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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Biotechnologie hat sich zu einer der Schliissel- und Zukunftstechnologien entwickelt. Die
Bezeichnung ,weif3e Biotechnologie“ grenzt die industrielle Biotechnologie von der ,griinen“ und der
Jroten“ Biotechnologie ab, die sich mit Pflanzen und Lebensmittel befassen, jedoch gibt es mit beiden
Bereichen Uberschneidungen.[!l Die weife Biotechnologie setzt dabei biotechnologische Methoden fiir
industrielle Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen und chemischen Produkten wie Amino-
sduren, Vitaminen, Antibiotika, Enzymen, Medikamenten und Polymeren ein. Bereits heute betrdgt der
Anteil von Produkten und Verfahren, die Biotechnologie nutzen, in der chemischen Industrie etwa 5%.
Ein Anstieg auf 10 - 20% bis zum Jahr 2025 wird erwartet.[2] Etwa 80% der Wirkstoffe in der Produkt-
pipeline der Pharmafirmen sind chiral und ein weiterer Anstieg ist sicher. Seit 1992 wird durch
Regularien der US Food and Drug Administration (FDA) und des European Committee for Proprietary
Medicinal Products vorgeschrieben, dass die physiologische Wirkung jedes Enantiomers eines Pharma-
wirkstoffs einzeln untersucht werden muss.[*

Die hervorragenden katalytischen Fahigkeiten von Enzymen zeigen sich in ihrer Vielfalt und Kom-
plexitit. Ein Grund fiir das grofle Potential von Biokatalysatoren liegt auch darin, dass die unendliche
Vielfalt der Natur erst ansatzweise entziffert ist. Mitte des Jahres 2015 sind 6759 verschiedene Enzyme
identifiziert und beschrieben worden, wobei etwa 25000 unterschiedliche Enzyme in der Natur
vermutet werden.[>6] Durch chemische Modifizierungen, zufillige Mutationen und Protein Engineering
wird eine grofde Anzahl an modifizierten Enzymen auch fiir die industrielle Anwendung zur Verfiigung
stehen. Zu den etablierten Anwendungsfeldern von Enzymen im Bereich der weifen Biotechnologie
zdhlen vor allem die Agro-, Lebensmittel-, Waschmittel- und Textilchemie sowie die chemische und
pharmazeutische Industrie. Von den schon bekannten Enzymen werden derzeit gerade einmal etwa 130
industriell genutzt. Die Unterteilung von Enzymen erfolgt in sechs Klassen (EC, enzyme commission) in

Abhangigkeit von ihren Katalyse-Eigenschaften in der Natur (Tabelle 1).[7]

Tabelle 1. Unterteilung der Enzyme in EC-Klassen.[7:8]
Enzymklasse EC Funktion in Mikroorganismen
Oxidoreduktasen 1 Reduktion bzw. Oxidation
Transferasen 2 Transfer von Aldehyd-, Keton-, Acyl-, Zucker-,

Phosphoryl- oder Methylgruppen
Hydrolasen 3 Spaltung oder Bildung von Estern, Amiden, Lactonen,
Lactamen, Epoxiden, Nitrilen, Anhydriden, Glycosiden
Lyasen 4 Addition/Eliminierung von kleinen Molekiilen
Isomerasen 5 Isomerisierung, z.B. Racemisierung, Epimerisierung

Ligasen 6 Bildung von C-C-, C-0-, C-S-, C-N-Bindungen
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Enzyme lassen sich allerdings fiir weit mehr Reaktionen als Katalysator einsetzen als von der Natur
vorgesehen ist. Beim Vergleich von chemischen mit enzymatischen Reaktionen sind viele Vorteile der
Enzymkatalyse zu erkennen. Typischerweise verlaufen enzymkatalysierte Reaktionen um einen Faktor
108 bis 1012 mal schneller verglichen mit den nicht-katalysierten Reaktionen!89 und bis zu 107 mal
schneller als chemisch katalysierte Reaktionen unter physiologischen Bedingungen.[10]

Enzymatische Umsetzungen kdnnen meist bei moderaten Bedingungen durchgefiihrt werden, wahrend
chemische Reaktionen haufig Erhitzen zum Riickfluss oder aber Herunterkiihlen auf niedrige Tempe-
raturen erfordern. Metallkatalysatoren, die beispielsweise Platin oder Palladium enthalten, sind oft
teuer und aufwendig in der Herstellung. Im Gegensatz dazu sind viele Mikroorganismen im grofden
Maf3stab kultivierbar und fiir zahlreiche Enzyme stehen etablierte Expressionssysteme zur Verfiigung,
sodass Biokatalysatoren leicht und relativ giinstig in grofem Umfang erhalten werden kdnnen. Aus-
gehend von einem prochiralen kann ein chirales Zentrum erzeugt werden. Auch kann durch die hohe
Chemo- und Regioselektivitiat der meisten Enzyme auf aufwandiges Schiitzen und Entschiitzen von dhn-
lichen funktionellen Gruppen innerhalb eines Molekiils verzichtet werden.[6:11]

Zu den Nachteilen der Enzyme zdhlen die oft mafige Stereoselektivitat, die limitierte Substratbreite und
die relativ geringe Stabilitit, da sie in ihrer Aktivitdt an sehr enge Milieubedingungen gebunden und
schnell denaturierbar sind, z.B. durch extreme pH-Werte oder Temperaturen.[!2] Dabei gibt es in Hin-
blick auf die Stabilitdt auch Unterschiede innerhalb der Biokatalysatoren. So kénnen manche Enzyme
lyophilisiert oder in Glycerin-Lésungen ebenso wie immobilisiert auf Tragermaterialien durchaus lange
Lagerzeiten ohne grofieren Aktivititsverlust tiberstehen. Des Weiteren besteht die Mdoglichkeit, das
immobilisierte Enzym nach der Reaktion abzutrennen und es einer weiteren Umsetzung zuzufiihren.
Auch wird dadurch die Verwendung von organischen Losungsmitteln als Reaktionsmedium ermdog-
licht.[13]

Als ein limitierender Faktor galt lange die geringe Verfiigbarkeit von Enzymen in benutzerfreundlicher
Form. Durch heterogene Genexpression fremder Gene in nicht-pathogenen und gut charakterisierten
Organismen wie Escherichia coli (E. coli) oder der Backerhefe (Sachharomyces cerevisiae) kann diese
Limitierung iiberwunden werden. Die Hauptvorteile einer rekombinanten Expression gegeniiber der
Nutzung eines Wildtyp-Enzyms sind, dass ein hoheres Expressionsniveau erreicht werden kann und die
Wabhrscheinlichkeit der katabolen Verstoffwechslung des gebildeten Produkts eher gering ist.
Biotransformationen lassen sich in isolierten Enzymen und in ganzen Zellen durchfiihren und beide
Biokatalysator-Formen haben ihre Vor- und Nachteile. Bei der Verwendung von Ganzzell-Katalysatoren
entfallen die Isolation der Enzyme sowie die Verwendung eines zusatzlichen Cofaktor-Regenerations-
systems. Zu den Nachteilen zdhlen die niedrige Aktivitit und der Umgang mit Pathogenen. Aufderdem
sind diese Zell-Systeme auf Substrate beschrankt, die zum einen die Zellmembran des Mikroorganismus
passieren konnen, zum anderen sollten im Fall einer Fermentation weder Substrat noch Produkt toxisch
fiir den Organismus sein oder von diesem auf anderem Wege umgesetzt werden.['114] Andererseits
treten bei isolierten Enzymen, im Gegensatz zu Ganzzell-Katalysatoren, keine Massentransfer-
Limitierungen und keine mogliche Nebenproduktbildung durch Ubermetabolisierung des Produktes
auf.l1516] Weitere Vorteile sind die einfachere Aufarbeitung und es kann mit héheren Substrat-

konzentrationen gearbeitet werden.
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Lactone dienen in der Industrie als wichtige Precursor fiir die Herstellung von unterschiedlichen
grofdtechnischen Produkten.['7] Ausgehend von Cyclohexanol (1) soll in dieser Arbeit {iber die Zwischen-
stufe Cyclohexanon (2) die Synthese von e-Caprolacton (3) mittels enzymkatalysierter Oxidation
erfolgen. Fiir die Darstellung des Lactons 3 wird zum einen eine Alkoholdehydrogenase (ADH) und zum
anderen eine Cyclohexanon-Monooxygenase (CHMO) als Biokatalysator in einem Eintopf-Prozess
eingesetzt (Abbildung 1).

Die Synthese enantiomerenreiner Amine ist ein wichtiger Bestandteil bei der Entwicklung und
Herstellung neuartiger Arzneimittel sowie bei der Optimierung der Synthesewege bekannter pharma-
zeutischer Wirkstoffe.[18] Fiir die Darstellung von (S)-Aminen mit hohen Enantiomereniiberschiissen soll
im Rahmen dieser Arbeit die kinetische Racematspaltung von racemischen Aminen mit Hilfe von
Lipasen als Biokatalysatoren untersucht werden. In Abbildung 1 sind die untersuchten Enzym-

reaktionen aufgezeigt.

[ enzymatische Doppeloxidationj

Cyclohexanol (1) Cyclohexanon (2) e-Caprolacton (3)

[ enzymatische RacematspaltungJ

. 0]
NH; 0 NH, U

+ + HN Rg
Rl)\ R, R3)J\0/ Re R; - Ry = Alkyl/Aryl Rl/L R, PS
R{” R,
rac-Amin Acyldonor (S)-Amin (R)-Amid

Abbildung 1. Biokatalytische Reaktionen: Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) zu e-Caprolacton
(3) und Racematspaltung von Aminen.

2.1 EnzymKkatalysierte Oxidation von Cyclohexanol (1)

Lactone sind cyclische Ester, von denen e-Caprolacton (3) das bekannteste und das grofite kommerziell
erhiltliche ist. Lactone mit kleinerer Ringgrofde wie 3-Propio-, y-Butyro- und §-Valerolacton dienen als

Bausteine fiir Polyester fiir unterschiedliche Anwendungen.[1°1 2003 lag die weltweite Produktion von
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€-Caprolacton (3) bei 40.000 - 60.000 t/a.[20] Etwa 50% des produzierten Lactons 3 wird durch Ring-
offnungspolymerisation zu Polycaprolacton (PCL) verarbeitet, einem aliphatischen Polyester, der bio-
resorbierbar und nicht toxisch fiir Organismen ist.[!7] PCL ist unter physiologischen Bedingungen
biologisch leicht abbaubar und findet grofie Verwendung als Biomaterial-Implantat oder als Matrix fiir
Drug-Delivery-Systeme und in der Therapie fiir Knochenregeneration.['7.21] Weitere Anwendung findet
e-Caprolacton 3 als Precursor fiir die Caprolactam-Synthese, welches fiir die Nylon-6-Produktion
bendtigt wird, sowie in der Synthese von Urethan-Beschichtungen, Elastomeren, Losungsmittel-
Verdiinnern und Fasern.[?]

Industriell wird Caprolacton (3) im sogenannten UCC-Prozess (Union Carbide Corporation) durch
Oxidation von Cyclohexanon (2) mit Peressigsidure bei 50 °C und Atmospharendruck hergestellt. Die
tiblichen Selektivitaten liegen bei 90% bezogen auf Cyclohexanon (2) und 85-90% beziiglich Per-
essigsdure.[23] Die industrielle Synthese weist einige 6konomische und auch 6kologische Nachteile auf.
Durch die Vielzahl der benotigten Synthese- und Aufreinigungsschritte ist die Abfallproduktion bei den
industriellen Prozessen enorm hoch. Zudem bendétigt die Reaktionsfithrung hohe Temperaturen sowie
Tragergase. Erst zu Beginn des Jahres 2014 hat BASF die Preise von Caprolactam und Adipinsaure
aufgrund gestiegener Rohstoffpreise erhoht.[24]

Ausgehend von den einleitenden Arbeiten von WILLETS und STAUDT ist das Hauptziel dieser Arbeit die
Wegbereitung zur Vergrofierung des Reaktionsmaf3stabes der Oxidation von Cyclohexanol (1) iiber die
Zwischenstufe Cyclohexanon (2) zum Produkt e-Caprolacton (3) mit elementarem Sauerstoff als
alleiniges Oxidationsmittel in einem Eintopf-Prozess (Abbildung 2).[2526] Dabei soll das Hauptaugen-

merk dieser Arbeit auf dem Solvenz-Engineering zur Vermeidung der Produktinhibierung liegen.

//"\\ y
1 0
NADP* NADPH ij

CHMO

OH

Abbildung 2. Enzymatische Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) zu €-Caprolacton (3) unter
Einsatz von Lk-ADH und CHMO.[2¢]

Die Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus kefir (Lk-ADH) und die CHMO aus Acinetobacter calcoa-
ceticus (ECS Mo-1) wurden in der Literatur als effektivste Biokatalysatoren beschrieben und dement-
sprechend in dieser Arbeit eingesetzt.[2526] Als einziges Abfallprodukt dieser Oxidationsreaktion wird
Wasser erhalten.

An erster Stelle steht in dieser Arbeit die Etablierung einer stabilen Analytik mittels Gaschromato-
graphie, um fiir die anschlieflenden enzymatischen Reaktionen die Umsatze mit moglichst geringer

Schwankungsbreite zu bestimmen. Des Weiteren sollen die optimalen Bedingungen fiir die Biokatalyse
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entwickelt werden. Ziel ist die Entwicklung eines effizienten Verfahrens durch Variation von Reaktions-
zeit, Temperatur und Wahl des Losungsmittels. Auch die Verwendung von Adsorberharzen soll zur
in situ-Produktentfernung untersucht werden. Die zu optimierenden Parameter der Standard-Reaktion

des Cyclohexanols (1) zum Lacton 3 sind in Abbildung 3 dargestellt.

Substratbreite Analytik

EDR

Solvenz, T, t

1 H 3
Einfluss von Solvenz

Temperatur
Reaktionszeit

Abbildung 3. Untersuchung der enzymatischen Doppeloxidation.

2.2 Enantioselektive Racematspaltung von Aminen

Enantiomerenreine Amine sind wichtige Bausteine fiir eine grofie Anzahl an Arzneimittel, Agro- und
anderen Spezialchemikalien. Untersuchungen zeigten, dass etwa 40 - 50% der pharmazeutischen
Wirkstoffe chirale Amine enthalten.l*8] In der Literatur ist die kinetische Racematspaltung von race-
mischen aliphatischen und aromatischen Aminen mittels Lipasen in vielfaltiger Ausfithrung beschrie-
ben. Die Lipase B aus Candida antarctica (CAL-B) wurde dabei als effektivstes Enzym beschrieben und
in dieser Arbeit verwendet.[27-291 Das am haufigsten verwendete racemische Amin zur Racematspaltung
ist das Modelsubstrat 1-Phenylethylamin (rac-4), welches mit Acyldonoren wie Essigsdureethylester (5)
oder Methoxyessigsdurepropylester (6) in organischen Losungsmitteln umgesetzt wurde (Abbildung
4).3031]1 Zwar konnen die erhaltenen (R)-Amide, (R)-7 und (R)-8, und das resultierende (S)-Amin (5)-4
mit sehr hohen Enantiomerentiberschiissen erzielt werden, jedoch liegen die Reaktionszeiten bei bis zu
60 Stunden. Die Reaktionsgeschwindigkeit dieser Acylierungen kann erh6ht werden, wenn Acyldonoren
wie 6 eingesetzt werden, die in 3-Position ein Heteroatom tragen. Dabei werden die besten Ergebnisse
in Bezug auf Reaktionsgeschwindigkeit und Enantioselektivitit mit Sauerstoff als Heteroatom
erhalten.[31]

Industriell findet die kinetische Racematspaltung von Aminen bereits Anwendung. Ein Verfahren zur
Acylierung von Aminen wurde von BASF SE patentiert.[32] Seit 2002 wird die enzymatische Racemat-

spaltung von Aminen im Maf3stab von >3500 t/a produziert.[*]
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n-Heptan : +
80 °C ©/\
NH,
CAL-B (R)-7 (5)-4
i
rac-4 0 NH,
Re Iy O
Et,0
0
o L, (R)-8 (5)-4
O'Pr
6
Abbildung 4. Enzymatische Racematspaltung von rac-4 mit bekannten Acyldonoren unter Einsatz

von CAL-B.[3031]

In Vorarbeiten von SIMON hat sich das Malonsiurediethylester (9) als effizientester Acyldonor
dargestellt.33341 Dabei konnte das Amid (R)-10 unter den gewdahlten Standard-Reaktionsbedingungen
von 80 °C Reaktionstemperatur nach nur 4.5 Stunden mit vollstdndigem Umsatz nahezu enantiomeren-

rein erhalten werden (Abbildung 5).

0O O
NH, CAL-B
0o 0 (200 mg/mmol) HNMO/\
+ :
/\OMO/\ n-Heptan
80°C,4.5h
rac-4 9,1Aq. (R)-10
50% Umsatz
97% ee
Abbildung 5. Benchmark-Experiment zur enzymatischen Racematspaltung von rac-4 mit

Malonsaurediethylester (9).13334

Einleitende Versuche von UTHOFF zeigten, dass die Racematspaltung von rac-4 mit Malonsdurediethyl-
ester (9) auch unter l6sungsmittelfreien Bedingungen sehr gute Umsitze und Enantiomereniiber-
schiisse bei niedrigeren Reaktionstemperaturen liefert.35] Im Rahmen dieser Arbeit soll die Racemat-
spaltung mit Malonsaurediethylester (9) als Acyldonor unter l16sungsmittelfreien Bedingungen weiter
etabliert werden. Durch die Variation von wichtigen Parametern, unter anderem von Reaktionszeit,
Temperatur, Enzymbeladung sowie Substratkonzentration, ist das Ziel dieser Arbeit die Optimierung
der enzymkatalysierten kinetischen Racematspaltung hinsichtlich hoher Umsatze und Enantioselek-
tivitdten. Da sich die CAL-B durch eine Akzeptanz eines breiten Substratspektrums auszeichnetl*],
werden im Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche Amine getestet. Zusétzlich soll der Acyldonor variiert
werden. Auferdem sollte der Prozess eine hohe Selektivitit und Reaktionsgeschwindigkeit sowie
moglichst quantitative Umsatze aufweisen. Die Verwendung eines losungsmittelfreien Reaktions-

systems ist ein grofder Schritt hinsichtlich der ,griinen“ Chemie, da das organische Losungsmittel einen
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grofden Teil der Abfallmenge einer kinetischen enzymatischen Racematspaltung ausmacht.[3¢! Die
meisten organischen Medien haben verschiedene Nachteile, unter anderem die Toxizitét fiir die Umwelt
sowie potentielle Explosionsgefahr aufgrund ihrer Fliichtigkeit und Entflammbarkeit.[37! In der Literatur
wurde von einer verringerten Reaktionszeit der Racematspaltung in Abwesenheit von Losungsmittel
berichtet, was aus okonomischer Hinsicht vorteilhaft ist.[3¢] Die zu optimierenden Parameter der
kinetischen Racematspaltung werden in Abbildung 6 am Beispiel der Racematspaltung des Amins rac-4

mit Malonester 9 als Standard-Acyldonor zum entsprechenden Amid (R)-10 dargestellt.

Einfluss von Enzym
Enzymrecycling

0
NH 0 o0 Ve HN)J\/U\O/\
©)\ * /\oMo/\ T, t l ©/'\ ' :

rac-4 9 (5)-4 (R)-10

| [

Einfluss von
Variation des Acyldonors Temperatur und
Reaktionszeit

Substratbreite

Abbildung 6. Untersuchung der enzymatischen Racematspaltung.
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3 Enzymatische Oxidation mittels
Monooxygenasen

3.1 Chemische BAEYER-VILLIGER-Oxidation

3.1.1 Klassische BAEYER-VILLIGER-Oxidation

VON BAEYER und VILLIGER berichteten im Jahre 1899 mit der Ring6ffnung ,von Ketonen in der Terpen-
gruppe*“.38] Dabei wurden sie auf Beobachtungen von CARO aufmerksam, der ein Jahr zuvor die Oxidation
von Anilin zu Nitrosoamin mit dem starksten zu der Zeit bekannten Oxidationsmittel, H2SOs, durch-

fiihrte, welches er aus konzentrierter Schwefelsdure und Kalimpersulfat herstellte (Abbildung 7).139]

K28208 + H2804 + Hzo 2KHSO4 + H2805

Abbildung 7. Synthese des CARO’schen Reagenz (H2S0s).[39]

Dieses Oxidationsmittel wandten VON BAEYER und VILLIGER auf die Terpen-Derivate an und ,fanden, dass
das CARO’sche Reagenz ein ebenso spezifisch auf Ketone wirkendes Mittel ist, welches gestattet, eine
Reihe von bisher unausfithrbaren Aufgaben spielend leicht zu 16sen“.[38 So konnten sie unter anderem

Menthon, Tetrahydrocarvon und Campher in die entsprechenden e-Caprolactone iiberfithren

(Abbildung 8).
O ; \Z
0
C

(6]
0 (0] 6}
N 0 S
0

-
— O

< <

N\ N\

Abbildung 8. BAEYER-VILLIGER-Oxidation von Menthon (A), Tetrahydrocarvon (B) und Campher (C)
mit dem CARO’schen Reagenz.[3840]
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Sie schlussfolgerten, dass das hypothetisch gebildete Oxidationsprodukt ,Syperoxid“, dhnlich einer
BECKMANN-Umlagerung von Oximen, zu den Lactonen umgewandelt wird.[38! In ihrer Studie zur Oxi-
dation von 13- bis 17-gliedrigen ringformigen Ketonen mit dem CARO’schen Reagenz untersuchten
RuzickA und STOLL im Jahre 1928 erstmals den Einfluss von Temperatur und Lésungsmittel.[¥1] Die
besten Ergebnisse erhielten sie bei Temperaturen von 50 - 65 °C in Eisessig. Die Bildung von Oligomeren
als Nebenprodukte konnte bei niedrigen Temperaturen vermieden werden.

Die ersten Vorschlige zum Ablauf der Reaktion reichten von dem von VON BAEYER und VILLIGER
vorgeschlagenen Dioxiran-Mechanismus[38! iiber die Bildung eines Peroxid-Dimers als Nebenprodukt(42!
bis zum WITTIG-Mechanismus[43] mit der formalen Ubertragung eines OH+*-Teilchens von einer Persaure
11 zum Carbonylsauerstoff des Ketons 12. Einen weiteren Ansatz lieferte CRIEGEE 1948, als er einen
nucleophilen Angriff der Persdure 11 auf die Keto-Funktion postulierte, wodurch das sogenannte
CRIEGEE-Intermediat 13 gebildet wird.[*4! Im Jahre 1953 schliefdlich konnten DOERING und DORFMAN durch
Isotopenmarkierungsexperimente die Theorie von CRIEGEE bestdtigen, indem sie 180-markiertes Benzo-
phenon (12) einer Oxidation mit Persdure 11 aussetzten und dadurch die Position des markierten

Sauerstoffatoms im Produkt 14 bestimmen konnten (Abbildung 9).[45]

_~OH
°
BAEYER- CRIEGEE
VILLIGER
-PhCO - PhOOH

18O/OH 180_0 H180 I

16

0% 50 %
J -H* \- PhCOOH
1, 1
14

14

Abbildung 9. Isotopenmarkierungsexperimente zur Aufklarung des Mechanismus der BAEYER-
VILLIGER-Oxidation.[*?] Dargestellt sind die nach den oben vorgeschlagenen Mecha-
nismen zu erwartenden Reaktionsprodukte.

Im Fall der Dioxiran-Bildung (15) nach vON BAEYER und VILLIGER wurde eine statistische 50:50-
Verteilung erwartet.[0] Sollte die Reaktion iiber das CRIEGEE-Intermediat (13) laufen, so miisste das
markierte Sauerstoffatom Teil der Keto-Funktion sein. Tatsachlich enthielt die Carbonylfunktion zu 93%
180-Sauerstoff. Das Produkt der sdurekatalysierten Addition einer Persidure an eine Carbonylfunktion

wird allgemein als CRIEGEE-Intermediat bezeichnet. Diese Addition kann hierbei sowohl Sauren- als auch
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Basen-katalysiert ablaufen. Die Saure-Einheit fungiert dabei nach dem nucleophilen Angriff als Abgangs-
gruppe, wihrend die Carbonylfunktion wieder hergestellt wird und ein Rest (Rm) vom Carbonyl-
Kohlenstoff zum positiv polarisierten Sauerstoff wandert, wodurch der Ester erhalten wird (Abbildung
10). Als klassische organische Persduren dienen unter anderem m-Chlorbenzoesdure (m-CPBA),

Trifluorperessigsdure sowie Peroxybenzoesaure (PBA).

Abbildung 10. Reaktionsmechanismus der BAEYER-VILLIGER-Oxidation mit einer Persaure (Rm = wan-
dernder Rest, Rr = verbleibender Rest, RL = Abgangsgruppe).[4¢]

Im Fall der Oxidation eines asymmetrischen Ketons wandert am wahrscheinlichsten diejenige Gruppe,
die die partielle positive Ladung am besten stabilisieren kann.l*01 So kann die Wanderungstendenz im
allgemeinen wie folgt definiert werden: tert-Alkyl > Cyclohexyl > sec-Alkyl > Benzyl > Phenyl > prim-
Alkyl > Cyclopentyl, Cyclopropyl > Methyl.[#6] Sind die beiden Reste gleich oder dhnlich, dann wird ein
Gemisch aus beiden moglichen Estern erhalten. Sterische Anspriiche der Reste sowie sie Art der
verwendeten Persdure spielen ebenfalls eine entscheidende Rolle. Demnach muss im CRIEGEE-Inter-
mediat ein nicht-bindendes freies Elektronenpaar des Sauerstoffatoms sowie die 0-O-Bindung anti-

periplanar zum wandernden Rest Ru stehen (Abbildung 11).147]

RO
!

