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Baeyer-Villiger-Monooxygenasen (BVMOs) geh�-
ren zur Klasse der Oxidoreduktasen und �berf�hren
aliphatische, arylaliphatische und cyclische Ketone
in Ester bzw. Lactone unter Aktivierung von mole-
kularem Sauerstoff.[1,2] Die Reaktionen entsprechen
der chemischen Baeyer-Villiger-Oxidation,[3] die
normalerweise durch Peroxos1uren katalysiert wird
und �ber einen zweistufigen Mechanismus ver-
l1uft.[4] Dar�ber hinaus sind BVMOs in der Lage,
auch Heteroatomverbindungen zu oxidieren (S-, N-
und P-Verbindungen).[5] Insbesondere f�r enantio-
selektive Varianten der Baeyer-Villiger-Oxidation[6] bieten
sich BVMOs als eine vielversprechende Alternative zu me-
tallbasierten chiralen Katalysatoren an.[7] W1hrend stereose-
lektive enzymatische Baeyer-Villiger-Oxidationen von
prochiralen oder racemischen mono- und bicyclischen Keto-
nen[8] sowie von racemischen aromatischen Ketonen bereits
beschrieben wurden,[2,9] war bisher kein Beispiel einer enan-
tioselektiven BVMO-katalysierten Umsetzung von racemi-
schen aliphatischen acyclischen Ketonen bekannt. Es wurde
lediglich �ber ein 3-Chlor-2-butanon als Substrat einer 4-
Hydroxyacetophenon-Monooxygenase berichtet, allerdings
war der Umsatz sehr niedrig, und auf eine m�gliche Enan-
tioselektivit1t der Reaktion wurde nicht eingegangen.[2] Eine
chemische Baeyer-Villiger-Oxidation von b-Hydroxyketonen
mit Peroxos1uren ergab acylierte Diole, aber die Reaktion
verlief nicht enantioselektiv.[10]

Wir berichten hier �ber die erste BVMO-katalysierte ki-
netische Racematspaltung von aliphatischen acyclischen Ke-
tonen mit 4-Hydroxy-2-ketonen als Modellsubstraten.
Grundlage dieser Studien war unsere Beobachtung, dass eine
BVMO aus P. fluorescensDSM50106, die wir rekombinant in
E. coli exprimieren konnten, aliphatische 2-Ketone in die
entsprechenden Acetate umsetzte, gegen�ber cyclischen Ke-
tonen aber kaum Aktivit1t zeigte.[11] Es gelang uns, die race-
mischen 4-Hydroxy-2-ketone 1a–c (synthetisiert nach Smith
und Levenberg)[12] mit zufriedenstellender Enantioselektivi-

t1t zu den Hydroxyalkylacetaten 2a–c umzusetzen
(Schema 1, Abbildung 1, Tabelle 1). Alle Oxidationsprodukte
wurden in optischen Reinheiten > 90% ee und mit S-Konfi-
guration erhalten. E-Werte[18] um 50 erm�glichen prinzipiell

auch die Isolierung des optisch aktiven nichtumgesetzten
Substrats, wenn die Reaktion bis ca. 55% Umsatz weiterl1uft.
Wir beobachteten eine Acylwanderung von der prim1ren zur
sekund1ren Hydroxygruppe (Schema 1), die zu einer 4:1-
Mischung der acylierten 1,2-Diole 2a–c und 3a–c f�hrte
(durch GC-MS-Analysen best1tigt). Dies hatte jedoch keinen
Einfluss auf die optische Reinheit der Produkte. Eber eine
1hnliche Beobachtung berichteten Park und Kozikowski, die
allerdings eine 7:3-Mischung fanden. Die unterschiedlichen

Schema 1. Enzymatische Baeyer-Villiger-Oxidation von racemischen 4-Hydroxy-2-ketonen
durch eine BVMO aus P. fluorescens DSM50106, die in E. coli exprimiert wird.

Abbildung 1. Zeitverlauf des Umsatzes von 1a zu 2a bei 30 8C mit ru-
henden E.-coli-Zellen, die die BVMO aus P. fluorescens DSM50106 ent-
halten. &: (R)-1a, ^: (S)-1a, ~: (S)-2a, *: (R)-2a.

Tabelle 1: Ergebnisse der kinetischen Racematspaltung der 4-Hydroxy-2-
ketone 1a–c.[a]

Substrat t [h] Umsatz [%][b] Enantiomeren:berschuss[c] E[b]

[%eeS] [%eeP]

1a 8 40 61 93 54
1b 4 48 84 91 55
1c 2 45 74 90 41

[a] Bei 30 8C mit ruhenden E.-coli-Zellen, die die BVMO aus P. fluorescens
DSM50106 enthalten. [b] Berechnet nach Chen et al.[18] [c] Durch GC-
Analyse an chiraler Phase bestimmt.
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Verh1ltnisse sind m�glicherweise auf unterschiedliche Re-
aktionsbedingungen zur�ckzuf�hren.[10] Geringe Mengen (�
5%) des anderen m�glichen Produkts der Baeyer-Villiger-
Oxidation, des Hydroxys1uremethylesters 4, wurden eben-
falls nachgewiesen.

