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1. Einleitung

Die Alkane sind ges�ttigte Kohlenwasserstoffe, die aus
nat�rlichen Gas- oder �lfeldern gewonnen werden kçnnen
und weithin als chemische Rohmaterialien oder Brennstoffe
verwendet werden.[1] Ethan und Methan, die Hauptbestand-
teile von Erdgas, werden zum Beispiel haupts�chlich als
Brennstoff in Privathaushalten und der Industrie verwendet.
Im industriellen Sektor wird Methan, als Mischung mit
Kohlendioxid und Wasserstoff, unter harschen Bedingungen
in Chemikalien wie Methanol, Essigs�ureanhydrid und Es-
sigs�ure umgewandelt.[1] Andere Chemikalien, die aus Me-
than hergestellt werden, schließen die Chlormethane, Ace-
tylen und Synthesegas ein.[1] Ein weiteres Beispiel ist Cyc-
lohexan, dessen haupts�chliche Verwendung (zu �ber 60%)
in der Herstellung von Nylonzwischenprodukten liegt.[2]

L�ngere Alkane kçnnen bei hçheren Temperaturen (�ber
200 8C) gespalten werden, um eine zuf�llige Mischung von
k�rzeren Alkanen und Alkenen zu erhalten.[3] Diese Reak-
tionen zielen auf die Funktionalisierung von Alkanen zur

Herstellung wichtiger Bausteine oder
zur Erzeugung von Energie ab und
werden entweder unter harschen Be-
dingungen durchgef�hrt oder erzeu-
gen große Mengen Kohlendioxid. So-
mit sind alternative Methoden f�r die

Funktionalisierung von Alkanen, und hier besonders f�r ihre
Oxyfunktionalisierung, sehr gefragt.

Die Oxyfunktionalisierung von linearen Alkanen sieht
sich mehreren Problemen gegen�ber, z.B. bez�glich Reakti-
vit�t, Regio- und Chemoselektivit�t.[4] Die Tr�gheit der Al-
kane wird �blicherweise durch die Tatsache illustriert, dass n-
Hexan nicht mit kochender Salpeters�ure, konzentrierter
Schwefels�ure, Kaliumpermanganat oder Chroms�ure rea-
giert.[1,5] Tats�chlich liegt die Energie einer nichtaktivierten
C-H-Bindung bei fast 400 kJmol�1, und es ist problematisch,
einen Katalysator zu finden, der ausreichend aktiv ist, eine
solch starke Bindung zu brechen.[6] In linearen Alkanen
weisen die endst�ndigen C-H-Bindungen eine ungef�hr
15 kJ mol�1 hçhere Energie auf als die an den benachbarten
Methylen-Positionen gelegenen.[7] Wenn der Aktivierungs-
prozess nicht durch eine Art Substraterkennungsmechanis-
mus gelenkt wird, dann wird die bevorzugte Oxidation durch
die Bindungsst�rke bestimmt. Daraus folgt, dass es eine noch
grçßere Herausforderung ist, eine selektive terminale Oxi-
dation zu erreichen. Da außerdem die bereits oxidierten
Produkte reaktiver als das Startalkan sind, werden oft Mi-
schungen von �beroxidierten Verbindungen erhalten.

Wenn man all diese Aspekte in Betracht zieht, dann kann
die folgende Definition eines idealen Katalysators f�r die
Alkan-Oxyfunktionalisierung gegeben werden:[8]

1) Er sollte einfach aus preiswerten und erneuerbaren
Quellen wie Glucose, Glycerol oder sogar St�rke her-
stellbar sein.

2) Er sollte hohe Umsatzzahlen (turnover numbers, TON)
f�r die sehr selektive Umsetzung von Alkanen zu oxi-

Es besteht eine große Nachfrage nach selektiven Katalysatoren f�r die
nachhaltige Oxidation von Alkanen, denn die in der Umwelt sehr
h�ufig vorkommenden Alkane kçnnen dadurch in hçherwertige Ver-
bindungen, z. B. Chemikalien oder synthetische Brennstoffe, umge-
wandelt werden. F�r diese – kinetisch gesehen – schwierige Reaktion
wurde in den letzten Jahrzehnten eine Vielzahl von chemischen und
biologischen Katalysatoren entwickelt, was einen �berblick �ber das
Gebiet erschwert. Dieser Kurzaufsatz gibt zun�chst eine Definition
des idealen Katalysators f�r die Alkan-Oxyfunktionalisierung und
behandelt dann die heute verf�gbaren Katalysatoren, die einem sol-
chen idealen Katalysator am n�chsten kommen.
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dierten Derivaten (Alkoholen, Aldehyden, Ketonen oder
Carbons�uren) aufweisen; das heißt, die Katalysatorsta-
bilit�t ist ein wichtiger Punkt.

3) F�r eine einfache Anwendung sollte der Katalysator unter
normalen Temperatur- und Druckbedingungen wirksam
sein. Die Aufreinigung der Produkte sollte minimal ge-
halten werden und die Verwendung von teuren und/oder
toxischen Reagentien/Lçsungsmitteln vermeiden.

4) Es sollte sich um einen atomçkonomischen Prozess han-
deln, der eine minimale Menge an ungiftigem Abfall er-
zeugt, indem ein Oxidationsmittel wie molekularer Sau-
erstoff (aus Luft) verwendet wird. In einigen F�llen
kçnnte auch das preisg�nstige und umweltvertr�gliche
H2O2 als Alternative zu O2 in Betracht gezogen werden.

In Anlehnung an diese Definition haben Forscher f�r
mehrere Jahrzehnte sowohl chemische als auch enzymatische
Strategien verfolgt. W�hrend dieser Untersuchungen wurde
wichtiges Wissen gesammelt,[9] aber es gibt nach wie vor un-
gelçste Probleme. Auf den folgenden Seiten werden die
fortschrittlichsten Katalysatoren pr�sentiert und mçgliche
Entwicklungen im Bereich der Alkanhydroxylierung disku-
tiert.