(e

R

Abbildung 11.  Antiperiplanare Anordnung des wandernden Restes im CRIEGEE-Intermediat (Rm =
wandernder Rest, Rr = verbleibender Rest, RL = Abgangsgruppe).[*’]

TURNER beobachtete bereits 1950 am Beispiel der Oxidation von sowohl cis- als auch trans-1-Acetyl-2-
Methylcyclohexan (17), dass dabei nur das jeweilige cis- bzw. trans-Produkt (18) gebildet wird
(Abbildung 12).[48]

0 0 o
Hy, Pd PBA \H/
CHCl,, 7d 0
17 18

Abbildung 12.  Erster Beweis der Erhaltung der Konfiguration des wandernden Restes wahrend der
BAEYER-VILLIGER-Oxidation.[8]

11
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BERSON und SuzZuKI schlugen 1959 vor, dass die Wanderung des Restes und die Carboxylatabspaltung
konzertiert ablaufen und nannten dieses als Grund fiir die Stereoselektivitit der Reaktion.l*] Die
Beobachtungen zur Stereoselektivitat der BAEYER-VILLIGER-Oxidation wurden von MISLOW und BRENNER
bestatigt, indem sie das optisch aktive 3-Phenyl-2-butanon (20) oxidierten und dabei eine Retention von
98% erhielten (Abbildung 13).1501 Die Retention der Stereoinformation macht die BAEYER-VILLIGER-

Oxidation zu einem wichtigen Werkzeug fiir die asymmetrische organische Synthese.

0 0
\ek Meli \81\ PBA \“<O\f|/ KOH \<OH
OH > CHCl, PR H g Ph H

Ph H Ph H

43 h
19 20 21 22
(S)-2-Phenyl- (S)-3-Phenyl- (S)-1-Phenyl- (S)-1-Phenyl-
propionsdure 2-butanon 1-ethylacetat ethanol
96% ee 58% ee 56% ee 57% ee

98% Retention

Abbildung 13. Reaktionssequenz zur Bestiatigung des Erhalts der Retention des wandernden
Kohlenstoffatoms des optisch aktiven Ketons 20.[50]

3.1.2 Stand der Wissenschaft: klassische BAEYER-VILLIGER-Oxidation

Obwohl mehr als ein Jahrhundert seit Entdeckung der BAEYER-VILLIGER-Oxidation vergangen ist, ist ein
Ende der Entwicklung der Reaktion noch nicht abzusehen. In der Industrie findet die Synthese von
e-Caprolacton (3) grofdtechnische Anwendung. Dabei spielten in den letzten Jahrzehnten neben der
Optimierung der Reaktionsbedingungen auch Umweltaspekte eine immer wichtigere Rolle.

Im Allgemeinen werden die bisher verwendeten Persduren in situ aus den entsprechenden Sduren und
Wasserstoffperoxid (H202, 90%) hergestellt, welches jedoch wegen der hohen Explosionsgefahr aus
dem Handel genommen wurde.[5152 Das heute erhaltliche 70%ige H20: liefert jedoch nur Persduren mit
geringerer Konzentration. Die Verwendung von Persduren erfordert den Einsatz geeigneter Kataly-
satoren. Katalytische Verfahren haben gegeniiber den bisher angewendeten stochiometrischen Reak-
tionen mehrere Vorteile, wie die Vereinfachung der Reaktionsbedingungen und den Einsatz von kosten-
giinstigeren Reagenzien sowie Verringerung der Abfallmenge. Allerdings fallt als Nebenprodukt Wasser
an, was zur Hydrolyse der entstandenen Ester fithren kann. Verwendete Katalysatoren enthalten unter
anderem Komplexe der Ubergangsmetalle Mo(VI)[53], Re(V)[54-56], Pt(11)[57], Ni(1I)[5152], Sel58] sowie Ti-
Silicatel59601. Ein Beispiel fiir eine metallkatalysierte BAEYER-VILLIGER-Oxidation ist in Abbildung 14 dar-

gestellt.
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23 24 26 27 23

Abbildung 14. Vorgeschlagener Mechanismus der BAEYER-VILLIGER-Oxidation durch einen Re-Kata-
lysator (23) am Beispiel von Cyclobutanon (25).[56]

Anstelle von Wasserstoffperoxid wird seit 1991 auch elementarer Sauerstoff in Kombination mit
Benzaldehyd als Oxidationsmittel eingesetzt, welches als MUkAlYAMA-System bezeichnet wird und das
Keton selbst aktiviert.®l] Die Oxidation kann bei Raumtemperatur durch die Ubergangsmetalle
Ni(II)[6263], Cu(II)[6364 oder Fe20306%] katalysiert werden. Allerdings ist der Einsatz solcher Katalysatoren
vorwiegend auf die Oxidation von cyclischen Ketonen beschrankt und liefern teilweise nur geringe bis
maéflige Stoffumsatze, was zum Teil durch Inaktivierung des Katalysators durch den zur entsprechenden
Sdure hydrolysierten Ester zuriickzufiihren ist. 1993 wurde von BoLM und KANEDA gezeigt, dass die
BAEYER-VILLIGER-Oxidation mit diesem System selbst in Abwesenheit eines Katalysators noch mit guten
Umsitzen verlauft, wobei jedoch ein Uberschuss an Aldehyd sowie die Verwendung von chlorierten
Losungsmitteln notwendig ist.[6366]

Alternative Ansitze wie beispielsweise der Einsatz von recyclisierbaren mesopordésen Materialien, z.B.
Fe-MCM-48l¢7], Fe-Porphyrin-Systemen(®8! sowie die Oxidation mit Zinn- oder Titan-haltigen [-Zeo-
lithenl60.69.70] und zahlreichen weiteren heterogenen Zinn(IV)-Spezies!’1], Hydrocalcitel72], Heteropoly-
oxometalatel’3], organische lonenaustauscherharzel’4l sowie organische Acridinium-Systemel7s],
konnten mit guten bis sehr guten Umsitzen durchgefithrt werden. Um die Bildung von Wasser als
Nebenprodukt und somit Hydrolyse des gebildeten Lactons zu vermeiden, wurden Bis(trimethylsilyl)-
monoperoxidsulfatl’6771 sowie Peroxodisulfat-Salze (S208%)[78] als Oxidationsmittel anstelle von H202
verwendet, was sowohl die Ausbeute als auch die Reinheit des Produktes erhohte. 2009 wurde dieses
System in Kombination mit ionischen Fliissigkeiten noch weiter optimiert.[?7l Auch mit anderen
Katalysatoren fanden ionische Fliissigkeiten bereits Anwendung.l55701 Um den Einsatz von halogenierten
Losungsmitteln zu vermeiden konnten erfolgreich auf Silica-immobilisierten Persduren in iiber-
kritischen Kohlenstoffdioxid eingesetzt werden.’”? Im Jahr 2011 fand auch Oxon, das Triple-Salz
2 KHSOs-KHSO04-K2S04, erneut Anwendung in Kombination mit einem Phasentransfer-Katalysator,
welches in einem Zweiphasensystem bereits nach 6 Stunden bei 40 °C gute Umsatze lieferte.[80]

Es sind auch Vorschlage veroffentlicht worden, Lactone direkt aus den entsprechenden sekundaren
Alkoholen zu synthetisieren. 2013 verwendeten MENG et al. Perameisensdure als Oxidationsmittel und
konnten beispielsweise e-Caprolacton (3) nach 65 Minuten Reaktionszeit mit vollstiandigem Umsatz
erhalten.[81] Allerdings wird dabei das Substrat in einer Konzentration von 0.2 M und die Siure in einem
etwa 20fachen Uberschuss eingesetzt. Des Weiteren finden bei der Doppeloxidation von sekundéren
Alkoholen ionischen Fliissigkeiten und Mikrowellen(82], Nafion-H®!83] oder organische Katalysatoren(84
Anwendung. Jedoch sind auch in diesen Féllen die Umsatze bei langen Reaktionszeiten nur mafiig und

die Verwendung von Peroxo-Verbindungen ist vom 6kologischen Standpunkt aus nachteilig im Ver-
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gleich zur Enzymkatalyse, bei der eine Zugabe von weiteren Katalysatoren nicht notwendig ist. Des
Weiteren dient elementarer Sauerstoff bei enzymkatalysierten Oxidationsreaktionen als Oxidations-

mittel.

3.1.3 Stereoselektive BAEYER-VILLIGER-Oxidation

Katalysatoren sollten zusatzlich zu ihren Katalyseeigenschaften auch die Fahigkeit besitzen, enantio-
selektive Oxidationsreaktionen zu Katalysieren. So berichtete STRUKUL bereits 1994 von einer Oxidation
mit chiralen Pt(II)-Komplexen, mit denen unterschiedliche 2-substituierte cyclische Ketone zu den

entsprechenden Lactonen mit ee-Werten von bis zu 58% umgesetzt werden konnten (Abbildung 15).85]

kinetische Racematspaltung

chiraler
R Katalysator
R= Alkyl Aryl
. (R)-Enantiomer (S)-Enantiomer
RS-Racemat des Lactons des Cyclohexanons

Abbildung 15. Enantioselektive BAEYER-VILLIGER-Oxidation mit chiralem Katalysator.[83!

Spater konnte durch den Einsatz von Pt(Il)- oder Co(Salen)-Komplexen und Tensiden in Wasser der
Enantiomereniiberschuss auf 90% gesteigert werden.[8687] In der heutigen Zeit werden hohe Umsatze
mit mafligen bis guten ee-Werten durch Verwendung von chiralen enantiomerenreinen Organo-
katalysatoren(®8! oder chiralen Metallkomplexen der Ubergangsmetalle Col871, Cul89l, Pd[901 Pt Zrl92]
Hf1931 oder Mg[®4 und Al[°5] erhalten.

Aus praperativer Sicht scheint dennoch die Verwendung chiraler Ubergangsmetallkatalysatoren fiir die
enantioselektive Synthese von Estern in mittlerer bis hoher optischer Reinheit die einzige aussichtsreise
Alternative zur Katalyse durch Enzyme zu sein.[51521 Der Nachteil der meisten der genannten
Katalysator-Systeme ist jedoch die geringe Substratbreite, da nur cyclische Ketone umgesetzt werden
konnen. Des Weiteren miissen sie aufwendig synthetisiert werden, liefern niedrige Umsatze und die

Reaktionen miissen in organischen Losungsmitteln durchgefiihrt werden.
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3.2 Enzymkatalysierte Synthesen

3.21 Enzymatische BAEYER-VILLIGER-Oxidation

Der Einsatz von Enzymen bietet im Vergleich zu den oben genannten organischen Katalysatoren viele
Vorteile in Hinblick auf die Regio-, Chemo- und Enantioselektivitat.

1995 beschrieb ROBERTS eine durch die Lipase B der Candida antarctica (CAL-B) katalysierte BAEYER-
VILLIGER-Oxidation von cyclischen Ketonen.[?¢] Die CAL-B ist hierbei jedoch nicht direkt an der Oxidation
des Ketons beteiligt, sondern katalysiert die Bildung einer Persaure, ausgehend von einer langkettigen
Carbonsdure mit Wasserstoffperoxid. Die eingesetzten 2- und 3-substituierten Cyclopentanone
und -hexanone wurden so zu racemischen Lactonen oxidiert. Die dabei erhaltenen Ausbeuten lagen bei
57 - 73% und waren nur geringfligig niedriger als die auf klassischem Weg erhaltenen. Eine Ausnahme
stellte jedoch 2-Oxocyclohexanessigsdaure (28) dar, bei der durch intramolekulare BAEYER-VILLIGER-
Oxidation das entsprechende Lacton 29 bei einem Umsatz von 54% ein Enantiomereniiberschuss von
21% ee erhalten werden kann (Abbildung 16). Der Grund fiir die Enantioselektivitit der Reaktion
scheint die etwas schnellere Acylierung des Enzyms durch eins der beiden Enantiomere zu sein, sodass
die Persdure im Anschluss daran die intramolekulare Reaktion durchlduft. Die langen Reaktionszeiten
von etwa einer Woche und das aufwindige Entfernen der entstandenen Siure bediirfen weiterer Opti-

mierung.

0 0
CAL-B CO-H
CO,H - 07 % 2
+ H202
28 - H,0
29

Enz—OH j
H,0
0 0 CO 0
* * 'qo
ij/\cozlanz ﬁ ij/\COB,H  —— Hof ? *

H,0, Enz
OH

Abbildung 16. Enantioselektive BAEYER-VILLIGER-Oxidation von 2-Oxocyclohexanessigsdure (28)
katalysiert durch Lipase B der Candida Antarctica (CAL-B).[9¢]

Ahnlich verlauft die 2007 von OLIVO beschriebene Oxidation, der zusétzlich den Komplex Ureahydrogen-
peroxid in Essigester 5 einsetzte.[°7] Der Vorteil hierbei war die Vermeidung der Hydrolyse des Lactons
durch Abwesenheit von Wasser als Nebenprodukt. Es konnten so Lactone mit ee-Werten von 20 - 60%
und Umsatze von 20 - 50% nach etwa zwei Tagen erhalten werden.

Einen alternativen Weg gingen GUIBE-JAMPEL et al., aufbauend auf frithere Arbeiten von KIRk[%], mit der

autokatalytischen Oxidation von Ketonen (Abbildung 17).°91 Dabei sollte Wasserstoffperoxid mithilfe
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von Carboxyl-Seitengruppen des Enzyms die BAEYER-VILLIGER-Oxidation starten. Das gebildete Lacton 3
sollte eine CAL-B-katalysierte Perhydrolyse zur Peroxysdure 30 durchlaufen, die wiederum die
Oxidation von weiterem Keton 2 katalysieren kann, wodurch ein autokatalytischer Prozess erhalten
wird. Der niedrige Umsatz von 20% konnte durch Ersatz des klassischen H202/H20-System durch
Ureaperoxid nach 48 Stunden Reaktionszeit 65% Umsatz gesteigert werden. Im Fall von substituiertem
Cyclohexanon liegen die Enantiomereniiberschiisse der erhaltenen Lactone auch hierbei nur zwischen

10 und 70% ee.

0 , o
Lipase o OH
+
H,0;
OH
2 3 31
0
Lipase T
Lipase H;0;
H,0,
— chemische Reaktion 0 2
— enzymatische Reaktion OOH  __ |
OH
30

Abbildung 17. Lipasenkatalysierte Perhydrolyse mit anschliefSender chemischer BAEYER-VILLIGER-
Oxidation mittels Autokatalyse am Beispiel von Cyclohexanon (2) nach GUIBE-

JAMPEL.[99]
3.2.2 BAEYER-VILLIGER-Monooxygenasen
3.2.21 Allgemeines

Hoéhere Ausbeuten und hohere Enantiomerenreinheit kénnen durch den Einsatz von BAEYER-VILLIGER-
Monooxygenasen (BVMOs, EC 1.13.14.x) erzielt werden.['%0] Dadurch lasst sich im Gegensatz zu
chemischen oder Lipasen-katalysierten Reaktionen auch die Verwendung von Wasserstoffperoxid oder
Persduren als Oxidationsmittel und organische Losungsmittel vermeiden, da die Monooxygenasen mit
molekularem Sauerstoff in wéssrigem Medium aktiv sind. Des Weiteren sind sie in der Lage, nicht nur
cyclische, sondern auch aliphatische und aromatische Ketone in die entsprechenden Ester umzu-
wandeln. Die Epoxidierung von C=C-Doppelbindungen!1°ll sowie unter anderem die Sulfoxidation(102],
Phosphoxidation(93], Aminoxidation[194], Boronsiurenoxidation(1?5] und Selenoxidation[t%¢l kénnen
ebenfalls durch BVMOs katalysiert werden.

Die BAEYER-VILLIGER-Monooxygenasen gehoren zu einer Superfamilie, die drei Klassen von flavin-
abhdngigen Monooxygenasen umfassen: die sogenannten Flavin-enthaltenden Monooxygenasen
(FMOs), die N-hydroxylierenden Monooxygenasen (NMOs) und die BVMOs.[107] Monooxygenasen
werden anhand der von ihnen benétigten Cofaktoren unterteilt. Monooxygenasen vom Typ I sind Flavin-

abhiangig und benotigen NADPH als Elektronenquelle, wahrend Enzyme des Typs Il FMN und NADH
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brauchen, hauptsachlich Heteroatome oxidieren und eukaryotischem Ursprungs sind.[198] Die Typen III
und IV von Monooxygenasen sind kupferabhhingige bzw. eisenhaltige Enzyme.[10911001 BVMOs vom
Typ O sind ein neuartiger BVMO-Typ, die ebenfalls FAD und NADPH benétigen.[111] Strukturell unter-
scheiden sie sich jedoch von den BVMOs vom Typ I, da sie nicht das fiir BVMOs charakteristische konser-
vierte Sequenzmotiv (vgl. Abschnitt 3.2.2.2) besitzen und nur 8% Ubereinstimmung zur PAMO zeigen.
Alle bisher klonierten BVMOs gehdren dem Typ I an.

Die BVMOs aktivieren reduktiv Sauerstoff (0z) und bauen diesen in ein Substrat ein. Sie werden in
Monooxygenasen und Dioxygenasen eingeteilt.[109.110] Dabei fithren Monooxygenasen, zu denen auch die
BVMOs zihlen, ein Sauerstoffatom in das Substrat ein; das zweite Sauerstoffatom wird zu Wasser
reduziert (Abbildung 18). Dioxygenasen hingegen inserieren beide Atome des elementaren Sauerstoffs

in das Substrat.

0 0
R1)J\R2 o ﬁ’ R1)J\O/Rz * H0

NADPH NADP*

Abbildung 18.  BAEYER-VILLIGER-Oxidation eines Ketons katalysiert durch BVMO.[112]

Die ersten Anzeichen fiir eine enzymatische BAEYER-VILLIGER-Oxidation wurden von TURFITT 1948
wahrend seinen Studien zu Steroid-Synthese in Pilzen entdeckt.[1131 1953 konnten die Arbeitsgruppen
von FRIED und PETERSON in der Synthese von Testololacton (32), ausgehend von Progesteron (33), zwei
Reaktionsschritte nachweisen, die durch die Monooxygenase aus Cyclindrocarpon radicola katalysiert
werden (Abbildung 19).[114.115]

Abbildung 19.  Schematischer Synthese von Progeston (33) zu Testololacton (32).1116] Die durch
BVMO katalysierten Schritte sind mit Sternchen gekennzeichnet.
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Die erste Verkniipfung zwischen der Lactonisierung von Steroiden, der biochemischen Oxidation von
Campher durch ein Bakterium und der chemischen BAEYER-VILLIGER-Oxidation erstellten PRAIRIE und
TaLALY 1963.11171 Durch weitere mechanistische Studien wurde NADPH als essenzieller Cofaktor fiir
diese Art der Oxygenase identifiziert.[118]

BAEYER-VILLIGER-Monooxygenasen treten vorwiegend in Mikroorganismen auf und sind dort an kata-
bolischen Vorgangen beteiligt, etwa in den Pilzen Cylindrocarpon113-115], Exophialal11%], Xanthobacter{120]
und Aspergillust1?ll und in den Bakterien der Gattungen Cormamonas (ehemals Pseudomonas)22],
Nocardial%0, Rhoddococcus123], Gordoniall?*], Mycobacterium!'25] und Acinetobacter!126]. Aber auch bei
hoheren Organismen sind Monooxygenasen anzutreffen, beispielsweise bei der Synthese von Steroiden
und Iridoiden in Pflanzen(!27] oder von Toxinen in Schalentieren!128l, In Bakterien scheint die nattirliche
Rolle der Monooxygenasen in der Katalyse von einem oder mehreren wichtigen Schritten im oxidativen
Katabolismus zu liegen, wahrend diese Enzyme in Pilzen eine schwache Rolle im Wechsel zwischen dem

Primar- und dem Sekundarmetabolismus spielen.[12°]

3.2.2.2 Struktur und Mechanismus

WALSH et al. konnten 1988 anhand der Oxidation von Cyclohexanon (2) zu g-Caprolacton (3) durch
CHMO aus Acinetobacter calcoaceticus den Mechanismus der Reaktion aufklaren (Abbildung 20).[109.110]
Im ersten Schritt des Mechanismus wird das enzymgebundene Flavin (34) durch den Cofaktor NADPH
reduziert und der Enzym-Cofaktor-Komplex 35 gebildet, welcher molekulare Sauerstoff bindet.[130] Das
so entstandene C4a-Peroxyflavin (36) greift, ahnlich wie die Persdure in der chemischen BAEYER-
VILLIGER-Oxidation, nucleophil an die Carbonylfunktion des Ketons 2 an.[*?] Die Bildung des CRIEGEE-
Intermediats 37 ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt.[130] Bei der anschliefienden Umlagerung
miissen die stereoelektronischen Voraussetzungen der antiperiplanaren Anordnung der 0-O-Einheit
sowie das synchrone Wandern des Restes, wie bei dem Peroxid-Mechanismus (Abbildung 11, Abschnitt
3.1.1), stimmen. Das C4a-Hydroxyflavin (38) wird hydrolysiert und das oxidierte Flavin 39 fiir den
nachsten katalytischen Zyklus regeneriert. NADPH, welches wahrend eines Reaktionszyklus als erstes
am Enzym gebunden wird und mit dem Flavin 34 reagiert, wird bis zum letzten Schritt als NADP+ im

aktiven Zentrum gehalten.
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Abbildung 20. Mechanismus der enzymatischen BAEYER-VILLIGER-Oxidation am Beispiel von Cyclo-
hexanon (2) bezogen auf PAMO.[130]

WALSH et al. untersuchten 1982 die Fahigkeit der CHMO zur Oxidation von Heteroatom-Verbin-
dungen.[131] Der ambivalente Charakter des C4a-Peroxyflavins 36 ist demnach der Grund fiir die
katalytische Aktivitat gegeniiber elektronenreichen, z.B. Ketone, als auch elektronenarmen Substraten,
wie Sulfide (Abbildung 21).0116132] So greift die Schwefelverbindung 40 die C4a-Peroxy-Spezies 36
nucleophil an, im Unterschied zu der Oxidation eines Ketons, bei der das Peroxyflavin 36 als Nucleophil

agiert.
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Abbildung 21. Ambivalente Reaktivitidt der C4a-Peroxyflavins 36 gezeigt an der Sulfid- (links) und
BAEYER-VILLIGER-Oxidation (rechts).[116.132]

Biochemische Studien an BVMOs sind aufgrund deren relativ geringen Anzahl, der geringen Stabilitét
und/oder der schwierigen Aufreinigung sehr rar.[133] Die am besten untersuchte Monooxygenase ist die
Cyclohexanon-Monooxygenase (CHMO, EC 1.14.13.22) vom Stamm Acinetobacter calcoaceticus NCIMB
9871 aufgrund ihrer katalytischen und kinetischen Eigenschaften.[2301 Das Enzym hat eine Molekiilmasse
von etwa 59 kDa und besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette, die ein Mol gebundenes FAD enthalt,
welches auch nach der Aufreinigung nicht abgetrennt wird.[10 Im Acinetobacter-Bakterium, welches
natiirlich in mariner Umgebung vorkommt, ist es im biologischen Abbau von Cyclohexanol (1), zu
Adipinsdure (41) beteiligt, indem es Cyclohexanon (2) zu e-Caprolacton (3) oxidiert (Abbildung
22).[112,134] Weitere Oxidation der Adipinsdure (41) durch B-Oxidation liefert Acetyl- und Succinyl-
Coenzym A. Cyclohexanol (1) selbst ist ein Abbauprodukt von Cyclohexan, welches der CHMO sowie
weiteren Monooxygenasen als Kohlenstoffquelle dient und zu den iiber 1000 Bestandteilen von Erdol
gehort.[135] Diese CHMO akzeptiert hunderte von unterschiedlichen Ketonen und weist somit ein auf3er-
gewohnlich breites Substratspektrum in Kombination mit einer sehr hohen Regio- und Enantio-

selektivitat auf.[136]

Cyclohexanol- 0
()
1 NA@DH 2 NADPH NADP?* 3
0, H,0
o
H,0 hydrolase
NADPH NADP* NADH NAD*

- v HOOC HOOC
HOOCMCOOH M:%O U M:\OH

6-Oxohexanoat- Hydroxy-
41 dehydrogenase 42 hexanoat- 43

dehydrogenase

Abbildung 22.  Katabolischer Abbau von Cyclohexanol (1) zu Adipinsdure (41) im Bakterium
Acinetobacter sp.[134]

Aufgrund der Instabilitdt der CHMO war es allerdings lange Zeit nicht moglich, eine Kristallstruktur des

Enzyms zu erhalten, die einen Einblick in die strukturellen Details des Enzyms geben wiirden. 2002
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verglichen FRAAIJE et al. verschiedene sequenzierte bakterielle BVMOs und stief3en dabei auf ein konser-
viertes Sequenzmotiv (FxGxxxHxxxW).[107] Mit diesen Daten konnten sie die Superfamilie der BVMOs
enthiillen. Zwei Jahre spater veroffentlichte dieselbe Gruppe eine Kristallstruktur von der Phenylaceton-
Monooxygenase (PAMO, EC 1.14.13.92) aus Thermobifida fusca, einem ungewohnlich stabilen und hitze-

bestdandigen Enzym, das jedoch nur einen sehr engen Substratbereich hat (Abbildung 23).[137]

Abbildung 23.  Kristallstruktur von PAMO aus Thermobifida fusca.[*38] Die FAD-Domaéne ist griin, die
NADPH-Domane ist blau, das Arg337 ist zentriert dargestellt.

PAMO ist ein Monomer mit einer Molekiilmasse von 62 kDa, welches die Oxidation von Phenylaceton zu
Phenylessigester katalysiert, und weist eine Homologie von 40.3% zur CHMO von Acinetobacter sp.
auf.[116137] Die Kristallstruktur wurde mit gebundenem FAD, jedoch in Abwesenheit von Cofaktor und
Substrat, aufgeklart. Fiir PAMO wurde eine Multidomanen-Struktur, bestehend aus einer FAD-
bindenden und einer NADPH-bindenden Domane, vorgeschlagen. Das aktive Zentrum befindet sich in
direkter Nachbarschaft zu den beiden Domanen. Das Flavin ist tief in der FAD-Domane verborgen und
durch VAN DER WAALS- und Wasserstoffbriickenbindungen fixiert. Dieses stimmt mit der Beobachtung
iiberein, dass FAD nicht vom Enzym dissoziiert, wahrend NADP+* zwischen der FAD- und der NADPH-
Domaéne eingekeilt ist. Bemerkenswert ist, dass sich das Sequenzmotiv der BVMO nicht im aktiven
Zentrum befindet, sondern in einer Schleife, die die beiden Doméanen verbindet. Das aktive Zentrum
enthdlt zudem die Aminosdure Arg337, der die Funktion zugeschrieben wird, das negativ geladene
Flavin-Peroxid-Intermediat 35 durch Wasserstoffbriickenbindungen zu stabilisieren.

