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1 Motivation 

Die Bedeutung von Katalysatoren in der chemischen Industrie nimmt stetig zu. Schon seit mehr 

als 100 Jahren werden in großtechnischen Prozessen diverse Katalysatoren eingesetzt, z.B. bei 

der Synthese von Salpetersäure aus Ammoniak oder auch katalytischen Hydrierungen1. Bis 

zum Jahre 2008 durchliefen schon ca. 75 % der hergestellten Produkte mindestens einen kata-

lytischen Syntheseschritt1. Sowohl bei der Herstellung von Basis- als auch Feinchemikalien 

haben sich homogen sowie heterogen katalysierte Verfahren industriell etabliert. Ihre häufig 

hohen Selektivitäten bewirken einen geringen Anfall an Nebenprodukten, was neben einem 

wirtschaftlichen Vorteil auch umweltschonendere Verfahren ermöglicht.2 Zudem ist die Ge-

winnung enantiomerenreiner Substanzen von zunehmender Wichtigkeit, insbesondere bei der 

Synthese komplexer Pharmazeutika. So zeigt bei Arzneistoffen oftmals nur ein Enantiomer die 

gewünschte Wirkung und häufig weist das andere Enantiomer sogar unerwünschte oder gar 

toxische Wirkungen auf3. Vielfach ist die Nutzung enantioselektiver Katalysatorsysteme der 

ökonomischste und ökologischste Weg solche Produkte zugänglich zu machen. Ein wichtiger 

Vorteil dieser Prozesse besteht darin, dass sich mit Hilfe asymmetrischer Katalysatoren chirale 

Informationen auf große Substratmengen übertragen lassen. In der modernen Chemie und 

Industrie gewinnt zudem die Umweltfreundlichkeit und Nachhaltigkeit chemischer Prozesse 

eine immer größere Bedeutung („grüne Chemie“, „weiße Biotechnologie“)4-7. Im Zuge dessen 

besteht in den letzten Jahren verstärkt ein Interesse an der Nutzung von Enzymen für solche 

katalytischen Umsetzungen. Einen wichtigen Grundstein für die Konkurrenzfähigkeit enzymati-

scher Systeme gegenüber der klassischen Metallkatalyse leistete die Möglichkeit der groß-

technischen Produktion von Enzymen mittels moderner Biotechnologie4. Aus diesem Grund 

stellt die Entwicklung und Erforschung neuer enzymbasierender Katalysatorsysteme ein großes 

und bedeutendes Forschungsgebiet dar. Eine besondere Herausforderung ist hierbei unter 

anderem der Einsatz von Enzymen in organischen Medien unter Erhalt der enzymatischen Ak-

tivität8-18 sowie die Verknüpfung der Biokatalyse mit der klassischen (Übergangs-

)Metallkatalyse19-26, z.B. durch die Verbindung von Enzymen mit klassischen Metallkatalysato-

ren. Diese Modifikationen bieten die Möglichkeit, das Spektrum möglicher enzymkatalysierter 

Reaktionen gravierend zu erweitern, sowie die Aussicht die Chemo-, Regio- sowie Stereoselek-

tivitäten der gewünschten Reaktionen aktiv steuern zu können. Deshalb beschäftigt sich diese 

Arbeit mit der Generierung und Optimierung artifizieller Metalloenzyme für den Einsatz in rein 

organischen Lösungsmittelsystemen. 
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2 Einleitung 

2.1 Katalyse 

Katalytische Reaktionen wurden schon genutzt, bevor das Prinzip der Katalyse überhaupt be-

kannt wurde, so z.B. bei der enzymatischen Vergärung von Zucker zu Ethanol. Bereits 1836 

wurde der Begriff „Katalyse“ durch BERZELIUS eingeführt, welcher annahm, dass bestimmte 

Stoffe („Katalysatoren“) besondere Kräfte besitzen, die die elektrochemische Affinität anderer 

Substanzen zueinander beeinflussen können27. 

Eine spätere, auch heute noch häufig verwendete, Definition lieferte OSTWALD im Jahre 1895. 

Er definierte einen Katalysator als einen Stoff, welcher die Geschwindigkeit einer chemischen 

Reaktion erhöht ohne dabei die Lage des Gleichgewichts zu beeinflussen.28 

Während man zu dieser Zeit noch annahm, dass sich Katalysatoren während der gesamten 

Reaktion nicht verändern, ist es heute allgemein bekannt, dass sie im Laufe der Reaktion sehr 

wohl Bindungen mit Reaktanden oder Coreagenzien eingehen. Daher kann der Katalysevor-

gang im Allgemeinen als Zyklus dargestellt werden (Abb. 2.1).1 

 

 

Abb. 2.1: Stark vereinfachte Darstellung eines Katalysezyklus. 

 

Edukt

Kat-EduktKat

Produkt
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Ein idealer Katalysator könnte theoretisch unendlich viele solcher Zyklen durchlaufen, aller-

dings kommt es in realen Systemen immer zu einer Deaktivierung von Katalysatormolekülen, 

beispielsweise durch Konkurrenzreaktionen oder den Zerfall des Katalysators. Die katalytische 

Wirkung beruht auf der Absenkung der Aktivierungsenergie, welche zunächst überwunden 

werden muss um eine chemische Reaktion in Gang zu setzen (Abb. 2.2). 

 

 

Abb. 2.2: Auftragung der freien Enthalpie gegen den Reaktionsfortschritt einer Reaktion mit 

und ohne Katalysator nach SAUERMOST und FREUDIG.
29

 

 

Aufgrund des exponentiellen Zusammenhangs zwischen der Aktivierungsenergie (Ea) und der 

Reaktionsgeschwindigkeit (k) (Gleichung 1) resultiert selbst eine geringe Absenkung ersterer in 

einer großen Geschwindigkeitsänderung. Das Verhältnis zwischen den Geschwindigkeiten von 

unkatalysierter und katalysierter Reaktion liegt hierbei häufig zwischen 106 und 1014.30  

    
    

      
  

               
         (1) 

Mit: k = Reaktionsgeschwindigkeit; Ea =Aktivierungsenergie; R = allg. Gaskonstante; T = Temperatur 

Einen weiteren wichtigen Vorteil katalysierter Reaktionen bietet die Möglichkeit, durch geeig-

nete Wahl des Katalysatorsystems die Chemo-, Regio- und Enantioselektivität einer Reaktion 

zu beeinflussen. Unter anderem ist die Gewinnung enantiomerenreiner Substanzen von zu-

nehmender Wichtigkeit bei der Synthese von Feinchemikalien, insbesondere bei der Herstel-

lung komplexer Pharmazeutika, Herbizide und anderer Wirkstoffe.3 Ein großer Vorteil der Nut-

Reaktionsverlauf
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zung eines asymmetrischen Katalysators besteht hierbei darin, dass sich aus der geringen 

Menge an asymmetrischer Information große Mengen chiraler Produktmoleküle synthetisieren 

lassen.  

Aus allen diesen Gründen nimmt die Bedeutung von Katalysatoren in der chemischen Industrie 

stetig zu. Schon seit über 100 Jahren werden in großtechnischen Prozessen diverse Katalysato-

ren eingesetzt, z.B. bei der Synthese von Ammoniak mit dem bekannten Haber-Bosch-

Verfahren31 oder auch katalytischen Hydrierungen32.1 Bis zum Jahre 2008 durchliefen schon ca. 

75 % der hergestellten Produkte mindestens einen katalytischen Syntheseschritt, bei neu hin-

zukommenden Prozessen wird die Zahl bereits auf über 90 % geschätzt.1  

Traditionelle Katalysatoren, welche auf vielfältige Weise in der modernen chemischen Indust-

rie Anwendung finden, basieren häufig auf Metallen, insbesondere Edelmetallen (z. B. Platin, 

Palladium, Rhodium) und metallorganischen Verbindungen. Ein gravierender Nachteil bei der 

Verwendung von Edelmetallen als Katalysator ist ihr hoher Preis. Zudem sind ihre Ressourcen 

stark begrenzt. Die Anwendung von metallorganischen Verbindungen als katalytisch aktive 

Spezies ist bedingt durch den häufig aufwendigen, individuellen Syntheseprozess in vielen Fäl-

len ebenfalls mit hohen Kosten verbunden. Darüber hinaus sind die verwendeten Verbindun-

gen oftmals toxisch, empfindlich gegenüber bestimmten Bedingungen, wie beispielsweise Luft 

oder Wasser, und es werden zum Teil aufwendige und ressourcenintensive Aufreinigungs- und 

Recyclingverfahren benötigt.33-34 

Ein Katalysator wird generell durch dessen Aktivität, Selektivität sowie seine Lebensdauer ge-

kennzeichnet. Hierbei wird zur Charakterisierung häufig die TON (turnover number, Umsatz-

zahl, Gleichung (2)) herangezogen, die der Stoffmenge (n) an gebildetem Produkt bezogen auf 

die Stoffmenge verwendeten Katalysators entspricht.2  

     
        

            
                                                                 (2) 

Mit: TON = Umsatzzahl (turnover number), n = Stoffmenge 

Bezieht man diese Größe zusätzlich auf die Zeit (t), so wird die TOF (turnover frequency, 

[mol∙mol-1∙h-1], Gleichung (3)) erhalten, welche ein Maß für die Katalysatoraktivität darstellt. 

Hierbei wird, insbesondere bei industriellen Prozessen, eine hohe Umsatzzahl bei gleichzeitig 

hoher Aktivität angestrebt um das Reaktorvolumen und sowohl Katalysatorkonzentration als 

auch -verbrauch möglichst gering halten zu können. 2 
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                                                                 (3) 

Mit: TOF = turnover frequency, n = Stoffmenge, t = Zeit 

Eine wichtige Kenngröße für die Enantioselektivität einer Reaktion ist der Enantiomerenüber-

schuss (ee, [%]) des gebildeten Produkts, welcher über die Masse (m) nach Gleichung (4) ermit-

telt werden kann. 

        
|      |

      
                                                            (4) 

Mit: ee = Enantiomerenüberschuss (enantiomeric excess), m = Masse 

Grundsätzlich können Katalysatoren hinsichtlich ihres Aggregatzustandes im Vergleich zum 

Reaktionsgemisch in zwei Klassen unterteilt werden. Liegt der Katalysator in einer unterschied-

lichen Phase vor, wird von heterogenen Katalysatoren gesprochen. Liegt er dagegen in der 

gleichen Phase vor, wird er als homogener Katalysator bezeichnet. Beide dieser Systeme haben 

charakteristische Vor- und Nachteile. Wichtige Vorzüge der heterogenen Katalyse sind u.a die 

häufig leichtere Abtrennbarkeit und eine effizientere Rückgewinnung des Katalysators. Zudem 

befinden sich durch die unterschiedlichen Phasen häufig geringere Mengen an Katalysatorver-

unreinigungen im Produkt. Dies führt zu einer vereinfachten Handhabbarkeit, Prozessführung 

und Aufreinigung, woraus häufig geringeren Kosten resultieren.35 Homogene Katalysatoren 

besitzen dagegen oftmals eine höhere Selektivität und Aktivität, da unter anderem im Gegen-

satz zu heterogenen Katalysatoren keine größeren Diffusionslimitierungen auftreten, jedoch ist 

dies in den meisten Fällen mit aufwändiger Separation und eingeschränkter Rezyklierbarkeit 

verbunden34. 

Eine große Herausforderung bei der Generierung neuer katalytischer Systeme ist es daher eine 

Balance zwischen guter Handhabbarkeit und hoher Katalysatoreffizienz zu erreichen. In der 

modernen Chemie und Industrie spielt zudem, wie bereits eingangs erwähnt, die Steigerung 

der Nachhaltigkeit, Umweltfreundlichkeit und Ressourcenschonung bei chemischen Prozessen 

eine immer größere Rolle. Grüne Chemie, auch nachhaltige Chemie genannt, bezeichnet hier-

bei eine Vorgehensweise, die darauf ausgelegt ist, Produkte möglichst umweltverträglich und 

energieschonend zu produzieren. Einen wichtigen Beitrag dazu kann die weiße Biotechnologie 

liefern. Unter dieser, welche auch oftmals industrielle Biotechnologie genannt wird, wird die 

Verwendung von lebenden Organismen, aus ihnen gewonnener Teile sowie deren Produkte in 

industriellen Prozessen verstanden. 4-7  
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Unter anderem aus diesen Gründen, sowie weiterer spezifischer Vorteile dieser Katalysator-

klasse, besteht in den letzten Jahren verstärkt ein Interesse an der Nutzbarmachung von Bio-

molekülen für katalytische Umsetzungen. 

2.2 Biokatalyse 

Allgemein bezeichnet Biokatalyse die Anwendung von Biomolekülen und Mikroorganismen in 

der synthetischen Chemie36. Im Rahmen der Biokatalyse können sowohl ganze Zellen, Zellbe-

standteile wie z.B. Zellorganellen sowie auch isolierte Biomoleküle eingesetzt werden4. 

Die Verwendung biokatalysierter Prozesse reicht bis weit in die Antike zurück. Dort wurden 

bereits diverse Fermentationsprozesse unter anderem zur Herstellung von Bier, Wein und Käse 

genutzt37. Chemische und industrielle Bedeutung gewann die Biokatalyse allerdings erst in der 

Mitte des 19. Jahrhunderts. Eine bedeutende Entdeckung machte Pasteur, indem er Weinsäu-

re mithilfe von Penicilium glaucum enantiomerenrein herstellte38. Bis heute haben bereits 

zahlreiche biokatalytische Prozesse den Weg in die Industrie genommen39-44. 

Durch die Möglichkeit der großtechnischen Produktion von Enzymen mittels moderner Bio-

technologie4, der Entdeckung neuer Enzyme sowie der Möglichkeit der Enzymmutation und 

Anpassung an den jeweiligen Prozess durch gerichtete Evolution oder rationales Proteinde-

sign45-48, rückten diese Biokatalysatoren wieder verstärkt in den Fokus der Forschung. 

Enzyme sind generell als leistungsstarke Biokatalysatoren zu betrachten, ohne die nahezu jede 

Reaktion in biologischen Systemen nur mit vernachlässigbarer Geschwindigkeit ablaufen und 

somit Leben unmöglich sein würde. Sie katalysieren unterschiedliche Reaktionstypen und wer-

den nach Art der Reaktion in sechs Hauptklassen (Tab. 2.1) sowie, davon ausgehend, in weitere 

Unterklassen eingeteilt. In diesem Nomenklatursystem wird jedes Enzym durch eine vierstelli-

ge Nummer in der Form EC A.B.C.D charakterisiert. Diese Klassifizierung mittels der sogenann-

ten EC-Nummer (Enzyme Commission) wird dabei von links nach rechts immer spezifischer.49  
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Tab. 2.1: Enzymklassifizierung
49

. 

Hauptklasse Bezeichnung Reaktion 

1 Oxidoreduktase Redox-Reaktionen 

2 Transferase Übertragung funktioneller Gruppen 

3 Hydrolase Hydrolysereaktionen 

4 Lyase Nicht hydrolytische Spaltungen 

5 Isomerase Intramolekulare Umwandlungen 

6 Ligase Kovalente Verknüpfungen mittels Cofaktoren 

 

Die katalytische Wirkung von Enzymen beruht, wie die eines jeden Katalysators, auf der Ab-

senkung der Aktivierungsenergie, welche zunächst überwunden werden muss um eine chemi-

sche Reaktion in Gang zu setzen(vgl. auch Kap. 2.1). Die Substrate, also Reaktanden, werden im 

sogenannten aktiven Zentrum des Enzyms unter Ausbildung eines Enzym-Substrat-Komplexes 

gebunden. An diesem Ort findet die Reaktion statt und nach erfolgter Umwandlung der Sub-

strate in die Reaktionsprodukte zerfällt dieser Komplex und die Produkte werden freigesetzt.  

Wichtig für die enzymatische Aktivität ist hierbei neben der Aminosäuresequenz (Primärstruk-

tur) vor allem die korrekte Faltung der Aminosäureketten (Sekundärstruktur, Tertiärstruktur). 

Bei Enzymen die sich aus mehreren Einzelketten zusammensetzen, ist ebenfalls die korrekte 

Faltung der Untereinheiten zueinander (Quartärstruktur) von Bedeutung.  

Enzyme besitzen im Allgemeinen eine hohe Substratspezifität, welche durch das „Schlüssel-

Schloss-Prinzip“ bzw. das erweiterte Modell des „induced fit“ erklärt werden kann (Abb. 2.3). 

Das „Schlüssel-Schloss-Prinzip“, welches erstmals von EMIL FISCHER im Jahre 1894 postuliert 

wurde besagt, dass die Geometrien des Substrats und des aktiven Zentrum des Enzyms wie 

Schlüssel und Schloss zueinander passen müssen um eine chemische Wirkung aufeinander 

ausüben zu können50. Das Modell des „induced fit“ von KOSHLAND stellt ein erweitertes Modell 

des „Schlüssel-Schloss-Prinzips“ dar. Bei diesem wird davon ausgegangen, dass die Geometrien 

von aktivem Zentrum und Substrat nicht vollkommen starr sind sondern eine gewisse Konfor-

mationsflexibilität besitzen. Sie können sich daher in einem gewissen Rahmen durch Konfor-

mationsänderungen aneinander anpassen51. 
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Schlüssel-Schloss-Prinzips sowie des „Induced fit“-

Modells. Enzym: blau; Substrat: rot; Produkte: grün. 

 

Die sich daraus ergebende häufig sehr hohe Regio-, Chemo- und Enantioselektivität enzyma-

tisch katalysierter Reaktionen sowie die oftmals geringe Toxizität dieser Biokatalysatoren ma-

chen sie unter anderem so interessant für einen industriellen Einsatz, z.B. in der Pharmazie 

und der Lebensmittelindustrie.13 

Eine Vielzahl von Enzymen ist unter sehr milden Reaktionsbedingungen aktiv. Die bevorzugten 

pH-Werte liegen im Allgemeinen zwischen 5 und 8 bei Temperaturen zwischen 20 und 40 °C. 

Des Weiteren besitzen sie in vielen Fällen eine geringere Toxizität als gängige chemisch synthe-

tisierte Katalysatoren und können meist in sehr viel geringeren Mengen eingesetzt werden. 

Dies resultiert in einem verminderten Energie- und Ressourcenverbrauch im Prozess und der 

damit einhergehenden Reduktion von Abfallstoffen. Oftmals kann durch den Einsatz selektiver 

Biokatalysatoren auch die Bildung toxischer oder gefährlicher Nebenprodukte in der Produkti-

on vermieden werden. Dies führt unter Anderem zu einer Verringerung der Komplexität für 

den Downstream eines Produktes.13, 52  

2.2.1 Enzyme in wässrigen Reaktionsmedien 

Bereits heute haben Enzyme ein breites Anwendungsspektrum bei diversen Prozessen in vie-

len Bereichen der Industrie gefunden53-59. Dies umfasst unter anderem die Synthese von Trau-

benzucker ausgehend von Mais- oder Kartoffelstärke mittels Amylasen, die Verwendung von 

Pektinasen bei der Gewinnung von Saft aus Früchten bis hin zur Ledergerbung unter Zuhilfen-

ahme von Proteasen6. Des Weiteren löste z.B. die Synthese von Acrylamid mittels Nitrilhydra-

tase die klassische chemische Produktion teilweise ab. Während bei der klassisch verwendeten 

+ +

+

Schlüssel-Schloss-Prinzip

„induced fit“-Modell
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Kupferkatalysierten Synthese nur Teilumsätze erreicht werden können und eine aufwendige 

Aufreinigung (u.a. Abtrennung von Eduktrückständen mittels Ionenaustauschern) nötig ist, 

liefert die enzymkatalysierte Route hohe Umsätze von 99,97 % mit einer hervorragenden Se-

lektivität von 99,98 %5. Zudem macht beispielsweise der Chemiekonzern BASF chirale, enanti-

omerenreine Amine über eine Lipase-katalysierte Acylierung mit 2-

Methoxyessigsäureethylester zugänglich37, 60.  

Trotz der vielen Vorteile ergeben sich hier durch den Einsatz von Enzymen auch einige Ein-

schränkungen. So ist beispielsweise ihre Stabilität unter Reaktions- und Lagerungsbedingungen 

deutlich begrenzt und sie arbeiten nur in einem engen Prozessparameterbereich mit hoher 

Effizienz. Zudem sind viele denkbare Edukte nicht oder nur schlecht wasserlöslich, was deren 

Umsatz erschwert und somit das Substratspektrum stark einschränkt. Die Verwendung zwei-

phasiger Systeme aus einem wässrigen und einem organischen Medium dagegen führt zu 

Stofftransportlimitierungen und beeinträchtigt häufig die Enzymstabilität.13 Außerdem lässt 

sich die Stereoselektivität hier, im Gegensatz zu vielen chemisch synthetisierten Katalysatoren, 

nicht direkt umkehren. Für viele industrielle Prozesse ist Wasser kein geeignetes Reaktionsme-

dium, z.B. aufgrund der erhöhten Gefahr der mikrobiellen Kontamination oder auch des hohen 

Siedepunktes sowie der hohen Verdampfungsenthalpie. Aus diesen Gründen werden in den 

letzten Jahren verstärkt Anstrengungen unternommen diese Biokatalysatoren auch in unkon-

ventionellen, insbesondere organischen, Medien unter Erhalt ihrer Aktivität nutzbar zu ma-

chen.  

2.2.2 Enzyme in unkonventionellen Medien 

Als unkonventionelle Medien werden alle Reaktionsmedien für Enzyme bezeichnet, die von 

Wasser abweichen. Entgegen der früher vorherrschenden Meinung zeigen Enzyme auch in 

nicht-wässrigen Reaktionsmedien katalytische Aktivität. In den letzten Jahrzehnten wurde die 

Anwendung von Enzymen in solchen Systemen verstärkt erforscht. Diese sind z.B. ionische61-63  

oder überkritische64-67 Flüssigkeiten, Gasphasenreaktionen68-69 und auch organische Lösungs-

mittel. Im Folgenden liegt der Fokus auf der Verwendung von Enzymen in organischen Lö-

sungsmitteln. Für weitere Informationen bezüglich anderer unkonventionellen Medien sei auf 

die einschlägige obenstehende Literatur verwiesen. 

Die Nutzung dieser Biokatalysatoren in organischen Lösungsmitteln führt zu einer starken Er-

weiterung des Reaktionsspektrums. Zum einen steigt hier die Anzahl umsetzbarer Substrate, 

da auch solche verwendet werden können, die in wässrigem Medium nicht oder sehr schlecht 
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löslich sind. Zum anderen kann die Wahl des Reaktionsmediums durchaus einen bedeutenden 

Einfluss auf die Substratspezifität sowie die Regio-, Chemo- und Enantioselektivität der kataly-

sierten Reaktionen haben9, 14, 70-73. Mittels dieses sogenannten medium-engineering73 kann der 

Einfluss des Reaktionsmediums auf das Enzym gezielt ausgenutzt werden, was die Möglichkeit 

der Entwicklung neuer Synthesestrategien eröffnet. So wird beispielsweise als Hauptprodukt 

der durch Chymotrypsin katalysierten Acetylierung von 2-(3,5-Dimethoxybenzyl)-1,3-

propandiol in Diisopropylether oder Cyclohexan als Lösungsmittel der S-Monoester gebildet. 

Dagegen ist in Acetonitril oder Essigsäuremethylester das R-Enantiomer das bevorzugte Pro-

dukt74. 

Die Verwendung organischer Lösungsmittel ermöglicht ebenfalls die Durchführung von Reakti-

onen, welche in wasserhaltigen Systemen nicht durchführbar sind. So verschiebt sich bei-

spielsweise das Reaktionsgleichgewicht von der Seite der Esterhydrolyse hin zur Synthese von 

Estern aus Carbonsäuren. Zudem können so im wässrigen Medium häufig vorkommende Ne-

benreaktionen, wie z.B. die Hydrolyse von Carbonsäureestern sowie -anhydriden, unterdrückt 

werden. 13 

Des Weiteren wird häufig eine Erhöhung der thermischen Stabilität von Enzymen in organi-

schen Solventien beobachtet. So werden z.B. für α-Chymotrypsin11, Schweinepankreas-Lipase12 

und Ribonuclease75 Halbwertszeiten von mehreren Stunden bei 100 °C erreicht, während in 

Wasser innerhalb weniger Sekunden eine Deaktivierung stattfindet. Diese tritt vor allem in 

hydrophoben Lösungsmitteln bei geringen Wassergehalten auf. Während Enzyme im Wässri-

gen sowie auch wässrig-organischen Lösungsmittelgemischen denaturieren und somit eine 

Strukturänderung erfahren können, fehlt in rein organischen Medien die nötige Konforma-

tionsflexibilität, da es hier nicht möglich ist Wasserstoffbrücken zu den umgebenden Solvens-

molekülen auszubilden.10, 71 Ein gewisser Wasseranteil muss allerdings am Enzym verbleiben, 

damit dessen Aktivität erhalten bleibt. ZAKS und KLIBANOV zeigten, dass die enzymatische Aktivi-

tät in unterschiedlichen organischen Lösungsmitteln annähernd konstant war solange die 

Menge des an die Biokatalysatoren gebundenen Wassers gleich war76. Es wurde die maximale 

Aktivität bei einer Wassermenge gefunden, welche in etwa einer Monoschicht um das Enzym 

herum entspricht. In hydrophilen Solventien (z.B. Aceton, THF) ist daher ein erheblich höherer 

Wassergehalt nötig als in hydrophoben Lösungsmitteln (z.B. Toluol, Heptan), da erstere eher 

dazu neigen dem Enzym seine Hydrathülle zu entziehen. Für eine optimale enzymatische Akti-

vität und Enzymstabilität muss der Wassergehalt für jedes Lösungsmittel und Enzym deshalb 

eingestellt werden.9-11 
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Ein weiterer Parameter, welcher die Enzymaktivität entscheidend beeinflusst, ist der Protonie-

rungsgrad verschiedener funktioneller Gruppen innerhalb des Enzyms, insbesondere derjeni-

gen im aktiven Zentrum. Dieser kann im wässrigen Medium relativ simpel über den pH-Wert 

einer Pufferlösung eingestellt werden, in organischen Lösungsmitteln hingegen entfällt diese 

Möglichkeit. Es wurde allerdings beobachtet, dass die Aktivität der Biokatalysatoren in organi-

schen Lösungsmittelsystemen deutlich vom pH-Wert der Lösung abhängt, aus der die Enzyme 

zuvor isoliert wurden. Dieser Effekt wird „pH-Memory“ genannt.9 Ein häufig eingesetztes und 

enzymschonendes Verfahren zur Isolierung aus wässrigen Lösungen stellt hierbei die Lyophili-

sierung (Gefriertrocknung) dar. Dabei wird die Lösung, welche das Enzym enthält, unter Einsatz 

von flüssigem Stickstoff schockgefroren und das Wasser anschließend im Hochvakuum voll-

ständig sublimiert. 

Aufgrund der bereits dargestellten Vorteile wurden in den letzten Jahren verstärkt Anstren-

gungen unternommen, die in aller Regel in organischen Systemen unlöslichen Enzyme für eine 

Nutzung in organischen Lösungsmitteln unter Erhalt ihrer Aktivität zugänglich zu machen. Dies 

umfasst unter anderem die direkte Suspendierung von festem Enzympulver in organischen 

Medien11, die Anwendung dieser Biokatalysatoren in zweiphasigen Solvenssystemen aus Was-

ser und einem organischen Lösungsmittel77-79 sowie in Mischungen aus Wasser und wasser-

mischbaren organischen Solventien80-81. Zudem können Enzyme auch an festen Trägermateria-

lien immobilisiert werden oder in amphiphile Polymer-Conetzwerke oder elektrogesponnene 

Nanofasern eingelagert werden, was die typischen Vor- und Nachteile heterogener Katalysa-

torsysteme mit sich führt (vgl. auch Kapitel 2.1)8, 82-91.  

Eine weitere Möglichkeit ist das Erzielen einer Löslichkeit von Enzymen im organischen Reakti-

onsmedium beispielsweise durch die Bildung von Konjugaten mit verschiedenen Polymeren. 

Solche Polymer-Konjugate sind bekannt dafür Enzyme vor der Zersetzung durch Proteasen und 

Denaturierung zu schützen92-93. Das am meisten erforschte Polymer für Protein- und Enzymmo-

fizierungen ist Poly(ethylenglycol) (PEG). Diese Vorgehensweise wird auch PEGylierung ge-

nannt. Die erste PEGylierung wurde bereits 1977 von ABUCHOWSKI et al. durchgeführt94. Seit-

dem wurden praktisch alle funktionellen Gruppen eines Enzyms bereits über verschiedenste 

Kupplungsmethoden PEGyliert95-98. Der Fokus neuerer Kupplungsstrategien liegt auf der Funk-

tionalisierung über Thiolgruppen99-101. Häufig liegt besonderes Augenmerk bei PEGylierungen 

auf der Synthese therapeutisch aktiver Konjugate102 mit höheren Verweilzeiten im Körper und 

höherer Stabilität gegen Proteasen92. Diese Forschung hat bereits zu zugelassenen Medika-

menten geführt92, 103. Neben der medizinischen Anwendung werden PEG-Proteinkonjugate 

auch für die Biokatalyse verwendet. Es ist literaturbekannt, dass verschiedene mit PEG modifi-
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zierte Enzyme und Proteine in organischen Lösungsmitteln löslich sind104-105 und auch in eini-

gen Fällen eine katalytische Aktivität im organischen Reaktionsmedium aufweisen106. 

Zudem wurden verschiedene weitere Polymere zur Protein- und Enzymmodifikation verwen-

det. So wurden z.B Polystyrol-Reste an Enzyme gebunden. Dies führt zur Bildung von größeren 

amphiphilen Strukturen, den sogenannten „Riesenamphiphilen“ (giant amphiphiles).107-108 

Außerdem wurden intelligente und schaltbare Polymer-Enzym-Konjugate hergestellt und un-

tersucht109. Temperatursensitive und -steuerbare Konjugate können beispielsweise durch die 

Konjugation mit Poly(N-isopropylacrylamid) (PNiPAM) oder Po-

ly[(oligoethylenglycol)methylethermethacrylat] erhalten werden87, 110-113. 

Neben der direkten Anbindung von Polymeren an Proteine (graftin to) wurden auch unter-

schiedliche Möglichkeiten erforscht Polymere von der Enzymoberfläche aus wachsen zu lassen 

(grafting from). Beispielsweise die zahlreichen an der Oberfläche zugänglichen Lysinreste, die 

in Proteinen vorhanden sind, ermöglichen so die Synthese extrem dichter Polymermäntel. 

Viele der bisher verwendeten Initiatoren besitzen hierbei eine geringe Löslichkeit in wässriger 

Lösung. Schwer wasserlösliche Initiatoren erfordern die Durchführung von Immobilisierungs-

reaktionen in Gemischen aus Wasser und organischen Lösungsmitteln, die zur Inaktivierung 

und/oder Denaturierung von Enzymen führen können114-117. Diese Initiatoren erlauben auch 

keine Kontrolle über das Ausmaß der Modifikation114. Um die Initiator-Protein-Reaktion zu 

verbessern, sind wasserlösliche ATRP-Initiatoren beschrieben worden118-119. Typischerweise 

enthalten Initiatoren eine proteinreaktive Einheit, wie einen N-Hydroxysuccinimidester (NHS-

Ester) und ein Transfermittel (typischerweise ein Halogen, wie Br, CI oder F), das die kontrol-

lierte Polymerisationsreaktion initiiert. Es wurde gezeigt, dass Immobilisierungsreaktionen mit 

wasserlöslichem ATRP-Initiator hocheffizient sind und zur Herstellung von Protein-Polymer-

Konjugaten hoher Dichte führen118, 120-122. 

Eine Alternative, insbesondere zu PEG, ist die Polymerklasse der Poly(2-oxazolin)e (POx), wel-

che durch lebende, kationische Ringöffnungspolymerisation von 2-Alkyl-2-oxazolinen zugäng-

lich sind. (vgl. auch Kap. 4.1.1) Die POx können durch den Einsatz verschiedener Initiatoren und 

Terminierungsmittel einfach mit diversen Endgruppen ausgestattet werden. Der lebende Cha-

rakter der Polymerisation erlaubt die Synthese definierter Polymere mit geringem Polydisper-

sitätsindex (PDI) und der Polymerisationsgrad (degree of polymerization, DP) kann durch das 

Initiator-zu-Monomer-Verhältnis eingestellt werden. Die Verwendung eines Mikrowellenreak-

tors erlaubt die Synthese verschiedenster POx innerhalb kurzer Zeitspannen.123-124 
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Aufgrund des lebenden Charakters und der Variabilität der Seitenkette können davon ausge-

hend verschiedene Polymerarchitekturen generiert werden. Dazu gehören amphiphile Copo-

lymere125-126, amphiphile Polymerconetzwerke82, 84 und elektrogesponnene Nanofasern83 als 

Träger für Enzyme, bei denen sich die Hydrophobizität über die Wahl des Monomers einstellen 

lässt127. 

MIYAMOTO et al. waren im Jahre 1990 die ersten, die ein POx-Enzym-Konjugat durch die Modi-

fikation einer Katalase mit Poly(2-ethyloxazolin) (PEtOx) generierten128. Die höchste Organolös-

lichkeit eines solchen Konjugates wurde mit 0.077 mg/mL in Benzol angegeben. Trotz der ge-

ringen Löslichkeit waren diese Konjugate bis zu 20-mal aktiver in diesem Lösungsmittel als das 

korrespondierende freie Enzym. Seitdem haben diverse Forschungen in diesem Bereich sowohl 

für therapeutische Zwecke129-131 als auch mit dem Ziel, Enzyme und Proteine organolöslich zu 

machen,132-134 stattgefunden. Für eine mit Poly(2-isopropyloxazolin) modifizierte Lipase aus 

Candida rugosa konnten Aktivierungen von annähernd 160 erreicht werden, auch wenn das 

Konjugat nur feindispers in Toluol vorlag133. KONIECZNY et al. generierten POx-Enzym-Konjugate 

(Abb. 2.4) mit diversen Enzymen, welche sowohl eine Aktivität im wässrigen als auch im orga-

nischen Medium zeigen16, 18.  

 

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Funktionalisierung von Enzymen mit Poly(2-

oxazolin)en mit Pyromellitsäurediahnhydrid (PADA) als Linker nach KONIECZNY et 

al.
16-18

. 

 

Dabei wurde ermittelt, dass obwohl die Aktivität im Wässrigen im Vergleich zum nativen En-

zym sinkt die Konjugation in organischen Solventien aktivierend wirkt. Die höchsten Aktivie-
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rungen wurden hierbei für ein PMOx-Laccase-Konjugat mit 153000 und ein entsprechendes 

α-Chymotrypsin-Konjugat mit 1146 gefunden.17 

Trotz der vielen Vorteile, die eine Nutzung von Enzymen im organischen Medium bietet, lassen 

sich hierdurch nicht alle Einschränkungen dieser Biokatalysatoren umgehen. Eine große Her-

ausforderung stellt nach wie vor die Erweiterung des Reaktionsspektrums dar, da nicht für jede 

mögliche Reaktion ein natürliches Enzym vorliegt. Ein vielversprechender Ansatz zur Lösung 

dieses Problems ist die Generierung von künstlichen Metalloenzymen, welche im Folgenden 

näher betrachtet wird.  

2.2.3 Artifizielle Metalloenzyme 

Zusätzlich zu ihrer eigentlichen katalytischen Aktivität besitzen Enzyme eine definierte chirale 

Matrix. Dies eröffnet die Möglichkeit, sie als chirale Liganden für katalytisch aktive (Über-

gangs)metalle und deren Komplexe zu nutzen. Bereits im Jahre 1978 führten WILSON und WHI-

TESIDES einen Diphosphinrhodium-Komplex in unterschiedliche Proteine ein und generierten so 

homogene asymmetrische Hydrierungskatalysatoren135. Diese Kombination aus Proteinen und 

Metallen resultiert in sogenannten „artifiziellen Metalloenzymen“ (AME, künstliche Metallo-

enzyme, artificial metalloenzymes) (Abb. 2.5), welche die Molekülerkennungsfähigkeit des 

Enzyms und das breite Reaktionsspektrum der Metallspezies besitzen23, 136. Durch diese Modi-

fikation lässt sich das Spektrum möglicher Reaktionen also gravierend erweitern. Zudem bietet 

die gerichtete Evolution die Möglichkeit den Enzymliganden an das gewünschte System anzu-

passen. Artifizielle Metalloenzyme, welche über verschiedene Bildungsstrategien erhalten 

wurden, wurden bereits für eine Vielzahl verschiedener metallkatalysierter Reaktionen ver-

wendet. Dazu gehören unter anderem Sulfoxidierungen137, Hydrierungen135, 138-139, Diels-Alder-

Reaktionen140-141, Epoxidierungen 142-143 und Dihydroxylierungen 144. 
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung eines artifiziellen Metalloenzyms. 

 

Künstliche Metalloenzyme werden im Allgemeinen nach der Art des biomolekularen Wirtes, 

der verwendeten katalytisch aktiven Metallspezies und der Bindungsstrategie klassifiziert145.  

Im Allgemeinen werden drei Strategien zur Einbettung der katalytisch aktiven Metallspezies in 

eine Proteinmatrix unterschieden, die koordinative (dative anchoring) die supramolekulare 

(supramolecular anchoring) sowie die kovalente (covalent anchoring) 

Verankerungsstrategie145-146, wobei sich die beiden erstgenannten durchaus in einigen wichti-

gen Punkten überschneiden und oftmals nicht klar voneinander abgegrenzt werden können. 

Die koordinative Verankerungsstrategie basiert generell auf der direkten Interaktion zwischen 

den Aminosäuren des Proteins mit dem Metallion oder -komplex. Häufig wird hierbei ein be-

reits im nativen Enzym vorkommendes Metallion gegen ein anderes ausgetauscht (Abb. 

2.6).142, 147.  

 

 

Abb. 2.6: Schematische Darstellung der Generierung artifizieller Metalloenzyme mittels Me-

tallaustausch; M = Metall(komplex). 