2. Alkanhydroxylierungssysteme aus der Natur

Alkane sind eine ergiebige Quelle von Kohlenstoffato-
men und/oder Energie f�r eine Vielzahl von prokaryotischen
und eukaryotischen Mikroorganismen.[10,11] Nach ihrem Ein-
tritt in die Zelle durch passive Diffusion durch die Mem-
bran(en), verl�uft der Metabolismus dieser hydrophoben
Substrate normalerweise �ber einen allgemein bekannten
Weg, in dem im ersten Schritt eine enzymatische Hydroxy-
lierung stattfindet. Wenn sie dann in die terminalen oder
subterminalen Alkohole (einschließlich terminaler Diole)
transformiert worden sind, f�hrt die weitere enzymatische
Oxidation zu Carbons�urederivaten, die in den Fetts�ure-b-
Oxidationsmetabolismus eintreten, um in der Zelle Energie
zu erzeugen. Die enzymatischen Systeme, die an der Alkan-
hydroxylierung beteiligt sind, sind sehr vielseitig. Aufgrund
der j�ngsten Entdeckungen ist die Zahl bekannter Systeme
gestiegen, und sie wurden regelm�ßig in �bersichten abge-
handelt.[11] Ungeachtet der Vielfalt an enzymatischen Ge-
r�sten und Mechanismen (H�m-Eisen-Cytochrom-P450-En-
zyme, membrangebundene Nicht-H�m-Dieisen-Alkan-
hydroxylasen (AlkB), lçsliche Nicht-H�m-Dieisen-Methan-
monooxygenasen (sMMO) und membrangebundene kupfer-
haltige Nicht-H�m-Methanmonooxygenasen (pMMO))
kçnnen alle Systeme als Organo�bergangsmetallkatalysato-
ren klassifiziert werden. Als Metalle liegen in diesen Alkan-
monooxygenasen ausschließlich Eisen und Kupfer vor. Dar-
�ber hinaus haben sie drei Gemeinsamkeiten: Sie verwenden
molekularen Disauerstoff aus der Luft als Oxidationsmittel,
sie nutzen reduzierte Nicotinamiddinucleotide (NAD(P)H)
als Elektronenlieferanten, und sie arbeiten unter milden,
physiologischen Bedingungen [Gl. (1)].

R-HþO2 þNADðPÞHþHþ ! R-OHþNADðPÞþ þH2O ð1Þ

2.1. Methanmonooxygenasen

Die Methanmonooxygenasen (MMOs) werden in me-
thanotrophen Bakterien gefunden.[12] In Abh�ngigkeit von
der Kupferkonzentration w�hrend der Kultivierung einiger
dieser Bakterien kçnnen zwei verschiedene Typen von
MMOs exprimiert werden.[13] Die lçsliche MMO (sMMO,
EC 1.14.13.25), die unter kupferarmen Bedingungen expri-
miert wird, besteht aus einem gut charakterisierten carboxy-
latverbr�ckten Bis(m-oxo)dieisen-Aktivit�tszentrum[14] (Ab-
bildung 1). Die partikul�re MMO (pMMO, EC 1.14.18.3), die
sonst exprimiert wird, enth�lt ein Dikupfer-Aktivit�tszen-
trum, �ber das schon seit langem kontrovers diskutiert wird
(Abbildung 2).[15] Die Substratbandbreite der MMOs reicht
von Methan bis Octan, aber sie kçnnen auch eine große Zahl
anderer hydrophober Molek�le oxidieren.[16] Diese Enzyme
scheinen f�r In-vitro-Anwendungen sehr vielversprechend zu
sein. Wie bereits erw�hnt, sollte der ideale Biokatalysator
aber einfach herzustellen sein, und es ist ein Problem der
MMOs, dass sie aus mehreren Komponenten bestehen, denn
die Herstellung solcher rekombinanter und funktionaler
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Systeme ist sehr schwierig.[17] Dar�ber hinaus ist pMMO
membrangebunden. Wie k�rzlich durch verschiedene In-vi-
tro-Studien an diesen Enzymen gezeigt worden ist, bedeutet
ein hoher Schwierigkeitsgrad nicht, dass die Aufgabe unlçs-
bar w�re.[15, 18–22] Trotzdem werden In-vitro-Anwendungen
durch diese Probleme stark eingeschr�nkt. Außerdem wurde
bereits gezeigt, dass solche Enzyme ziemlich instabil sind und
zur Produktinhibierung neigen, was wiederum zu einer d�rf-

tigen Produktivit�t f�hrt[14] (Tabelle 1, Nr. 1 und 2). Obwohl
sie weit vom idealen Katalysator entfernt sind, sind ihre
zweikernigen Aktivit�tszentren und die zugehçrigen Mecha-
nismen[23, 24] seit langer Zeit eine Inspirationsquelle f�r die
Entwickler von chemischen Katalysatoren (siehe Ab-
schnitt 5).[25]

Abbildung 1. Der carboxylatverbr�ckte Dieisen(III)-Ruhezustand des
aktiven Zentrums der lçslichen Methanmonooxygenase von Methylo-
coccus capsulatus (Bath), die in dem Hydroxylaseprotein MMOHox

(PDB: 1MTY) gefunden wurde.

Abbildung 2. Das Dikupfer-Aktivit�tszentrum der partikul�ren Mono-
oxygenase von M. capsulatus (PDB: 1YEW).

Tabelle 1: Ausgew�hlte Katalysatoren f�r die milde Oxyfunktionalisierung von linearen Alkanen.

Eintrag Katalysator Oxidations-
mittel

Substrat[a] Produkt
(Selektivit�t)

TON/TOF[b] Lit.

1 sMMO O2 Methan Methanol (100%) n.a.[c]/222 [26]
2 pMMO O2 Methan Methanol (100%) 18[d]/0.3 [15]
3 AlkB O2 Octan 1-Octanol (100%) n.a.[c]/207 [27]
4 CYP4B1 O2 Heptan 1-Heptanol (96%) n.a.[c]/33 [28]
5 CYP52 A3 O2 Hexadecan 1-Hexadecanol (98%) n.a.[c]/27 [29]
6 CYP153 A6 O2 Octan 1-Octanol (>95%) n.a.[c]/60 [30]
7 CYP153 A[e] O2 Octan 1-Octanol (91%) 55/n.a.[c] [31]
8 APO1 AaP H2O2 Butan 1-Butanol (100%) 1200[d]/n.a.[c] [32]
9 APO1 AaP H2O2 Hexan 1-Hexanol (53%) 1900[d]/n.a.[c] [32]
10 LadA[f] O2 Hexadecan 1-Hexadecanol (100%) n.a.[c]/4.4 [33]
11 P450PMO R2 O2 Propan 2-Propanol (90%) 45800/370 [34]
12 P450PMO R2 O2 Ethan Ethanol (100%) 2450/n.a.[c] [35]
13 P450cam[g] O2 Propan 2-Propanol (96%) n.a.[c]/505 [36]
14 P450cam[g] O2 Ethan Ethanol (100%) n.a.[c]/78 [36]
15 A13-Red O2 Octan 1-Octanol (>99%) 410[h]/57 [37]
16 WT BM3[i] O2 Propan 2-Propanol (100%) 1020/n.a.[c] [38]
17 WT BM3[i] O2 Methan Methanol (100%) 2500/n.a.[c] [38]

18 Mn(TDCPP)Cl H2O2 Heptan w-1 (64%), w-2 (28%)[j] 202[d]/n.a.[c] [39,40]
19 (FePctBu4)2N H2O2 Methan Ameisens�ure (64%) 29/n.a.[c] [41]
20 Vanadium POM[k] H2O2 Hexan w-1 (66%), w-2 (26%)[l] 22/n.a.[c] [42]
21 MnAlPO-18 O2 Hexan w (66%), w-1 (32%)[m] 149/n.a.[c] [43]
22 Cu-ZSM-5 O2 Methan Methanol (>98%) 0.024[d]/n.a.[c] [44]