Arg337 ist auflerdem nicht in einer einzelnen Konformation fixiert, sondern besitzt eine inhédrente
Flexibilitat. Im Laufe des Katalysezyklus nimmt Arg337 zwei Konformationen ein: die ,IN“-Position, wie
es in der erhaltenen Kristallstruktur beobachtet wurde, bei der das Flavin stabilisiert wird, und die
,OUT"“-Position, in der der Cofaktor angrenzend zum Flavin positioniert wird. Die []bertragung eines
Hydrid-lons vom Nicotinamid-Ring zum FAD findet folglich erst nach einer Konformationsanderung im

Enzym statt. Mutagenese-Studien zeigten, dass die Mutation des Arginin-Restes zu Alanin zu einer
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vollstindigen Inaktivierung des Enzyms fiihrt.[137.139] Die Mutation beeinflusst zwar nicht die Wechsel-
wirkungen des Enzyms mit dem Cofaktor, jedoch schaltet es die Fahigkeit aus, Sauerstoff zu binden.
Dieses zeigt die Bedeutung des Arginin-Restes zur Stabilisierung des negativ geladenen Peroxid-Flavins
36.

MIRZA et al. 16sten schlieflich eine Kristallstruktur der Cyclohexanon-Monooxygenase aus Rhodococcus
sp. vom Stamm HI-31 (CHMORghodo.) in zwei verschiedenen Zustdanden, der offenen und der geschlossenen
Form, mit FAD und NADP+ auf (Abbildung 24).[140] Diese CHMO ist ein stabiles, monomeres Enzym,
welches ebenfalls FAD- und NADPH-Doméanen besitzt und zu 55% identisch mit der CHMO aus
Acinetobacter sp. ist. Werden nun beide Kristallstrukturen der CHMORrnodo. ibereinandergelegt, so ergibt
sich ein ,dquivalentes Atom-Vektordiagramm?®, das die Verschiebung der Atompositionen illustriert.[140]
Waihrend die FAD-Domane unverandert bleibt, rotiert die NADPH- und die Helix-Domane um etwa 5°
bzw. 3°, was zu einer Verschiebung um 5 A bzw. 2 A von Resten fuhrt, die weiter entfernt von der
Rotationsachse sind. Durch diese Rotation wird der Cofaktor seitlich ndher zum Flavin geschoben,

sodass der benotigte Hydridtransfer stattfinden kann.

Abbildung 24. Kristallstruktur der CHMO von Rhodococcus sp. HI-31 (links); die FAD-Domane ist
beige, die NADPH-Domane ist blau, die Linker-Region ist griin, die flexible Schleife ist
orange, die Helix-Domaéne ist braun, das BVMO-Sequenzmotiv ist gelb dargestellt.[140]
Aquivalentes Vektordiagramm derselben CHMO (rechts).

Obwohl schon lange bekannt ist, dass die CHMO von Acinetobacter sp. viele Ketone mit guter Regio- und
Stereoselektivitat umsetzen kann, war wenig liber ihre Chemoselektivitit bekannt. Die Chemoselek-
tivitat ist ,die bevorzugte Reaktion eines chemischen Reagenz‘ mit einem von zwei oder mehreren
unterschiedlichen funktionellen Gruppen®“.l141l Vor einigen Jahren wurde beschrieben, dass die Oxida-
tion bevorzugt an der Carbonyl-Funktion stattfindet, wenn eine weitere oxidierbare Funktion, beispiels-
weise ein Alken oder Thioether, enthalten ist. WALSH schlug vor, dass «,3-ungesattigte Ketone nicht von
der CHMO umgesetzt werden konnen.[109110] Diese Theorie wurde von OTTOLINA bestatigt, der zeigte,
dass bei der chemoselektiven Oxidation des racemischen Diketons rac-44 das Lacton (5)-45 mit 35%

Umsatz in enantiomerenreiner Form erhalten wurde (Abbildung 25).[142]
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rac-44 NADPH NADP* (R)-44 (5)-45
43% Umsatz, 35 % Umsatz,
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Abbildung 25. Chemoselektive Oxidation eines racemischen Diketons rac-44 mit CHMO nach
OTTOLINA.[142]

Im Falle eines zweifachsubstituierten Cyclohexanon-Rings nimmt der Energieunterschied immer weiter
ab, je ahnlicher sich die beiden Reste sind. Dadurch verschwimmt der Energieunterschied der beiden
moglichen CRIEGEE-Intermediate und beide Enantiomere werden gebildet.[136]

Wie schon beschrieben wurde, konnen auch heterocyclische Verbindungen wie Thioether (40) durch
Monooxygenasen oxidiert werden. Befindet sich jedoch eine Keto-Funktion in derselben Verbindung, so
findet eine Oxidation ausschliefilich dort statt (Abbildung 26). Selbst nach Verlangerung der Reaktions-
zeit konnte keine Oxidation des Heteroatoms festgestellt werden. Dieses Ergebnis ist bemerkenswert,

da nach organisch-chemischem Protokoll mit m-CPBA das Heteroatom bevorzugt oxidiert wird.[143]

@ 3
9@ . )

40 46 X =S, 0, NMe, NCOMe, NCOOMe

Abbildung 26. CHMO-katalysierte BAEYER-VILLIGER-Oxidation von Thioether (40)[109110] (links) und
von heterocyclischem Keton[43] (rechts).

3.2.3 Alkohol-Dehydrogenasen

Dehydrogenasen gehoren allgemein zur Klasse der Oxidoreduktasen und haben in der Natur die
Funktion, stereospezifisch prochirale Cabonylverbindungen zu reduzieren.'44l Zur biokatalytischen
Darstellung von sekundidren Alkoholen aus Carbonylverbindungen als wichtige Bausteine fiir die
pharmazeutische Industrie werden in grofem Umfang Alkohol-Dehydrogenasen (ADH) eingesetzt.
Diese treten in einer Vielzahl von lebenden Organismen auf, in denen sie fiir die Entgiftung und den
Metabolismus von Ethanol und anderen Alkoholen zustindig sind.['45] Diese ADHs sind NAD(P)-
abhangig und katalysieren den irreversiblen Transfer von Hydridionen von NAD(P)H auf die Carbonyl-
verbindung.

Zu den bekanntesten Alkohol-Dehydrogenasen gehdren unter anderem diejenigen, die aus Hefe, Pferde-
leber oder Thermoanaerobicum brockii isoliert wurden.[144] Diese weisen jedoch eine geringe thermische
Stabilitdt und Enantioselektivitit sowie einen teilweise engen Substratbereich auf, sodass Substrate mit
grofderen Seitenketten, beispielsweise Acetophenon, nicht umgesetzt werden kénnen. Verschiedene

Alkohol-Dehydrogenasen kénnen, in Analogie zu PRELOGS Regel, ein Hydrid-lon vom NAD(P)H entweder
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auf die si- oder die re-Seite eines Ketons libertragen. Daraus resultiert ein Alkohol mit (R)- bzw. (5)-Kon-
figuration mit in den meisten Fallen hoher Enantioselektivitat.[145146] Der Grof3teil der bekannten ADHs
gehort zu den (S)-selektiven Dehydrogenasen, wie beispielsweise Rhodococcus erythropolis und
Theormoanaerobicum sp.[144147] Die zu Beginn der 1990er Jahre entdeckten (R)-ADHs gehoren zu den
kurzkettigen Dehydrogenasen, zu denen die ADH aus Lactobacillus kefir (Lk-ADH, EC 1.1.1.2) zahlt.[144]

Die Lk-ADH ist ein Homotetramer mit 251 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 26.6 kDa pro
Untereinheit.[148] Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit (92.1% Identitit) zu der ADH aus Lactobacillus
brevis (Lb-ADH) kann dessen Mechanismus auf die Lk-ADH {ibertragen werden. Die Aminosduren der
Lk-ADH werden analog zu denen der Lb-ADH nummeriert. Der katalytische Mechanismus umfasst eine
hoch konservierte Tetrade bestehend aus Ser142, Tyr155, Lys159 und Asn113. Der Tyrosin-Rest nimmt
dabei die zentrale katalytische Sdure bei der Reduktion einer Carbonylverbindung ein. Er wird wahrend
des Reaktionsverlaufs deprotoniert und muss durch das positiv geladene Lys159 stabilisiert werden.
Ser142 hat die Aufgabe, das Substrat zu fixieren und zusatzlich die Ladung des Tyrosin-Restes auszu-
gleichen, sodass ein Proton von zwei Bindungspartnern geteilt wird. Der konservierte Asn113-Rest soll
zusammen mit der 2‘-Hydroxygruppe des Cofaktors und einem gleichzeitig am Lysin- und Asparagin-
Rest gebundenem Wassermolekiil (Wat122) ein Protonen-Ubertragungssystem bilden.[149] FILLING et al.
postulierten ein erweitertes Protonen-Ubertragungssystem, welches eine Gruppe von verschiedenen
Wassermolekiilen umfasst, die eine hydrophobe Hohle ausfiillen, welche mit Carbonyl-Sauerstoft-

atomen bedeckt ist (Abbildung 27).[150]
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Abbildung 27. Nahaufnahme der wichtigsten Reste des erweiterten Protonen-Ubertragungssystems
der Lb-ADH.['#91 Die katalytische Tetrade ist in magenta und Wasserstoffbriicken-
bindungen sind gestrichelt dargestellt.

Die Lk-ADH enthalt zwei MgZ+-lonen, die eher strukturelle als katalytische Eigenschaften besitzen, da sie
je eine koordinative Bindung zu einem Monomer und elektrostatische Wechselwirkungen ausbilden.
Durch Zugabe des Komplexbildners Ethyldiamintetraacetat (EDTA) wurde die Inaktivierung des
Enzyms gezeigt, da so die quarternare Struktur des Enzyms nicht mehr stabilisiert werden kann. Durch
Zugabe von Mg*-lonen kann dessen Aktivitit zu etwa einem Drittel wieder regeneriert werden.[148] Die

Bedeutung der Anwesenheit von zusatzlichen Mg?+-lonen in der Reaktionsmischung macht sich im
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Anstieg der Aktivitat der Lk-ADH bemerkbar, was bedeutet, dass ein Teil der lonen vom Enzym
dissoziiert.[51]

Da viele der Substrate nicht wasserldslich sind, kann eine Zugabe von organischem Losungsmittel zur
Reaktionsmischung sinnvoll sein. Losungsmittel mit logP-Werten <3.5 kdnnen jedoch sowohl die spezi-
fische Aktivitat als auch die Stabilitat des isolierten Enzyms verringern.['52] Die hochste Aktivitat weist
die Lk-ADH bei 50 °C auf, wahrend das pH-Optimum bei pH 7 fiir die Reduktion und bei pH 8 fiir die
Oxidation liegt.[151]

HUMMEL et al. setzten 1990 erfolgreich das prochirale Substrat Acetophenon (46) zu (R)-Phenylethanol
((R)-47) mit der (R)-spezifischen Lk-ADH mit einer Aktivitdt von 558 U/mL um (Abbildung 28).[151] Die
Lk- ADH akzeptiert ein sehr breites Spektrum an Substraten wie aliphatische, offenkettige Ketone,

2- oder 3-Ketoester und cyclische Ketone mit hoher spezifischer Aktivitat (100 - 500 U/mg).[153]

0

+ NAD(P)H + H*

+ NAD(P)*

46 (R)-47
Abbildung 28. Schema der Lk-ADH-katalysierten Oxidations- sowie Reduktionsreaktionen.[51]

Auch wenn die Reduktion prochiraler Ketone zu chiralen Alkoholen der wichtigste Anwendungsbereich
der Lk-ADH ist, kann die Oxidationsreaktion ebenfalls genutzt werden. So wird die Lk-ADH bereits zur
enzymatischen Racematspaltung von racemischen Alkoholen, beispielsweise von (R)- und (S)-Phenyl-
ethanol, eingesetzt, bei der nur der (R)-Alkohol zum entsprechenden Keton oxidiert wird.'53] Im
Rahmen dieser Arbeit soll die Lk-ADH die Oxidation von Cyclohexanol (1) zu Cyclohexanon (2) mit dem
kostenglinstigene Cofaktor NADP+ katalysieren (Abbildung 29). Die Lk-ADH besitzt fiir die Oxidation des
Alkohols 1 eine geringere Aktivitat als fiir die Reduktion eines Ketons 2, sodass die Wahrscheinlichkeit
der Riickreaktion sehr grof3 ist. Allerdings kann das Gleichgewicht zugunsten der Oxidation verschoben
werden, wenn das gebildete Keton 2 durch die CHMO direkt weiter umgesetzt wird (vergl. Abschnitt
2.1).

@ + NAD(P)¥ ——i— i‘j + NAD(P)H + H

1 2

Abbildung 29. Enzymatische Oxidation durch Lk-ADH am Beispiel von Cyclohexanol (1) zu Cyclo-
hexanon (2).

Aufgrund der Cofaktor-Abhangigkeit der Lk-ADH ist auch in diesem Fall die Anwesenheit eines Regene-

rationssystems notwendig. Auf verschiedene Systeme wird in Kapitel 3.2.4 ndher eingegangen.
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3.24 Cofaktor-Regeneration

Die Anwendung von BVMOs im industriellen Maf3stab ist noch nicht vollstdndig entwickelt. Eines der
grofiten Hindernisse ist die Abhangigkeit der Lk-ADH sowie der Monooxygenasen von dem Cofaktor
NADP+ bzw. NADPH, welches in stochiometrischen Mengen zur Reaktionsfiihrung eingesetzt werden
muss. Aus diesem Grund wurden Systeme zur in situ-Cofaktor-Regenerationssysteme entwickelt.
Generell werden zwei unterschiedliche Strategien zur Cofaktor-Regeneration angewandt (Abbildung
30).14154] Zum einen die substratgekoppelte Cofaktor-Regeneration, die auf einen Alkohol als Co-
substrat, meist iso-Propanol, basiert, der in der Riickreaktion von derselben Alkohol-Dehydrogenase
zum Keton oxidiert wird und somit den Cofaktor regeneriert. Durch Zugabe eines Uberschusses an

Cosubstrat kann das Gleichgewicht zur Produktseite verschoben werden.

substratgekoppelt enzymgekoppelt
0 R . OH EnzymA OH
. einzelnes
NAD(P)H | Enzym & NAD(P)® NAD(P)H NAD(P)*

(ADH)
Coprodukt

)\ = ; )J\ Cosubstrat Enzym B

Abbildung 30. Strategien zur substrat- und enzymgekoppelten Cofaktor-Regeneration.[154]

Ein anderes Konzept nutzt das enzymgekoppeltes Regenerationssystem. Dabei wird der Einsatz eines
zweiten Enzyms notwendig, welches ein Cosubstrat unter Riickbildung des Cofaktors umsetzt. Die
Reaktion ist irreversibel, wodurch das Gleichgewicht ebenfalls zur Produktseite verschoben wird. Ein
gutes Regenerationssystem sollte preiswert sein, keine Nebenprodukte produzieren und nicht mit den
katalytischen Eigenschaften des Enzyms wechselwirken. Klassisch werden als Redox-Enzym Dehy-
drogenasen, beispielsweise die Glucose- (GDH)['551 und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
(G6PDH)[131.156] sowie die Formiat-[157] oder Phosphit-Dehydrogenasel!58159 eingesetzt. Die Dehydro-
genasen konnen dabei sowohl als isoliertes Enzym(158159] als auch als Fusionsprotein(¢0] oder Ganzzell-
biokatalysatorf14161] zusammen mit der BVMO zur Reaktionsmischung gegeben werden. Ganzzellbio-
katalysatoren, die neben dem rekombinanten produzierenden Enzym ein Cofaktor-regenerierendes
Enzym coexpremiert enthalten, besitzen weitere Vorteile wie die leichte Handhabbarkeit von Bio-
transformationen durch Verzicht auf Isolierung und Reinigung von Enzymen sowie die zellinterne
Cofaktor-Regeneration. Gleichzeitig schliefden sie das Vorhandensein konkurrierender Enzyme, wie es
bei Wildtypzellen der Fall ist, aus. Zu beachten ist sowohl bei isolierten Enzymen als auch bei Ganzzell-
Systemen die Kompatibilitit der beiden Enzymreaktionen, da Inhibierungsreaktionen durch unter-

schiedliche Reaktanden auftreten konnen.
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Die fiir die Cofaktor-Regeneration haufig genutzte GDH oxidiert das Co-Substrat D-Glucose (48-a) und
regeneriert dadurch den Cofaktor NAD(P)* (Abbildung 31).[1551 Durch die spontane Hydrolyse des
entstandenen Gluconolactons (49-a) zur Gluconsiure (50-a) ist die Reaktion irreversibel und ver-
schiebt das Gleichgewicht zur Produktseite. Die GDH ist giinstig, kommerziell erhaltlich und stabiler als
die meisten zur Regeneration verwendeten Enzyme. Weitere Vorteile der GDH sind die Akzeptanz von
NAD+* sowie von NADP+ und ihre hohe spezifische Aktivitat.

Die G6PDH ist dhnlich effizient und wird ebenfalls vielfach verwendet.[16.131.156] Sje oxidiert den Zucker
Glukose-6-Phosphat (48-b, G6P) zu Glukonolacton (49-b), welches spontan zu Glukonsiure (50-b)
hydrolysiert. Einen grofien Nachteil dieses Systems stellen die hohen Kosten fiir das G6P (48-b) dar. Die
G6PDH wurde bereits in Ganzzellsystemen zusdtzlich zur BVMO iiberexprimiert.[16l Die erhohte
Verfiigbarkeit von NADPH fiir die Oxidation fithrt zu einer Verbesserung der Produktion von

e-Caprolacton (3).
® (R=H) ® (®)
0 0 ?
. (R=P) M Hydrolyse /&H
HO) HO "9
0 0 = 0
S OH 2 on° on“00H

NAD(P)* NAD(P)H
48-a (R=H) 49-a (R=H) 50-a (R = H)
48-b (R=P) 49-b (R=P) 50-b (R=P)

Abbildung 31.  Cofaktorregeneration mit dem bD-Glucose (48-a)/GDH- und dem G6P (48-b)/G6PDH-
System.[131,155,156]

Die Verwendung der Formiat-Dehydrogenase (FDH) ist eine weitere bekannte Methode und liefert CO2
als Nebenprodukt.['57] Da dieses fliichtig ist, erfolgt dadurch eine Verschiebung des Gleichgewichtes der
Reaktion zur Produktseite. Nachteile dieses Systems sind die geringe spezifische Aktivitidt der FDH sowie
die Abhangigkeit von NADH als Cofaktor.

Die Phosphit-Dehydrogenase (PtxD) katalysiert die Oxidation von Phosphit zu Phosphat mit gleich-
zeitiger Reduktion von NAD* zu NADH (Abbildung 32).0158159] Anstelle von PtxD kann eine Alkohol-
Dehydrogenase (ADH) zusammen mit iPrOH zugefiigt werden, um NADP+ wieder zu regenerieren.[162]
Dabei wird Aceton gebildet, welches fliichtig ist und das Gleichgewicht zu Gunsten des Produktes

verschiebt.
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o 0 0
Phosphat
NADH NADPH
NAD* NADP*
Phosphit OH
Ri o/Rz Ri O/Rz A

Abbildung 32.  Schematische Darstellung fiir den Einsatz von Phosphit-Dehydrogenase (PtxD)[158159]
(links) und Alkohol-Dehydrogenase (ADH)[162] (rechts) zur Cofaktor-Regeneration.

Eine elegante Losung fiir die Cofaktor-Regeneration stellten WILLETS et al. vor, indem sie eine CHMO mit
einer isolierten ADH koppelten (Abbildung 33).0163.1641 Die ADH oxidiert den Alkohol als Substrat zum
entsprechenden Keton und reduziert wihrenddessen das NADP* zu NADPH. AnschliefRend wird das
Keton durch die Monooxygenase zum Lacton umgewandelt und NADPH verbraucht. Diese Art der
Cofaktor-Regeneration soll auch in dieser Arbeit Anwendung finden. Ein weiterer Vorteil dieser Reak-

tionsfithrung ist der Einsatz von nur sehr geringen Mengen der Cofaktoren NADP+ bzw. NADPH (700 €
bzw. 2700 €/g).[165]

OH ADH
7N
0
. NADP* NADPH R{JKRZ
Rl)J\O/ R; ‘

B

CHMO

Abbildung 33.  Schematische Darstellung des substratgekoppelten Regenerationssystems aus BVMO
und ADH.[163,164]

Neben den bisher erwdhnten Methoden zur Cofaktor-Regeneration wurden in neuerer Zeit auch photo-
chemische Verfahren beschrieben. Bei dieser Art der Cofaktor-Regeneration dient Ethyldiamintetra-
acetat (EDTA) als Elektronendonor, welches unter Lichteinwirkung zerfallt.[166] Dieses System ist aller-
dings wenig effizient. Daneben gibt es Ansatze fiir elektrochemische Verfahren, die zur Zeit jedoch noch

nicht ausgereift sind.[167]
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3.3 Eigene Ergebnisse und Diskussion

Die in diesem Teil der Arbeit verwendete Cyclohexanon-Monooxygenase aus Acinetobacter calcoaceticus
NCIMB 9871 (CHMO, EC 1.14.13.22, Handelsname ECS MO-1 von ENzyMICALS AG) wurde ausschlieRlich
als Rohextrakt eingesetzt. Die verwendeten Chargen der Alkohol-Dehydrogenase aus Lactobacillus kefir
(Lk-ADH, EC 1.1.1.2, DSM 20587) wurden ebenfalls als Rohextrakt eingesetzt und in Glycerin in einer
1:1-Mischung (v/v) aufbewahrt. Die Bearbeitung dieses Forschungsprojektes fand im Rahmen des von

der ,Deutschen Bundesstiftung Umwelt” (DBU) geforderten Projekts statt.

3.31 Standardreaktion: Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) zu e-Caprolacton (3)

Bei der in der Arbeitsgruppe bereits etablierte Doppeloxidation wird Cyclohexanol (1) durch den
Biokatalysator Lk-ADH in situ zu Cyclohexanon (2) und dieses anschliefdend durch die Cyclohexanon-
Monooxygenase sofort weiter zu e-Caprolacton (3) oxidiert (Abbildung 34).[26] Die Enzymaktivitaten der
der Lk-ADH werden zuvor auf Acetophenon und die der CHMO auf Cyclohexanon (2) als Standard-

Reagenz bezogen.

ol Lk-ADH (40 U, 210 pL), CHMO (3.82 U, 20.1 pL) 0

NADP* (1 mol-%, 1.57 mg), MgCl, (1 mg) 0
KP;-Puffer (pH 7, 50 mM, 5 mL)
1 0 3
40 mM, >97% produktbezogener
21 pL Umsatz
2
in situ

Abbildung 34. Standard-Reaktion der Doppeloxidation von Cyclohexanol (1).[26]

Bei dieser Reaktion benotigt die CHMO die oxidierte Cofaktorform NADP+, welche durch die Lk-ADH als
Cofaktor-Regenerationssystem wieder zur reduzierten Form NADPH umgewandelt wird. STAUDT erhielt
den hochsten produktbezogenen Umsatz von >97% bei einer Substratkonzentration von 20 mM bei
Raumtemperatur und 24 Stunden Reaktionszeit.[26] Nach aktuellem Kenntnisstand ist diese Doppel-
oxidation die bis dato erste biokatalytische Synthese von e-Caprolacton (3) ausgehend von Cyclohexanol

(1).[26.168]
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3.3.2 Etablierung analytischer Methoden

Vor Beginn der synthetischen Arbeiten musste zundchst eine schnelle und robuste Analytik fiir die
enzymatische BAEYER-VILLIGER-Oxidation zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Umsatze
erarbeitet werden. Hierzu wurde zum einen eine NMR-Analytik in Kombination mit Urotropin (51) als
externer Standard etabliert. Zum anderen wurde eine Umsatzbestimmung mittels Gaschromatographie
mittels Eichgeraden validiert sowie die Wiederfindungsraten unter verschiedenen Bedingungen

bestimmt.

3.3.21 Umsatzbestimmung mittels NMR-Analytik

Zur Bestimmung der Umsatze wurde im Anschluss an die Reaktion extraktiv in EPPENDORF-Gefifden
aufgearbeitet. Nach Entfernen des organischen Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde der
vollstindige Reaktionsansatz in NMR-Rohrchen iiberfiihrt. Urotropin (51) diente dabei in Form einer
frisch angesetzten Stammldsung (0.17 M in CDCls, 0.1 mL) als externer Standard. Mittels TH-NMR-
Spektroskopie wurde das Verhaltnis von Produkt 3 zum Standard 51 anhand der erhaltenen Integrale
ermittelt (Abbildung 35). Das im Spektrum vorhandene Ethylacetat wurde bei der Versuchsdurch-
fithrung im Rahmen des Solvenz-Screenings zugegeben und ist fiir die Bestimmung des Umsatzes nicht

von Bedeutung.
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Abbildung 35. Umsatzbestimmung mittels 1H-NMR-Spektroskopie mit Urotropin (51) als externem

Standard.
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Im vorliegenden Beispiel wurde der Umsatz wie folgt anhand der Integrale bestimmt (Gleichung 1):

[Produkt 1.10/2 .
Umsatz [%)] = = / = 55% Gleichung 1
[Urotropin 1.00

Des Weiteren kann der produktbezogene Umsatz am selben Beispiel nach folgender Gleichung 2

ermittelt werden:

[Produkt
Umsatz [%] = .
%] [Edukt + [Zwischenprodukt + [Produkt Gleichung 2
0.55
= = 88%

0.05 +0.03 +0.55

Bei dem Vergleich der beiden Bestimmungsmethoden fillt jedoch auf, dass es grofie Unterschiede in den
mithilfe der Gleichungen 1 und 2 ermittelten Umsatzen gibt. Dieses kann mit der Fliichtigkeit der
Komponenten Cyclohexanol (1) und Cyclohexanon (2) wéhrend der extraktiven Aufarbeitung mit
anschliefRendem Entfernen des Losungsmittels bei vermindertem Druck begriindet werden, da in Anwe-
senheit eines externen Standards nur das Verhaltnis der Komponenten untereinander bestimmt werden
kann und nicht der quantitative Umsatz. Es wurde somit, soweit nicht anders angegeben, auf die
Bestimmung des Umsatzes mittels externem Standard 50 zuriickgegriffen.

