Elektro-enzymatische und elektro-mikrobielle
stereospezifische Reduktionen'™"

Von Helmut Simon, Helmut Giinther, Johann Bader und
Wilhelm Tischer™

Professor Helmut Holzer zum 60. Geburtstag gewidmet.

In der Natur entstehen zahlreiche chirale Molekiile
durch die Reduktion ungesittigter Verbindungen mit Oxi-
doreduktasen, die eine relativ grof3e Substratbreite bei vol-
liger Stereospezifitdt aufweisen™ [Gl. (a)]. Die beiden Re-
duktionsdquivalente stammen hiufig von NADH oder
NADPH.
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Priaparative Umsetzungen verbieten sich wegen des Prei-
ses reduzierter Pyridinnucleotide. Daher mufl NADH in
katalytischen Mengen verwendet und regeneriert werden.

Als Cofermentationen werden solche Reaktionen seit
vielen Jahrzehnten durchgefiihrt; sie haben den Nachteil,
daB die gewiinschte Reaktion prinzipiell nur eine Neben-
reaktion sein kann. So wird z. B. von Hefe bei der Vergi-
rung von Glucose (Elektronendonor) das meiste interme-
didr gebildete NADH durch die Reduktion von Acetalde-
hyd (Elektronenacceptor) reoxidiert [Gl. (b)].
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Wir verbesserten diese Situation, indem wir als Elektro-
nendonor H,"” zusammen mit anaeroben Mikroorganis-
men, die iiber eine Hydrogenase verfiigen, verwendeten
(Gl (0]
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Eine solche Reaktion ist stark exergonisch, und Neben-
reaktionen treten dabei kaum auf. Auf diesem Wege haben
wir zahlreiche prochirale Verbindungen im priparativen
Mafstab in chirale umgewandelt®®.
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Verwendet man anstelle von Mikroorganismen mehr
oder weniger reine Pyridinnucleotid-abhingige Redukta-
sen und regeneriert NAD(P)H, so hat man in der Regel fiir
priparative Zwecke wenig geeignete Systeme mit je zwei
Enzymen, Substraten und Produkten.

Wir isolierten das Enzym, das in Clostridien Enoate
(Anionen a,f-ungesittigter Carbonsduren) NADH-abhin-
gig reduziert® und entdeckten nun, daB dieses Enzym zwei
weitere Reaktionen katalysiert [Gl. (d) und (e)].
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Enoat-
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RZ Rl Reduktase

Y = COO7, CHO;
= H, Me, Et, OMe, NHCHO, F, Cl, Br;

R? = Alkyl, Aryl, Alkoxycarbonyl (kaum Beschrinkungen);
= H, Me, Et, etc.

Enoat-
2 Mv? + NAD* + HY ——— NADH + 2 MV? (e)
Reduktase

MV? = Methylviologen-Radikalkation
MV? = Methylviologen-Dikation
(1,1'-Dimethyl-4,4’-bipyridinium-Dikation)

Das Dikation des billigen und stabilen Methylviologens
148t sich kontinuierlich an einer Elektrode reduzierent”,
Damit ergibt sich insgesamt das in Gl. (f) skizzierte Sy-
stem.

Eine 0.3 mM Lésung von MV zeigt bei pH 6.4 bereits
eine halbmaximale Geschwindigkeit der in Gl. (d) be-
schriebenen Reaktion.
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e = Elektronen von einer Kathode; ER = Enoat-Reduktase;
:C:X bedeutet die in Gl. (d) angegebenen Substrate oder NAD™

Die Enoat-Reduktase kann nach Gl. (f) als solche ange-
wendet werden (elektro-enzymatische Reduktion) oder in
Form von Bakterienzellen (elektro-mikrabielle Reduktion).
Die Herstellung von (2R)-2-Methyl-3-phenylpropionat mit
Enoat-Reduktase aus Clostridium La 1 gelingt so in 95%
Ausbeute. Analog kann man mit ganzen Zellen (50 mg
Trockengewicht) oder z. B. mit in Polyurethan immobili-
sierten Zellen hydrieren. Die Initialgeschwindigkeiten sin-
ken jedoch auf ca. 40% bzw. 25% der Initialgeschwindig-
keit der Reaktion mit reinem Enzym; diese Verlangsamung
beruht im wesentlichen auf unterschiedlichen Diffusions-
vorgéngen.

Es konnen nicht nur Substrate der Enoat-Reduktase ste-
reospezifisch reduziert werden, sondern solche aller NAD-
abhingigen Enzyme [GL. (¢)], die in den verwendeten Zel-
len auBer Enoat-Reduktase vorkommen.

Bisher haben wir Enoat-Reduktase in drei Clostridien
nachgewiesen. Mit ganzen Zellen von Clostridium sporo-
genes (ATCC 3584) haben wir auf diesem Wege z. B. Phe-
nylpyruvat zu (2R)-Phenyllactat und a-Ketosduren durch
reduktive Aminierung in Aminosiuren umgewandelt. Die
Umsetzung von Phenylpyruvat 148t sich auch mit Proteus
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mirabilis (DSM 30115) erreichen. In zu diesem Zweck ge-
ziichteten Zellen besteht 1-2% des Proteins aus Enoat-Re-
duktase und in einem Arbeitstag kénnen 400-500 Einhei-
ten des Enzyms gewonnen werden, da die Isolierungsme-
thode® vereinfacht wurde. 1 mg Enoat-Reduktase redu-
ziert bei 25°C und pH 6.4 in Gegenwart von 2 mM MV*
pro min ca. 10-12 pmol (E)-2-Methylcinnamat. Die Ge-
schwindigkeit fir zahlreiche andere Enoate liegt im Be-
reich von 5-20 umol/min.

