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(57) Abstract

The invention concerns a method for preparing enantiomer- and diastereomer-pure ketoses by reacting aldehydes with di-
hydroxyacetone phosphate in the presence of an enzyme in aqueous medium and subsequent hydrolysis, characterized in that the
ketose-1-phosphates to be derived from the aldehydes can be obtained in all four absolute configurations as desired, depending
on the enzymes used, namely fructose-1,6-diphosphate aldolase ([EC 4.1.2.13]; D-threo- = (3S, 4R) configuration), tagatose-
1,6-diphosphate aldolase (not yet classified; L-erythro- = (3S, 4S) configuration), fuculose-1-phosphate aldolase ([EC 4.1.2.17];
D-erythro- = (3R, 4R) configuration) or rhamnulose-1-phosphate aldolase ([EC 4.1.2.19]; L-threo- = (3R, 4S) configuration).

(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung enantio- und diastereomerenreiner Ketosen durch Umsetzung von Al-
dehyden mit Dihydroxyacetonphosphat in Gegenwart eines Enzyms in wissrigem Milieu und nachfolgende Hydrolyse, dadurch
gekennzeichnet, dass die von den Aldehyden abzuleitende Ketose-1-phosphate aller vier absoluten Konfigurationen gezielt in Ab-
hiingigkeit der eingesetzten Enzyme - Fructose-1,6-diphosphataldolase (JEC 4.1.2.13]; D-threo- = (38, 4R)-Konfiguration), Taga-
tose-1,6-diphosphataldolase (noch nicht klassifiziert; L-erythro- = (38, 4S)-Konfiguration), Fuculose-1-phosphataldolase (JEC
4.1.2.17]; D-erythro- = (3R, 4R)-Konfiguration) bzw. Rhamnulose-1-phosphataldolase ([EC 4.1.2.19]; L-threo- = (3R, 4S)-Kon-
figuration) - erhalten werden.
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Enzymatisches Verfahren zur Herstellung enantio- und
diastereomerenreiner Ketosen und deren 1-Orthophosphatester
Die Erfindung beschreibt ein generelles Verfahren zur Her-
stellung enantio- und diastereomerenreiner Ketosen durch
enzymatische Umsetzung von Aldehyden mit Dihydroxyaceton-
phosphat in Gegenwart von wahlweise vier verschiedenen Aldo-
lasen. Diese Produkte und ihre Derivate interessieren als
niederkalorige SuBstoffe, als Kompoenenten oder Vorstufen
pharmazeutischer Wirkstoffe wie Antibiotika oder
Glykosidase-Inhibitoren.

Aus der PCT/US82/00534 (WO 83/03846) ist bereits ein Ver-
fahren zur Herstellung von 6-Desoxy-D-fructose und 6-Desoxy-
L-sorbose bekannt, bei dem D- und/oder L~-Lactaldehyd in
Gegenwart kommerzieller Kaninchenmuskelaldolase mit
Dihydroxyacetonphosphat oder D-Fructose-1, 6-diphosphat und
Triosephosphatisomerase bei pH 7 zur Reaktion gebracht wird.
Die Nachteile dieses Verfahrens sind die Beschrankung auf
eine einzige Form diastereomeren Produkts, ndmlich derjenigen
mit der absoluten D-threo-(3S,4R)-Konfiguration, und der
Instabilitdt der Reaktionskomponente Dihydroxyacetonphosphat
bei neutralem oder alkalischem pH. Letztere weist jedoch eine
signifikant héhere Stabilitdt in saurem Milieu auf (u. a. J.
P. Richard, J. Am. Chem. Soc. 106 (1984) 4926-36).

Aus mehreren Quellen ist bekannt (u. a. G. M. Whitesides et
al., J. Am. Chem. Soc. 111 (1989) 627-35), daB dieselbe
Kaninchenmuskelaldolase (eine Aldolase der Klasse 1, die eine
kovalente Bindung zur Substrataktivierung erfordert) ein
breites Spektrum von Aldehyden umsetzen kann. Die Diastereo-
selektivitdt der Addition ist jedoch nur fir wenige Beispiele
gesichert worden; die Reinheit und chemischen Ausbeuten der