Die Stabilitit des Standards wurde anschliefdend ermittelt. Dafiir wurden Urotropin (51) und Cyclo-
hexanol (1) eingewogen und das Verhaltnis beider Komponenten sofort und erneut nach 24 Stunden
Lagerzeit bei Raumtemperatur in einem geschlossenen Gefafd mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt
(Tabelle 2). Laut Einwaage liegt das Verhaltnis bei 1 : 0.80 (51 / 1), nach 24 Stunden wird dasselbe
Verhiltnis beider Komponenten erhalten. Urotropin (51) ist folglich optimal zur Verwendung als

externer Standard geeignet.

Tabelle 2. Verhiltnis von Urotropin (51) und Cyclohexanol (1) nach Einwaage und nach 24 Stunden
Lagerzeit bei Raumtemperatur.

er OH
N( N
LN\/
51 1
. Verhiltnis 51 /1 Verhiltnis 51 /1
Eintrag ]
Einwaage nach 24 h
1 1:0.80 1:0.80
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3.3.2.2 Umsatzbestimmung mittels Gaschromatographie

Da in 'H-NMR-Spektroskopie nur eine Genauigkeit in den Integralen von * 5% erzielt werden kann, soll
eine Umsatzbestimmung mittels Gaschromatographie (GC) etabliert werden. Dafiir war es notwendig,
zundchst fiir jede der Komponenten Cyclohexanol (1), Cyclohexanon (2) und €-Caprolacton (3) eine
Eichgerade zu generieren, wobei bei der Erstellung der Methoden darauf geachtet werden sollte, dass
sich die einzelnen Peaks nicht iiberlagerten. Es wurde eine Stammldsung der drei Komponenten (je 1 g
Substanz / 100 mL DCM) hergestellt. Durch Verdiinnung der Stammldsung auf 5 mg/mL, 2.5 mg/mL,
2 mg/mlL, 1.75 mg/mL, 1.5 mg/mL, 1.25 mg/mL und 1 mg/mL wurde eine Eichgerade angefertigt. Ein
Beispiel fiir ein GC-Chromatogramm der drei Komponenten ist in Abbildung 36 dargestellt. Im Anschluss

an die Messung kann die vorhandene Stoffmenge sofort bestimmt werden.

AV 00,000) Mz nbanaky - 32045312
so'f'?m:gan Tre E34 Fien HIE

Caprolacton

Cyclohexanol
Cyclohexanon

?
-
| —

—

Abbildung 36.  Beispiel eines GC-Chromatogramms der drei Komponenten 1, 2 und 3.

Die Schwankungsbreite der Umsatzbestimmung mittels Gaschromatographie wurde fiir die drei Kom-
ponenten Cyclohexanol (1), Cyclohexanon (2) und e-Caprolacton (3) ermittelt, indem Losungen der drei
Komponenten unterschiedlicher Konzentration hergestellt und mittels GC in einer Dreifachbestimmung
vermessen wurden (Tabelle 3). Die Abweichung betragt demnach durchschnittlich 0.02 - 0.07 mg/mL
bei unterschiedlichen Konzentrationen von 0.8 - 2.8 mg/mL. Somit kann die entwickelte Methode zur
Umsatzbestimmung mittels GC als etabliert betrachtet werden. Allerdings kann auch mit dieser validen
Analytikmethode das Problem des Verdampfens der einzelnen Komponenten wahrend der Aufarbeitung
nicht verhindert werden. Daher wurde in einem separaten Experiment die Riickgewinnungsrate

wahrend der Aufarbeitung untersucht (Abschnitt 3.3.2.3).

Tabelle 3. Bestimmung der Durchschnittsabweichung der Komponenten 1, 2 und 3.
Eintrag Komponente Einwaage [mg] 2 Abweichung [%] 2P)
1 1 0.93-2.49 2-4
2 2 0.81-1.58 1
3 3 1.25-2.75 2-5

a) Fiir exakte Messdaten siehe Kapitel 7.2.1.3.2. b) angegeben sind die minimalen und maximalen Abweichungen in %.
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3.3.23 Ermittlung der Riickgewinnungsrate

Um die Riickgewinnungsraten von den Komponenten 2 und 3 zu erhalten, wurde die Aufarbeitung der
Reaktion simuliert und die Riickgewinnungsrate abhéngig von der jeweiligen Methode auf zwei Wegen

ermittelt (Abbildung 37).

NMR

einrotieren

\lﬁimen

Abbildung 37.  Schematische Darstellung der Aufarbeitungsmethoden fiir A) die NMR-Spektroskopie
und B) die GC.

Zur Bestimmung der Riickgewinnungsrate mittels NMR-Spektroskopie wurden Cyclohexanon (2) bzw.
e-Caprolacton (3, je 40 mM) in KP;-Puffer (5 mL) iiber einen Zeitraum von 24 Stunden bei Raum-
temperatur gerithrt. Im Anschluss wurde die jeweilige Losung extraktiv aufgearbeitet, das Losungs-
mittel entfernt und der gesamte Kolbeninhalt in ein NMR-Réhrchen tberfiihrt. Mithilfe des externen
Standards 50 wurden die Wiederfindungsraten mittels NMR-Spektroskopie ermittelt, die bei sehr guten
91 - 98% lagen. Dieses entspricht einem Verlust von 9% bei Cyclohexanon (2) und von 2% beim

g-Caprolacton (3) (Tabelle 4).

Tabelle 4. Riickgewinnungsrate der Substanzen 2 und 3 nach simulierter Aufarbeitung nach 24 h
Riihren bei RT.
0 (0]
0
2 3
Eintrag Substanz Riickgewinnungsrate [%] *
1 2 91
2 3 98

* ermittelt mittels NMR mit Urotropin (51) als Standard.

Die Riickgewinnungsrate wurde parallel dazu mit der GC-Methode bestimmt, wobei das Augenmerk
dabei auf die unterschiedlichen Riickgewinnungsraten bei unterschiedlichen Konzentrationen gelegt
wurde. Dafiir wurden die Komponenten 1, 2 und 3 in verschiedenen Konzentrationen (20 - 80 mM)
eingewogen und fiir 24 Stunden in KPi-Puffer (5 mL) geriihrt. Im Anschluss an die extraktive Aufar-
beitung wird das Losungsmittel entfernt, der Kolbeninhalt in ein Maf3kolben iiberfiihrt und dieser zum
Eichstrich aufgefiillt (Abbildung 37, B). Daraus werden drei Proben entnommen und mittels Fiinffach-

bestimmung mittels GC vermessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 38 aufgezeigt.
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Abbildung 38. Riickgewinnungsrate der Komponenten 1, 2 und 3 bei unterschiedlichen
Konzentrationen, ermittelt mittels GC.

Mit zunehmender Konzentration steigt die Riickgewinnungsrate von 71 - 80% bei 0.1 mM auf hervor-
ragende 90 - 97% bei einer Konzentration von 0.4 mM an. Bemerkenswert ist dabei, dass die Riick-
gewinnungsraten bei allen Konzentrationen fiir Cyclohexanol (1) am niedrigsten und fiir das Lacton 3
am hochsten sind. Auch dieses Ergebnis ist mit der Fliichtigkeit der Substanzen zu begriinden, da bei
hoheren Konzentrationen insgesamt ein geringerer Anteil des Substrates notwendig ist, um die Atmo-
sphire im Reaktionsgefafd zu sittigen, und somit der Verlust geringer ist. Des Weiteren spielt der
Verteilungskoeffizient der einzelnen Substanzen wahrend Aufarbeitung eine wichtige Rolle. Der logP-
Wert ist charakteristisch fiir jede einzelne Verbindung und somit auch die Effizienz des jeweiligen
Extraktions-Vorgangs aus einer wassrigen Phase.

Die zunidchst aus vorhergehenden Arbeiten[2¢] iibernommene Extraktionsmethode in EPPENDORF-
Gefiafden wurde optimiert. Anfangs wurde die obere wassrige Phase in neue EPPENDORF-Gefafie tiberfiihrt
und das Enzym-Pellet mit der organischen Phase (DCM) zuriickgelassen, sodass in den nachsten Extrak-
tionsschritten nur die wéassrige Phase weiter extrahiert werden konnte (Abbildung 39). Bei der neuen
Extraktionsmethode wird die untere organische Phase aus dem EPPENDORF-Gefaf3 in ein Sammelgefaf3
gegeben und die zuriickbleibende wassrige Phase, die noch das Enzym-Pellet enthilt, erneut mit
Losungsmittel versetzt. Durch diese Anderung wird eine héhere Riickgewinnungsrate erzielt, da noch
weitere Substanz aus dem Pellet erhalten werden kann. Somit konnte die gesamte in der Biotransfor-
mation eingesetzte Stoffmenge quantitativ zurtickerhalten werden, wahrend bei der bisherigen Auf-

arbeitungsmethode nur etwa 84% der Stoffmenge nachgewiesen werden konnten.
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A: Alte Aufarbeitungsmethode

NN N <

g g
g% N

B: Neue Aufarbeitungsmethode

Abbildung 39.  Alte (A) und neue (B) Aufarbeitungsmethode mittels EPPENDORF-Gefafden. Dabei ist die

wassrige Phase in blau, die organische Phase in gelb und das Enzym-Pellet in orange
dargestellt.

Wahrend der Aufarbeitung wird die in der Reaktionsmischung enthaltene Lk-ADH durch das organische
Losungsmittel denaturiert und bildet ein Enzym-Pellet, welches aufier Losungsmittelmolekiilen auch
Substrat einschliefien kann. Es wurde folglich die Riickgewinnungsrate in Anwesenheit der Lk-ADH

erneut bestimmt und mit der Riickgewinnung in Abwesenheit des Enzyms verglichen (Abbildung 40).
OH 0 0
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Abbildung 40. Bestimmung der Riickgewinnungsrate von Cyclohexanol (1), Cyclohexanon (2) und

Lacton 3 in Anwesenheit und in Abwesenheit von Lk-ADH. Die Zentrifugierzeit betrug

in allen Fallen 3 x 30 Minuten.
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Dabei wurde die fiir die Standardreaktion typische Menge an Enzym eingesetzt. Die Anwesenheit der
Lk-ADH wahrend der Reaktion mit anschliefRender Bildung des Enzym-Pellets hat hierbei nur eine Ver-
ringerung der Wiederfindung von 1 - 3% zur Folge. Die Riickgewinnungsrate von €-Caprolacton (3)
wurde auch mit gréfieren Enzymmengen untersucht. Gleichzeitig wurde die Zentrifugierzeit wahrend
der Aufarbeitung von 3 x 30 min auf 3 x 5 Minuten verkiirzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 41

aufgezeigt.
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Abbildung 41. Bestimmung der Riickgewinnungsrate von e-Caprolacton (3) bei verschiedenen
Enzymmengen und bei unterschiedlichen Zentrifugierzeiten.

Die Riickgewinnungsrate sinkt mit steigendem Enzymgehalt der Mischung, was auf einen Einschluss von
Substrat im Enzym-Pellet hindeutet. Dieses Pellet wird wahrscheinlich mit zunehmender Dauer des
Zentrifugierens fester und stidrker komprimiert, sodass das darin enthaltene Substrat auch durch
mehrfaches Waschen nicht herausgespiilt werden kann. Auch konnte festgestellt werden, dass sich bei
lang andauernder Zentrifugierzeit Rillen in den EPPENDORF-Gefdf3en bildeten, durch die Teile der
Losungen in die Zentrifuge auslaufen konnten. Die Enzymmengen sollten folglich méglichst gering und

die Zentrifugierzeit kurz gehalten werden.

3.3.24 Vergleich der Analytik-Methoden anhand der Standard-Reaktion

Im Anschluss wurden die beiden etablierten Methoden, die tH-NMR-Spektroskopie mittels externem
Standard sowie die Gaschromatographie, mithilfe der erstellten Eichgerade anhand einer Standard-

Reaktion miteinander verglichen (Abbildung 42).
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oH Lk-ADH (40 U, 210 pL), CHMO (3.82 U, 20.1 uL) 0
NADP* (1 mol-%, 1.57 mg), MgCl, (1 mg) 0
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Abbildung 42. Vergleich der Analytik-Methoden nach extraktiver Aufarbeitung im Anschluss an eine
Reaktion: GC vs. TH-NMR.

Dabei ist ersichtlich, dass bei den drei Komponenten Cyclohexanol (1), Cyclohexanon (2) sowie g-Capro-
lacton (3) mittels GC in allen Fallen ein hoherer Umsatz bestimmt werden konnte. Dieses kann mit den
in den Methoden selbst vorhandenen Fehlern erklart werden. Auch reagiert das GC vor allem bei
niedrigeren Konzentrationen, wie es in diesem Beispiel beim Edukt 1 der Fall ist, sensibler, da im NMR-
Spektrum Komponenten niedriger Konzentration im Signalrauschen untergehen kénnen. Der Unter-
schied in der Produktkonzentration von 6 mM bei €-Caprolacton (3) jedoch muss auf andere Ursachen
zuriickgefiihrt werden. Dabei konnen Wagefehler etc. ausgeschlossen werden, da beide Analysen mit
demselben Reaktionsansatz durchgefiihrt worden sind. Zudem entféllt bei der GC-Analytik der Schritt
des Entfernens des Losungsmittels, sodass das teilweise Verdampfen der Substrate vermieden werden

kann. Aus diesem Grund ist die Analytik mittels GC die Methode der Wabhl fiir diese Arbeit.

3.3.25 Aktivitatsbestimmung mittels UV /Vis-Spektroskopie und BRADFORD-Test

Bei der Bestimmung der Aktivitdt eines Enzyms mittels UV /Vis-Spektroskopie wird der von NADPH
durch Oxidation zu NADP+ bzw. die Bildung von NADP+, welches bei einer anderen Wellenldnge
adsorbiert, in Gegenwart des Substrats bei einer Wellenldnge von 340 nm zeitlich verfolgt. Aus der

Anfangssteigung der erhaltenen Absorptionskurve wird die auf die Katalysatormenge (in mL) berech-
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nete Aktivitat bestimmt und mittels Gleichung 4 (Kapitel 7.2.1.4.1) berechnet. Da die Reagenzien nach
dem Zusammengeben gut geschiittelt werden miissen, startet die Messung mit einigen Sekunden Verzo-
gerung. Aus diesem Grund ist zu erwarten, dass die ermittelte Aktivitat etwas geringer als die tatséch-
liche ausfallt. In solchen Fallen ist es wichtig, die Enzymlésung entsprechend zu verdiinnen, um eine

Linearitat der Messgeraden der Anfangssteigung zu gewahrleisten.

Tabelle 5. BVMO-Screening zur Oxidation von Cyclohexanon (2).
o CHMO (300 pL) o
NADPH (125 mM in dest. H,0, 3 pL)
> 0
TRIS-HCI-Puffer (pH 8.5, 50 mM, 2670 L)
2 3
100 mM in DMF,
30 uL
Aktivitit Aktivitat
. . R,
Eintrag BVMO [U/mLohextraic] [U/mgprotein] Relative Aktivitat [%)]
1 ECS Mo-01 7.38 3.00 100
ECS Mo-03 0.50 0.20 7
3 ECS Mo-05 0.14 0.05 2

Die Aktivitit der CHMO wurde in Gegenwart von Cyclohexanon (2, 1 mM) als Substrat bestimmt, indem
der Verbrauch des Cofaktors NADPH zu NADP+ beobachtet wird. Diese betragt demnach 0.082 U/mL.
Mithilfe eines Enzymscreenings mit den von ENZYMICALS AG zur Verfligung gestellten Monooxygenasen
ECS Mo-03, einer Phenylaceton-Monooxygenase (PAMO), sowie ECS Mo-05, einer p-Hydroxyaceto-
phenon-Monooxygenase (HAPMO), mit Cyclohexanon (2) als Standardsubstrat sollten die Aktivitaten
mit der von CHMO (ECS Mo-01) verglichen werden. Da alle drei BVMOs in fliissiger Form erhalten
wurden, kann kein direkter Vergleich der mittels UV /Vis-Spektroskopie erhaltenen Aktivitiaten (U/mL)
erfolgen. Durch einen BRADFORD-Test wurde im Anschluss der Proteingehalt der einzelnen BVMOs
bestimmt und daraus die Aktivitat pro mg Protein (U/mg) ermittelt. Die erhaltene Aktivitait der CHMO
(ECS Mo-01) betragt 3.00 U/mg und wurde gleich 100% gesetzt. Im Vergleich dazu betragt die relative
Aktivitat der ECS Mo-03 und der ECS Mo-05 nur 7% bzw. 2% (Tabelle 5).

Da das Substratspektrum der enzymatischen Doppeloxidation durch die CHMO erweitert werden soll,
wurde die Enzymaktivitat gegentiber Isophoron (52, 1 mM) als mogliches weiteres Substrat bestimmt.
Die erhaltene Aktivitdt werden auf die des Cyclohexanons (2) als Referenzsubstanz bezogen, welches
gleich 100% gesetzt wird, um eine relative Aussage iiber die Enzymaktivitat treffen zu kdnnen (Tabelle
6). Dabei konnte eine Aktivitdt der CHMO gegeniiber Isophoron (52) von nur 0.003 U/mg im Vergleich
zur Aktivitat gegeniiber Cyclohexanon (2) von 0.101 U/mL nachgewiesen werden. Die relative Aktivitat
der CHMO gegentiber Isophoron (52) betrdgt demnach nur 3%, was unter den gegebenen Reaktions-

bedingungen eine schwierige Reaktionsfiihrung ist.
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Tabelle 6. Bestimmung der Aktivitdit von CHMO gegeniiber Isophoron (52).

0 0
2 52
Eintrag Substrat Aktivitit [U/mg] Relative Aktivitat [%]
1 2 0.101 100
2 51 0.003 3

Die Aktivitat der Lk-ADH wurde gegeniiber dem Standard-Substrat 1-Phenylethanol (47, 10 mM)
bestimmt und gleich 100% relative Aktivitat gesetzt (Tabelle 8). Anschlieféend wurden sowohl Cyclo-
hexanol (1, 10 mM) als auch 3,3,5-Trimethylcyclohexanol (52, 10 mM) auf gleiche Weise vermessen.
Cyclohexanol (1) besitzt dabei eine relative Aktivitat von 153% (33.0 U/mL), wird also demnach von
der Lk-ADH sehr gut als Substrat akzeptiert. Die Lk-ADH weist gegeniiber dem Alkohol 53 jedoch keine
Aktivitat auf. Eventuell ist die Reaktionszeit von 3 Minuten in diesem Fall nicht ausreichend, sodass bei
einer verlangerten Reaktionsdauer von beispielsweise 24 Stunden trotzdem Produkt gebildet werden

kann.

Tabelle 7. Bestimmung der Aktivitit der Lk-ADH gegeniiber 3,3,5-Trimethylcyclohexanol (53) im
Vergleich zu 1-Phenylethanol (47) und Cyclohexanol (1).

OH OH OH
47 1 53

Eintrag Substrat Aktivitat [U/mL] Relative Aktivitit [%]
1 47 215 100
2 1 33.0 153
3 53 0 0
3.3.2.6 Optimierung der Standardreaktion

Esistin der Literatur bereits bekannt, dass bei einer Konzentration des Lactons 3 hoher als 60 mM eine
Inhibierung der CHMO auftritt.[26] Um Produktinhibierungen zu vermeiden, wurden in den letzten
Jahren verschiedene Methoden zur in situ-Produktentfernung entwickelt, darunter der Einsatz von
Adsorberharzen(16170], worauf im Kapitel 3.3.4 eingegangen wird, sowie die Verwendung von Zwei-
phasen-Systemen.[171-173] Hydrophobe Losungsmittel, also solche mit hohen logP-Werten, besitzen im
Gegensatz zu hydrophilen Solventien nicht die Fahigkeit, das am Enzym gebundene essentielle Wasser,

welches als Substrathiille fungiert, zu entfernen, was zu einer Verringerung der Enzymaktivitit fiihren
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wiirde.[174] [n einem zweiphasigen System befinden sich das Enzym und die hydrophilen Komponenten
in der wassrigen Phase, wahrend die hydrophoben Anteile in der organischen Phase vorhanden sind. In
der Literatur wurde beschrieben, dass fiir die BAEYER-VILLIGER-Oxidation von benzolgebundenen
Ketonen durch Katalyse durch die Monooxygenasen PAMO und HAPMO hohere Umsédtze durch
Verwendung von verschiedenen organischen Losungsmitteln in einer 5% (v/v) Konzentration erzielt
werden konnen.[!12] Der Einsatz eines zweiphasigen Reaktionsmediums kann auch dazu dienen, die
CHMO zu stabilisieren, wenn mit hohen Substratkonzentrationen gearbeitet werden soll. Zudem ist auch
bekannt, dass die getesteten Monooxygenasen unterschiedliche organische Losungsmittel tolerie-
ren.[172,173]

Ausgehend vom Standard-Versuch aus Kapitel 3.3.2.4 wurde zunichst der Losungsmitteleffekt unter-
sucht. Dafiir sollte sowohl das organische Losungsmittel als auch die Konzentration variiert werden
(Abbildung 43). Die Bestimmung der Stoffmenge ist bei den gezeigten Reaktionen auf zwei Wegen
durchgefiihrt worden. In den meisten Fallen ist die Stoffmenge mittels H-NMR-Spektroskopie mit
Urotropin (51) als externer Standard bestimmt worden. Bei den Reaktionen mit 10% organischem
Losungsmittel sowie mit Methylcyclohexan-gesattigtem Puffer wurden die Stoffmengen mittels GC-
Methode ermittelt. Der Umsatz des Benchmark-Versuchs in Puffer (vgl. Kapitel 3.3.2.4) wurde ebenfalls
mtitels GC bestimmt und dient zum Vergleich. Dabei ist der in Kapitel 3.3.2.3 bestimmte Verlust der
Substanzen mit bis zu 10% pro Komponente bei den hier verwendeten geringen Konzentrationen zu
berticksichtigen.

Zuniachst ist ein grofler Unterschied der Reaktionen in Puffer und dest. Wasser zu erkennen. Der
geringere Umsatz in Wasser ist mit einer moglichen Verdnderung des pH-Wertes des ungepufferten
Systems zu erklaren, die durch hydrolytische Spaltung des gebildeten Lactons 3 auftreten kann.
Allgemein konnte gezeigt werden, dass die enzymatische BAEYER-VILLIGER-Oxidation auch in Anwesen-
heit eines organischen Losungsmittels stattfindet. Zwar liefert die Oxidation in einem zweiphasigen
System allgemein geringere Umsétze als in reinem Puffer, jedoch wird dieser negative Effekt teilweise
durch eine bessere Loslichkeit des Lactons 3 in dem Losungsmittel-Gemisch aufgehoben. Ahnliche
Ergebnisse beschrieben DE GONZALO et al. bei der BVMO-katalysierten Oxidation von orga-nischen
Sulfiden in Zweiphasen-Systemen.[173] Biokatalytische Reaktionen laufen im Allgemeinen lang-sam ab in
Losungsmitteln mit logP-Werten <2, mafdig bei logP-Werten zwischen 2 und 4 und schnell mit hohen
logP-Werten von >4, was mit den jeweiligen Fahigkeiten des Losungsmittels zusammenhangt, das das
Enzym umgebende essentielle Wasser zu entfernen.[175] Der hochste Umsatz von 87% konnte mit 10%
Isooctan (v/v) erzielt werden. Dieses ist nicht weiter iiberraschend, da Isooctan von den hier ver-
wendeten Losungsmitteln den hochsten logP-Wert von 4.54 besitzt.[176]

Die Umsatze mit jeweils 10% (v/v) Methylcyclohexan (logP = 3.88)['771 und Toluol (logP = 2.73)[177] sind
geringer und folgen dem Trend.['77] n-Heptan hatte mit einem logP-Wert von 4.40(176] jedoch einen
héherer Umsatz dhnlich dem von Isooctan liefern sollen. Madf3ige Umsatze von 35 - 49% wurden mit

Losungsmittel-gesattigtem KP:i-Puffer (pH 7, 50 mM) erhalten.
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oH Lk-ADH (40 U, 210 puL),CHMO (3.82 U, 20.1pL) 0
NADP* (1 mol-%, 1.57 mg), MgCl, (1 mg) 0
[ Losungsmittel-Gemisch, 5 mL]
1 0 3
40 mM,
21uL
2
in situ

me-Caprolacton (3) mCyclohexanon (2) = Cyclohexanol (1)

@, P
dest. Wasser r
MTBE-ges. dest. Wasser —
Methylcyclohexan-ges. KP; —
n-Hexan-ges. KP; —
n-Heptan-ges. KP; P
rOAC-ges. kP (WL
MTBE-ges. KP; F
KP; /n-Heptan 9:1 P
kP sooctan 9:1 —
KP;/ Methylcyclohexan 9:1 —
P /EROAC 6 (s
R
KP;/MTBE 8:2 _

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Losungsmittel-Gemisch

Stoffmenge [mmol]

Abbildung 43. Variation des Losungsmittelgemisches bei der Doppeloxidation von Cyclohexanol (1).
Angegeben ist der Umsatz der Komponenten 2 und 3 sowie die nicht umgesetzte
Stoffmenge von 1. Die Reaktion in PKi-Puffer ist in Kapitel 3.3.2.4 im Detail
beschrieben und dient hier zum Vergleich als Standard-Reaktion.