Obwohl die BVMO aus P. fluorescens DSM50106 kurz-
kettige aliphatische acyclische Ketone bevorzugt, wurden 1b
und 1c deutlich schneller umgesetzt als 1a. Unter Verwen-
dung ruhender Zellen wurden nach 4 h fast 50 % Umsatz
festgestellt. Da BVMOs Flavin-abh1ngig sind (meist FAD)
und NAD(P)H zur Katalyse dieser Reaktion ben�tigen,
wurden die Biotransformationen mit rekombinanten ganzen
E.-coli-Zellen ausgef�hrt (entweder wachsend oder ruhend),
die die BVMO aus P. fluorescensDSM50106 exprimierten.[11]

Damit waren Cofaktorregenerierung und in unserem Fall
auch Enzymstabilit1t keine limitierenden Faktoren. Bei
wachsenden Zellen wurde das Substrat zeitgleich zum Zeit-
punkt der Induktion der BVMO-Expression zugesetzt, w1h-
rend bei ruhenden Zellen zun1chst das Enzym exprimiert, die
Zellen geerntet und vor der Biotransformation in Phosphat-
puffer resuspendiert wurden.[13] In diesem Fall wurde neben
dem racemischen Substrat auch Glucose hinzugef�gt, um eine
wirksame Cofaktorregenerierung zu erzielen.[14] Der große
Vorteil beim Einsatz ruhender Zellen bestand darin, dass die
Reaktionszeiten deutlich verk�rzt waren und h�here Um-
s1tze erzielt wurden. Außerdem k�nnen die ruhenden Zellen
bis zu drei Wochen im K�hlschrank bei nur moderaten Ak-
tivit1tsverlusten (20–30%) aufbewahrt werden (Daten nicht
gezeigt). Demgegen�ber steht die Beobachtung, dass eine
rekombinante Cyclohexanon-Monooxygenase in ruhenden
E.-coli-Zellen w1hrend der Biokatalyse aktiv abgebaut
wurde.[15]

Die kinetische Racematspaltung der Hydroxyketone
ergibt zwei unterschiedliche chemische Spezies, die sich au-
ßerdem in ihrer Konfiguration unterscheiden. Neben dem
zur�ckbleibenden Enantiomer des optisch aktiven Hydroxy-
ketons (1a–c) wird als Produkt ein optisch aktives Acetat
eines 1,2-Diols gebildet. Diese Eigenschaft macht diese Bio-
transformation besonders n�tzlich, da eine regio- und enan-
tioselektive Reduktion eines 2,4-Diketons zu (R)-1 eine
hochspezifische Ketoreduktase ben�tigt, da vier Diastereo-
mere entstehen k�nnen.[16] Die alternative kinetische Race-
matspaltung eines 1,2-Diols mit einer Lipase oder Esterase
scheitert an der sehr geringen Enantioselektivit1t,[17] da diese
Hydrolasen bevorzugt an der prim1ren Hydroxygruppe
spalten bzw. verestern. Folglich erweitert die hier beschrie-
bene Reaktion nicht nur den Anwendungsbereich der
Baeyer-Villiger-Monooxygenasen in der Synthese, sondern
bietet auch eine n�tzliche Alternative zu Enzymreaktionen
mit Hydrolasen und Ketoreduktasen.

Experimentelles
Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Sigma-
Aldrich, Fisher Scientific, VWR, ABCR und Roth GmbH bezogen
und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Die L�sungsmittel wurden
vor Gebrauch destilliert. NMR-Spektren wurden in CDCl3 an einem
300-MHz-Ger1t (Bruker) aufgenommen.