[a] Die Substrate sind lineare Alkane. [b] TON: Umsatzzahlen (mmol Produkt pro mmol Katalysator), TOF: Umsatzfrequenz (mmol Produkt pro mmol
Katalysator pro min). [c] n.a.: keine Angaben. [d] Berechnet nach den Daten, die in der Literatur verf�gbar sind. [e] CYP153A von Polaromonas sp.,
Stamm JS666. [f ] LadA von Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 mit F146N- und N376I-Mutationen. [g] P450cam, das 9 Mutationen enth�lt: F87W,
Y96F T101L, V247L, L1244M, L294M ,T185M, L1358P und G248A. [h] Durch Verwendung eines NADPH-Regenerationssystems und in Gegenwart von
Rinder-Katalase erreicht die TON von A13-Red f�r Octan Werte �ber 3000 (unverçffentlichte Ergebnisse). [i] Das Wildtyp-P450 BM3 wurde in
Gegenwart von CF3(CF2)8CO2H f�r Methan bzw. CF3(CF2)9CO2H f�r Propan verwendet. [j] w-1: die Summe von 2-Heptanol und 2-Heptanon, w-2: die
Summe von 3-Heptanol und 3-Heptanon. [k] Das Vanadium-Polyoxometallat [(n-C4H9)4N]4[g-HPV2W10O40]. [l] w-1: 2-Hexanol, w-2: 3-Hexanol. [m] w:
die Summe von 1-Hexanol, 1-Hexanal und Hexans�ure, w-1: die Summe von 2-Hexanol und 2-Hexanon.
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2.2. Membranintegrierte Nicht-H�m-Dieisen-Alkan-w-
Hydroxylasen

Das Enzym AlkB (EC 1.14.15.3) wurde urspr�nglich aus
Pseudomonas putida GPo1 (P. oleovorans) isoliert, einem
Bakterium, das in der Lage ist, auf n-Octan als einziger
Kohlenstoffatom- und Energiequelle zu wachsen.[45, 46] AlkB-
verwandte Enzyme kçnnen tats�chlich in verschiedenen n-
Alkan-abbauenden Bakterien, Alcanivorax, Acinetobacter,
Gordonia usw., gefunden werden.[47–54] Sie nutzen einen Di-
eisencluster zur regioselektiven Oxidation der terminalen
Position von Substraten, die im allgemeinen von Pentan bis zu
Dodecan reichen.[27] Trotz der relativ hohen Umsatzfrequenz
(turnover frequency, TOF; Tabelle 1, Nr. 3) sind AlkBs nicht
gut f�r In-vitro-Anwendungen geeignet, weil sie membran-
gebunden sind und aus mehreren Komponenten beste-
hen.[55–57]

2.3. P450-Enzyme

Die Cytochrome P450 (CYPs) bilden eine �berfamilie
von Enzymen, die von den Prokaryoten bis zu den hçheren
Eukaryoten reicht.[58,59] Sie katalysieren die Monooxygenie-
rung von C-H-Bindungen einer großen Auswahl von hydro-
phoben Substraten, z.B. Alkane, Xenobiotika, Steroide oder
Prostaglandine.[60] Die aktiven Zentren von CYPs bestehen

alle aus einem einzelnen Eisenatom, das von einem vierz�h-
nigen Porphyrin-N4-Liganden und einem proximalen Cys-
teinat komplexiert ist: der prothetischen H�m-Gruppe.[61] Die
Hydroxylierung findet nach dem H�m-Modellmechanismus
statt, in dem H vom Substrat (R-H) durch eine reaktive
Oxoeisen(IV)-Spezies [(Por·+)FeIV=O)] abstrahiert wird, die
auch als Verbindung I bekannt ist (Abbildung 3).[60,62–66]

Die selektive Hydroxylierung von Alkanen an der ter-
minalen Methylposition wurde f�r einige S�ugetierleber-
P450s beschrieben, einschließlich der Hasenleber-P450
CYP4B1[28] und der Candida-Unterart P450 CYP52A3.[29]

Allerdings sind diese Enzyme, so wie auch AlkB und MMOs,
membrangebunden und bestehen aus mehreren Komponen-
ten und ihre katalytische Effizienz ist eher niedrig, was wie-
derum ihre In-vitro-Anwendungen stark einschr�nkt (Tabel-
le 1, Nr. 4 und 5).

Die bahnbrechenden Entdeckungen von Maier,[67] gefolgt
von van Beilen[68–70] und Witholt und Funhoff[30] und Mitar-
beitern, haben Aufschluss �ber eine neuartige Familie von
monomeren, lçslichen (aber aus mehreren Komponenten
bestehenden) Proteinen gegeben, die regioselektiv mittel-
kettige Alkane (Pentan bis Dodecan) zu den entsprechenden
prim�ren Alkoholen umsetzen kçnnen. Diese Autoren haben
eine bedeutende Menge an In-vitro-Daten f�r mehrere Mit-
glieder der CYP153-Familie gesammelt (Tabelle 1, Nr. 6). Die
Alkanhydroxylasen der CYP153-Familie stehen im Zentrum
mehrerer Studien, deren Ziel die Charakterisierung von

Abbildung 3. Der allgemeine Katalysezyklus des Cytochrom P450 mit der chemischen Formel der katalytisch aktiven Eisen-H�m-Spezies (Verbin-
dung I). Die prothetische H�m-Gruppe wird durch ein Oval dargestellt und die proximalen Cysteinliganden sind mit CysS abgek�rzt.
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existierenden oder neuen Mitglieder dieser Familie ist[31,71–74]

(Tabelle 1, Nr. 7), um ihre Substratbandbreite zu �ndern[75]

oder ihre Effizienz f�r In-vitro-Anwendungen zu verbes-
sern.[37] Diese neu entdeckte Familie von CYPs ist derzeit die
effizienteste f�r die regioselektive Hydroxylierung der ter-
minalen Position. Weitere Studien dieser Familie sollten sich
auf die Auflçsung der dreidimensionalen Strukturen kon-
zentrieren, um unser Verst�ndnis der Mechanismen zu ver-
bessern, die auf molekularer Ebene f�r die hohe Regio- und
Chemoselektivit�t verantwortlich sind.