Gemische mit 20 bzw. 40% (v/v) organischem Losungsmittel lieferten praktisch kein Lacton 3. In der

Literatur wurde bereits beschrieben, dass mit anderen Monooxygenasen keine Umsatze in Anwesenheit
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des Essigesters 5 (logP = 0.68) erhalten werden konnten.[173175] Dieses ist auch hier der Fall. Fiir die Lk-
ADH scheint die Verwendung des Essigesters 5 als Losungsmittel jedoch kein Hindernis zu sein, denn es
konnten bis zu 6% des Cylcohexanons (2) als Zwischenstufe nachgewiesen werden. Wahrscheinlich lief
die Oxidation von Cyclohexanol (1) zum Keton 2 so weit ab, bis der hinzugegebene Cofaktor vollstiandig
zu NADPH reduziert worden ist und die Reaktion stagnierte. Es ist auch bekannt, dass die Lk-ADH ihre
spezifische Aktivitat und Stabilitdt in Anwesenheit von organischen Losungsmitteln mit logP-Werten
<3.5 einbiif3t.l153]

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass die Zugabe von 10% Isooctan (v/v), einem
Losungsmittel mit hohem logP-Wert, zur Reaktionsmischung immer noch zu hervorragenden Umsatzen
bis zu 87% fiihrt. Da die Anséatze stets nach 24 Stunden beendet worden sind, konnte hier eine Verlan-
gerung der Reaktionszeit zu einer quantitativen Reaktion fithren. Des Weiteren sollte untersucht
werden, inwiefern unter diesen Bedingungen eine Produktinhibierung auftritt, wenn bei Konzentra-
tionen von iiber 80 mM gearbeitet wird.

AnschliefRend wurde der Standard-Versuch bei unterschiedlichen Bedingungen durchgefiihrt. So wurde

die Menge des Cofaktors, die Menge der Lk-ADH sowie die Reaktionstemperatur variiert (Tabelle 8).

Tabelle 8. Variation der Reaktionsbedingungen der Oxidation von Cyclohexanol (1).
ol Lk-ADH (13 - 40 U), NADP* (1 - 10 mol-%) 0
CHMO (3.82 U, 20.1 pL), MgCl, (1 mg) o
@ KP;-Puffer (pH 7, 50 mM, 5 mL), RT - 30 °C, 24 h
3
1 0
40 mM,
21 L
2
in situ
. NADP+ Lk-ADH T Umsatz 3 Umsatz 2
Eintrag o
[mol-%] [U] [°C] [%] [%] )
12 1 40 RT 97 3
2 2 40 RT 97 0
3 10 40 RT 61 11
4 1 40 30 48 5
2 1 13 RT 55 3

a) Standard-Reaktion; b) Umsatz bestimmt mittels 'H-NMR-Spektroskopie, angegeben ist der produktbezogene Umsatz.

Eine vermehrte Zugabe von NADP+ zur Reaktionsmischung hat demnach keinen positiven Einfluss auf
den Umsatz. Bei einer Erhohung der Cofaktormenge auf 2 mol-% wurden ebenfalls 97% des Lactons 3
erhalten. Die Zugabe von 10 mol-% von NADP+ lieferte im Vergleich zur Standard-Reaktion (Eintrag 1)
nur noch etwa 2/3 des Umsatzes (Eintrag 2); dazu passend konnten 11% an Cyclohexanon (2) ermittelt
werden. Diese Tatsache spricht dafiir, dass die Oxidation von Cyclohexanol (1) zum Keton 2 durch die
Lk-ADH sehr viel schneller ablauft als die Oxidation von 2 zum Lacton 3 durch die Monooxygenase.

Dieses deutet darauf hin, dass bei der verwendeten Cofaktor-Konzentration der MICHAELIS-Konstante,
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der Km-Wert, iiberschritten worden ist. Der Km-Wert gibt diejenige Konzentration an, bei der die
Reaktionsgeschwindigkeit der halben Maximalgeschwindigkeit vmax entspricht. Bei weiterer Erhohung
der Konzentration wird schliefdlich vmax angestrebt und eine Sattigung tritt ein, da alle aktiven Zentren
der Enzyme besetzt sind. Es ist bekannt, dass NADP* fest im Enzym in seiner reduzierten Form gebunden
ist und das sonst labile C4a-Hydroperoxyflavin (36) der CHMO solange stabilisiert, bis ein Substrat
verfiighar ist.[178] Liegt nun in der Reaktionsmischung ein Uberschuss an NADP+ im Vergleich zum
Substrat vor ([S] > Kum), so kommt es in solchen Fillen zu einer kompetitiven Inhibierung beziiglich
NADPH. Diese Art der Hemmung des Enzyms kann jedoch durch Erhéhung der Substratkonzentration
wieder riickgdngig gemacht werden.

Die Erh6hung der Temperatur von 20 °C auf 30 °C fiihrte lediglich zu 48% Umsatz (Eintrag 4). Die
Halbwertszeit der isolierten CHMO betragt laut Literatur bei 25 °C und pH 8.5, dem Optimum seiner
katalytische Aktivitat, etwa einen Tagl'7?], sodass davon ausgegangen werden kann, dass die katalytische
Aktivitdit der CHMO bei einer Reaktionstemperatur von 30 °C bereits rapide gesunken ist. Die
Monooxygenase wird als das kritischere Enzym in diesem System angesehen, da die Lk-ADH fiir ihre
Stabilitdt in Anwesenheit von hydrophoben Molekiilen in grofien Molekiilen bekannt ist.[26] Ein Weg, die
CHMO zu stabilisieren, ist die Immobilisation auf einem Trager.

Der Einfluss der Verringerung der Enzymmenge von Lk-ADH auf den Reaktionsverlauf wurde ebenfalls
untersucht (Eintrag 5), da fiir die Reaktion die zehnfache Menge an Units der Alkoholdehydrogenase
verwendet im Vergleich zur CHMO wird. Es konnten demnach auch mit nur einem Drittel der bisher
verwendeten Menge an Lk-ADH ein immer noch guter Umsatz von 55% Lacton 3 erhalten werden.
Eventuell kénnte hier eine Verlangerung der Reaktionszeit zu einem vollstandigen Umsatz fithren, was

zu Kosteneinsparungen in Hinblick auf den Preis der Alkohol-Dehydrogenase fiihren kann.

3.3.3 Untersuchungen mittels Titrations-Apparatur

Mithilfe der Titrino-Apparatur kann der Umsatz einer Reaktion bestimmt werden, indem D-Glucose
(47-a)/ Glucose-Dehydrogenase (GDH) bei der Reaktion, in diesem Fall die Reduktion von Acetophenon
(46) durch die Lk-ADH, als Cofaktor-Regenerationssystem eingesetzt wird (Abbildung 44). Dabei wird
D-Glucose (48-a) iiber die Zwischenstufe Gluconolacton (49-a) zu Gluconsiure (50-a) umgewandelt. In
der Apparatur wird diese Sdure mit Natronlauge bekannter Konzentration gegentitriert. Nach Beenden
der Reaktion kann direkt die Menge an verbrauchter NaOH abgelesen und daraus der Umsatz ermittelt

werden.
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0 a ADH OH Q
©)J\ + 0 /_\ - ©)\ + 0
46 3 NADPH NADP* (R)-47 3
\/ . _ NaOH
D-Glucose Giucono —_— Gl?con —> Na-Gluconat
acton sdure
GDH
48-a 49-a 50-a

Abbildung 44. Oxidation von Acetophenon (46) durch Lk-ADH in Anwesenheit von e-Caprolacton
(3) mit D-Glucose (48-a) / GDH als Cofaktor-Regenerationssystem.

Zunachst sollte die Inhibierung der Lk-ADH durch €-Caprolacton (3) in unterschiedlichen Konzentra-
tionen iiber einen Zeitraum von 24 Stunden untersucht werden (Abbildung 45). Dafiir wurde Acetophe-

non (4), welches als Standardsubstrat fiir die Lk-ADH fungiert, zu Phenylethanol ((R)-47) reduziert.
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Abbildung 45. Untersuchung der Inhibierung der Lk-ADH durch e-Caprolacton (3). Die Reaktionen

bei 0.25 und 1 M Lacton-Konzentration wurden automatisch nach 3.5 h Reaktionszeit
beendet.

Die Produktkonzentrationen wurden im Anschluss zum einen ausgehend von der verbrauchten Menge
an Natronlauge wéhrend der Reaktion ermittelt. Zum anderen wurden die Produktkonzentrationen des
gebildeten Phenylethanols (R)-47 im Anschluss an die extraktive Aufarbeitung mittels tH-NMR-Spektro-
skopie mit Urotropin (51) als externem Standard bestimmt. Dabei ist zu erkennen, dass die erhaltenen
Konzentrationen des Alkohols (R)-47 bei etwa 16 mM konstant bleiben. Folglich tritt keine Inhibierung
der Lk-ADH durch das Lacton 3 auf. Die mittels Titrino-Apparatur berechneten Produktkonzentrationen
des Alkohols (R)-47 sind bei geringen Konzentrationen des e-Caprolactons (3, 0 - 10 mM) zunachst zwar
erhoht, bleiben jedoch konstant. Mit steigender Konzentration des Lactons 3 jedoch nimmt auch die via
Titrino ermittelte Produktkonzentration zu. Dieses liegt zum Teil an Konzentrationsschwankungen der

verwendeten Natronlauge. Auflerdem kann die Neutralisation von Enzymbestandteilen durch die
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Natronlauge erfolgen. Zudem kann davon ausgegangen werden, dass hierbei eine hydrolytische
Spaltung des zugegebenen Lactons 3 zur entsprechenden Siure 53 stattfindet, die ebenfalls mit NaOH
neutralisiert wird (Abbildung 46). Die mittels Titrino-Apparatur bestimmten Produktkonzentrationen

konnen somit nicht als qualitative Werte angesehen werden.

9 hydrolytische Spaltung ' 0
0 = Ho_~_~_
HO OH

3 54

Abbildung 46. Hydrolytische Spaltung von e-Caprolacton (3) zu 6-Hydroxyhexansaure (54).

Die Reaktion wurde in D20 mit anschlieflender NMR-spektroskopischer Untersuchung der wassrigen
Phase durchgefiihrt. Mittels 1H-NMR-Spektroskopie konnte die nahezu vollstdndige Riickgewinnung des
eingesetzten Lactons 3 durch Verwendung des externen Standards Urotropin (51) nachgewiesen
werden. In den Spektren konnten zwar die gebildeten wasserldslichen Salze nicht belegt werden, jedoch
konnte die Bildung von 6-Hydroxyhexansdure (54) nachgewiesen werden, welche durch hydrolytische
Spaltung des Lactons 3 entstanden ist. Abbildung 47 zeigt ein NMR-Spektrum einer Biotransformation,
in der die Hydrolyse des Lactons 3 zur Sdure 54 stattgefunden hat. So sind charakteristische Signale im
aliphatischen Bereich des Spektrums, beispielsweise bei 2.16 und 1.53 ppm, vorhanden. Das Verhaltnis

des gebildeten Lactons 3 zur entsprechenden Saure 54 betragt in diesem Fall 1.0 : 2.2.
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Abbildung 47. NRM-Spektrum von e-Caprolacton (3, links) und Beispiel eines NMR-Spektrums der
Hydrolyse des Lactons 3 zur Sdure 54 (rechts).

Da die Reaktionsgefafde der Titrino-Apparaturen nur mit Parafilm verschlossen werden konnten, ist es
nicht unwahrscheinlich, dass tiber den Reaktionszeitraum von 24 Stunden ein Teil der Substrate auf-
grund der hohen Fliichtigkeit verdampft ist. Die mittels NMR-Spektroskopie erhaltenen Produktkonzen-
trationen des Alkohols (R)-47 bleiben konstant bei etwa 16 mM. Da vor allem bei den Ansidtzen mit

hohen Konzentrationen des Lactons 3 das Gesamtvolumen an Substrat zunimmt, konnen sich Fehler
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durch Inhomogenitat der Produktmischungen ergeben. Insgesamt lasst sich sagen, dass auch bei hohen
Konzentrationen an e-Caprolacton (3) keine Produktinhibierung der Lk-ADH stattfindet. Dieses Enzym
ist demnach fiir die Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) liber einen Zeitraum von 24 Stunden sehr gut

geeignet.

3.34 Verwendung von Adsorberharzen

Die ersten Versuche, eine Produktinhibierung wahrend der Reaktion durch Verwendung von Adsor-
berharzen zu vermeiden, wurden bereits 1997 von ELI LILLY AND COMPANY veroffentlicht.[169] Das Harz
wird zur Reaktionsmischung zugegeben und kann dabei als festes organisches Losungsmittel angesehen
werden. Die treibende Kraft hinter der Adsorption ist die Wechselwirkung zwischen den unpolaren
Regionen des zu adsorbierenden Molekiils und der polaren Oberfliche des Harzes. So kénnen viel
hohere Substrat- und Produktkonzentrationen erreicht werden, wahrend das Enzym nur geringen
Konzentrationen ausgesetzt ist.

Die in dieser Arbeit getesteten Harze XAD-7 und XAD-1180 sind einfache pordose, nicht-funktionalisierte
Kunststoff-Kiigelchen mit grof3en Oberflachen, die aus unterschiedlichen Polymeren hergestellt wurden
und somit verschiedene Partikel- und Porengrofien besitzen. XAD-7 ist ein Polyacrylat-Harz und nur
mafdig polar und sollte somit sowohl das Substrat Cyclohexanol (1) als auch das Produkt 3 gut binden.
XAD-1180 ist ein unpolares, poréses makrovernetztes aromatisches Polystyren-Divinylbenzol-Polymer.
Die Harze besitzen eine durchschnittliche Porengréfe von 400 bzw. 450 A.

Zunachst sollte die Riickgewinnungsrate der Substanzen bei beiden Harzen XAD-7 und XAD-1180 durch
Simulation der Aufarbeitung untersucht werden, indem das Substrat 1 bzw. das Lacton 3 iiber
20 Stunden bei Raumtemperatur in Puffer zusammen mit dem jeweiligen Adsorberharz geriihrt.
Anschlieffend wird zum einen das Harz abfiltriert und mehrmals mit organischen Losungsmitteln
gewaschen, zum anderen die organische Phase extraktiv aufgearbeitet (Tabelle 9). Die Aufnahmefahig-
keit der beiden Harze XAD-7 und XAD-1180 fiir die Substrate Cyclohexanol (1) und e-Caprolacton (3)
liegen abhingig von Substrat, Losungsmittel und Harz nur bei 2 -20%.Nach der extraktiven
Aufarbeitung kénnen nur 46 bzw. 74% von Cyclohexanol (1) bzw. e-Caprolacton (3) in Anwesenheit von
XAD-7 zurickgewonnen werden. Die Verwendung von MTBE anstelle von Dichlormethan als
Extraktionsmittel jedoch fithrt zu einer drastischen Abnahme der Riickgewinnungs-rate auf 30%.
Eventuell kann dieser Unterschied mit den logP-Werten (DCM: 1.25, MTBE: 0.94) begriindet werden, da
das Produkt 3 (logP = 1.25)[180] als auch der Alkohol 1 (logP = 1.23)[177] in DCM besser l6slich ist. Die
hochste Riickgewinnungsrate vom Substrat 1 von 89% wurde in Anwesenheit von 100 mg XAD-1180

mit DCM als Extraktionsmittel erhalten.
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Tabelle 9. Riickgewinnungsrate der Substanzen 1 bzw. 3 in Anwesenheit der Adsorberharze XAD-7
bzw. XAD-1180.

OH 0
@ 0
1 3
Eintrag Substanz Harz /[mg] Solvenz Riickgewinnung.srate [%]
Harz insgesamt

1 1 XAD-7 /100 DCM 2 46
2 3 XAD-7 /100 DCM 8 68
3 3 XAD-7 / 200 DCM 8 74
4 3 XAD-7 /100 MTBE 4 30
5 1 XAD-1180 /100 DCM 20 89
6 1 XAD-1180 /200 DCM 10 41

Da der Fokus bei der Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) vor allem bei der Vermeidung der
Produktinhibierung durch das Lacton 3 liegt, wurden die in Ansatz 3 verwendeten Bedingungen fiir die

im Anschluss durchgefiihrte Reaktion aus-gewahlt (Abbildung 48).

Lk-ADH (40 U, 210 pL), CHMO (3.82 U, 20.1 pL)
NADP™ (1 mol%, 1.57 mg), MgCl, (1 mg) 0

OH
XAD-7 (100 mg) 0
KP;-Puffer (pH 7, 50 mM, 5 mL), RT, 24 h
1 0 3
40 mM, Umsatz: 24%
21 pL produktbezogener
Umsatz: 48%
2
in situ

Abbildung 48. Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) in Anwesenheit von XAD-7.

Das Harz XAD-7 wurde zusammen mit dem Cyclohexanol (1) sowie den restlichen Komponenten fiir
24 Stunden gerthrt. Der dadurch erhaltene Umsatz betragt 24% beziiglich des Urotropins (51) als
externer Standard (produktbezogener Umsatz: 48%). Die insgesamt zuriickgewonnene Stoffmenge aller
drei Komponenten lag nach der Aufarbeitung bei nur 50%. Da die Reaktion nur zur Halfte ablief, ist es
wahrscheinlich, dass ein Teil des Cyclohexanols (1) gleich zu Beginn im Harz durch Wasserstoff-
briickenbindungen und VAN DER WAALS-Krifte gebunden wurde und fiir die Reaktion dadurch nicht mehr
zur Verfligung stand.

Es wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass die Verwendung von Harzen bei der enzymatischen
Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) zum Lacton 3 ist mdglich ist und mit 48% bereits einen guten
produktbezogenen Umsatz liefert, der jedoch noch weiterer Optimierung bedarf. Des Weiteren konnten

weitere Adsorberharze getestet werden, deren Porengrofie sowie Polaritit noch besser auf das hier
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erhaltene Produkt 3 zugeschnitten ist. Die Verwendung von Losungsmittel mit hoheren logP-Werten

(>1.25) konnte zu einer erhdhten Ausbeute wahrend der Aufarbeitung fiihren.

3.3.5 Variation der Substrate

Alkylsubstituierte Caprolactone sind von grofdem Interesse fiir die Synthese von entsprechenden
Polymeren. Die Copolymerisation von g-Caprolacton (3) mit Trimethylcaprolactonen wurde von der
Firma DAICEL patentiert.[22] Durch Umsetzung der daraus entstandenen Polyole mit Diisocyanate werden
Polyurethane erhalten, die sich durch exzellente Hydrolysebestandigkeit sowie durch hohe mecha-
nische Starke und Stabilitdt gegeniiber hohen Temperaturen und Feuchtigkeit auszeichnen.

Bei der BAEYER-VILLIGER-Oxidation von 3,5,5-Trimethylcyclohexanon (55) entsteht auf chemischem
Wege eine racemische Mischung aus den Regioisomeren 3,3,5- und 3,5,5,-Trimethyl-€-caprolacton (56
bzw. 57) (Abbildung 49). In diesem Fall werden vier Produkte gebildet, da es nur einen geringen
energetischen Unterschied der beiden wandernden Kohlenstoffatome gibt.[181] Die Anwesenheit von
Alkylsubstituenten macht sich auch in der langeren Reaktionszeit im Vergleich zur Oxidation von
Cyclohexanon (2) bemerkbar; so sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Anzahl an Substi-
tuenten ebenfalls. Auch die Lange des Alkylrestes in 3-Position hat einen Einfluss auf die Geschwin-

digkeit.

m-CPBA oder CHMO 0 0

rac-55 rac-56 rac-57

Abbildung 49. Produkte der chemischen und enzymatischen BAEYER-VILLIGER-Oxidation des Ketons
rac-55.

In dieser Arbeit sollte aufierdem die Méglichkeit der biokatalytischen Darstellung des entsprechenden
Lactons ausgehend von 3,5,5-Trimethylcyclohexanol (53) mithilfe der Lk-ADH und der CHMO unter-
sucht werden (Abbildung 50).
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Abbildung 50. Enzymatische Doppeloxidation von 3,5,5-Trimethylcyclohexanol (53).

Bei dieser Reaktion konnte mittels NMR-Spektroskopie jedoch kein Umsatz zu den Lactonen 56 oder 57
festgestellt werden. Das 13C-NMR-Spektrum zeigt keine fiir Carbonylfunktionen charakteristischen
Signale im Bereich zwischen 170 und 220 ppm, sodass davon ausgegangen werden kann, dass weder
das Keton 55 noch eins der méglichen Lactone 56 bzw. 57 in der Reaktionsmischung anwesend sind.
Dass kein Keton 54 als Zwischenprodukt zu erkennen ist, stimmt mit den Ergebnissen aus den
vorherigen Aktivitdtsmessungen iiberein. Zuséatzlich sind allerdings Fremdsignale in den NMR-Spektren
zu beobachten, die nicht weiter identifiziert werden kénnen. Méglicherweise wurde gebildetes Lacton
zur jeweiligen Saure hydrolysiert. Im GC-Chromatogramm kann jedoch ein neues Signal mit 3% Flache
gefunden werden, was einer Konzentration von 1.2 mM entspricht, wobei der Alkohol 53 sowie das
Keton 55 aufgrund unterschiedlicher Retentionszeiten ausgeschlossen werden koénnen. Die in
Abbildung 50 gezeigten Konzentrationsunterschiede kdnnen mit den Unterschieden der Messverfahren
begriindet werden. Der mittels NMR-Spektroskopie erhaltene Wert wurde auf einen externen Standard
bezogen, welcher nach der Aufarbeitung ins NMR-Rohrchen gegeben wurde. In diesem Fall wurde dabei
auf Pyridazin (58) als Standard zuriickgegriffen, um eventuelle Uberlagerungen der Signale mit Uro-
tropin (51) im aliphatischen Bereich des Spektrums zu vermeiden. Die via GC erhaltenen Werte wurden
aus dem Verhaltnis zwischen Edukt 53 und den méglichen Produkten 56 und 57 ermittelt. Der Verlust
der Substanzen durch Verdampfen oder der extraktiven Aufarbeitung kann dabei nicht beriicksichtigt

werden.
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So scheint bereits der erste Schritt, die Oxidation durch die Lk-ADH, nicht stattzufinden. Die
Monooxygenase aus Acinetobacter sp. ist bekannt fiir ihr breites Substratspektrum und wurde bereits
zur asymmetrischen Oxidation von substituierten Cyclohexanonen eingesetzt, um enantiomerenreine
Caprolactone zu erhalten.['82] So wird bei 2- oder 4-alkyliertem Cyclohexanon das (R)-Enantiomer mit
hoher Selektivitat gebildet, wobei bei langeren Alkylresten die Stereoselektivitat zunimmt. Racemische
3-alkylierte Cyclohexanone liefern jedoch, besonders bei kleinen Alkylresten, ebenfalls beide Regio-
isomere als Racemate, da fiir die Monooxygenase keine elektronische Praferenz existiert (Abbildung 49).
Parallel zu der Untersuchung der Oxidation von Trimethylcyclohexanol 53 sollte die enzymatische
BAEYER-VILLIGER-Oxidation von Isophoron (52) untersucht werden. Isophoron (52) wird aufgrund
seiner hervorragenden Losefdhigkeiten als Losungsmittel fiir Harze, Bindemittel und Chemieprodukte
in der Lack-, Druckfarben- und Klebstoffindustrie eingesetzt.[183] In der Literatur ist nur ein Fall der
Oxidation von Isophoron (52) beschrieben. Ruiz et al. erhielten 70% Umsatz zum entsprechenden Lac-
ton 59, indem sie Hydrocalcite als Oxidationsmittel verwendeten.[184] Dabei findet die Epoxidierung der
Doppelbindung als Konkurrenzreaktion statt. Es sind keine enzymkatalysierten Ansatze zur Oxidation
von Isophoron (52) bekannt. In dieser Arbeit sollte die direkte biokatalytische Doppeloxidation von Iso-
phoron (52) zum Lacton 59 untersucht werden, wobei die Lk-ADH zusammen mit iPrOH als Cofaktor-

Regenerationssystem dienen sollte (Abbildung 51).

0 0
CHMO 0
/—\ /

52 NADP* NADPH 59

OH \/ 0
)\ Lk-ADH )J\

mGC mNMR
39,9

40,0
E 35,0
E 300
E 25,0
S 200
B
= 150
8
N 10,0
Q 5‘0 0,1 0

0,0 t |
52 59

Komponente

Abbildung 51. Enzymatische Oxidation von Isophoron (51) mittels GC und NMR-Spektroskopie.

In den NMR-Spektren konnten nur 59% Edukt 52 in Bezug auf den externen Standard Pyridazin (58)

wiedergefunden werden, was 23.6 mM entspricht. Im Gegensatz dazu konnte im GC-Chromatogramm
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der Reaktionsmischung ein neues Signal beobachtet werden, was etwa 0.3% Flache und 0.12 mM
entspricht. Auch in diesem Fall ist der Unterschied zwischen den erhaltenen Konzentrationen des
Ketons 52 sehr grofd und auf unterschiedliche Messver-fahren zurtickzufiihren. Ebenso wie in Abbildung
50 wurden die via GC erhaltenen Werte durch das Verhaltnis zwischen Edukt 52 und Produkt 59
bestimmt. Auch in diesem Fall werden Verluste der Substanzen wahrend der Reaktionsfithrung sowie
Aufarbeitung nicht ndher betrachtet.

Zwar scheint es, als konne die BVMO nahezu alle Substrate umsetzen, die das aktive Zentrum erreichen,
jedoch sind 2-Cyclohexenon-Derivate Ausnahmen, die nicht oder nur sehr langsam von der CHMO unter

den hier gewahlten Reaktionsbedingungen umgesetzt werden kénnen.[109.110]
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4 Enantioselektive Racematspaltung von
Aminen

4.1 Lipasen

411 Allgemeines

Lipasen (Triacylglycerol-Hydrolasen, EC 3.1.1.3) sind in der Natur allgegenwartig und werden in
verschiedenen Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen exprimiert.l185] Lipasen mikrobiellen Ursprungs,
hauptsachlich aus Bakterien und Pilzen, reprasentieren die am haufigsten verwendete Klasse an Enzy-
men in biotechnologischen Anwendungen und in der organischen Chemie. Sie finden Einsatz in einem
breiten Spektrum industrieller Anwendungen, wie beispielsweise in der Lebensmittel-Technologie,
Waschmittel und chemischen Industrie sowie in der biomedizinischen Forschung.[185186] Die meisten
Lipasen werden von Bakterien produziert, wodurch sich deren grofitechnische Herstellung viel ein-
facher gestaltet und diese dadurch von besonderem kommerziellem Interesse sind. Ihre Entdeckung
wurde bereits 1901 von ElJKMAN beschrieben.[187]

Obwohl bereits eine betrachtliche Anzahl an Stimmen zur Produktion von Lipasen verwendet wurden,
sind Candida sp., Pseudomonas sp. und Rhizopus sp. die wichtigsten Quellen.['8¢] Die natirlichen
Substrate der Lipasen sind langkettige Triacylglycerole vom Typ 60, die eine sehr geringe Loslichkeit in
Wasser besitzen (Abbildung 52).[1851 Durch Hydrolyse werden Glycerol (61) sowie drei Aquivalente der

entsprechenden Fettsdure 62 erhalten.