Die bei der BVMO-katalysierten Reaktion erhaltenen Produkte
wurden zu Vergleichszwecken separat synthetisiert. Die racemischen
4-Hydroxy-2-ketone 1a–c wurden durch Aldolkondensation nach
Smith und Levenberg hergestellt.[12] Die Hydroxyalkylacetate 2a–c
wurden enzymatisch mit Lipase B aus Candida antarctica erhalten.
Hierzu wurden 5 mg immobilisiertes Enzym (Chirazyme L-2, C-2,
Roche) mit 300 mL Isooctan und 300 mL Vinylacetat in 2-mL-Glas-
fl1schchen gemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 mg
1,2-Diol gestartet und bei 25 8C in einem Thermosch�ttler (Eppen-
dorf) ca. 2 h inkubiert, bis die Umsetzung abgeschlossen war. Proben
wurden direkt gaschromatographisch analysiert. NMR-Daten ent-
sprachen den Literaturangaben.[19] Die Hydroxys1uremethylester
4a,b wurden ausgehend von den b-Ketos1uremethylestern durch
Alkoholdehydrogenase-katalysierte Reduktion mit rekombinantem
Enzym aus P. fluorescens DSM50106 erhalten.[20] 5 mg Enzymlyo-
philisat wurden in 800 mL Phosphatpuffer (50 mm, pH 7.5), 200 mL
Isopropylalkohol und 2 mL b-Ketos1uremethylester gel�st. Die Re-
aktion erfolgte bei 20 8C f�r 24 h in einem Thermosch�ttler. Das
Reaktionsgemisch wurde anschließend zweimal mit 500 mL Essig-
s1ureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden �ber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und im Stick-
stoffstrom eingeengt. Das Produkt wurde durch GC analysiert. b-
Ketos1uremethylester, die nicht kommerziell erh1ltlich waren,
wurden nach Oikawa et al. synthetisiert.[21]

Die absoluten Konfigurationen der Hydroxyalkylacetate 2a–c
wurden durch Vergleich mit (R)-Essigs1ure-2-hydroxydecylester
((R)-2c) ermittelt, der aus (R)-1,2-Decandiol durch Lipase-kataly-
sierte Umesterung erhalten wurde. Die Ergebnisse belegen, dass
bevorzugt das S-Enantiomer von 1a–c durch die BVMO oxidiert
wird.

Biokatalyse mit ruhenden Zellen: Die Expression der BVMO in
E. coli JM109 pGro7 pJOE4072.6+HT[11] wurde in 200 mL LBcm+amp-
Medium mit Zusatz von 0.5 mgmL�1

l-Arabinose bei 30 8C ausge-
f�hrt. Die Zellen wurden bis zu einer optischen Dichte von 0.5–0.6 bei
600 nm gez�chtet, und die BVMO-Expression wurde durch Zugabe
von l-Rhamnose (0.2% (w/v) Endkonzentration) induziert. Nach
weiterem Wachstum f�r 4 h wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet und mit sterilem Phosphatpuffer (50 mm, pH 7.5) gewa-
schen. F�r Biokatalysen im kleinen Maßstab wurden die Zellen im
gleichen Puffer zu einer optischen Dichte von etwa 40 resuspendiert,
und 1 mL Aliquote dieser Zellsuspension wurden in 2-mL-Reakti-
onsgef1ßen (Eppendorf) mit 5 mmol 1a–c und 10 mL einer sterilen 1m
Glucosel�sung gemischt. Die Gef1ße wurden mit luftdurchl1ssigen
Deckeln (LidBac, Eppendorf) verschlossen und bei 30 8C in einem
Thermosch�ttler bei 1400 Upm inkubiert. In bestimmten Zeitab-
st1nden wurden Proben (300 mL) entnommen, zweimal mit Essig-
s1ureethylester extrahiert und �ber wasserfreiem Natriumsulfat ge-
trocknet. Ebersch�ssiges L�sungsmittel wurde im Stickstoffstrom
entfernt, und die Proben wurden durch GC analysiert.

Die GC-Analysen wurden an einem Shimadzu-GC-14A-Gas-
chromatographen an einer chiralen b-Cyclodextrins1ule (Hydrodex-
b-3P, Macherey-Nagel) ausgef�hrt (Tabelle 2). Injektions- und De-

Tabelle 2: GC-Analysen der Verbindungen 1a–c und 2a–c.[a]

Verb. Heizprogramm (SBule) tR [min]
S/R[b]

1a 20 min, 90 8C//20 8Cmin�1//110 8C, 15 min 17.8/18.6
1b 15 min,120 8C//20 8Cmin�1//130 8C, 15 min 12.7/13.3
1c 20 min, 135 8C//208Cmin�1//145 8C, 15 min 18.3/19.1
2a 20 min, 90 8C//20 8Cmin�1//110 8C, 15 min 23.3/24.1
2b 15 min,120 8C//20 8Cmin�1//130 8C, 15 min 23.3/24.1
2c 20 min, 135 8C//208Cmin�1//145 8C, 15 min 22.4/23.2

[a] Chirale b-CyclodextrinsBule (Hydrodex-b-3P). [b] tR=Retentionszeit.
Die Elutionsreihenfolge „S vor R“ wurde mit (R)-2c als Standard be-
stimmt.
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tektionstemperaturen wurden auf 220 8C eingestellt. GC-MS-Analy-
sen wurden mit einem Shimadzu QP-2010 ausgef�hrt, das mit der
gleichen S1ule ausgestattet war.
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