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Der Citratzyklus ist einer der wichtigsten Stoffwechselpro-
zesse. Seit seiner Formulierung im Jahr 1937 durch H. A.
Krebs wurden alle Intermediate im Multigramm-Maßstab
zug(nglich gemacht – mit einer Ausnahme: der (2R,3S)-Iso-
citronens(ure (1, dS-threo-Isocitronens(ure). Dabei w(re sie
als neuer Vertreter des chiralen Pools eine interessante Aus-
gangsverbindung f2r die organische Synthese. Diese chirale
a-Hydroxytricarbons(ure kommt zwar h(ufig vergesell-
schaftet mit ihrem Konstitutionsisomer, der Citronens(ure
(2), vor, doch gelang bisher die Trennung von 1 und 2 nur in
analytischem Maßstab.

Es wurden einige Versuche zur Synthese der ent-Iso-
citronens(ure (ent-1) unternommen, aus denen aber auch nur
Milligramm-Mengen hervorgingen.[1] Wegen ihrer geringen
Verf2gbarkeit findet (2R,3S)-Isocitronens(ure (1) praktisch
keine Anwendung in der Synthese. In Datenbanken sind
bisher nur der (2R,3S)-Isocitronens(uretrimethylester (3),
der (2R,3S)-Isocitronens(urelacton-2,3-dicarbons(uredime-
thylester (5), die (2R,3S)-Isocitronens(urelacton-2,3-dicar-
bons(ure (6) sowie das (2R,3S)-Isocitronens(urelacton-2,3-
dicarbons(ureanhydrid (7) l2ckenhaft beschrieben.[2]

Erstaunlicherweise gab es bislang auch noch keinen Ver-
such einer fermentativen Gewinnung von 1, obwohl eine
Vielzahl an Hefen die Citronen- und (2R,3S)-Isocitronen-
s(ure in verschiedensten Verh(ltnissen aus langkettigen
n-Alkanen oder Glucose produzieren und ausscheiden.[3] Die
Fermentation wurde bisher immer in Hinblick auf eine hohe
Citratausscheidung optimiert.

Wir beschreiben hier eine Kombination aus umwelt-
freundlichen biotechnologischen und chemischen Verfahren,
die Zugang zur enantiomerenreinen (2R,3S)-Isocitronens(u-
re (1) und ihren Derivaten imKilogramm-Maßstab bietet und

eine unverf(lschte Anwendung des Konzepts der „weißen
Biotechnologie f2r die gr2ne Chemie“ darstellt.[4] Wir fanden,
dass die thiaminauxotrophe Hefe Yarrowia lipolytica einen
hohen Anteil an organischen S(uren erzeugt, wenn sie auf
Pflanzen?len unter Thiamin2berschuss, stickstofflimitierten
und aeroben Bedingungen w(chst.[5] Unser Ziel war ein
m?glichst hohes Isocitrat/Citrat-Verh(ltnis bei gleichzeitig
hoher Isocitratkonzentration.

Es gelang uns, in einer Technikumskultivierung des
Wildtypstammes Y. lipolytica EH59 auf raffiniertem Son-
nenblumen?l eine Isocitratkonzentration von 93 gL�1 bei
einem 1/2-Verh(ltnis von 1.14:1 zu erhalten, ein zuvor uner-
reichtes Ergebnis; bemerkenswert ist auch, dass dieses Er-
gebnis auf der Basis nachwachsender Rohstoffe erzielt wurde.
Nach Abfiltrieren der Biomasse erfolgte eine Elektrodialyse
zur Gberf2hrung der erhaltenen Trinatriumsalze in die freien
S(uren, bevor die Fermentationsl?sung unter vermindertem
Druck entw(ssert wurde. Nun galt es, ein Verfahren zur
Trennung der beiden Isomere zu finden.

Die Veresterung des sirupartigen Konzentrates beider
Tricarbons(uren lieferte ein Gemisch beider Triester, aus dem
der Citronens(uretrimethylester 4 als farbloser Feststoff
auskristallisierte. Der (2R,3S)-Isocitronens(uretrimethylester
(3) kristallisierte jedoch nicht, da er unter Standardbedin-
gungen fl2ssig ist. Diese bisher unbekannte Eigenschaft
nutzten wir zur einfachen Trennung der isomeren Ester 3 und
4, indem wir 4 von 3 abfiltrierten (Schema 1). Mit Blick auf

die geplante Anwendung von 1 in der stereoselektiven Syn-
these sollte nun durch einfache Transformationen eine Viel-
zahl unterschiedlicher Synthesebausteine zug(nglich gemacht
werden. Dazu wurden zun(chst die M?glichkeiten zur Dif-
ferenzierung der drei Carboxygruppen untersucht. Die Bil-
dung der Lactonstruktur in 5 und 6 gelang direkt aus 3.
Sowohl aus 5 wie auch aus 6 ließ sich die freie (2R,3S)-Iso-
citronens(ure (1) als Stammverbindung gewinnen (Sche-
ma 2).