 

YAMAMURA und KAISER waren die ersten, die einen solchen Hybridkatalysator herstellten, indem 

sie das natürlich vorkommende Zinkion in Carboxypepteptidase A durch Kupferionen aus-

tauschten147. Zwei weitere Berichte beschreiben die Epoxidierung verschiedener Styrolderivate 

Edukt

Produkt

Metall(-komplex)

Enzym

„verankernde“
Wechselwirkungen

M

M

M

M
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mit H2O2 als Oxidationsmittel, katalysiert durch Rinder- und menschliche Carbonanhydrasen, 

wobei das ursprüngliche katalytische Zn2+-Ion durch eine Manganspezies ersetzt wurde. Die 

von OKRASA und KAZLAUSKAS veröffentlichte Studie berichtet von Umwandlungen zwischen 1 % 

(TON = 2,2 nach 2 h) und 12 % (TON = 21 nach 16 h) und Enantiomerenüberschüssen zwischen 

50 % ee und 66 % ee bei 30 °C mit BES-Puffer (0,1 M, pH 7,2) als Reaktionsmedium148. SOUMIL-

LION et al. verwendeten ein wässriges Phosphatpuffer (50 mM, pH 7)/DMF-Gemisch und be-

richteten von Ausbeuten zwischen 9 % und 57 % mit 18 bis 52 % ee über Nacht bei 4 °C149. Die 

Epoxidierung von Styrol mit einer künstlichen Manganchloroperoxidase aus Caldariomyces 

fumago in BES-Puffer (0,1 M, pH 7,2) ergibt 40 % Umsatz nach 5 h (TON = 1500) mit einem 

Enantiomerenüberschuss von 49 %ee (R).148 KÖHLER et al. bildeten dagegen erfolgreich artifizi-

elle Metalloenzyme aus Proteinen ohne eigenes Metallzentrum, wie Streptavidin und Rinder-

serumalbumin (bovine serum albumin, BSA), für die cis-Dihydroxylierung mit Osmiumtetraoxid 

im wässrigen Reaktionsmedium und erreichten dabei Enantioselektivitäten bei der Umsetzung 

von α-Methylstyrol bis hin zu 97 % ee bei moderaten TONs von bis zu 27144. 

Die supramolekulare Verankerungsstrategie basiert auf der hohen Affinität diverser Moleküle 

zum Protein-Wirtsmolekül150. Hierbei wird ausgenutzt, dass manche Enzyme und Proteine eine 

beachtlich starke Wechselwirkung zu hydrophoben Molekülen, wie z.B. Fettsäuren oder 

Porphyrinen, ausbilden. Eine in diesem Zusammenhang häufige Methode ist die Verwendung 

der Biotin-(Strept-)Avidin-Technologie. Bei dieser Strategie wird die hohe Affinität von 

(Strept-)Avidin zu Biotin (Biotin-Avidin Ka = 1015 1/M) ausgenutzt, wobei der Metallkatalysator 

über ein Linkermolekül kovalent an das Biotin gebunden wird. Inspiriert durch die Pionierarbeit 

von WILSON und WHITESIDES
135 hat z.B. die Arbeitsgruppe um WARD eine Bibliothek von künstli-

chen Metalloenzymen mit biotinylierten Cofaktoren aufgebaut. Diese Metalloenzyme kataly-

sieren verschiedene Reaktionen regio-, diastereo- und enantioselektiv, darunter Suzuki-

Kreuzkupplungen151-152, allylische Alkylierungen153, Sulfoxidationen154-155, oder die Hydrierung 

von Olefinen156-161, Ketonen162-164, Enonen und Iminen165-169. 
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Abb. 2.7: Biotin-(Strept-)Avidin Technologie zur Generierung künstlicher Metalloenzyme 

durch die Verankerung der katalytisch aktiven Metallspezies an das Wirtsprotein 

über einen Liganden, welcher über einen Spacer mit Biotin verknüpft ist. Abb. aus 

STEINREIBER und WARD
145

.  

 

Ein weiteres Beispiel für Proteine mit hoher Wirtsaffinität sind Serum-Albumine, die häufigsten 

Serumproteine in Säugetieren. Sie sind gut löslich in Wasser (>585 mg/mL für BSA)170 und bin-

den bekanntlich eine Vielzahl von hydrophoben Metaboliten, Medikamenten und kleinen Mo-

lekülen. So transportiert Serum-Albumin beispielsweise Fettsäuren171. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass Komplexe, die potentiell in der Lage sind aktive Katalysatoren in der stereoselek-

tiven Katalyse zu sein, wie z.B. Metall-Salen-Komplexe172-173, Phthalocyanine141 oder Corrole174-

176 ebenfalls an Albumine binden. Ungeachtet der hohen Affinität von Albuminen gegenüber 

einer Vielzahl großer organischer Moleküle sind die ersten Albumin-Metallohybride durch da-

tive Verankerung eines kleinen anorganischen Komplexes generiert worden. Die so dargestell-

ten BSA-Osmatester katalysieren die stereoselektive Dihydroxylierung von Olefinen bis zu ei-

nem ee von 68 %177. Hierbei wurde vermutet, dass das Osmat über primäre Aminogruppen des 

Lysins an das Protein bindet. 

Das Ziel der kovalenten Verankerungsstrategie ist die selektive Modifikation bestimmter Ami-

nosäuren des Proteinwirts mit Molekülen, welche als gute Liganden für die gewünschte kataly-

tisch aktive Metallspezies fungieren. So generierten beispielsweise KAISER und LAWRENCE eine 

potente Oxidoreduktase aus Papain durch die kovalente Modifikation der Thiolgruppe des 

Cysteins mit Flavinen178. DAVIES und DISTEFANO publizierten 1997 die kovalente Bindung von 

1,10-Phenanthrolin an fettsäurebindende Proteine und die anschließende Einlagerung von 

Kupfer179. 

Die meisten Reaktionen mit künstlichen Metalloenzymen wurden in wässrigen Lösungen, dem 

natürlichen Milieu der Enzyme, oder wässrig-organischen Mischsystemen durchgeführt. Es gibt 

nur verhältnismäßig wenige Berichte, in denen hierbei ein hoher Anteil organischer Lösungs-

mittel erfolgreich eingesetzt wurde. 19-20, 150, 180-183 FUJIEDA et al. generierten in 2017 beispiels-
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weise eine hyperstabile, artifizielle Osmium-Peroxygenase, welche die Dihydroxylierung von 2-

Methoxy-6-vinylnaphtalen in tert-BuOH/HEPES-Puffer (50:50 v/v) mit einer Ausbeute von bis 

zu 92 % katalysiert183. 

Diese Lösungsmittellimitierung schränkt die Bandbreite möglicher Reaktionen und Substrate 

stark ein. Um auch hier alle Vorteile, die die Anwendung von Enzymen im organischen Lö-

sungsmittel mitbringt (vgl. Kapitel 2.2.2), nutzen zu können, ist es wünschenswert künstliche 

Metalloenzyme auch in rein organischen Lösungsmitteln anwenden zu können. 

KONIECZNY und LEURS entwickelten ein Konzept, das die Verwendung von AMEs in solchen Lö-

sungsmittelsystemen erlaubt17, 184-185 (Abb. 2.8).  

Die Basis dieses Konzepts bildet die etablierte Synthese organolöslicher Poly(2-oxazolin)-

Enzym-Konjugate von KONIECZNY, welche –insoweit sie für diese Arbeit von Bedeutung ist- in 

Kapitel 4.1.1 näher erläutert wird. Für weiterführende synthetische und analytische Details 

sowie tiefergehende Informationen über die Anwendungsmöglichkeiten und Limitierungen 

dieser Polymer-Enzym-Konjugate (PEKs) sei an dieser Stelle auf die Literatur verwiesen16-18, 184.  

Zusätzlich zur eigenen enzymatischen Aktivität der PEK wurde vermutet, dass diese im organi-

schen Lösungsmittel als Core-Shell-Nanopartikel fungieren können, welche in der Lage sind, 

anorganische Metallsalze im hydrophilen Proteinkern zu binden. Daher wurden am Beispiel 

der SHARPLESS-Dihydroxylierung zunächst im Rahmen von Promotionsstudien von KONIECZNY
17 

und Forschungen im Rahmen der Diplomarbeit von LEURS
185 erste Untersuchungen diesbezüg-

lich durchgeführt.  
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Abb. 2.8: Schematische Darstellung des Konzepts zur Generierung organolöslicher AMEs 

durch Verknüpfung der Strategien zur Bildung von künstlichen Metalloenzymen mit 

der Funktionalisierung von Proteinen mittels Poly(2-alkyloxazolin)en. 

 

Im Rahmen dessen synthetisierten KONIECZNY und LEURS die ersten organolöslichen artifiziellen 

Metalloenzyme durch kovalente Modifikation verschiedener Enzyme mit POx und anschlie-

ßende Insertion von Osmat (Abb. 2.9)184.  

 

 

Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Generierung organolöslicher artifizieller Metallo-

enzyme am Beispiel von Osmat-Laccase-PMOx. 

 

Modifikation

Organolösliche artifizielle Metalloenzyme

Enzyme

Artifizielle Metalloenzyme Organolösliche Enzyme

= Poly(2-Methylozazolin)
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Die so generierte artifizielle Osmat-Laccase-PMOx liefert in der asymmetrischen Dihydroxylie-

rung von Styrol in wassergesättigtem Chloroform Enantiomerenüberschüsse von 99,4 %, wel-

che sogar höher sind als die gängiger Sharpless-Katalysatoren (97 % ee)186. Die Umsatzzahlen 

(turnover number, TON) bezogen auf das eingesetzte Osmat sind allerdings mit maximal 42 nur 

gering. Nichtsdestotrotz verdeutlicht dies das große Potential der Anwendung künstlicher Me-

talloenzyme in organischen Medien.  

2.3 Tandemkatalyse 

Prinzipiell ermöglicht die bereits vorgestellte Nutzung von Enzymen als AMEs in Kombination 

mit der katalytischen Aktivität des nativen Enzyms die Generierung spezifischer Tandemkataly-

satoren. Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, eine tandemkatalysierte Reaktion im organischen 

Medium durch Kombination der natürlichen enzymatischen Aktivität mit ihrer Funktion als 

AMEs bei der asymmetrischen Dihydroxylierung (Kap. 4.1.3) zu etablieren. Die erhaltenen Er-

gebnisse dieser Forschungen werden im folgenden Kapitel vorgestellt. 

2.3.1 Begriffsdefinitionen 

Tandemreaktionen besitzen im Allgemeinen einige Vorteile und stehen somit verstärkt im In-

teresse aktueller Forschungen187-191. Hierbei kommen häufig Metall-basierte Katalysatoren zum 

Einsatz. 

Eine Tandemkatalyse ist nach FOGG und DOS SANTOS
191 eine gekoppelte Katalyse über zwei oder 

mehr mechanistisch unterschiedliche Reaktionen, bei der alle katalytisch aktiven Spezies, ent-

weder maskiert oder in ihrer aktiven Form, bereits von Anfang an im Reaktionsgemisch vorlie-

gen. Hierbei kann zwischen orthogonaler, Auto- und assistierter Auto-Tandemkatalyse unter-

schieden werden, wobei diese klar von Eintopf- („one-pot“) und Kaskadenreaktionen abge-

grenzt werden.  

Bei der orthogonalen Tandemkatalyse finden mindestens zwei unterschiedliche, sich gegensei-

tig nicht inhibierende Katalysatoren Anwendung. Wie Abb. 2.10 zeigt führt die Katalysereakti-

on des Katalysators A vom Edukt A zum Zwischenprodukt B, welches in einer Folgereaktion 

vom Katalysator B zum Produkt B umgesetzt wird. Wichtig ist hierbei, dass die verwendeten 

Katalysatoren verschiedene Substrate über unterschiedliche mechanistische Wege umsetzen, 

so dass gewährleistet ist, dass beispielsweise das Substrat A nicht durch den Katalysator B –
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und umgekehrt- umgesetzt werden kann. Zudem sollten die vorhandenen Edukte, Zwischen-

produkte und Produkte sich nicht inhibierend auf einen Reaktionsschritt auswirken.191 

 

 

Abb. 2.10: Schematische Darstellung einer orthogonalen Tandemkatalyse aus FOGG und DOS 

SANTOS
191

. 

 

Bei der Auto-Tandemkatalyse wird dagegen nur eine katalytisch aktive Spezies A verwendet 

um das Substrat A unter Ausbildung eines Zwischenproduktes A in das gewünschte Produkt B 

zu überführen. Der verwendete Katalysator A weist hierbei zwei unterschiedliche Reaktivitäten 

auf, wobei beide vom Katalysator katalysierten Reaktionen über unterschiedliche Mechanis-

men ablaufen (Abb. 2.11).191 

 

 

Abb. 2.11: Schematische Darstellung einer Auto-Tandemkatalyse aus FOGG und DOS SANTOS
191

. 

 

Der erste Reaktionsschritt der assistierten Auto-Tandemkatalyse ist die Umsetzung des Sub-

strats A zum Zwischenprodukt A durch einen Katalysator A. Durch Zugabe eines externen Sti-

mulus (des sogenannten Triggers), z.B. in Form eines Reagenzes, wird der Katalysator A in situ 

in eine neue katalytisch aktive Spezies B umgewandelt und es kommt in Folge dessen zur Reak-

tion des Zwischenprodukts A zum gewünschten Endprodukt B (Abb. 2.12).191  
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Abb. 2.12: Schematische Darstellung einer assistierten Auto-Tandemkatalyse aus FOGG und DOS 

SANTOS
191

. 

 

Aus den dargestellten Vorgehensweisen ergeben sich einige spezifische Vorteile, aber auch 

Herausforderungen. So entfällt bei tandemkatalysierten Reaktionen beispielsweise die häufig 

zeit- und kostenintensive Aufreinigung von Zwischenprodukten. Zudem kann gegebenenfalls 

die Ausbeute des Prozesses erhöht werden, da es keine Masseverluste durch Aufarbeitungs-

prozesse gibt. Im Falle der Auto- bzw. unterstützten Tandemkatalyse ergibt sich zudem eine 

höhere Katalysatoreffizienz bzw. bei der orthogonalen und Auto-Tandemkatalyse eine größere 

Prozesseffizienz. Ein wichtiger Nachteil kann, wie bei allen katalytischen Prozessen, eine 

schwierige Katalysatorrückgewinnung sein. Zudem ergibt sich hier generell die Herausforde-

rung, effiziente Reaktionsbedingungen zu finden, die für beide Katalysatoren geeignet sind. 

Speziell bei der orthogonalen Tandemkatalyse besteht außerdem eine erhöhte Wahrschein-

lichkeit, dass einer der Katalysatoren einen nachteiligen Effekt auf den zweiten Katalysator 

ausübt bzw. bei den Umsetzungen zudem unerwünschte Nebenprodukte entstehen.191 

2.3.2 Enzymatische Systeme für die Tandemkatalyse 

Unter anderem bieten enzymatische Systeme vielversprechende Werkzeuge zur Generierung 

aktiver und selektiver tandemkatalytischer Synthesen. So wurden beispielsweise bereits in 

vitro Multi-Enzym-Reaktionen zur Synthese verschiedener Substanzen erfolgreich eingesetzt192-

194. Dies umfasst u.a. die (enantioselektive) Bildung von Alkoholen195-197, die Synthese von Ami-

nosäuren und Aminen198-200, sowie C-C-Bindungsknüpfungen201. 

Eine Möglichkeit Enzyme unter Kopplung ihrer natürlichen enzymatischen Aktivität und eines 

eingeführten artifiziellen katalytisch aktiven Zentrums zur Dihydroxylierung bietet die Klasse 

der Lipasen, welche zur Enzymklasse der Hydrolasen gehören. Sie kommen in beinahe jedem 

Organismus vor und katalysieren dort die hydrolytische Spaltung von häufig wasserunlöslichen 

Fetten in Glycerin und Fettsäuren.202 Hierbei zeigen eine Vielzahl von Lipasen ihre optimale 

katalytische Aktivität nicht in rein wässrigen Medien, sondern an der Grenzfläche zwischen 
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wässriger Phase und hydrophobem Substrat203-204. Dieses Phänomen wird häufig als „Grenzflä-

chenaktivierung“ bezeichnet und konnte u.a. durch Röntgenstrukturanalyse zweier verschie-

dener Lipasen aufgeklärt werden, wobei gezeigt wurde, dass diese Lipasen eine bestimmte 

amphiphile Peptideinheit besitzen, welche als bewegliches Strukturelement wie eine Art De-

ckel den Zugang zum aktiven Zentrum des Enzyms verschließt205. Dieses wird als sogenanntes 

„Lid“ bezeichnet. Bei Kontakt des Biokatalysators mit einer hydrophoben Grenzfläche kommt 

es schließlich, entsprechend des Induced-Fit-Modells, zu einer Konformationsänderung in die-

sem Bereich, wodurch das Lid geöffnet wird und das Substrat Zugang zum aktiven Zentrum 

erhält.  

Aufgrund dieser Eigenschaften eigenen sich besonders Lipasen auch für eine Anwendung in 

rein organischen Lösungsmitteln und stellen dort potente Katalysatoren für Ver- sowie Umes-

terungen dar. Zudem wird Lipasen aus Bakterien und Pilzen wegen ihrer hohen strukturellen 

Stabilität, der relativ einfachen Produktion durch Fermentation und der leichten Isolierbarkeit 

aus dem Kulturüberstand ein großes Potential als industrielle Biokatalysatoren beigemessen. 

In der Industrie kommen heute bereits verschiedene Lipasen, häufig in geträgerter Form, so-

wohl in wässrigen als auch organischen Medien zum Einsatz.206-207 Sie werden z.B. in der 

Waschmittel-, Papier- sowie Lebensmittelindustrie, aber auch in verschiedenen Bereichen der 

organischen Synthese eingesetzt, da sie eine hohe Regio- und Stereoselektivität in Kombinati-

on mit einem breiten Substratspektrum aufweisen49, 204. So werden Lipasen großindustriell 

beispielsweise zur Produktion chiraler (Zwischen-)Produkte wie enantiomerenreiner Alkohole 

oder Amine verwendet204, 208. 

KONIECZNY führte im Rahmen seiner Promotion bereits erste Untersuchungen zur Verwendung 

von CaLB-PEKs als Tandemkatalysatoren durch17. Der erste katalytische Schritt war dabei die 

asymmetrische Dihydroxylierung von Styrol in CHCl3 mit CaLB-PEKs als Liganden für Osmat, 

während das entstandene 1-Phenylethan-1,2-diol im zweiten Reaktionsschritt mittels der ei-

gentlichen katalytischen Aktivität der Lipase mit Laurinsäure verestert werden sollte. Eine gro-

ße Schwierigkeit stellten hierbei die verwendeten Reaktionsbedingungen der Dihydroxylierung 

dar, da das verwendete Kaliumcarbonat und K3[Fe(CN)6] dazu führte, dass die Laurinsäure als 

Kaliumsalz aus dem Reaktionsgemisch ausgefällt wurde. Daher mussten alle verwendeten Sal-

ze im Anschluss an die Dihydroxylierung aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden bevor 

nachfolgend die Laurinsäure zugegeben wurde. Auch wenn abschließend ein Produktgemisch 

aus den resultierenden Estern nachgewiesen werden konnte, so stellt die Notwendigkeit eines 

zwischengeschalteten partiellen Aufreinigungsschrittes doch einen bedeutenden Nachteil die-

ser Synthesestrategie dar. Allerdings unterstreichen die erhaltenen Ergebnisse die prinzipielle 



Einleitung 25 

 

 

  
 

Möglichkeit der Nutzung dieser enzymbasierten Systeme als potente Tandemkatalysatoren im 

organischen Medium. 

Daher befasst sich diese Arbeit mit der Generierung und Optimierung artifizieller Metallo-

enzyme für den Einsatz in rein organischen Lösungsmittelsystemen. 
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3 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist die Generierung von artifiziellen Metalloenzymen zur Anwendung in rein 

organischen Lösungsmittelsystemen sowie die Optimierung ihrer Leistung in verschiedenen 

ausgewählten Reaktionen.  

Aufbauend auf die vorangegangenen Arbeiten von KONIECZNY
17, 184 und LEURS

184-185 soll zunächst 

das Eduktspektrum der asymmetrischen Dihydroxylierung, katalysiert durch artifizielle POx-

Enzym-Konjugate, erweitert und die Enantioselektivitäten und Umsatzzahlen der Katalysatoren 

sowie die Gesamtausbeute des Produktes durch Anpassung der Reaktionsparameter optimiert 

werden. 

Des Weiteren sollen weitere Enzymmodifikationen gefunden und generiert werden, welche 

eine Anwendung von künstlichen Metalloenzymen in organischen Solventien mit hoher Selek-

tivität und Aktivität erlauben. Im Fokus steht hierbei die Vereinfachung der zeitaufwendigen 

Polymermodifizierung sowie die Verbesserung des Modifizierungsgrades der freien primären 

Aminogruppen des Enzyms, um diese als potentielle Metallbindungsstellen effektiv ausschal-

ten zu können.  

Außerdem sollen weitere asymmetrische Reaktionssysteme, welche durch künstliche Metallo-

enzyme in organischen Medien katalysiert werden können, gefunden und optimiert werden. 

Auch hierbei wird ein besonderes Augenmerk auf die Selektivität, insbesondere Regio- und 

Enantioselektivität, sowie die Aktivität des artifiziellen Metalloenzyms gelegt.  

Zusätzlich soll sich die vorliegende Arbeit der enzymbasierten Tandemkatalyse in organischen 

Lösungsmitteln widmen. Hierbei sollen Enzyme sowohl als artifizielles Metalloenzym in einer 

asymmetischen, metallkatalysierten Reaktion verwendet werden als auch gleichzeitig die ur-

sprüngliche enzymatische Aktivität genutzt werden, um eine Tandemreaktion durchführen zu 

können. 

Die Etablierung geeigneter analytische Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung der 

entstandenen Reaktionsprodukte war ebenfalls Gegenstand der Forschungen. 
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4 Ergebnisse und Diskussion 

4.1 Asymmetrische Katalyse mittels Metall-Protein-PMOx-

Konjugaten 

Wie bereits eingangs erläutert wurde (vgl. Kapitel 2.2), bringt die Anwendung von Proteinen 

und Enzymen neben vielen Vorteilen auch einige Einschränkungen mit sich. Ein wichtiger Fak-

tor ist hierbei die Limitierung hinsichtlich des Reaktionsspektrums, da nicht für jede mögliche 

Reaktion ein natürliches Enzym vorliegt, was durch die Bildung von artifiziellen Metalloenzy-

men (AMEs) deutlich erweitert werden kann. Jedoch schränkt die Lösungsmittellimitierung auf 

überwiegend wässrige und wasserhaltige Systeme die Bandbreite möglicher Reaktionen und 

Substrate, z.B. aufgrund deren Löslichkeitsverhalten oder in wässrigen Medien auftretenden 

Nebenreaktionen, stark ein. Unter anderem aus diesen Gründen ist es wünschenswert künstli-

che Metalloenzyme auch in rein organischen Lösungsmitteln unter Erhalt einer guten Reaktivi-

tät und Selektivität anwenden zu können. Ausgehend von dem Konzept von KONIECZNY und 

LEURS
17, 184-185

 (siehe Kapitel 2.2.3) wurde daher im Rahmen dieser Arbeit zunächst die asym-

metrische Dihydroxylierung mittels auf Laccase-PEKs basierender AMEs in solchen Lösungsmit-

telsystemen optimiert sowie die Eignung weiterer künstlicher Metalloenzyme für ein solches 

Reaktionssystem näher Untersucht. 

4.1.1 Poly(2-methyloxazolin)-Enzym-Konjugate 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten PEKs wurden nach einer Methode von KONIECZNY et 

al. synthetisiert16-18. 

KONIECZNY fand heraus, dass der praktikabelste Weg Proteine mit Poly(2-Alkyloxazolin)en zu 

verknüpfen in der Kopplung freier primärer Aminogruppen des Proteins mit POx, welche eine 

prim. Amingruppe als Endgruppe tragen (Abb. 4.1) ist16-17, 209.  
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Abb. 4.1: Aufbau der Poly(2-alkyloxazolin)e für die Funktionalisierung von Proteinen am Bei-

spiel von Poly(2-methyloxazolin) mit einem Polymerisationsgrad von 30. 

 

Letzteres ist einfach durch lebende kationische ringöffnende Polymerisation (engl. cationic 

ring-opening polymerization, CROP) zugänglich (Abb. 4.2, siehe auch Kapitel 2.2.2).  

 

 

Abb. 4.2: Reaktionsschema einer lebenden kationischen ringöffnenden Polymerisation von 2-

Methyl-2-oxazolin mit dem Initiator Benzyltosylat als Beispiel. Die Terminierung er-

folgt hier mit Ethylendiamin. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Enzymmodifikation Poly(2-methyloxazolin) mit einer ein-

gestellten Kettenlänge von 30 Wiederholungseinheiten und einer Ethylendiamin-Endgruppe 

nach einer literaturbekannten Prozedur123-124 synthetisiert und verwendet, da sich dieses in 

initiale
Benzylgruppe

terminale
Ethylendiamin-Gruppe

Poly(2-methyloxazolin)-
Rückgrad
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vorangegangenen Arbeiten als am besten geeignet für die asymmetrische Dihydroxylierungs-

reaktion erwiesen hat.17 Als Initiator kam Benzyltosylat zum Einsatz. Die aufgereinigten Poly-

mere wiesen Kettenlängen zwischen 30 und 35 Wiederholungseinheiten auf mit einem Poly-

dispersitätsindex (PDI) zwischen 1,1 und 1,3 (bestimmt mittels 1H-NMR-Spektroskopie sowie 

Gelpermeationschromatographie (GPC), siehe Kapitel 6.7.4). 

Die Verknüpfung des PMOx mit dem Protein erfolgt nach der Methode von KONIECZNY
17 über 

das hochreaktive Pyromellitsäuredianhydrid als Linker in einem DMF/Wasser-Gemisch (Abb. 

4.3). Abweichend von dem Originalprotokoll, in welchem beide Verknüpfungsschritte bei RT 

durchgeführt wurden, wurde hier der zweite Reaktionsschritt –die Enzymverknüpfung- bei 4 °C 

durchgeführt um das Verfahren enzymschonender zu gestalten. 

 

 

Abb. 4.3: Reaktionsschema der Proteinmodifizierung mit PMOx unter Verwendung des Lin-

kers Pyromellitsäuredianhydrid. 

 

Die erhaltenen PEKs wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels dynamischer Licht-

streuung (DLS) analysiert um den Erfolg der Konjugatbildung nochmals weiterführend nachzu-

weisen sowie eine mögliche Aggregatbildung in Chloroform zu untersuchen. Diese Methode 
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ermöglicht die Bestimmung des Durchmessers von Partikeln in Solventien. Wie die Messungen 

zeigen, vergrößern sich die Durchmesser der funktionalisierten Enzyme im Vergleich zu den 

korrespondierenden nativen Formen (Abb. 4.5). Der Durchmesser der verwendeten Lysozym-

PMOx-Konjugate in Chloroform beträgt 7,8 nm. Dies entspricht der Summe aus den gemesse-

nen Durchmessern des nativen Enzyms (3,6 nm) und angelagertem freiem PMeOx (2 nm). So 

scheinen die Konjugate in Chloroform als einzelne Moleküle vorzuliegen und nicht zu einem 

größeren Anteil Aggregate auszubilden. Im Gegensatz dazu besitzen die HRP- und Chy-

motrypsin-Konjugate mit PMOx größere Durchmesser als die Summe aus Polymerhülle und 

nativem Enzym erlauben würde. Daher scheinen diese Enzymkonjugate Aggregate in Chloro-

form zu bilden. Die erhaltenen Ergebnisse stützen vorhergehende Untersuchungen von KO-

NIECZNY, welche klar gezeigt haben, dass sich nach der Funktionalisierungsprozedur letztge-

nannter Enzymkonjugate noch ein Anteil unfunktionalisiertes Enzym neben dem polymerkon-

jugierten vorliegt, wogegen die Lysozym-PMOx-Konjugate nahezu vollständig funktionalisiert 

sind, wenn auch mit unterschiedlichen Modifikationsgraden16-18, 210 
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Abb. 4.4: DLS-Messungen von PMOx-Enzym-Konjugaten und freiem PMOx in Chloroform so-

wie nativem Enzym in Wasser. 

 

Trotzdem ist auch die Mischung aus funktionalisiertem und unfunktionalisiertem Protein lös-

lich in Chloroform. Die DLS-Messungen legen nahe, dass die funktionalisierten Enzyme Cluster, 
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bilden in denen native Enzyme eingelagert werden, was heißt, dass erstere sich wie eine Art 

Tensid für letztere verhalten (Abb. 4.5). 

 

 

 

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Durchmesser der in Chloroform gebildeten Partikel 

verschiedener Enzym-PMOx30-Konjugate. 

 

Die erhaltenen Enzym-PMOx-Konjugate werden im Folgenden für die Generierung von orga-

nolöslichen künstlichen Metalloenzymen für den Einsatz in organischen Lösungsmittelsyste-

men verwendet. 
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4.1.2 Dihydroxylierung mittels K2OsO2(OH)4 und K3[Fe(CN)6] als Kooxidations-

mittel 

Gemäß Kapitel 4.1.1 hergestellte PMOx-Laccase-Konjugate wurden für Dihydroxylierungen 

nach SHARPLESS von verschiedenen Styrolderivaten verwendet, da diese in vorangegangenen 

Arbeiten zum höchsten Enantiomerenüberschuss von bis zu 99.4 % ee für 1-Phenyl-1,2-

Ethandiol (R) führten17, 184-185. Die dort erreichten Enantiomerenüberschüsse bei einem Metall-

zu-Protein-Verhältnis (MPV) von im Minimum 3,8 für andere Styrolderivate sind allerdings nur 

als gering zu betrachten17, so dass hier eine weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen 

sinnvoll erscheint. 

Zunächst wurde vermutet, dass ein Absenken des MPV zu höheren Enantiomerenüberschüs-

sen des entstehenden Diols führen könnte, da dieses die Wahrscheinlichkeit einer selektiven 

Einlagerung des Salzes in das Enzym begünstigen dürfte. Die Dihydroxylierungen wurden hier 

deswegen zunächst in Gegenwart von Os-Laccase-PMOx mit einem MPV von 1,9 durchgeführt, 

wobei das Laccase-PEK in wassergesättigtem Chloroform vorgelegt, das Osmat sowie die Salze 

zugeführt und die Reaktionsmischung über 10 min auf 0 °C abgekühlt wurde. Anschließend 

wurde das Alken hinzugegeben und das Reaktionsgemisch für 7 d bei 0 °C gerührt (Abb. 4.6).  

 

 

Abb. 4.6: Allgemeines Reaktionsschema der SHARPLESS-Dihydroxylierung mit Os-Laccase-

PMOx. 

 

1H-Inden (71 % ee), 1,2-Dihydronaphtalen (75 % ee) und Allylphenylether (87 % ee) wurden 

hierbei  im Rahmen dieser Arbeitmit höheren Enantiomerenüberschüssen umgesetzt als zuvor 

berichtet wurde. KÖHLER et al. erzielten 45, 41, und 82 % ee unter Einsatz von Streptavidin-

Mutanten in wässrigem Medium144. Unter Einsatz des Standard-SHARPLESS-Systems wurden 

Enantiomerenüberschüsse von 53 % für 2,3-Dihydro-1H-Inden-1,2-diol (1R, 2S) und 56 % für 
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1,2,3,4-Tetrahydronaphtalen-1,2-diol (1R, 2S) erreicht211. Die Umsetzung von Inden und 1,2-

Dihydronaphtalen mittels Os-Laccase-PMOx in Chloroform durch KONIECZNY lieferte 34,6 5 % ee 

bzw. 28,2 % ee (1R, 2S)17. 

 

Tab. 4.1: TON und ee der asymmetrischen Dihydroxylierung von Alkenen mit Laccase-PEK-

AMEs (MPV = 1,9) bei 0 °C. Die Reaktion wurde mit 0,105 µmol/mL Laccase-

Konjugat, 0,2 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 300 µmol/mL K3[Fe(CN6)], 300 µmol/mL K2CO3 

und 100 µmol/mL Alken in Chloroform durchgeführt. Die TONEnz ist definiert als 

µmol Produkt pro µmol Protein. Die TONOs ist definiert als µmol Produkt pro µmol 

Osmat. 

Alken TONOs
 

TONEnz
 

ee [ %]  

 
3 5 71

[e] 
1R, 2S 

 
11 20 75

[e] 
1R, 2S 

 
0,6 1 87 R 

 

- - -  

 
- - -  

 

4 8 rac.  

 

1
 

2
 

rac.  

 

Zwei der hier untersuchten Alkene, α-Methylstyrol und 4-Methylstyrol, werden unter den ver-

wendeten Reaktionsbedingungen nicht von Os-Laccase-PMOx umgesetzt. Dies steht im Gegen-

satz zu der Arbeit von KÖHLER et al., wo keine Produktselektivität der AMEs gegenüber diesen 

Substraten festgestellt wurde144. Das indiziert, dass das Osmat in den Laccase-PEKs spezifischer 

gebunden wird und unterstreicht somit die Ergebnisse der Untersuchungen bezüglich des Me-

tallaustausches18. 

Jedoch sind die hier erreichten TON als sehr gering zu betrachten. Ein Problem der Verwen-

dung von K3[Fe(CN)6] als Kooxidationsmittel ist dessen Unlöslichkeit in vielen organischen Lö-

sungsmitteln, wie z.B. Chloroform. Dies schränkt die Zugänglichkeit für den Katalysator stark 

ein und kann somit zu den geringen Umsätzen beitragen. Ein anderer limitierender Faktor ist 

die geringe Löslichkeit der OH--Quelle Wasser in diesem Solvens. Daher bietet die Wahl eines 



Ergebnisse und Diskussion 37 

 

 

  
 

anderen Kooxidationsmittelsystems ein großes Potential zur weiteren Optimierung der Reakti-

onsbedingungen der AME-katalysierten asymmetrischen Dihydroxylierung. 

4.1.3 Dihydroxylierung mittels Metall-Enzym-PMOx als Katalysator und tert-

Butylhydroperoxid als Kooxidationsmittel 

4.1.3.1 Optimierung der Reaktionsparameter mit Osmat-Laccase-PMOx 

Teilbereiche der Messdaten dieses Abschnittes wurden zusammen mit Phillip Baumann im 

Rahmen seines Forschungspraktikums erarbeitet[b]. 

Aus den bereits in Kapitel 4.1.2 dargestellten Gründen wurde für die weitere Optimierung der 

Reaktionsbedingungen der asymmetrischen Dihydroxylierung von Alkenen mittels Os-Laccase-

PMOx ein Wechsel des Kooxidationsmittelsystems als vielversprechend angesehen. Als mögli-

ches Reoxidationsmittel für den Katalysator wurde tert-Butylhydroperoxid (TBHP) in Erwägung 

gezogen und auf seine Eignung für diese Reaktion untersucht (Abb. 4.7). Hierbei wurde zu-

nächst Styrol als Alken verwendet. 

 

 

Abb. 4.7: Reaktionsschema der SHARPLESS-Dihydroxylierung mit Os-Laccase-PMOx und TBHP-

basiertem Kooxidationsmittelsystem. 

 

Wie Abb. 4.8 zeigt resultiert daraus, im Gegensatz zum K3[Fe(CN)6]-basierten Reaktionssystem, 

ein homogenes Reaktionsgemisch, was die Zugänglichkeit des Kooxidationsmittels für den 

Katalysator stark erhöhen sollte.  
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Abb. 4.8: Fotos der Dihydroxylierung von Styrol mit K3[Fe(CN)6] (links) sowie TBHP (rechts) als 

Kooxidationsmittel. 

 

Tatsächlich steigt die TONOs bei einem Metall-zu-Protein-Verhältnis (MPV) von 2 hierbei etwa 

6-fach an, ohne eine signifikante Änderung des ee (Tab. 4.2). Um die turnover number weiter 

zu steigern wurde methanolische KOH als zusätzliche OH--Quelle hinzugefügt. Dies führte zu 

einem Anstieg der TONOs von 258 auf 328. Ein weiteres Herabsetzen des MPV von 2 auf 1 re-

sultiert in einer TONOs von 501 mit einer Erhöhung des ee auf 99,4 %, was dem Detektionslimit 

der verwendeten HPLC-Analytik entspricht. Alles in Allem konnte durch den Wechsel des 

Kooxidationsmittels und Zugabe einer weiteren OH--Quelle eine Steigerung der turnover num-

ber bezogen auf das Osmat um das 12-fache beobachtet werden. 

Tab. 4.2: Enantioselektivität (R) und Umsatz der asymmetrischen Dihydroxylierung von Styrol 

mit Osmat-Laccase-PMOx in Chloroform in Abhängigkeit vom verwendeten Kooxi-

dationsmittel. Die Reaktionen wurden, falls nicht anders gekennzeichnet, mit 

0,013 µmol/mL Laccase-PMOx, 0,026 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP, 

10 µL/mL gesättigter methanolischer KOH und 100 µmol/mL Styrol bei 0 °C für 7 d 

durchgeführt. Die TONOs ist definiert als µmol Produkt pro µmol Osmat. Die TOF ist 

definiert als µmol Produkt pro µmol Osmat pro h. 

MPV Kooxidationsmittel Base TONOs TOF [h
-1

] Ausbeute [%] ee [%] 

2 K3[Fe(CN)6]
a
 K2CO3 42 0,25 1,0 98,4 

2 TBHP 
- 

258 1,54 6,5 97,2 

2 TBHP
b
 K2CO3 232 1,38 6,0 97,8 

2 TBHP
c
 KOH/MeOH 328 1,95 8,5 98,6 

1 TBHP
d
 KOH/MeOH 501 2,98 6,6 99,4 

a: 300 µmol/mL K3[Fe(CN)6] statt TBHP, zusätzlich 300 µmol/mL K2CO3. 

b: zusätzlich 300 µmol/mL K2CO3., c: zusätzlich 10 µL/mL gesättigte methanolische KOH. 

d: 0,013 µmol/mL statt 0,026 µmol/mL K2OsO2(OH)4, zusätzlich 10 µL/mL gesättigte methanolische KOH. 
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Es ist literaturbekannt, dass die Aktivität eines Enzyms durch das Reaktionsmedium stark be-

einflusst wird. Dieser Effekt bietet die Möglichkeit des sogenannten medium engineering13. 

Diesem Ansatz folgend wurde eine Auswahl von sechs Lösungsmitteln, in denen sich das Poly-

mer-Laccase-Konjugat löst, unter ansonsten identischen Bedingungen in der Dihydroxylie-

rungsreaktion verwendet. Die Ergebnisse zeigen eine klare Abhängigkeit sowohl der TON als 

auch der Enantioselektivität vom verwendeten Lösungsmittel (Tab. 4.3, Abb. 4.9). 