Produkte, sowie die Stabilitdt des Enzyms unter den
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Reaktionsbedingungen zeigen allerdings einige Mangel. Eine
aus Staphylokokken isolierte D-Tagatose-1, 6-diphosphat-
aldolase (Klasse 1) ist dariber hinaus als stereochemisch
v6llig unselektiv beschrieben worden (D. L. Blssett und R. L.
Anderson, J. Biol. Chem. 255 (1980) 8750-55). Die Verwendung
der D-Fructose-1,6-diphosphataldolase aus Escherichia coli
(eine Aldolase der Klasse 2, die das Substrat ohne kovalente
Bindung aktiviert) ist nur an drei eng verwandten Beispielen
belegt (von der Osten et al., J. Am. Chem. Soc. 111 (1989)
3924-27), Uber das mégliche weitere Elnsatzspektrum und ins-
besondere iber die Stereoselektivitat ist jedoch nichts
Niheres bekannt; auch hier waren die Ausbeuten zum Teil
mangelhaft. Die Verwendung der IL-Fuculose-1-phosphataldolase
aus Escherichia coli ist an einem wenig ergiebigen Beispiel
demonstriert (Ausbeute 42 %, optische Reinheit ca. 90 %),
eventuelle weitere Elnsatzmogllchkelten jedoch nur anhand
indirekter enzymatischer Assays mit wenigen Substratanaloga
nahegelegt worden (A. Ozaki et al., J. Am. Chem. Soc. 112
(1990) 4970-71). Generell werden derartige Reaktionen bei
neutralem pH (7.0) durchgefihrt.

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein breit anwendbares
enzymatisches Verfahren vorzuschlagen, mit dem alle vier

méglichen Diastereomere unter milden Reaktionsbedingungen
hoch diastereoselektiv und damit in hoher chemischer und

optischer Reinheit hergestellt werden koénnen.

el
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Es wurde nun uberraschend gefunden, daB aus Aldehyden in
Gegenwart von Dihydroxyacetonphosphat in wassriger Lésung von
schwach saurem pH durch bestimmte, bekannte Enzyme gezielt
enantio- und diastereomerenreine, auf den eingesetzten Alde-
hyden basierende Ketose-l-phosphate bestimmter Konfiguration
in besonders hoher chemischen Reinheit und besonders hohen
praparativen Ausbeuten herstellbar sind. Dementsprechend be-
trifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung enantio-
und diastereomerenreiner Ketosen durch Umsetzung von Alde-
hyden mit Dihydroxyacetonphosphat in Gegenwart eines Enzyms
in wassrigem Medium und nachfolgende Hydrolyse, dadurch ge-
kennzeichnet, daB die von den Aldehyden abzuleitende
Ketose-1-phosphate aller vier absoluten Konfigurationen ge-
zielt in Abhangigkeit der eingesetzten Enzyme-D-Fructose-1,6-
diphosphataldolase ([EC 4.1.2.13]; D-threo = (35, 4r) -
Konfiguration), D-Tagatose-1,6-diphosphataldolase (noch nicht
klassifiziert; L-erythro- = (3S, 4S)-Konfiguration), L-
Fuculose-l-phosphataldolase [EC 4.1.2.17]:; D-erythro- =

(3R, 4R) -Konfiguration) bzw. L-Rhamnulose-l-phosphataldolase
([EC 4.1.2.19]; L-threo = (3R, 4S)~-Konfiguration - erhalten
werden.

Nach dem erfindungsgemidBen Verfahren werden die jeweiligen
Ketose-1-phosphate in wdssrigem Milieu bei einem derartigen
pH-Wert hergestellt, daB ausreichende Stabilitat insbesondere
der zweiten Reaktionskomponente Dihydroxyacetonphosphat und
hohe enzymatisch katalysierte Reaktionsgeschwindigkeit unter
Erhalt der typischen Diastereoselektivitdt garantiert wer-
den.

