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Enantioselektive Stereoinversion in der
kinetischen Racemattrennung von
rac-sec-Alkylsulfatestern durch Hydrolyse mit
Alkylsulfatase aus Rhodococcus ruber

DSM 44541 liefert homochirale Produkte™**
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Sulfatasen katalysieren die hydrolytische Spaltung von
Sulfatesterbindungen unter Freisetzung von anorganischem
Sulfat und dem entsprechenden Alkohol.' Abhingig vom
Enzymtyp und seines katalytischen Mechanismus, kann die
enzymatische Hydrolyse von sec-Alkylsulfaten entweder
unter Retention — unter Spaltung der S-O-Bindung - oder
unter Inversion — unter Spaltung der C-O-Bindung — der
Konfiguration am chiralen Kohlenstoffatom erfolgen (Sche-
ma 1).23

Die Fahigkeit von sec-Alkylsulfatasen, wihrend der Kata-
lyse ein Stereozentrum zu invertieren, macht sie zu idealen
Kandidaten fiir den Einsatz in so genannten enantiokon-
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Schema 1. Stereochemische Wege der enzymatischen Sulfatesterhydroly-
se.
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vergenten Prozessen. Solche Prozesse erméglichen die
Transformation von Enantiomerenpaaren in gegenlédufiger
Stereochemie zu einem einzigen stereoisomerenreinen Pro-
dukt in 100 % theoretischer Ausbeute. Andere Enzyme, die
diese Fihigkeit aufweisen, sind a) Epoxidhydrolasen,”! b) De-
halogenasen!® und c) Glycosidasen.[? Bislang wurden einige
wenige Alkylsulfatasen biochemisch untersucht und charak-
terisiert;l!! diese Enzyme fanden jedoch keine Anwendung in
priparativen Biotransformationen.!®!

Im Rahmen eines Bakterienscreenings der Gattung Acti-
nomyces mit rac-2-Octylsulfat als Substratl®’® wurden sieben
aktive Stamme identifiziert, die das Substrat unter Bildung
von 2-Octanol und anorganischem Sulfat hydrolysieren. Die
Alkylsulfataseaktivitét des aktivsten Stammes — Rhodococcus
ruber DSM 44541 — wurde genauer untersucht:

1) Die sec-Alkylsulfataseaktivitdt war konstitutiv in Bezug
auf Substratinduktion und war in ruhenden Zellen vor-
handen, die auf einem komplexen Medium geziichtet
wurden.[

2) Die Aktivitdt konnte durch Lyophilisieren aus Tris-HCI-
Puffer (pH 7.5, 10 mm) und Aufbewahrung bei + 4 °C iiber
mehrere Monate aufrechterhalten werden.

3) Die Reaktion wurde von einem l6slichen, monomeren
Protein (genannt RS2) katalysiert, unabhingig von einem
bekannten Cofaktor.!'"!

4) Die Sulfatesterhydrolyse erfolgte unter Inversion des
chiralen Zentrums. Mit enantiomerenreinem (R)-2- und
(R)-3-Octylsulfat als Substrat wurden (S)-2- bzw. (S5)-3-
Octanol ohne Racemisierung mit einem Enantiomeren-
iiberschuss >99 % erhalten.

5) Um die Stereo- und Enantioselektivitit dieser biokataly-
tischen AKktivitit zu ermitteln, wurden sowohl Substrat-
Toleranz als auch Enantioselektivitdt untersucht. Die
Daten in Tabelle 1 zeigen einen klaren Trend: Das Enzym
zeigte ausgezeichnete Regioselektivitit bei rac-sec-Alkyl-
sulfaten rac-1a-d® mittlerer Kettenlinge. Im Unterschied
zur schnellen Umsetzung von sec-Alkylsulfaten konnte
bei dem prim-Sulfatester 1e keine Reaktion beobachtet
werden. Die Enantioselektivitét fiir Substrat 1b — ausge-
driickt als ,,Enantiomeric Ratio* (E-Wert'!l) — war gut, da
aufgrund des signifikanten Grof3enunterschiedes der Sub-

Tabelle 1. Stereoselektivitdten der enzymatischen Sulfatesterhydrolyse

0S03~ H 0SOgz” H OH
Alkylsulfatase - + A
R1 R2 —_— R1 R2 R R
rac-1a—d Tris-Puffer pH 7.5 (S)-2a—d (S)-1a—d
1e 2e 1e
Substrat R! R? Umsatz [%] eep[%] Enantio-
selektivitit ()M
rac-1a n-CH,, CH; 3.6 —lal -
rac-1b n-CH;; CH; 46 82 21
rac-1c¢ n-CsH,;, C,H; 38 52 4.3
rac-1d n-C,Hy, n-CH; 68 9 <2
le n-CH;s H 0 - -
rac-1e n-CH,, C,H; 33 74 9.51%]
rac-1e n-GH,, GC,H;s 25 90 30
rac-1e n-GH,, GC,H;s 9 99 > 2000

[a] Sehr langsame Reaktion. [b] Teilgereinigtes Enzym RS2 in Gegenwart
von DEAE-Dextran (5% (w/v)). [c] In Gegenwart von Cetyltrimethylam-
moniumbromid (0.2% (w/v)). [d] In Gegenwart von Fe!! (5 mm).
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stituenten R! und R? der chirale Erkennungsprozess
erleichtert ist. Etwas niedrigere Selektivititen wurden
bei der Verschiebung der funktionellen Gruppen in
Richtung des Molekiilzentrums beobachtet, wodurch die
Ahnlichkeit der relativen GroBe der Substituenten R' und
R? immer mehr zunahm, und somit quasi-symmetrische
Substrate rac-1¢,d erhalten wurden.