 

Tab. 4.3: Abhängigkeit der Enantioselektivität (R) und des Umsatzes der Dihydroxylierung 

von Styrol mit Osmat-Laccase-PMOx von verschiedenen Lösungsmitteln. Die Reak-

tionen wurden mit 0,013 µmol/mL Laccase-PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 

110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL gesättigter methanolischer KOH und 100 µmol/mL 

Styrol bei 0 °C für 7 d durchgeführt. Die TONOs ist definiert als µmol Produkt pro 

µmol Osmat. Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Osmat pro h. 

Lösungsmittel TON TOF [h
-1

] Ausbeute [%] ee [%] 

CHCl3 501 2,98 6,6 99,4 

DCM 600 3,57 7,8 94,1 

MeOH 315 1,87 4,1 0,0 

EtOH 266 1,58 3,5 0,0 

DMF 38 0,23 0,5 0,0 

DMSO 10 0,06 0,1 75,7 

MeCN 49 0,29 0,6 0.0 

 

Die höchste Aktivität des Katalysators wurde in Dichlormethan (DCM) erreicht. Diese ist um 

etwa 20 % höher als jene in Chloroform, was einer Ausbeute von ca. 8 % entspricht. Jedoch ist 

der ee mit 94,1 % geringer als in CHCl3 (99,4 %).  

Die polaren, protischen Lösungsmittel Methanol und Ethanol setzen Styrol ebenfalls mit einer 

guten TON bis hin zu 315 um. Dies geht allerdings mit einem kompletten Verlust der Enantio-

selektivität einher. 

In Dimethylformamid (DMF) und Acetonitril (MeCN) dagegen zeigt sich weder eine hohe Akti-

vität noch eine enantioselektive Steuerung der Reaktion. Die geringste Aktivität des artifiziel-
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len Metalloenzyms wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gefunden, mit einer moderaten Enanti-

oselektivität (75 % ee). 

 

 

 

Abb. 4.9: TON und ee (R) der Dihydroxylierung von Styrol mit Osmat-Laccase-PMOx (MPV  = 

1) in verschiedenen Lösungsmitteln. Die Reaktion wurde mit 0,013 µmol/mL Lacca-

se-PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL gesättigter 

methanolischer KOH und 100 µmol/mL Styrol bei 0 °C für 7 d durchgeführt. Die TO-

NOs ist definiert als µmol Produkt pro µmol Osmat.  

 

Der Grund für den Verlust der enantioselektiven Steuerung in MeOH und EtOH liegt wahr-

scheinlich in der Tatsache begründet, dass das verwendete Osmat in diesen Lösungsmitteln 

löslich ist (Abb. 4.10). Daher vermindert sich die Triebkraft des Salzes im Inneren des Laccase-

Konjugates, welches nach vorherigen Untersuchungen zu urteilen als amphiphiler Polymerna-

nocontainer wirkt184, zu binden. Aus diesem Grunde wird die Bindungsstelle im aktiven Zent-

rum der Laccase nicht mehr favorisiert sein, was zu einer unselektiven Produktbildung führt.  
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Abb. 4.10: Fotos von 1 mg/mL Kaliumosmat in Chloroform (links) und Methanol (Mitte) sowie 

reines Methanol zum Vergleich (rechts). 

 

Kontrollexperimente unter denselben Reaktionsbedingungen, allerdings ohne die Zugabe des 

PEKs, zeigen, dass Styrol in Methanol und Ethanol, im Gegensatz zu Chloroform und Dichlor-

methan, in signifikanten Mengen (TON bis zu 250) unter Bildung eines Racemates umgesetzt 

wird. Dies zeigt, dass der Osmat-(Lösungsmittel)-Komplex in ersteren bereits eine katalytische 

Aktivität zeigt. In anderen Lösungsmitteln ist die Komplexierung mit dem Enzymkonjugat da-

gegen nötig. Es konnte also gezeigt werden, dass die Wahl des Lösungsmittels einen entschei-

denden Einfluss sowohl auf den Umsatz als auch die Selektivität der Reaktion hat. Betrachtet 

man beides, TON und ee, so ist Chloroform das Lösungsmittel der Wahl für weitere Untersu-

chungen zur osmatkatalysierten Dihydroxylierung mittels Laccase-PMOx-Konjugaten als chira-

ler Ligand. 

Bis hierhin wurden alle Reaktionen bei 0 °C durchgeführt, weil in vorhergehenden Untersu-

chungen17, 184-185 herausgefunden wurde, dass es eine dramatische Temperaturabhängigkeit 

des ee (sowie der TONOs) gibt. Um zu untersuchen ob es bei diesem System möglich ist, durch 

eine Temperaturerhöhung einen größeren Umsatz ohne Verlust der Enantioselektivität zu er-

halten, wurde die Synthese ebenfalls bei 4 °C sowie 22 °C mit verschiedenen MPVs durchge-

führt. Hierbei wurde vermutet, dass das Osmat bei einem bestimmten Verhältnis nur noch an 

die aktive Tasche bindet, welche den früheren Experimenten nach zu urteilen die größte Kom-

plexbildungskonstante haben sollte. 

Zudem wurde angenommen, dass der selektive Umsatz des Substrates am Osmat-Enzym-

Komplex aufgrund einer Ligandenbeschleunigung  schneller abläuft als die unselektive Umset-

zung an freiem oder nicht spezifisch gebundenem Osmat. Aus diesen Gründen wurde erwartet, 

dass die Unterdrückung einer nicht spezifischen Bindung größere Enantiomerenüberschüsse 

auch bei höheren Temperaturen möglich macht und sich somit die Effizienz des Katalysators 

erhöhen lässt. Die Ergebnisse, welche in Tab. 4.4 dargestellt sind, bestätigen diese Erwartun-

gen klar. 
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Tab. 4.4: Abhängigkeit des Umsatzes und des Enantiomerenüberschusses der Dihydroxylie-

rung von Styrol mit Osmat-Laccase-PMOx von der Reaktionstemperatur und dem 

MPV. Die Reaktionen wurden mit 0,013 µmol/mL Laccase-PMOx, 0,007-

0,026 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL gesättigter methanoli-

scher KOH und 100 µmol/mL Styrol in CHCl3 für 7 d durchgeführt. Die TONOs ist de-

finiert als µmol Produkt pro µmol Osmat. Die TONEnz ist definiert als µmol Produkt 

pro µmol Enzym.  

MPV TONOs TONEnz Ausbeute [%] ee (R) [%] 

T = 22 °C 

2 724 1448 19,0 11,3 

1 842 842 11,1 67,8 

0,5 597 299 3,8 73,6 

T = 4 °C 

2 690 1380 17,9 48,8 

1 636 636 8,4 85,8 

0,5 515 258 2,7 84,4 

T = 0 °C 

2 328 656 8,5 98,6 

1 501 501 6,6 99,4 

0,5 - - - - 

 

Es zeigt sich, dass die Enantiomerenüberschüsse (R) stark ansteigen, wenn das MPV von zwei 

auf eins reduziert wird. Zum Beispiel steigt der ee von 11,3 auf 67,8 % bei 22 °C (Abb. 4.11). 

Eine weitere Erniedrigung des Osmat-zu-Enzym-Verhältnisses auf 0,5 führt zwar zu einer gerin-

gen Steigerung des ee auf 73,6 % bei 22 °C jedoch ebenso zu einer Verringerung der TONOs und 

einer Gesamtausbeute die unterhalb derer bei 0°C liegt. Bei 4 °C kommt bei es einem MPV von 

0,5 zu keiner weiteren Veränderung des ee bei gleichzeitiger Verringerung der TON von 636 

auf 415. Dies deutet darauf hin, dass genau ein Osmat an das aktive Zentrum der Laccase bin-

det, da ein MPV von 2 zu einem Verlust der Enantioselektivität und eines von 0,5 zu keiner 

signifikanten Änderung des Enantiomerenüberschusses führt (Abb. 4.11). Legt man den Fokus 
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auf eine stark enantioselektive Produktbildung ist daher ein MPV von 1 bei niedrigen Reakti-

onstemperaturen optimal. 

 

 

 

Abb. 4.11: Abhängigkeit des Enantiomerenüberschusses [%] (R) der Dihydroxylierung von Sty-

rol mit Osmat-Laccase-PMOx von der Reaktionstemperatur. Die Reaktionen wurden 

mit 0,013 µmol/mL Laccase-PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL 

TBHP, 10 µL/mL gesättigter methanolischer KOH und 100 µmol/mL Styrol in CHCl3 

für 7 d durchgeführt. 

 

Die TONOs sind nicht streng abhängig vom MPV, was die Vermutung nahe legt, dass ebenso 

nicht spezifisch gebundenes Osmat eine gewisse, geringere katalytische Aktivität zeigt, jedoch 

mit einer nicht selektiven Produktbildung. Die Umsatzzahlen bezogen auf das Osmat steigen 

mit höherer Reaktionstemperatur wie erwartet an (Abb. 4.12). Jedoch ist der Anstieg (ca. 1,7-

fach) bei einer Erhöhung um 22 K nicht so stark wie es nach dem Q10-Temperaturkoeffizienten 

zu erwarten wäre (4-bis 9-fach). Dies ist typischerweise ein Indiz dafür, dass eine Reaktion 

innerhalb ihres Verlaufes durch weitere Faktoren beeinflusst wird. 
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Abb. 4.12: Abhängigkeit der TONOs der Dihydroxylierung von Styrol mit Osmat-Laccase-PMOx 

von der Reaktionstemperatur. Die Reaktionen wurden mit 0,013 µmol/mL Laccase-

PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL gesättigter me-

thanolischer KOH und 100 µmol/mL Styrol in CHCl3 für 7 d durchgeführt. Die TONOs 

ist definiert als µmol Produkt pro µmol Osmat.  

 

Um dies näher zu betrachten, wurde das Reaktionsprofil bei einem MPV von eins für sieben 

Tage beobachtet, wobei alle 24 h eine Probe genommen wurde. Abb. 4.13 zeigt die erhaltenen 

Daten in normalisierter Form.  

 

Abb. 4.13: Auftragung der normalisierten TON (TON/TON168h) gegen die Zeit der asymmetri-

schen Dihydroxylierung mittels Laccase-PMOx als Ligand. Die Reaktionen wurden 

bei verschiedenen Temperaturen mit 0,013 µmol/mL Laccase-PMOx, 

0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL gesättigter methanoli-

scher KOH und 100 µmol/mL Styrol in CHCl3 für 7 d durchgeführt. Die schwarzen Li-

nien zeigen den Trend der Datenpunkte und sind keine berechneten Regressions-

kurven. Die TONOs ist definiert als µmol Produkt pro µmol Osmat.  
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Es ist deutlich zu sehen, dass die TON bei einer Temperatur von 0 °C über die gesamte Zeit 

linear ansteigt. Bei einer Reaktionstemperatur von 4 °C ist der Verlauf der Kurve steiler und 

nach 5 Tagen wird kein Produkt mehr gebildet. Die Umsatzzahl steigt bei 22 °C erneut an, je-

doch stoppt hier die Produktbildung bereits nach drei Tagen. 

Ein Vergleich der Umsätze in der linearen Region zeigt, dass die TOF sich von 2,98 h-1 bei 0 °C 

über 3,74 h-1 bei 4 °C auf 8,60 h-1 bei 22 °C erhöht. Dies bedeutet, dass die TOF, welche hier 

proportional zur Reaktionsgeschwindigkeit ist, sich insgesamt 3-fach vergrößert. Dies ist deut-

lich näher an einer typischen Temperatur/Reaktionsgeschwindigkeits-Beziehung. Vermutlich 

kommt es zu einem temperaturabhängigen Reaktivitätsverlust des Osmat-Laccase-Komplexes. 

Möglicherweise verändert sich das aktive Zentrum des Enzyms im Laufe der Reaktionszeit, 

wahrscheinlich durch das Kooxidationsmittel oder das Kaliumosmat selbst. 

Ein weiterer typischer Aspekt enzymatischer Reaktionen ist die Abhängigkeit der Reaktionsge-

schwindigkeit von der Substratkonzentration gemäß der MICHAELIS-MENTEN-Kinetik212. Daher ist 

die Substrataffinität zum aktiven Zentrum der kontrollierende Parameter, zum Erreichen der 

maximalen Reaktionsgeschwindigkeit. Um dies näher zu untersuchen, wurde die Dihydroxylie-

rung mit verschiedenen Styrolkonzentrationen zwischen 12,5 und 300 µmol/mL durchgeführt 

(Tab. 4.5). Um zu gewährleisten, dass das Enzym während der Reaktionszeit nicht denaturiert, 

wurde diese auf 24 h festgesetzt.  
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Tab. 4.5: Abhängigkeit des Umsatzes und des Enantiomerenüberschusses (R) der Dihydroxy-

lierung von Styrol mit Osmat-Laccase-PMOx von der Reaktionstemperatur. Die Re-

aktionen wurden mit 0,013 µmol/mL Laccase-PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 

110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL gesättigter methanolischer KOH und 12,5–

300 µmol/mL Styrol in CHCl3 für 24 h durchgeführt. Die TONOs ist definiert als µmol 

Produkt pro µmol Osmat. Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Osmat 

pro h.  

 22 °C 0 °C 

CStyrol [µmol/mL] TONOs TOF [1/h] ee [%] TONOs TOF [1/h] ee [%] 

0 0 0 - 0 0 - 

12,5 10 0,71 62,0 9 0,4 99,4 

25 67 4,79 60,4 12 0,5 99,4 

50 81 5,8 67,8 22 0,91 99,4 

100 130 9,29 63,6 87 3,64 99,4 

150 155 11,09 64,3 86 3,59 99,4 

200 138 9,86 63,0 123 5,11 99,4 

250 168 12,02 62,5 138 5,76 97,5 

300 151 10,8 62,3 142 5,9 97,0 

 

Abb. 4.14 zeigt, dass sich die TOF bei 22 °C von 0,72 auf 11 h-1 erhöht, wenn man die Styrol-

konzentation von 12,5 auf 150 mmol/mL erhöht. 

Wendet man eine MICHAELIS-MENTEN-Kinetik auf die Daten an, so ermittelt sich eine MICHAELIS-

Konstante (Km) von 35 µmol/mL. Bei 0 °C dagegen berechnet sich Km zu 115 µmol/mL, was 

darauf schließen lässt, dass das Substrat eine geringere Affinität zum Enzym hat als bei 22 °C. 

Es könnte sein, dass sich die Faltung des aktiven Zentrums temperaturabhängig ändert. Eine 

Neufaltung des Enzyms kann auch einen Teil zu den hohen Selektivitäten bei niedrigen Tempe-

raturen beitragen. Die Konsequenz daraus ist, dass sich die TOF durch Variation der Styrolkon-

zentration um bis 30 % steigern lässt, was eine weitere 1,4-fache Steigerung der Umsatzrate 

bedeutet.  
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Abb. 4.14: Auftragung der TOF gegen die Styrolkonzentration der asymmetrischen Dihydroxy-

lierung mittels Os-Laccase-PMOx. Die Reaktionen wurden bei verschiedenen Tem-

peraturen mit 0,013 µmol/mL Laccase-PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 

µmol/mL TBHP, 10 µL/mL gesättigter methanolischer KOH und verschiedenen Sty-

rolkonzentrationen in CHCl3 für 24 h durchgeführt. Die TOF ist definiert als µmol 

Produkt pro µmol Osmat pro h.  

 

Alles in allem konnte also durch Optimierung der Reaktionsparameter eine bis zu 48-fache 

Steigerung der turnover frequency der asymmetrischen Dihydroxylierung von Styrol mit Os-

Laccase-PMOx im Vergleich zum K3[Fe(CN)6]-basierten Kooxidationsmittelsystem184 erreicht 

werden. Die erreichten Produktausbeuten von bis zu 20 % bieten allerdings durchaus noch 

Potential zur Optimierung. Eine Möglichkeit bietet hierbei beispielsweise die Verwendung ver-

schiedener Proteine sowie weiterer Metallspezies, die eine Dihydroxylierung von Alkenen er-

möglichen, zur Generierung von AMEs einzusetzen.  

 

4.1.3.2 Variation der katalytisch aktiven Metallspezies 

Teile der Ergebnisse dieses Abschnittes wurden in Zusammenarbeit mit Pia Spiekermann im 

Rahmen ihrer Bachelorarbeit ermittelt[a]. 

Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen mit Os-Laccase-PMOx wurden weitere Me-

tallspezies zur Generierung artifizieller Metalloenzyme zur asymmetrischen Dihydroxylierung 

in Erwägung gezogen und hinsichtlich ihrer Effizienz untersucht. Hierzu wurden zunächst Kali-

umpermanganat mit einem MPV von 1 zu Laccase-PMOx-Konjugaten hinzugegeben (Tab. 4.6). 

Im Vergleich zu Os-Laccase-PMOx führt die Verwendung von Kaliumpermanganat zu einem 

drastischen Absinken des ee (R-Enantiomer) von 99,4 % ee auf 25,6 % ee und ebenso einer 10-
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fach kleineren TON (501 zu 51) nach 7 Tagen. Dieser Umstand kann darin begründet liegen, 

dass KMnO4 ein stärkeres Oxidationsmittel darstellt als K2OsO2(OH)4, was in einer schnelleren 

Proteindenaturierung resultieren kann. Eine weitere Klasse literaturbekannter Reagenzien für 

die Dihydroxylierung von Alkenen sind verschiedene Eisen-Komplexe213-215. Das Fe(II)-Laccase-

PMOx-Konjugat in Chloroform führt zu einem ee von nur 11 % und einer TON von 20 nach 7 d 

bei 0 °C. Dies ist zwar im Vergleich zu dem Osmat-Komplex ein sehr geringer Wert für die TON, 

jedoch ist diese immer noch mehr als doppelt so hoch als diejenige eines literaturbekannten 

Fe-basierten Systems (TON 9,4 für [Fe(II)(4-MeO-C6H4-DPAH)2](OTf)2, keine Untersuchungen 

zum Enantiomerenüberschuss213). Wird die Reaktion dagegen in DCM als Lösungsmittel durch-

geführt, kann keinerlei Umsatz detektiert werden. 

 

Tab. 4.6: Vergleich des des ee, der TON, TOF und Ausbeute der asymmetrischen Dihydroxy-

lierung mittels Metall-Laccase-PMOx mit einem MPV von 1 mit verschiedenen Me-

tallspezies bei 0 °C für 7 d. Die Reaktion wurde mit 0,013 µmol/mL Laccase-

Konjugat, 0,013 µmol/mL Metallspezies, 110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL ges. metha-

nolischer KOH und 100 µmol/mL Styrol in Chloroform durchgeführt. Die TON ist de-

finiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro 

µmol Protein pro h.  

Metallspezies TON
 

TOF [h
-1

] Ausbeute [%] ee [%] 

K2OsO2(OH)4 501 2,98 6,6 99,4 (R) 

KMnO4 51 0,30 0,6 25,6 (R) 

FeCl2 20 0,07 0,2 11,0 (R) 

 

Zudem wurden weitere Fe-Protein-PMOx-Konjugate auf ihre Eignung als artifizielle Metallo-

enzyme für die Katalyse der asymmetrischen Styrol-Dihydroxylierung untersucht. Hierbei führt 

die Verwendung von BSA-, Lysozym (LYS)- sowie CaLB-PMOx-Konjugaten als chirale Liganden 

für den Eisenchlorid-Katalysator zu keinerlei Umsatz von Styrol zum korrespondierenden Diol 

innerhalb der Nachweisgrenze der HPLC-Analytik. Dies steht im Kontrast zu den Ergebnissen 

unter Verwendung von Osmat, wo unter Einsatz dieser Proteine die racemische Bildung von 1-

Phenyl-1,2-ethandiol beobachtet werden konnte.17, 184-185  

Als weitere mögliche Katalysatoren wurden Enzyme herangezogen, welche natürlicherweise 

bereits einen Eisenkomplex in Form einer Häm-Gruppe tragen. Hierzu wurden Meerrettich-

peroxidase (HRP) und Catalase aus Rinderleber als mögliche Kandidaten identifiziert und mit 
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PMOx funktionalisiert. HRP-PMOx katalysiert die Dihydroxylierung von Styrol in Chloroform 

mit einer TON von 5 und einem Enantiomerenüberschuss von 34 % (R) (siehe Tab. 4.7). Mit 

DCM als Lösungsmittel wird ein drastischer Anstieg der Enantioselektivität auf 90 % ee beo-

bachtet, allerdings sinkt die TON um mehr als das fünffache auf nur 0,6 innerhalb von 7 d. Da-

gegen kann mit Catalase-PMOx als Katalysator die gegenteilige Beobachtung gemacht werden. 

In DCM wird ein hoher ee von 95 % bei einer sehr geringen TON von 0,3 erhalten, während in 

Chloroform der Enantiomerenüberschuss lediglich 21 % beträgt und der Umsatz allerdings auf 

eine TON von 28 steigt. Im Gegensatz zu dem Laccase-basierten System führt hier zudem der 

Zusatz von methanolischer KOH als weitere OH-Quelle zu einem nahezu vollständigen Verlust 

der Enantioselektivität. 

 

 Tab. 4.7: Vergleich des ee (R), der TON, TOF und Ausbeute der asymmetrischen Dihydroxylie-

rung mittels Häm-Enzym-PMOx bei 0 °C für 7 d. Die Reaktion wurde mit 110 

µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL Styrol durchgeführt. Die TON ist definiert als 

µmol Produkt pro µmol Protein. Daten aus SPIEKERMANN
[a]

. 

PMOx-Konjugat Solvens TON
 

ee [%] 

HRP CHCl3 5 34 

HRP DCM 0,6 90 

Catalase CHCl3 28 21 

Catalase DCM 0,3 95 

 

Generell scheint ein Anstieg der Enantioselektivität häufig mit einer Verringerung der Aktivität 

zu korrelieren. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl Umsatz als auch Selektivität der 

Reaktion nicht nur stark vom gewählten Lösungsmittel, sondern auch von der Art des gewähl-

ten Enzyms in diesem Lösungsmittel sowie der verwendeten Metallspezies für das jeweilige 

Enzym abhängt. Somit lassen sich die Reaktionsbedingungen nicht einfach auf unterschiedliche 

AME-Systeme übertragen, so dass eine Optimierung des Reaktionssystems im Hinblick auf den 

gewünschten Parameter (hier TON und/oder ee) für jedes dieser Systeme nötig ist.  

Alles in allem lässt sich sagen, dass trotz der hier erhaltenen hohen Enantiomerenüberschüsse 

von bis zu 95 %, die hier erhaltenen TON nur gering sind, so dass die Osmat-Laccase-

basierenden Systeme in Hinblick auf beide Parameter, die Selektivität und die Aktivität, geeig-
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netere Katalysatoren für die asymmetrische Dihydroxylierung von Styrol darstellen. Allerdings 

ist die mittels Fe-Laccase-PMOx erreichte TON mehr als doppelt so hoch als diejenige eines 

literaturbekannten Fe-basierten Katalysatorsystems, wo eine TON von 9,4 unter Verwendung 

von [Fe(II)(4-MeO-C6H4-DPAH)2](OTf)2, als Katalysator erreicht wurde (keine Untersuchungen 

zum Enantiomerenüberschuss)213. 

 

4.1.3.3 Dihydroxylierung von Styrolderivaten mittels verschiedener Os-AMEs 

Große Teile der Ergebnisse dieses Abschnittes wurden in Zusammenarbeit mit Jens Wilken im 

Rahmen seines Wahlpflichtpraktikums sowie seiner Bachelorarbeit gewonnen[c, g]. 

Wie die in Kapitel 4.1.2 und Kapitel 4.1.3.1 beschriebenen Ergebnisse zeigen, stellte sich Os-

mat-Laccase-PMOx als äußerst aktives und selektives AME für die asymmetrische Dihydroxylie-

rung von Styrol heraus. Jedoch tritt eine Limitierung umsetzbarer Alkene durch die Substratse-

lektivität dieses AMEs auf. Für 4-Methylstyrol sowie α-Methylstyrol konnten beispielsweise 

mittels Os-Laccase-PMOx keinerlei Umsätze erzielt werden. Zudem sind die Umsatzzahlen der 

Osmat-katalysierten Dihydroxylierungen mit K3[FeCN6] als Kooxidationsmittel, Os-Laccase-

PMOx und Allylphenylether und 1H-Inden als Substrat wesentlich geringer (TON: 1 bzw. 5 be-

zogen auf das Enzym; ee: 87 % (R) bzw. 71 % (1R, 2S)) als diejenigen von Styrol (TON = 13, ee = 

93 % (R)) (siehe Kapitel 4.1.2). Da bereits gezeigt wurde, dass sowohl Umsatz als auch Selektivi-

tät der Reaktion stark vom verwendeten AME abhängt (vgl. Kapitel 4.1.3.2 sowie 184), wurden 

im Folgenden weitere Osmat-Enzym-PMOx-Konjugate auf ihre Eignung für die asymmetrische, 

osmatkatalysierte Dihydroxylierung verschiedener Alkene mit dem in Kapitel 4.1.3.1 beschrie-

benen TBHP-basierten Reaktionssystem untersucht. Hierbei wurden die Enzyme Mo-

nooxygenase (Baccillus megatrium) (MO), YQJM (Bacillus subtilis), DERA (Escherichia coli), so-

wie die günstig in reiner Form erhältlichen Proteine Lysozym aus Hühnereiweiß sowie BSA 

(Rinderserum) als mögliche Substanzen zur Generierung von Os-AMEs in Betracht gezogen. 

Tab. 4.8 zeigt die erhalten Ergebnisse. 
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Tab. 4.8: TON und ee [%] ((1S,2R) für 1H-Inden, (S) für 4-Methylstyrol und α-Methylstyrol) 

der Dihydroxylierung von Styrol mit Osmat-Protein-PMOx (MPV = 1) in Chloroform. 

Die Reaktion wurde mit 0,013 µmol/mL Protein-PMOx, 0,013 µmol/mL 

K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL Alken bei 0 °C für 7 d durchge-

führt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Daten zu großen Tei-

len aus WILKEN
[g]

. 

 
1H-Inden 4-Chlorstyrol 4-Methylstyrol α-Methylstyrol 

Konjugat ee [%] TON ee [%] TON ee [%] TON ee [%] TON 

BSA 9 467 11 (R) 68 30 252 6 145 

LYS 8 294 rac 14 11 153 rac 67 

Monooxygenase 35 77 6 363 6 370 7 115 

DERA 20 80 17 (S) 17 rac 70 rac 91 

YQJM 34 92 22 (S) 22 rac 573 rac 141 

 

Im Gegensatz zur Dihydroxylierung unter Verwendung von Os-Laccase-PMOx kann mit allen 

hier verwendeten AMEs ein Umsatz aller vier Substrate, inklusive 4-Methylstyrol (TON zwi-

schen 70 und 573) sowie α-Methylstyrol (TON zwischen 67 und 145) beobachtet werden. Da-

bei hängt die Umsatzzahl stark vom verwendeten Enzym ab. Die höchste für 4-Methylstyrol 

erreichte TON liegt mit 573 im Bereich der mit Os-Lacc-PMOx erreichten Werte für die Umset-

zung von Styrol, allerdings erfolgt die Produktbildung racemisch (Abb. 4.16, unten links). Die 

Verwendung von Os-BSA-PMOx führt dagegen zu einem rund 50 % geringeren Substratumsatz 

allerdings mit einem ee von 30 %, was dem maximal hier erzielten Enantiomerenüberschuss 

entspricht. Die Umsatzzahl von α-Methylstyrol liegt für alle Enzyme, mit Ausnahme von DERA, 

unterhalb derer für das para-substituierte Styrolderivat (Abb. 4.16). Zudem konnten hier keine 

signifikanten Enantiomerenüberschüsse erreicht werden. Dies zeigt, dass die Position des Me-

thylsubstituenten einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivität und Selektivität der AMEs 

besitzt. Eine mögliche Erklärung ist, dass die α-Methyl-Gruppe die gerichtete Einlagerung in ein 

chirales Zentrum sterisch behindert, was zu einem sinkenden Umsatz sowie zum vollständigen 

Verlust der Enantioselektivität der Reaktion führt.  

Zudem spielen vermutlich enzymspezifische elektronische Effekte eine größere Rolle. Tauscht 

man den elektronenschiebenden (+I) 4-Methylsubstituenten gegen einen elektronenziehenden 

(-I) Chlor-Substituenten aus, so zeigt sich, dass beispielsweise die TON des Os-Monooxygenase-
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PMOx-AMEs um etwa das dreifache ansteigt, während selbige der anderen verwendeten AMEs 

sinkt (Abb. 4.16). 

 

 

 

Abb. 4.15: TON und ee [%] ((1S,2R) für 1H-Inden, (S) und α-Methylstyrol) der Dihydroxylierung 

mit Osmat-Protein-PMOx (MPV = 1) in Chloroform. Die Reaktion wurde mit 

0,013 µmol/mL Protein-PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP 

und 100 µmol/mL Alken bei 0 °C für 7 d durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol 

Produkt pro µmol Protein. Daten zu großen Teilen aus WILKEN
[g]

. 
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Abb. 4.16: TON und ee [%] für 4-Methylstyrol (S) und 4-Chlorstyrol der Dihydroxylierung mit 

Osmat-Protein-PMOx (MPV = 1) in Chloroform. Die Reaktion wurde mit 

0,013 µmol/mL Protein-PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP 

und 100 µmol/mL Alken bei 0 °C für 7 d durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol 

Produkt pro µmol Protein. Daten zu großen Teilen aus WILKEN
[g]

. 

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit Hilfe der hier verwendeten Proteine auch 

Substrate umgesetzt werden, welche durch Osmat-Laccase-PMOx nicht in das korrespondie-

rende Diol überführt werden konnten. Jedoch sind die Enantiomerenüberschüsse mit maximal 

35 % ee nur als gering zu betrachten. Die erhaltenen TON können mit bis zu 470 jedoch in eini-

gen Fällen durchaus mit denen der auf Osmat-Laccase-basierenden Systeme (TON = 501 für 

Styrol) konkurrieren. 
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4.1.4 Kapitelzusammenfassung 

Die Dihydroxylierung von Styrol unter Verwendung von Os-Laccase-PMOx als AME wurde im 

Detail untersucht, um optimale Reaktionsbedingungen für diese Umsetzung zu finden. Der 

Wechsel des Kooxidationsmittels von K3[Fe(CN)6] zu TBHP führte hierbei zu einem homogenen 

Reaktionssystem und daraus resultierend zu einem 12-fachen Anstieg der Reaktionsrate (von 

TONOs = 42 auf 501). Zudem konnten sehr hohe Enantiomerenüberschüsse von bis zu 99,4 % ee 

(R) erhalten werden, welche die klassischer Katalysatorsysteme nach SHARPLESS übersteigen 

(97 % ee)211, 216 und vergleichbar mit denen vorangegangener Studien unter Verwendung von 

Os-Laccase-PMOx als AME sind17, 184-185. Untersuchungen hinsichtlich verschiedener Lösungs-

mittel als Reaktionsmedium zeigen, dass, betrachtet man TON, TOF sowie ee gleichermaßen, 

Chloroform am besten für Reaktion mit diesem AME geeignet ist.  

Die Auswirkungen der Verwendung verschiedener MPV zwischen 0,5 und 2 auf die asymmetri-

sche Dihydroxylierung wurden im Detail untersucht. Hierbei wurde vermutet, dass das Osmat 

bei einem bestimmten MPV nur noch an die aktive Tasche des Enzyms via Metallaustausch 

bindet, welche nach früheren Experimenten zu urteilen die größte Komplexbildungskonstante 

haben sollte. Tatsächlich konnte ermittelt werden, dass der stöchiometrisch gegenüber dem 

Enzym eingesetzte Metallkomplex die besten Ergebnisse hinsichtlich TON und ee liefert. Ein 

MPR von 2 dagegen führt zwar zu einer Erhöhung der TON, jedoch einhergehend mit einem 

starken Verlust der Enantioselektivität der Reaktion. Somit erhärten die erhaltenen Ergebnisse 

diese Erwartungen klar.  

Eine Erhöhung der Reaktionstemperatur von 0 °C auf 4 bzw. 22 °C führt zu einem Anstieg der 

Reaktionsgeschwindigkeit, jedoch auch zu einem drastischen Verlust der enantioselektiven 

Steuerung. Die Enantioselektivität der Reaktion ist somit stark temperaturabhängig. Anschei-

nend kommt es zudem zu einem temperaturabhängigen Reaktivitätsverlust des Osmat-

Laccase-Komplexes. Wird die Kinetik der Reaktion näher betrachtet, so ist klar zu erkennen, 

dass die katalytisch aktive Spezies mit steigender Temperatur deutlich schneller einer Deakti-

vierung unterliegt. So ist bei 22 °C bereits nach 3 d keine Produktbildung mehr zu beobachten 

wobei bei 0 °C das Produkt selbst nach 7 d noch linear zunimmt. Dies lässt die Vermutung zu, 

dass sich das artifizielle aktive Zentrum des Enzyms im Laufe der Reaktionszeit verändert, 

wahrscheinlich durch das Kooxidationsmittel oder das Kaliumosmat selbst.  

Zudem zeigt sich, dass auch die Affinität des Substrates Styrol zum aktiven Zentrum einer 

Temperaturabhängigkeit unterliegt. Ein möglicher Grund hierfür ist, dass sich die Faltung des 
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aktiven Zentrums temperaturabhängig ändert. Dies kann auch einen Teil zu den hohen Selekti-

vitäten bei niedrigen Temperaturen beitragen.  

Die Dihydroxylierung von Styrol lässt sich neben Osmat ebenfalls mit Hilfe eingelagerter ande-

rer Metallspezies, insbesondere Kaliumpermanganat und Eisenchlorid, katalysieren. Die so 

generierten AMEs sind jedoch sowohl im Hinblick auf die Aktivität als auch Enantioselektivität 

der Reaktion dem Osmat-basierten System klar unterlegen. Allerdings ist die mittels Fe-

Laccase-PMOx erreichte TON mehr als doppelt so hoch wie diejenige eines literaturbekannten 

Fe-basierten Katalysatorsystems (TON 9,4 für [FeII(4-MeO-C6H4-DPAH)2](OTf)2 als Katalysator, 

keine Untersuchungen zum Enantiomerenüberschuss213). 

Zudem konnten einige weitere Styrolderivate unter Verwendung von unterschiedlichen AMEs 

erfolgreich umgesetzt werden. Dabei hängen sowohl Umsatz als auch Selektivität der Reaktion 

stark vom verwendeten AME ab. 

Alles in allem konnte durch Optimierung der Reaktionsparameter eine bis zu 48-fache Steige-

rung der turnover frequency der asymmetrischen Dihydroxylierung von Styrol mit Os-Laccase-

PMOx im Vergleich zum K3[Fe(CN)6]-basierten Kooxidationsmittelsystem184 erreicht werden. 

Zudem liefert das AME sehr hohe Enantioselektivitäten bis zu 99,4 % ee, was dem Detektions-

maximum der verwendeten HPLC-Analytik entspricht. 

Somit ist es gelungen, aktive und hochselektive AMEs für die asymmetrische Dihydroxylierung 

in organischen Lösungsmittelsystemen zu generieren. 
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4.2 Tandemkatalyse 

Prinzipiell ermöglicht die bereits vorgestellte Nutzung von Enzymen als AMEs in Kombination 

mit der katalytischen Aktivität des nativen Enzyms die Generierung spezifischer Tandemkataly-

satoren. Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, eine tandemkatalysierte Reaktion im organischen 

Medium durch Kombination der natürlichen enzymatischen Aktivität mit ihrer Funktion als 

AMEs bei der asymmetrischen Dihydroxylierung (Kap. 4.1.3) zu etablieren. Die erhaltenen Er-

gebnisse dieser Forschungen werden im folgenden Kapitel vorgestellt. 

Aufbauend auf die Arbeit von KONIECZNY
17 (vgl. Kapitel 2.3.2) wurden funktionalisierte Lipasen 

für weitere Untersuchungen hinsichtlich geeigneter enzymbasierter Systeme zur Generierung 

potenter Tandemkatalysatoren in Erwägung gezogen. Eine Möglichkeit stellt hierbei die Ver-

wendung von Lipase-PEKs17, und somit die Generierung organolöslicher enzymbasierter Tan-

demkatalysatoren, dar. Zudem bieten sich auch immobilisierte Lipasen, wie die bekannte auf 

einem Acrylharz immobilisierte CaLB (ehemals Novozym 435), zu diesem Zwecke an. 

Wie bereits beschrieben eignen sich immobilisierte Lipasen sowie Lipase-PMOx-Konjugate als 

mögliche Katalysatoren für die Tandemkatalyse (siehe Kap. 2.3.2). Als Zielreaktion wurde eine 

tandemkatalytische Dihydroxylierung/Veresterung mit Hilfe dieser Enzyme gewählt. Für diese 

Reaktion sollten die Lipasen zunächst mit Osmat konjugiert werden. Ziel bei dieser Vorge-

hensweise ist es, dass zunächst mittels der artifiziellen Aktivität von Os-Lipase durch die 

asymmetrische Dihydroxylierung ausgehend von Styrol in situ 1-Phenyl-1,2-ethandiol generiert 

wird, welches im zweiten, nachfolgenden Reaktionsschritt mittels der nativen katalytischen 

Aktivität der Lipase direkt  mit einer Carbonsäure verestert werden soll (Abb. 4.17). 
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Abb. 4.17: Reaktionsschema der tandemkatalytischen Dihydroxylierung/Veresterung mit Os-

Lipase ausgehend von Styrol. 

 

Hierzu war es zunächst nötig zu überprüfen, ob und inwieweit die jeweiligen Lipasen 1-Phenyl-

1,2-ethandiol unter den gewählten Reaktionsbedingungen als Substrat akzeptieren sowie die 

Reaktionsparameter für eine möglichst effiziente Katalyse anzupassen. Zudem galt es eine 

geeignete Analytik für die sechs möglichen Produktisomere (3 Regioisomere und jeweils 2 

Enantiomere) der Veresterungsreaktion zu etablieren. Die erhaltenen Ergebnisse werden in 

den folgenden Kapiteln dargestellt. 