Das Anhydrid 7 von 6 erwies sich als Schl2sselverbindung
in den nachfolgenden Transformationen. Eine selektive Iff-

Schema 1. Veresterung des Fermentationskonzentrates: a) MeOH, 2,2-
Dimethoxypropan, 10 Mol-% Trimethylsilylchlorid, 3 d, RT, 80–88%.
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nung ausschließlich zu den an der C2-Position monoveres-
terten Derivaten 8 und 9 erm?glichte die differenzierte Mo-
difizierung der Carboxygruppen (Schema 3). Der kristalline

(�)-Menthylester 9 diente außerdem zur Absicherung der
absoluten Konfiguration des Fermentationsproduktes mittels
R?ntgenkristallstrukturanalyse (Abbildung 1).[6] Die Reduk-

tion des Mono-tert-butylesters 8 lieferte den Alkohol 10, der
sich zu 11 umlagert. In drei weiteren Schritten konnte die
nicht nat2rlich vorkommende Lacton-Aminos(ure 12 herge-
stellt werden, was einen Zugang zur Klasse der Aminos(uren
er?ffnete (Schema 4). Eine gezielte Reduktion der Lacton-
funktion gelang ausgehend von 13 und f2hrte zum Bernstein-
s(urederivat 14 (Schema 5).

Zum Abschluss wurde die M?glichkeit untersucht, wei-
tere Stereoisomere der Isocitronens(ure verf2gbar zu
machen. An der unsymmetrisch veresterten Verbindung 15
wurde ein schonendes Verfahren zur ausschließlichen Inver-

sion der Konfiguration des C3-Zentrums ohne Racemisierung
an der C2-Position erarbeitet und auf den leicht erh(ltlichen
Di-tert-butylester 13 angewendet, womit sich schließlich ein
Zugang zu Derivaten der nicht nat2rlich auftretenden
(�)-allo-Isocitronens(ure er?ffnete (Schema 6).

Damit ist es erstmals gelungen, (2R,3S)-Isocitronens(ure,
eine bisher nur analytisch untersuchte Verbindung aus dem
Citratzyklus, im kg-Maßstab fermentativ aus Sonnenblu-
men?l herzustellen und zu isolieren. Sie konnte anschließend
in eine Reihe chiraler Derivate umgewandelt werden. Diese
sind vielversprechend f2r die Totalsynthese komplexerer
Naturstoffe und als gut zug(ngliche Startmaterialien in der
pharmazeutisch-chemischen Industrie.
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Schema 2. Umsetzung von 3 : a) 10 Mol-% para-Toluolsulfons9ure,
Toluol, R5ckfluss, 80%; b) 4.0m HCl, R5ckfluss, 8 h, quant.; c) 1.0m

HCl, R5ckfluss, 4 h, quant.; d) 3 Mquiv. NaOH, Amberlite IR-120,
quant.

Schema 3. Bildung von regioselektive Offnung von 7: a) Ac2O, 160 8C,
15 min, 85%; b) f5r 8 : wasserfreies tBuOH, R5ckfluss, 15 h, quant.;
f5r 9 : (1R,2S,5R)-(�)-Menthol, 100 8C, 36 h, 27%.

Schema 4. Umsetzung und Umlagerung von 8 : a) BH3/THF, THF,
0 8C!RT, 5 h, 88%; b) H+, 78%; c) Methansulfonylchlorid, Pyridin,
CH2Cl2, 24 h; d) NaN3, DMF, 47% 5ber zwei Stufen; e) Pd/C, H2,
EtOAc, 8 h, 90%.

Schema 5. Umsetzung von 6 : a) 2-Methylpropen, kat. H2SO4, CH2Cl2,
5 d, 88%; b) Ca(BH4)2, THF/iPrOH, 84%.

Schema 6. a) 2-Methylpropen, kat. H2SO4, CH2Cl2, 48 h, quant.; b) In-
version der Konfiguration an C3 f5r 16 : DBU, CH2Cl2, 50 8C, 30 min,
80% bezogen auf reisolierte Ausgangsverbindung; f5r 17: DBU,
CH2Cl2, 50 8C, 1 h, 89% bezogen auf reisolierte Ausgangsverbindung.
DBU= 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en.

Abbildung 1. Struktur von 9 im Kristall.[6]
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[6] Daten zur Strukturanalyse von C16H24O6: Stoe-IPDS-2T-Dif-
fraktometer, Mm = 312.35 gmol�1, Kristallabmessungen 0.1 O
0.4 O 0.9 mm3, monoklin, Raumgruppe P21 (Nr. 4), a= 821.95(9),
b= 561.50(4), c= 1760.2(2) pm, b = 97.141(9)8, V= 806.07(14) O

106 pm3, Z= 2, T= 180(2) K, 1ber. = 1.287 gcm�3, m = 0.098 mm�1,
l = 71.073 pm (MoKa), 10207 gemessene, 2805 unabh(ngige Re-
flexe, Rint = 0.073, davon 2608 mit I> 2s(I), 207 Parameter, H-
Atome auf idealisierten Positionen, R1 (beobachtete Reflexe)=
0.051, wR2 (alle Reflexe)= 0.15, max./min. Restelektronendichte
0.21/�0.20 e O 106 pm3; Strukturl?sung und Verfeinerung mit
SHELX97 (G. M. Sheldrick, SHELXS-97, Programm zur L?sung
von Kristallstrukturen, Universit(t G?ttingen, 1997).
CCDC 665724 enth(lt die ausf2hrlichen kristallographischen
Daten zu dieser Ver?ffentlichung. Die Daten sind kostenlos beim
Cambridge Crystallographic Data Centre 2ber www.ccdc.cam.ac.
uk/data_request/cif erh(ltlich.
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