2.4. Aromatische Peroxygenasen

Vor einigen Jahren wurden zwei neuartige extrazellul�re
Pilzperoxidasen in den Bl�tterpilzen Agrocybe aegerita und
Coprinellus radians entdeckt und als aromatische Peroxyge-
nasen (APO) klassifiziert.[76–83] Diese H2O2-abh�ngigen H�m-
Eisenthiolatproteine sind lçslich, bestehen aus nur einer
Komponente und vereinen die charakteristischen Eigen-
schaften von CYPs (Sauerstoff�bertragung) mit denen der
Peroxidasen, wie z. B. der H�m-Chlorperoxidase (CPO) des
Schlauchpilzes Caldariomyces fumago[84] (Phenoloxidation,
Halogenoxidation usw.). Es wurde im Jahr 2011 gezeigt, dass
die A.-aegerita-Peroxygenase (AaP) in der Lage ist, Alkane
von Propan bis Hexadecan mit H2O2 als Oxidationsmittel zu
hydroxylieren. Interessanterweise ist die Hydroxylierung von
Propan zu 100% selektiv f�r 1-Propanol, liefert aber mit
hçheren Alkanen 2- und 3-Alkohole. Dar�ber hinaus ist AaP
ziemlich stabil in einer großen Zahl verschiedener organi-
scher Lçsungsmittel, z.B. Aceton, Dichlormethan oder He-
xan.[32] Bisher scheint dieses Enzym am n�chsten an den
idealen Biokatalysator f�r die (sub)terminale Hydroxylierung
von kurz- und mittelkettigen Alkanen unter milden Bedin-
gungen heranzureichen. Da das Enzym effizient (Tabelle 1,
Nr. 8 und 9), stabil und autark ist und keine reduzierten Ni-
cotinamid-Cofaktoren bençtigt, kçnnte die direkte Anwen-
dung ohne Protein-Engineering einfach umsetzbar sein. Ei-
nige Anstrengungen kçnnten bez�glich der rekombinanten
Herstellung von AaP und homologer APOs, sowie bez�glich
der Auflçsung ihrer 3D-Strukturen unternommen werden.

2.5. Langkettige Alkan-Monooxygenasen

Das lçsliche Enzym LadA wurde im Jahr 2007 aus
G. thermodenitrificans NG80-2 (einem thermophilen Bakte-
rium, das langkettige Alkane verstoffwechselt) isoliert und
ermçglicht die selektive, wenn auch langsame Oxidation von
C15- bis C36-Alkanen an der terminalen Position (Tabelle 1,
Nr. 10) �ber einen metallfreien Flavoprotein-Monooxygena-
semechanimus.[85–87] Die Kristallstruktur von LadA wurde mit
einer Auflçsung von 2.7 � in einem Komplex mit seinem
Flavin-Mononucleotid-Cofaktor (FMN-Cofaktor) gelçst und
zeigt eine homodimere Organisation, die auf einem (a/b)8-
Fass-Monomer beruht und eine sehr �berraschende struktu-
relle �hnlichkeit mit den Mitgliedern der bakteriellen Luci-
ferase-Familie aufweist.[87] Dieser thermostabile Biokataly-
sator bençtigt entweder die reduzierte Form von FMN

(FMNH2) oder NADPH (beide in stçchiometrischen Men-
gen), um die Substratoxidation zu ermçglichen.[33] Somit ist
LadA cofaktorabh�ngig und nicht autark, und Partnerenzy-
me, die bisher noch nicht identifiziert sind, werden f�r die
FMNH2- oder NADPH-Versorgung und/oder -regenerierung
postuliert. Weitere biochemische Studien an LadA sollten
sich auf die Aufkl�rung des Mechanismus seiner C-H-Bin-
dungsaktivierung ohne Beteiligung eines Metallzentrums
konzentrieren.

2.6. Schlussfolgerung zu den nat�rlichen Alkan-Monooxygenasen

Die enzymatischen Systeme, die sich auf nat�rliche Art
f�r die Alkanhydroxylierung entwickelt haben, sind sehr
spezialisiert und an die Katalyse in Zellen angepasst, wo
Cofaktoren effizient durch Partnerreduktasen regeneriert
werden kçnnen. Die Verwendung von cofaktorabh�ngigen
Wildtyp-Monooxygenasen f�r In-vitro-Anwendungen ist da-
durch stark eingeschr�nkt. Die Ganzzell-Biokatalyse bietet
eine Alternative zu isolierten, zellfreien Systemen, aber die
Realisierbarkeit dieser Strategie ist durch die zus�tzliche und
kostenintensive Aufarbeitung grundlegend eingeschr�nkt.[88]

Eine Ausnahme von dieser Regel kçnnte durch die vor kur-
zem aufgekl�rten APOs gegeben sein, aber weitere Studien
sind notwendig, um ihre dreidimensionalen Strukturen[89] zu
ermitteln und ihr biokatalytisches Potenzial komplett be-
werten zu kçnnen. Unter Ber�cksichtigung dieser Probleme
ist die Ver�nderung nat�rlicher Alkan-Monooxygenasen auf
molekularer Ebene ein vern�nftiger Ansatz, um den idealen
Katalysator zu finden, wie wir im folgenden Abschnitt n�her
erl�utern werden.

3. Biologische Alkan-Hydroxylierungssysteme – Opti-
mierung durch molekulares Protein-Engineering

Das Protein-Engineering ist ein sehr leistungsf�higes
Verfahren f�r die Biokatalyse. In der Tat bietet sie einen Weg
zur Entwicklung von Enzymen mit neuartigen und gezielt
einstellbaren Eigenschaften. Mehrere Strategien wurden in
den letzten zwei Jahrzehnten entwickelt, und das Protein-
Engineering wurde umfangreich in �bersichtsartikeln be-
sprochen.[90–101] Zusammenfassend kçnnen zwei verschiedene
Strategien wiedergegeben werden: die zuf�llige (gerichtete
molekulare Evolution) und die rationale Strategie.

In einem Experiment der gerichteten Evolution wird eine
Bibliothek von zuf�llig mutierten Genen erzeugt und auf der
Proteinebene auf gew�nschte Eigenschaften durchsucht.
Mehrere Runden von Randomisierung und Screening werden
durchgef�hrt, wodurch der nat�rliche Prozess der Dar-
win�schen Evolution imitiert wird. Bei dieser Strategie ist
keine Information bez�glich der Proteinstruktur vonnçten.

Auch die rationale Entwicklung von Enzymen hat sich als
eine sehr effiziente Strategie erwiesen. Sie beruht auf Infor-
mationen �ber die dreidimensionale Struktur des Zielprote-
ins. Mutationen werden vollkommen gezielt eingef�hrt, aber
dies erfordert ein gutes Wissen �ber die Zusammenh�nge
zwischen Sequenz und Aktivit�t.
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3.1. Die gerichtete Evolution von P450 BM3