Geeignete Verfahren zur Herstellung auch gréferer Mengen an
Dihydroxyacetonphosphat sind bekannt (F. Effenberger und A.
Straub, Tetrahdron Lett. 28 (1987) 1641-44; R. L. Pederson et
al., Tetrahedron 47 (1991) 2643-49).
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Die aus Escherichia coli (z. B. Wildtyp K-12 (DSM 498) oder
varianten Crooke's Strain (DSM 1576, ATCC 8739), Strain B (DSM
613 'ATCC 11303) bzw. Strain 0111-B4 (ATCC 12015) ; Bezugs-
quellen. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 3300 Braunschweig, oder
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rock-
ville, MD 20852-1776, USA oder International Entero-
bacteriaceae Center, Kopenhagen, Danemark) stammenden Enzyme,
ihre Diastereoprdferenz und Verfahren zu ihrer Isolierung
sind u. a. aus den folgenden Arbeiten bekannt:

Fructose-1,6-diphosphataldolase: S. a. Baldwin et al.,
Biochem. J. 169 (1978) 633-641; Tagatose-1,6-diphosphat-
aldolase: J. Lengeler, Mol. Gen. Genet. 152 (1977) 83-91;
Fuculose-l-phosphataldolase: M. A. Ghalambor und E. C. Heath,
J. Biol. Chem. 237 (1962) 2427-33;
Rhamnulose-1-phosphataldolase: T.-H. Chiu und D. S. Feingold,
Biochemistry 8(1969) 98-108; jedoch ist ihre Brauchbarkeit
fiir eine breit variierte Gewinnung diastereomerenreiner
Ketosen und deren Derivate nicht dokumentiert.

Es wurde nun iberraschenderweise gefunden, daB die struk-
turell und mechanistisch im Vergleich zur Kaninchenmuskel-
aldolase andersartigen Aldolasen der Klasse 2 eine Vielzahl
unterschiedlicher Aldehyde in vergleichbarem Mag als alter-
native Substrate umsetzen. Ebenso iiberraschend war der
Befund, dag die Aktivitat aller vier pbeschriebenen Aldolasen
im Hinblick auf die Synthese von Ketose-1-phophaten bei
schwach saurem pH-Wert (6.0 bis 6.9) zwar etwas vermindert,
aber fiir praparative Zwecke noch ausreichend ist und daB die
jeweils charakteristische Diastereoselektivitat unter diesen
Bedingungen voll erhalten bleibt. Der optimale pH-Bereich
wird mit von der Stabilitét der aldehydischen Substrate be-
stimmt, liegt aber vorzugsweise bei pH 6.4 bis 6.7.
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Das waBrige Milieu kann dabei gegebenenfalls zur Verbesserung
der Léslichkeit lipophiler Aldehyde bis maximal 50 Vol.3%
organisches Cosolvens wie niedere aliphatische Alkohole
(Methanol, Ethanol, n- oder i-Propanol), Dimethylsulfoxid,
Dimethylformamid oder Acetonitril enthalten. Da die Enzymak-
tivitat jedoch durch die Anwesenheit organischer Losungs-
mittel vermindert wird, sollte vorzugsweise ohne (0 %), falls
erforderlich aber bis maximal 30 Vol.% Cosolvens gearbeitet

werden.

Die Stabilitdt der Enzyme in wassriger Lésung kann gegebenen-
falls durch Zusatz geringer Mengen (Konzentrationen bis zu

1 mM) an Schwermetallsalzen wie Zn?*, Co?*, Ni2* oder Mn?*-
Acetat oder -Formiat erhéht werden. Hoéhere Konzentrationen
kénnen zur Fallung von Phosphaten fithren. Andere Anionen

(z. B. Chlorid, Bromid, Sulfat) sind zwar ebenfalls mit der
Enzymaktivitdt vertrdglich, kénnen aber zur Verunreinigung
der Produkte fiihren. Vorzugsweise wird Zink- oder Kobalt-
acetat in einer Konzentration von 0.4 bis 0.5 mM verwendet.
Eine meBbare Aktivitatssteigerung wird auch durch Zusatz von
Alkalimetallionen, vorzugsweise K* (z. B. als KOAc) erreicht.
Um der Enzyminaktivierung durch Oxidation vorzubeugen, wird
vorteilhaft unter Inertgasatmosphire (Stickstoff, Argon), in
entgastem Lésungsmittel (Wasser, Cosolvens) und/oder unter
Zusatz von Thiolen (z. B. Mercaptoethanol, Cystein,
Glutathion; 0.5 bis 10 mM) gearbeitet. Der Einsatz ldslicher
Enzyme erleichtert die Dosierung und Bestimmung der Restakti-
vitdten, jedoch kann eine Immobilisierung an feste Trager,

z. B. an.Eupergit ® C, die Stabilitat der vier obengenannten
Enzyme ebenfalls vorteilhaft erhdhen.