4.2.1 Tandemkatalytische Veresterungen ausgehend von Alkenen 

4.2.1.1 Etablierung geeigneter Analytik 

Die Ergebnisse dieses Abschnittes wurden in Zusammenarbeit mit Tobias Heitkemper im Rah-

men seines Vertiefungspraktikums erarbeitet[i]. 

Um geeignete Analytikmethoden für die möglichen Veresterungsprodukte der Test- und Tan-

demreaktionen zu etablieren und einen Vergleich zur klassischen Synthese zu ermöglichen, 

wurden mögliche Ester zuerst chemisch mittels einer Veresterung nach STEGLICH 

synthetisiert217-218. Ausgehend vom racemischen 1-Phenyl-1,2-ethandiol sind, wie bereits er-

wähnt, generell sechs unterschiedliche isomere Produkte zu erwarten (Abb. 4.18). 
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Abb. 4.18: Allgemeines Reaktionsschema der STEGLICH-Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol 

mit verschiedenen Carbonsäuren 
217-218

. 

 

Allgemein konnten die Diester mit dieser Methode einfach in großem Überschuss durch die 

Verwendung von bereits 2 eq. der Carbonsäure dargestellt werden.  

Wird dagegen ein eq. Carbonsäure bei der STEGLICH-Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol 

zugegeben, entsteht ein Produktgemisch aus allen sechs möglichen Estern mit einer bevorzug-

ten Bildung des primären (prim.) Esters gefolgt von dem Monoester bei dem die sekundäre 

Alkoholfunktion verestert wurde (sec. Ester). Aus den 1H-NMR-Spektren lassen sich die jeweili-

gen Produktverhältnisse bestimmen. Die Zuordnung und chemischen Verschiebungen sind in 

Kapitel 6.5.1 zu finden. 

Die synthetisierten Ester wurden zudem mittels HPLC mit einer chiralen Säule untersucht, um 

geeignete Parameter für diese Analytik zu etablieren und die Retentionszeiten der unter-

schiedlichen Isomere zu erhalten. Da ein racemisches Gemisch des 1-Phenyl-1,2-ethandiols bei 

der Veresterung eingesetzt wurde und das Reaktionsgemisch keine enantioselektiv dirigieren-

den Komponenten enthält, muss es sich folglich bei den Produkten ebenfalls um Racemate 

handeln. Deswegen wird erwartet, dass die Integrale, welche den Enantiomeren derselben 

Verbindungen zugeordnet wurden, im HPLC-Chromatogramm (Abb. 4.19) den gleichen prozen-

tualen Flächeninhalt aufweisen.  
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Abb. 4.19: HPLC-Chromatogramm der Steglich-Veresterung am Beispiel von Laurinsäure. Für die 

verwendeten Messbedingungen siehe Kapitel 6.7.8.2. 

 

Davon ausgehend sowie auf Grundlage der mittels 1H-NMR-Spektroskopie ermittelten Pro-

duktverhältnisse konnten die Peaks aus den HPLC-Chromatogrammen den entsprechenden 

primären und sekundären Estern sowie dem Diester zugeordnet werden.  

Die ermittelten Retentionszeiten sind in Tab. 4.9 dargestellt.  
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Tab. 4.9: Auflistung der Retentionszeiten für die unterschiedlichen Produktester. Die absolu-

te Konfiguration der einzelnen Enantiomere wurde nicht aufgeklärt (1 = Enantiomer 

mit der geringeren Retentionszeit, 2 = Enantiomer mit der höheren Retentionszeit). 

Die verwendeten Messbedingungen sind unter Kapitel 6.7.8.2 näher erläutert. 

 Retentionszeiten [min] 

Carbonsäure prim. Ester 1 prim. Ester 2 sec. Ester 1 sec. Ester 2 Diester 1 Diester 2 

Hexansäure 16,41 18,76 18,11 22,84 10,31 10,63 

Octansäure 23,82 25,50 24,79 27,26 17,28 17,58 

Laurinsäure 12,04 13,55 12,62 15,79 8,30 8,52 

Stearinsäure 10,57 11,69 10,95 12,96 7,74 

 

Somit konnten die Enantiomere unter Verwendung einer chiralen HPLC-Säule erfolgreich ge-

trennt werden, was eine Analytik der Produkte der Tandemreaktion hinsichtlich Regio- und 

Enantioselektivität ermöglicht. 

 

4.2.1.2  Tandemkatalyse im organischen Medium mittels immobilisierter Lipase 

Teile der Daten dieses Abschnittes wurden zusammen mit Tobias Heitkemper, Marvin Kloß 

sowie Lydia Mihailowitch im Rahmen ihrer Vertiefungspraktika ermittelt[h, i, j]. 

Als mögliche Quelle für enzymbasierte Tandemkatalysen bieten sich, wie bereits erwähnt, 

immobilisierte Lipasen, wie beispielsweise die auf einem Acrylharz immobilisierte CaLB (ehe-

mals Novozym 435) an. Diese Systeme sind literaturbekannt als potente Veresterungskatalysa-

toren in organischen Medien (siehe auch Kap. 2.3.2).  

Zunächst wurde die Veresterungsreaktion von rac 1-Phenyl-1,2-ethandiol mittels immobilisier-

ter CalB näher betrachtet. Hierbei wurde der Einfluss des Lösungsmittels näher untersucht, da 

hier im Gegensatz zur Verwendung von Enzym-PMOx-Konjugaten keine Limitierung hinsichtlich 

Lösungsmitteln besteht, in denen das Konjugat löslich ist. Zusätzlich zu Chloroform wurden als 

weitere mögliche Lösungsmittel Toluol sowie n-Heptan in Erwägung gezogen, da bei vorheri-

gen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass immobilisierte Lipasen in diesen unpolaren 

org. Lösungsmitteln eine besonders hohe Aktivität zeigen82-83. Da das verwendete Diol 1-

Phenyl-1,2-ethandiol in n-Heptan nicht löslich ist und somit keine Produktbildung beobachtet 
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werden konnte, wurde für die weiteren Untersuchungen Toluol sowie ein Gemisch aus Toluol 

und Chloroform (50:50 v:v) als Lösungsmittel verwendet. Die Ergebnisse in Tab. 4.10 nach 3 d 

Reaktionszeit bei RT zeigen klar, dass im Hinblick auf die Regioselektivität und Gesamtester-

ausbeute (60 %) Toluol als Lösungsmittel für die Veresterung zu bevorzugen ist. So wird hier zu 

80 % der primäre Ester mit einem moderaten ee von 43 % gebildet.  

 

Tab. 4.10: Regio- und Enantioselektivität der Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol mit Lau-

rinsäure mittels immobilisierter CaLB. Die Reaktion wurde mit 3,5 mg/mL immobili-

sierter CaLB, 100 µmol/mL 1-Phenyl-1,2-ethandiol und 200 µmol/mL Laurinsäure in 

Toluol bei RT für 3 d durchgeführt. 

Lösungsmittel Regioselektivität ee [%] Ausbeute [%] 

Diester:prim.:sec Diester Prim. Sec. 

Chloroform 12:69:19 12 20 77 45 

Chloroform/Toluol 15:66:19 >99 15 34 52 

Toluol 12:80:8 >99 43 10 60 

 

Daher wird für die nachfolgenden Untersuchungen zunächst Toluol als Lösungsmittel gewählt. 

Neben dem Lösungsmittel ist es auch denkbar, dass die Kettenlänge der verwendeten Carbon-

säure einen großen Einfluss auf die Selektivität der Reaktion sowie auf die Aktivität des Kataly-

sators haben könnte. Es wurde vermutet, dass mit steigender Kettenlänge die Zugänglichkeit 

des Substrates zum aktiven Zentrum des Enzyms eingeschränkt wird, insbesondere im Hinblick 

auf die Bildung des Diesters. Um zu ermitteln, welche Carbonsäuren als Substrat für die Tan-

demkatalyse mittels immobilisierter CaLB besonders geeignet sind und die Regioselektivitäten 

der Veresterungsreaktion zu untersuchen, wurde die Reaktion mit verschiedenen Kettenlän-

gen Zwischen C-6 und C-12 durchgeführt. Als zweites Substrat kam auch hier 1-Phenyl-1,2-

ethandiol zum Einsatz. Zeitgleich wurde der Reaktionsverlauf näher betrachtet. Zunächst wur-

de eine Veresterung mit 2 eq. Hexansäure für 24 h durchgeführt, wobei dem Reaktionsgemisch 

zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen wurden (Tab. 4.11). 
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Tab. 4.11: Reaktionsverlauf der Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol mit Hexansäure mit-

tels immobilisierter CaLB. Die Reaktion wurde mit 3,5 mg/mL CaLB, 100 µmol/mL 1-

Phenyl-1,2-ethandiol und 200 µmol/mL Hexansäure in Toluol bei RT für insgesamt 

24 h durchgeführt. 

Zeit [min] Diester [%] Sec. Ester [%] Prim. Ester [%] Diol-Anteil [%] 

10 0,3 3 11 85 

20 0,3 5 18 77 

30 0,3 2 25 73 

40 0,3 5 30 65 

50 0,4 5 35 60 

60 0,3 2 39 59 

70 0,5 5 42 53 

120 0,3 2 51 46 

180 0,3 1 58 41 

240 0,3 1 60 38 

300 0,3 1 64 34 

360 0,4 1 67 32 

1440 0,3 3 66 31 

 

Wie in Abb. 4.20 zu erkennen ist, wird fast ausschließlich der primäre Ester bei der Vereste-

rung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol gebildet. Bei Verwendung von Hexansäure sind es nach 24 

Stunden etwa 66 % des primären Esters bei 69 % Umsatz des Diols. Der Anteil des sekundären 

Esters sowie des Diesters liegt hier bei maximal bei 5 % bzw. 0,3 %. Somit kann gesagt werden, 

dass die immobilisierte CaLB eine sehr hohe Regioselektivität hin zum primären Ester besitzt. 

Zudem zeigt sich, dass der Reaktionsverlauf nur innerhalb der ersten 70 Minuten bei einem 

Diolumsatz von ca. 55 % annähernd lineares Verhalten zeigt. Allgemein entspricht die gemes-

sene Kurve dem typischen Verlauf einer Reaktion 2. Ordnung. Es konnte ein maximaler Umsatz 

von 1-Phenyl-1,2-ethandiol von ca. 69 % erreicht werden. Eine mögliche Ursache für den nicht 

vollständigen Umsatz könnte die abnehmende Substratkonzentration während der Reaktion 
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und eine damit einhergehende Verlangsamung der enzymatischen Katalyse sein. Zudem wurde 

das bei der Veresterung entstehende Wasser während der Reaktion nicht abgetrennt, so dass 

sich mit steigendem Wassergehalt ein chemisches Gleichgewicht zwischen der Veresterungs- 

und Hydrolysereaktion einstellt. 

 

 

Abb. 4.20: Reaktionsverlauf der Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol mit Hexansäure mit-

tels immobilisierter CaLB. Die Reaktion wurde mit 3,5 mg/mL CaLB, 100 µmol/mL 1-

Phenyl-1,2-ethandiol und 200 µmol/mL Hexansäure in Toluol bei RT für insgesamt 

24 h durchgeführt. 

 

Weitere Untersuchungen wurden mit jeweils 2 eq. Oktansäure sowie Laurinsäure durchgeführt 

(Tab. 4.12). Betrachtet wurden hier jeweils nur die ersten 70 min. der Veresterungsreaktion, 

wobei eine Probenentnahme alle 10 Minuten erfolgte. 
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Tab. 4.12: Reaktionsverlauf der Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol mit Oktan- sowie Lau-

rinsäure mittels immobilisierter CaLB. Die Reaktion wurde mit 3,5 mg/mL CaLB, 

100 µmol/mL 1-Phenyl-1,2-ethandiol und 200 µmol/mL der Carbonsäure in Toluol 

bei RT für insgesamt 70 min durchgeführt. 

 

Zeit [min] Diester [%] Sec. Ester [%] Prim. Ester [%] Diol-Anteil [%] 

Oktansäure 

10 2 2 7 88 

20 2 2 13 82 

30 2 3 18 78 

40 2 3 22 73 

50 2 3 26 69 

60 2 3 30 65 

70 2 3 35 61 

Laurinsäure 

10 1 2 11 86 

20 1 2 18 79 

30 2 3 23 72 

40 3 3 28 65 

50 4 4 34 59 

60 5 4 39 52 

70 5 6 45 44 

 

Hierbei zeigt die Veresterung mit Oktansäure (Abb. 4.21, oben) einen sehr ähnlichen Verlauf zu 

der Reaktion mit Hexansäure (Abb. 4.20). Allerdings ist der Umsatz des Diols mit 39 % hier um 

etwa 10 % geringer als der unter Einsatz von Hexansäure nach der gleichen Reaktionszeit 

(47 %). Wird Laurinsäure als Substrat verwendet, so wird nach 70 min ein Diol-Umsatz von 

66 % erreicht, welcher höher ist als der der anderen verwendeten Carbonsäuren. Die regiose-

lektive Steuerung befindet sich allerdings in allen Fällen im selben Größenordnungsbereich, so 

dass gesagt werden kann, dass die Länge der verwendeten Carbonsäurekette zwischen C-6 und 

C-12 keinen bedeutenden Einfluss hierauf hat. 
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Abb. 4.21: Reaktionsverlauf der Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol mit Oktan- sowie Lau-

rinsäure mittels immobilisierter CaLB. Die Reaktion wurde mit 3,5 mg/mL CaLB, 

100 µmol/mL 1-Phenyl-1,2-ethandiol und 200 µmol/mL der Carbonsäure in Toluol 

bei RT für insgesamt 70 min durchgeführt. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass alle drei verwendeten Carbonsäuren in der Vereste-

rungsreaktion zu einer hohen bis sehr hohen Regioselektivität der Reaktion hin zu dem prim. 

Ester führen. Daher erscheinen sie zunächst geeignet für weitere Untersuchungen zur Tan-

demkatalyse im organischen Medium. 

Wird lediglich die Dihydroxylierungsreaktion mit der immobilisierten Lipase mit einem MPV 

von 1 bei RT für 3 d durchgeführt so zeigt sich, dass unter Verwendung von Chloroform als 

Lösungsmittel eine Produktausbeute von 10 % erreicht werden kann. Die immobilisierte CaLB 

katalysiert die Reaktion in Toluol dagegen mit einer Ausbeute von rund 14 %, was einer Steige-

rung um ca. 40 % im Vergleich zu Chloroform entspricht. Wie erwartet wird 1-Phenyl-1,2-
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ethandiol in beiden Fällen racemisch gebildet. Dies zeigt, dass Toluol im Hinblick auf die Aktivi-

tät des AMEs auch hier als Lösungsmittel überlegen ist. 

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde die tandemkatalytische Dihydroxylie-

rung/Veresterung mittels immobilisierter Os-CaLB mit einem MPV von 1 bei RT in Toluol 

durchgeführt (Tab. 4.13). Hierbei zeigen sich deutliche Unterschiede von sowohl Regio- als 

auch Enantioselektivität im Vergleich zu den Einzelreaktionen. 

 

Tab. 4.13: Regio- und Enantioselektivität der tandemkatalytischen Dihydroxylie-

rung/Veresterung von Styrol mit verschiedenen Carbonsäuren mittels immobilisier-

ter CaLB. Die Reaktion wurde mit 3,5 mg/mL CaLB, 100 µmol/mL Styrol, 

0,02 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Carbonsäure in 

Toluol oder Chloroform bei RT für 3 d durchgeführt. 

Carbonsäure Lösungsmittel 

Regioselektivität ee [%] Umsatz 

Diol [%] Diester:Prim.:Sec. Diester Prim. Sec. 

Hexansäure Toluol 32:59:9 87 2 34 99 

Chloroform 25:70:5 41 5 45 99 

Oktansäure Toluol 45:50:40 85 6 26 99 

Chloroform 25:72:6 64 28 26 99 

Laurinsäure Toluol 4:89:7 89 36 40 97 

Chloroform 1:72:26 63 71 88 95 

 

So wird beispielsweise unter Verwendung von Laurinsäure in Toluol der primäre Ester zu rund 

90 % gebildet (Abb. 4.22). Im Gegensatz dazu entsteht dieser bei der einzeln betrachteten 

Veresterungsreaktion nur zu 80 %. Der Enantiomerenüberschuss der Tandemkatalyse liegt mit 

ca. 36 % in der gleichen Größenordnung wie derjenige der Veresterung. Dies zeigt, dass sich 

die Ergebnisse aus der Betrachtung der Einzelreaktionen nicht einfach auf die Tandemkatalyse 

übertragen lassen. Möglicherweise kommt es durch die Insertion des Osmats zu Veränderun-

gen im aktiven Zentrum des Enzyms und/oder einer Veränderung der Affinität der Substrate 

zum Enzym. Davon ausgehend wurde die identische Tandemkatalyse gleichfalls in Chloroform 

durchgeführt. Die erhaltenen Ergebnisse stützen diese These. So liegt die prozentuale Bildung 
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des primären Produktesters hier zwar mit 72 % in der gleichen Größenordnung der Vereste-

rung, jedoch verschiebt sich die Regioselektivität der verbleibenden Ester hin zum sekundären 

Ester, wobei der Diester mit nur 1 % einen sehr geringen Anteil des Produktgemisches aus-

macht. Außerdem sind die Enantioselektivitäten der Tandemreaktion mit zwischen 63 und 

68 % ee deutlich höher als diejenigen der reinen Veresterung mit Laurinsäure. 

Der Vergleich der Tandemkatalysen mit verschiedenen Kettenlängen der Carbonsäure zwi-

schen C-6 und C-12 zeigt, dass der Anteil an Diester im Produktgemisch tendenziell mit stei-

gender Kettenlänge sinkt. So liegt dieser bei Laurinsäure nur bei 4 (Toluol) bzw. 1 % (Chloro-

form), während dieser bei Hexan- bzw. Oktansäure im zweistelligen Prozentbereich liegt. Dies 

stützt die Vermutung, dass mit steigender Kettenlänge die Zugänglichkeit des Substrates zum 

aktiven Zentrum des Enzyms insbesondere im Hinblick auf die Bildung des Diesters erschwert 

wird. Im besten Falle wird der prim. Ester hier in Toluol zu ca. 90 % gebildet, jedoch ist die 

Enantioselektivität mit ca. 40 % als recht gering zu betrachten. In Chloroform dagegen beträgt 

die Enantioselektivität 71 % ee, jedoch liegt der Anteil hier bei lediglich ca. 70 %.  

Wird die Enantioselektivität der tandemkatalytischen Reaktion betrachtet, so zeigt sich, dass 

generell die höchsten Enantioselektivitäten beim Diester mit bis zu 89 % ee erreicht werden. 

Dieser stellt jedoch in allen Fällen nicht den größten Teil des Produktestergemisches dar. 
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Abb. 4.22: Regio- und Enantioselektivität der tandemkatalytischen Dihydroxylie-

rung/Veresterung von Styrol mit verschiedenen Carbonsäuren mittels immobilisier-

ter CaLB. Die Reaktion wurde mit 3,5 mg/mL CaLB, 100 µmol/mL Styrol, 

0,02 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Carbonsäure in 

Toluol oder Chloroform bei RT für 3 d durchgeführt. 
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Somit ist es erfolgreich gelungen, die Dihydroxylierung/Veresterung mit immobilisierter Os-

CaLB erfolgreich tandemkatalytisch durchzuführen. Hierbei konnte eine hohe regioselektive 

Steuerung von bis zu 90 % zugunsten des primären Esters erreicht werden. Dies unterstreicht 

das große Potential solcher enzymbasierter tandemkatalytischer Reaktionen. Jedoch ist es 

nicht gelungen die selektive Bildung nur eines der möglichen Produktisomere zu erreichen 

unter Erhalt einer guten Regio- und Enantioselektivität. Liegt der Fokus auf beiden dieser Punk-

te, so ist eine aufwendige Enantiomeren- und Racemattrennung hier dennoch unumgänglich. 

 

4.2.1.3 Tandemkatalyse im organischen Medium mittels Os-Lipase-PMOx  

Große Teile der Ergebnisse dieses Abschnittes wurden gemeinsam mit Eleonora Buchholz, 

Andrea Machalica und Marvin Kloß im Rahmen Ihrer Vertiefungspraktika gewonnen[d, e, f]. 

Wie bereits beschrieben eignen sich ebenfalls organolösliche PEKs als mögliche Katalysatoren 

für die Tandemkatalyse (siehe Kap. 2.3.2). Da vermutet wurde, dass die Polymerkonjugation 

möglicherweise einen Einfluss auf sowohl die Selektivität als auch Aktivität bei der tandemka-

talytischen Umsetzung hat wurden auch diese auf ihre Eignung bei der Tandemkatalyse ausge-

hend von Styrol im TBHP-basierten System näher untersucht. 

Im Folgenden wurden verschiedene Lipase-PMOx-Konjugate hinsichtlich ihrer Eignung für die 

Tandemkatalyse untersucht. Hierzu wurden Lipase B aus Candida antarctica (CaLB), Lipase aus 

Candida rugosa (CRL) sowie Lipase aus Rhizomucor miehei (RML) verwendet. Dabei wurden 

auch hier zunächst die beiden gewünschten Reaktionsschritte, die Dihydroxylierung sowie 

Veresterung, separat betrachtet.  

Führt man die Dihydroxylierung von Styrol, in Anlehnung an die vorherigen Untersuchungen 

(siehe Kap. 4.1.3), mit Os-Lipase-PMOx mit einem MPV von 1 bei 0 °C für 7 d, durch so zeigt 

sich, dass die verwendeten Lipasen diese Reaktion mit nur sehr geringer Enantioselektivität 

katalysieren. Im besten Fall wurde, unter Verwendung von Os-CaLB-PMOx ein ee von 20 % (S) 

erhalten bei einer TON von nur 85 (Ausbeute 1,1 %). Daher wurden davon ausgehend im Fol-

genden die Reaktionstemperatur auf RT (3 d, gemäß 4.1.3.1) angehoben, was zwar zu einem 

vollständigen Verlust der Enantioselektivität bei allen Systemen, jedoch zu einer bis zu 5-

fachen Erhöhung der turnover number führte.  

 



Ergebnisse und Diskussion 71 

 

 

  
 

Bei der Veresterung von rac. 1-Phenyl-1,2-ethandiol unter identischen Bedingungen mit Lau-

rinsäure mittels Osmat-freier CaLB-PEKs kann ein 40 %-iger Eduktumsatz erzielt werden, was 

bedeutet, dass das Diol in diesem Fall als Substrat akzeptiert wird.  

Daher wurden diese Systeme weiterhin im Hinblick auf ihre Eignung als Tandemkatalysatoren 

näher untersucht. Hierzu wurden die AMEs durch Zugabe von Osmat mit verschiedenen MPV 

und anschließendem Rühren für 30 Minuten generiert und anschließend erfolgte die Zugabe 

aller weiteren Reaktionskomponenten. Als Alken wurde Styrol verwendet. Die erhaltenen Er-

gebnisse sind in Tab. 4.14 zu finden. Es zeigt sich, dass bei allen verwendeten Systemen ein 

Umsatz von Styrol zu den korrespondierenden Estern erfolgt. Der Anteil des in situ gebildeten 

Zwischenproduktes 1-Phenyl-1,2-ethandiol im Produktgemisch beträgt dabei in allen Fällen 

weniger als 5 %.  

 

Tab. 4.14: Regioselektivität, Enantioselektivität und Produkt-zu-Zwischenprodukt-Verhältnis 

der asymmetrischen Dihydroxylierung/Veresterung von Styrol mit Os-Lipase-PMOx 

in Chloroform bei verschiedenen MPV. Die Reaktionen wurden mit 0,013 µmol/mL 

Lipase-PMOx, 0,007 - 0,026 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 

100 µmol/mL Styrol bei 20 °C für 3 d durchgeführt. 

Lipase  MPV 

Regioselektivität ee [%] 
Gesamtester-Diol-

Verhältnis 
Diester:Prim.:Sec. Diester Prim.  Sec.  

Os-CaLB-PMOx 

0,5 4:76:20 84 62 64 95:5 

1 18:58:24 62 74 88 99:1 

2 13:58:29 64 72 94 96:4 

Os-CRL-PMOx 

0,5 34:46:20 54 79 54 97:3 

1 7:62:31 72 40 88 98:2 

2 7:61:32 46 58 82 98:2 

Os-RML-PMOx

  

0,5 4:59:38 77 87 97 99:1 

1 6:54:40 70 78 52 98:2 

2 4:58:37 62 56 18 99:1 

CalB-PMOx 0 16:50:34 96 72 58 40:60 
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Es ist zudem klar zu erkennen, dass die Reaktion von Styrol zu den jeweiligen Estern mittels 

aller Os-Lipase-PEKs katalysiert werden kann. Hierbei erfolgt die Umsetzung sowohl bei unter-

stöchiometrisch (MPV = 0,5) sowie überstöchiometrisch (MPV = 2) eingesetztem Osmat. Dies 

legt die Vermutung nahe, dass der ans Enzym gebundene Metallkomplex das aktive Zentrum 

nicht behindert, und somit beide Reaktionen an einem katalytisch aktiven AME ablaufen kön-

nen, was der Definition einer Auto-Tandemkatalyse entspricht.  

Generell zeigt sich, dass der primäre Ester mit 86 – 40 % in allen Fällen den größten Anteil am 

Produktester-Gemisch stellt, mit Enantioselektivitäten zwischen 40 und 87 % ee. Der sekundä-

re Ester wird, mit Ausnahme der Verwendung von Os-CRL-PMOx (MPV = 0,5) am zweithäufigs-

ten gebildet (20 – 38 %, mit 52 – 97 % ee), während der Diester den kleinsten Anteil von 4 – 

18 % (54 – 84 % ee) am Produktgemisch stellt. Jedoch wird in keinem Fall die regioselektive 

Bildung nur eines Esters erreicht. Betrachtet man die Regioselektivität in Abhängigkeit vom 

MPV für die einzelnen Lipase-Konjugate, so werden deutliche Unterschiede für die verschiede-

nen Lipasen festgestellt (siehe Abb. 4.23). So sinkt unter Verwendung von Os-CaLB-PEKs bei 

einer Erhöhung des MPV von 0,5 auf 1 der Anteil des primären Esters unter gleichzeitig erhöh-

ter Bildung des Diesters (sowie des sekundären Esters), was die Vermutung nahe legt, dass in 

diesem Fall der Diester überwiegend ausgehend vom prim. Ester gebildet wird und zudem die 

Weiterreaktion des Monoesters zum Diester durch, z.B. die Anlagerung des Osmats in räumli-

cher Nähe zum Reaktionsort, erleichtert wird. Wird dagegen Os-CRL-PMOx als Katalysator ein-

gesetzt, so kommt es zu einem Anstieg der Bildung des primären sowie sekundären Esters zu 

annähernd gleichen Teilen unter einer Verringerung des Umsatzes zum Diester. Dies deutet 

darauf hin, dass die Bildung des Diesters hier nicht aus einem der Regioisomere bevorzugt 

erfolgt und zudem die Reaktion zum Diester durch die höhere Osmatmenge unterdrückt wird. 

Bei Os-RML-PEKs kann kein Einfluss des MPV auf diese Aspekte der Produktbildung beobachtet 

werden. Eine weitere Erhöhung des MPV von 1 auf 2 zeigt bei allen verwendeten Lipasen kei-

nen weiteren Effekt auf die Regioselektivität. 
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Abb. 4.23: Regioselektivität und Enantioselektivität der asymmetrischen Dihydroxylie-

rung/Veresterung von Styrol mit Laurinsäure mittels Os-Lipase-PMOx in Chloroform 

bei verschiedenen MPV. Die Reaktionen wurden mit 0,013 µmol/mL Lipase-PMOx, 

0,007 - 0,026 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL Styrol 

bei 20 °C für 3 d durchgeführt. 
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Somit zeigt sich, dass eine Tandemreaktion mittels Os-Lipase-PMOx erfolgreich durchgeführt 

werden kann. Hierbei wurde im besten Fall eine Regioselektivität von 4:76:20 (Di:Prim:Sec) 

erreicht. Die maximal ermittelte Enantioselektivität beträgt sehr gute 97 % ee (Os-RML-PMOx, 

MPV = 0,5, sekundärer Ester). Jedoch ist es nicht gelungen die selektive Bildung nur eines der 

möglichen Produktisomere zu erreichen unter Betrachtung einer guten Regio- und Enantiose-

lektivität. Zudem führt die vorgeschaltete Dihydroxylierungsreaktion nur zu relativ geringen 

Umsätzen von maximal ca. 5 % (TON = 410) von Styrol zu 1-Phenyl-1,2-Ethandiol, was den Ge-

samtumsatz der Tandemkatalyse stark limitiert. 

 

4.2.2 Kapitelzusammenfassung 

Eine tandemkatalytische Dihydroxylierung/Veresterung konnte sowohl mittels immobilisierter 

Os-CaLB als auch Os-Lipase-PMOx erfolgreich durchgeführt werden.  

Mittels immobilisierter Os-CaLB konnte eine hohe enantioselektive Steuerung von bis zu 90 % 

zugunsten des primären Laurinsäuresters, jedoch mit einem ee von nur 36 %, erreicht werden. 

Wird die Enantioselektivität der Reaktion betrachtet, so zeigt sich, dass generell die höchsten 

Enantioselektivitäten beim Diester mit bis zu 89 % ee erreicht werden. Dieser stellt jedoch in 

allen Fällen nicht den größten Teil des Produktestergemisches dar.  

Im Vergleich der beiden Einzelreaktionen, insbesondere der Veresterung, mit der Tandemkata-

lyse zeigen sich deutliche Unterschiede von sowohl Regio- als auch Enantioselektivität. Somit 

können die Ergebnisse der Einzelreaktionen nicht einfach auf die Tandemkatalyse übertragen 

werden, was die Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen erschwert.  

Für Os-CaLB-PMOx wurde ausgehend von Styrol im besten Fall eine Regioselektivität von 

4:76:20 (Di:Prim:Sec) erreicht. Die maximal ermittelte Enantioselektivität beträgt sehr gute 

97 % ee für den Diester, welcher jedoch mit 4 % bei weitem nicht den höchsten Anteil am Pro-

duktestergemisch darstellt.  

Die erhaltenen Ergebnisse untermauern insgesamt das große Potential solcher enzymbasierter 

tandemkatalytischer Systeme im Bereich der Katalyse. Allerdings ist es im Rahmen dieser Stu-

dien nicht gelungen die selektive Bildung nur eines der möglichen Produktisomere zu erzielen, 

unter Betrachtung einer guten Regio- und Enantioselektivität gleichermaßen.  
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Wird der Fokus auf beide diese Parameter gelegt, so ist eine aufwendige Enantiomeren- und 

Racemattrennung unumgänglich. 

Zudem führt der erste Reaktionsschritt, die Dihydroxylierungsreaktion, nur zu relativ geringen 

Umsätzen von maximal ca. 14 % von Styrol zu 1-Phenyl-1,2-Ethandiol, was den Gesamtumsatz 

der Tandemkatalyse stark limitiert. 
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4.3 Asymmetrische Katalyse mittels Metall-Protein-Acyl-

Konjugaten 

In den vorherigen Kapiteln wurde die Verwendung von Metall-Protein-PMOx-Konjugaten als 

organolösliche artifizielle Metalloenzyme beschrieben. Hierbei wurden bemerkenswerte Enan-

tioselektivitäten bis zu mehr als 99 % ee für die Dihydroxylierung von Styrol in Chloroform er-

reicht. Jedoch ist die Funktionalisierung der Proteine mit Poly(2-alkyloxazolinen) sehr zeitauf-

wändig (von der Polymerisation bis zum einsatzfähigen Konjugat bis zu ca. 2 Wochen). Zudem 

ist die Aufreinigung der erhaltenen Protein-POx-Konjugate schwierig und es befindet sich häu-

fig noch ein größerer Anteil ungebundenes Polymer im Reaktionsgemisch. Aus diesen Gründen 

ist es wünschenswert, eine unkompliziertere und schonendere Methode der Enzymfunktiona-

lisierung zu finden. Zudem sind die Enzyme, die bisher zu einer hochselektiven Produktbildung 

und hoher Katalysatoreffizienz führten, teuer und häufig nicht in reiner Form erhältlich. Neben 

dem Erreichen einer Organolöslichkeit scheint die Blockierung der einfach zugänglichen pri-

mären Aminogruppen an der Oberfläche des Proteins eine entscheidende Rolle für die Enanti-

oselektivität der nachfolgenden Katalyse zu spielen. Auf diese Weise befinden sich die übrigen 

potentiellen Bindungsstellen für das Metall eher im Inneren des Enzyms und somit steigt die 

Wahrscheinlichkeit, dass sie sich in einer chiralen Umgebung befinden (Abb. 4.24). Aus diesen 

Gründen wurde in Erwägung gezogen ob auch eine Modifizierung der Proteine mit niedermo-

lekularen Verbindungen zur Generierung hochselektiver und aktiver artifizieller Metalloenzy-

me ausreichend sein kann. Eine denkbare Möglichkeit hierzu ist die Funktionalisierung der 

Biokatalysatoren mit Hilfe von verschiedenen Carbonsäureanhydriden219. 
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Abb. 4.24: Schematische Darstellung der Strategie zur Generierung selektiver artifizieller Me-

talloenzyme durch die Blockierung der primären Aminogruppen des Proteins. 

 

In den folgenden Kapiteln wird die Generierung solcher artifizieller Metalloenzyme und deren 

Anwendung in verschiedenen asymmetrischen, metallkatalysierten Reaktionen näher betrach-

tet. 

4.3.1 Funktionalisierung von Proteinen mittels Anhydriden 

Große Teile der Daten dieses Abschnittes wurden in Zusammenarbeit mit Björn Dorn im Rah-

men seiner Masterarbeit erhalten[k]. 

Unterschiedliche Proteine wurden mittels verschiedener Carbonsäureanhydride, in Anlehnung 

an bekannte Literaturprotokolle zur N-Acylierung, im wässrigen Reaktionsmedium funktionali-

siert (Abb. 4.25)219-221. Ziel war es hier vor allem die leicht zugänglichen primären Aminogrup-

pen an der Oberfläche des Proteins als mögliche Metallbindungsstellen zu blockieren um die 

Wahrscheinlichkeit einer Einlagerung in weiter innen liegende Bereiche des Biokatalysators zu 

erhöhen, welche vermutlich eine bessere enantioselektive Steuerung der Katalyse bedingen.  

C C
TBHP,
Lösungsmittel

+



Ergebnisse und Diskussion 79 

 

 

  
 

 

Abb. 4.25: Schematische Darstellung der Funktionalisierung der primären Aminogruppen von 

Proteinen mittels Anhydriden am Beispiel von Essigsäureanhydrid. 

 

Um den Grad der Funktionalisierung zu bestimmen, wurde ein modifizierter TNBS-Assay nach 

HABEEB durchgeführt222. Bei diesem reagiert 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS) mit den 

primären Aminen eines Moleküls zu einem orangenen Produkt, welches photometrisch in ei-

nem Wellenlängenbereich von 335 - 345nm detektiert werden kann. Für das native Lysozym 

ließ sich eine Anzahl freier primärer Aminogruppen von 4,7±0,1 ermitteln. Dieser Wert zeigt 

gute Übereinstimmung mit der Arbeit von KONIECZNY, welcher einen Wert von 5,4±0,8 ermittel-

te17. Ein Literaturvergleich zeigt, dass Lysozym 6 Lysingruppen plus den N-Terminus besitzt223. 

Im Vergleich zur Literatur weist der Assay eine gewisse Abweichung auf. Zudem wurden Kon-

trollmessungen mit der Reaktionslösung ohne Vorhandensein des Enzyms durchgeführt um 

sicherzustellen, dass der Assay nicht durch die Komponenten gestört wird. Daher kann davon 

ausgegangen werden, dass die verwendete Methode zur Bestimmung des Funktionalisierungs-

grades geeignet ist. 

Für die Funktionalisierung wurden wässrige Lösungen von Lysozym mit einer Konzentration 

von c = 1,43 mg/mL hergestellt. Mit 5 eq. Essigsäureanhydrid (EA) bezogen auf die freien pri-

mären Aminogruppen des Lysozyms wurde nach 20 Minuten bei 20 °C ein Funktionalisierungs-

grad von 33 % erhalten. Durch eine Verlängerung der Reaktionszeit konnte keine Steigerung 

des Wertes erreicht werden. Ein Herabsenken der Reaktionstemperatur auf 4 °C resultierte in 

einer Erhöhung des Funktionalisierungsgrades auf 67 %. Ein wahrscheinlicher Grund hierfür ist, 

dass die niedrigere Temperatur die Hydrolyse des EA in wässriger Lösung verlangsamt und 

dieses so länger für eine Reaktion mit dem Enzym zur Verfügung steht. Im Folgenden wurde 

die Reaktion mit verschiedenen molaren eq. Essigsäureanhydrid durchgeführt. Zum einen 

reichte die verwendete Stoffmenge von 5 eq. bezogen auf die freien Aminogruppen nicht für 

eine vollständige Funktionalisierung aus, zum anderen sollte durch die Variation überprüft 

werden, ob der Funktionalisierungsgrad beliebig eingestellt werden kann. Daher wurde die 

-
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Reaktion mit Stoffmengen zwischen 1 und 100 eq. des Anhydrids durchgeführt (Abb. 4.26, Tab. 

4.15). Zudem wurden Propan- und Hexansäureanhydrid als zwei weitere Carbonsäureanhydri-

de zur Funktionalisierung eingesetzt. 

 

Tab. 4.15: Funktionalisierungsgrad von Lysozym in Abhängigkeit der verwendeten molaren 

Äquivalente des Carbonsäureanhydrids pro freier primärer Aminogruppe des En-

zyms. EA: Essigsäureanhydrid, PA: Propansäureanhydrid, HA: Hexansäureanhydrid. 

Daten zu großen Teilen aus DORN
[k]

. 

eq. Anhydrid
a
 

FEA  

[%] 

FEA  

[Aminogruppe]
a
 

FPA  

[%] 

FPA 

[Aminogruppe]
a
 

FHA  

[%] 

FHA  

[Aminogruppe]
a
 

0 0 0 0 0 0 0 

1 27±13 1,9±0,9 31±9 2,2±0,6 42±4 2,9±0,3 

2 51±8 3,6±0,5 53±13 3,7±0,9 47±10 3,3±0,7 

5 59±12 4,1±0,9 80±4 5,6±0,3 61±25 4,3±1,8 

7 64±10 4,4±0,7 84±1 5,9±0,1 82±20 5,7±1,4 

10 75±7 5,2±0,5 93±5 6,5±0,4 95±2 6,7±0,1 

25 83±10 5,8±1,0 97±10 6,8±0,7 97±8 6,8±0,6 

50 95±5 6,7±0,4 99±1 6,9±0,1 98±2 6,9±0,3 

100 99±1 6,9±0,1 99±1 6,9±0,1 99±1 6,9±0,1 

a: Unter der Annahme, dass Lysozym 7 freie primäre Aminogruppen (6 Lysin + N-Terminus) besitzt
224

. 

