
formation mit Bacillus megaterium DSM 32 (B. m.)!'l ein
Gemisch aus dem Alkohol 12 (43 %, ee > 90 %, Absolutkon-
figuration bestimmt durch Réntgenstrukturanalyse) und dem
entsprechenden Keton (28 % ). Untersuchungen zur Entschiit-
zung von 12 unter Bildung von 13 sind im Gange.

Die Biohydroxylierung von Alkoholen nach diesem Kon-
zept wurde durch Uberfiihrung in Isosaccharinderivate erzielt,
wie in Gleichung (8) gezeigt ist. Derivat 14, erhalten aus (R)-
3-Octinol (CgH;;OH (1 Aquiv.), CsHsN (2 Aquiv.) 3-Chlor-
1,2-benzisothiazol-1,1-dioxid (2 Aquiv.), CH,Cl,, RT, 24 h)
wurde regioselektiv durch Mortierella alpina ATCC 897912
(M. a.) zu 15 hydroxyliert (72 % de), aus dem nach Entschiit-
zen (NaOCH; (0.5 Aquiv.), CH;OH, RT, 3 h) das Diol 16
erhalten wurde. Die Bestimmung der Absolutkonfiguration
der zweiten Hydroxygruppe im Molekiil 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 Enantioselektivitdt angewendet. Hingegen ist die
Biohydroxylierung von anderen Substraten derzeit noch
keineswegs eine allgemeine Methode der préaparativen Orga-
nischen Chemie mit grolerer 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 ausfiihrli-
chen Zuschrift dargestellt werden.
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Experimentelles

Als ein représentatives Beispiel des A/S-Gruppenkonzepts ist nachfolgend
die Biohydroxylierung von Cyclopentanon [GI. (3)] beschrieben. Unter
Verwendung von (R)-1-Amino-2-propanol (Aldrich, 98 % ee) zur Einfiih-
rung der A/S-Gruppe wurde 4 nach dem Verfahren von Saavedral'®! dhnlich
wie fiir 1 beschrieben hergestellt. 75% Ausbeute, 98 % ee, Schmp. 65.5 -
675°C; [a]B=-79.8 (¢c=2.1 in CH,ClL); 'H-NMR (200 MHz, CDCl;,
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25°C): d=0.96 (d,J =6.5 Hz, 3H; Me), 1.64-1.98, 2.37-2.71 (2 x m, 6 H,
2H; H6, 7, 8, 9), 3.60 (m, 1H; H2), 4.00 (m, 2H; H2, H3), 740 (s, 5H;
Benzoyl); GC-MS: m/z (%): 245 (8) [M~].

5: Nach Biotransformation von 4 mit B. b. ATCC 71598 wurde nach
chromatographischer Isolierung die kristalline Verbindung 5 als Haupt-
diastereomer in 84 % Ausbeute und mit 90 % de erhalten. Schmp. 106—
108°C; [a]=-784 (¢=0.9 in CH,CL); 'H-NMR (200 MHz, CDCl;,
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25°C, Angaben fiir das im Unterschuf3 gebildete Diastereomer kursiv,
x: Zuordnung kann vertauscht werden): 6 =0.93 (d, J =5.7 Hz, 3H; Me);
1.73-2.41 (m, 4H; H6, H8, H9*, H9), 2.57-2.69 (m, 2H; H8*, OH), 2.75,
2.94 (2 xdd; J=5.7Hz, J'=14.0 Hz, 1H, Verhiltnis 20:1; H6), 3.63 (dd,
J=51Hz, I'=11.3Hz, 1H; H2), 3.98 (m, 2H; H2, H3), 442 (br.s, 1 H;
H7), 7.37 (s, SH; Benzoyl); GC-MS: m/z (%): 261 (2) [M*].

3: Benzylierung von 5 unter Standardbedingungen!*l und Entfernung der
A/S-Gruppe lieferte 3 als siruposes Ol. Ausbeute (iiber zwei Stufen): 52 %,
84% ee; [a]l=-43.0 (c=1.0 in CH,Cl,); NMR-Daten in Ubereinstim-
mung mit Literaturangaben.['”]
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RTM-Bilder einzelner Porphyrinmolekiile auf
Cu(100)- und Cu(111)-Oberflachen**

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)! fiihrte zu einer
neuen Moglichkeit, Molekiile auf atomarer Ebene zu ,,be-
trachten”. Viele der in den letzten Jahren durchgefiihrten
Arbeiten konzentrierten sich auf die Fernordnung oder den
Aufbau von Metalloberflichen und Untersuchungen der
Eigenschaften der leitenden Oberfliche selbst.’! Einige
dieser Bilder sind durch geringe Auflosung beeintréachtigt,
bedingt durch thermisch induzierte Bewegung, schwache
Haftung des Substrats an der Oberfldache, unzureichende
Geriteausstattung oder schlechte Spitzenpriparation. Ob-
wohl viele dieser Probleme durch bessere Oberflachenpripa-
ration und Molekiilabscheidung oder durch eine verbesserte
Geriteausstattung gelost wurden, ist die Probenpriparation
nach wie vor nicht unproblematisch. Bei organischen Mole-
kiilen treten weitere Probleme auf, da die Wechselwirkungen
mit der Oberflache hiufig zu schwach sind, um eine Molekiil-
bewegung zu hemmen. RTM-Bilder von organischen Syste-
men sind zwar notorisch schwierig zu interpretieren,® 4 doch
sind Untersuchungen einzelner Molekiile bekannt.[! In einem
richtungsweisenden Bericht iiber ein hochsymmetrisches
Kupferphthalocyaninmolekiil auf Cu(100) gelang eine Bild-
interpretation, indem Elastic-Scattering-Quantum-Chemi-
stry(ESQC)-Rechnungen genutzt wurden, um das RTM-Bild
erfolgreich zu simulieren.’! Diese Simulationsverfahren sind
zwar sehr geeignet, zeichnen sich aber durch hohen Rechen-
aufwand aus, was ihre Anwendung begrenzt. Wir zeigen hier
jedoch, daB3 kompliziertere Molekiile fiir wirkliche chemische
Anwendungen wertvolle weitere Informationen liefern kon-
nen, die genutzt werden konnen, um den Mechanismus, der
fiir den Bildkontrast verantwortlich ist, zu verstehen.

Zwar wurden in letzter Zeit Fortschritte gemacht, bei
denen hervorragende Bilder von Molekiilen erzeugt wurden,
die auf Oberfldchen physikalisch adsorbiert waren, doch fiihrt
Chemisorption im allgemeinen zu besseren Bildern (speziell
bei Raumtemperatur), da die Molekiile immobilisiert sind
und keiner thermischen Verschiebung unterliegen. Beispiels-
weise erwiesen sich Alkanthiole auf Goldoberflichen als
giinstig, da sie eine kovalente S-Au-Bindung ergeben, die das
Molekiil an die Oberfldche heftet und damit zu dichten, stark
geordneten Aufschichten fiihrt, in denen die Molekiile senk-
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