6) Die Stereopriferenz war im Allgemeinen R, das bedeutet,
dass R-konfigurierte Substratenantiomere unter Inversion
der Konfiguration in die entsprechenden S-Alkohole
iberfiihrt wurden, wéhrend S-Sulfatester unangetastet
blieben.

Fast identische Resultate wurden mit lyophilisierten ganzen
Zellen als Biokatalysatoren erhalten. Daraus konnte ge-
schlossen werden, dass keine konkurrierende Alkylsulfatase
(mit unterschiedlicher Enantioselektivitit oder gegenlaufiger
Stereopriferenz) gegenwirtig ist. Um die niedrige Enantio-
selektivitit fiir rac-1¢ (E=4.3) zu erhohen, wurden eine
Reihe von Additiven getestet (wie Metallionen, Kohlenhy-
drate oder Detergentien), von denen bekannt ist, dass sie
einen positiven Einfluss auf die chirale Erkennung von
Enzymen ausiiben konnen.'”! Modifizierte Polysaccharide
(DEAE-Dextran, E =9.5) und Detergentien (Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid, £ = 30) zeigten zwar einen positiven, aber
begrenzten Effekt. Die Zugabe von Metallionen brachte
hingegen den gewiinschten Durchbruch: FEine drastische
Selektivititssteigerung wurde in Gegenwart von Fe (5 mm)
erhalten. Der E-Wert von rac-1c¢ stieg somit von 4.3 auf
>200, allerdings begleitet von einer Abnahme der Reak-
tionsgeschwindigkeit.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in Rhodococ-
cus ruber DSM 44541 eine stereoselektive sec-Alkylsulfatase
gefunden wurde, die unter Inversion der Konfiguration
arbeitet. Die auBBergewohnliche Eigenschaft dieser Biotrans-
formation liegt in der Tatsache, dass — im Unterschied zu
Lipase-, Esterase- und Protease-katalysierten Reaktionen —
die Absolutkonfigurationen des gebildeten Produktes und des
zuriickbleibenden nicht-umgesetzten Substrates identisch
sind und dieser Prozess ausgehend von einem Racemat zu
homochiralen S-konfigurierten Produkten fiithrt. Dies ist ein
wichtiger Schritt zur Deracemisierung von sec-Alkoholen
mittels stereo- und enantioselektiver Biohydrolyse der ent-
sprechenden Sulfatester.

Experimentelles

Substratsynthese: Alkylsulfate 1a—e wurden durch Sulfatierung des
entsprechenden Alkohols mit NEt;:SO; nach einer bekannten Vorschrift
hergestellt.”) Auf gleiche Weise wurden (R)-2- und (R)-3-Octylsulfat aus
(R)-2- bzw. (R)-3-Octanol hergestellt.

Screening nach Alkylsulfatase-Aktivitéit: Lyophilisierte Zellen (50 mg)i!
wurden in Tris-Puffer (pH 7.5, 0.1M, 0.6 mL) 0.5 h lang rehydratisiert, rac-2-
Octylsulfat-Losung wurde zugegeben (Endkonzentration 22 mm, Gesamt-
volumen 0.8 mL) und die ReaktionsgefiBe wurden 5 Tage bei Raum-
temperatur geschiittelt. Der Umsatz wurde mit GC-Analyse nach Extrak-
tion des gebildeten Alkohols mit Ethylacetat und unter Verwendung von
Menthol als internen Standard bestimmt. Die Abwesenheit von nicht-
enzymatischer Spontanhydrolyse wurde durch Blindexperimente — unter
Abwesenheit des Enzyms — fiir alle Substrate bestitigt. Bei der Verwen-
dung von ganzen Zellen wurden aufgrund der biochemischen Oxidation
von 2-Octanol kleine Mengen 2-Octanon als Nebenprodukt gebildet.
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Bestimmung der Enantiomerenzusammensetzung: Die Alkohole 2a-d
wurden als entsprechende Trifluoracetat-Derivate [(CF;CO),0/EtOAc/
60°C/20 min] mit GC [Chrompack CP7500 (Cyclodextrin-B-2, 25m x
0.25mm, 25 pum film); Chirasil-Dex CB/G-PN (Propionyl-y-cyclodextrin,
30 m x0.32 mm; H,)] analysiert. Die Absolutkonfiguration wurde durch
Koinjektion einer unabhéngigen Referenzprobe bestimmt.

Teilweise Reinigung der Rhodococcus-Sulfatase (RS2): Nach Aufbrechen
der Zellen mittels Zellmiihle wurden die zellfreien Extrakte mittels HIC-
Sédule (Phenyl Sepharose, Pharmacia) iiber einen Stufengradienten frak-
tioniert. Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt und lyophilisiert.
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12-Oxophytodiensdure (12-OPDA) 1 ist der im Pflanzen-
reich ubiquitire Biosynthesevorldufer fiir die Jasmonoide 2-7,
die in der so genannten Octadecanoid-Kaskade aus 1 gebildet
werden und als Signalstoffe an vielen Prozessen im pflanzli-
chen Organismus beteiligt sind.['l 12-OPDA 1 selbst wird aus
Linolensdure durch oxidative Cyclisierung gebildet. 1997
wurde mit Dinoroxophytodiensidure 8 ein Hexadecanoid
gefunden, das analog 1 aus Hexadecatrienséure entsteht und
ebenfalls ausgeprigte biologische Aktivitit zeigt.l?)
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