 

Eine Verlängerung der Kohlenstoffkette der Anhydride wurde deswegen in Betracht gezogen, 

da diese einen möglichen Einfluss auf die Löslichkeit bzw. Dispergierbarkeit des Enzyms in or-

ganischen Medien haben können und auch auf den Einsatz als artifizielle Metalloenzyme in 

diesen Medien. Die Durchführung war im Wesentlichen analog zu der mit Essigsäureanhydrid. 

Lediglich die Reaktion mit Hexansäureanhydrid wurde bei Raumtemperatur durchgeführt, da 

sich durch ein Absenken der Temperatur keine höheren Funktionalisierungsgrade erreichen 

ließen sowie sich zudem das Anhydrid nur schlecht in Wasser suspendieren ließ und somit 

durch Vortexen des Reaktionsgemisches eine gute Durchmischung sichergestellt wurde. Abb. 

4.26 zeigt die Ergebnisse des TNBS-Assays für die verschiedenen Anhydride. 
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Abb. 4.26: Auftragung des Funktionalisierungsgrades von Lysozym gegen die verwendeten mo-

laren Überschüsse des Anhydrids pro freier primärer Amingruppe des Enzyms. EA: 

Essigsäureahnhydrid, PA: Propansäureanhydrid, HA: Hexansäureanhydrid. Daten zu 

großen Teilen aus Dorn
[k]

. 

 

Es ist zu erkennen, dass ein geringerer Überschuss Propionsäure- und Hexansäureanhydrid 

eingesetzt werden muss als es bei Essigsäureanhydrid der Fall ist, um ähnliche Funktionalisie-

rungsgrade zu erhalten. So führt beispielsweise die Verwendung von 25 eq. EA zu Funktionali-

sierungsgraden von 83±10 %, wohingegen beim Einsatz von PA bzw. HA bereits eine Funktio-

nalisierung von 97±10 % bzw. 97±8 % erfolgt. Dies unterstreicht die Vermutung, dass die kon-

kurrierende Hydrolysereaktion bei Essigsäureanhydrid eine wesentlich größere Rolle spielt. Bei 

der Modifizierung von Lysozym mit Essigsäureanhydrid beträgt die größte Abweichung des 

Funktionalisierungsgrades bei gegebenen eq. EA ca. 13 %. Geht man davon aus, dass Lysozym 

7 freie prim. Aminogruppen besitzt, die funktionalisiert werden können, so beträgt die Abwei-

chung lediglich ca. ±1 Amingruppe. Lediglich bei Hexansäureanhydrid beträgt die maximal er-

mittelte Abweichung ca. ±2 Gruppen. 

Die erhaltenen Konjugate sind, im Gegensatz zu den Enzym-PMOx-Konjugaten, nicht löslich in 

organischen Medien, bilden jedoch stabile Suspensionen in verschiedenen Lösungsmitteln, wie 

z.B. Chloroform oder Toluol. Hierbei ist optisch zu erkennen, dass mit sinkender Polarität des 

Lösungsmittels die Trübung des Gemisches tendenziell abnimmt. Dies führt zu der Vermutung, 

dass die Partikelgröße sinkt. Um dies näher zu betrachten, wurde die Größe der Teilchen mit-

tels DLS-Messungen bestimmt. 
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Abb. 4.27: Fotos von 1,43 mg Lysozym-EA in 5 mL verschiedener Lösungsmittel; links: Chloro-

form, mitte: Acetonitril, rechts: Toluol. 

 

Die DLS-Messungen mit acyliertem Lysozym in Toluol zeigen, dass die Größe der sich in diesem 

Lösungsmittel bildenden Aggregate in der Reihenfolge LYS-EA (4-6 µm)>LYS-PA (1-2 µm)>LYS-

HA (0,5 – 0,8 µm) abnimmt (Abb. 4.28). In Chloroform konnten dagegen keine Partikel mittels 

DLS detektiert werden, was darauf schließen lässt, dass sich Aggregate bilden, welche größer 

als 10 µm sind, was dem Detektionsmaximum entspricht. 

 

 

Abb. 4.28: DLS-Messungen von 4,2 mg acyliertem Lysozym in Toluol. EA: Essigsäureahnhydrid, 

PA: Propansäureanhydrid, HA: Hexansäureanhydrid. 

 

Dies stimmt mit der Erwartung überein, dass sich in unpolaren Lösungsmitteln wie Toluol fei-

nere Dispersionen der Konjugate bilden sollten, da durch die Modifikationen eine unpolare 

Kohlenstoffkette ins Enzym eingeführt wird. Ebenso sinkt die Größe der Partikel erwartungs-

gemäß hin zu einer längeren unpolaren Gruppe. 
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Neben Lysozym konnte auch BSA erfolgreich unter Einsatz von Carbonsäureanhydriden funkti-

onalisiert werden. Im Vergleich zum Lysozym (14,3 kDa224) ist BSA (66,4 kDa 225) ein deutlich 

größeres Protein und besitzt 61 Aminogruppen die prinzipiell funktionalisiert werden können. 

In Tab. 4.16 ist beispielhaft für BSA-EA der Funktionalisierungsgrad bzw. die Anzahl funktionali-

sierter prim. Aminogruppen in Abhängigkeit des molaren Überschusses EA bezogen auf die 

freien prim. Aminogruppen des Proteins dargestellt. 

 

Tab. 4.16: Funktionalisierungsgrad von BSA in Abhängigkeit der verwendeten molaren Äquiva-

lente Essigsäureanhydrid (EA) pro freier primärer Amingruppe des Enzyms. Daten 

zu großen Teilen aus Dorn
[k]

. 

eq. Anhydrid
a
 FEA [%] FEA [Amingruppe]

a
 

0 0 0 

1 20±11 12±7 

2 27±11 16±7 

5 42±15 26±9 

7 51±14 31±9 

10 64±22 39±13 

15 73±13 45±8 

20 80±6 49±4 

50 93±6 57±4 

100 100 61 

a: Unter der Annahme, dass BSA 61 freie primäre Aminogruppen (60 Lysin + N-Terminus) besitzt
225

. 

 

Die Abweichung bezogen auf die Aminogruppen ist bei BSA deutlich größer als bei Lysozym, 

was zum Teil durch die deutlich höhere Anzahl dieser Gruppen und eine vermutlich teilweise 

schlechtere Zugänglichkeit dieser aufgrund der Molekülgröße und Struktur begründet sein 

kann. So entspricht die Abweichung, bezogen auf die Aminogruppen, bei einer Abweichung 

von beispielsweise 22 % hier etwa 13 Gruppen. Gezielt eine bestimmte Anzahl an Gruppen zu 

blockieren stellt sich daher als schwieriger dar bei größeren Proteinen. 
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In Abb. 4.29 ist die Funktionalisierungskurve von BSA mit EA dargestellt. Die Steigung der Kur-

ve hin zu höheren prozentualen Funktionalisierungsgraden ist deutlich flacher, als diejenige 

von Lysozym (Abb. 4.26). Generell musste bei BSA, insbesondere bei geringen Funktionalisie-

rungsgraden, ein höherer Überschuss im Vergleich zum Lysozym zugeführt werden, um eine 

ähnlich hohe prozentuale Funktionalisierung zu erreichen. Es wird vermutet, dass die Zugäng-

lichkeit einiger Gruppen aufgrund der räumlichen Struktur von BSA geringer ist und somit die 

parallel ablaufende Hydrolyse des Anhydrids insgesamt einen größeren Einfluss hat. 

 

 

Abb. 4.29: Auftragung des Funktionalisierungsgrades von BSA gegen die verwendeten molaren 

Überschüsse von Essigsäureanhydrid (EA) pro freier primärer Amingruppe des En-

zyms. Daten zu großen Teilen aus Dorn
[k]

. 

 

Zusätzlich zu den bereits dargestellten Proteinen konnten mit dieser Methode auch einige 

weitere Enzyme erfolgreich und reproduzierbar vollständig modifiziert werden. Dazu gehören 

verschiedene Lipasen (CaLB, RML, CRL ) sowie Laccase aus trametes vesicolor. 

Somit ist es gelungen, eine Modifizierungsstrategie für die freien prim. Aminogruppen von 

diversen Proteinen für den Einsatz als artifizielle Metalloenzyme in organischen Lösungsmitteln 

zu finden, welche deutlich weniger zeitaufwendig ist als die zuvor durchgeführte Modifikation 

mit POx. So konnte die Dauer von der Polymersynthese bis zum fertigen Konjugat von bis zu 

ca. 2 Wochen auf 2 Tage reduziert werden, was einer Zeitersparnis von etwa 85 % entspricht. 

Zudem kann die Modifizierung der Proteine vollständig im wässrigen Medium erfolgen und es 

werden keine organischen Kosolventien benötigt. Ein weiterer wichtiger Vorteil dieser Metho-

de ist es, dass der Funktionalisierungsgrad über einen weiten Bereich selektiv eingestellt wer-
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den kann und gezielt und reproduzierbar ein Funktionalisierungsgrad von 100 % erreicht wer-

den kann. 

4.3.2 Asymmetrische Dihydroxylierung mittels Metall-Protein-Acyl-

Konjugaten 

Teile der Ergebnisse dieses Abschnittes wurden in Zusammenarbeit mit Björn Dorn im Rahmen 

seiner Masterarbeit gewonnen[k]. 

Die gemäß Kapitel 4.3.1 synthetisierten funktionalisierten LYS wurden zunächst in der etablier-

ten asymmetrischen Dihydroxylierung mit Osmat mit einem MPV von eins eingesetzt. Es ist 

literaturbekannt, dass die Aktivität von Enzymen im organischen Medium stark vom Protonie-

rungsgrad des Proteins abhängt9. Dieser kann in wässriger Umgebung eingestellt werden und 

bleibt, nach Trocknung des Enzyms, auch im organischen Medium erhalten (pH-Memory). Da-

her wurden die mit verschiedenen Modifikationsgraden acylierten LYS auf unterschiedliche 

pH-Werte (pH 6,3; 7,0; und 8.4) eingestellt und lyophilisiert. Anschließend wurden die Konju-

gate in Chloroform suspendiert, Osmat wurde hinzugefügt und nach 30 min, wurden das Edukt 

Styrol sowie TBHP zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 7 d bei 0 °C wurde das erhaltene 

Produkt mittels HPLC hinsichtlich Ausbeute und Enantiomerenüberschuss untersucht. Für das 

unmodifizierte LYS konnte kein Produktumsatz detektiert werden (Tab. 4.17).  
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Tab. 4.17: ee ((S)-Enantiomer) TON und TOF der Dihydroxylierung von Styrol mit Osmat-LYS-

EA mit unterschiedlichen Funktionalisierungsgraden und einem MPV von 1 in Ab-

hängigkeit vom pH-Wert. Die Reaktion wurde mit 0,03 µmol/mL Lysozym-Konjugat, 

0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL Styrol für 7 d bei 

0 °C in Chloroform durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol 

Protein. Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. Daten zu 

großen Teilen Reproduktionen aus Dorn
[k]

. 

 

F [%] pH ee[%] TON TOF [h
-1

] 

99 6,7 28 43 0,3 

99 7,1 47 63 0,4 

99 8,5 33 60 0,4 

57 6,3 40 38 0,2 

57 7,0 47 60 0,4 

57 8,4 0 3 0,0 

23 6,2 14 70 0,4 

23 7,1 40 30 0,2 

23 8,4 20 23 0,1 

0 7,0 - 0 0 

 

Im Gegensatz dazu führt die Verwendung der modifizierten Lysozyme zu signifikanten Umsät-

zen (Abb. 4.30). Bei allen Derivaten wird hierbei das (S)-Enantiomer von 1,2-Phenylethandiol 

bevorzugt gebildet.  
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Abb. 4.30: Auftragung des ee ((S)-Enantiomer) bzw. der TON gegen den vor der Gefriertrock-

nung eingestellten pH-Wert der Dihydroxylierung von Styrol mit Osmat-LYS-AA mit 

unterschiedlichen Funktionalisierungsgraden und einem MPV von 1. Die Reaktion 

wurde mit 0,03 µmol/mL Lysozym-Konjugat, 0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 

110 µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL Styrol für 7 d bei 0°C in Chloroform durchge-

führt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Funktionalisierungs-

grade des Proteins: blau 99 %, rot 57 %, grün 23 %. Daten zu großen Teilen Repro-

duktionen aus Dorn
[k]

. 

 

Wie in Abb. 4.30 zu erkennen ist wird die höchste Aktivität bzw. Selektivität bei pH 7 erreicht. 

Zudem steigen beide Größen ebenfalls mit steigendem Funktionalisierungsgrad des LYS an. 

Diese Beobachtung stimmt mit der Erwartung überein, dass die Blockierung der primären 

Aminogruppen dazu führt, dass sich das Metall in einer chiralen Region des Proteins anlagert 

und dies somit zu einer selektiveren Produktbildung führt. 

Auch unter Verwendung von LYS-PA und LYS-HA zeigt sich, dass die vollständige Modifizierung 

und ein pH-Wert von 7 zu den höchsten Enantiomerenüberschüssen führen (Tab. 4.18). 
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Tab. 4.18: ee ((S)-Enantiomer), TON und TOF der Dihydroxylierung von Styrol mit Osmat-LYS-

PA und Osmat-LYS-HA mit unterschiedlichen Funktionalisierungsgraden und einem 

MPV von 1 in Abhängigkeit vom pH-Wert. Die Reaktion wurde mit 0,03 µmol/mL 

Lysozym-Konjugat, 0.03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 

100 µmol/mL Styrol für 7 d bei 0 °C in Chloroform durchgeführt. Die TON ist defi-

niert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro 

µmol Protein pro h. 

 F [%] pH ee[%] TON TOF [h
-1

] 

LYS-PA 

99 6,2 84 46 0,3 

99 7,1 94 85 0,5 

99 8,3 90 66 0,4 

55 6,2 83 137 0,8 

55 7,0 72 262 1,6 

55 8,4 76 174 1,0 

LYS-HA 

99 6,2 80 228 1,4 

99 7,0 98 289 1,7 

99 8,5 80 148 0,9 

49 6,2 78 278 1,7 

49 7,0 80 336 2,0 

49 8,3 48 351 2,1 

 

Aus den zuvor dargelegten Gründen wurden alle weiteren Untersuchungen mit vollständig 

modifiziertem Protein, welches auf pH 7 eingestellt wurde, durchgeführt. Zunächst wurde das 

mit EA, PA sowie HA funktionalisierte Lysozym mit Osmat komplexiert und auf die Eignung als 

artifizielles Metalloenzym für die Dihydroxylierung von Styrol untersucht (Tab. 4.19). 
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Tab. 4.19: ee ((S)-Enantiomer), TON, TOF und Ausbeute bei der Dihydroxylierung von Styrol 

bei verschiedenen Temperaturen mit vollständig acylierten Osmat-LYS-Komplexen 

(pH 7) mit einem MPV von 1. Die Reaktion wurde mit 0,03 µmol/mL Protein-

Konjugat, 0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL Styrol 

in Chloroform durchgeführt. Die Reaktionszeiten wurden gemäß vorheriger Unter-

suchungen mit Osmat-Laccase-PMOx gewählt und betrugen bei 0 °C 7 d, bei 20 °C 

3 d und bei 40 °C 1 d. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die 

TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 

AME T [°C] t [h] ee [%] TON TOF [h-1] Ausbeute [%] 

LYS 0 °C 168 - 0 0 0 

LYS-EA 0°C 168 57±2 103±10 0,6±0,06 3±0,3 

LYS-PA 0 °C 168 94±3 85±9 0,5±0,05 2±0,2 

LYS-HA 0 °C 168 98±3 289±29 2±0,2 9±0,9 

LYS-EA 20 72 38±1 166±17 3±0,3 5±0,5 

LYS-PA 20 72 85±3 104±10 1±0,1 3±0,3 

LYS-HA 20 72 88±3 264±26 4±0,4 8±0,8 

LYS-PA 40 24 40±1 122±12 5±0,5 4±0,4 

LYS-HA 40 24 32±1 390±39 16±1,6 11±1 

 

Ein Blick auf Abb. 4.31 zeigt, dass die höchste Enantioselektivität mit etwa 98 % ee mit voll-

ständig Hexansäure-funktionalisiertem Lysozym bei einer Reaktionstemperatur von 0 °C erhal-

ten wird.  
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Abb. 4.31: Auftragung des ee ((S)-Enantiomer) bzw. der TOF bei der Dihydroxylierung von Sty-

rol bei verschiedenen Temperaturen mit vollständig acylierten Osmat-LYS-

Komplexen (pH 7) mit einem MPV von 1. Die Reaktion wurde mit 0,03 µmol/mL 

Protein-Konjugat, 0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 

100 µmol/mL Styrol in Chloroform durchgeführt. Die Reaktionszeiten wurden ge-

mäß vorheriger Untersuchungen mit Osmat-Laccase-PMOx gewählt und betrugen 

bei 0 °C 7 d, bei 20 °C 3 d und bei 40 °C 1 d. Die TOF ist definiert als µmol Produkt 

pro µmol Protein pro h. 

 

Das propionylierte LYS zeigt ebenfalls mit 95 % ee eine hoch enantioselektive Reaktion, jedoch 

mit 4-fach geringerer Aktivität. Im Vergleich zu den zuvor genannten Komplexen zeigt der Os-

mat-LYS-EA Komplex mit einer TOF von 0,6 h-1 und einem ee von 57 % insgesamt die schlech-

teste Leistung als asymmetrischer Katalysator für die Dihydroxylierung von Styrol. 

Wird die Reaktionstemperatur auf 20 °C erhöht, steigt erwartungsgemäß die Aktivität um ei-

nen Faktor 2-5 an. Hierbei zeigen Osmat-LYS-PA und Osmat-LYS-HA noch gute Enantioselektivi-

täten von 88 bzw. 85 % ee. Eine weitere Erhöhung der Temperatur auf 40 °C führt wiederum 

zu einer starken Erhöhung der TOF, jedoch sinkt der Enantiomerenüberschuss in allen Fällen 

unter 40 %. Somit sind in diesem Fall Temperaturen bis maximal 20 °C für eine selektive Pro-

duktbildung möglich. 

Die gleichen Experimente wurden mit vollständig acyliertem BSA durchgeführt (Abb. 4.32, Tab. 

4.20). Der ermittelte optimale pH-Wert vor der Lyophilisierung aus wässriger Lösung beträgt 

hierbei ebenfalls 7,0. 
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Tab. 4.20: ee ((S)-Enantiomer), TON, TOF und Ausbeute bei der Dihydroxylierung von Styrol 

bei verschiedenen Temperaturen mit vollständig acylierten Osmat-BSA-Komplexen 

(pH 7) mit einem MPV von 1. Die Reaktion wurde mit 0,03 µmol/mL Protein-

Konjugat, 0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL Styrol 

in Chloroform durchgeführt. Die Reaktionszeiten wurden gemäß vorheriger Unter-

suchungen mit Osmat-Laccase-PMOx gewählt und betrugen bei 0 °C 7 d, bei 20 °C 

3 d und bei 40 °C 1 d. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die 

TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 

AME T [°C] t [h] ee [%] TON TOF [h-1] Ausbeute [%] 

BSA 0 °C 168 - 0 0± 0 

BSA-AA 0 °C 168 73±2 146±15 0,9±0,09 4±0,4 

BSA-PA 0 °C 168 94±3 136±14 0,8±0,08 4±0,4 

BSA-HA 0 °C 168 25±1 20±2 0,1±0,01 1±0,1 

BSA-AA RT 72 80±2 275±28 4±0,4 8±0,8 

BSA-PA RT 72 76±2 143±14 2±0,2 4±0,4 

BSA-HA RT 72 0 54±5 0,7±0,07 2±0,2 

BSA-AA 40 24 62±2 297±30 12±1,2 9±0,9 

BSA-PA 40 24 39±1 250±25 10±1,0 8±0,8 

BSA-AA 50 24 30±1 390±39 16±1,6 12±1,2 

 

Die Verwendung des Osmat-BSA-Komplexes mit unmodifiziertem BSA führt nicht zu einer Pro-

duktbildung innerhalb der Nachweisgrenze der HPLC-Analytik. Im Gegensatz zu Lysozym zeigt 

das acetylierte Osmat-BSA die höchste Aktivität (TOF 0,9 h-1, TON von 275 nach 7 d bei 0°C) mit 

73 % ee für das (S)-Enantiomer. Im Fall des Osmat-BSA-HA ist die Produktbildung kaum selektiv 

(25 % ee bei 0 °C), während die Verwendung von Osmat-BSA-PA zu einem Enantiomerenüber-

schuss von 94 % führt. Eine Temperaturerhöhung auf 20 °C führt, wie bereits bei den Osmat-

LYS-Komplexen, zu erhöhten TOF und im Fall von BSA-PA und BSA-EA ist die Selektivität mit 

einem Bereich zwischen 76 und 80 % ee immer noch hoch. Bemerkenswerterweise zeigt Os-

mat-BSA-AA auch noch Enantiomerenüberschüsse von über 60 % bei 40 °C. 
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Abb. 4.32: Auftragung des ee ((S)-Enantiomer) bzw. der TOF bei der Dihydroxylierung von Sty-

rol bei verschiedenen Temperaturen mit vollständig acylierten Osmat-BSA-

Komplexen (pH 7) mit einem MPV von 1. Die Reaktion wurde mit 0,03 µmol/mL 

Protein-Konjugat, 0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 

100 µmol/mL Styrol in Chloroform durchgeführt. Die Reaktionszeiten wurden ge-

mäß vorheriger Untersuchungen mit Osmat-Laccase-PMOx gewählt und betrugen 

bei 0 °C 7 d, bei 20 °C 3 d und bei 40 °C 1 d. Die TOF ist definiert als µmol Produkt 

pro µmol Protein pro h. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die hier erreichten Enantioselektivitäten von bis zu 

98 % ee mit anderen artifiziellen Metalloenzymen für die asymmetrische Dihydroxylierung 

vergleichbar sind. Dies zeigt, dass sich durch die simple Acylierung von günstigen, kommerziell 

erhältlichen Proteinen und deren anschließende Komplexierung mit Osmat artifizielle Metallo-

enzyme für die Dihydroxylierung von Styrol im organischen Medium herstellen lassen. Die Ak-

tivität und Enantioselektivität hängt hierbei sowohl vom verwendeten Protein als auch von 

dem zur Funktionalisierung herangezogenen Carbonsäureanhydrid ab. Unter den gewählten 

Reaktionsbedingungen ist zudem bei höheren Temperaturen im Hinblick auf die Enantioselek-

tivität der Reaktion funktionalisiertes Osmat-BSA stabiler als Osmat-LYS. 

Wie zuvor bereits bei den mit PMOx funktionalisierten artifiziellen Metalloenzymen gezeigt 

wurde, spielt das Lösungsmittel eine große Rolle für die Enzymselektivität und –aktivität. Da-

her wurden mit acyliertem Osmat-LYS ebenfalls Experimente in Toluol durchgeführt (Tab. 

4.21).  
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Tab. 4.21: Erhaltene ee ((S)-Enantiomer), TON, TOF und Ausbeute bei der Dihydroxylierung 

von Styrol 0 °C mit vollständig acylierten Osmat-LYS-Komplexen (pH 7) mit einem 

MPV von 1. Die Reaktion wurde mit 0,03 µmol/mL Protein-Konjugat, 0,03 µmol/mL 

K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL für 7 d Styrol in Toluol durchge-

führt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die TOF ist definiert 

als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 

AME Lösungsmittel ee [%] TON TOF [h-1] Ausbeute [%] 

LYS-AA Toluol 30±1 219±22 1,5±0,2 7±0,7 

LYS-PA Toluol 18±1 292±30 1,8±0,2 8±0,8 

LYS-HA Toluol 23±1 220±22 2,3±0,2 7±0,7 

 

Es zeigt sich, dass die Aktivität aller drei Enzym-Komplexe im Bereich von Osmat-LYS-AA in 

Chloroform liegen, welches dort die höchste Aktivität zeigt. Allerdings sinkt die Enantioselekti-

vität in allen Fällen unter 30 % ee ((S)-Enantiomer, Abb. 4.33). Dies unterstreicht noch einmal 

die große Bedeutung der Wahl eines geeigneten Lösungsmittels für die Verwendung von artifi-

ziellen Metalloenzymen im organischen Medium. 

 

 

Abb. 4.33: Auftragung des ee ((S)-Enantiomer) bzw. der TOF bei der Dihydroxylierung von Sty-

rol mit Osmat-LYS-Komplexen mit einem MPV von 1. Die Reaktion wurde mit 

0,03 µmol/mL Lysozym-Konjugat, 0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP 

und 100 µmol/mL Styrol für 7 d bei 0 °C in Chloroform oder Toluol durchgeführt. 

Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 
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Zusätzlich wurden verschiedene Osmat-Lipase-EA-Konjugate als AMEs in der asymmetrischen 

Dihydroxylierung eingesetzt (Tab. 4.22). Hierbei wurde, mit Ausnahme von Os-RML-EA, im 

Gegensatz zu LYS- und BSA-Komplexen das (R)-Enantiomer erhalten. Dies zeigt, dass sich das 

bevorzugt gebildete Enantiomer prinzipiell durch die Wahl des AMEs steuern lässt. Unter Ver-

wendung von Os-CaLB-EA wird beispielsweise ein ee von 43 % (R) mit einer TON von 32 erhal-

ten. Zusätzlich wurde auch die geträgerte CalB (ehemals Novozym 435) in ihrer funktionalisier-

ten Form eingesetzt, ohne jedoch den genauen Funktionalisierungsgrad zu kennen. Dieser 

konnte mit dem verwendeten Assay nicht bestimmt werden. Die Ergebnisse zeigen ein nahezu 

identisches Bild und sowohl der ee als auch die Umsatzzahlen sind fast identisch. Vergleicht 

man dagegen Os-RML-EA (Proteingehalt 3% ± 0, 1%) mit ihrer geträgerten Form, so kann eine 

Steigerung der Aktivität und Selektivität des Katalysatorsystems beobachtet werden (Tab. 

4.22). Im Allgemeinen kann jedoch festgestellt werden, dass die Lipasen im Vergleich zu LYS- 

und BSA-Komplexen nur mäßige ee und TON aufweisen, jedoch die Möglichkeit bieten, auch 

das (R)-Enantiomer bevorzugt herstellen zu können. 

 

Tab. 4.22: Vergleich des ee, der TON, TOF und Ausbeute der asymmetrischen Dihydroxylierung 

von Styrol mittels vollständig acylierter Osmat-Lipase-Komplexe (pH 7) mit einem 

MPV von 1 bei 0 °C für 7 d. Die Reaktion wurde mit 0,03 µmol/mL Protein-Konjugat, 

0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP und 100 µmol/mL Styrol in Chloro-

form durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die 

TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. Daten in Teilen Repro-

duktionen aus Dorn
[k]

. 

Konjugat Modifizierte Gruppen ee [%] TON TOF [h
-1

] 

CaLB-EA 10 (>99 %) 43 (R) 32 0,2 

Novozym 435-EA nb 44 (R) 34 0,2 

CRL-EA 20 (95 %) 32 (R) 35 0,2 

RML-EA 5 (60%) 45 (S) 9 0,1 

RML(on immobead)-EA nb 57 (S) 40 0,2 

 

Zur Erweiterung des Eduktspektrums wurden schließlich eine Reihe weiterer Substrate einge-

setzt. Hierzu wurde zunächst der Osmat-LYS-HA-Komplex, welcher die höchste Aktivität und 
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Selektivität bei der Dihydroxylierung von Styrol zeigt, verwendet (Tab. 4.23). Als Reaktions-

temperatur wurde 20 °C gewählt.  

 

Tab. 4.23: Vergleich des des ee, der TON, TOF und Ausbeute der asymmetrischen Dihydroxy-

lierung mittels vollständig acylierter Osmat-Protein-Komplexe (pH 7) mit einem 

MPV von 1 mit verschiedenen Alkenen bei 20 °C für 3 d. Die Reaktion wurde mit 

0,03 µmol/mL Lysozym-Konjugat, 0,03 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP 

und 100 µmol/mL Alken in Chloroform durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol 

Produkt pro µmol Protein. Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein 

pro h. 1H-Inden und Allylphenylether werden von beiden artifiziellen Enzymen nicht 

umgesetzt. 

Konjugat Alken ee [%] TON TOF [h
-1

] Ausbeute [%] 

LYS-HA 4-Chlorstyrol 50 112 1,5 3,4 

LYS-HA 4-Methylstyrol 43 20 0,3 0,6 

LYS-HA α-Methylstyrol 31 3 0,04 0,09 

BSA-EA 4-Chlorostyrol 51 55 0,8 1,7 

BSA-EA 4-Methylstyrol 90 108 1,5 3,3 

BSA-EA α-Methylstyrol 26 5 0,06 0,1 

 

Wie Tab. 4.23 zeigt, katalysiert dieses künstliche Metalloenzym die Dihydroxylierung von 4-

Chlorostyrol, 4-Methylstyrol und α-Methylstyrol. 1H-Inden und Allylphenylether werden dage-

gen nicht umgesetzt. 

Die Enantioselektivität der Umsetzung von 4-Chlorstyrol ist mit 50 % ee signifikant niedriger als 

die von Styrol (85 % ee). 4-Methylstyrol und α-Methylstyrol werden mit geringeren Umsätzen 

gebildet und es kann kaum eine enantioselektive Steuerung beobachtet werden. 

Bei der Durchführung der Reaktionen mit Osmat-BSA-AA wird ein ähnliches Bild erhalten. Le-

diglich die Dihydroxylierung von 4-Methylstyrol verläuft mit einer 5-fach höheren TON und 

90 % ee. Diese Ergebnisse sowie die Tatsache, dass Osmat-Laccase-PMOx eine unterschiedliche 

Substratselektivität (vgl. Kapitel 4.1.2) zeigt, unterstreichen die starke Rolle, die die Art des 

Proteins für den katalytischen Prozess zu spielen scheint. Letztere katalysiert beispielsweise 

die Dihydroxylierung von 1H-Inden (TON = 5,2 nach 7 d bei 0 °C, 71 % ee (1R, 2S)) und Al-
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lylphenylether (TON = 1,2 nach 7 d bei 0 °C, 87 % ee (R)), jedoch wurde kein Umsatz für 4-

Methylstyrol sowie α-Methylstyrol gefunden. Diese hohe Substratselektivität der AMEs könnte 

z.B. nützlich sein für die Trennung von Produktgemischen verschiedener Styrolderivate. 

Alles in allem konnte gezeigt werden, dass das zuvor erläuterte Konzept der Generierung se-

lektiver AMEs durch die Blockierung der freien primären Aminogruppen des Proteins sich in 

diesem Fall bestätigt. Dies eröffnet ein großes Potential auf einfache Weise hochaktive und -

selektive AMEs als Katalysatoren aus natürlichen Quellen für unterschiedliche Reaktionen zu 

erhalten. 

4.3.3 Asymmetrische Epoxidierung mittels Metall-Protein-Acyl-Konjugaten 

Teilbereiche der Ergebnisse dieses Abschnittes wurden in gemeinsam mit Magiliny Manisega-

ran im Rahmen ihres Vertiefungspraktikums erarbeitet[l]. 

Um das Konzept der Verwendung von acylierten Enzymen als artifizielle Metalloenzyme auf 

andere asymmetrische Reaktionen zu erweitern, wurden die Proteine mit katalytisch aktiven 

Metallkomplexen, welche sich zur Epoxidierung von Alkenen eignen, konjugiert. Die erhalte-

nen Epoxide bieten ferner die Möglichkeit, sie zu Alkoholen, Diolen, Ethern und weiteren Ver-

bindungen umzusetzen, weshalb die asymmetrische Epoxidierung in der organischen Chemie, 

insbesondere auch der Naturstoffsynthese, eine unverzichtbare Basisreaktion darstellt. Zur 

Konjugation mit den acylierten Proteinen wurden Ti-, Mn- sowie Ru-basierte Metallspezies als 

mögliche geeignete Katalysatorsysteme durch Literaturrecherche identifiziert226-232. Die Ver-

wendung von Ti-Spezies ist vor allem aus der asymmetrischen Epoxidierung nach SHARPLESS
233 

bekannt, während die JACOBSEN-KATUSKI-Epoxidierung auf Mn-Salen-Komplexen beruht234. Auch 

die Anwendung von Ru-Komplexen als metallbasierte Katalysatorsysteme ist 

literaturbekannt235. Allen Methoden gemein ist die Notwendigkeit eines Oxidationsmittels, wie 

beispielsweise TBHP oder NOCl, in mindestens stöchiometrischer Menge bezogen auf das Al-

ken. Häufig werden die Reaktionen in Dichlormethan durchgeführt. Abb. 4.34 zeigt das allge-

meine Reaktionsschema der metallkatalysierten Epoxidierung mit TBHP als Oxidationsmittel 

am Beispiel von Styrol. 
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Abb. 4.34: Reaktionsschema der asymmetrischen metallkatalysierten Epoxidierung am Beispiel 

von Styrol. 

 

Um diese Reaktion mit AMEs durchzuführen, wurden zunächst vollständig acyliertes LYS und 

BSA mit einem MPV von 1 verwendet. Diese wurden analog zur Dihydroxylierung zuvor auf 

einen pH-Wert von 7 eingestellt. Die Reaktion wurde in Dichlormethan durchgeführt. Vorun-

tersuchungen zeigten, dass die höchste Aktivität der artifiziellen Metalloenzyme unter Ver-

wendung von RuCl3 als Katalysator erreicht wird. Daher werden diese Ergebnisse an dieser 

Stelle zuerst diskutiert.  

Um eine Aussage über die benötigte Reaktionszeit treffen zu können, wurde die Kinetik der 

Epoxidierung von Styrol mit Ru-LYS-EA bei 0 °C, 20 °C und 40 °C gemessen. Wie in Abb. 4.35 zu 

sehen ist, steigt die TON bei 0 °C linear über die gesamte Reaktionszeit von 7 d an. Es resultiert 

eine TON von 500, was einem Umsatz von 16 % des Styrols zum Epoxid entspricht. Die Enanti-

oselektivität ist hierbei mit 95 % ee für das (R)-Enantiomer (vgl. Abb. 4.36) sehr hoch. Eine Er-

höhung der Temperatur auf 20 °C führt zu einem steileren Anstieg der Kurve, jedoch ist die 

Produktbildung nach 3 d beendet. Die erreichte TON ist mit 749 (22 % Ausbeute) erwartungs-

gemäß höher, jedoch sinkt die Enantioselektivität auf 63 % ee.  
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Abb. 4.35: Auftragung der TON gegen die Zeit der asymmetrischen Epoxidierung von Styrol 

mittels vollständig acylierter Ru-LYS-EA-Komplexe (pH 7) mit einem MPV von 1 bei 

verschiedenen Temperaturen. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL Lysozym-

Konjugat, 0,06 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Styrol in DCM 

durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. 

 

Bei 40 °C verdoppelt sich die erreichte Produktausbeute annähernd bei einer erneuten Verrin-

gerung der Reaktionszeit (47 % innerhalb eines Tages) einhergehend mit einem Verlust des ee 

auf 50 %. Dies deutet darauf hin, dass das generierte aktive Zentrum des künstlichen Metallo-

enzymes im Verlauf der Reaktion verändert wird. Diese Beobachtung wurde auch bereits bei 

der Dihydroxylierung von Styrol mittels Osmat-Laccase-PMOx gemacht. Bemerkenswert ist 

zudem, dass sich die gemessenen Enantiomerenüberschüsse über die gesamte Reaktionszeit 

nicht signifikant verändern (Tab. 4.24). 
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Tab. 4.24: Vergleich der TON sowie ee ((R)-Enantiomer) der asymmetrischen Epoxidierung von 

Styrol mittels vollständig acylierter Ru-LYS-EA-Komplexe (pH 7) mit einem MPV von 

1 bei verschiedenen Temperaturen. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL 

Lysozym-Konjugat, 0,06 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Sty-

rol in DCM durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. 

Die maximal ermittelte Standardabweichung des ee beträgt 4,4 %. 

 Zeit 14 h 24 h 38 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 168 h 

T = 40 °C TON 447 1624 1785 1762      

 ee [%] 47 50 49 47      

T = 20 °C TON  229  300 658  670  742 

 ee [%]  60  68 63  65  67 

T = 0 °C TON  28  70 148 313 342 392 549 

 ee [%]  99  95 97 97 99 95 95 

 

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurden die Reaktionszeiten für alle folgenden Untersu-

chungen wie folgt festgelegt: 7 d bei 0 °C, 3 d bei 20 °C und 1 d bei 40 °C. 

Wird die Epoxidierung von Styrol mittels funktionalisierter Ru-LYS betrachtet, so zeigt sich, 

dass die Aktivität des artifiziellen Enzyms in der Reihenfolge LYS, LYS-HA, LYS-PA, LYS-AA steigt 

(Tab. 4.25, Abb. 4.36, links). 
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Tab. 4.25: ee ((R)-Enantiomer), TON, TOF und Ausbeuten der asymmetrischen Epoxidierung 

von Styrol mittels vollständig acylierter Ru-LYS-Komplexe (pH 7) mit einem MPV von 

1 bei verschiedenen Temperaturen. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL Protein-

Konjugat, 0,06 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Styrol in DCM 

durchgeführt. Die Reaktionszeiten betrugen 7 d bei 0°C, 3 d bei 20 °C und 1 d bei 

40 °C und 50 °C. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die TOF ist 

definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 

AME T [ °C] ee [%] TON TOF [h
-1

] Ausbeute [%] 

LYS-AA 0 95±4 520±52 3±0,3 16±2 

LYS 20 10±1 361±36 5±0,5 11±1 

LYS-AA 20 63±3 749±75 10±1 22±2 

LYS-PA 20 74±3 561±56 8±0,8 17±2 

LYS-HA 20 56±2 449±45 6±0,6 13±1 

LYS-AA 40 50±2 1545±155 64±6 46±5 

LYS-PA 40 41±2 41±4 1±0,1 2±0,2 

LYS-EA 50 30±1 1535±154 64±6 46±5 

 

In allen Fällen wird zudem die (R)-Konformation des erhaltenen Epoxids bevorzugt gebildet. 