Das Cytochrom P450 BM3 ist eine lçsliche und aus einer
Komponente bestehende Fetts�urehydroxylase, die aus Ba-
cillus megaterium (CYP102A1) isoliert wurde. Sie ist das
aktivste aller P450-Enzyme, was vermutlich daran liegt, dass
die normalerweise getrennten Komponenten (die hydroxy-
lierenden und die Elektronen�bertragungseinheiten) in ei-
nem einzigen Polypeptid vereinigt sind. Die besondere Ar-
chitektur erkl�rt, warum dieses CYP autark ist. BM3 kataly-
siert die subterminale Hydroxylierung von mittel- bis lang-
kettigen Fetts�uren.[102, 103] Arnold und Mitarbeiter haben
beachtliche Anstrengungen unternommen, um mithilfe der
molekularen gerichteten Evolution die Spezifit�t von P450
BM3 bez�glich Fetts�uren auch auf kurzkettige Alkane zu
�bertragen.[8, 34, 104–107] Die am besten entwickelten Varianten
enthalten Mutationen in beiden Subdom�nen und zeigen eine
hohe Aktivit�t f�r gasfçrmige Alkane und endlich auch f�r
Ethan (Tabelle 1, Nr. 11 und 12). W�hrend der Evolution
wurden die langen, großen und hydrophoben Trichter, die
nat�rlicherweise f�r das Andocken von Fetts�uren entwickelt
worden sind, zunehmend verkleinert, um eine bessere
Wechselwirkung mit sehr kleinen Molek�len zu ermçgli-
chen.[35] Obwohl sie immer noch NADPH-abh�ngig sind, sind
diese Mutanten von BM3 fast die idealen Biokatalysatoren
f�r die subterminale Alkanhydroxylierung, auch wenn sie
�berraschend inaktiv gegen�ber Methan sind. Es kçnnte in-
teressant sein, die Kombination der Mutationen der H2O2-
abh�ngigen Mutante 21B3[108] (NAD(P)H-unabh�ngig) mit
der H�m-Dom�ne der Propan umsetzenden Mutante 35-
E11[8] oder P450PMOR2[34] zu untersuchen, um einen autarken
Biokatalysator f�r die Hydroxylierung von Propan mit Was-
serstoffperoxid und somit ein �quivalent zu den APOs zu
erhalten.

3.2. Die schrittweise und rationale Entwicklung von P450cam

Das Cytochrom P450cam von P. putida (auch bekannt als
CYP101) ist ein lçsliches Mehrkomponentenenzym, das na-
t�rlicherweise Campher oxidiert.[109–111] Basierend auf der
Rçntgenkristallstruktur des Enzyms und einiger Mutanten,
beschrieben Wong und Mitarbeiter das schrittweise
Schrumpfen der großen Campher-Bindungstasche, um durch
Ersetzen der urspr�nglichen Reste durch grçßere oder hy-
drophobere Gruppen die Alkanbindung und -hydroxylierung
zu ermçglichen. Diese Publikationsreihe f�hrte im Jahr 2005
zur Beschreibung einer relativ effizienten Ethanhydroxylase
(Tabelle 1, Nr. 13 und 14).[36,112–115] W�hrend diese Varianten
grunds�tzlich sehr interessant sind, sind sie wahrscheinlich
nur schwer f�r In-vitro-Anwendungen einzusetzen, da
P450cam kein nat�rlich autarkes CYP ist.

3.3. K�nstliche P450-Fusionsenzyme

Eine Einschr�nkung f�r die Verwendung von CYPs in
vitro ist die Beteiligung von Redoxproteinen, die f�r die
Verschiebung von Elektronen von NAD(P)H zur H�m-

Gruppe w�hrend des Katalysezyklus notwendig sind.[116] In-
spiriert durch die Architektur des autarken BM3 und ermu-
tigt durch die Realisierbarkeit der k�nstlichen Fusion zwi-
schen der P450-Hydroxylase und Elektronentransferunter-
einheiten,[72, 117–121] haben Drone und Mitarbeiter ein k�nstli-
ches Einkomponenten-P450 f�r die regioselektive In-vitro-
Hydroxylierung von Alkanen an der terminalen Position
unter milden Bedingungen hergestellt, indem sie die sehr gute
Regioselektivit�t einer CYP153-Hydroxylierungseinheit mit
der katalytischen Effizienz einer BM3-Struktur kombinierten
(Abbildung 4). Besonders interessant an der P450-Einheit

(CYP153A13a aus Alcanivorax borkumensis SK2) ist ihre
hohe Selektivit�t f�r die terminale Hydroxylierung ohne
jegliche �beroxidation.[37] Diese Monooxygenase ist die ef-
fizienteste Alkan-w-Hydroxylase, die bisher beschrieben
worden ist (Tabelle 1, Nr. 15) und erweitert die verf�gbaren
Methoden zur Alkanaktivierung.[122]

Diese Strategie, die die Konstruktion von autarken Sys-
temen ermçglicht, wurde zur Erzeugung eines funktionalen
Dreifachfusionsproteins aus Putida-Redoxreduktase, Putida-
Redoxin und Cytochrom P450cam verwendet,[121] Jahre bevor
P450cam in eine Ethanmonooxygenase umgewandelt wurde.
Darum ist es �berraschend, dass bis heute keine Versuche zur
Erzeugung einer �hnlichen Dreifachfusion mit der Propan
oder Ethan umsetzenden Mutante beschrieben worden sind.
Solche Versuche kçnnten einen interessanten Biokatalysator
hervorbringen.

In Anlehnung an die Strategie mit Baeyer-Villiger-
Monooxygenasen,[123] die von Fraiije und Mitarbeitern ent-
wickelt worden ist, kçnnten andere Arten von Hybridsyste-
men, einschließlich der H�m-, der Reduktase- und einer
NAD(P)H-Regenerierungsdom�ne auf einem einzigen Poly-
peptid, einen Zugang zu einer neuen Art brauchbarer autar-
ker Alkanhydroxylasen erçffnen.

3.4. Schlussfolgerung zum Protein-Engineering von
Alkanhydroxylasen

Wildtyp-Enzymsysteme sind vielseitig und haben sich als
bemerkenswerte Plattform f�r die Entwicklung der idealen
Alkanhydroxylierungskatalysatoren unter Verwendung von

Abbildung 4. Das Prinzip der k�nstlichen Fusion einer CYP-Dom�ne
(verantwortlich f�r die Hydroxylierung) und einer Reduktasedom�ne
(verantwortlich f�r den Elektronentransfer von NAD(P)H zu CYP), die
zu einem autarken CYP f�hrt.
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Protein-Engineering erwiesen. In-vitro-Anwendungen sind
nicht l�nger durch das Fehlen passender Enzyme einge-
schr�nkt, sondern eher durch die Kosten von NAD(P)H f�r
die Elektronenversorgung.[124] Dieser Engpass kann durch die
Erzeugung von Hybridenzymen umgangen werden, die die
Aktivit�t von mutierten oder Wildtyp-H�m-Dom�nen (von
P450cam, P450 BM3 oder der CYP153-Familie) und die
Vorteile der H2O2-abh�ngigen APOs kombinieren. Das w�re
ein interessanter Weg, um ideale Enzyme f�r die Hydroxy-
lierung von C2- bis C12-Substraten zu erhalten. Basierend auf
diesen Hybriden kann das Protein-Engineering wahrschein-
lich zuk�nftig Cofaktor-unabh�ngige Enzyme bereitstellen,
die Aktivit�t gegen�ber Methan zeigen.

