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Milde und selektive Oxidationsmethoden sowie neue 6kolo-
gische und 6konomische chemische Verfahren sind gefragt
wie nie zuvor.! Die Spaltung von Alkenen® zu den ent-
sprechenden Aldehyden oder Ketonen ist eine haufig ver-
wendete Synthesemethode in der organischen Chemie,”” um
1) Sauerstoff-haltige funktionelle Gruppen in Molekiile ein-
zufiihren, 2) komplexe Molekiile in kleinere Bausteine zu
teilen und 3) Schutzgruppen zu entfernen.’® Unter den
derzeit verfiigbaren Methoden fiir die oxidative Spaltung von
Alkenen wird die reduktive Ozonolyse als die ,,sauberste®
angesehen.” Allerdings birgt diese Methode in der Praxis
einige Nachteile wie die Notwendigkeit spezieller Ausriistung
(Ozonisator) und Tieftemperaturtechnik (normalerweise
—78°C) sowie den zusitzlichen Bedarf an einer stochiome-
trischen Menge des Reduktionsmittels (z.B. Dimethylsulfid,
Zink, Wasserstoff, Phosphine, ...) fiir die reduktive Aufar-
beitung. Zusétzlich sind spezielle Sicherheitsvorkehrungen zu
treffen, um schweren Unfillen durch Explosionen, wie in der
Literatur beschrieben,”! vorzubeugen. Fiir Methoden mit
Metalloxiden als Oxidationsmittel® werden (mindestens)
stochiometrische Mengen an Salz oder Peroxiden benotigt.
Diese Varianten zeigen zudem nur méBige bis niedrige
Chemo-, Regio- und Stereoselektivitit. In vielen Féllen ist die
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Uberoxidation der zunichst entstehenden Aldehyde zu den
entsprechenden Sduren eine nur schwer zu unterbindende
Nebenreaktion. Die einzige bisher bekannte katalytische
Methode mit molekularem Sauerstoff erfordert einen Co'-
Katalysator” und ist — bei moderater Selektivitit — auf Iso-
eugenol-Derivate beschriankt.

Kiirzlich wurden daher neuartige oder verbesserte Ver-
fahren zur Alkenspaltung publiziert.®*8) Enzymatische
Alkenspaltung wurde nur 1) als (unerwiinschte) Nebenre-
aktion im analytischen MaBstab mit Peroxidasen,”” 2) mit
einer Kombination von Lipoxygenasen und Hydroperoxid-
Lyasen fiir spezielle Substrate!'” und 3) im analytischen
MaBstab mit einigen substratspezifischen Mono-" oder Di-
oxygenasen!'?! mit Sauerstoff als Oxidationsmittel™® beob-
achtet. Nach unserem Wissen wurde noch keine Methode zur
biokatalytischen oxidativen Alkenspaltung entwickelt, die im
préparativen MaBstab eingesetzt werden kann.

Bei der Suche nach Mikroorganismen, die Alkene in
Allylposition oxidieren, hatten wir keinen Erfolg — allerdings
bemerkten wir, dass der Pilz Trametes hirsuta G FCC 0474
das Substrat (E)-1-Phenyl-1-buten (1a; Schema 1) abbaute,
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Schema 1. Biokatalytische Alkenspaltung mit molekularem Sauerstoff.
Fiir 1b—2b siehe Schema 2.

wobeli ein unerwartetes Produkt entstand: Benzaldehyd. Um
nachzuweisen, dass es sich tatsdchlich um eine biokatalytische
Reaktion handelt, wurde der Versuch mit einer durch Hitze
denaturierten Enzympréaparation wiederholt. In diesem Fall
wurde kein Umsatz beobachtet, womit es sich tatsidchlich um
eine biokatalytische Reaktion handelt. Da biokatalytische
Umsetzungen zunehmend an Bedeutung fiir die Synthese
gewinnen,“sl war es unser Ziel, ein Verfahren fiir eine neu-
artige biokatalytische reduktive Ozonisierung zu entwickeln.

Zur Identifizierung der Spaltprodukte wurde mit Inden
(1b; Schema2) ein cyclisches Alken eingesetzt, da zu er-
warten war, dass sich fiir dieses Molekiil die ,,beiden* Spalt-
produkte der Biooxidation in einem einzigen Produktmole-
kiil identifizieren lassen. Tatsdchlich konnte nach der Um-
setzung von 1b der Dialdehyd 2b mittels GC/MS und Ver-