- + 3 )J\/\/\/\
\_Q—OH HO

0
_o)J\/\/\/\
60 61 62
Triacylglycerol Glycerol Fettsdure

Abbildung 52. Lipasenkatalysierte Hydrolyse und Synthese eines Triacylglycerols 60.[185]

Neben den lipolytischen, d.h. fettspaltenden Eigenschaften, besitzen die Lipasen noch eine ester-
spaltende Aktivitat.[185] Sie katalysieren neben der Hydrolyse und Umesterung auflerdem die Alko-
holyse, Acidolyse, Veresterung und Aminolyse.l18¢] Die Vorteile der Verwendung von Lipasen sind

vielfaltig. Durch bereits aufgeloste Kristallstrukturen kann das katalytische Potential von Lipasen durch
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molekularbiologische Ansatze wie Protein engineering oder gerichtete Evolution weiter verbessert
werden.[188] Lipasen benotigen keine teuren Cofaktoren und sind chemoselektiv. Sie besitzen eine hohe
Substratbreite und sind hochspezifische Katalysatoren in Hinblick auf Regio- und Enantioselekti-
vitat.[189] Aufgrund dieser Eigenschaften sind Lipasen die am breitesten angewendete Gruppe von Bio-
katalysatoren, was auch durch die jahrlich durchschnittlich >1000 Veroffentlichungen zu dem Enzym
deutlich wird.[190]

Lipasen besitzen zudem die Fahigkeit, zwischen den Enantiomeren eines racemischen Gemisches zu
unterscheiden, was zu einem Einsatz von Lipasen zur kinetischen Racemattrennung fiihrte. Solche
enantiomerenreinen oder -angereicherten Komponenten gewinnen in der Synthese von pharmazeu-
tischen, synthetisch organischen und natiirlichen Produkten sowie Agrarerzeugnissen immer mehr an

Bedeutung.[185]

4.1.2 Struktur und Mechanismus

BRADY et al. publizierten 1990 die erste Kristallstruktur einer Lipase aus dem Pilz Mucor miehei.l1911
Gleichzeitig wurde die Struktur der Lipase aus humaner Pankreas von WINKLER veroffentlicht.[192]
Seitdem wurden noch einige weitere Lipasen bakteriellen Ursprungs mittels Rontgenstruktur aufgeldst.
Alle diese Lipasen variieren zwar stark in der Grofe (20 - 60 kDa), haben jedoch trotz relativ geringer
sequenzieller Ubereinstimmungen alle eine dhnliche dreidimensionale Gesamtstruktur mit der soge-
nannten o/f-Hydrolase-Falte, die als allgemeines Faltmuster identifiziert werden konnte und haupt-
sdchlich aus B-Faltblattern besteht und von a-Helices flankiert werden.[187] Solch eine o/B-Hydrolase-
Falte ist typisch fiir Enzyme, die keine offensichtliche Sequenzihnlichkeit aufweisen, jedoch von einem
gemeinsamen Vorfahren abstammen.[187]

Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur von unterschiedlichen Lipasen bestdtigt deren
Klassifikation als Serin-Hydrolasen.[186] Das aktive Zentrum der Lipasen enthalt eine katalytische Triade
bestehend aus Ser-His-Asp-Resten, wobei sich der Serin-Rest in einem (-eSer-a-Motiv im aktiven
Zentrum befindet. Dieses Motiv besteht aus einem -Faltblatt, einer Schleife mit Serin in der e-Position
und einer a-Helix. Der unveranderliche erste und letzte Glycin-Rest in der Consensus-Sequenz (Gly-x-
Ser-x-Gly) dieses Motivs liegen in helicaler Konformation vor, die aufgrund der sterischen Anspriiche
dieses Motivs konserviert sind.[187]

Ein uniibliches und interessantes Merkmal der Struktur der Lipasen ist, dass das aktive Zentrum
vollstandig unter einer deckelartigen Struktur, bestehend aus ein oder zwei a-Helices, verdeckt ist.
Durch eine Bewegung des Deckels wird das aktive Zentrum fiir das Substrat zugédnglich. Diese struk-
turelle Anderung des Proteins wird begleitet von einer weiteren Bewegung in einer nahe gelegenen
Schleife, wodurch die sogenannte Oxyanion-Hoéhle freigelegt wird. Eine weitere Folge dieser Konforma-
tionsanderungen ist die erhebliche Vergrofderung der hydrophoben Oberflache des Enzyms, was in der
Lipid-Oberflachen-Erkennung eine Rolle spielt. [187]

Das aktive Zentrum besteht aus drei Resten: einem Serin- und einem Carboxylat-Rest, die beide wasser-

stoffverbriickt zu einem Histidin-Rest sind (Abbildung 53). Bei dem Carboxylat-Rest kann es sich um
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einen Aspartat- oder Glutamat-Rest handeln. Wahrend der Hydrolyse einer Ester-Bindung findet
zunichst ein nucleophiler Angriff des Sauerstoffs des Serin-Restes auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom
des Esters statt, was zu der Bildung des tetraedrischen Intermediates fiihrt (Schritt 1). Dieses wird durch
Wasserstoffbriickenbindungen zu Resten in der Oxyanion-Hohle stabilisiert. Der Imidazol-Ring des
Histidins wird protoniert und dadurch positiv geladen und erhoht somit die Nucleophilie der Serin-
Hydroxygruppe. Diese positive Ladung wird durch die negative Ladung des Sdure-Restes stabilisiert
(Schritt 2). Das tetraedrische Intermediat wird durch zwei Wasserstoffbriickenbindungen zu Amin-
Funktionen von Resten, die sich in der Oxyanion-Hohle befinden, stabilisiert. Abschlieféend wird der
Alkohol freigesetzt, welcher dann den Acyl-Enzym-Komplex verlasst (Schritt 3). Durch einen nucleo-

philen Angriff eines Hydroxy-lons wird die Fettsdure freigesetzt und das Enzym regeneriert (Schritt 4).

0 0]
\)J\N/\ \)J\N/\
H, W

O-H-_» 4~ © .0 (O\\H\NA(;?,H-"-OG\)(O
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0] 0]
. h
|
~on O
0
0-H-. .. e O_02) ~
r \\N%N,H----o\(o n° I “*HQ/%I@H----OQ(O
Ser . — Asp Ser ):/ Asp
His His

Abbildung 53. Detaillierter Mechanismus der Hydrolyse einer Ester-Bindung durch eine Lipase.[187]
Wasserstoffbriickenbindungen werden gestrichelt dargestellt.

Lipasen besitzen die Fihigkeit, an der Wasser/0l-Grenzfliche zu agieren; dieses unterscheidet sie von
den Esterasen.!186] Das Konzept der Phasengrenzen-Aktivierung (‘interfacial activation‘) ergibt sich aus
der Abhangigkeit der katalytischen Aktivitdt der Lipasen von dem Aggregatzustand des Substrates, da
lipolytische Substrate in einem Gleichgewicht zwischen Monomeren, Micellen und emulgiertem Zustand
vorliegen konnen. Die Aktivitat der Lipasen wird durch unlésliche Substrate, die eine Emulsion bilden,
erhoht.193] Diese Erhohung der Aktivierung wird ausgeldst durch strukturelle Verdnderungen am

aktiven Zentrum. Wihrend der Abwesenheit einer Wasser/0l-Grenzfliche wird das aktive Zentrum
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durch einen Deckel ,geschlossen”. In Anwesenheit von hydrophoben Substanzen jedoch 6ffnen sich der
Deckel und das aktive Zentrum und es wird eine grof3e hydrophobe Oberflache exponiert.

Aus der Hefe Candida antarctica konnten zwei Lipasen, A und B genannt, isoliert werden.[1941951 Wie vom
Namen ersichtlich ist, wurde der Stamm urspriinglich in der Antarktis mit dem Ziel isoliert, Enzyme mit
extremen Eigenschaften zu finden.[19°] Beide Lipasen unterscheiden sich stark. Die Lipase A ist ein
unspezifisches, thermostabiles und calciumabhéngiges Enzym. Die in dieser Arbeit verwendete Lipase B
(CAL-B) ist etwas weniger thermostabil und nicht calciumabhangig. Obwohl der optimale pH-Bereich
bei pH 7 liegt, ist es im wassrigen Medium im Bereich von pH 3.5 - 9 noch stabil. Die CAL-B hat ein
Molekulargewicht von 33.3 kDa und besteht aus 317 Aminosauren (Abbildung 54). Die Consensus-
sequenz (Gly-x-Ser-x-Gly) ist in der CAL-B nicht vorhanden, da das erste Glycin durch Threonin
ausgetauscht wurde (Thr-x-Ser-x-Gly). Dadurch ergibt sich eine leicht verdnderte Konformation des
Faltblattes und der a-Helix im Vergleich zu anderen Lipasen. Auch in dieser Lipase ist eine kurze a-Helix
des Enzyms dafiir zustdndig, als Deckel zur Kontrolle des aktiven Zentrums zu fungieren. Anders als die
meisten Lipasen zeigt die CAL-B keine Grenzflachen-Aktivierung. Die CAL-B ist nicht so effektiv bei der
Hydrolyse von Triacylglycolen wie andere Lipasen, reagiert jedoch sehr stereospezifisch bei Hydrolysen

oder chemischen Synthesen.[8]

Abbildung 54. Kristallstruktur einer CAL-B-Mutante (links). Die strukturellen Wassermolekiile sind
als rote Punkte dargestellt (rechts).[11]

Die CAL-B (Novozym 435) ist auf einem macropordsen Polymer-Triager immobilisiert, der auf Methyl-
und Butylmethacrylester basiert und durch Divinylbenzol quervernetzt ist.[3¢] Das Immobilisat besitzt
einen Proteingehalt von etwa 5% (w/w) des lyophilisierten Pulvers, wovon nur ca. 40% den Gehalt der

Lipase darstellen.[19¢]
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4.1.3 Enantioselektivitit von Lipasen

Obwohl die grobe Struktur und die katalytische Triade der Lipasen sehr dhnlich sind gibt es unter ihnen
einen grofden Unterschied in der Substratspezifitit und deren Ausmaf3.[197] Eine allgemeine Regel fiir die
Vorhersage der Enantioselektivitit wurde von KAZLAUSKAS aufgestellt.l198] Die Regel basiert auf der
Grofde der Substituenten am Stereozentrum. Mittels Kristallstruktur des Enzymkomplexes der Lipase
aus Candida rugosa wurde mit dem schnell reagierenden (R)-Ester eines sekundiren Alkohols eine
Wasserstoffbriickenbindung vom katalytischen Histidin-Rest zum Sauerstoffatom des Esters gefunden.
Diese Wasserstoffbriickenbindung fehlt im Komplex des Enzyms zum langsam reagierenden (S)-Enan-
tiomer. Generell gilt zudem, dass die Stereoselektivitit bei unterschiedlich grofien Substituenten am

chiralen Kohlenstoffatom hoher ist als bei Substituenten gleicher Grofse.[11.199]

OH OH

ORe

Abbildung 55.  Schnell reagierendes (a) und langsam reagierendes (b) Enantiomer in dem Modell des
aktiven Zentrums, abgeleitet von der KAZLAUSKAS-Regel.[199]

Triacylglyceride kdnnen an allen drei Esterfunktionen oder spezifisch nur an einer oder zwei Positionen
gespalten werden. Lipasen zeigen auch verschiedene Selektivititen abhédngig von der Kettenlange der

Ester.[11199]
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4.2 Stand der Wissenschaft: Aminsynthesen

Fiir die pharmazeutische, agrochemische und feinchemische Industrie ist die Synthese von enantio-
merenreinen Aminen ein wichtiger Bereich der organischen Chemie. Schiatzungen zufolge enthalten
40-50% aller optisch aktiver Wirkstoffe chirale Amine.l'8] Zu den Kklassischen Synthesewegen von
chiralen Aminen gehéren die asymmetrische Hydrierungf200201], Aminierung(!®l, Alkylierung(202! oder
Hydrosilylierung(23] von Iminen, oder die Hydrierung von Enamiden.[204205] Aufderdem finden biokata-
lytische Ansitze wie der Einsatz von Transaminasen[206207] oder die kinetische Racematspaltung von
racemischen Ausgangsverbindungen31208] zunehmend Anwendung. Einige Beispiele sind in den

folgenden Abschnitten ndher beschrieben.

4.2.1 Klassisch chemische und chemokatalytische Synthesen

Die katalytische asymmetrische Addition von Organometall-Reagenzien an Imine ist ein wichtiger
Syntheseweg zu optisch aktiven Aminen.[202] Die asymmetrische Addition an C=N-Bindungen wird
generell durch Verwendung von chiralen Auxiliaren oder chiralen Liganden erreicht. Dieses bringt den
Vorteil einer einfachen Trennung der diastereomeren Produkte vor der Abspaltung des chiralen
Auxiliars mit sich. In den letzten Jahrzehnten fand die Addition von Organometall-Reagenzien in
Anwesenheit eines chiralen Liganden vermehrt Anwendung. Die erste Synthese dieser Art berichtete
TOMIOKA.[202209] Dabei wird das geschiitzte Amin 63 mit dem chiralen Aminoether-Liganden (S)-64 um-
gesetzt (Abbildung 56).

Bn
MezN
O
_PMP MeO .PMP
N (5)-64 HY
+  Meli
Toluol ©/\
63 (R)-65

Abbildung 56. Asymmetrische Alkylierung des geschiitzten Imins 63.[202.209]

Das entstehende Amin (R)-65 kann mit einen nahezu vollstindigen Umsatz von 98% und guten
ee-Werten von 75% erhalten werden, wobei der Einsatz von 2.6 Aquivalenten an (S)-64 notwendig
waren. Selbst mit 5 mol-% des Liganden (5)-64 wird immer noch enantiomerenangereichertes Amin
(R)-65 mit 40% ee beobachtet. Der ee-Wert kann bei dhnlichen Aminen durch Verwendung des
Bidentat-Liganden Bisoxazalin auf 91% gesteigert werden.[219] Auch Dialkylzink-Verbindungen kdnnen
in Anwesenheit von chiralen Liganden zu sehr guten Enantiomereniiberschiissen fiihren.[202211] [n

neuerer Zeit zeigten auch Allylstannane und Allylsilane gute Ergebnisse.l212] Aufgrund der extremen
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Reaktionsbedingungen (-100 °C) sind diese Organometall-katalysierten Reaktionen aus industrieller
Sicht schwierig zu realisieren.

Eine der interessantesten Reaktionen der organischen Chemie ist laut dem Green Chemistry Institute of
American Chemical Society die asymmetrische reduktive Aminierung von prochiralen Carbonylverbin-
dungen.[18] Dabei gibt es zwei Moglichkeiten der Aminsynthese: die direkte und die indirekte reduktive
Aminierung (Abbildung 57). Bei der indirekten Aminierung wird die Carbonylverbindung 66 mit einem
Amin zu einem Imin 66 oder Enamin als Zwischenprodukt umgesetzt, welches isoliert und anschlief3end
enantioselektiv weiter zum chiralen Amin 68 reduziert wird. Eine Limitierung besteht allerdings in der
Stabilitat des zu isolierenden Zwischenproduktes 67. Die direkte Aminierung umgeht die Isolation des
Zwischenproduktes, indem die Carbonyl-Komponente 66 direkt zum chiralen Amin 68 reduziert wird.
Als homogene Katalysatoren dienen Pt, Pd, Ni oder Rh mit chiralen P-Liganden. Veranderungen in der
Struktur der Diphosphin-Liganden sowie der sterischen und elektronischen Faktoren machen sich in
drastischen Abweichungen in Reaktivitdt und Stereokontrolle bemerkbar. Die Aminierung mit Am-
moniak als Stickstoff-Donor ist immer noch ein ungeldstes Problem. Auf die biokatalytische Aminierung

wird in Kapitel 4.2.2 eingegangen.

Indirekte reduktive Aminierung

R< R<

i RNH, |N [H] /IE{
Ri” R Ri” Ry Ri” "R,
66 67 68

Direkte reduktive Aminierung

o u R.
)k + RNH 2 —>[ ] /IE—I
R{" Ry R{” Rp

66 68

Abbildung 57. Indirekte und direkte reduktive Aminierung von Carbonylverbindungen 66.[18]

Die direkte asymmetrische Aminierung findet in der industriellen Herstellung von (S)-Metolachlor
((S)-69) der Firma SYNGENTA (ehemals NoVARTIS) Anwendung (Abbildung 58).[213.214] (§)-69 ist der aktive
Bestandteil in DUAL®, einem der wichtigsten Herbizide. Durch die chirale Achse (Atropisomerie) sowie
das stereogene Zentrum ergeben sich fiir (§)-69 vier Stereoisomere. Diese Mischung wird seit 1976
durch Pt-Katalyse in Anwesenheit von Schwefelsdure mit >20000 t/a produziert. Nachdem 1982
erkannt wurde, dass 95% der Aktivitat von den beiden (1°S)-Diastereomeren ausgeht, konnte 1997 eine
enantiomerenangereicherte Form (Handelsname DuAL MAGNUM®) der beiden (1°'S)-Diastereomere
(90% ee) mit >10000 t/a in den Handel gebracht werden. Dieses fiihrte zu einer Reduzierung der
Umweltbelastung um etwa 40% im Vergleich zur racemischen Mischung. Fiir die Synthese des (S)-69
wird das sterisch gehinderte Anilin 70 mit Methoxyaceton (71) umgesetzt. Der Schliisselschritt der
Synthese von Metolachlor ((5)-69) ist die Iridium-katalysierte enantioselektive Hydrierung des Imins
72. Der optimierte Prozess verlauft bei 50 °C und 80 bar Wasserstoff-Druck. Der Katalysator wird in situ

aus [Ir(COD)Cl]z und dem Ferrocenyl-Diphosphin-Liganden XyliPhos (73) generiert. In Anwesenheit
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von TBAI (Tetrabutylammoniumiodid) und Sdure kann innerhalb von drei Stunden ein vollstindiger
Umsatz mit bis zu 78% ee erreicht werden. AnschliefRend wird das Amin (R)-74 mit Chloracetylchlorid
((R,S)-75) zum (S)-69 umgesetzt. Dieses ist ein sehr schneller und effizienter katalysierter Prozess im

gleichzeitig grofiten Maf3stab, der zurzeit in der Industrie Anwendung findet.
0 O Cl 0
71 > IrXyliPHOS, > CHK/CI ~
+ P TBAI
- . N 2 . 0N

70 72 (5)-69

XyliPHOS ((R,S)-73): Fe pph2

=

Abbildung 58. Enantioselektive asymmetrische reduktive Aminierung zur Synthese von (5)-Metola-
chlor ((5)-69).[213]

Die katalytische asymmetrische Hydrierung von Iminen stellt eine weitere Moglichkeit zur Synthese von
chiralen Aminen dar, wobei sich zweizdhnige Phosphor-Liganden am erfolgreichsten bewéahrt haben.
Viele Methoden der asymmetrischen Hydrierung liefern oftmals nur eine geringe Enantioselektivitat
und benétigen den Einsatz von Schutzgruppen. ZHANG et al. zeigten die asymmetrische Hydrierung von
ungeschiitzten Iminen 76, die durch Addition von Organometallen an Nitrile 77 isoliert werden

(Abbildung 59).1200,201]

R,Li/ (5,5)-76
N Robg NH | yo NH,Cl  [Ir(COD)Cl]; NH;Cl
R R Ry R{” Ry Hp Ri” R,
77 76 (R)-79

[Ir(COD)Cl], (5,5)-78

Abbildung 59. Iridium-katalysierte asymmetrische Hydrierung des Imins 76.[201]

Die Iridium-katalysierte Hydrierung des Imins 76 durch den starren und elektronenreichen chiralen
Ferrocen-Phosphan-Liganden (S,5)-78 liefert das Amin (R)-79 in sehr guten Umsétzen von bis zu 99%

und 93% ee. Die Sperrigkeit des Restes Rz im Imin hat einen grofden Einfluss auf die Enantioselektivitat
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der Hydrierung. Mit einer tert-Butyl-Gruppe anstelle einer Methyl-Gruppe sinkt der ee-Wert von 99%
auf 80%. Trotz der sehr guten Ergebnisse ergibt sich ein Nachteil in der Verwendung von Ketoiminen
76 als Substrate, da diese oftmals nur in Mischungen von E/Z-Isomeren und Keto-Enol-Tautomeren
erhalten werden konnen.

Die reduktive Aminierung von Carbonylverbindungen zu Aminen durch Ameisensaure unter Hydrid-
Ubertragung ist als LEUCKART-WALLACH-Reaktion bekannt.[215] KADYROV et al. beschrieben 2003 die
asymmetrische reduktive Aminierung von Acetophenon (46) mittels Ruthenium-Katalyse (80) und
Ammoniumformat als Hydrid-Donor (Abbildung 60).[216] Sduren beschleunigen die Reduktion, jedoch
haben sie einen negativen Einfluss auf die asymmetrische Induktion. Der Einsatz von Ammoniak fiihrt
zu einer Erhéhung der Selektivitit, aber auch zu einer Verringerung der Reaktivitit. Bei 5 - 10 Aqui-
valenten HCOONH4 in NHs/Methanol (15 - 25%) und Temperaturen von 60 - 85 °C wurden die besten
Enantioselektivitaten erhalten. Das Produkt wurde als freies Amin (rac-4) und in N-formulierter Form
(81) als Hauptprodukt dieser Reduktion erhalten. Nach Hydrolyse von 81 wird das Amin (rac-4) mit
hoher Enantioselektivitidt (86 - 98% ee) erzielt, wenn ein aromatisches Keton als Edukt verwendet
worden ist. Mit aliphatischen Ketonen konnten unter den gegebenen Bedingungen nur Spuren des

entsprechenden Amins beobachtet werden.

(0]
0 80 | NH,
HCOONH, HN Hydrolyse
_— >
NH;/MeOH
60 - 85°C
46 81 rac-4

O T01 Tol H
/ | \N AN
TO] Tol

80
[((R)-Tol-BINAP)RuCl,]

Abbildung 60. Asymmetrische Aminierung von Acetophenon (46) mittels Ruthenium-Katalyse
(80).1216]
Ebenfalls interessant ist die dreistufige Synthese optisch aktiver Amide von BURK et al. durch enantio-
selektive katalytische Hydrierung von Enamiden mit Rh!/DuPhos (S,5)-82 (Abbildung 61).[204205] Dje
Enamide wiederum sind durch Reduktion der Oxime mit Eisen zuganglich. Ausgehend vom Pinakolon-
Oxim 83 wird das nahezu enantiomerenreine Amid (R)-85 iiber den Zwischenschritt des Enamins 84
erhalten, wobei nur 0.1 mol-% des Katalysators benotigt wird. Das Amid (R)-85 kann anschlief3end zum
priméren Amin (R)-86 hydrolysiert werden. Nachteile dieses Prozesses sind die aufwandige Synthese
der Enamin-Vorstufe 83, da diese durch Addition von Alkyl-Grignard an Nitrile hergestellt werden,

sowie die geringe Ausbeute von 20 - 40% des Enamids 84.
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n, P %
N . U 0
g NH;
>‘)\ Ac,0 >‘/§ H, >‘/\ Hydrolyse ﬁ/\
83 84 (R)-85 (R)-86

Abbildung 61. Enantioselektive katalytische Hydrierung von Enamin 84 mit Rh!/(S,S)-82.[204.205]

Rhodium-Kkatalysierte asymmetrische Hydrierungsreaktionen von Enamiden werden erfolgreich auch
mit anderen Liganden durchgefiihrt. In allen Fillen wird der eigentliche Katalysator aus der Metall-
Spezies [Rh(COD)z]BF4+ und dem jeweiligen Liganden in situ hergestellt. Der Phosphin-Aminophosphin-
Ligand (S)-87 liefert einen quantitativen Umsatz und ee-Werte bis zu 94% (Abbildung 62).[217] Die
einfache Zugénglichkeit aus (S)-Phenylethylamin ((S)-4), die Modularitat, die sehr gute Luft- und Feuch-
tigkeitsstabilitdt und der niedrige Preis machen diesen Liganden extrem attraktiv. Der PhthalaPhos-
Ligand (S5)-88 enthilt eine Phthalsdurediamid-Einheit, die gute Donor- und Akzeptor-Eigenschaften zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, was zu supramolekularen Wechselwirkungen zwischen
zwei Liganden, die einem supramolekularen Bidentat-Liganden bilden, und dem Substrat fiihrt.[218]
Durch Variation verschiedener Einheiten des Liganden, wie beispielsweise dem Linker, konnen diese
Eigenschaften weiter angepasst werden. Die Reaktionen laufen ebenfalls mit guten Umsatzen und

ee-Werten von >97% ab.