4. Die Verwendung von Additiven f�r die Feinein-
stellung der CYP-Aktivit�t

Das „Substrat-Falscherkennungssystem“ ist ein neues
Konzept, das im Jahr 2007 zum ersten Mal von Watanabe und
Mitarbeitern beschrieben worden ist.[125–127] Bei dieser Vor-
gehensweise wird der Biokatalysator durch Kçdermolek�le
get�uscht, sodass er nichtnat�rliche Substrate oxidiert. Zwei
unabh�ngige Gruppen haben k�rzlich die effiziente und se-
lektive Hydroxylierung von Alkanen mit dem Wildtyp-
P450 BM3 beschrieben, bei der perfluorierte Fetts�uren als
Kçdermolek�le eingesetzt werden (Tabelle 1, Nr. 16).[38,128]

Die lange, große und hydrophobe Substratbindungstasche
wird mit einer inerten perfluorierten S�ure mit geeigneter
Kettenl�nge gef�llt, die ausreichend Platz f�r das Andocken
des Alkansubstrats l�sst, das anschließend mit Verbindung I
reagiert. Der Hauptunterschied zwischen dieses Studien be-
steht darin, dass Reetz und Mitarbeiter effizient und selektiv
Methan zu Methanol oxidieren[38] (Tabelle 1, Nr. 17), w�h-
rend Watanabe und Mitarbeiter keine Aktivit�t f�r Alkane
kleiner als Propan beobachteten.[128] Das ist bemerkenswer-
terweise das erste Beispiel einer selektiven Oxidation von
Methan, die von einem P450-Enzym katalysiert wird. Sie
stellt einen richtigen Durchbruch dar, weil man f�r viele Jahre
der Ansicht war, dass CYPs nicht in der Lage sind, diese
Reaktion zu katalysieren. Dieser Unterschied zwischen den
beiden Studien r�hrt wahrscheinlich von den verschiedenen
experimentellen Anordnungen her. Tats�chlich hat Reetz
einen Hochdruckreaktor (10 bar) und ein NADPH-Recyc-
lingsystem verwendet, w�hrend Watanabe die katalytischen
Tests in einem alkanges�ttigten w�ssrigen Puffer ohne
NADPH-Regenerationssystem durchgef�hrt hat. Somit ist es
sehr interessant, auch die Strategie des „Substrat-Falsch-
erkennungssystems“ in Betracht zu ziehen, weil es eine ex-
perimentell weniger aufwendige Art darstellt als die gerich-
tete Evolution, um die Substratbandbreite eines Enzyms zu
�ndern. Trotzdem w�re eine großtechnische Anwendung
problematisch, weil die Anwesenheit von perfluorierten Kç-
dermolek�len am Ende der Reaktion zus�tzliche Aufarbei-
tungsschritte zur Produktreinigung erforderlich macht.
Letztlich zeigt der Vergleich dieser beiden Studien, dass die
experimentellen Bedingungen f�r einen großen Unterschied
zwischen fast identischen Enzymen sorgen kçnnen. Die Ver-
wendung der P450PMO-Mutanten[34] von P450 BM3 in einem

Druckreaktor (mit oder vielleicht ohne Kçdermolek�le)
kçnnte somit f�r Methan zu unerwarteten Ergebnissen f�h-
ren.

5. Chemische Katalysatoren f�r die Alkanhydroxylie-
rung unter milden Bedingungen

W�hrend die Anzahl und Vielfalt von Berichten zu che-
mischen Katalysatoren f�r die homogen- oder heterogenka-
talysierte Alkanhydroxylierung betr�chtlich ist,[129] kçnnen
nur wenige von ihnen als ideal betrachtet werden, und es gibt
immer noch große L�cken in unserem grundlegenden Ver-
st�ndnis dar�ber, wie solche Katalysatoren rationell entwi-
ckelt werden sollten. Tats�chlich erzeugen alle diese Systeme
hochwertige Metall-Oxo-Komplexe, die aktiv genug sind, um
mit C-H-Bindungen zu reagieren.[61, 130, 131] Vier Kategorien
von chemischen Katalysatoren f�r die Niedertemperatur-
Hydroxylierung (unter 60 8C) von Alkanen mit Disauerstoff
oder Wasserstoffperoxid als eigentlichem Oxidationsmittel
kçnnen unterschieden werden: Metalloporphyrine, einkerni-
ge Nicht-H�m-Eisenkomplexe, Polyoxometallate und mi-
kroporçse Systeme. Die in diesem Abschnitt besprochenen
Beispiele werden bewusst auf die F�lle beschr�nkt, in denen
keine aggressiven und/oder umweltsch�dlichen Oxidations-
mittel[2] (z. B. K2Cr2O7, CrO3, KMnO4, PhIO, Pers�uren, Al-
kylhydroperoxide, OsO4, SeO2 oder Oxone) oder besonders
teuren Metalle (Au, Pt, Pd, Ru, Ir usw.) verwendet werden.

5.1. Metalloporphyrine: biomimetische H�m-Eisen-Komplexe

Das Verst�ndnis der Mechanismen, die von den CYPs
verwendet werden, hat seit vielen Jahren die Entwicklung von
biomimetischen H�m-Katalysatoren inspiriert, und Metallo-
porphyrine sind eine Klasse dieser Katalysatoren.[130,132] �ber
verschiedene Generationen von Katalysesystemen hinweg
wurde die chemische Stabilit�t der Porphyringruppe zuneh-
mend verbessert.[133] Tats�chlich sind die Porphyrinliganden
f�r den oxidativen Selbstabbau anf�llig.[134] Es wurden stabile
Eisen- und Manganporphyrine entwickelt, die TONs �ber 200
erreichen, z. B. meso-Tetra(2,6-dichlorphenyl)porphyrin
(TDCPP, Abbildung 5); sie verwenden H2O2 und sind in der
Lage, Alkane zu hydroxylieren. Als Modellreaktionen dien-

Abbildung 5. Die Struktur des biomimetischen N4-vierz�hnigen meso-
Tetra(2,6-dichlorphenyl)porphyrin oder TDCPP-Liganden.
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ten aber keine Umsetzungen von linearen Alkanen, sondern
fast ausschließlich die Hydroxylierung von Cyclohexan und
Adamantan. Unter milden Bedingungen wurden bescheidene
Ums�tze von Heptan (11.5% bezogen auf H2O2) mit Mn-
(TDCPP)Cl und H2O2 beschrieben, die Mischungen der 2-
und 3-Alkohole und der 2- und 3-Ketone liefern (Tabelle 1,
Nr. 18).[39, 40]

F�r die nach wie vor herausfordernde Methanoxidation
haben Sorokin und Mitarbeitern k�rzlich stabile Porphyrin-
Zweikernkomplexe beschrieben.[135] Ihre Katalysatoren sind
lçsliche N-verbr�ckte Dieisen-Phtalocyanine (Abbildung 6),
die relativ einfach herzustellen sind.[135–137] Interessanterweise

vereinen diese chemischen Katalysatoren den Porphyrin-
Charakter der CYP-aktiven Zentren mit dem Dieisen-Cha-
rakter des sMMO-Aktivit�tszentrums. Die Autoren berich-
teten �ber beispiellose katalytische Aktivit�ten f�r die Oxi-
dation von Methan zu Ameisens�ure mit hoher Selektivit�t[41]

(Tabelle 1, Nr. 19) sowie f�r die Propanoxidation[138] unter
Verwendung von H2O2 und unter milden Bedingungen (25–
60 8C).