Das unmodifizierte Ru-LYS zeigt hierbei mit einer TOF von 5 (TON = 361) eine verhältnismäßig 

hohe Aktivität, jedoch verläuft die Produktbildung kaum enantioselektiv ( 10 % ee). Die 

Verwendung von Ru-LYS-HA als Katalysator führt zu einem ee von 56 % bei geringfügig höherer 

Produktivität (TOF = 6 h-1). Ru-LYS-PA (74 % ee) und Ru-LYS-EA (63 % ee) zeigen höhere 

Enantiomerenüberschüsse und eine ebenfalls erhöhte Aktivität des künstlichen Metalloenzyms 

im Vergleich zu den zuvor genannten. Eine Erhöhung der Reaktionstemperatur auf 40 °C führt 

im Falle das Ru-LYS-EA zu einem etwa 6-fachen Anstieg der TOF, was einer Epoxid-Ausbeute 

von 46 % (mit 50 % ee) nach einem Tag entspricht. Bei einer Temperatur von 50 °C wird keine 

Erhöhung der Ausbeute mehr beobachtet, jedoch fällt der ee auf 30 %. 
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Abb. 4.36: Auftragung der TOF und des ee ((R)-Enantiomer) gegen die Temperatur der asym-

metrischen Epoxidierung von Styrol mittels vollständig acylierter Ru-LYS-Komplexe 

(pH 7) mit einem MPV von 1 bei verschiedenen Temperaturen. Die Reaktion wurde 

mit 0,06 µmol/mL Protein-Konjugat, 0,06 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP und 

200 µmol/mL Styrol in DCM durchgeführt. Die Reaktionszeiten betrugen 7 d bei 

0 °C, 3 d bei 20 °C und 1 d bei 40 °C und 50 °C. Die TOF ist definiert als µmol Produkt 

pro µmol Protein pro h. 

 

Werden die Experimente mit Ru-BSA bei einer Temperatur von 20 °C durchgeführt, so stellt 

sich heraus, dass hier das hexanylierte Protein am besten für die Epoxidierung von Styrol ge-

eignet ist (ee = 88 %, TOF = 6 h-1, TON = 452 nach 3 d) (Tab. 4.26). Zwar führt die Verwendung 

von Ru-BSA-PA zu einer ähnlich hohen Enantioselektivität der Reaktion (72 % ee), jedoch be-

trägt die Aktivität nur etwa die Hälfte der zuvor genannten. Mit LYS-BSA-EA dagegen werden 

sowohl geringe Enantiomerenüberschüsse als auch Umsätze erhalten. Lediglich das unmodifi-

zierte Ru-BSA weist mit nur 20 % ee noch geringere Werte auf. 
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Tab. 4.26: ee ((R)-Enantiomer), TON, TOF und Ausbeuten der asymmetrischen Epoxidierung 

von Styrol mittels vollständig acylierter Ru-BSA-Komplexe (pH 7) mit einem MPV 

von 1 bei verschiedenen Temperaturen. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL Pro-

tein-Konjugat, 0,06 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Styrol in 

DCM durchgeführt. Die Reaktionszeiten betrugen 7 d bei 0 °C, 3 d bei 20 °C und 1 d 

bei 40 °C und 50 °C. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die 

TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 

AME T [ °C] ee [%] TON TOF [h
-1

] Ausbeute [%] 

BSA-HA 0 90±4 334±33 2±0,2 10±1 

BSA 20 20±1 302±30 4±0,4 9±0,9 

BSA-EA 20 30±1 261±26 4±0,4 8±0,8 

BSA-PA 20 72±3 212±21 3±0,3 6±0,6 

BSA-HA 20 88±4 452±45 6±0,6 14±1 

BSA-PA 40 50±2 724±72 30±3 22±2 

BSA-HA 40 80±3 835±84 35±4 25±3 

BSA-HA 50 56±2 1567±157 65±7 47±5 

 

Wie bereits bei den LYS-Komplexen beobachtet wurde, führt auch bei den BSA-Konjugaten 

eine Temperaturerhöhung von 20 °C auf 40 °C zu einem Anstieg der TOF um etwa das 6-fache. 

Bemerkenswerterweise ist die Enantioselektivität mit 80 % ee für das Ru-BSA-HA immer noch 

in einem sehr guten Bereich. Bei 50 °C wird innerhalb von 24 h 47 % Des Styrols zum Epoxid 

umgesetzt, jedoch sinkt der Enantiomerenüberschuss hier auf 56 %. 
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Abb. 4.37: Auftragung der TOF und des ee ((R)-Enantiomer) gegen die Temperatur der asym-

metrischen Epoxidierung von Styrol mittels vollständig acylierter Ru-BSA-Komplexe 

(pH 7) mit einem MPV von 1 bei verschiedenen Temperaturen. Die Reaktion wurde 

mit 0,06 µmol/mL Protein-Konjugat, 0,06 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP und 

200 µmol/mL Styrol in DCM durchgeführt. Die Reaktionszeiten betrugen 7 d bei 

0 °C, 3 d bei 20 °C und 1 d bei 40 °C und 50 °C. Die TOF ist definiert als µmol Produkt 

pro µmol Protein pro h. 

 

Wird Verlust der Selektivität der Reaktion über die Temperatur verglichen, so kann gesagt 

werden, dass Ru-BSA-HA stabiler gegen höhere Reaktionstemperaturen ist als das Ru-LYS-EA-

Konjugat. 

Acyliertes LYS wurde ebenso mit Mn(Ac)2 komplexiert (Abb. 4.38). Hierbei wurden bei 20 °C 

geringe TOF zwischen 0,1 und 0,3 h-1 (TON = 8-24 nach 3 d) erhalten. Die ermittelten Enantio-

merenüberschüsse liegen dabei in einem ähnlichen Bereich wie die der Ru-LYS-Komplexe. Dies 

liegt im Bereich einer literaturbekannten Carboanhydrase149. 

Zudem wurden acylierte Ti(OMe)4-LYS als Katalysatoren für die asymmetrische Epoxidierung 

von Styrol bei 20 °C für 3 d untersucht (Abb. 4.38, Tab. 4.27).  

Die ermittelten TOF liegen bei 0,2 bis 0,3 h-1 (TON = 14-22 nach 3 d) für Ti-LYS-PA und Ti-LYS-

EA. Für Ti-LYS-HA konnte dagegen keinerlei Umsatz des Styrols zum Epoxid detektiert werden. 

Besonders interessant ist hier, dass das artifizielle Metalloenzym, im Gegensatz zu den Ru- und 

Mn-Komplexen, zur bevorzugten Bildung des (S)-Enantiomers des resultierenden Epoxids 

führt. Dabei werden hohe Enantiomerenüberschüsse von 86 bzw. 90 % erreicht. Auch der Ti-

BSA-HA-Komplex katalysiert die Epoxidierung, mit ähnlich geringen Umsätzen und moderaten 
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75 % ee (vgl. auch Tab. 4.27, Abb. 4.39). Ein möglicher Grund für die unterschiedlichen Selekti-

vitäten bei Verwendung verschiedener Metallspezies liegt in den unterschiedlichen Mecha-

nismen der Epoxidbildung. So ist literaturbekannt, dass Titanate häufig Metallacyclo-

Intermediate bilden während die Epoxidbildung bei Ru-basierten Katalysatoren eher über eine 

elektrophile Oxidation erfolgt236-237. 

Ebenso kann das verwendete TBHP eine Rolle dabei spielen, da der sich intermediär bildende 

Ti-Komplex so einen zusätzlichen tert-Butyl-Liganden trägt, welcher durch seinen sterischen 

Einfluss sowohl die Reaktionsgeschwindigkeit senken als auch die Enantioselektivität der Um-

setzung beeinflussen kann.  

 

 

 

Abb. 4.38: Auftragung der TOF (oben) sowie des ee (unten) der asymmetrischen Epoxidierung 

von Styrol mittels vollständig acylierter Metall-LYS-Komplexe (pH 7) mit einem MPV 

von 1 bei 20 °C. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL Lysozym-Konjugat, 

0,06 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Styrol für 3 d in DCM 

durchgeführt. Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 
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Aufgrund der Ergebnisse der vorherigen Untersuchungen mit Osmat-Laccase-PMOx (Kapitel 

4.1.3), wo die besten Enantioselektivitäten bei einem MPV von 1 erzielt wurden, wurden zu-

nächst auch hier das Protein und die Metallspezies in einem molaren Verhältnis von 1:1 einge-

setzt. Um zu ermitteln ob die mittels Acylierung und anschließender Metallkomplexierung 

generierten artifiziellen Metall-LYS und Metall-BSA mehr als eine selektive Metallbindungsstel-

le besitzen, wurden Reaktionen mit unterschiedlichen MPV durchgeführt (Tab. 4.27). 

 

Tab. 4.27: ee ((R) unter Verwendung von RuCl3, (S) bei TiOMe4), TON, TOF und Ausbeuten der 

asymmetrischen Epoxidierung von Styrol mittels vollständig acylierter Metall-

Protein-Komplexe (pH 7) bei RT °C für 3 d für Metall-LYS-EA und bei 40 °C für 1 d für 

Metall-BSA-HA. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL Protein-Konjugat, 0,06-0,24 

µmol/mL Metallspezies, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Styrol in DCM durch-

geführt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die TOF ist defi-

niert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 

AME Metallspezies MPV T [°C] ee [%] TON TOF [h
-1

] Ausbeute [%] 

LYS-EA RuCl3 1 RT 63 749 10 22 

LYS-EA RuCl3 2 RT 55 1121 16 34 

LYS-EA RuCl3 3 RT 35 2174 30 65 

LYS-EA Ti(OMe)4 1 RT 90 22 0.3 1 

LYS-EA Ti(OMe)4 2 RT 80 70 1 2 

LYS-EA Ti(OMe)4 3 RT 6 173 2 5 

BSA-HA RuCl3 1 40 80 835 34 25 

BSA-HA RuCl3 2 40 90 1812 75 54 

BSA-HA RuCl3 3 40 82 2613 109 78 

BSA-HA RuCl3 4 40 44 2936 122 88 

BSA-HA Ti(OMe)4 1 40 66 22 1 1 

BSA-HA Ti(OMe)4 2 40 74 49 2 2 

BSA-HA Ti(OMe)4 3 40 64 82 3 3 

BSA-HA Ti(OMe)4 4 40 40 111 5 4 
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Zunächst wurde hierzu RuCl3 in verschiedenen molaren Verhältnissen zu LYS-AA-Konjugaten 

gegeben und die Epoxidierung von Styrol bei 20 °C für 3 d durchgeführt (Abb. 4.39, oben). Es 

zeigt sich, dass ein MPV von 2 die Aktivität des künstlichen Metalloenzymes annähernd ver-

doppelt (von TOF = 10 h-1 zu TOF = 16 h-1) bei nur geringfügigem Verlust der Enantioselektivität 

von 65 % ee zu 56 % ee. Wird das MPV auf 3 erhöht, steigt der Styrolumsatz erneut an, jedoch 

werden nur noch 35 % ee erhalten. Daraus lässt sich schließen, dass das LYS-AA zwei Bindungs-

stellen für das Ru besitzt, welche beide zu einer enantioselektiven Epoxidbildung mit Favorisie-

rung des (R)-Enantiomers führen. Ebenso gibt es eine dritte Metallbindungsstelle, welche je-

doch nicht dirigierend im Hinblick auf die Enantioselektivität der Reaktion wirkt.  

 

 

Abb. 4.39: Auftragung der TON bzw. des ee ((R) unter Verwendung von RuCl3, (S) bei TiOMe4) 

gegen das MPV der asymmetrischen Epoxidierung von Styrol mittels vollständig 

acylierter Ru- sowie Ti-LYS-Komplexe (pH 7) mit verschiedenen MPV bei 20 °C für 3 

d. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL Lysozym-Konjugat, 0,06-0,18 µmol/mL 

Metallspezies, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Styrol in DCM durchgeführt. 

Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein.  
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Dieselbe Untersuchung wurde ebenfalls mit BSA-HA bei 40 °C für 24 h durchgeführt (Abb. 4.40, 

oben). Wie zu sehen ist, scheint das BSA-HA sogar drei selektive Bindungsstellen für Ru zu be-

sitzen. Dieser Ru3-BSA-HA-Komplex ist der aktivste und immer noch hoch enantioselektiv diri-

gierende Katalysator zur Epoxidierung von Styrol, welcher im Zuge dieser Untersuchungen 

generiert werden konnte. 

 

 

Abb. 4.40:  Auftragung der TON bzw. des ee ((R) unter Verwendung von RuCl3, (S) bei TiO-

Me4)gegen das MPV der asymmetrisch en Epoxidierung von Styrol mittels vollstän-

dig acylierter Ru- sowie Ti-BSA-Komplexe (pH 7) mit verschiedenen MPV bei 40 °C 

für 1 d. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL BSA-Konjugat, 0,06-0,24 µmol/mL 

Metallspezies, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Styrol in DCM durchgeführt. 

Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein.  

 

Mit nur 0,18 µmol/mL Ruthenium(III)-chlorid und 0,06 µmol/mL BSA-Konjugat konnten Styro-

loxid-Ausbeuten von 78 % (TON = 2613, TOF = 109 h-1) nach 24 h Reaktionszeit erreicht wer-

den. Zudem ist der Enantiomerenüberschuss mit 82 % ee für das (R)-Enantiomer hier immer 

noch bemerkenswert hoch. Außerdem zeigen 1H-NMR-spektroskopische Untersuchungen (vgl. 
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Abb. 4.41), dass der Anteil an gebildetem Aldehyd, bei dem es sich mit hoher Wahrscheinlich-

keit um Benzaldehyd handelt, als Nebenprodukt bei dieser Reaktion bei lediglich etwa 1 % liegt 

und der generelle mögliche Anteil an Nebenprodukten (z.B. durch Öffnung des Epoxids entste-

hender Benzylalkohol) bei maximal ca. 10 %.  

 

 

Abb. 4.41: 
1
H-NMR-Spektrum der asymmetrischen Epoxidierung von Styrol mittels vollständig 

acylierter Ru-BSA-HA (pH 7) mit einem MPV von 3 bei 40 °C für 1 d. Die Reaktion 

wurde mit 0,06 µmol/mL BSA-Konjugat, 0,18 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP 

und 200 µmol/mL Styrol in DCM durchgeführt. Das Spektrum wurde bei 400 MHz in 

CDCl3 aufgenommen und die chemische Verschiebung auf das TMS-Signal referen-

ziert. 

 

Dieses System kann durchaus mit einem kürzlich berichteten Ru-Aqua-Komplex, welcher auf 

Silica-Partikeln immobilisiert wurde, konkurrieren. Unter Verwendung von diesem wurde eine 

Styroloxid-Ausbeute von 92 % und ein ee von 79 % nach 6 h bei 25 °C und einer Katalysator-

menge von 1 mol% Ruthenium gefunden. 228 Eine Erhöhung des MPV (Ru zu BSA-HA) auf 4 

führt sogar zu einer Ausbeute von 88 % jedoch beträgt der Enantiomerenüberschuss hier nur 

noch 44 %. 

Ein ähnliches Bild wurde für den Ti-LYS-EA-Komplex gefunden (Abb. 4.39, unten). Dies legt die 

Vermutung nahe, dass das Titanat an denselben Stellen im Enzym bindet wie die Ruthenium-
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verbindung. Der einzige Unterschied liegt darin, dass die dritte Bindungsstelle in diesem Fall 

einen größeren Verlust der Enantioselektivität verursacht als zuvor bei Ru3-LYS-EA beobachtet 

wurde. Alles in allem sind die Ti-basierten artifiziellen Metalloenzyme selektiver, jedoch bei 

weitem weniger aktiv als die Ru-basierten Systeme. Trotz dieses Unterschiedes scheinen sich 

die Bindungsstellen in beiden acylierten Proteinen (LYS und BSA) zu gleichen (vgl. Abb. 4.39, 

Abb. 4.40). 

Um mögliche Bindungsstellen für Metalle innerhalb der Proteine zu identifizieren, wurde die 

Proteinstruktur näher betrachtet. Wie bereits erwähnt führte die Epoxidierung mit unmodifi-

ziertem Ru-Protein zu niedrigen Enantiomerenüberschüssen. Eine Blockierung dieser Gruppen 

führt erwartungsgemäß zu einer Steigerung der Enantioselektivität der Reaktion. Dies legt 

nahe, dass –wie bereits vermutet- die leicht zugänglichen primären Aminogruppen (Lysin) auf 

der Oberseite des Makromoleküls tatsächlich mögliche Metallbindungszentren darstellen. Als 

weitere mögliche Koordinationsstellen werden die sekundären Aminoseitengruppen von Tryp-

tophan (Trp) und Histidin (His) sowie die Tyrosin-Reste in Betracht gezogen. Zudem wird ange-

nommen, dass mögliche chirale Bereiche innerhalb des Proteins besonders innerhalb geordne-

ter Bereiche der Proteinfaltung, wie z.B. Helices, auftreten. Lysozym besitzt insgesamt 3 Tyro-

sine, 6 Tryptophane und ein einziges Histidin238. Aufgrund der hohen erreichten ee-Werte und 

der daraus resultierenden Notwendigkeit einer stabilen Metallbindung in einer chiralen Um-

gebung ist es eine naheliegende Vermutung, dass der gebildete Metall-Protein-Komplex, wel-

cher zu einer selektiven Produktbildung führt, mindestens zweizähnig sein wird. Für ein sol-

ches Bindungsszenario können in Lysozym drei Bindungszentren identifiziert werden (Abb. 

4.42). Zwei davon (via Trp28, Tyr23 und Trp 108, Trp 111) sind nahe bzw. in einer helicalen 

Struktur des Enzyms lokalisiert. Die dritte dagegen (Trp 62, Trp 63) liegt innerhalb eines Rand-

om-Coils. 

BSA dagegen besitzt eine viel umfangreichere Struktur, welche 20 Tyrosine, 2 Tryptophane und 

17 Histidine und somit viel mehr mögliche Koordinationsstellen für Metallspezies bietet.239 

Unter der Annahme, dass zwei- oder mehrzähnige Komplexe gebildet werden, bieten sich hier 

ebenfalls mehrere Möglichkeiten, wie es exemplarisch in Abb. 4.43 dargestellt ist. 
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Abb. 4.42: Illustration möglicher Metallbindungsstellen in Lysozym. Die Kugeln zeigen die ver-

muteten Bindungsstellen. Tyr: Lila, Trp: Orange, His: Türkis.  

 

 

Abb. 4.43: Illustration möglicher Metallbindungsstellen in BSA. Die Kugeln zeigen die vermute-

ten Bindungsstellen. Trp: Gelb, His: Türkis. 
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Um das Reaktionsspektrum zu erweitern, wurden verschiedene Styrolderivate als Edukte für 

die Epoxidierung mittels Ru3-BSA-HA und Ru2-LYS-AA bei 40 °C bzw. 20 °C verwendet. Die Er-

gebnisse sind in Tab. 4.28 dargestellt. Die Reaktion kann mit 4-Chlorstyrol, 4-Methylstyrol und 

α-Methylstyrol mit signifikantem Umsatz durchgeführt werden. Inden und Allylphenylether 

werden, wie bereits bei der asymmetrischen Dihydroxylierung mit LYS- bzw. BSA-Komplexen 

beobachtet wurde, nicht umgesetzt. Hierbei wird 4-Chlorstyrol mit Ru3-BSA-HA in 42 %igem 

Umsatz und 78 % ee umgesetzt. Die Epoxidierung mit Ru2-LYS-EA als Katalysator führt zu einem 

sehr guten Enantiomerenüberschuss von 97 %, jedoch einer Produktausbeute von nur 10 %. 

4-Methylstyrol wird mit Ru3-BSA-HA zu 21 % umgesetzt, mit einem geringen ee von 32 %. Im 

Gegensatz dazu führt die Verwendung von Ru2-LYS-EA zu einem dramatischen Anstieg der 

Enantioselektivität auf 80 % ee, aber es wird nur ca. die Hälfte des Umsatzes erzielt. Wird 

α-Methylstyrol als Edukt verwendet, so werden 24 % des korrespondierenden Epoxids 

(91 % ee) mit Ru3-BSA-HA erhalten, wohingegen die Verwendung von Ru2-LYS-EA als Katalysa-

tor zu einer drastischen Abnahme beider Werte führt. Es kann gesagt werden, dass die Effekti-

vität des Katalysators stark von der Art des verwendeten artifiziellen Enzyms abhängt und 

ebenso von der Art des verwendeten Substrates. Auch wenn das Spektrum hier breiter ist als 

bei der asymmetrischen Dihydroxylierung mit Osmat-Protein-Komplexen, so bleibt doch eine 

Limitierung auf Strukturen, welche sehr ähnlich zu Styrol sind. 

Tab. 4.28: Vergleich von ee, TON, TOF und Ausbeute der asymmetrischen Epoxidierung mittels 

vollständig acylierter Ru-Protein-Komplexe (pH 7) mit einem MPV von 2 bei 20 °C 

für 3 d für Ru2-LYS-EA und einem MPV von 3 bei 40 °C für 1 d für Ru3-BSA-HA mit 

verschiedenen Alkenen. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL Lysozym-Konjugat, 

0,12 bzw.0,18 µmol/mL RuCl3, 220 µmol/mL TBHP und 200 µmol/mL Styrol in DCM 

durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol Produkt pro µmol Protein. Die TOF ist 

definiert als µmol Produkt pro µmol Protein pro h. 1H-Inden und Allylphenylether 

werden von beiden artifiziellen Enzymen nicht umgesetzt. 

Konjugat Alken ee [%] TON TOF [h
-1

] Ausbeute [%] 

BSA-HA 4-Chlorostyrol 79 1381 58 42 

BSA-HA 4-Methylstyrol 36 703 29 21 

BSA-HA α-Methylstyrol 91 789 33 24 

LYS-EA 4-Chlorostyrol 97 341 4,7 10 

LYS-EA 4-Methylstyrol 80 318 4,4 9 

LYS-EA α-Methylstyrol 67 28 0,4 0,8 
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Die im Rahmen dieser Studie synthetisierten artifiziellen Metalloenzyme sind hoch selektive 

und –aktive Epoxidierungskatalysatoren und übertreffen im Hinblick auf die Aktivität und 

Enantioselektivität partiell sogar literaturbekannte artifizielle Metalloenzyme für die Epoxidie-

rung. So führt z.B. die Verwendung einer Xylanase, welche mit einem Manganporphyrin-

Komplex ausgestattet wurde, als Katalysator zu einer Styroloxid-Ausbeute von 17 % mit einem 

Enantiomerenüberschuss von 8,5 % ((S)-Enantiomer) nach einer Stunde Reaktionszeit bei 

Raumtemperatur in einem Phosphatpuffer (50 mM, pH 7) 180. Zwei weitere Veröffentlichungen 

beschreiben die Epoxidierung verschiedener Styrolderivate mit H2O2 als Oxidationsmittel. Als 

artifizielle Metalloenzyme werden dabei Carboanhydrasen (Rind und Mensch) verwendet, bei 

denen das natürliche Zn2+–Ion durch eine Mangan-Spezies substituiert wurde. Dasjenige, wel-

ches von OKRASA und KAZLAUSKAS publiziert wurde, berichtet Umsätze zwischen 1 % (TON = 2.2 

nach 2 h) und 12 % (TON = 21 nach 16 h) sowie Enantiomerenüberschüsse zwischen 50 und 

66 %. Als Reaktionsmedium wurde BES-Puffer (0,1 M, pH 7,2) verwendet. 148 SOUMILLION et al. 

dagegen benutzten ein Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7)/DMF-Gemisch und erreichten Ausbeu-

ten zwischen 9 und 57 % mit 18-52 % ee über Nacht bei 4 °C. 149 Die Epoxidierung von Styrol 

mittels einer artifiziellen Mn-Chlorperoxidase aus Caldariomyces fumago in BES Puffer (0,1 M, 

pH 7,2) liefert 49 % ee für das (R)-Enantiomer von Styroloxid und eine Ausbeute von 40 % (TON 

1500) nach 5 Stunden Reaktionszeit. 148  

Im Vergleich mit nativen Enzymen, welche Epoxidierungsreaktionen katalysieren, zeigt sich, 

dass diese zwar häufig initial viel aktiver, aber dafür wesentlich weniger stabil sind als die hier 

generierten AMEs. So führt z.B. die Verwendung eines kombinierten StyA/StyB Systems aus 

Pseudomonas sp. zu sehr hohen spezifischen Aktivitäten für die Dihydroxylierung von Styrol 

von 95 min-1 (99 % ee (S) innerhalb der ersten 5 min (TON = 475)). HOLLMANN et al. erreichten 

eine Produktivität von maximal 6,4 mM/h mit 6,5 µM StyA nach 15 min, was einer TOF von ca. 

66 min-1 und einer TON von 663 nach 2 h entspricht mit mehr als 98 % ee (S) für Styroloxid. 

4.3.4 Kapitelzusammenfassung 

Die Konzeptidee der vorliegenden Studie in diesem Kapitel war es, Proteine durch Blockierung 

der primären Aminogruppen der Biomoleküle durch Acylierung, in hochselektive und –aktive 

AMEs zu konvertieren. Die zunächst ausgewählten, kommerziell günstig und in reiner Form 

erhältlichen Proteine Lysozym und Rinderserumalbumin wurden daher mit verschiedenen 

Carbonsäureanhydriden acyliert. Hierbei gelang es sowohl den Grad der Acylierung über einen 

weiten Bereich einstellen zu können als auch reproduzierbar vollständig acylierte Proteine zu 
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erhalten. Zudem konnten auch weitere Proteine, wie verschiedene Lipasen, erfolgreich modifi-

ziert werden, so dass gezeigt werden konnte, dass das Konzept auch auf weitere Enzyme über-

tragbar ist. 

Die so generierten modifizierten Proteine wurden mit verschiedenen katalytisch aktiven Me-

tallkomplexen inkubiert, um AMEs zu erhalten. Hierzu wurden der Dihydroxylierungs-

Katalysator K2O2(OH)4 sowie drei Katalysatoren, welche sich zur Epoxidierung von Alkenen 

eignen (Ti(OMe)4, Mn(Ac)2 und RuCl3) verwendet. Die AMEs wurden anschließend zur asym-

metrischen Dihydroxylierung bzw. Epoxidierung von, zunächst, Styrol in organischen Lösungs-

mitteln eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass obwohl in nahezu allen Fällen ein Umsatz 

zum gewünschten Produkt erzielt werden konnte, die möglichst vollständige Blockierung der 

primären Aminogruppen für eine hochselektive Produktbildung von großer Bedeutung ist. 

Diese Beobachtung stimmt mit der Erwartung überein, dass die Blockierung der primären 

Aminogruppen dazu führt, dass sich das Metall in einer chiralen Region des Proteins anlagert 

und dies somit zu einer selektiveren Produktbildung führt. Das zeigt, dass das zuvor erläuterte 

Konzept gültig ist und eröffnet eine große Chance, auf einfache Weise hochaktive und -

selektive AME als Katalysatoren aus natürlichen Quellen für unterschiedliche Reaktionen zu 

erhalten. 

Zudem hängen sowohl Aktivität als auch Selektivität stark von dem zur Proteinmodifikation 

gewählten Anhydrid für das jeweilige Protein ab.  

Des Weiteren sind die hier generierten AMEs durchaus konkurrenzfähig zu literaturbekannten 

katalytischen Systemen zur asymmetrischen Epoxidierung. So übertreffen die im Rahmen die-

ser Studie synthetisierten artifiziellen Metalloenzyme im Hinblick auf sowohl Aktivität und 

Enantioselektivität literaturbekannte artifizielle Metalloenzyme für die Epoxidierung. Weiter-

hin kann dieses System durchaus mit einem kürzlich publizierten Ru-Aqua-Komplex, welcher 

auf Silica-Partikeln immobilisiert wurde, konkurrieren. Im Vergleich mit nativen Enzymen, wel-

che Epoxidierungsreaktionen katalysieren, zeigt sich, dass diese zwar häufig initial viel aktiver, 

aber dafür wesentlich weniger stabil sind als die hier generierten AMEs (für einen detaillierten 

Literaturvergleich siehe Kapitel 4.3.3). 

Es ist außerdem besonders bemerkenswert, dass die verwendeten acylierten Proteine BSA und 

LYS wahrscheinlich mehr als eine Bindungsstelle besitzen. So scheint BSA drei selektive Bin-

dungsstellen für die Metallspezies zu besitzen und mindestens eine weitere, die anscheinend 

das andere Enantiomer begünstigt. LYS dagegen könnte zwei solcher selektiv dirigierender 

Metallbindungszentren besitzen sowie mindestens ein drittes nicht-selektives. Dies zeigt, dass 
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Proteine sehr reich an verschiedenen chiralen Bindungszentren sind und unterstreicht das 

große Potential solcher Systeme bei der Entwicklung neuer asymmetrischer Katalysatoren. 
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5 Zusammenfassung 

5.1 Asymmetrische Katalyse mittels Metall-Protein-PMOx-

Konjugaten 

Es wurde die Dihydroxylierung von Styrol unter Verwendung von Os-Laccase-PMOx als AME im 

Detail untersucht, um günstige Reaktionsbedingungen für diese Umsetzung zu ermitteln. Hier-

bei konnte ein homogenes Reaktionsgemisch durch den Wechsel des Kooxidationsmittels 

K3[Fe(CN)6] zu TBHP erreicht werden. Dies führte zu einem 12-fachen Anstieg der Reaktionsra-

te (von TONOs = 42 auf 501). Zudem konnten bei der Umsetzung von Styrol zu 1-Phenyl-1,2-

ethandiol sehr hohe Enantiomerenüberschüsse von bis zu 99,4 % ee (R) des Reaktionsproduk-

tes erhalten werden. Diese übersteigen diejenigen der klassischer Katalysatorsysteme nach 

SHARPLESS (97 % ee) 186, 216und sind zudem vergleichbar mit den in vorhergehenden Untersu-

chungen unter Verwendung von Os-Laccase-PMOx als AME erreichten Enantioselektivitäten17, 

184-185. Untersuchungen hinsichtlich der Eignung verschiedener Lösungsmittel als Reaktionsme-

dium für diese asymmetrische Dihydroxylierung von Styrol zeigen, dass, betrachtet man die 

Parameter TON, TOF sowie ee gleichermaßen, Chloroform am besten für Reaktion mit diesem 

AME geeignet ist (Abb. 5.1).  

 

Abb. 5.1: TON und ee der Dihydroxylierung von Styrol mit Osmat-Laccase-PMOx (MPV = 1) in 

verschiedenen Lösungsmitteln. Die Reaktion wurde mit 0,013 µmol/mL Laccase-

PMOx, 0,013 µmol/mL K2OsO2(OH)4, 110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL gesättigter me-

thanolischer KOH und 100 µmol/mL Styrol bei 0 °C für 7 d durchgeführt. Die TONOs 

ist definiert als µmol Produkt pro µmol Osmat.  
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Da zudem vermutet wurde, dass das Osmat bei einem bestimmten MPV nur noch an die aktive 

Tasche des Enzyms via Metallaustausch bindet, da diese früheren Experimenten zu urteilen die 

größte Komplexbildungskonstante haben sollte, wurde die Auswirkungen der Verwendung 

verschiedener MPV zwischen 0,5 und 2 auf die asymmetrische Dihydroxylierung mit Os-

Laccase-PMOx näher betrachtet. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der stöchiometrisch 

gegenüber dem Enzym eingesetzte Metallkomplex tatsächlich die besten Ergebnisse unter 

Betrachtung der Parameter TON und ee liefert. Ein höheres MPV von 2 dagegen führt zwar zu 

einer weiteren Steigerung der TON, jedoch einhergehend mit einem drastischen Verlust der 

enantioselektiven Steuerung. Somit stützen die erhaltenen Ergebnisse das Konzept eines Me-

tall-Metall-Austausches klar. 

Eine Erhöhung Reaktionstemperatur von 0 °C über 4 °C auf 22 °C führt zu einem Anstieg der 

Reaktionsgeschwindigkeit, jedoch auch zu einem starken Verlust der Enantioselektivität der 

Umsetzung. Die enantioselektive Steuerung der Reaktion ist daher stark temperaturabhängig.  

Wird die Kinetik der Reaktion näher betrachtet, so zeigt sich, dass bei 22 °C bereits nach 3 d 

keine Produktbildung mehr zu beobachten ist, wobei bei 0 °C der Reaktionsverlauf selbst nach 

7 d noch linear ist. Anscheinend kommt es hierbei zu einem temperaturabhängigen Reaktivi-

tätsverlust des Osmat-Laccase-Komplexes. Dies lässt die Vermutung zu, dass sich das artifizielle 

aktive Zentrum des Enzyms im Laufe der Reaktionszeit verändert, wahrscheinlich durch das 

Kooxidationsmittel oder das Kaliumosmat selbst.  

Zudem zeigen weitere Untersuchungen, dass auch die Affinität des Substrates Styrol zum akti-

ven Zentrum temperaturabhängig ist, wobei die Faltung des aktiven Zentrums eine mögliche 

Ursache für diese Beobachtung darstellt. Dies kann auch einen Teil zu den erzielten hohen 

Selektivitäten bei niedrigen Temperaturen beitragen.  

Die Dihydroxylierung von Styrol lässt sich außerdem auch mit weiteren Metallspezies, insbe-

sondere Kaliumpermanganat und Eisenchlorid, erfolgreich katalysieren (Tab. 5.1). Diese artifi-

ziellen Metalloenzyme sind jedoch sowohl im Hinblick auf die Aktivität als auch die enantiose-

lektive Steuerung dem Osmat-basierten System eindeutig unterlegen. Trotzdem ist die hier mit 

Hilfe von Fe-Laccase-PMOx als Katalysator erzielte turnover number mehr als doppelt so hoch 

als die mittels eines literaturbekannten Fe-basierten Katalysatorsystems (TON 9,4 für [Fe(II)(4-

MeO-C6H4-DPAH)2](OTf)2 als Katalysator, keine Untersuchungen zum Enantiomerenüber-

schuss213) erreichte. 
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Tab. 5.1: Vergleich des ee, der TON, TOF und Ausbeute der asymmetrischen Dihydroxylierung 

mittels Metall-Laccase-PMOx mit einem MPV von 1 mit verschiedenen Metallspe-

zies bei 0 °C für 7 d. Die Reaktion wurde mit 0,013 µmol/mL Laccase-Konjugat, 

0,013 µmol/mL Metallspezies, 110 µmol/mL TBHP, 10 µL/mL ges. methanolischer 

KOH und 100 µmol/mL Styrol in Chloroform durchgeführt. Die TON ist definiert als 

µmol Produkt pro µmol Protein. Die TOF ist definiert als µmol Produkt pro µmol 

Protein pro h.  

Metallspezies TON
 

TOF [h
-1

] Ausbeute [%] ee [%] 

K2OsO2(OH)4 501 2,98 6,6 99,4 R 

KMnO4 51 0,30 0,6 25,6 R 

FeCl2 20 0,07 0,2 11,0 R 

 

Zudem konnten auch einige weitere Styrolderivate inklusive derer welche durch Osmat-

Laccase-PMOx nicht in das korrespondierende Diol überführt werden konnten, unter Verwen-

dung von unterschiedlichen AMEs mit TBHP als Kooxidationsmittel erfolgreich umgesetzt wer-

den. Dabei hängen Umsatz sowie Selektivität der Reaktion stark sowohl vom verwendeten 

AME als auch Lösungsmittelsystem ab. Allerdings sind die erhaltenen Enantiomerenüberschüs-

se mit maximal 35 % ee als durchaus gering zu betrachten. Die erzielten turnover numbers 

können mit maximal 470 jedoch in einigen Fällen mit denen der auf Osmat-Laccase-PMOx auf-

bauenden Systeme (TON = 501 für Styrol, MPV = 1) konkurrieren. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch die Optimierung der Reaktionsparameter ein 

bis zu 48-facher Anstieg der turnover frequency der asymmetrischen Dihydroxylierung von 

Styrol zu 1-Phenyl-1,2-Ethandiol mittels Os-Laccase-PMOx als Katalysator im Vergleich zum 

K3[Fe(CN)6]-basierten Kooxidationsmittelsystem184 erzielt werden konnte. Des Weiteren liefert 

dieses AME sehr hohe Enantioselektivitäten mit mehr als 99,4 % ee (R), was dem Detektions-

maximum der verwendeten HPLC-Analytik entspricht. 

Somit ist es erfolgreich gelungen hochselektive und -aktive AMEs für die asymmetrische Dihyd-

roxylierung in organischen Lösungsmitteln zu generieren. 
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5.2 Tandemkatalyse 

Organolösliche PEKs eignen sich prinzipiell als Katalysatoren für Tandemkatalysen (siehe 

Kap. 2.3.2). Als Zielreaktion wurde in dieser Arbeit eine tandemkatalytische Dihydroxylie-

rung/Veresterung mittels Lipasen gewählt. Für die Tandemkatalyse wurden zunächst immobili-

sierte CaLB verwendet, welche anschließend wie in Kapitel 4.1.1 dargestellt mit Osmat beladen 

wurde. Das Ziel bei dieser Vorgehensweise ist es, dass zunächst mittels der artifiziellen Aktivi-

tät von Os-Lipase-PMOx durch die asymmetrische Dihydroxylierung von Styrol in situ 1-Phenyl-

1,2-ethandiol generiert wird, welches im zweiten, nachgelagerten Reaktionsschritt mittels der 

nativen katalytischen Aktivität der Lipase direkt mit einer Carbonsäure verestert wird (Abb. 

5.2). 

 

 

Abb. 5.2: Reaktionsschema der tandemkatalytischen Dihydroxylierung/Veresterung mit Os-

Lipase-PMOx ausgehend von Styrol. 

 

Hierbei konnte eine tandemkatalytische Dihydroxylierung/Veresterung sowohl mittels immobi-

lisierter Os-CaLB als auch mit Hilfe von Os-Lipase-PMOx-Konjugaten erfolgreich durchgeführt 

werden. 