0
E N/Ar
H
: F NH R
0
L NG
/
Pphz F O_p\
T
F
R
(5)-87 (5)-88

Abbildung 62. Chiraler Phosphin-Aminophosphin-Ligand (S)-87 und PhthalaPhos-Ligand (S)-88 zur
asymmetrischen Hydrierung von Enamiden.[217.218]

Der Ligand (S)-89 ist ein hocheffizienter polymergebundenes Monophosphit-Ligand vom BINOL-Typ,
der eine PEG-Struktur als Alkoxyeinheit gebunden hat (Abbildung 63).219]1 Die Produkte der Rhodium-
katalysierten asymmetrischen Hydrierung von Enamiden werden bei Raumtemperatur und 60 bar
Wasserstoffdruck mit quantitativem Umsatz mit bereits sehr guten ee-Werten von >96% erhalten. Bei
einer Erh6hung der Katalysatormenge von 0.2% auf 1.0 mol% und einer Verringerung des Wasser-
stoffdruckes auf nur 10 bar konnte die Enantioselektivitidt noch weiter auf >98% gesteigert werden. Als

Substrate eignen sich aufderdem (-Aminoacrylate, wobei sowohl (E)- als auch (Z)-90 zur entspre-
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chenden Aminosaure 91 umgesetzt werden konnen. Hierbei weist (E)-90 eine hohere Aktivitat als das
(Z)-Isomer (94% bzw. 73% Umsatz) auf, jedoch bleiben die Enantiomereniiberschiisse mit 96% bzw.
97% bei einer Katalysatorbeladung von 0.1 mol% etwa gleich. Sperrigere Substituenten wie die iso-
Propyl-Gruppe fiihren zu optimierten Ergebnissen, allerdings wird dabei eine Umkehr der Selektivitat
von (S) zu (R) beobachtet. Weitere Vorteile von (5)-89 sind die leichte Zugadnglichkeit, Luftstabilitat, ein-

fache Abtrennung sowie die Recyclisierbarkeit des Katalysator-Systems.

o
NHAc [Rh(COD),]BF, NHAc

o COMe A _.coMe 83P-OMO\/7\110/

R 96

(Z)- oder (E)-90 91 (5)-89

Abbildung 63. Asymmetrische Rh-katalysierte Hydrierung von Enamiden 90 (links) mit dem Mono-
phosphit-Liganden (5)-89 (rechts).[219]

Die Mdglichkeiten zur chemischen asymmetrischen Synthese chiraler Amine sind sehr vielfaltig und

liefern in den meisten Fallen sehr gute Umsitze sowie hohe Enantiomerenreinheiten. Die Synthesen

verlaufen jedoch oft mehrstufig und erfordern Organometall-Katalysatoren und Liganden, die kosten-

intensiv sind und aufwendig hergestellt werden miissen. Auch konnen die Reaktionsbedingungen nicht

direkt auf andere Substrate iibertragen werden, sodass jeder Schritt individuell optimiert werden muss.
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4.2.2 EnzymkKkatalysierte Synthesen

Zur biokatalytischen Synthese von chiralen Aminen gibt es unterschiedliche Ansitze ausgehend von
prochiralen Carbonylverbindungen oder von racemischen Aminen bzw. Amiden wie die Transami-
nierung, die Deracemerisierung und die kinetische sowie dynamisch kinetische Racematspaltung

(Abbildung 64).

NHAc 0

Racematspaltung Transaminierung

rac-7 Acylase/ Transaminase / 46
Protease Amindonor
NH,
(8)- oder
(R)-4
Aminoxidase / Lipase / Acyldonor /
Reduktionsmittel Metallkatalysator
dynamisch- NH
NH, Deracemerisierung kinetische 2
©A Racematspaltung ©A

rac-4 rac-4

Abbildung 64. Methoden zur biokatalytischen Synthese von chiralen Aminen.[220]

Seit BRAUNSTEIN 1939 erstmals von dem Transfer einer Aminofunktion zwischen einer Donor-Amino-
saure und einer a-Ketosdure als Akzeptor durch lebendes Gewebe tierischen Ursprungs berichtete,
zahlt die Enzymklasse der Transaminase zu den am besten untersuchte Pyridoxalphosphat-abhangigen
Enzymen.[221] Ein von CELGENE entwickeltes industrielles Verfahren zur biokatalytischen Synthese von
chiralen Aminen nutzt die Transaminierung. Dabei katalysieren Transaminasen die asymmetrische
Ubertragung einer Aminofunktion auf eine Carbonylverbindung wie Keton 46 oder eine a-Ketoséure,
wobei Pyridoxalphosphat 92 als Cofaktor dient, in dem die Aminofunktion sowie das Reduktions-
dquivalent gespeichert werden (Abbildung 65, A).[207.222] Da sowohl (S)- als auch (R)-selektive Trans-
aminasen entwickelt wurden, sind beide Enantiomere der Amine zuganglich.[28] Ein prochirales Keton
46 Ubernimmt dabei vom Amin-Donor (5)-93 eine Aminofunktion. Enantiomerenreines (S)-4 und
Aceton entstehen mit einer Ausbeute von >90%. Des Weiteren kann die Reaktion auch im Sinne einer
Racematspaltung gefiihrt werden (Abbildung 65, B). Dabei wird das (S)-4 in das entsprechende
Acetophenon (46) umgewandelt. Als Aminogruppenakzeptor werden Aldehyde wie 94 verwendet, aus
dem das Amin 95 entsteht. Das Amin (R)-4 wird enantiomerenrein mit maximal 50% Umsatz erhalten.

Allerdings erweist sich die Trennung der Produktmischungen aus der Racematspaltung als aufwendig.
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Transaminasen akzeptieren ein breites Substratspektrum an aliphatischen und aromatischen Ketonen
und Aminen.[208] Ein Nachteil besteht allerdings in der Abhangigkeit des Enzyms von wassrigen Medien.

Daher werden mit hydrophoben Reagenzien meist nur geringe Produktkonzentrationen erzielt.

A: Transaminierung

0
+ /:\ + )J\ eo/lp\o \ OH
(0S) | @
7
N
46 (5)-93 (5)-4

92

B: Racematspaltung

©)\ + /vo ©/\ + /\/NH2 + ©)J\

rac-4 94 (R)-4 95 46

Abbildung 65. Enantioselektive Transaminierung von Keton rac-4 mit dem Cofaktor Pyridoxal-
phosphat 92 (A) und Racematspaltung (B).[208]

Die mehrstufige Synthese von Sitagliptin ((R)-96), einem Wirkstoff zur Behandlung von Diabetes
mellitus Typ 2, umfasst unter anderem eine Rhodium-katalysierte asymmetrische Reduktion eines En-
amins.[206207] Das in Kapitel 4.2.1 beschriebene chomokatalytische Verfahren enthilt ein toxisches
Schwermetall als Katalysator, welches aufwendig wieder entfernt werden muss. Als Alternative wurde
von MERCK & Co. und CODEXIS, INC. ein biokatalytischer Prozess entwickelt (Abbildung 66), der 2010 mit
dem Green Chemistry Award fiir eine verbesserte griine Synthese ausgezeichnet worden ist.[223] Die
w-Transaminase katalysiert die Ubertragung der Amin-Funktion sowie des Reduktionsiquivalentes von
einer giinstigen Stickstoffquelle wie 2-Propylamin (rac-93) auf das Diketon 97. Durch die Fliichtigkeit
des gebildeten Acetons wird das Gleichgewicht zur Produktseite verschoben. Die Reaktion wird mit
einer hohen Substratkonzentration von bis zu 500 mM und >40 °C Reaktionstemperatur durchgefiihrt.
Sitagliptin ((R)-96) wird innerhalb von 24 Stunden mit einem Umsatz von 90 - 95% und einem Enantio-

mereniiberschuss von 99.5% gewonnen.

F [ o-Transaminase ]

Pyridoxalphosphat (92)

S §
97 rac-93 (R)-96

Abbildung 66. Biokatalytische Synthese von Sitagliptin ((R)-96) mittels w-Transaminase.[206:207]
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Die Deracemerisierung von racemischen Aminen, wie a-Aminosduren, wurde kiirzlich durch die
Kupplung einer enantioselektiven Oxidation mittels einer D-spezifischen Aminoxidase und einer che-
mischen, nicht-selektiven Reduktion durchgefiihrt (Abbildung 67).[224 Dieser Prozess fiihrt somit zur
Bildung von L-98 ausgehend vom prochiralen Imin 99. Da chirale Amine jedoch nicht von Amino-
sdureoxidasen oxidiert werden kénnen, wurden in neuerer Zeit eine Aminoxidase aus Aspergillus niger
als aktiver Biokatalysator identifiziert.[225] Somit kann nun ein breites Substratspektrum an chiralen
Aminen mit guter Enantioselektivitit umgesetzt werden. In allen bekannten Fillen ist dieses Enzym
(S)-selektiv. Allerdings sind fiir Anwendungen in grof3em Maf3stab noch Optimierungen in Hinblick auf

Selektivitat, Aktivitat und Stabilitdt notwendig.

D-o-Aminosaure-

Oxidase
. 0; H20, Chemische .
/IEB N jﬂ" Reduktion NH;
R”CO, R” >CO, R >Co,
D-98 99 L-98

Abbildung 67. Deracemerisierung einer D-a-Aminosdure D-98 mittels einer Aminoxidase.[224]

Im grofden Mafdstab werden Lipasen zur biokatalytischen Synthese von chiralen Aminen herangezogen.
Nach einer Empfehlung von IUPAC ist eine kinetische Racematspaltung wie folgt definiert: ,Das
Erreichen von einer teilweisen oder vollstindigen Trennung aufgrund von unterschiedlichen Reaktions-
geschwindigkeiten der Enantiomere eines Racemates mit einem chiralen Agens (Reagenz, Katalysator,
Losungsmittel, etc).“[226] Im einfachsten Fall einer Racematspaltung regieren die Enantiomere des
Substrats mit einem chiralen Agens oder Katalysator iiber zwei diastereomere Ubergangszustinde. Die
Energien dieser Ubergangszustinde bestimmen die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Umsetzung des
langsam und des schneller reagierenden Enantiomers und damit die Produktverteilung.[371 Zwar wurden
vermehrt chemische Katalysatoren zur Racematspaltung getestet, allerdings konnten die Ergebnisse, die
mit vielen Biokatalysatoren erzielt wurden, nicht iibertroffen werden.[208]

Anfang der 90er Jahren wurden bei SHELL erste Arbeiten zur enantioselektiven Hydrolyse racemischer
Amide mittels Arthrobacter sp. durchgefiihrt, wobei sich die Verwendung von ganzen Zellen sowie die
sehr langen Reaktionszeiten als nachteilig erwiesen.[227]1 Mitte der 90er Jahre wurden von der BAYER AG
Methoden zur selektiven Hydrolyse von racemischen Acetamiden wie 100 mit Lipase B aus Candida
antarctica (CAL-B) als Biokatalysator ausgearbeitet (Abbildung 68).228] Die CAL-B hat sich, in Form
eines Immobilisats auf einem Acrylamid-Trager (Novozym 435), in einer Reihe von Arbeiten als die
geeignetste Lipase erwiesen.[27-291 Aufgrund unbefriedigender Raum-Zeit-Ausbeuten, 43% Umsatz nach
sieben Tagen Reaktionszeit, wurde dieser Prozess trotz sehr guter Enantiomereniiberschiissen von

>99.5% technisch nicht angewendet.[208]
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0 0

> >

rac-100 (R)-100 (5)-101

Abbildung 68.  Selektive Hydrolyse des racemischen Acetamids rac-100 nach BAYER AG.[228]

Nach einem von BASF SE patentierten Verfahren der enantioselektiven Acylierung, der sogenannten
kinetischen Racematspaltung, von Amin rac-4 wird in der ersten Stufe nahezu enantiomerenreines
Amin (S5)-4 und das entsprechende Amid (R)-102 mit >99% ee erhalten.[208] Eine Besonderheit stellt der
induktive Effekt der Methoxygruppe dar, die die Reaktivitit an der Carbonylfunktion aktiviert. Durch
Molecular Modelling eines Ubergangszustandes konnte eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem
B-Sauerstoffatom des Esters 103 und der Aminofunktion von rac-4 ermittelt werden.[229.2301 Wahr-
scheinlich stabilisieren diese Wechselwirkung sowie induktive Effekte und sterische Griinde den Uber-
gangszustand und erhdhen dadurch die Reaktionsgeschwindigkeit.

Nach Abtrennung von (R)-102 durch Destillation oder Extraktion wird das ebenfalls enantiomerenreine
(R)-4 durch basische Hydrolyse freigesetzt. Die Substratbreite ermdglicht die Racematspaltung von
vielen strukturell sehr unterschiedlichen Aminen. Weitere Vorteile dieses Prozesses sind die Moglich-
keit zur Riickfiilhrung der unerwiinschten Enantiomere durch Racemisierungl(?31-2331 und die Riick-
gewinnung des Acylierungsmittels(234]. Seit Anfang 2002 produziert BASF SE mit diesem Verfahren

optisch aktive Amine mit >3500 t/a und ist somit der weltweit fiihrende Anbieter chiraler Amine.[208]

0
HNJJ\/OR’ N;Og / 2
X o TR
(R)-102 (R)-4
rac-4 ee >99% ee >99%
CAL-B
+ —_— +
0 NH,
R’O\)J\OR ©/k
103
(5)-4
ee >99.5%

Abbildung 69. Enantioselektive Amidbildung ausgehend von rac-4 nach BASF SE.[208] Basische
Hydrolyse von (R)-102 ergibt (R)-4-.

Bei der Umsetzung von cyclischen Aminoalkoholen/?35! und Diaminen (wie (%)-104)[2362371 wird

ebenfalls CAL-B als Biokatalysator verwendet. Im Fall des Diamins (*)-104 kénnen mit Dimethyl-

Malonester (105) als Acyldonor zwei sequenzielle Acylierungsreaktionen durchgefithrt werden

(Abbildung 70).[236.237] Dabei wird zundchst durch Monoacylierung das optisch angereicherte Monoamid
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(RR)-106 mit 66% Enantiomereniiberschuss und das nicht umgesetzte Amin (S,5)-104 mit 83% ee
erhalten. Der zweite Acylierungsschritt ist enantioselektiv, wodurch das Diamid (R,R)-107 mit >99% ee
erzielt werden. Die CAL-B zeigt folglich in beiden Schritten die gleiche Praferenz in Bezug auf das (R,R)-
Enantiomer. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der Regel von KAZLAUSKAS, da das monoacylierte Amid
(R,R)-106 einen grofieren sterischen Unterschied in den Substituenten aufweist als das freie Diamin

(£)-104.1281

Y'Y
O, Q “NH OMe

NH2 OMe
(R,R)-106 © 0
NH, CAL-B A OMe
] é (RR-107
NH, © 105
OMe \NHZ
(£)-104 '
OMe
0 NH,
105 (5,5)-104

Abbildung 70.  Lipasen-katalysierte doppelte Acylierung des Diamins (+)-104 mit Malonsaure-
dimethylester (105) als Acyldonor.[236:237]

Die Optimierung der katalytischen Aktivitit und Selektivitit der CAL-B kann durch Variation des
Losungsmittels sowie des Acyldonors erreicht werden. Da Amine sehr gute Nucleophile sind, konnen
hochreaktive Acyldonoren bereits durch spontane nicht-enzymatische nucleophile Substitution zu race-
mischen Amiden fithren.[31l GIL et al. zeigten die Akzeptanz eines breiten Substratspektrums der CAL-B
am Beispiel der Acylierung von rac-108 (Abbildung 71).311 Sowohl kurz- als auch langkettige Carbon-
sduren und Ester, wie Laurinsidure (109) und dessen Ester 110, wurden dabei als Acyldonoren getestet,
wobei die Enantioselektivitit sowie die Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Kettenldnge zunimmt.
Allerdings kann dieser Einfluss nicht als allgemeiner Trend fiir Lipasen angesehen werden. Wahrend mit
simplen Estern, das bekannteste davon ist Essigester 5, nur bis zu 91% ee erhalten werden kénnen,
liefert Methoxyessigsdureethylester (111) in nur 1.5 Stunden >99.5% ee, das Amid (R)-8 allerdings nur
mit 77.4% ee.
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0
NH; NH; AL

rac-108 (8)-109
Acyldonor:
C11H»3CO0H (109) €e>99.5% (R)-112 ee>99.5%
C11H,3CO0Et (110) €e>99.5% (R)-113 ee=97.0%
MeOCH,CO,Et (111) ee>99.5% (R-114 ee=77.4%
MeCO,Et (5) ee=92% (R)-115 ee=91%

Abbildung 71.  Enzymatische Acylierung von rac-108 mit unterschiedlichen Acyldonoren.[31]

Ein grofder Nachteil der kinetischen Racematspaltung ist die Limitierung des Umsatzes auf maximal
50%. Aus diesem Grund ist die Racemisierung ein wichtiges Hilfsmittel, das in Kombination mit der
biokatalytischen kinetischen Racematspaltung zu einem Umsatz von theoretisch 100% und einem effi-
zienteren Gebrauch des gesamten Racemates fiithren kann. Ein méglicher Mechanismus der Racemi-
sierung besteht aus einer Kombination von Dehydrierung des chiralen Amins und einer Re-Addition von
Wasserstoff an das Imin.[231] Des Weiteren ist die basenkatalysierte Racemisierung des resultierenden
chiralen Amins moglich.[238] Ein Schliisselproblem der dynamisch-kinetischen Racematspaltung (DKR)
ist es, Bedingungen zu finden, unter denen der Bio- und der Chemokatalysator effizient arbeiten kénnen.
Wenn das erwiinschte Enantiomer das (R)-Produkt ist, dann ist bei den Reaktionsgeschwindigkeiten der

einzelnen Schritte folgende Reihenfolge vorausgesetzt: krac > kr > ks (Abbildung 72).[239]

kg
(R)-Substrat ——  (R)-Produkt

krac

(8)-Susbtrat

(5)-Produkt

krac > kR > kS

Abbildung 72.  Schema der dynamisch-kinetischen Racematspaltung (DKR).[23]

REETZ und SCHIMOSSEK beschrieben 1996 die erste dynamisch-kinetische Racematspaltung mit Palladium
auf Aktivkohle als Katalysator, wobei nach fiinf Tage Reaktionszeit ein Umsatz von 64% zum Amid und
ein Enantiomerentiberschuss von 99% erreicht werden konnte.[240] Weitere Ansitze verwendeten
Pd-Partikel immobilisiert auf Tragern wie BaS04[?4!] oder einen Palladium-Nanokatalysator einge-
schlossen in Aluminiumhydroxid.[2421 BACKVALL et al. kombinierten die CAL-B schliefilich in einer Zwei-
stufen-Synthese mit dem Ruthenium-Katalysator 116, der in dhnlicher Form bereits erfolgreich bei der
Racemisierung von Alkoholen Verwendung findet (Abbildung 73).[231] Ausgehend von den Aminen rac-4
und rac-117 werden die Amide (R)-7 und (R)-118 nahezu enantiomerenrein mit >98% ee und mit

Umsiétzen von 69% bzw. 66% erhalten. Die Anwesenheit von elektronenschiebenden Gruppen erhdht
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die Geschwindigkeit der Racemisierung. Allerdings erfordert diese Methode eine extraktive Trennung
des (S)-Amins vom Produkt fiir die anschliefRende Racemisierung. In den letzten Jahren wurden weitere
Katalysatoren entwickelt, beispielsweise durch Modifizierungen von 116[232233] oder durch Einsatz von
Metallen wie Iridium[239] oder dem Thiyl-Radikal(243], die hohere Reaktionsgeschwindigkeiten und Selek-

tivititen aufweisen.

0
NH NH R ot
2 S s

R
EtOAc (5 N
/©/\ (5) 2 N /@/k R R R
Ru Ru
R /©/\ R R A—~p—3" R
R

R = p-Methoxyphenyl
R=H (rac-4) R=H ((R)-7) R=H ((54) 116
R = OMe (rac-117) R =0Me ((R)-118) R=O0Me ((5)-117)

4 116 |

Abbildung 73. DKR ausgehend von rac-4 und rac-117 mit dem Ruthenium-Katalysator 116.[231]

In neuerer Zeit gibt es auch Versuche, die Racemisiserung biokatalytisch durch Einsatz von Racemasen
anstelle von Chemokatalysatoren durchzufiihren. In der Natur gibt es wegen der Mehrzahl an stereo-
spezifischen Prozessen nur eine kleine Anzahl an Racemasen. Die am besten untersuchte Mandelat-
Racemase aus Pseudomonas putida ATCC 12633 ist aufgrund der Stabilitat, dem relativ breiten Substrat-
spektrum sowie der Cofaktor-Unabhdngigkeit ein attraktiver Biokatalysator fiir Racemisierungen von
Hydroxy-Carbonsauren.[?44] Die geringe Aktivitit gegentiber nicht-natiirlichen Substraten konnte in
diesem Fall bereits durch Mutationen optimiert werden. Die Anwendung der meisten Racemasen ist
jedoch auf Aminosduren und deren Derivate beschrankt.[238] Da fiir jede Substratklasse die geeignete
Racemase gefunden und verbessert werden muss steckt die generelle Anwendung von Racemasen
jedoch noch in den Anfangen.[11]

Trotz seines Vorteils als nicht-toxisches und natiirliches Losungsmittel ist Wasser fiir viele unpolare
organische Substrate ein schlechtes Losungsmittel. Oft finden Nebenreaktionen statt und die Riick-
gewinnung der Produkte gestaltet sich schwierig. So gehort die im Vergleich zu Wasser erhohte Loslich-
keit von unpolaren Substraten, sowie die Vermeidung der Hydrolyse des gebildeten Produktes zu den
Vorteilen der Verwendung von Enzymen in organischen Ldsungsmitteln.l?45] Dennoch ist die kata-
lytische Aktivitit der Enzyme in organischen Losungsmitteln hdufig um einige Grofdenordnungen
geringer als in wassrigen Systemen. Dieses lasst sich teilweise auf die Limitierung der Diffusion sowie
Anderungen der Flexibilitdt und Destabilisierung des Enzyms zurtickfiihren. Auch bei Enzymen, die in
organischen Medien aktiv sind, ist eine geringe Menge an Wasser notwendig. Generell sind zwei Arten
von Wassermolekiilen im Enzym vorhanden. Die Wassermolekiile in der ,inneren Klasse“ sind im
Inneren des Enzyms gebunden und spielen eine wichtige Rolle in dessen Tertiar-Struktur. Die Wasser-
molekiile der ,Kontakt-Klasse“ sind nur schwach an der Oberfldche des Enzyms gebunden und kénnen
bei getrockneten Enzymen drei Gew.% oder mehr ausmachen.[?#4¢ Diese konnen schnell durch andere
Molekiile ausgetauscht werden, was eine grofie Flexibilitidt des Enzyms zur Folge hat. Unpolare Losungs-
mittel tauschen nur einen Teil dieser Wassermolekiile aus und fithren somit zu verringerter Flexibilitat,

wahrend polare Losungsmittel stirker an der Oberfliche binden. Die Verwendung von organischen
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Losungsmitteln ist aus mehreren Griinden nachteilig fiir den Einsatz in der Industrie.[247] Sie sind meist
stark fliichtig und deren Verwendung bedarf kostenintensiven Nachbehandlungen wie Abdampfen und
Recycling. Des Weiteren fiihrt der Einsatz von Losungsmittel durch die hohe Verdiinnung zur Verringe-
rung der Raum-Zeit-Ausbeute. Demnach ware ein 16sungsmittelfreier Prozess sowohl aus 6kologischer
und 6konomischer Perspektive von grofiem Vorteil.

Losungsmittelfreie Systeme sind hauptsachlich bei der biokatalytischen Acylierung von Alkoholen
bekannt.[248.249] Fiir die lipasenkatalysierte, Idsungsmittelfreie Racematspaltung von Aminen, in denen
der Acyldonor nicht als Losungsmittel dient, sind strenge Reaktionsbedingungen sowie erhéhte Tempe-
raturen und verminderter Druck notwendig. So beschrieben KaTo et al., aufbauend auf den fritheren
Arbeiten von HULT, eine der ersten enantioselektiven lipasenkatalysierte Acylierung von Amin rac-4
durch Reaktion mit Carbonsduren 119 und 109 in einem ldsungsmittelfreien System (Abbildung
74).1250251] Das Gleichgewicht der Reaktion wird zugunsten der Bildung der Amide (R)-120 verlagert,
indem das als Nebenprodukt gebildete Wasser kontinuierlich unter niedrigem Druck entfernt wird.
Aufgrund der Viskositédt der Reaktionsmischung musste bei 55 °C gearbeitet werden, um eine effiziente
Durchmischung des Systems zu ermoglichen. Die Acylierung liefert Enantiomereniiberschiisse von
>97% fiir das Amid (R)-120-a bzw. >99% fiir (R)-120-b bei mafdigen Umsatzen von 32 bzw. 45%. Kurze
Zeit spater berichtete GUPTA, dass ein vollstandiger Umsatz durch zusatzliches Erhitzen der Reaktions-
mischung auf 90 °C erreicht werden kann.[252] Allerdings werden hierbei keine Angaben zur Stabilitat

des Enzyms gemacht.

0
NH, NH, HN)J\R

Vakuum z
+ R-COOH + + H0 T
l6sungsmittelfrei

rac-4 Carbonsaure (5)-4 (R)-98
R=C;His (119) ee-448% ee=97.1% (R)-120-a
R=Cq1Hy3(109) ee=80.3% ee>99% (R)-120-b

Abbildung 74. Losungsmittelfreie biokatalytische Acylierung von rac-4.12501

KANERVA et al. schliefdlich fiihrten die 16sungsmittelfreie Racematspaltung unterschiedlicher Amine mit
dquimolarer Menge an aktivierten Methoxyestern mittels CAL-B bei Raumtemperatur durch.3¢] Alle
(S)-Amine und (R)-Amide konnten mit hoher Enantiomerenreinheit von 295% erhalten werden. Die
grofdten Unterschiede zwischen Reaktionen in Gegenwart oder Abwesenheit von organischen Losungs-
mitteln liegen in der benotigten Zeit, um 50% Umsatz zu erreichen, sowie in der Enzymeffizienz, da statt
100 mg Enzym pro mmol Substrat in diesem Fall nur noch 25 mg Enzym benotigt wurden. Auflerdem
konnte die Reaktionstemperatur auf 23 °C gesenkt werden ohne Verluste in den Umsatzen oder
ee-Werten zu beobachten.