Die Reaktionstemperatur kann zwischen - 5°C und 40 °C
variiert werden, zur Wahrung hoher Umsatzgeschwindigkeit bei
hinreichender Enzym- und Substratstabilitdt wird im allge-
meinen bei 25 °C bis 30 °C gearbeitet.
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In Kauf genommen wird bei der erfindungsgemaBen Reaktion, daB
sich die enzymatische Aktivitat und die Haltbarkeit der
Enzyme mit abnehmendem pH-Wert vermindern, jedoch sind die
vier obengenannten Enzyme aus natiirlich vorkommend induzier-
paren oder konstitutiven Bakterien-Stammen, insbesondere aber
aus molekularbiologisch erzeugten tberexperimenten gut zu-
ganglich (u. a. P. R. Alefounder et al., Biochem. J. 257
(1989) 529-534; E. C. C. Lin et al., J. Bacteriol. 171 (1989)
6097-6105; J. Badia et al., FEMS Microbiol. Lett. 65 (1989)
253-58), so daB der Einsatz erhéhter Mengen und eine Nach-

dosierung problemlos sind.

GemaB der Erfindung kénnen als Substrate alle substituierten
oder unsubstituierten aliphatischen (Typ A oder B), hetero-
aromatischen (Typ C) und heterocyclischen (Typ D) Aldehyde,
die Substrate fir die Aldolasen sind, in deren Gegenwart mit
Dihydroxyacetonphosphat 2zu diastereomerenreinen
Ketose-1-phosphaten gezielt wahlbarer absoluter Konfiguration
umgesetzt werden. Ein besonderes Interesse gilt (teil-)
hydroxylierten aliphatischen Aldehyden im Hinblick auf die
Verwendung der Ketoseprodukte bzw. ihrer Derivate im pharma-
zeutischen Bereich. Beispiele sind fur den Typ A bzw. B zum
Beispiel Acet-, Propion-, n-= oder i-Butyraldehyd, Hydrozimt-,
Hydratrop- , oder Phenylacetaldehyd, Glykol-,
3-Hydroxypropion-, 3-Hydroxy-z-methylpropion, 3- bzw. 4-
Hydroxybutyr-, 3-Oxobutyr- oder 3,3—Diethoxypropionaldehyd,
Glyoxylsaure oder Bernsteinsduresemialdehyd, sowie Thioacet-,
Chloracet-, Bromacet-, Acetylaminoacet-, Dimethylaminoacet-
bzw. -propion oder -butyraldehyd, enantiomerenreine
Glycerin-, Lact- oder Weinsauresemialdehyde, C,- bis

C, -Monosaccharide und speziell deren 2-Desoxyderivate wie 2-

Desoxytetrose, -ribose, -glucose
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oder -galactose; fir den Typ C Pyridin-, Pyrazin-, Pyrazol-,
Imidazol- oder Pyrrolcarbaldehyd; fiir den Typ D Tetrahydro-
furfural, Thiazolidin- oder Oxazolidincarbaldehyd, sowie
Aceton- oder Formaldehydacetale des Glycerin- oder Dihydroxy-

butyraldehyds.

Die Produkte kénnen vorteilhaft durch Fdllung als Barium-
salze, Absorption an Anionenaustauschern und/oder Kristalli-
sation als Cyclohexalammonium-, (Di(cyclohexyl)ammonium- oder
Lithiumsalze isoliert werden. Durch bekannte Verfahren zur
Hydrolyse der Phosphatester werden die freien Ketosen bzw.
~derivate erhalten. Vorzugsweise findet dabei die enzy-
matische Hydrolyse durch saure oder alkalische Phosphatase im
pH-Bereich von 5 bis 7 bzw. 8 bis 9 und bei Temperaturen
zwischen 25 bis 30 °C Verwendung, da chemische Hydrolyse
drastischere Bedingungen (niedrigeren oder héheren pH, héhere
Temperaturen) erfordert, was zu teilweiser Zersetzung oder
Isomerisierung der Produkte fihrt.
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CHO

Typ A
R', R®, R®, R, B unabhdngig voneinander = H, CHs, CH, CHs ,

pPhenyl, Halogen, OH, OR?, OR®, SH, SR’, NHp, NHR? , NHR®,
NRTZn, N3| =0, =NH, =NR7,
CH,OH, CH,OR7, CH,OR®, CHO, COCH; , COOH, COOR’, CONH;,

R’ = CHy, CH,CH;, Benzyl
R8 = COCH;
k, 1, m, n unabhdngig voneinander = 0, 1 oder 2

Typ B
R', R?, R, R, R° unabhingig voneinander = H, CHz, CH;CHz

k=0, 1, 2 oder 3
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ci/d _e\>—CHO t|f);:\>—CHO tI‘;‘ia>-—CHO

Typ C
a, b, ¢, 4, e unabhdngig voneinander = N oder CH
f = NH, 0, S oder CH,

g0

RI
1
c\ >-—CHO tIJ >—CHO CHO
b—12a ~a a
R?