Enzympraparation o)
Puffer/H,'¢0O, pH 6.0 }
25°C H "%
1b 180, 2b H

Schema 2. Biokatalytische Alkenspaltung von Inden (1b) zum Dialde-
hyd.
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gleich mit unabhingig synthetisiertem Vergleichsmaterial
ausgemacht werden. 1b schien auch eine ideale Verbindung
zu sein, um die Herkunft der beiden eingebauten Sauer-
stoffatome aufzukldren. Zu diesem Zweck wurden die Ex-
perimente mit zellfreiem Extrakt und *O-markiertem mole-
kularem Sauerstoff durchgefiihrt. Die GC-MS-Analyse
zeigte, dass die Sauerstoffatome beider Aldehydgruppen
markiert waren. Als Gegenprobe wurde das Experiment mit
80-markiertem Wasser und 'O, wiederholt. In diesem Fall
war keines der beiden Sauerstoffatome markiert, womit ein-
deutig belegt werden konnte, dass die beiden eingebauten
Sauerstoffatome aus molekularem O, stammen (Schema 2).
Diese Experimente weisen bereits auf eine durch eine Di-
oxygenase!'?! katalysierte, einstufige Reaktion hin; es handelt
sich also nicht um einen Stufenprozess wie bei der Spaltung
von fB-Carotin.™"! Fiir einen zusitzlichen Beleg wurden mog-
liche Zwischenstufen bei der Umsetzung von (E)-1-Phenyl-1-
buten (1a) wie Diol 3 und Epoxid 4 synthetisiert und umzu-
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setzen versucht. Weder 3 noch 4 reagierten allerdings zum
Aldehyd, woraus sich schlieen lésst, dass diese Verbindun-
gen keine Zwischenstufen bei der Alkenspaltung sind und es
sich daher tatsdchlich um eine einstufige enzymatische Al-
kenspaltung mit molekularem Sauerstoff als einzigem
Oxidationsmittel handelt (Schema 1). Im Unterschied zu den
nichtenzymatischen Methoden kann diese in wissrigem
Milieu bei Raumtemperatur ohne zusitzliche Reagentien
(ausgenommen Sauerstoff) angewendet werden.

Zum Erreichen hoher Umsitze ist es von Vorteil, wenn
die Reaktionsmischung mit Sauerstoff gesittigt ist oder —
noch besser — die Reaktion unter erhthtem Sauerstoffdruck
durchgefiihrt wird. Um einen erhohten Sauerstoffdruck im
Milliliter-MaRstab fiir Parallel-Versuche zu erzielen, nutzten
wir die Katalase-Aktivitét, die ebenfalls in der Enzympra-
paration enthalten war: Nach Zugabe einer Wasserstoffper-
oxid-Losung zur Reaktionsmischung in GC-Glasgefidfien
(1.5 mL) wurden diese schnell dicht verschlossen. Das Was-
serstoffperoxid wurde innerhalb von Sekunden durch die
Katalase zu Wasser und molekularem Sauerstoff dispropor-
tioniert, sodass ein theoretischer Uberdruck von 2 bar erzielt
wurde. Mit diesem Verfahren konnte der Umsatz von (E)-1-
Phenyl-1-buten (1a) mit zellfreiem Extrakt aus Trametes
hirsuta G FCC 047 von urspriinglich 10 auf 44 % gesteigert
werden (Tabelle 1, Nr. 1). Als noch besseres Substrat erwies
sich trans-Anethol (1¢), das mit 83 % Umsatz und exzellenter
Chemoselektivitdt (94%) zu Anisaldehyd (2¢) reagierte
(Tabelle 1, Nr. 3). Bemerkenswert ist, dass keine Uberoxida-
tion des Aldehyds zur Sdure festgestellt wurde.

AuBer den zweifach substituierten Alkenen werden auch
einfach substituierte Phenylalkene wie 4-Methoxystyrol (1d)
umgesetzt (Tabelle 1, Nr. 4). Ein Ersatz der para-Methoxy-
gruppe von 1d durch Wasserstoff fithrte nur zu leicht ver-
ringerter Aktivitdt (Styrol (1e); Tabelle 1, Nr. 5). Allylbenzol

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Tabelle 1: Biokatalytische Alkenspaltung mit einer zellfreien Enzympri-
paration aus Trametes hirsuta G FCC 047 in GC-Glasgefidfen unter Sau-
erstoffdruck.

Nr.  Substrat? Produkt [%]®)  Chemosel. [%]

1 (E)-1-Phenyl-1-buten (1a) 44 72
2 Inden (1b) 7 88
3 trans-Anethol (1¢) 83 94
4 4-Methoxystyrol (1d) 32 89
5 Styrol (1e) 25 94
6  Allylbenzol (1f) <0.1 n.a.
7 o-Methylstyrol 10 >99
8 p-Methylstyrol 26 90
9 p-Aminostyrol 1 >99
10 p-(tert-Butyl)styrol 26 92
1 m-Chlorstyrol 20 88
12 o-Methylstyrol (1g) 26 >99

[a] 6 gL™" Substratkonzentration, 25°C, pH 6.0. [b] GC-Ausbeute, 24 h
Reaktionszeit, Verhiltnis von Aldehyd oder Keton zu anfinglicher Sub-
stratkonzentration. [c] Verhiltnis von Aldehyd oder Keton zu allen neu
entstandenen Verbindungen. n.a.: nicht anwendbar.