5.2. Biomimetische einkernige Nicht-H�m-Eisenkomplexe

Auf �hnliche Art und Weise wurden nach dem Vorbild der
aktiven Zentren von einkernigen Nicht-H�m-Monooxyge-
nasen (z.B. Rieske-Dioxygenasen) Nicht-H�m-Eisenkom-
plexe entwickelt.[139,140] Eisen wird entweder mit dem tripo-
dalen vierz�hnigen N4-Liganden Tris(2-pyridylmethyl)amin
(TPA)[134] oder durch das lineare N,N’-Bis(2-pyridylmethyl)-
N,N’-dimethyl-1,2-diaminoethan[141] (BPMEN, Abbildung 7)
komplexiert und zur Alkanhydroxylierung in Gegenwart von
H2O2 bei Raumtemperatur eingesetzt. Zum Beispiel ist FeII-
BPMEN/H2O2 zu 89 % chemoselektiv f�r Cyclohexanol und
erreicht 6.3 TONs.[140, 142–144] F�r diese Katalysatoren gibt es
fast keine Daten zur Oxidation anderer Substrate als Cyc-

lohexan und Adamantan. Da die C-H-Bindungsdissoziations-
energie von Cyclohexan mit 99 kcalmol�1 [145] vergleichbar ist
mit der von sekund�ren C-H-Bindungen in linearen Alka-
nen,[146] macht eine Extrapolation der katalytischen Aktivit�t
dieser Substrate trotzdem Sinn.

Die Katalyse mit FeII-TPA/H2O2 wurde des Weiteren
theoretisch untersucht.[146] Bei der Modellierung der Reakti-
vit�t der hochwertigen Eisen-Oxo-Spezies [HO-(TPA)FeV=

O] mit Propan und Methan nach dem H�m-Mechanismus[147]

ist die berechnete Aktivierungsenergie f�r die Wasserstoff-
abspaltung von der prim�ren C-H-Bindung in Methan zu
hoch f�r diesen Katalysator. Dagegen w�re die homolytische
Spaltung von sekund�ren C-H-Bindungen in Propan durch
die reaktive Spezies, die zu 2-Propanol f�hren w�rde, expe-
rimentell machbar.

Eine neuere Arbeit konzentrierte sich auf den Katalysa-
tor FeII-TPA und zielte auf die Verbesserung seiner Selekti-
vit�t f�r die terminale Hydroxylierung ab. Die Entwicklung
von TPA-Derivaten mit langen n-Alkylketten scheint eine
elegante Strategie zu sein, um die hydrophoben Bindungs-
taschen von Enzymen zu imitieren, da die linearen Alkane
erkannt und durch einen nachfolgenden Tunneleffekt in die
korrekte Orientierung gebracht werden kçnnen. Leider er-
zeugte keiner dieser Katalysatoren mehr als 10% der oxi-
dierten Produkte.[148]

5.3. Vanadium-Polyoxometallate

Polyoxometallate (POMs) sind stabile Cluster von fr�hen
�bergangsmetallen und Sauerstoffanionen, die zuerst im Jahr
1826 von Berzelius beschrieben wurden.[149] Wegen einiger
ihrer generellen Eigenschaften, z.B. die Mçglichkeit, ein

Abbildung 6. Die Struktur des N-verbr�ckten Dieisen-Phtalocyanins
(FePctBu4)2N, das von Sorokin f�r die Methanoxidation unter milden
Bedingungen beschrieben wurde.[41]

Abbildung 7. Dreidimensionale Darstellung von vierz�hnigen N4-Ligan-
den: a) tripodales TPA und b) lineares BPMEN.
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�bergangsmetall in ihr Ger�st einzuf�hren, sind POMs eine
attraktive Verbindungsklasse f�r die Katalyse.[150] Vanadium-
POMs sind in der Lage, in Gegenwart von HClO4 und H2O2

stark elektrophile, oxidierende Spezies zu bilden (Abbil-
dung 8, Spezies C).[151] Diese Eigenschaft wurde k�rzlich mit
einem Divanadium-substituierten Phosphorwolframatkata-

lysator f�r die effiziente, milde und selektive Oxidation von n-
Propan, n-Butan und n-Hexan genutzt (Tabelle 1,
Nr. 20).[42, 151] Trotz der bescheidenen TONs ist dieser Kata-
lysator sehr chemoselektiv, weil er die erzeugten Alkohole
nicht �beroxidiert.

5.4. Formselektive Oxidation mit mikroporçsen Katalysatoren

Mikroporçse Feststoffe enthalten K�fige und Kan�le von
variierender Grçße und Form und werden im Allgemeinen
als Adsorptionsmittel und Katalysatoren verwendet.[152–154]

Unter bestimmten Bedingungen kann ein Teil der AlIII-Ge-
r�stionen von Aluminiumphosphat-Molekularsieb (AlPO)
durch andere Metalle ersetzt werden, ohne dass sich die
Morphologie merklich �ndert.[155] Es konnte gezeigt werden,
dass MnIII-substituiertes AlPO (und hier besonders Mn-Al-
PO-18, Al24P24O96) mit 3.8 � großen Poren die terminale
Oxidation von n-Pentan (39% Regioselektivit�t), n-Hexan
(65 %), n-Octan (62%) und n-Dodecan (47 %) mit Luft (oder
O2) als einziger Sauerstoffquelle ermçglicht (Tabelle 1,
Nr. 21).[43, 156] In diesem Fall wird die Regioselektivit�t
haupts�chlich durch die Umgebung der terminalen Methyl-
position innerhalb des K�figger�stes bestimmt (Abbil-
dung 9). Somit besteht ein direkter Zusammenhang zwischen
der Porengrçße der achtgliedrigen Ringe des Katalysators
und der Grçße des Alkanmolek�ls. Es sollte aber erw�hnt
werden, dass die Chemoselektivit�t schwierig zu kontrollie-
ren war und �beroxidierte Verbindungen erhalten wurden.[5]

Dar�ber hinaus musste die Umsatzrate unter 10% gehalten
werden, um eine Desaktivierung des Katalysators durch Ne-
benprodukte zu vermeiden. Diesen Ergebnissen wurde von
einer anderen Gruppe widersprochen, die die gleichen Ka-
talysatoren hergestellt und ihre Regioselektivit�tsprofile un-
ter den gleichen Bedingungen bestimmt haben. Diese zweite

Studie zeigte, dass die terminale Oxidation in ihren H�nden
in weniger als 5% zu den Produkten f�hrte, w�hrend die w-1-
bzw. w-2-Oxidation f�r 28 bzw. 33 % des Umsatzes verant-
wortlich war.[7]