Typ D

a, b, ¢, d, e unabhangig voneinander = N, 0, S oder CH,
R' = H oder CH; R® = H, CH;, CH,OH, CHO, CH,OAlkyl, COOH,
COOAlkyl

Nachfolgende Beispiele sollen die verschiedenen Aspekte der
Erfindung ndher erlautern.
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Beispiel 1

Eine wadssrige Lésung von Dihydroxyacetonphosphorséure (4 mmol
in 40 ml) wurde mit Kalilauge auf pH 6.5 eingestellt und mit
einer Lésung von L-Glycerinaldehyd (5 mmol in 60 ml) ver-
einigt. Nach Zugabe von 11 mg Zinkacetat (0.5 mM) und 50 mg
Kaliumacetat (5 mM) wurde im vakuum entgast. Danach wgrden

35 ul Mercaptoethanol (5 mM) und 200 pl einer wéassrigen
Lésung von Fuculose-l-phosphataldolase (ca. 20 U) zugegeben
und unter Stickstoffatmosphare auf 25 °C temperiert. Die
Reaktion wurde mittels enzymatischem Assay auf Dihydroxy-
acetonphosphat (H. U. Bergmeyer, Methods of Enzymatic
Analysis, 3. Auflage; Academic Press, New York, 1984; Band 6,
s. 342) verfolgt. nach 20 h war alles Dihydroxyacetonphosphat
verbraucht und im pinnschichtchromatogramm (Kieselgel; Iso-
propanol/Ammoniak/Wasser &:4:2) war ein neuer Fleck entstan-
den. Das Produkt wurde an einer Siaule mit Sowex 1-X8
(Hydrogencarbonat-Form, 20 ml) gebunden und durch Elution mit
Triethylammonium—Hydrogencarbot-Puffer (200 mM) isoliert.
Nach Ionenaustausch (Dowex S0W-X8, H*) wurde mit Cyclohexa-
lamin neutralisiert und aus 95 % Ethanol als
Bis(cyclohexalammonium)-Salz kristallisiert. Chemische Aus-
beute: 1.58 g (86 % d. Th.). Enantio- bzw. Diastereomeren-
reinheit: >> 99 %/> 97 % (bestimmt durch 'H-NMR bei 400

MHZ) .

zur Esterhydrolyse wurde die saure Produktlésung (nach lIonen-
austausch, vor der Neutralisation) auf 150 ml verdinnt und
auf pH 6.0 eingestellt. Nach Zugabe von saurer Phosphatase

(5 mg, ca. 250 U) wurde bei 25 °C stehen gelassen und die
Reaktion diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach 48 h war
die Reaktion beendet, die Losung wurde entsalzt (Dowex W50-
X8/H* und 1-X8/0H ) und das Lésungsmittel am Rotationsver-
dampfer abgezogen. Anschliefend wurde der Rickstand,
bestehend aus L-Tagatose, aus Ethanol kristallisiert.
Chemische Ausbeute: 570 mg (92 % d. Th.).
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Beispiel 2

Entsprechend Beispiel 1 wurde Dihydroxyacetonphosphat

(1 mmol) mit Bernsteinsiuresemialdehyd (2 Aquivv.) in Gegen-
wart von Fuculose-l-phosphataldolase umgesetzf. Die Reaktion
war nach 24 h beendet. Das Produkt wurde durch Elution mit
Ameisensdure/Formiat-Puffer (1.5 M, pH 2) isoliert und als
Tris(Lithium)-Salz kristallisiert. Chemische Ausbeute: 233 mg
(80 % d. Th.). Enantio- bzw. Diastereomerenreinheit:

>> 99 %/> 97 %.

