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In der Natur entstehen zahlreiche chirale Molekiile 
durch die Reduktion ungesattigter Verbindungen mit Oxi- 
doreduktasen, die eine relativ groI3e Substratbreite bei vol- 
liger Stereospezifitat aufweisenr'] [GI. (a)]. Die beiden Re- 
duktionsaquivalente starnmen haufig von NADH oder 
NADPH. 

R2\ Oxido- R: 
,C=X + 2 [H] - H-C-X-H 

R2' reduktare R' 

Praparative Umsetzungen verbieten sich wegen des Prei- 
ses reduzierter Pyridinnucleotide. Daher rnuS NADH in 
katalytischen Mengen verwendet und regeneriert werden. 

Als Coferrnentationen werden solche Reaktionen seit 
vielen Jahnehnten durchgefiihrt; sie haben den Nachteil, 
daS die gewunschte Reaktion prinzipiell nur eine Neben- 
reaktion sein kann. So wird z. B. von Hefe bei der Verga- 
rung von Glucose (Elektronendonor) das meiste interme- 
diar gebildete NADH durch die Reduktion von Acetalde- 
hyd (Elektronenacceptor) reoxidiert [Gl. (b)]. 

Glucose  

Erwi inschte  / Haupt-  \ 
Reakt ion  J reakt ion  \ 

NADH ,C=X CH3CHO 
R'\ 

R2 

Wir verbesserten diese Situation, indem wir als Elektro- 
nendonor HJ2I zusarnmen rnit anaeroben Mikroorganis- 
men, die uber eine Hydrogenase verfiigen, verwendeten 
[GI. (c)l. 

Eine solche Reaktion ist stark exergonisch, und Neben- 
reaktionen treten dabei kaum auf. Auf diesem Wege haben 
wir zahlreiche prochirale Verbindungen irn praparativen 
MaSstab in chirale umgewandelt[2b1. 
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Verwendet man anstelle von Mikroorganismen mehr 
oder weniger reine Pyridinnucleotid-abhangige Redukta- 
sen und regeneriert NAD(P)H, so hat man in der Regel fur 
praparative Zwecke wenig geeignete Systeme mit je zwei 
Enzymen, Substraten und Produkten. 

Wir isolierten das Enzym, das in Clostridien Enoate 
(Anionen a,P-ungesattigter Carbonsauren) NADH-abhan- 
gig redu~iert[~] und entdeckten nun, daD dieses Enzym zwei 
weitere Reaktionen katalysiert [GI. (d) und (e)]. 

R3 Y R 2  H 

R2 R' H R3 R'Y 

>=( + 2 H+ + 2 M V ~  LA-/< + 2 MV" (d)  
Reduktase 

Y = COO; CHO;  
R' = H, Me,  E t ,  OMe,  NHCHO, F,  C1, Br;  
R2 = Alkyl ,  A r y l ,  Alkoxycarbonyl  ( k a u m  Beschrankungen) ;  
R 3  = H ,  Me,  E t ,  etc. 

Enoat- 

Reduktase 
2 M V ~  + NAD+ + H+ - NADH + 2 M V ~ +  (el 

M V t  = Methylviologen-Radikalkation 
MV2+= Methylviologen-Dikat ion 

( i , l ' -Dimethy1-4,4 ' -  bipyridinium-Dikat ion)  

Das Dikation des billigen und stabilen Methylviologens 
la& sich kontinuierlich an einer Elektrode red~zieren'~]. 
Damit ergibt sich insgesamt das in GI. ( f )  skizzierte Sy- 
stem. 

Eine 0.3 mM Losung von MVt  zeigt bei pH 6.4 bereits 
eine halbmaxirnale Geschwindigkeit der in GI. (d) be- 
schriebenen Reaktion. 

R 2  

R1' 

e = E l e k t r o n e n  von e i n e r  Kathode; E R  = Enoat -Reduktase ;  
, 'C=X bedeutet  d ie  in  GI. (d)  angegebenen  S u b s t r a t e  o d e r  NAD+ 

Die Enoat-Reduktase kann nach G1. ( f )  als solche ange- 
wendet werden (elektro-enzymatische Reduktion) oder in 
Form von Bakterienzellen (elektro-mikrobielle Reduktion). 
Die Herstellung von (2R)-2-Methyl-3-phenylpropionat mit 
Enoat-Reduktase aus Clostridium La 1 gelingt so in 95% 
Ausbeute. Analog kann man rnit ganzen Zellen (50 mg 
Trockengewicht) oder z. B. rnit in Polyurethan imrnobili- 
sierten Zellen hydrieren. Die Initialgeschwindigkeiten sin- 
ken jedoch auf ca. 40% bzw. 25% der Initialgeschwindig- 
keit der Reaktion rnit reinern Enzym; diese Verlangsamung 
beruht irn wesentlichen auf unterschiedlichen Diffusions- 
vorgangen. 

