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Synthesen mit einem chiralen Baustein aus dem Citratzyklus: (2R,3S)-
Isocitronensaure aus einer Fermentation mit Sonnenblumenol**

Philipp Heretsch, Franziska Thomas, Andreas Aurich, Harald Krautscheid, Dieter Sicker und

Athanassios Giannis*

Der Citratzyklus ist einer der wichtigsten Stoffwechselpro-
zesse. Seit seiner Formulierung im Jahr 1937 durch H. A.
Krebs wurden alle Intermediate im Multigramm-MaBstab
zuginglich gemacht — mit einer Ausnahme: der (2R,3S5)-Iso-
citronensiure (1, Dg-threo-Isocitronensiure). Dabei wire sie
als neuer Vertreter des chiralen Pools eine interessante Aus-
gangsverbindung fiir die organische Synthese. Diese chirale
a-Hydroxytricarbonsdure kommt zwar héufig vergesell-
schaftet mit ihrem Konstitutionsisomer, der Citronensiure
(2), vor, doch gelang bisher die Trennung von 1 und 2 nur in
analytischem Maf3stab.

Es wurden einige Versuche zur Synthese der ent-Iso-
citronensdure (ent-1) unternommen, aus denen aber auch nur
Milligramm-Mengen hervorgingen.!! Wegen ihrer geringen
Verfiigbarkeit findet (2R,3S)-Isocitronensdure (1) praktisch
keine Anwendung in der Synthese. In Datenbanken sind
bisher nur der (2R,3S)-Isocitronensduretrimethylester (3),
der (2R,3S)-Isocitronensiurelacton-2,3-dicarbonsduredime-
thylester (5), die (2R,3S)-Isocitronenséurelacton-2,3-dicar-
bonsdure (6) sowie das (2R,3S)-Isocitronensiurelacton-2,3-
dicarbonsiureanhydrid (7) liickenhaft beschrieben.”!

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-
sdure in verschiedensten Verhiltnissen aus langkettigen
n-Alkanen oder Glucose produzieren und ausscheiden.”! 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)-Isocitronensdu-
re (1) und ihren Derivaten im Kilogramm-Mafstab bietet und
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eine unverfilschte Anwendung des Konzepts der ,,weiflen
Biotechnologie fiir die griine Chemie* darstellt.! Wir fanden,
dass die thiaminauxotrophe Hefe Yarrowia lipolytica einen
hohen Anteil an organischen Sduren erzeugt, wenn sie auf
Pflanzendlen unter Thiaminiiberschuss, stickstofflimitierten
und aeroben Bedingungen wichst.’! Unser Ziel war ein
moglichst hohes Isocitrat/Citrat-Verhiltnis bei gleichzeitig
hoher Isocitratkonzentration.

Es gelang uns, in einer Technikumskultivierung des
Wildtypstammes Y. lipolytica EHS9 auf raffiniertem Son-
nenblumendl eine Isocitratkonzentration von 93 gL™' bei
einem 1/2-Verhiltnis 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 Uberfiithrung der erhaltenen Trinatriumsalze in die freien
Sduren, bevor die Fermentationslosung unter vermindertem
Druck entwissert wurde. Nun galt es, ein Verfahren zur
Trennung der beiden Isomere zu finden.

Die Veresterung des sirupartigen Konzentrates beider
Tricarbonséuren lieferte ein Gemisch beider Triester, aus dem
der Citronenséduretrimethylester 4 als farbloser Feststoff
auskristallisierte. Der (2R,3S)-Isocitronensduretrimethylester
(3) kristallisierte jedoch nicht, da er unter Standardbedin-
gungen fliissig 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
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Schema 1. Veresterung des Fermentationskonzentrates: a) MeOH, 2,2-
Dimethoxypropan, 10 Mol-% Trimethylsilylchlorid, 3 d, RT, 80-88 %.

die geplante Anwendung von 1 in der stereoselektiven Syn-
these sollte nun durch einfache Transformationen eine Viel-
zahl unterschiedlicher Synthesebausteine zugénglich gemacht
werden. Dazu wurden zunéchst die Moglichkeiten 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 lieB sich die freie (2R,3S)-Iso-
citronensdure (1) als Stammverbindung gewinnen (Sche-
ma 2).