(1f) wurde dagegen nicht umgesetzt, was moglicherweise
darauf zuriickzufiihren ist, dass hier die C=C-Bindung nicht
mit dem aromatischen Ring konjugiert ist. Fiir eine enzyma-
tische Reaktion ist es erstaunlich, dass auch ein sterisch an-
spruchsvolles ortho-substituiertes Styrol-Derivat wie o-Me-
thylstyrol (Tabelle 1, Nr.7) umgesetzt wurde. Bei der Um-
setzung von p-Aminostyrol (Tabelle 1, Nr.9) bestach die
Reaktion durch die exzellente Chemoselektivitit (>99%); es
wurde ausschlieBlich p-Aminobenzaldehyd erhalten, die
Aminogruppe blieb unberiihrt. Je nach Substrat kénnen auch
Ketone erhalten werden; so fiihrte die Umsetzung von o-
Methylstyrol (1g) vollstindig chemoselektiv (>99%) zu
Acetophenon (Tabelle 1, Nr. 12).

Die Loslichkeit der lipophilen Substrate im wissrigen
Puffer konnte durch Zusatz von Ethanol [bis zu einer Kon-
zentration von 25% (v/v)] als Losungsvermittler verbessert
werden. Das Optimum der Aktivitidt lag bei 15% (v/v)
Ethanol. Im weiteren Verlauf wurde die Substratkonzentra-
tion variiert, wobei gezeigt wurde, dass diese fiir trans-
Anethol (1¢) bis zu einer Konzentration von 2.7 molL™
(400 gL™") erhoht werden kann. Die hohe mogliche Sub-
stratkonzentration unterstreicht die Eignung dieser Methode
fiir die Synthese. Fiir eine Reaktion im priaparativen MaBstab
wurde eine Hydrierapparatur (Parr 3910) zweckentfremdet,
um unter einem konstanten Sauerstoffdruck von 2 bar zu ar-
beiten. Das Substrat trans-Anethol (1¢; 0.6 g) reagierte so mit
81 % Umsatz innerhalb von 24 Stunden.

Die beschriebene Methode zur biokatalytischen Arylal-
kenspaltung ist eine einfache, sichere, unbedenkliche und
»griine Alternative zu den nichtenzymatischen Varianten. Es
sind weder Spezialapparaturen (Ozonisator) noch zusétzliche
Chemikalien (Reduktionsmittel, Salze zur Oxidation) erfor-
derlich, wodurch auch keine weiteren Nebenprodukte zur
Entsorgung anfallen. Nur eines der am einfachsten zugingli-
chen und am wenigsten toxischen Oxidationsmittel, ndmlich
molekularer Sauerstoff, wird benoétigt. Die hochstmogliche
erreichbare Atomeffizienz!'® zur Alkenspaltung kann nur bei
Einsatz von molekularem Sauerstoff erzielt werden, so wie es
in dem hier présentierten Verfahren beschrieben wurde. Das
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Repertoire an biokatalytischen Reaktionen fiir die organi-
sche Synthese kann damit um die hier beschriebene bioka-
talytische Arylalkenspaltung erweitert werden.

Experimentelles

Biokatalytische Alkenspaltung im priparativen MaBstab unter Sau-
erstoffdruck: Lyophilisierte Zellen von Trametes hirsuta G FCC 047
(3g) wurden mit Bis-Tris-Puffer (125 mL, 50 mM, pH 6) binnen
30 min auf einem Infors-Schiittler (25°C, 130 rpm) rehydratisiert
[Bis-Tris = 2,2-Bis(hydroxyethyl)iminotris(hydroxymethyl)methan].
Die rehydratisierten Zellen wurden in den Reaktionszylinder
(450 mL) der ,,Hydrierapparatur Parr 3910“ gegeben und mit trans-
Anethol (1¢; 0.6 mL, 0.59 g, 3.9 mmol) und EtOH (1.7 mL) versetzt.
Der Gasraum wurde mit reinem Sauerstoff gespiilt, ehe ein Druck
von 2 bar O, angelegt wurde. Nach 24 h Schiitteln bei 22°C unter
konstantem O,-Druck (2 bar) wurde das Reaktionsgemisch mit
EtOAc (4 x50 mL) extrahiert und bei jedem Schritt auch zur Ver-
besserung der Phasentrennung zentrifugiert (8000 Upm, 20 min).
SchlieBlich wurden die Zellen mittels Filtration abgetrennt und noch
einmal mit EtOAc (50 mL) ,,gewaschen®. Die vereinigten Phasen
wurden getrocknet (Na,SO,) und im Vakuum eingeengt. Ein Umsatz
von 81 % zu p-Anisaldehyd (2¢) wurde mittels GC bestimmt. Rei-
nigung durch Kieselgel-Chromatographie (50 g Kieselgel, Benzin/
Essigsdureethylester 20:1) fithrte zu 0.31 g p-Anisaldehyd (57 %
Ausbeute an isoliertem Produkt).
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