Interessant erschien die Frage, ob auch in Aerobiern En-
zyme vorkommen, die die Umsetzung nach Gl. (e) kataly-
sieren. Wir fanden, da3 Enterobacter agglomerans™ (CDC
1461-67) eine NADH-abhédngige Fumarat-Reduktase, die
sich auch durch MV reduzieren 148t, enthilt.

Voraussetzung fiir die elektro-enzymatische und elektro-
mikrobielle Reduktion ist, daB die ungesittigten Verbin-
dungen weder spontan an der Elektrode noch mit dem re-
duzierten Mediator Methylviologen reagieren. Diese Vor-
aussetzung, die sich durch Aufnahme von Cyclovoltagram-
men oder spektrophotometrisch leicht priifen 148t, scheint
meistens gegeben zu sein.

Wir glauben, daB das Verfahren, das wesentliche Nach-
teile der Cofermentationen und der Anwendung von iso-
lierten Enzymen mit NAD(P)H-Regenerierung nicht hat,
es ermdglicht, zahlreiche chirale Verbindungen zu gewin-
nen. Mit ganzen Zellen und Wasserstoffgas wurden z. B.
21 Verbindungen reduziert'™, Durch Verwendung von
2H,0-Puffer lassen sich leicht Verbindungen stereospezi-
fisch deuterieren. Bei Cofermentationen haben die Quo-
tienten Gramm Glucose/Aquivalent isoliertes Reduktions-
produkt bzw. Gramm Katalysator (z. B. Mikroorganis-
men)/Aquivalent isoliertes Reduktionsprodukt Werte zwi-
schen 500 und 10000®); die mit unserem Verfahren erreich-
ten Werte sind 10-100mal besser.

Abb. 1. Ansicht (rechts) und Aufsicht (lipks) eines fiir elektro-enzymatische
und elektro-mikrobielle Reduktionen geeigneten Reaktionsgef4Bes; Volu-
men 25-160 mL. A=EinlaBrohr, B=AuslaBrohr und Probenentnahme,
C=Pt-Anode, D= Diaphragma, E=Referenzelektrode, F=Rithrer, G=Hg-
Kathode.

Arbeitsvorschrift:

Im Kathodenraum einer elektrochemischen Zelle (Abb.
1) wird eine Losung von 85 mL, die 0.1 mol/L Phosphat-
puffer (pH 6.4), 0.1 mmol/L EDTA, 2.5 mmol/L MV?** so-
wie 40 mg Rinderserumalbumin (bei Versuchsdauer <20 h
nicht erforderlich) und 1.12 g Natrium-(E)-2-methylcinna-
mat enthilt, durch Einleiten von Stickstoff sauerstofffrei
gemacht. Der Anodenraum ist durch einen Polyacrylamid-
pfropf vom Kathodenraum getrennt und mit ca. 2 mL
0.1M Phosphatpuffer (pH 9) gefiillt. Bei —800 mV Katho-
denpotential, gemessen gegen eine 0.1 M KCl-Kalomel-Re-
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ferenzelektrode, wird MV2* vorreduziert, und es werden
0.5 mg Enoat-Reduktase zugegeben. Bei kontrolliertem
Kathodenpotential verliuft die Reaktion wie in Abbildung
2 dargestellt. Der pH-Wert des Katholyten wird mehrmals
mit H;PO,/H,0 (1:1) neu eingestellt. (Bei Verwendung
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Abb. 2. Zeitverlauf der elektro-enzymatischen Reduktion von (£)-2-Methyl-
cinnamat, katalysiert durch Enoat-Reduktase in Gegenwart von elektroche-
misch kontinuierlich regeneriertem Methylviologen-Radikalkation.

von Vycor-Tips als Diaphragma kann der Anodenraum
mit 0.1 M K,SO,-Losung gefiillt werden, und das Nachju-
stieren des pH-Wertes ist nicht nétig.) Der Ablauf der Re-
aktion kann an der Stromkurve oder durch quantitative
Hochdruckfliissigkeitschromatographie verfolgt werden
(Abb. 2). Nach der Reaktion wird angesduert, mit Ether
extrahiert und (R)-2-Methyl-3-phenylpropionsiure isoliert
(Ausb. 95%), []® —23.5; fiir die reinen Enatiomere wurden
[a]®+20.4 und [a]® —24.6"! angegeben.
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Neue Reaktionen von 13-Phosphorinen
und deren Tricarbonylchrom-Komplexen

Von Karl Dimroth und Hans Kaletsch'™
Professor Siegfried Hiinig zum 60. Geburtstag gewidmet
2,4,6-Trisubstituierte A°>-Phosphorine vom Typ (1)"! sind

keine ,,nichtklassischen* 6n-Heteroarene, sondern cycli-
sche Phosphor-Ylide, deren negative Ladung auf dem Pen-
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