Einige Zeolithkatalysatoren wurden f�r die selektive
Methanoxidation zu Methanol beschrieben.[44] Das Alumo-
silicat Cu-ZSM-5 (Si/Al = 12, Cu/Al = 0.58) wurde mit O2

aktiviert und dann wurde Methan bei Raumtemperatur durch
den Katalysator geleitet und selektiv zu Methanol umgesetzt.
Dieser Katalysator wurde auch f�r Ethan getestet und lieferte
eine Ethanol/Acetaldehyd-Mischung im Verh�ltnis 4:1. Die-
selben Autoren beschrieben auch einen Mordenit-Zeolith (Si/
Al = 8.8, Cu/Al = 0.43), der unter identischen Bedingungen
�quivalente Mengen Methanol pro Gramm Katalysator lie-
ferte. Es wurde angenommen, dass beide Katalysatoren die
passende Architektur haben, um durch Imitation des Bis(m-
oxo)dieisen-sMMO-Aktivit�tszentrums die Bildung eines
Bis(m-oxo)dikupfer-Kerns zu ermçglichen. Dessen ungeach-
tet wurde vor kurzem eine gebogene Mono(m-oxo)dikupfer-
Verbindung ([Cu2O]2+ oder CuII-O-CuII) �berzeugend als die
entscheidende Spezies f�r die C-H-Bindungsspaltung nach-
gewiesen.[157] Auch wenn diese Systeme nicht katalytisch
wirken (TON unter eins, Tabelle 1, Nr. 22), brachten sie doch
beachtliche Erkenntnisse �ber die Mechanismen der kupfer-
basierten Methanaktivierung.

5.5. Schlussfolgerung zu chemischen Katalysatoren

Die Entwicklung von biomimetischen/bioinspirierten
chemischen Katalysatoren f�r die Alkanhydroxylierung hat
unser Verst�ndnis der Alkanmonooxygenasen verbessert. Es
zeigte sich, dass es wichtig ist, diese komplement�ren Ans�tze
zu verbinden, statt zu versuchen, einen von ihnen attraktiver
als den anderen zu gestalten. Die chemischen Katalysatoren
sind entweder regioselektiv oder chemoselektiv, aber beide
Eigenschaften kçnnen beispielsweise nicht im gleichen Ka-
talysator gefunden werden. Interessanterweise wurde das
Problem der direkten, milden und selektiven Aktivierung von
Methan, die die schwierigste Reaktion ist, mit den chemi-

Abbildung 8. Der vorgeschlagene Mechanismus der Alkanhydroxylie-
rung mit H2O2, die von vanadiumdotierten POMs katalysiert wird. In
Gegenwart von H+ und Wasserstoffperoxid wird der Ruhezustand A
[Bis(m-hydroxo)divanadium] zur Spezies B [(m-Hydroperoxo,m-hydroxo)-
divanadium] oxidiert, die weiter zu C ([(m-h2:h2-Peroxo)divanadium])
dehydriert, das f�r die Oxidation verantwortlich gemacht wird.

Abbildung 9. Das Andocken von n-Hexan an das MnIII-substituierte
AlPO-18-Ger�st.
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schen Katalysatoren so gut wie gelçst, w�hrend die selektive
Umsetzung von l�ngeren Alkanen immer noch problematisch
ist. Letztlich bleibt die Entwicklung von Methoden f�r die
selektive Oxidation von Alkanen mit O2 immer noch eine der
grçßten Herausforderungen.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Natur verwendet und entwickelt metallorganische
Alkanmonooxygenasen seit mindestens mehreren hundert
Millionen Jahren[158, 159] und ermçglicht es spezialisierten
Bakterien, unabh�ngig von der Photosynthese zu wachsen,
z. B. durch Ern�hrung mit Methan in der N�he von Erdgas-
ausstrçmungen und hydrothermalen �ffnungen in Ozea-
nen.[12] Obwohl membrangebundene und/oder Mehrkompo-
nentenenzyme eindeutig nicht die richtige Wahl f�r die Ent-
wicklung des idealen Katalysators sind, wurden intensive
Bem�hungen hinsichtlich der Entdeckung und/oder Ent-
wicklung von lçslichen und Einkomponentenenzymen f�r die
C(sp3)-H-Bindungsaktivierung unternommen. Einige von ih-
nen erf�llen fast alle Kriterien der Idealit�t. Andererseits
werden chemische Katalysatoren immer noch untersucht,
entwickelt und charakterisiert. Noch heute kçnnen nur we-
nige von ihnen als den Prinzipien der „gr�nen“ Chemie ge-
n�gend betrachtet werden, und es gibt noch viel zu tun, bevor
dieses Endziel erreicht ist. Der Vergleich zwischen chemi-
schen und enzymatischen Katalysatoren f�r die Alkan-Oxy-
funktionalisierung ist eine sehr praktische Strategie, um einen
Einblick in die grundlegenden Mechanismen dieser Chemie
zu gewinnen. Sie hilft bei der Entwicklung von neuartigen
Katalysatoren, die in der Lage sind, die Herausforderungen
eines nachhaltigen Oxidationsprozesses anzugehen.[2, 160] Es
ist wahrscheinlich, dass die effiziente, milde und chemose-
lektive Oxidation von Methan in den n�chsten Jahren zum
ersten Mal mit chemischen Katalysatoren erreicht werden
kann. Die regioselektive Oxyfunktionalisierung von l�ngeren
Alkanen wird nicht ohne den Rahmen einer Substratbin-
dungstasche mçglich sein, die sowohl die Erkennung als auch
die Orientierung der Alkane kontrolliert. Lçsliche und H2O2-
abh�ngige Einkomponenten-Biokatalysatoren werden eine
wichtige Rolle in diesen Umsetzungen spielen, und es besteht
eine große Chance, dass solche Biokatalysatoren auf dem
APO/CYP-Ger�st basieren werden. Neben dem Biokataly-
satordesign sollten auch verschiedene praktische Probleme
gelçst werden, z.B. schlechte Substratlçslichkeit, einge-
schr�nkter Sauerstofftransport und Produktinhibierung. Wie
es schon in �bersichten erkl�rt worden ist,[58,161–166] wird die
Optimierung der Reaktionsparameter zur Verbesserung der
Produktivit�t, Ausbeute und somit çkonomischer Realisier-
barkeit f�hren, sodass industrielle pr�parative Umsetzungen
auf Basis dieser Enzyme mçglich werden.

Die Arbeit an den CYP153-Fusionsproteinen wurde durch das
Minist�re de l’�ducation nationale, den CNRS, die l�Ecole
Nationale Sup�rieure de Chimie de Montpellier (ENSCM) und
die Universit� Montpellier 2 gefçrdert. Wir danken E. Du-

breucq, A.-H. Jan und M. Subileau f�r fruchtbare Diskussio-
nen und das Korrekturlesen des Manuskriptes.
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