Die Hydrolyse wurde wie in Beispiel 1 durchgefiihrt. Chemische
Ausbeute an 2,3-Didesocy-D-erythro-6-heptulosonasure: 146 mg
(95 % d. Th.).

Beispiel 3

Entsprechend Beispiel 1, aber bei pH 6.0, wurde Dihydroxy-
acetonphosphat (1 mmol) mit Pyridin-2-carbaldehyd (1.5
Aquivv.) in Gegenwart von Fuculose-l-phosphataldolase umge-
setzt. Die Reaktion war nach 18 h beendet. Das Produkt wurde
als Bis(dicyclohexylammonium)-Salz kristallisiert. Chemische
Ausbeute: 386 mg (84 % d. Th.). Enantio- bzw. Diastereomeren-
reinheit: >> 99 %/> 97 %.

Die Hydrolyse wurde wie in Beispiel 1 durchgefithrt. Chemische
Ausbeute an 4-(2-Pyridyl)-4-desoxy-L-erythro-tetrulose:
146 mg (88 % d. Th.).
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Beispiel 4

Entsprechend Beispiel 1 wurde Dihydroxyacetonphosphat

(1 mmol) mit Glykolaldehyd (1.2 Aquivv.) in Gegenwart von
Tagatose—l,6—diphosphataldolase umgesetzt. Dié Reaktion war
nach 12 h beendet. Das pProdukt wurde durch Elution mit
Triethylammonium-Hydrogencarbonat-Puffer (200 mM) isoliert
und als Bis(cyclohexalammoium)-Salz kristallisiert. Chemische
Ausbeute: 368 mg (86 % d. Th.). Enantio- bzw. Diastereomeren-

reinheit: >> 99 %/> 97 %.

Die Hydrolyse wurde wie in Beispiel 1 durchgefihrt. Chemische
Ausbeute an L-erythro-pentulose (L-Ribulose): 118 mg (91 % d.

Th.).

Beispiel 5

Entsprechend Beispiel 1 wurde Dihydroxyacetonphosphat

(5 mmol) mit L-Lactaldehyd in Gegenwart von
Rhamnulose-l-phosphataldolase umgesetzt. Die Reaktion war
nach 7 h beendet. Zur Isolierung des Produkts wurde die
Reaktionsmischung direkt mit Dowex 50W-X8/H* (15 mL) ange-
sduert, mit Cyclohexalamin neutralisiert und das Losungs-
mittel am Rotationsverdampfer im Vakuum abgezogen. Der
Riickstand wurde aus 95 % Ethanol zum Bis (cyclohexylammonium) -
salz kristallisiert. Chemische Ausbeute: 2215 mg (95 % 4.
Th.). Enantio- bzw. Diastereomerenreinheit: >> 99 %/> 97 %.
Die Hydrolyse wurde wie in Beispiel 1 durchgefihrt. Chemische
Ausbeute an 6-Desoxy-L-arabino-hexulose (IL-Rhamnulose) :

725 mg (93 % d. Th.):
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Beispiel 6

Entsprechend Beispiel 1 wurde Dihydroxyacetonphosphat

(1 mmol) mit iso-Butyraldehyd in Gegenwart von
Rhamnulose-l-phosphataldolase umgesetzt. Die Reaktion war
nach 20 h beendet. Das Produkt wurde als

Bis (cyclohexylammonium)-Salz kristallisiert. Chemische Aus-
beute: 532 mg (88 % d. Th.). Enantio- bzw. Diastereomeren-

reinheit: >> 99 %/97 %.

Die Hydrolyse wurde wie in Beispiel 1 durchgefuhrt. Chemische
Ausbeute an 5,6-Didesoxy-5-methyl-L-Threo-hexulose: 117 mg
(91 % dl Th.).

Beispiel 7

Eine wassrige Lésung von Dihydroxyacetonphosphorsdure (1 mmol
in 30 ml) wurde mit Kalilauge auf pH 6.5 eingestellt, 9 mg
Zinkacetat (0.5 mM) und eine Lésung von Hydrozimtaldehyd (1.5
Aquivv.) in 5 ml Dimethylformamid dazugegeben. Nach Zugabe
von 100 pl einer wassrigen Lésung von Fruc-
tose-1,6-diphosphataldolase (ca. 10 U) wurde bei 25 °C stehen
gelassen. Die Reaktion war nach 9 h beendet. Das Produkt
wurde als Bis(dicyclohexalammonium)-Salz kristallisiert.
Chemische Ausbeute: 620 mg (93 % d. Th.). Enantio- bzw.
Diastereomerenreinheit: >> 99 %/> 97 %.