Das Anhydrid 7 von 6 erwies sich als Schliisselverbindung
in den nachfolgenden Transformationen. Eine selektive Off-
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Schema 2. Umsetzung von 3: a) 10 Mol-% para-Toluolsulfonsaure,
Toluol, Riickfluss, 80%; b) 4.0 m HCI, Riickfluss, 8 h, quant.; c) 1.0m
HCl, Riickfluss, 4 h, quant.; d) 3 Aquiv. NaOH, Amberlite IR-120,
quant.

nung ausschlieBlich zu den an der C2-Position monoveres-
terten Derivaten 8 und 9 ermoglichte die differenzierte Mo-
difizierung der Carboxygruppen (Schema 3). Der kristalline

0
0-CO0H ) 0 b) 0-_»COOR
o ——=0 O—— 0
COOH COOH
6 7 O 8R = (Bu

9 R = (-)-Menthyl

Schema 3. Bildung von regioselektive Offnung von 7: a) Ac,0, 160°C,
15 min, 85%; b) fur 8: wasserfreies tBuOH, Riickfluss, 15 h, quant.;
fr 9: (1R,25,5R)-(—)-Menthol, 100°C, 36 h, 27%.

(—)-Menthylester 9 diente auBerdem zur Absicherung der
absoluten Konfiguration des Fermentationsproduktes mittels
Rontgenkristallstrukturanalyse (Abbildung 1).! Die Reduk-

Abbildung 1. Struktur von 9 im Kristall.l¥

tion des Mono-tert-butylesters 8 lieferte den Alkohol 10, der
sich zu 11 umlagert. In drei weiteren Schritten konnte die
nicht natiirlich vorkommende Lacton-Aminosédure 12 herge-
stellt werden, was einen Zugang zur Klasse der Aminosduren
eroffnete (Schema 4). Eine gezielte Reduktion der Lacton-
funktion gelang ausgehend von 13 und fiithrte zum Bernstein-
sdurederivat 14 (Schema 5).

Zum Abschluss wurde die Moglichkeit untersucht, wei-
tere Stereoisomere der Isocitronensdure verfiigbar zu
machen. An der unsymmetrisch veresterten Verbindung 15
wurde ein schonendes Verfahren zur ausschlieBlichen Inver-
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Schema 4. Umsetzung und Umlagerung von 8: a) BH;/THF, THF,
0°C—RT, 5 h, 88%; b) H*, 78%,; c) Methansulfonylchlorid, Pyridin,
CH,Cl,, 24 h; d) NaN;, DMF, 47% iiber zwei Stufen; e) Pd/C, H,,
EtOAc, 8 h, 90%.
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Schema 5. Umsetzung von 6: a) 2-Methylpropen, kat. H,SO,, CH,Cl,,
5 d, 88%; b) Ca(BH,),, THF/iPrOH, 84%.

sion der Konfiguration des C3-Zentrums ohne Racemisierung
an der C2-Position erarbeitet und auf den leicht erhiltlichen
Di-tert-butylester 13 angewendet, womit sich schlielich ein
Zugang zu Derivaten der nicht natiirlich auftretenden
(—)-allo-Isocitronensédure eroffnete (Schema 6).
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a) 13R=fBu 16 R = tBu
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Schema 6. a) 2-Methylpropen, kat. H,SO,, CH,Cl,, 48 h, quant.; b) In-
version der Konfiguration an C3 fiir 16: DBU, CH,Cl,, 50°C, 30 min,
80% bezogen auf reisolierte Ausgangsverbindung; fir 17: DBU,
CH,Cl,, 50°C, 1 h, 89% bezogen auf reisolierte Ausgangsverbindung.
DBU =1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en.

Damit ist es erstmals gelungen, (2R,3S)-Isocitronenséure,
eine bisher nur analytisch untersuchte Verbindung aus dem
Citratzyklus, im kg-MaBstab fermentativ aus Sonnenblu-
menol herzustellen und zu isolieren. Sie konnte anschlieBend
in eine Reihe chiraler Derivate umgewandelt werden. Diese
sind vielversprechend fiir die Totalsynthese komplexerer
Naturstoffe und als gut zugéngliche Startmaterialien in der
pharmazeutisch-chemischen Industrie.
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b=561.50(4), c=1760.2(2) pm, =97.141(9)°, V=2806.07(14) x

10°pm?®, Z=2, T=180(2) K, ppe.. = 1.287 gecm™>, 11 =0.098 mm ™,
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