Es konnen nicht nur Substrate der Enoat-Reduktase ste- 
reospezifisch reduziert werden, sondern solche aller NAD- 
abhangigen Enzyme [GI. (e)], die in den verwendeten Zel- 
len aul3er Enoat-Reduktase vorkommen. 

Bisher haben wir Enoat-Reduktase in drei Clostridien 
nachge~iesen~~'.  Mit ganzen Zellen von Clostridium sporo- 
genes (ATCC 3584) haben wir auf diesem Wege z. B. Phe- 
nylpyruvat zu (2R)-Phenyllactat und a-Ketosauren durch 
reduktive Aminierung in Aminosauren umgewandelt. Die 
Urnsetzung von Phenylpyruvat lafit sich auch rnit Proteus 
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reich von 5-20 ymol/min. 1 * 
Interessant erschien die Frage, ob auch in Aerobiern En- 

zyme vorkommen, die die Umsetzung nach GI. (e) kataly- 
sieren. Wir fanden, daB Enterobacter agglomeran~[~] (CDC 
146 1-67) eine NADH-abhangige Fumarat-Reduktase, die 
sich auch durch MVt  reduzieren IaRt, enthalt. 

mikrobielle Reduktion ist, daB die ungesattigten 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 laBt, scheint 

"Immd;. 

Voraussetzung fur die elektro-enzymatische und elektro- 

teile der Cofermentationen und der Anwendung von iso- 
lierten Enzymen mit NAD(P)H-Regenerierung nicht hat, 
es ermoglicht, zahlreiche chirale Verbindungen zu gewin- 
nen. Mit ganzen Zellen und Wasserstoffgas wurden z. 9. 
21 Verbindungen reduziertC3]. Durch Verwendung von 
'H,O-Puffer lassen sich leicht Verbindungen stereospezi- 
fisch deuterieren. Bei Cofermentationen haben die Quo- 
tienten Gramm Glucose/Aquivalent isoliertes Reduktions- 
produkt bzw. Gramm Katalysator (z. 9. Mikroorganis- 
men)/Aquivalent isoliertes Reduktionsprodukt Werte zwi- 
schen 500 und 1000O[sl; die mit unserem Verfahren erreich- 
ten Werte sind 10-100mal besser. 
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Abb. 1. Ansicht (rechts) und Aufsicht (lipks) eines fur elektro-enzymatische 
und elektro-mikrobielle Reduktionen geeigneten ReaktionsgefaBes; Volu- 
men 25-160 mL. A=  EinlaBrohr, B= AuslaDrohr und Probenentnahme, 
C = Pt-Anode, D = Diaphragma, E = Referenzelektrode, F =  Riihrer, G = Hg- 
Kathode. 

A rbeitsvorsch r f t  : 

t l h l -  

Abb. 2. Zeitverlauf der elektro-enzymatischen Reduktion von (Q-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 KzS04-Losung gefiillt werden, und das Nachju- 
stieren des pH-Wertes ist nicht notig.) Der Ablauf der Re- 
aktion kann an der Stromkurve oder durch quantitative 
Hochdruckfliissigkeitschromatographie verfolgt werden 
(Abb. 2). Nach der Reaktion wird angesauert, mit Ether 
extrahiert und (R)-2-Methyl-3-phenyIpropionsaure isoliert 
(Ausb. 95%), [a]"- 23.5; fur die reinen Enatiomere wurden 
[a]" + 20.4 und [a]" - 24.6[91 angegeben. 
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Neue Reaktionen von L5-Phosphorinen 
und deren Tricarbonvlchrom-Komolexen 

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- 

Von Karl Dimroth und Hans Kaletsch['] 

PrOfeSSOr Siegfried Hunig zum 60. Geburtstag gewidmet 
wie 40 mg Rinderserumalbumin (bei Versuchsdauer < 20 h 
nicht erforderlich) und 1.12 g Natrium-(E)-2-methylcinna- 
mat enthalt, durch Einleiten von Stickstoff sauerstofffrei 
gemacht. Der Anodenraum ist durch einen Polyacrylamid- 
pfropf vom Kathodenraum getrennt und mit ca. 2 mL 
0.1 M Phosphatpuffer (pH 9) gefiillt. Bei - 800 mV Katho- 
denpotential, gemessen gegen eine 0.1 M KCI-Kalomel-Re- 

2,4,6-Trisubstituierte h5-Phosphorine vom Typ ( I ) [ ' ]  sind 
keine ,,nichtklassischen" 6n-Heteroarene, sondern cycli- 
sche Phosphor-Ylide, deren negative Ladung auf dem Pen- 
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