Die Hydrolyse wurde wie in Beispiel 1 durchgefihrt. Chemische
Ausbeute an 5,6-Didesocyx-6-phenyl-D-Threo~hexulose: 200 mg
(96 % d. Th.).
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Beispiel 8

Entsprechend Beispiel 1 wurde Dihydroxyacetonhphosphat

(5 mmol) mit D-Glycerindehyd umgesetzt, wobei mit an
Eupergit R immobilisierter Rhamnulose-1-phosbhata1dolase
(1.0 g, ca. 20 U) unter mechanischem Rihren der Reaktions-
16sung gearbeitet wurde. Die Reaktion war nach 24 h beendet.
Das Produkt wurde als Bis(cyclohexylammonium)-Salz isoliert.
Chemische Ausbeute: 1925 mg (84 % d. Th.). Enantio- bzw.

Diastereomerenreinheit: >> 99 %/> 97 %.

Die Hydrolyse wurde wie in Beispiel 1 durchgefihrt. Chemische

Ausbeute an L-Fructose: 735 mg (97 % d. Th.).

Beispiel 9

Entsprechend Beispiel 1 wurde Dihydroxyacetonphosphat

(1 mmol) mit 3,3-Diethoxypropionaldehyd bei pH 6.8 und 20 °C
in Gegenwart von Fuculose-l-phosphataldolase umgesetzt. Die
Reaktion war nach 16 h beendet. gur Isolierung des Produkts
wurde die Reaktionsmischung mit 380 mg (1.5 mmol) Barium-
acetat versetzt und die geringe Menge eines flockigen Nieder-
schlags durch Filtration durch Celite entfernt. Die Losung
wurde auf 4 °C gekithlt, der pH auf 8.0 eingestellt und 50 ml
Ethanol zugegeben. Das bei 4 °C als Bariumsalz ausfallende
Produkt wurde durch Zentrifugieren isoliert und mit Ethanol,
dann Ether gewaschen und im Vakuum getrocknet. Chemische Aus-
peute: 308 mg (68 % d. Th.). Enantio- bzw. Diastereomeren-

reinheit: >> 99 %/> 97 %.
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Nach Uberfihren des Produkts in das Natriumsalz durch Rihren
einer waBrigen Suspension mit Dowex 50W-X8/Na* und Filtrieren
von Austauscherharz wurde mit Natronlauge der pH auf 8.5 ein-
gestellt. Nach Zugabe von alkalischer Phosphatase (ca. 100 U)
wurde bei 20 °C stehen gelassen und die Reaktion dinn-
schichtchromatographisch verfolgt. Nach 36 h war die Reaktion
beendet, die Lésung wurde entsalzt (Dowex 50W-X8/H* und 1-
X8/0H ) und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abge-
zogen. Chemische Ausbeute an 2-Desoxy-D-erythro-hexos5-ulose-
1,1-diethylacetal: 140 mg (87 % d. Th.).

Beispiel 10

Entsprechend Beispiel 1 wurde Dihydroxyacetonphosphat

(1 mmol) mit 3-Hydroxypropionaldehyd (1.5 Aquivv.) bei pH 6.8
in Gegenwart von Rhamnulose-l-phosphataldolase umgesetzt. Die
Reaktion war nach 15 h beendet. Die Isolierung des Produkts
erfolgte als Bis(cyclohexalammonium)-Salz. Chemische Aus-
beute: 411 mg (93 % d. Th.). Enantio- bzw. Diastereomeren-
reinheit: >> 99 %/> 97 %.

Die Hydrolyse wurde wie in Beispiel 1 durchgefiihrt. Chemische
Ausbeute an 5-Desoxy-L-threo-hexulose (5-Desoxy-L-fructose):
145 mg (95 % d. Th.).
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1.