Untersuchungen mit immobilisierter Os-CaLB als Katalysator kommen zu dem Schluss, dass 

eine hohe regioselektive Steuerung von bis zu 90 % für den prim. Laurinsäurester, jedoch mit 

einem ee von nur 36 %, erreicht werden kann. Zudem konnte die Tandemkatalyse auch mit 

Hexan- bzw. Oktansäure als Substrat erfolgreich durchgeführt werden. Wird die Enantioselek-

tivität der Reaktion betrachtet, so zeigt sich, dass generell die höchsten Enantioselektivitäten 
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bei der Bildung des Diesters mit bis zu 89 % ee erreicht werden. Dieser stellt jedoch in allen 

Fällen nicht den größten Teil des Produktestergemisches.  

Wird die Veresterungsreaktion mit der Tandemkatalyse verglichen, so zeigen sich deutliche 

Unterschiede von sowohl Regio- als auch Enantioselektivität. Daher können die Ergebnisse der 

Einzelreaktionen nicht direkt auf die tandemkatalytische Umsetzung übertragen werden, was 

die Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen stark erschwert.  

Zudem führt der erste Reaktionsschritt, die Dihydroxylierungsreaktion, generell nur zu relativ 

geringen Umsätzen von maximal ca. 14 % von Styrol zu 1-Phenyl-1,2-Ethandiol, was den Ge-

samtumsatz der Tandemkatalyse stark limitiert. 

Wird lediglich die Dihydroxylierung von Styrol mit Os-CaLB-PMOx mit einem MPV von 1 bei 

0 °C für 7 d durchgeführt so zeigt sich, dass die verwendeten Lipasen diese Reaktion mit einem 

geringeren ee von maximal 20 % (S) bei einer TON von nur 85 (Ausbeute 1,1 %) katalysieren. 

Daher wurde die Reaktionstemperatur auf RT (3 d, gemäß 4.1.3.1) angehoben, was zwar zu 

einem vollständigen Verlust der Enantioselektivität, jedoch zu einer bis zu 5-fachen Erhöhung 

der turnover number führte.  

Bei der Veresterungsreaktion von rac. 1-Phenyl-1,2-ethandiol mit Laurinsäure mittels Osmat-

freier CaLB-PEKs kann unter ansonsten identischen Bedingungen ein 40 %-iger Eduktumsatz 

erzielt werden, was bedeutet, dass sowohl das Diol als auch die Carbonsäure vom Enzym als 

Substrat akzeptiert wird. 

Diese Untersuchungen zeigen auch, dass die Dihydroxylierungsreaktion mit hoher Wahrschein-

lichkeit den limitierenden Schritt für die Ausbeute der Gesamtreaktion darstellt. 

Hinsichtlich der Tandemkatalyse zeigt sich, dass bei allen verwendeten Systemen ein Umsatz 

von Styrol zu den korrespondierenden Estern erfolgte. Weiterführende Untersuchungen legen 

nahe, dass es sich dabei um eine Auto-Tandemkatalyse handelt. Der Anteil des in situ gebilde-

ten Zwischenproduktes 1-Phenyl-1,2-ethandiol im Produktgemisch beträgt dabei in allen Fällen 

weniger als 5 %. 

Es wurde für Os-CaLB-PMOx ausgehend von Styrol im besten Fall eine Regioselektivität der 

korrespondierenden Ester von 4:76:20 (Diester:primärer Ester:sekundärer Ester) erreicht. Die 

maximal ermittelte Enantioselektivität beträgt sehr gute 97 % ee, jedoch zugunsten des Dies-

ters, welcher mit 4 % bei weitem nicht den höchsten Anteil am Produktestergemisch darstellt. 
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Die erhaltenen Ergebnisse unterstreichen insgesamt das große Potential enzymbasierter tan-

demkatalytischer Systeme im Bereich der Katalyse in organischen Medien. Jedoch ist es nicht 

gelungen, die selektive Bildung nur eines der möglichen Produktisomere in Verbindung mit 

einer guten Regio- und Enantioselektivität zu erreichen. Liegt der Fokus auf beiden dieser 

Punkte, so ist eine aufwendige Enantiomeren- und Racemattrennung hier dennoch nötig. 

5.3 Asymmetrische Katalyse mittels Metall-Protein-Acyl-

Konjugaten 

Das Ziel war es, Proteine und Enzyme über eine gezielte Acylierung der primären Aminogrup-

pen dieser Biomoleküle und somit deren Blockierung als potenzielle Metallbindungsstellen, in 

hochselektive und -aktive AMEs zu konvertieren (Abb. 5.3).  

 

 

Abb. 5.3: Schematische Darstellung der Strategie zur Generierung selektiver artifizieller Me-

talloenzyme durch die Blockierung der primären Aminogruppen des Proteins. 

 

Hierzu wurden zunächst die kommerziell günstig und in reiner Form erhältlichen Proteine 

Lysozym und Rinderserumalbumin mit unterschiedlichen Carbonsäuren acyliert. Es zeigte sich, 

dass der Grad der Acylierung über einen weiten Bereich durch Variation des molaren Verhält-

nisses der Anhydride zu den Aminogruppen direkt einstellbar ist (Abb. 5.4). Zudem können 

reproduzierbar vollständig acylierte Proteine erhalten werden. Des Weiteren ist dieses Kon-

zept auch auf weitere Proteine, wie z.B. verschiedene Lipasen, übertragbar.  

C C
TBHP,
Lösungsmittel

+
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Abb. 5.4: Auftragung des Funktionalisierungsgrades von Lysozym gegen die verwendeten mo-

laren Überschüsse des Anhydrids pro freier primärer Aminogruppe des Enzyms. EA: 

Essigsäureanhydrid, PA: Propansäureanhydrid, HA: Hexansäureanhydrid. 

 

Die so erhaltenen modifizierten Proteine wurden im Folgenden mit verschiedenen katalytisch 

aktiven Metallkomplexen im organischen Medium inkubiert, um AMEs zu generieren. Hierzu 

wurden der Dihydroxylierungs-Katalysator K2Os2(OH)4 sowie drei Katalysatoren, welche sich 

zur Epoxidierung von Alkenen eignen (Ti(OMe)4, Mn(Ac)2 und RuCl3) verwendet. Die so erhal-

tenen AMEs wurden anschließend in verschiedenen organischen Lösungsmitteln als Katalysa-

toren zur asymmetrischen Dihydroxylierung bzw. Epoxidierung von Styrol eingesetzt. Hierbei 

stellte sich heraus, dass in nahezu allen Fällen ein Umsatz zum gewünschten Produkt erzielt 

werden konnte und somit mittels dieser Methode erfolgreich AMEs für den Einsatz in organi-

schen Solventien generiert werden können. Die möglichst vollständige Blockierung der pri-

mären Aminogruppen ist für eine hochselektive Produktbildung jedoch von großer Bedeutung. 

Dies steht in großer Übereinstimmung mit der Erwartung, dass die Blockierung der primären 

Aminogruppen dazu führt, dass sich das Metall in einer chiralen Region des Proteins anlagert, 

was folglich zu einer selektiveren Produktbildung führt. Das zeigt, dass das eingangs erwähnte 

Konzept Gültigkeit besitzt und eröffnet die Möglichkeit auf einfache Weise hochaktive 

und -selektive AME aus natürlichen Quellen als Katalysatoren für unterschiedliche Reaktionen 

in rein organischen Lösungsmittelsystemen herstellen zu können. 

Zudem hängen sowohl Aktivität als auch Selektivität des Katalysators stark von dem zur Pro-

teinmodifikation gewählten Anhydrid für das jeweilige Protein ab. Des Weiteren zeigten die 

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100Fu
n

kt
io

n
al

is
ie

ru
n

gs
gr

ad
 [

%
]

n(Anhydrid)/n(prim. Amingruppen)

LYS-EA LYS-PA LYS-HA



122 Zusammenfassung 
 

 

  
 

AMEs eine Produktselektivität hinsichtlich Katalysatoraktivität und enantioselektiver Steue-

rung für verschiedene Styrolderivate.  

Die für die asymmetrische Epoxidierung verwendeten AMEs übertreffen im Hinblick auf so-

wohl Aktivität und Enantioselektivität andere artifizielle Metalloenzyme für diese Reaktion. 

Des Weiteren liefert dieses System Ergebnisse, welche mit einem kürzlich berichteten Ru-

Aqua-Komplex, der auf Silica-Partikeln immobilisiert wurde konkurrieren können. Im Vergleich 

mit nativen Enzymen, welche Epoxidierungsreaktionen katalysieren, zeigt sich, dass letztere 

zwar häufig initial wesentlich aktiver, aber dafür deutlich weniger stabil sind als die hier gene-

rierten AMEs (für einen detaillierten Literaturvergleich siehe Kapitel 4.3.3). 

Es ist zudem insbesondere bemerkenswert, dass die acylierten Proteine BSA und LYS mit hoher 

Wahrscheinlichkeit mehr als nur eine selektive Metallbindungsstelle besitzen (Abb. 5.5). BSA 

scheint somit drei selektiv dirigierende Bindungszentren für die katalytisch aktiven Metallspe-

zies der Epoxidierungsreaktion zu besitzen und mindestens ein viertes, welches anscheinend 

die Bildung des anderen Enantiomers begünstigt. Dagegen besitzt LYS zwei solcher selektiver 

Bindungsstellen sowie mindestens eine zusätzliche, welche nicht selektiv dirigierend wirkt. 
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Abb. 5.5: Auftragung der TON bzw. des ee ((R) unter Verwendung von RuCl3, (S) bei TiOMe4) 

gegen das MPV der asymmetrischen Epoxidierung von Styrol mittels vollständig 

acylierter Metall-Protein-Komplexe (pH 7) mit verschiedenen MPV bei 20 °C für 3 d 

für LYS-EA und bei 40 °C für 1 d für BSA-HA. Die Reaktion wurde mit 0,06 µmol/mL 

Protein-Konjugat, 0,06-0,24 µmol/mL Metallspezies, 220 µmol/mL TBHP und 

200 µmol/mL Styrol in DCM durchgeführt. Die TON ist definiert als µmol Produkt 

pro µmol Protein.  

 

Dies zeigt, dass Proteine sehr reich an unterschiedlichen chiralen Bereichen sind, die sich zur 

Komplexierung mit verschiedenen katalytisch aktiven Metallspezies eignen und unterstreicht 

nochmals das große Potential solcher Systeme bei der Entwicklung neuer asymmetrischer Ka-

talysatoren. 
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6 Experimenteller Teil 

6.1 Chemikalien und Geräte 

6.1.1 Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller Modell 

Feinwaage Mettler-Toledo XS105 

Gefriertrocknung Christ Alpha 1-2 LD plus 

Gelpermeationschromatographiesystem Viscotek GPCMax 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographiesystem Hitachi LaChromElite 

Hochvakuumpumpe Vacuubrand RZ6 

Karl-Fischer-Titrator Schott TitroLine KF 

Kryostat Lauda Eco RE 1050 

Lichtstreuung Malvern Zetasizer nano S 

pH-Meter Greisinger electronic GMH 3530 

Pipetten Eppendorf Research, Reference 

Rotationsverdampfer Heidolph Instruments Laborota 4001 efficient 

Synthesemikrowelle CEM Discover 

Taumelschüttler Heidolph Instruments Polymax 1040 

Thermoschüttler Eppendorf Thermomixer comfort 

Trockenschrank Heraeus Instruments T6030 

Ultraschallbad Bandelin RK 100H 

UV/vis-Photometer Analytik Jena Specord 210 

Zentrifuge Hermle Z300 
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6.1.2 Verwendete Chemikalien 

Tab. 6.1: Verwendete Chemikalien. 

Chemikalie CAS-Nr. Reinheit Hersteller 

(S)-1-Phenyl-1,2-ethandiol 25779-13-9 97 % ABCR 

(S)-Styroloxid 20780-54-5 97 % Sigma Aldrich 

1H-Inden 95-13-6 >90 % stab. Alfa Aesar 

1-Phenyl-1,2-ethandiol 93-56-1 ≥95 % Merck 

2-Methyl-2-oxazolin 1120-64-5 99 % Alfa Aesar 

2-Propanol 67-63-0 ≥99,8 % Sigma-Aldrich 

4-Chlorstyrol 1073-67-2 97 % Sigma Aldrich 

4-Methylstyrol 622-97-9 98 % stab. Alfa Aesar 

Aceton 67-64-1 technisch Merck 

Acetonitril 75-05-8 p.a. VWR 

Aluminiumoxid, basisch 1344-28-1  Merck 

Calciumhydrid 7798-78-8 Zur Synthese Merck 

CDCl3 865-49-6 99,8 atom-% D Armar Chemicals 

CHCl3 865-49-6  VWR 

Diethylether 60-29-7  VWR 

Dimethylformamid 68-12-2  VWR 

Dimethylsulfoxid 67-68-5 reinst AppliChem 

Dimethylsulfoxid-d6 2206-27-1 99,8 atom-% D Armar Chemicals 

Eisenchlorid-Tetrahydrat 13478-10-9  Sigma Aldrich 

Essigsäure 64-19-7 100 % Merck 

Essigsäureanhydrid 108-24-7 99 % Sigma Aldrich 

Ethanol 64-17-5 96 % VWR 

Ethylacetat 64-17-5 technisch VWR 

Ethylendiamin 107-15-3 Zur Synthese ABCR 

Ethylendiamintetraessigsäure 60-00-4 ≥ 99 % Roth 

Ethylendiamintetraessigsäure Dinatriumsalz 6381-92-6 ≥ 99% Roth 

Formaldehydlösung 50-00-0 37 % wässrig Merck 

Hexansäureanhydrid 2051-49-2 97 % Acros 

K2OsO4·2H2O 10022-66-9  Fisher Scientific 

K3[Fe(CN)6] 13746-66-2 >98 % Alfa Aesar 

Kaliumcarbonat 584-08-7 reinst VWR 

Kaliumhydroxid 1310-58-3 Zur Analyse VWR 
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Kaliumpermanganat 7722-64-7 Zur Analyse Merck 

KARL-FISCHER-Reagenz CombiCoulumat fritless   Merck 

Laurinsäure 143-07-7 ≥98 % Sigma-Aldrich 

Manganacetat 6156-78-1  Alfa Aesar 

Methanol 67-56-1 98 % AppliChem 

Molsieb 3 Å   Merck 

Molsieb 4 Å   Merck 

Natriumcarbonat 497-19-8 p.a. Merck 

Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 Zur Analyse Merck 

Natriumhydroxid 1310-73-2 99 % Roth 

Natriumthiosulfat 7772-98-7 wasserfrei Merck 

Natriumthiosulfat-Pentahydrat 10102-17-7 p.a. Acros 

n-Heptan 142-82-4 99 % VWR 

Phosphorpentoxid 1314-56-3 99 % Sigma-Aldrich 

Propionsäureanhydrid 123-62-6 99 % Acros 

p-Toluolsulfonsäurechlorid  98-59-9 97 % Fluka 

Pyridin 110-86-1 99,8 % Sigma-Aldrich 

Pyrommelitsäuredianhydrid 89-32-7 97 % Sigma-Aldrich 

Roti-Mark 10-150   Roth 

Roti-Nanoquant   Roth 

Rutheniumchlorid 14898-67-0 99,9 % ABCR 

Salzsäure 7647-01-0 37 % Merck 

SDS 151-21-3 99,5 % Roth 

Styrol 100-52-5 ≥ 99 % stab. Sigma-Aldrich 

Styroloxid 96-09-3  Sigma Aldrich 

TEMED 110-18-9 99 % Merck 

tert-Butanol 75-65-0 Zur Synthese Merck 

tert-Butylhydroperoxid 75-91-2 5,5 M in Decan Sigma-Aldrich 

Ti(OMe)4 992-92-7 95 % Alfa Aesar 

TNBS 2508-19-2  Sigma-Aldrich 

Toluol 108-88-3 ≥99,5 % VWR 

TRIS-Base 77-86-1 >99 % Roth 

TRIS-HCl 1185-53-1 >99 % Roth 

Wasserstoffperoxid 7722-84-1 30 % Merck 

α-Methylstyrol 98-83-9 99 % stab. Alfa Aesar 
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6.1.3 Verwendete Proteine 

Tab. 6.2: Verwendete Proteine 

Protein Organismus Hersteller Aktivität gemäß Hersteller 

Albumin Rinderserum Roth - 

Catalase Rinderleber Sigma-Aldrich 2000-5000 U/mg; 25 °C, pH 7; H2O2 

Laccase Trametes versicolor SigmaAldrich ≥0,5 U/mg; 25 °C, pH 5; Catechol 

Lipase Candida rugosa SigmaAldrich ≥700 U/mg; 37°C, pH 7,2; Triglycerid 

Lipase B Candida antarctica Sigma Aldrich Ca. 9 U/mg; 40 °C, pH 8; Tributyrin 

Lipase Rhizumucor miehei BioChemica 20000 U/g; pH 6,2 

Lysozym Hühnereiweiß Applichem ≥20000 U/mg 

Monooxygenase Bacillus megaterium -  

Peroxidase Meerrettich Merck 20000 U/Vial 

DERA Escherichia coli -  

Yqjm Bacillus subtilis -  

 

6.1.4 Gase und Flüssiggase 

Tab. 6.3: Gase und Flüssiggase 

Gas Reinheit Hersteller Verwendungszweck 

Argon 5.0, ≥99,999 % Messer Schutzgas zur Inertisierung 

Stickstoff ≥99,8 % Messer Schutzgas zur Inertisierung 

Stickstoff, flüssig 2.8, ≥99,8 % Linde Zur Kühlung 
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6.2 Synthese von Poly-2-alkyloxazolinen 

6.2.1 Darstellung des Initiators Benzyltosylat 

 

 

 
Die Synthese erfolgte nach einer Prozedur von KAZEMI et al.240. 

Hierzu wurden 5 g (36  mmol) Kaliumcarbonat mit 1,04  mL (10  mmol) Benzylalkohol und 

2,86  g (15  mmol) Tosylchlorid mit Hilfe eines Mörsers über 5  Minuten kräftig miteinander 

verrieben. Anschließend wurde 2,806  g (50  mmol) Kaliumhydroxid zugegeben und das Ge-

misch für weitere 2  Minuten gemörsert. Es wurden 50 mL Diethylether hinzugegeben und der 

Feststoff mittels eines Faltenfilters abfiltriert. Der feste Rückstand wurde verworfen und das 

Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. Zweimaliges Umkristallisieren aus 

n-Heptan bei -32 °C liefert das Produkt als weißen kristallinen Feststoff, welcher am Feinvaku-

um unter Eiskühlung getrocknet wurde. Die Charakterisierung erfolgte mittels 1H-NMR-

Spektroskopie (Kapitel 6.7.2). 

Ausbeute: 70-75 % 

1H-NMR (CDCl3, 500MHz):  = 7,74 – 7,85 (m, 2 H, -S-CAr-CH2,Ar-); 7,17 – 7,41 (m, 7 H, -O-CH2-

C6H5,Ar); 5,03 – 5,07 (s, 2 H, CH3-CAr-CH2,Ar-); 2,41 – 2,48 (s, 3 H, CH3-C6H4,Ar-) ppm. 

6.2.2 Trocknung von Chloroform 

Zunächst wurde das Chloroform bei etwa 350 mbar und 40 °C am Rotationsverdampfer mit ca. 

10 Vol % Vorlauf abdestilliert. Die Trocknung von Chloroform wurde anschließend mittels eines 

Rotationsverdampfers unter Argonatmosphäre durchgeführt. Hierzu wurde dieser zuerst durch 

das Verdampfen von Toluol und anschließend Ethylacetat von Wasserspuren befreit. Danach 

wurde das zuvor bereits abdestillierte CHCl3 etwa 30 min bei Raumtemperatur und 500 mbar 

am Rotationsverdampfer über zuvor bei 300 °C ausgeheiztem Aluminiumoxid gerührt. An-

schließend wurde es bei 40 °C und 350 mbar erneut abdestilliert. Der Auffangkolben wurde mit 

Parafilm versiegelt und das CHCl3 unter Argonatmosphäre durch Anlegen eines leichten Unter-
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drucks mittels einer Transferkanüle in einen Schlenkkolben transferiert, welcher zuvor mit bei 

300 °C ausgeheiztem Molsieb (4 Å) befüllt wurde. Die Lagerung des getrockneten Chloroforms 

(< 0,1 ppm H2O, gemessen per KARL-FISCHER-Titration) erfolgte in einem abgedichteten 

Schlenkkolben im Kühlschrank bei 4 °C. 

6.2.3 Destillation von 2-Methyl-2-oxazolin 

Die Destillationsapparatur wurde über Nacht in einem Trockenschrank bei 120 °C gelagert. 

Unmittelbar vor der Destillation wurde diese dreimalig unter Vakuum ausgeheizt und mit Ar-

gon gespült. Das 2-Methyl-2-oxazolin (MOx) wurde zunächst über CaH2 bei 40 °C und einem 

Druck von 40 mbar destilliert. Hierbei wurden ca. 10 Vol.-% Vorlauf genommen welcher ver-

worfen wurde. Anschließend wurde das Destillat erneut, jedoch ohne Zugabe von Calciumhyd-

rid, destilliert. Es wurde eine transparente Flüssigkeit erhalten, welche bei -32 °C gelagert wur-

de. 

1H-NMR (CDCl3, 500MHz):  = 4,13 – 4,17 (t, J=9.4 Hz, 2 H, -O-CH2-); 3,70 – 3,77 (t, J=9.4 Hz, 

2 H, -N-CH2-); 1,89 (s, 3 H, -CH3) ppm. 

6.2.4 Polymerisation von 2-Methyl-2-oxazolin 

 

 

 

Die kationische ringöffnende lebende Polymerisation von 2-Methyl-2-Oxazolin erfolgte in der 

Synthesemikrowelle nach einer literaturbekannten Prozedur123-124. 
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Aufgrund des lebenden Charakters der Polymerisation kann die gewünschte Kettenlänge 

(DPSet) der Poly-2-methyloxazoline (PMeOx) einfach über das Monomer-Initiator-Verhältnis 

eingestellt werden.  

 

Hierbei gilt: 

MonomerSet

Monomer

IKetten
MDP

m
nn


     (5) 

mit: n = Stoffmenge, m = Masse, M = molare Masse, DP = Polymerisationsgrad, I = Initiator 

Die benötigte Masse (m) des Initiators (I), hier Benzyltosylat, kann anschließend wie folgt aus 

der Molmasse (M) und der errechneten Stoffmenge (n) ermittelt werden: 

III nMm        (6) 

mit: m = Masse, M = molare Masse, n = Stoffmenge  

Die Molmasse des Initiators Benzyltosylat beträgt dabei 262,32 g/mol. 

Für eine gewünschte Kettenlänge von 30 Monomereinheiten (DPSet= 30) wurden die in Tab. 

6.4 dargestellten Mengen der Reagenzien verwendet. 

 

Tab. 6.4: Verwendete Reagenzienmengen für die Polymerisation. 

MMonomer [g/mol] ρ [g/cm
3
] VMonomer [mL] mI [mg] VChloroform [mL] 

85,11 1 5,0 513,6 20 

 

Unter Argonatmosphäre wurde zunächst das Monomer sowie anschließend das als Initator 

verwendete Benzyltosylat bei Raumtemperatur in trockenem Chloroform (4 mL/g Monomer) 

gelöst. Die Polymerisation erfolgte in der Mikrowelle. Es wurden folgende Einstellungen ver-

wendet (Tab. 6.5). 

 

Tab. 6.5: Einstellungen der Synthesemikrowelle. 

Temperatur [°C] Ramp Time [min] Hold [min] Power Max Stirring 

100 3 40 off low 
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Nach abgeschlossener Polymerisation wurde zur Terminierung 5 mL (42 eq. bezogen auf das 

Polymer) Ethylendiamin hinzugefügt und die Lösung bei 45 °C für 48 h unter Argonatmosphäre 

gerührt. 

Anschließend wurde das so erhaltene Polymer 3 mal aus Diethylether/Chloroform 

(200 mL/30 mL) umgefällt. Nach jedem Umfällschritt wurde der Rückstand abzentrifugiert 

(5 min, 6000 rpm) und der Überstand verworfen. Der Rückstand wurde danach erneut in 30 mL 

Chloroform gelöst und das Polymer erneut durch Zugabe der Lösung zu Diethylether ausge-

fällt. Nach abschließender Entfernung des Lösungsmittels und Lösen des zurückbleibenden 

Feststoffs in Methanol wurde 48 h gegen zuvor abdestilliertes Methanol dialysiert (ZelluTrans 

V-Serie von Roth, Ausschlussgröße 1000 Da) um Reste nicht umgesetzten Amins zu entfernen. 

Hierzu wurde der Dialyseschlauch vor dem Einfüllen der Polymerlösung auf Methanol konditi-

oniert. Dafür wurde die Membran zunächst in 50 mL Wasser vorgelegt und anschließend mit 

Hilfe eines Tropftrichters 50 mL Methanol unter Rühren langsam zugetropft. Dann wurde die 

Hälfte der so erhaltenen Lösung verworfen und erneut 50 mL Methanol zugetropft. Diese Pro-

zedur wurde 5 mal wiederholt. Nach der Dialyse wurde das Lösungsmittel entfernt und das 

nach Trocknung erhaltene weiße Pulver wurde mittels 1H-NMR Spektroskopie (Kapitel 6.7.2) 

sowie GPC (Kapitel 6.7.4) analysiert.  

Ausbeute (nach Dialyse): 50-86 %  

DPNMR = 30-35, DPGPC = 32-40, PDIGPC = 1,1-1,2 

1H NMR (DMSO-d6, 300MHz):  = 7,15 – 7,43 (m, 5 H, -CH2-C6H5,Ar ); 4,43 – 4,66 (m, 2 H, -CH2-

C6H5,Ar); 2,95 – 3,75 (m, n∙4 H, -N(CH2)2-); 2,53 – 2,76 (m, 6 H, -CH2-NH-CH2-CH2-NH2); 1,71 – 

2,15 (m, n∙3 H, -NCO-CH3) ppm. 

6.3 Funktionalisierung verschiedener Enzyme mit Poly-2-

Methyloxazolin 

6.3.1 Trocknung von Dimethylformamid 

Die Trocknung von Dimethylformamid (DMF) erfolgte mittels eines Rotationsverdampfers un-

ter Argonatmosphäre. Dazu wurde dieser zunächst durch Verdampfung von Toluol und an-

schließend Ethylacetat von Wasserspuren befreit. Das DMF wurde zunächst für 45 min bei 

Raumtemperatur und 800 mbar über Phosphorpentoxid stark gerührt und anschließend unter 
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vermindertem Druck abdestilliert (53 °C, 15 mbar). Das erhaltene DMF wurde über K2CO3 ge-

geben, welches zuvor bei 300 °C getrocknetes wurde, und anschließend erneut bei 53 °C und 

15 mbar abdestilliert. Die Lagerung des getrockneten DMF erfolgte über bei 300 °C ausgeheiz-

tem Molsieb (3 Å) in einem abgedichteten Schlenkkolben unter Argonatmosphäre bei 4 °C. 

6.3.2 Enzymfunktionalisierung mit Poly-2-Methyloxazolin 

 

 

 

Die Funktionalisierung von PMeOx mit verschiedenen Enzymen wurde nach einer Variante von 

KONIECZNY durchgeführt16-18. 

Pyromellitsäuredianhydrid (PADA) (0,8 eq bezogen auf die eingesetzte Polymermenge) wurde 

unter Argonatmosphäre in 5 mL trockenem DMF gelöst. Die Lösung wurde zu der entspre-

chenden Menge PMeOx (10-facher Überschuss bezogen auf die primären Amin-Gruppen des 

Enzyms) gegeben und 12 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde das Enzym in 

1 mL 0,5 mM Phosphatpuffer (pH 9,7) gelöst. Die Reaktionslösung mit dem Polymer wurde 

hinzugegeben und für 24 h bei 4 °C gerührt. Nach dieser Zeit wurde 72-96 h gegen bidestillier-

tes H2O dialysiert (ZelluTrans V-Serie von Roth, Ausschlussgröße 10000 Da) um überschüssiges 

Polymer sowie DMF zu entfernen. Diese Laccase-Konjugate wurden vor der Verwendung bei 

der Dihydroxylierung zunächst 24 h gegen eine 10 mM wässrige EDTA-Lösung dialysiert und 

zur Entfernung des EDTA weitere 48 h gegen bidestilliertes Wasser. Der Rückstand wurde an-

schließend mittels Gefriertrocknung getrocknet.  
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Eine Übersicht über die verwendeten Enzyme gibt Tab. 6.6. 

 

Tab. 6.6: Verwendete Enzyme, deren molare Massen, primäre Aminogruppen. 

Enzym 

 

Organismus 

 

Aminogruppen 

 

MEnzym 

[kDa] 

Albumin Bovine serum 61
225 

66,4
225 

Catalase Bovine liver 29
241

 59,8
241

 

Laccase Trametes versicolor 6
242 

53,3
243 

Lipase Candida rugosa 21
244 

57,1
244 

Lipase B Candida antarctica 10
245 

33,2
245 

Lipase Rhizomucor mihei 8
246 

39,4
247 

Lysozym Hühnereiweiß 7
223

 14,3
248

 

Monooxygenase Bacillus megatrium 71
249

 117,7
249

 

Peroxidase Meerrettich 7
250

 44
250

 

Yqjm Bacillus subtilis 20
251

 37,6
251

 

DERA Escherichia coli 20 27,7 
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6.4 Asymmetrische Katalyse mittels Metall-Protein-POx-

Konjugaten 

6.4.1 Dihydroxylierung von Alkenen mit Pyridin als Ligand und K3[FeCN]6 als 

Kooxidationsmittel 

 

 

 

Die Dihydroxylierungen von Alkenen wurden unter modifizierten Sharpless-Bedingungen186, 211, 

216, 252 durchgeführt. 

Hierzu wurde K2OsO2(OH)4 (0,74 mg, 0,002 mmol) eingewogen, in Wasser (5 mL) durch starkes 

Rühren gelöst und mit K3Fe(CN)6 (980 mg, 3 mmol) und K2CO3 (410 mg, 3 mmol) versetzt. Zu 

der Lösung wurde tert-Butanol (5 mL), Pyridin (0.82 μL, 0.01 mmol) und das entsprechende 

Styrolderivat (1 mmol) gegeben. Es wurde für 24 Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Nach 

der Reaktionszeit wurden die Phasen getrennt und danach die wässrige Phase mit so viel ge-

sättigter wässriger NaCl-Lösung versetzt bis sämtlicher Feststoff gelöst war. Die wässrige Phase 

wurde daraufhin dreimal mit 25 mL Ethylacetat ausgeschüttelt. Die vereinten organischen 

Phasen wurden mittels Magnesiumsulfat getrocknet und anschließend wurde das Lösemittel 

mittels eines Rotationsverdampfers entfernt sowie das erhaltene Produkt am Feinvakuum 

getrocknet. Die Erhaltene Substanz mittels 1H-NMR-Spektroskopie (Kapitel 6.7.2) sowie HPLC 

(Kapitel 6.7.8) charakterisiert. 

 

1-(p-Toluyl)ethan-1,2-diol: 

Ausbeute: 77 % 

1H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 7,206 – 7,227 ppm (d, 2 H, CH3CAr(CHArCHAr)2CAr-); 7,103 – 

7,123 ppm (d, 2 H, CH3CAr(CHArCHAr)2CAr-); 5,129 ppm (m, 1 H, -CH(OH)-); 4,671 ppm (s, 1H, -

CH2(OH); 4,481 – 4,512 ppm (t, 1H, -CH(OH)-); 3,390 – 3,406 ppm (d, 2H, -CH2(OH)); 2,279 ppm 

(s, 3H, CH3CAr-).  
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2-Phenylpropan-1,2-diol: 

Ausbeute: 63 %  

1H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 7,439 – 7,463 ppm (m, 2 H, CHAr(CHArCHAr)2CAr-); 7,267 – 

7,304 ppm (m, 2 H, CHAr(CHArCHAr)2CAr-); 7,168 – 7,186 ppm (m, 1 H, CHAr(CHArCHAr)2CAr-); 4,749 

ppm (bs, 2 H, OH), 3,403 ppm (s, 2 H, -CH2-), 1,389 ppm (s, 3 H, -CH3).  

 

1-(4-Chlorphenyl)ethan-1,2-diol: 

Ausbeute: 56 % 

1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ = 6,513 – 6,567 ppm (m, 4 H, Cl-C6,ArH4,Ar-); 4,032 ppm (s, 

2 H, -OH); 3,853 – 3,877 (t, 1 H, -CH(OH)-); 2,761 – 2,825 ppm (m, 2 H, -CH2(OH)).  

 

2,3-Dihydro-1H-inden-1,2-diol:  

Ausbeute: 52 % 

1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ = 7,298 – 7,314 ppm (m, 1 H, -CHArCAr(CAr)CH(OH)-); 7,162 – 

7,198 ppm (m, 3 H, -(C3,ArH3,Ar)CHAr-); 4,956 – 4,970 ppm (d, 1 H, -CArCH(OH)-); 4,765 – 

4,788 ppm (t, 1 H, -CH(OH)-); 4,542 – 4,552 ppm (d, 1H, -CArCH(OH)-); 4,241 – 4,278 ppm 

(quin., 1 H, -CH(OH)-); 2,900 – 2,943 ppm (q, 1 H, -CArC(H)H’-); 2,748 – 2,787 ppm (q, 

1 H, -CArC(H)H’-). 
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6.4.2 Dihydroxylierung von Alkenen mittels PMeOx-Enzym-Konjugaten 

Die Dihydroxylierungen von Alkenen mittels PMeOx-Enzym-Konjugaten wurden unter modifi-

zierten Sharpless-Bedingungen186, 211, 216, 253 durchgeführt.  

 

6.4.2.1 Dihydroxylierung mittels K2OsO2(OH)4 und K3[FeCN]6 als Kooxidations-mittel 

 

 
 

Es wurden die nach Aufarbeitung erhaltene Menge eines Enzym- PMeOx-Konjugates entspre-

chend 7 mg Enzym (Einwaage vor der Funktionalisierung) in 10 mL mit H2O gesättigtem Chloro-

form (Wassergehalt ca. 1300 ppm, bestimmt per KARL-FISCHER-Titration) gelöst. Anschließend 

wurden 0,74 mg (0,002 mmol) K2OsO2(OH)4, 410 mg (3 mmol) K2CO3 und 980 mg (3 mmol) 

K3Fe(CN)6 zugegeben und das Reaktionsgemisch auf 0 °C abgekühlt. Jeweils zum Schluss erfolg-

te die Zugabe von 1 mmol des jeweiligen Alkens (Tab. 6.7). Anschließend wurde die Reakti-

onsmischung bei 0 °C für 7 Tage stark gerührt. 

Nach der Reaktionszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 700 mg (5,5 mmol) Natriumsulfit 

unter Erwärmung auf Raumtemperatur für 1 h gequenched. Anschließend wurde das Lö-

sungsmittel entfernt, der erhaltene Rückstand mit 25 mL H2O aufgenommen und 4 mal mit 

25 mL abdestilliertem Ethylacetat extrahiert. Der nach Trocknung erhaltene Feststoff wurde in 

Isopropanol gelöst und mittels HPLC (Kapitel 6.7.8) charakterisiert. 
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Tab. 6.7: Molare Masse, Dichte und verwendetes Volumen (1 mmol) verschiedener Alkene 

für die asymmetrische Dihydroxylierung. 

Alken Molare Masse[g/mol] Dichte [g/cm³] Volumen [µL] 

Styrol 104,14 0,91 115 

α-Methylstyrol 118,18 0,91 130 

4-Methylstyrol 118,18 0,90 131 

4-Chlorstyrol 138,59 1,09 127 

3-Bromstyrol 183,05 1,41 130 

1H-Inden 116,16 0,99 117 

1,2-Dihydronaphtalen 130,19 1,0 130 

Allylphenylether 134,18 0,98 137 

 

6.4.2.2 Dihydroxylierung mittels K2OsO2(OH)4 und tert-Butylhydroperoxid als 

Kooxidationsmittel – generelle Prozedur 

 

 

 

Das jeweilige PEK (1eq.) wurde in 10 mL des jeweiligen Lösungsmittels gelöst und mit 

K2OsO2(OH)4 (1 mg/mL in MeOH) entsprechend des angestrebten Metall-zu-Protein-

Verhältnisses versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde anschließend für 30 min bei RT gerührt. 

Anschließend wurde das Reaktionsgemisch für 5 min auf die jeweilige Reaktionstemperatur 

temperiert. Danach wurden, falls nicht anders vermerkt, 1 mmol des jeweiligen Alkens (siehe 

Tab. 6.7) und 1,1 mmol TBHP (200 μl, einer 5,5 M Lösung in Decan) sowie, im Falle von Os-

Laccase-PMOx, 200 µL einer gesättigten methanolischen KOH-Lösung hinzugegeben. Die Reak-

tionsdauer betrug 7 d bei 0 °C, 72 h bei 4 °C sowie 24 h bei 22 °C. 
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Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Reaktionsgemisch durch einen Spritzenvorsatzfilter 

(PTFE, 0,2 μm Porendurchmesser) filtriert. Das Reaktionsgefäß wurde mit 5 mL des entspre-

chenden zur Reaktion verwendeten Lösungsmittels nochmals gespült und dieses wurde eben-

falls wie zuvor filtriert. Die organische Phase wurde im Anschluss daran dreimal mit jeweils 

25 mL einer wässrigen Natriumthiosulfat-Lösung (1 M) ausgeschüttelt und im Scheidetrichter 

von der wässrigen Phase getrennt. Die vereinigten wässrigen Phasen wurde danach noch 

dreimal mit 25 mL Ethylacetat gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 

Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel wurde nachfolgend mittels eines Rotati-

onsverdampfers entfernt. Das resultierende Produkt wurde am Feinvakuum getrocknet und 

anschließend mittels HPLC (Kapitel 6.7.8) charakterisiert. 

6.4.2.3 Dihydroxylierung mittels PMeOx-funktionalisierter Enzyme mit Häm-Gruppe 

und tert-Butylhydroperoxid als Kooxidationsmittel 

 

 

 

Es wurde jeweils ein Enzym-Ansatz entsprechend 7 mg Enzym (Einwaage vor der Funktionali-

sierung) zur Dihydroxylierung verwendet. Das Polymer-Enzym-Konjugat wurde zunächst in 

10 mL des jeweiligen Lösungsmittels gelöst. Als Lösungsmittel wurden Chloroform, Dichlorme-

than oder bidest. Wasser verwendet. Danach wurden 115 μL (1 mmol) Styrol oder 137,2 μL 

(1 mmol) Allylphenylether hinzugefügt und anschließend 200 μL (1,1 mmol) tert-

Butylhydroperoxid (5,5 M in Decan) langsam hinzugetropft. Die Reaktion erfolgte bei verschie-

denen Temperaturen (RT, 0 °C) und für verschiedene Zeiträume (2 d, 7 d). .  