Verfahren zur Herstellung enantio- und diastereomeren-
reiner Ketosen durch Umsetzung von Aldehyden mit
Dihydroxyacetonphosphat in Gegenwart einés Enzyms in
wissrigem Medium und nachfolgende Hydrolyse, dadurch
gekennzeichnet, daf die von den Aldehyden abzuleitende
Ketose-1-phosphate aller vier absoluten Konfigurationen
gezielt in Abhingigkeit der eingesetzten Enzyme -
Fructose-1, 6-diphosphataldolase ([EC 4.1.2.13]; D-threo
= (38, 4R) -Konfiguration),
Tagatose-l,6-diphosphataldolase (nicht klassifiziert;
L-erythro- = (35, 4s)-Konfiguration), Fucu-
1ose-1;phosphataldolase ([EC 4.1.2.17]; D-erythro- =
(3R, 4R) -Konfiguration) bzw.
Rhamnulose-l-phosphataldolase ([EC 4.1.2.191; L-threo- =
(3R, 4S)-Konfiguration - erhalten werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8
man aliphatische, heterocyclische oder heteroaromatische

Aldehyde einsetzt.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man ein Aldehyd der allgemeinen Formel vom

Typ A, B, C oder D einsetzt.
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CHO

Typ A
R', R?, R®, R, R° unabhingig voneinander = H, CH;, CH,CH;,

Phenyl, Halogen, OH, OR’, OR®, SH, SR’, NH,, NHR?, NHR?,
NR’,.,, Ny, =0, =NH, =NR7,
CH,OH, CH,OR’, CH,OR®, CHO, COCH;, COOH, COOR’, CONH;,

R’ = CHz, CH,CH;, Benzyl
R8 = COCH;
k, 1, m, n unabhdngig voneinander = 0, 1 oder 2

Typ B
R', R?, R®, R*, R’ unabhangig voneinander = H, CH;, CH,CH;

k=0, 1, 2 oder 3
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VE % £

J \>—CHO I\ e

\ b cHO i >—CHO
b==a §a b\a/

Typ C
a, b, ¢, 4, e unabhdngig voneinander = N oder CH

f = NH, 0, S oder CH;

R1
d—e —d R‘\\‘/b
J > o | >-—CHO kaHO
\ b\ a
b—a a
R2

Typ D
a, b, c, 4, e unabhingig voneinander = N, O, S oder CH,

R! = H oder CH;R? = H, CH;, CH,OH, CHO, CH; OAlkyl, COOH,
COOAlkyl
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Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB
man als aliphatischen Aldehyd Acet-, Propion-, n- oder
i-Butyraldehyd, Hydrozimt-, Hydratrop-, Phenylacet-
aldehyd, Glykol-, 3 Hydroxypropion-,
3-Hydroxy-2-methylpropion-, 3- bzw. 4-Hydroxybutyr-,
3-0Oxobutyr- und 3,3-Diethoxypropionaldehyd, Glyoxylsaure
oder Bernsteinsduresemialdehyd, sowie Thioacet-,
Chloracet-, Bromacet-, Acetylaminoacet-, '
Dimethylaminoacet- bzw. -propion- oder -butyraldehyd,
enantiomerenreine Glycerin-, Lact- oder Weinsduresemi-
aldehyde, C,- bis C,-Monosaccharide und speziell deren
2-Deoxyderivate (2-Deoxytetrose, -ribose, -glucose und -

galactose) einsetzt.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dag
man als heterocyclischen Aldehyd Tetrahydrofurfural,
Thiazolidin-, Oxazolidincarbaldehyd, Aceton- oder Form-
aldehydacetale des Glycerin- oder Dihydroxybutyraldehyds
einsetzt.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB
man als heteroaromatischen Aldehyd Pyridin-, Pyrimidin-,
Pyrazin-, Pyrazol-, Imidazol- oder Pyrrolcarbaldehyd

einsetzt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge-
kennzeichnet, daB man Aldolasen der Klasse 2 aus

mikrobiellen Quellen verwendet.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, daB man die Reaktion bei pH
6.0 bis 6.9 durchfihrt.
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9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
8, dadurch gekennzeichnet, daf man eine Reaktions-
temperatur von - 5 °C bis + 40 °C wahlt.

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Ahsprﬁche 1 bis
9, dadurch gekennzeichnet, daB man bis zu 50 %

organisches Cosolvens zusetzt.

11. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, daf man als stabilisierende
Zusatze Schwermetallsalze, Alkalimetallsalze oder Thiol-

reagenzien einsetzt.

12. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis
11, dadurch gekennzeichnet, daB man die Enzyme in

immobilisierter Form einsetzt.
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