Zur Aufarbeitung wurden zunächst 5 mL wässrige Natriumthiosulfatlösung (1 M) zusammen 

mit dem Ansatz in einen 50 mL Kolben gegeben und für 5 Minuten kräftig gerührt. In einem 

Scheidetrichter erfolgte anschließend die Trennung der organischen von der wässrigen Phase. 

Die wässrige Phase wurde nachfolgend 3 mal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten orga-

nische Phasen wurden nachfolgend mit 20 mL bidest. Wasser gewaschen und danach wurde 
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das Lösungsmittel abdestilliert. Die getrocknete Probe wurde in 200 μL Isopropanol gelöst und 

dann in ein Vial zur Analyse mittels HPLC (Kapitel 6.7.8) überführt. 

6.4.2.4 Dihydroxylierung mittels FeCl2 und tert-Butylhydroperoxid als 

Kooxidationsmittel 

 

 

 

Es wurde jeweils ein Enzym-Ansatz entsprechend 7 mg Enzym (Einwaage vor der Funktionali-

sierung) zur Dihydroxylierung verwendet. Das PMeOx-Enzym-Konjugat wurde in 10 mL wasser-

gesättigtem Chloroform oder Dichlormethan gelöst. Anschließend wurde eine zum eingesetz-

ten Enzym äquimolare Menge FeCl2 (1 mg/mL in MeOH) hinzugegeben. Anschließend wurden 

115 μL (1 mmol) Styrol oder 137 μL (1 mmol) Allylphenylether dem Reaktionsansatz hinzuge-

fügt und nachfolgend je 200 μL (1,1  mmol) tert-Butylhydroperoxid (5,5 M in Decan) langsam 

zugetropft. Die Reaktion erfolgte für 7 Tage bei 0 °C. Tab. 6.8 zeigt die verwendeten Enzymkon-

jugate und Reaktionsbedingungen. Die Aufarbeitung und Analytik erfolgte analog wie in Kap. 

6.4.2.3 beschrieben.  
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Tab. 6.8: Reaktionsbedingungen für die Dihydroxylierung mittels FeCl2-Enzym-PMOx-

Konjugaten. 

PMeOx-Konjugat nEnzym
a 

[µmol] Lösungsmittel Alken 

Kein Enzym - CHCl3 Styrol 

Laccase (Trametes versicolor) 0,13 

CHCl3
b 

Styrol 

CHCl3
 

Styrol 

DCM
b 

Styrol 

DCM
 

Styrol 

DCM
 

Allylphenylether 

BSA (Rinderserum) 0,11 CHCl3
 

Styrol 

Lysozym (Hühnereiweiß) 0,49 CHCl3
 

Styrol 

CaLB (Candida antarctica) 0,12 DCM
 

Styrol 

a: Die Berechnung erfolgte auf Grundlage der eingesetzten Enzymmasse vor der Funktionalisierung 

b: Reaktion ohne Zusatz von FeCl2 

6.5 Tandemkatalyse 

6.5.1 STEGLICH-Veresterung 

 
 
Die Veresterungen wurde nach einem Protokoll nach STEGLICH durchgeführt217. Für die Vereste-

rungen ohne Enzymbeteiligung wurde zunächst die entsprechende Fettsäure (siehe Tab. 6.9) in 

10 mL trockenem Dichlormethan vorgelegt. Es wurden sowohl Reaktionen mit einem Äquiva-

lent als auch zwei Äquivalenten der entsprechenden Fettsäure durchgeführt. 

Zu dieser Lösung wurden anschließend 690 mg 1-Phenyl-1,2-ethandiol (5 mmol, 1 eq.) und 

30 mg DMAP (0,25 mmol, 0,05 eq.) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde daraufhin auf 

0 °C abgekühlt. Danach wurden 2270 mg DCC (11 mmol, 2,2 eq.) zugefügt und die Reaktionslö-

sung wurde für weitere fünf Minuten gerührt bevor das Eisbad entfernt und die Lösung über 

Nacht gerührt wurde. Nach der Reaktionszeit wurde der entstandene Feststoff abfiltriert und 

das erhaltene Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der verbliebene Rückstand wurde 
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erneut in etwa 10 mL Dichlormethan aufgenommen und darauf folgend jeweils zweimal mit 

0,5 M Salzsäure sowie gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung gewaschen. Die 

organische Phase wurde anschließend über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmit-

tel mittels eines Rotationsverdampfers entfernt. Die Ausbeuten der jeweiligen Reaktionen sind 

in Tab. 6.9 aufgelistet. 

 

Tab. 6.9: Eingesetzte Massen bzw. Volumina der unterschiedlichen Fettsäuren sowie Ge-

samtausbeute der Reaktion bezogen auf alle 3 möglichen Regioisomere der gebil-

deten Ester. 

Fettsäure Äquivalente 
Masse 

[g] 
Stoffmenge 

[mmol] 
Dichte 

[g/cm³] 
Volumen 

[µL] 

Ausbeute 
[%] 

Hexansäure 

2 1,16 10 0,93 1250 30 

1 0,58 5 0,93 620 42 

Octansäure 

2 1,44 10 0,91 1580 55 

1 0,72 5 0,91 790 39 

Laurinsäure 

2 2,00 10 - - 65 

1 1,00 5 - - 44 

Stearinsäure 

2 2,84 10 - - 61 

1 1,42 5 - - 69 

 

Die Erhaltenen Produkte wurden mittels 1H-NMR-Spektroskopie (Kapitel 6.7.2) sowie HPLC 

(Kapitel 6.7.8) analysiert. 
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Tab. 6.10: Messbedingungen der HPLC-Analytik. Zu den Messbedingungen und Retentionszei-

ten siehe Kapitel 6.7.8.2. 

Fettsäure Messbedingungen 

Hexansäure C 

Octansäure A 

Stearinsäure B 

Laurinsäure B 

 

1H-NMR: 

1-Phenylethan-1,2-dihexansäureethylester: 

1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ = 0,82 – 0,86 (m, 6H, C1H3), 

1,16 – 1,31 (m, 32H, (C2H2)8), 1,45 – 1,57 (m, 4H, C3H2), 2,26 (t, 

3J (1H–1H) = 7.34 Hz, 2H, C4H2), 2,35 (t, 3J (1H–1H) = 7,34 Hz, 2H, 

C5H2), 4,29 – 4,31 (m, 2H, C6H2), 5,96 (t, 3J (1H–1H) = 5,26 Hz, 

2H, C7H), 7,33 – 7,39 (m, 5H, CHarom.). 

 

2-Hydroxy-2-phenylethyllaurinsäureester: 

1H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 0,82 – 0,86 (m, 3H, C1H3), 

1,16 – 1,31 (m, 16H (C2H2)8), 1,45 – 1,57 (m, 2H, C3H2), 2,25 (t, 

2 H, 3J (1H–1H) = 7.34 Hz, C4H2), 4,02 – 4,10 (m, 2H, C5H2), 4,74 – 

4,78 (m, 1H, C6H), 5,56 (d, 1H, 3J (1H–1H) = 4,40 Hz, OH), 7,26 – 

7,38 (m, 5H, CHarom.). 
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 2-Hydroxy-1-phenylethyllaurinsäureester: 

1H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 0,82 – 0,86 (m, 3H, C1H3), 1,16 – 

1,31 (m, 16H, (C2H2)8), 1,45 – 1,57 (m, 2H, C3H2), 2,35 (t, 2H, 3J (1H–

1H) = 7,46 Hz, C4H2), 3,54 – 3,67 (m, 2H, C5H2), 5,02 (t, 1H, 3J (1H–

1H) = 5,87 Hz, OH), 5,66 – 5,69 (m, 1H, C6H) ,7,26 – 7,38 (m, 5H, 

CHarom.). 

Die NMR-Spektren für die Ester von Hexan-, Octan- und Stearinsäure gleichen den hier ange-

gebenen Verbindungen in Bezug auf die chemische Verschiebung und werden deshalb nicht 

noch einmal separat aufgeführt. Lediglich die Integrale des zu „2“ gehörenden Signals unter-

scheiden sich hinsichtlich Ihrer Größe für die unterschiedlichen Fettsäuren. 

6.5.2 Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol 

6.5.2.1 Testversuche zur Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol mit CaLB-PMOx 

 

 

Es wurden 0,13 mmol Os-Lipase-PMOx 10 mL Chloroform gegeben und das Reaktionsgemisch 

anschließend für 30 min bei RT gerührt. Zum Reaktionsansatz wurden anschließend 138 mg 

1-Phenyl-1,2-ethandiol (1 mmol, 1 eq) und 400 mg Laurinsäure (2 mmol, 2 eq) zugegeben. 

Nach einer Reaktionszeit von 3 d bei RT wurde die organische Phase jeweils dreimal mit 1 M 

wässriger Natriumthiosulfat-Lösung und die wässrige Phase mit Ethylacetat extrahiert. An-

schließend wurden die vereinigten organischen Phasen jeweils zweimal mit 0,5 M Salzsäure 

und gesättigter NaHCO3-Lösung gewaschen und danach mittels Magnesiumsulfat getrocknet. 

Das Lösungsmittel wurde mittels eines Rotationsverdampfers entfernt. Der erhaltene Feststoff 

wurde anschließend in 200 µL Isopropanol aufgenommen über einen Spritzenvorsatzfilter 

(0,2 µm, PTFE) filtriert. Das Produktgemisch wurde mittels HPLC (siehe Kapitel 6.7.8) analysiert. 
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6.5.2.2 Testversuche zur Veresterung von 1-Phenyl-1,2-ethandiol mit immobilisierter 

CaLB 

 

 

6.5.2.2.1  Variation der Fettsäuren 

Für jeden der Reaktionsansätze wurden 69,1 mg 1-Phenyl-1,2-ethandiol (0,5 mmol, 1 eq.), die 

entsprechende Fettsäure (Tab. 6.11), 35 mg Novozyme 435 in 10 mL Chloroform in einem 

Schnappdeckelglas zur Reaktion gebracht. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur 

gerührt und nach unterschiedlichen Zeiten wurden jeweils 1 mL der Lösung entnommen, um 

den Reaktionsfortschritt zu bestimmen. Die entnommenen Proben wurden durch einen Sprit-

zenvorsatzfilter (PTFE, 0,2 µm Porengröße) filtriert und das Lösungsmittel anschließend mittels 

eines Rotationsverdampfers entfernt sowie der verbliebene Rückstand am Feinvakuum ge-

trocknet. Die erhaltene Substanz wurde in 0,2 mL n-Heptan/Isopropanol (9/1) aufgenommen, 

in ein Vial überführt und mittels HPLC (siehe Kap.6.7.8.2) analysiert. Für das Produkt der Reak-

tion mit Octansäure wurden abweichend davon 0,2 mL Isopropanol verwendet.  

Tab. 6.11: Eingesetzte Massen bzw. Volumina in den unterschiedlichen Reaktionssätzen. 

Fettsäure 
Eingesetzte 
Äquivalente 

Masse 
[mg] 

Stoffmenge 
[mmol] 

Dichte [g/cm³] Volumen [mL] 

Hexansäure 2 116,1 1 0,93 0,12 

Octansäure 2 144,2 1 0,91 0,16 

Laurinsäure 2 200,3 1   

 

6.5.2.2.2  Variation des Lösungsmittels 

Grundsätzlich wurde genauso verfahren wie bereits in Kapitel 6.5.2.2.1beschrieben. Es wurden 

hierbei 200.3 mg Laurinsäure (1 mmol, 2 eq.) verwendet. Als Lösungsmittel wurden Chloro-

form, Toluol, sowie ein Gemisch dieser beiden Solventien eingesetzt. 

Die Rückstände der genommenen Proben wurden in 0,2 mL Heptan/Isoropanol (9/1) aufge-

nommen und vor der Überführung in ein Vial durch einen Spritzenvorsatzfilter (PTFE, 0,2 µm 
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Porengröße) filtriert. Anschließend erfolgte eine Analyse mittels HPLC (siehe Kapitel6.7.8.2, 

Messbedingung B). 

6.5.3 Tandemreaktionen ausgehend von Styrol mit Os- Lipase-PMOx -

generelle Prozedur 

 

 
 
Es wurden 0,13 mmol Os-Lipase-PMOx und K2OsO2(OH)4 (aus einer Stammlösung: 1 mg/mL in 

MeOH, 0,5 – 2 eq., 0,07-0,26 µL) in 10 mL Chloroform vermischt und das Reaktionsgemisch 

anschließend für 30 min bei RT gerührt. Zum Reaktionsansatz wurden anschließend 115 µL 

Styrol (1 mmol, 1 eq.), 400 mg Laurinsäure (2 mmol, 2 eq.) sowie 200 µL TBHP (5,5 M in Decan, 

1,1 mmol, 1,1 eq.) zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 3 d bei RT wurde die organische 

Phase jeweils dreimal mit 1 M wässriger Natriumthiosulfat-Lösung und die wässrige Phase mit 

Ethylacetat extrahiert. Anschließend wurden die vereinigten organischen Phasen jeweils 

zweimal mit 0,5 M Salzsäure und gesättigter NaHCO3-Lösung gewaschen und danach mittels 

Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wurde mittels eines Rotationsverdampfers 

entfernt. Der erhaltene Feststoff wurde anschließend in 200 µL Isopropanol aufgenommen 

über einen Spritzenvorsatzfilter (0,2 µm, PTFE) filtriert. Das Produktgemisch wurde mittels 

HPLC (siehe Kapitel 6.7.8.2) analysiert. 

6.5.4 Tandemreaktionen ausgehend von Styrol mit immobilisierter Lipase -

generelle Prozedur 

 

 
 
Es wurden 77,7 μL einer Stammlösung von K2[OsO2(OH)4] in Methanol (1 mg/mL, 1 eq. bezo-

gen auf das Enzym) in ein Schnappdeckelglas gegeben und darauf folgend das Lösungsmittel in 

Vakuum entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde entweder in 10 mL Toluol, 10 mL Chloro-
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form oder 10 mL Toluol/Chloroform (Mischungsverhältnis 2 zu 1) aufgenommen und Novozym 

435 (35 mg, 1 eq. bezogen auf das Osmat unter der Annahme von 20 % Enzymgehalt83) hinzu-

gefügt. Die Lösung wurde daraufhin für 30 min bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 

wurden 57 μL Styrol (0,5 mmol, 1 eq.), 200 mg Laurinsäure (1 mmol, 2 eq.) sowie 100 µL TBHP 

(0,55 mmol, 1,1 eq., 5,5 M in Decan) zugegeben und die Reaktionslösung bei Raumtemperatur 

für 3 d gerührt. Nach der Reaktionszeit wurde das Reaktionsgemisch vom Feststoff befreit und 

danach jeweils dreimal mit Natriumthiosulfat-Lösung (1 M) und Ethylacetat extrahiert. An-

schließend wurden die vereinigten organische Phasen über Magnesiumsulfat getrocknet und 

das Lösungsmittel mittels eines Rotationsverdampfers entfernt. Der erhaltene Rückstand wur-

de in 200 µL eines Lösungsmittelgemischs aus n-Heptan und Isopropanol (9/1) aufgenommen 

und mittels HPLC (siehe Kap. 6.7.8.2) charakterisiert. 

6.6 Asymmetrische Katalyse mittels Metall-Protein-Acyl-

Konjugaten 

6.6.1 Funktionalisierung von Proteinen mittels verschiedener Anhydride 

 

 

 

Die Modifizierung von Proteinen mit verschiedenen Carbonsäureanhydriden wurde nach ei-

nem angepassten literaturbekannten Protokoll zur N-Acetylierung durchgeführt219. 

Zunächst wurden hierzu 0,3 µmol des Proteins (4,2 mg für Lysozym, 19,9 mg für BSA) in 3 mL 

bidest. Wasser gelöst und für die Funktionalisierung mit Essigsäure- bzw. Propionsäureanhyd-

rid auf 4 °C abgekühlt. Die Modifikation mit Hexansäureanhydrid wurde aufgrund der besseren 

Suspendierbarkeit bei RT durchgeführt. Für das Erstellen der Funktionalisierungskurven von 

LYS und BSA wurde der 1-100-fache molare Überschuss an Carbonsäureanhydrid pro freier 
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Amingruppe des Proteins dem Reaktionsgemisch hinzugeben. Die Reaktion fand bei 4 °C bzw. 

RT unter starkem Rühren für 20 Minuten statt. Der Funktionalisierungsgrad wurde mit Hilfe 

das TNBS-Assays bestimmt (Kap.6.7.5). Der gewünschte Funktionalisierungsgrad der Enzym-

konjugate wurde im Folgenden gemäß der erhaltenen Funktionalisierungskurve (Kap. 4.3.1) 

über die Zugabe der Menge an Carbonsäureanhydrid eingestellt. Nach der Reaktion wurde das 

Proteinkonjugat durch Lyophilisation als weißes Pulver erhalten. Danach wurde die Substanz 

erneut in Wasser suspendiert und mit wässrigen NaOH und HCl Lösungen (0,01 M) auf den 

gewünschten pH-Wert eingestellt und anschließend erneut gefriergetrocknet. 

 

 

6.6.2 Dihydroxylierung mittels Os-Protein-Acyl-Konjugaten 

 

 
 
Die Dihydroxylierung wurde nach einer modifizierten Methode nach SHARPLESS durchgeführt186, 

211, 216, 252. Für die Dihydroxylierung wurden 0,3 μmol des entsprechenden acylierten Proteins in 

10ml des Lösungsmittels (Chloroform oder Toluol) gegeben und gerührt. Danach wurde Kali-

umosmat (als Stammlösung in Methanol mit der Konzentration c = 1 mg/mL, 11 µL für ein MPV 

von 1) hinzugegeben und für 30 Minuten bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde 

das Reaktionsgemisch für 5 min auf die jeweilige Reaktionstemperatur temperiert. Danach 

wurden 1 mmol des jeweiligen Alkens (115 μl für Styrol, vgl. Tab. 6.7) und 1,1 mmol TBHP 

(200 μl, einer 5,5 M Lösung in Decan) hinzugegeben. Die Reaktionsdauer betrug 7 d bei 0 °C, 

72 h bei 20 °C sowie 24 h bei 40 °C und 50 °C. 

Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Reaktionsgemisch durch eine Spritze mit einem 

Spritzenvorsatzfilter (PTFE, 0,2 μm Porendurchmesser) filtriert, um das ungelöste Enzym zu 

entfernen. Das Reaktionsgefäß wurde mit 5 mL des entsprechenden zur Reaktion verwendeten 

Lösungsmittels gespült und ebenfalls wie zuvor filtriert. Die organische Phase wurde im An-

schluss daran zwei Mal mit jeweils 10 mL einer wässrigen Natriumthiosulfat-Lösung (1 M) aus-

geschüttelt und im Scheidetrichter von der wässrigen Phase getrennt. Die wässrige Phase wur-

de danach noch dreimal mit 10 mL des entsprechenden Lösungsmittels gewaschen. Die verei-
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nigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel 

wurde nachfolgend mittels eines Rotationsverdampfers entfernt. Das resultierende Produkt 

wurde am Feinvakuum getrocknet und anschließend mittels HPLC (Kapitel 6.7.8) charakteri-

siert. 

6.6.3 Epoxidierung mittels Metall-Protein-Acyl-Konjugaten 

 

 

Das acylierte Protein (0,3 µmol) wurde in 5 mL Dichlormethan dispergiert. Anschließend wurde 

RuCl3, Ti(OMe)4 oder Mn(OAc)2 (1mg/mL in MeOH, 0,3 µmol für ein MPV = 1) zugegeben und 

das Reaktionsgemisch für 30 min bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde das Reak-

tionsgemisch für 5 min auf die jeweilige Reaktionstemperatur temperiert. Nachfolgend wurden 

dem Reaktionsansatz 1 mmol des jeweiligen Alkens (115 μl für Styrol, siehe Tab. 6.7) und 1,1 

mmol t-Butylhydroperoxid (200 μl, einer 5,5 M Lösung in Decan) zugefügt. Die Reaktionsdauer 

betrug 7 d bei 0 °C, 72 h bei 20 °C sowie 24 h bei 40 °C und 50 °C. 

Nach der jeweiligen Reaktionszeit wurde das Reaktionsgemisch mit Hilfe eines Spritzenvorsatz-

filters (PTFE, 0,2 μm Porendurchmesser) filtriert, um das ungelöste Enzym zu entfernen. Das 

Lösungsmittel wurde anschließend mittels eines Rotationsverdampfers vollständig entfernt. 

Die erhaltene Substanz wurde nachfolgend mittels HPLC (Kapitel 6.7.8) charakterisiert. 
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6.7 Analytik und Geräteparameter 

6.7.1 Dynamische Lichtstreuung 

Die DLS-Messungen wurden mittels eines Zetasizer nano S (Tab. 3.5), temperiert auf 25 °C, 

durchgeführt. Die Äquilibrierungszeit vor der Messung betrug 3 min. Die Proben wurden in 

reinem Lösungsmittel in zwei Zyklen vermessen. 

6.7.2 Kernspinresonanzspektroskopie 

Die 1H-NMR Spektren wurden in deuterierten Lösungsmitteln an FT-Geräten der Firma Bruker 

(DPX-200 (200 MHz), DPX-300 (300 MHz), DRX-400 (400MHz),DRX-500 (500 MHz)), ausgestat-

tet mit einem 5 mm Probenkopf bei Raumtemperatur in deuterierten Lösungsmitteln aufge-

nommen. Hierbei dienten die restlichen Protonen der nicht vollständig deuterierten Lösungs-

mittel als Referenz. Die Probenkonzentrationen lagen in einem Bereich zwischen 10 und 

100 mg/mL. Die aufgeführten chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. Die Aus-

wertung der Spektren erfolgte mittels der Software NMR Processor Academic Edition (ACD 

Labs) in der Version 12.0.  

6.7.3 Gefriertrocknung 

Die Lyophilisierung erfolgte an einer Gefriertrocknungsanlage vom Typ Alpha 1-4 LDplus der 

Firma Christ. Das Wasser sublimiert hier bei einer Temperatur von −56 °C unter einem Druck 

von 0,05 mbar. Um das Wasser zu entfernen, wurde die Lösung in einen Rundkolben über-

führt, der Inhalt schnell im flüssigen Stickstoff eingefroren und an die Gefriertrocknungsanlage 

angeschlossen. Befand sich die Probe in einem Schnappdeckelglas mit einem maximalen Fas-

sungsvolumen von 10 mL, wurde der Deckel perforiert und der Inhalt des Glases im flüssigen 

Stickstoff eingefroren. Das Glas wurde anschließend in einen Rundkolben überführt und dieser 

wurde an die Gefriertrocknung angeschlossen. 

6.7.4 Gelpermeationschromatographie (GPC) 

Die GPC-Messungen erfolgten mir einer GPCmax VE 2001 Gel-Permeations-Chromatographie-

Apparatur. Es wurde ein VE 3580 28 RI DETECTOR bei einer Temperatur von 55 °C verwendet. 

Der Ofen hatte eine Temperatur von 60 °C. Bei den zwei eingesetzten Säulen (Tosoh 
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Bioscience) handelte es sich um Mixed-Bed-Säulen des Modells TSKgel GMHhr-M. Als Vorsäule 

wurde eine Column-Guard von Viscotek verwendet. Die Apparatur besitzt eine Auflösung von 

ca. 1500 bis vier Millionen Da. Die Messung erfolgte über den Brechungsindex mit Polystyrol 

als Standard. Als Probenlösungsmittel sowie mobile Phase diente DMF mit 20 mmol Lithium-

bromid mit einer Flussrate von von 0,7 mL/min. Die Auflösung beträgt 1500 bis vier Millionen 

Da. Die Messung erfolgte über den Brechungsindex mit Polystyrol als Standard. 

Einen Tag vor der Messung wurde eine Probe on 0,6 mg PMOx in 100 μL DMF gelöst. Vor der-

der Messung wurde diese Lösung mit einem Spritzenfilter filtriert (0,2 μm, PTFE). 

6.7.5 Bestimmung der Anzahl freier primärer Aminogruppen 

Um die Anzahl an freien Aminogruppen in einem Protein zu bestimmen, wurde eine modifi-

zierte Variante eines literaturbekannten TNBS-Assays verwendet222, 254. Hierzu wurde zunächst 

ein Natriumbicarbonatpuffer (0,1 M, pH 8,5) hergestellt. Eine 5 %ige (w/v) Lösung von 2,4,6-

Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS) in Methanol wurde 500-fach mit dem zuvor hergestellten 

Puffer verdünnt. Es ergibt sich eine 0,01 %ige TNBS-Lösung. Diese Lösung muss stets frisch 

angesetzt werden. 

Zu 100 µL der Proteinlösung (1,4 mg/mL in Wasser) wurden 400 µL Bicarbonatpuffer sowie 

250 µL 0,01 % TNBS-Lösung gegeben. Dieses Gemisch wurde anschliesend im vorgewärmten 

Thermomixer bei 40 °C und 650 rpm für 120 min inkubiert. Danach wurden der Probe 250 μl 

einer 10 Gew.-%igen wässrigen SDS-Lösung sowie 125 μl einer 1M Salzsäure-Lösung hinzupip-

petiert und die Probe wurde zudem mehrmals invertiert. 

Die Absorption der resultierenden Lösung wurde am Zweistrahlphotometer bei 346 nm und 

25 °C bestimmt. Die Blindprobe enthielt 100 μl Wasser anstelle der Proteinlösung. Die Mes-

sung erfolgte gegen bidest. Wasser. Die Berechnung der Anzahl freier primärer Aminogruppen 

erfolgte nach dem LAMBERT-BEERschen Gesetz: 

 

 

 

 



152 Experimenteller Teil 
 

 

  
 

          
                       

            
 

mit: 

E346 nm = Extinktion der Probe bei 346 nm 

VProbe = Volumen der Probe (1,125 mL) 

MProtein = Molekulargewicht des Proteins 

ε = molarer Extinktionskoeffizient nach KONIECZNY (14600 mLmmol
-1

cm
-1

)
17

 

d = Durchmesser der Küvette (hier 1 cm) 

mProtein = Masse des Proteins 

6.7.6 Bestimmung des Proteingehaltes 

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde die kommerziell erhältliche Arbeitslösung Roti-

Nanoquant von Roth verwendet. Diese beruht auf einer modifizierten Variante der Proteinge-

haltsbestimmung nach BRADFORD 255. Zunächst wurde diese Lösung 1:5 mit bidest. Wasser ver-

dünnt. Anschließend wurden 200 μL der Probe mit 800 μL der verdünnten Arbeitslösung ver-

setzt und die beiden Lösungen wurden danach durch mehrmaliges Invertieren des Gefäßes 

vermischt. Nachfolgend wurde die Extinktion der Probe (590 nm sowie 450 nm) bei 25 °C ge-

gen Wasser als Referenz bestimmt und der Quotient dieser beiden Werte ermittelt. Die Kalib-

riergerade wurde durch Auftragung des Quotienten der Extinktion bei 590 nm und 450 nm 

gegen den Proteingehalt von Standardlösungen (1-100 μg/mL BSA in bidest Wasser) und eines 

Nullwertes ohne Protein mittels linearer Regression erhalten. 

6.7.7 Aufreinigung von Proteinen 

Die Laccase aus Trametes versicolor (Sigma Aldrich) wurde mit einem Fast Protein Liquid 

Chromatographie-System (Äkta Start, GE Healthcare, das mit einer HiPrep 16/60 Sephacryl S-

100 HR Gelfiltrationssäule ausgestattet war mit Phosphatpuffer (50 mM, 150 mM NaCl, pH 7) 

als Elutionsmitte aufkonzentriert, gefolgt von anschließendem Entsalzen und Lyophilisieren. 

Die Laccaseaktivität des resultierenden Feststoffs (Proteingehalt 30 Gew.-%) wurde zu 

12370 U/mg mit 2,6-Dimethoxyphenol als Substrat photometrisch gemessen (25 °C, pH 4,5, 

Acetatpuffer, 1 U ist definiert als Extinktionszunahme von 0,001 pro Minute). Das Substrat-

wurde hierzu mit der Konzentration 2 mg/mL in einem 10 mM Acetatpuffer (pH 4,5) zunächst 

gelöst. Anschließend wurden von der Lösung 980 µL in eine Küvette überführt und mit 20 µL 

der enzymhaltigen Probenlösung versetzt. Danach wurden die Extinktionen bei einer Wellen-
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länge von 468 nm für 60 min an dem Zweistrahl-UV/VIS-Spektrometer Specord 210 der Firma-

Analytik Jena bei 25 °C vermessen.  

Zur Aufkonzentrierung der CaLB aus zuckerhaltiger Lösung (Sigma) wurde Wasser als mobile 

Phase verwendet. 

6.7.8 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

Die HPLC-Messungen wurden mit einem „LaChrome Elite“ System der Firma Hitachi (Tokio, 

Japan) durchgeführt. Dieses war ausgestattet mit einem Autosampler, einem Säulenofen, ei-

nem Diodenarraydetektor und einer Pumpe.  

6.7.8.1 Dihydroxylierung von Alkenen 

Zur Bestimmung des Enantiomerenüberschusses (enantiomeric excess, ee) wurde eine chirale 

Säule Chiralpack IC der Firma Daicel Chemical Industries Ltd. verwendet. Die Säulentemperatur 

betrug 8 °C. Die Injektion der Proben erfolgte mit Isopropanol und als mobile Phase wurde ein 

Gemisch aus 90 % n-Heptan und 10 % Isopropanol verwendet. Die Flussrate betrug von 

0,5 mL/min für die Diole ausgehend von Styrol, 3-Bromstyrol sowie 1H-Inden und 0,25 mL/min 

für 4-Chlorstyrol. Die Messung erfolge mittels eines Diodenarraydetektors. Die Aufnahme des 

Chromatogramms erfolgte für 1-Phenyl-1,2-ethandiol bei 216 nm bzw. 254 nm. Für das Diol 

aus 4-Methylstyrol wurde ein Gemisch aus 98 % n-Heptan und 2 % Isopropanol bei 210 nm 

verwendet. 

Alternativ kann die Bestimmung der Umsatzzahl (turn-over-number, TON) mittels einer 

Purospher RP-18 Säule der Firme Merck Millipore durchgeführt werden. Die Probeninjektion 

erfolgte mittels bidest. Wasser und als mobile Phase diente ein Gemisch aus bidest. Wasser 

und Acetonitril bei einem Fluss von 1 mL/min mit dem folgenden Gradienten: Initial 10 % Ace-

tonitril (5 Minuten), danach wurde das Verhältnis über 10 Minuten auf 90 % Acetonitril erhöht 

und für weitere 5 Minuten gehalten. Anschließend wurde über 5 Minuten wieder auf 10 % 

Acetonitril verringert und erneut 5 Minuten gehalten. Die Messung erfolgte mit einem Diode-

narraydetektor bei 210 nm. 

6.7.8.2 Tandemkatalyse  

Zur Detektion der entstandenen Ester wurde ein Laufmittelemisch aus n-Heptan und Isoropa-

nol in unterschiedlichen Verhältnissen verwendet. Eine Aufstellung der Verwendeten Messpa-

rameter, der Säulentemperatur sowie die Flussrate des Laufmittels ist in Tab. 6.12 dargestellt. 

Die Detektion der Produkte erfolgte stets bei einer Wellenlänge 254 nm. 
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Tab. 6.12: Übersicht über die verwendeten Parameter der verschiedenen Messmethoden zur 

Detektion der Carbonsäureester. Die Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlänge 

von 254 nm. 

Methode 
Verhältnis  

n-Heptan/iso-Propanol 
Fließgeschwindigkeit 

[mL/min] 
Temperatur [° C] 

A 9:1 0.25 20 

B 9:1 0.5 8 

C 93:7 0.5 8 

 

Tab. 6.13: Auflistung der Retentionszeiten für die unterschiedlichen Produktester. Die absolu-

te Konfiguration der einzelnen Enantiomere wurden nicht aufgeklärt (1 = Enantio-

mer mit der geringeren Retentionszeit, 2 = Enantiomer mit der höheren Retentions-

zeit). Die verwendeten Messbedingungen sind in Tab. 6.12 näher erläutert. 

Carbonsäure 

Retentionszeiten [min] 

prim. Ester 1 prim. Ester 2 sec. Ester 1 sec. Ester 2 Diester 1 Diester 2 

Hexansäure 16,41 18,76 18,11 22,84 10,31 10,63 

Octansäure 23,82 25,50 24,79 27,26 17,28 17,58 

Laurinsäure 12,04 13,55 12,62 15,79 8,30 8,52 

Stearinsäure 10,57 11,69 10,95 12,96 7,74 

 

6.7.8.3 Epoxidierung von Alkenen 

Zur Bestimmung des Enantiomerenüberschusses wurde die chirale Säule Chiralpack IC der 

Firma Daicel Chemical Industries Ltd. verwendet. Die Säulentemperatur betrug 8 °C. Die Injek-

tion der Proben erfolgte mit Isopropanol und als mobile Phase wurde ein Gemisch aus 90 % 

n-Heptan und 10 % Isopropanol verwendet. Die Flussrate betrug 0,5 mL/min Die Messung er-

folge mittels eines Diodenarraydetektors. Die Aufnahme des Chromatogramms erfolgte bei 

254 nm. 
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7 Abstract 

The aim of this work was the generation of artificial metalloenzymes (AMEs) for use in organic 

solvent systems and the optimization of such reactions. 

The asymmetric dihydroxylation of styrene with Osmate-laccase-PMOx as AME was studied in 

detail to find more suitable reaction conditions for this reaction. By optimizing different reac-

tion parameters, it was possible to increase the turnover frequency up to 48-fold compared to 

the previously used reaction system and to achieve high enantiomeric excesses of up to 99.4% 

ee (R) of the reaction product. The reaction can also be catalyzed under the usage of other 

metal species, especially KMnO4 and iron chloride. In addition, other styrene derivatives could 

be converted with different AMEs. Thereby turnover and selectivity of the reaction strongly 

depends on both the AME and the solvent system used. 

 

Furthermore a tandem catalytic dihydroxylation with subsequent esterification could be suc-

cessfully performed by immobilized Osmat-modified lipase from Candida antarctica as well as 

by Os-lipase-PMOx. Further investigations suggest that this reaction is an auto-tandem cataly-

sis. The proportion of in situ formed intermediate 1-phenyl-1,2-ethanediol in the product mix-

ture is less than 5% in all cases. 

 

In addition, proteins and enzymes have been converted into highly selective and active AMEs 

for asymmetric dihydroxylation and epoxidation of styrene and its derivatives by targeted ac-

ylation of the primary amino groups of these biomolecules and thus blocking of these potential 

metal-binding sites. Thereby it could be shown on the example of the asymmetric epoxidation 

that lysozyme from egg white as well as bovine serum albumin possess different enantioselec-

tive directing binding sites for catalytically active metal species. This demonstrates that pro-

teins are very rich in different chiral domains suitable for complexation with various catalytical-

ly active metal species and underlines the great potential of such systems in the development 

of novel asymmetric catalysts. 
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8 Kurzzusammenfassung 

Ziel dieser Arbeit war die Generierung artifizieller Metalloenzyme für den Einsatz in rein orga-

nischen Lösungsmittelsystemen sowie die Optimierung solcher Reaktionssysteme. 

Es wurde zunächst die asymmetrische Dihydroxylierung von Styrol unter Verwendung von 

Osmat-Laccase-PMOx als artifizielles Metalloenzym (AME) im Detail untersucht, um günstigere 

Reaktionsbedingungen für diese Umsetzung zu ermitteln. Durch die Optimierung verschiede-

ner Reaktionsparameter konnte ein bis zu 48-facher Anstieg der turnover frequency im Ver-

gleich zum zuvor verwendeten Reaktionssystem erreicht werden. Zudem wurden sehr hohe 

Enantiomerenüberschüssen von bis zu 99,4 % ee (R) des Reaktionsproduktes1-Phenyl-1,2-

ethandiol erhalten. Die Dihydroxylierung von Styrol lässt sich auch unter Verwendung weiterer 

Metallspezies, insbesondere Kaliumpermanganat und Eisenchlorid, erfolgreich katalysieren. 

Des Weiteren konnten auch mehrere weitere Styrolderivate unter Verwendung unterschiedli-

cher AMEs erfolgreich umgesetzt werden. Dabei hängen Umsatz sowie Selektivität der Reakti-

on stark sowohl vom verwendeten AME als auch Lösungsmittelsystem ab. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin eine tandemkatalytische Dihydroxylierung mit an-

schließender Veresterung sowohl mit Hilfe von immobilisierter, Osmat-modifizierter Lipase aus 

Candida antarctica (Os-CaLB) als auch mittels Os-Lipase-PMOx erfolgreich durchgeführt wer-

den. Weiterführende Untersuchungen legen nahe, dass es sich hierbei um eine Auto-

Tandemkatalyse handelt. Der Anteil des in situ gebildeten Zwischenproduktes 1-Phenyl-1,2-

ethandiol im Produktgemisch beträgt dabei in allen Fällen weniger als 5 %. 

Zudem wurden verschiedene Proteine und Enzyme über eine gezielte Acylierung der primären 

Aminogruppen dieser Biomoleküle, und somit deren Blockierung als potenziell nicht enantiose-

lektiv dirigierende Metallbindungsstellen, in hochselektive und -aktive AMEs für die asymmet-

rische Dihydroxylierung sowie Epoxidierung von Styrol und seinen Derivaten konvertiert. Hier-

bei konnte am Beispiel der asymmetrischen Epoxidierung gezeigt werden, dass Lysozym aus 

Hühnereiweiß sowie Rinderserumalbumin mit hoher Wahrscheinlichkeit mehrere enantiose-

lektiv dirigierende Bindungsstellen für katalytisch aktive Metallspezies besitzen. Dies verdeut-

licht, dass Proteine sehr reich an unterschiedlichen chiralen Bereichen sind, die sich zur Kom-

plexierung mit verschiedenen katalytisch aktiven Metallspezies eignen und unterstreicht das 

große Potential solcher Systeme bei der Entwicklung neuer asymmetrischer Katalysatoren. 
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