In der Arbeitsgruppe von GROGER wurde Malonsdurediethylester (9) als effizienter Acyldonor in
n-Heptan als organisches Losungsmittel eingesetzt.[33341 Dabei wurde das Amid (R)-10 bei 80 °C Reak-

tionstemperatur nach 4.5 Stunden mit vollstdndigem Umsatz nahezu enantiomerenrein erhalten.[3334]
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In derselben Arbeitsgruppe wurde anschlieflend der Malonester 9 erfolgreich unter 16sungsmittelfreien
Bedingungen eingesetzt. So konnte in einem gréfderem Mafdstab von 50 mmol das Amid (R)-10 bei nur

60 °C mit 50% Umsatz und 99% ee erzielt werden (Abbildung 75).[35]

0 0
NHz HNMO/\

0 0 (40 mg/mmol)

+
/\OMO/\ 60°C,4.5h

rac-4 9,1 Aq. (R)-10
50 mmol 50% Umsatz
99% ee

Abbildung 75. Enzymatische Racematspaltung von rac-4 mit Malonsaurediethylester (9).35]

Die Verwendung eines l6sungsmittelfreien Reaktionssystems ist ein grofer Schritt in Hinblick auf Green
Chemistry, da das Losungsmittel einen grofden Teil des Abfalls der enzymatischen kinetischen Racemat-
spaltung ausmacht. Limitierungen der I6sungsmittelfreien Racematspaltung sind Enzymtoleranzen und
Selektivititen sowie langsame Reaktionsraten in dquimolaren Reaktionsmischungen. Zudem muss
gewdhrleistet sein, dass die Substrate unter den Reaktionsbedingungen fliissig oder ineinander 16slich

sind.[4]



4 Enantioselektive Racematspaltung von Aminen

4.3 Eigene Ergebnisse und Diskussion

Die in dieser Arbeit verwendete Lipase B aus Candida antarctica (CAL-B) wurde, sofern nicht anders
erwahnt, ausschliefilich in immobilisierter Form (Novozym 435) eingesetzt. Diese wird im Folgenden

nur als CAL-B bezeichnet.

4.3.1 Referenzen und Analytik

Im Folgenden wurde die enantioselektive Racematspaltung an racemischen Aminen durch die
(R)-spezifische CAL-B untersucht. Um die Enantiomereniiberschiisse der daraus resultierenden Amide
mittels HPLC bestimmen zu kénnen wurden zunichst die entsprechenden Racemate chemisch syn-
thetisiert. Diese dienten als Referenz zur Identifikation der Signale der Enantiomere im Chromato-

gramm sowie als Vergleich fiir die 'H- und 13C-NMR-Spektren.

4.3.1.1 Synthese der Referenzverbindungen

Die chemische Acylierung erfolgte im Fall der Amide rac-10 und rac-121 ausgehend von Phenylethyl-
amin rac-4 mit den Acyldonoren Malonsaurediethylester (9) und Phenoxyessigsaureethylester (122)

unter Erhitzen zum Riickfluss fiir 4 bzw. 5 Stunden (Abbildung 76).[253]

NH, 0 HN)K/R
* /\O)K/R T, t

rac-4 9 (R=COOEY) rac-10 (R =COOEt)
122 (R =0Ph) rac-121 (R = OPh)
124 (R=CN) rac-123 (R=CN)

0

0 0
N
HN)J\/U\O/\ HNJJ\/O\O HN)J\///

rac-10 rac-121 rac-123
180°C,4h 180°C,5h RT, 24 h
Umsatz: 85% Umsatz: 81% Umsatz: 39%
Ausbeute: 71% Ausbeute: 37% Ausbeute: 36%

Abbildung 76.  Synthese der Referenzverbindungen rac-10, rac-121 und rac-123.[253254]
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Die Amide rac-10 und rac-121 wurde mit Umsatzen von 281% erhalten, im Fall von rac-121 allerdings
nach chromatographischer Aufreinigung nur mit einer Ausbeute von 37%.

Zwar konnte das Cyano-Amid rac-123 mit dieser Vorgehensweise mit einem Umsatz von 39% erhalten
werden, jedoch gelang die Produkttrennung ausgehend von der braunen Reaktionsmischung nicht.
Stattdessen wurde das Amin rac-4 mit Cyanessigsdureethylester (124) fiir 24 Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt (Abbildung 76).[254] Das Amid rac-123 konnte mit einer Ausbeute von 36% isoliert
werden. Trotz des geringen Umsatzes wurde keine weitere Optimierung zur Synthese vorgenommen.
Flr die Synthese des Acetamids rac-7 ausgehend von rac-4 und dem Acyldonor Essigsaurevinylester
(125) war jedoch eine Erhohung der Temperatur auf 60 °C notwendig (Abbildung 77). Bei der Acy-
lierung wurde ein Umsatz von 95% erzielt, weswegen auf weitere Aufreinigungsschritte verzichtet

worden ist, da die erhaltene Reinheit ausreichend war, um eine Methode fiir die HPLC zu etablieren.

o

NH, o L

HN R
* /\OJJ\

60°C,4.5h

rac-4 125 rac-7
Umsatz: 95%

Abbildung 77. Synthese des Racemates rac-7 als Referenzverbindung.

Eine weitere Synthese wurde fiir die Darstellung der Amide rac-126 und rac-8 herangezogen, die aus-
gehend von rac-4 mit einem Acyldonor, 2-Phenylacetylchlorid (127) bzw. 2-Methoxyacetylchlorid
(128), und einer Hilfsbase, wie Triethylamin oder Piperidin, bei 0 - 20 °C erhalten wurden (Abbildung
78).1255256] Die Synthese der Amide rac-126 und rac-8 gelang mit quantitativen Umsétzen und Aus-

beuten von 80% (rac-126) bzw. 95% (rac-8) nach extraktiver Aufarbeitung.

0
NH,
0] NEt; / Piperidin HN)]\/R
+ —_—
Cl/U\/R 0°C-RT
1-21h
rac-4 127 (R=Ph) rac-126 (R = Ph)
128 (R=0Me) rac-8 (R=0Me)

(>

rac-126 rac-8
Umsatz: >99% Umsatz: >99%
Ausbeute: 80% Ausbeute: 95%

Abbildung 78. Synthese der Racemate rac-126 und rac-8 als Referenzverbindungen.[255256]
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Die Synthese des Aminoindan-Amids rac-129 bendtigte weit langere Reaktionszeiten als die bisher
beschriebenen Synthesen. Das Aminoindan rac-130 wurde zusammen mit dem Malonester 9 und
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU) in DCM fiir drei Tage bei 40 °C geriihrt (Abbildung 79).12571 Das
Amid rac-129 konnte mit einer Ausbeute von 17% isoliert werden. Zusatzlich zum Produkt rac-129
konnte durch sdulenchromatographische Aufreinigung das entsprechende Diamid 131 als Nebenpro-

dukt mit 9% Ausbeute isoliert werden.

0 0
NH, N)J\)]\O/\
H
@ rac-129

Umsatz: 49%

rac-130 Ausbeute: 24%
DBU
+ +
DCM
° 0 0
0 0 40°C,3d
0 (6} H H
9 131

Umsatz: 24%
Ausbeute: 9%

Abbildung 79.  Synthese des Aminoindan-Amids rac-129.1257]

4.3.1.2 Analytik

Um eine genaue Umsatzbestimmung mittels 'H-NMR-Spektroskopie etablieren zu kénnen, wurde
zundchst die Aufarbeitung validiert. Dafiir wurde eine 1:1-Mischung aus Malonsaurediethylester (9) und
rac-4 eingewogen und das genaue Verhaltnis mittels 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Nach an-
schliefSender Aufarbeitung analog der Allgemeinen Arbeitsvorschrift 5 (AAV 6, Abschnitt 7.2.2.3.3)
erfolgte erneut eine Bestimmung des Verhaltnisses mittels tH-NMR-Spektroskopie. Die dabei erhaltenen
Abweichungen lagen nach dreifacher Bestimmung zwischen 1 - 4% und somit mit durchschnittlich 2%
im akzeptablen Bereich. Im Rahmen von Messunsicherheit kann dieser Wert toleriert werden. Es
konnten auch keine Produkte einer Hydrolyse-Reaktion beobachtet werden.

Die produktbezogene Bestimmung des Umsatzes mithilfe der 'H-NMR-Spektroskopie erfolge nach
Gleichung 2. In Abbildung 80 ist beispielhaft ein Spektrum einer Acylierung bei 60°C Reaktions-
temperatur und 4.5 Stunden Reaktionszeit gezeigt. Anhand der am besten isolierten Integrale des Amids
(R)-10 bei 5.15 ppm und des Malonats 9 bei 3.36 ppm konnte in diesem Fall ein produktbezogener
Umsatz von 42% ermittelt werden. Da durch Variation der Signale Schwankungen der Umsatze mit bis
zu 2% auftreten kénnen, wurden fiir die Umsatzbestimmung immer auf die genannten Signale zurtick-

gegriffen.
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Abbildung 80. Beispiel der Umsatzbestimmung der Acylierung von rac-4 mit Diethylmalonat (9)

mittels TH-NMR-Spektroskopie.
Zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit des bei der Racematspaltung des Amins rac-4 mit dem

Malonester 9 erhaltenen Amids (R)-10 wurde mithilfe des zuvor synthetisierte Racemat rac-10 eine

geeignete HPLC-Methode entwickelt und etabliert (Abbildung 81).

900 2
0 0 i
800 1
HNMO/\ ; 0 0
700 :
| N P
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(R)-10 | I’.
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Abbildung 81. HPLC-Chromatogramm des Amids rac-10 (gemessen an AD-H-S&dule mit

n-Heptan/i-PrOH (95/5 (v/v)), flow: 0.8 mL/min, Retentionszeiten: tr = 16.63 min
(R), 26.70 min (S), ee-Wert: 0%.

Der ee-Wert des bei einer Racematspaltung nicht umgesetzten Amins (5)-4 kann mittels HPLC nicht

ermittelt werden. Aus diesem Grund wurde im Anschluss an eine enzymatische Racematspaltung von
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rac-4 die gesamte Reaktionsmischung ohne vorherige Aufarbeitung mit Acetanhydrid (132) umgesetzt,
sodass eine Acylierung des nicht-umgesetzten Amins (5)-4 erfolgen kann (Abbildung 82). Das Acetamid
(5)-7 wurde dabei quantitativ erhalten. Mithilfe des zuvor dargestellten Racemates rac-7 konnte
ebenfalls eine HPLC-Analytik etabliert werden und der ee-Wert des Amins (S)-7 somit ermittelt werden.

Dieser betragt <0.2% ee.

0 0
NH, HN Mo/\
(R)-10
rac-4 detektiert: 97% ee
CAL-B 0 0
—_—

+ + 0 0
0 0 N )J\O)J\ HNMO/\

PSS AP o o

9 (5)-4 (5)-10
berechnet: 90% ee detektiert: 88% ee

Abbildung 82. Chemische Acylierung des resultierenden Amins (S)-4. Die Berechnung des ee-Wertes
von (S)-4 erfolgte mithilfe des Programms ,Enantioselectivity“ durch Angabe des Um-
satzes zum Amid (R)-10 und dessen detektierten ee-Wertes.[258]

Der ermittelte ee-Wert des Amins (5)-4 von 88% stimmte mit dem ee-Wert, der mittels Umsatz der
enzymatischen Acylierung und den ee-Werten des erhaltenen Amids (R)-4 berechnet wurden, bis auf
2% Differenz sehr gut iiberein, sodass die Enantiomereniiberschiisse der Substrate im Folgenden nur
berechnet worden sind. Die Berechnung der Selektivitdt sowie der E-Werte kann mithilfe des Pro-

gramms , Enantioselectivity” der Universitat Graz erfolgen (Abbildung 83).1258]
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Abbildung 83. Selektivitdtsbestimmung der Racematspaltung von rac-4 mit Malonester 9, bestimmt
mit dem Programm ,Enantioselectivity“.[258]

Der E-Wert dient als Maf3 fiir die Enantioselektivitat eines Systems, der die Selektivitat der kinetischen

Racematspaltung mit dem Umsatz und dem Enantiomereniiberschuss in Verbindung setzt. Die

Berechnung erfolgt nach folgender Gleichung 3:[11]

In[1-C- (1 In[1-C- (1-eey)]
E = il (ree _ 0 ° Gleichung 3
In[1-C (1 -eey)] In[1-C- (1 +eey)]

In der Literatur finden sich verschiedene Richtwerte, ab wann eine Racematspaltung effizient ist und in
grofdem Maf3stab durchgefiihrt werden koénnte.[11] Als Faustregel gilt, dass Racematspaltungen mit
E-Werten <15 inakzeptabel sind fiir praktische Anwendungen. E-Werte zwischen 15 - 30 werde als
moderat bis gut und bei Werten >30 als exzellent angesehen. E-Werte von >200 jedoch kénnen nicht
genau bestimmt werden aufgrund von Ungenauigkeiten, die durch Bestimmungen der ee-Werten, z.B.
durch die HPLC, entstehen, da in diesem Bereich selbst eine sehr kleine Abweichung der ee-Werte eine
signifikante Anderung des E-Wertes zu Folge hat. Aufgrund dieser Schwankungen wird im Rahmen
dieser Arbeit die Genauigkeits-Grenze der E-Werte als 100 definiert und grofRere E-Werte als E > 100

angegeben.
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4.3.2 Vorversuche mit substituierten Benzylaminen als Substrate

4.3.2.1 Synthese des Benzylamids 133

Zur detaillierten Etablierung von Methoden der Analytik und Umsatzbestimmung sollte zunéchst ein
Modelsubstrat zum Einsatz kommen, das keine Stereoinformation tragt. Dafiir wurde sowohl das
einfachste aromatische Amin, Benzylamin (134), als auch substituierte Derivate ausgewahlt. In meta-
Position substituierte aromatische Amine dienen als Ausgangsstoffe fiir die Synthese pharmazeutischer
Wirkstoffe. Beispiele dafiir sind Rivastigmin (135)[259260] oder das Calcimimeticim 136I261], die zur
Behandlung der Alzheimerschen Krankheit bzw. zur Therapie von Hyperparathyroidismus, einer

Regulationsstorung der Nebenschilddriise, eingesetzt werden (Abbildung 84).

\N/
| H
\\V/N\H/O\T:::]/J\\ [:;:I\V/A\V/N\I/l:::l\o//
(0] Cl

135 136
Rivastigmin Calcimimetikum

Abbildung 84. Beispiele fiir pharmazeutische Wirkstoffe mit meta-substituierten aromatischen
Aminen: Rivastigmin (135)[259.2601 und das Calcimimeticum 136[261],

Fiir eine vollstindige Analytik wurde diese Acylierungsreaktion zunachst chemisch, d.h. beim Erhitzen
zum Rickfluss fiir 3 Stunden, durchgefiihrt (Abbildung 85).12531 Dabei konnte neben dem Benzylamid
133, das mit 48% Ausbeute isoliert wurde, die Bildung des entsprechenden Diamids 137 beobachtet
werden. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung wurde das Diamid 137 mit 20% Ausbeute
isoliert. Die Bildung dieses Nebenproduktes 137 kann durch schrittweise Zugabe des Acyldonors zur

Reaktionsmischung unterdriickt werden.

NH,
H

134 133

+ _— +
180°C,3 h 0 0
0 0
PN M PN @ANMN/\E)
0 0 H H

9 137

Abbildung 85. Chemische Acylierung von Benzylamin (134) mit Malonsaurediethylester (9).[253]

Im Anschluss wurde der Verlust der Substanzen 134 und 9 wahrend der Aufarbeitung bestimmt, indem
diese eingewogen und bei unterschiedlichen Driicken bei einer Badtemperatur von 40 °C geriihrt
wurden. Die jeweiligen Verluste wurden im Anschluss mittels Auswaage ermittelt (Abbildung 86). Ein
grofder Verlust an beiden Substanzen 134 und 9 wahrend der Aufarbeitung macht die genaue Bestim-

mung eines produktbezogenen Umsatzes unmdoglich. Der Verlust der beiden Komponenten 134 und 9
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ist abhdngig von den Dampfdriicken (0.6 bzw. 1.3 hPa) der Komponenten.[262] Somit kann der Verlust
des Amins 134 beim Erhoéhen des Druckes von 230 auf 550 mbar bei einer Rithrdauer von 120 Minuten
von 69% auf nur noch 12% gesenkt werden. Da in der Regel aber Riithrzeiten von unter 30 Minuten fiir
die Aufarbeitung ausreichen kann der mittels Auswaage ermittelte Verlust von <3% fiir beide Kompo-
nenten vernachlassigt werden. Der produktbezogene Umsatz wird, sofern nicht anders angegeben, in

dieser Arbeit auf den Acyldonor Malonsaurediethylester (9) bezogen.

134, 230 mbar 134,550 mbar —@—9, 230 mbar —@— 9, 550 mbar

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10

0 e——e—@ —8— —3

0 05 1 15 2
Zeit [h]

Verlust [%]

Abbildung 86. Verlust der Substanzen 134 und 9 wahrend der Aufarbeitung.

4.3.3 Enzymatische Acylierung substituierter Benzylamine

Zur Untersuchung des Einflusses eines Substituenten in meta-Position wurden unterschiedlich substi-
tuierte Benzylamine 134 und 138 - 140 mit Malonsiurediethylester (9) und CAL-B als Biokatalysator
l6sungsmittelfrei umgesetzt (Abbildung 87). Bei allen Acylierungsreaktionen wurden, mit Ausnahme
des m-Hydroxybenzylamins (138), nahezu vollstindige Umsatze erzielt. Das Amin 138 ist im Gegensatz
zu den Methoxy- und Bromo-substituierten Benzylaminen 139 und 140 ein kristalliner Feststoff, der
sich nur zu einem gewissen Anteil im Malonester 9 16st. Eine Verldngerung der Reaktionszeit wiirde
hierbei zu einem héheren Umsatz fithren. Allerdings konnte bei der Acylierung des Hydroxyamins 138,
welche nicht in 16sungsmittelfreier Umgebung durchgefiihrt werden kann, neben der Bildung des
Produktes 141 auch die Bildung des entsprechenden Diamids 142 mit einem Umsatz von 17%
beobachtet werden. Da jeweils nur ein Teil des m-Hydroxybenzylamins (138) geldst in der Reaktions-
mischung vorliegt und das entstandene Amid 141 mit dem Malonester 9 gut mischbar ist, ist die Wahr-
scheinlichkeit einer zweiten Acylierung sehr grof3.

Die Bildung des entsprechenden Diamids konnte bei den Acylierungsreaktionen der Amine 134 bzw.
139 und 140 mit 9 bzw. 5% nachgewiesen werden. Die Anwesenheit eines elektronenziehenden Substi-
tuenten in meta-Position scheint demnach einen positiven Einfluss auf den Umsatz zu haben. Allein die

schlechte Loslichkeit des Hydroxyamins 138 ist fiir dessen sehr niedrigen Umsatz verantwortlich. Durch
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die Inhomogenitat der Mischung wird die Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes verhindert, was der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Acylierung ist.

9,1Aq.

0 0
R\@/\NHZ !m R\©/\EJ\/U\O/\ + RO/\EME/\@/R
80 °C

134 (R=H)
138 (R = OH)
139 (R = OMe)
140 (R = Br)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Umsatz [%] / Ausbeute [%]

45h
133 (R = H) 137 (R=H)
141 (R = OH) 142 (R = OH)
143 (R = OMe) 144 (R = OMe)
145 (R = Br) 146 (R = Br)

B Umsatz Amid ® Umsatz Diamid B Ausbeute Amid

95 95
91

84

81

134 138 139 140

Amin

Abbildung 87. Enzymatische Acylierung substituierter Benzylamine.

Durch Acylierungen des Benzylamins (134) sowie der substituierten Amine 139 und 140 unter den

bisher verwendeten Reaktionsbedingungen, jedoch in Abwesenheit der Lipase CAL-B, wurde auf eine

mogliche parallel ablaufende chemische Reaktion getestet (Abbildung 88). Dabei zeigte sich, dass mit

den substituierten Aminen 139 und 140 auch in Abwesenheit der Lipase Acylierungsreaktionen

stattfinden, da 7% bzw. 8% des entsprechenden Amids 143 und 145 nachgewiesen werden kdnnen. Die

Bildung des Diamids ldauft nur mit dem Methoxy-substituierten Amin 139 mit einem Umsatz von 2% ab.
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i 133 (R = H)
9,14q. 143 (R = OMe)

ohne CAL-B| 145 (R = Br)

R
NH, ———————— +
60 °C
45h 0 0
134 (R=H) R NJ\/U\N R
139 (R = OMe) H H
140 (R = Br)

137 (R=H)
144 (R=0Me)
146 (R = Br)
® Amid Diamid H Amid, enzymkatalysiert B Diamid, enzymkatalysiert
95 95
100
90
80
=, 60
£ 50
g 40
= 30
20 8
5
10 0 &
0 } }
134 139 138

Amin
Abbildung 88. Vergleich zwischen enzym- und unkatalysierter Acylierung von Benzylaminen.

Im Anschluss sollten die Bedingungen zur Diamidbildung ermittelt werden. Aufgrund der Inhomo-
genitdt der Reaktionsmischung wurde anstelle von 3-Hydroxybenzylamin (138) das Methoxy-substi-
tuierte Amin 139 sowie Malonsiurediethylester (9) in verschiedenen Aquivalenten eingesetzt
(Abbildung 89). Dabei ist ersichtlich, dass mit nur 0.6 Aquivalenten Malonester 9, also einem deutlichen
Uberschuss an Amin 143, bis zu 32% des Diamids 144 gebildet werden. Bei einem leichten Uberschuss
an Acyldonor 9 jedoch entstehen bei der Acylierung nur noch etwa 3% des Diamids. Die Neben-
reaktionen zum Diamid kénnen somit durch einen leichten Uberschuss an Acyldonor 9 unterdriickt

werden.
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H
9 (0.6 - 1.2 Aq.)
_0 CAL-B (40 mg/mmol)
NH, +
60 °C,4.5h
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Abbildung 89. Untersuchung der Diamidbildung am Beispiel von Amin 139.

Es wurden Versuche zur Prozessoptimierung der enzymatischen Acylierung substituierter Amine 138,
139 und 140 durchgefiihrt. Dabei wurde zum einen nach einem passenden organischen Lésungsmittel
fiir die Acylierung des Hydroxyamins 138 gesucht und zum anderen die Moglichkeit der Reduktion der
Reaktionstemperatur getestet (Tabelle 10). In der Literatur finden 1,4-Dioxan(236] sowie n-Heptan!33.34]
als Losungsmittel Anwendung. Bei der enzymatischen Acylierung von Bromamin 140 werden dabei
75% bzw. 76% Umsatz bei 60 °C Reaktionstemperatur erzielt (Eintrdage 1 und 2). In 16sungsmittelfreier
Umgebung jedoch konnten sehr gute 91% Umsatz zum Amid 145 erreicht werden. Einen dhnlich sehr
guten Umsatz von 93% konnte bei der Acylierung von Amin 140 erhalten werden. Dabei konnte die
Reaktionstemperatur von 80 °C auf 60 °C herabgesetzt werden, was aus 6konomischer Sicht von Vorteil
ist.

Aufgrund der geringen Loslichkeit des Hydroxyamins 138 im Malonester 9 ist es notwendig, die
Acylierung in organischem Losungsmittel durchzufiihren, um ein homogenes System zu gewahrleisten.
Es wurden Loésungsmittel unterschiedlicher Polaritdt mit logP-Werten zwischen -0.34 und 4.50 ver-
wendet. Der produktbezogene Umsatz wird aus dem Verhéltnis des Integrals des Produktes zu der
Summe der Integrale von Edukt, Produkt sowie eventuellen Zwischenprodukten ermittelt (vgl.
Gleichung 2, Kapitel 3.2.2.1). Dabei wurde mit dem polaren THF (logP = 0.46)[177] das beste Ergebnis mit
75% produktbezogenem Umsatz erhalten. Ebenfalls gute Ergebnisse von 51% bzw. 50% lieferten MTBE
(logP =0.94)177] bzw. der Acyldonor 9 (logP = 0.90)[263] selbst, wobei letzterer bei einer Reaktionstem-

83



84

4 Enantioselektive Racematspaltung von Aminen

peratur von nur 60 °C eingesetzt worden ist. Beide Varianten bieten Vorteile, denn das MTBE ist auf-
grund seines hohen Dampfdruckes einfach aus dem Reaktionsgemisch zu entfernen, wahrend Malon-
saurediethylester (9) nach Destillation einer weiteren Acylierungsreaktion zugefiihrt werden kénnte.
Eine weitere Besonderheit zeigt sich bei der Verwendung von Diethylether (logP = 0.89)[177] als L6sungs-
mittel, da das Herabsenken der Temperatur von 60°C auf Raumtemperatur mit gleichzeitiger Verlan-
gerung der Reaktionsdauer auf 24 Stunden den gleichen Umsatz von 30% liefert. Dieses steht in Einklang
mit Beobachtungen von DITRICH, der mit Methoxyacetat 6 als Acyldonor mit CAL-B in Diethylether bei
Raumtemperatur iiber 24 Stunden Reaktionszeit das entsprechende Amid enantiomerenrein mit voll-
stindigem Umsatz erzielen konnte.3% Dieses zeigt deutlich die hohe Aktivitit der CAL-B in einem

breiten Temperaturbereich.

Tabelle 10. Versuche zur Prozessoptimierung der enzymatischen Acylierung meta-substituierter
Benzylamine.
CAL-B 0 0
R NH, M (40 mg/mmol) - R N)J\)J\O/\
\©/\ o 07 Solvens \©/\H
T, t

002-1M 1Aq.

140 (R = Br) 9 145 (R =Br)

139 (R=OMe) 143 (R =0Me)

138 (R = OH) 141 (R = OH)

Eintrag Amin T [°C] t[h] Solvens logP Umsatz [%]

1 140 60 4.5 1,4-Dioxan -1.10 75
2 140 60 4.5 n-Heptan 450D 76
3 140 60 4.5 - - 91
4 139 60 4.5 - - 93
5 138 80 4.5 MTBE 0.941) 51
6 138 80 4.5 THF 0.46b 75
7 138 80 4.5 2-Me-THF 1.009 70
8 138 80 4.5 MeCN -0.349 43
9 138 80 4.5 i-PrOH 0.28b 22
10 138 60 4.5 n-Heptan 4.500) 45
11 138 60 4.5 EtOAc 0.73b 41
12 138 60 4.5 Malonester 9 (100 Aq.) 0.909 50
13 138 60 4.5 Etz0 0.89h) 30
149 138 RT 24 Et.0 0.891h) 30
15 138 RT 24 EtOH -0.24 2 5

Daten entnommen aus: a) LAANE et al.I175]; b) SANGSTER et al.[177]; ¢) Bestimmt durch Advanced Chemistry Development
(ACD/Labs) Software V11.02 [263]; d) Zugabe von 1.5 Aquivalente Malonsiurediethylester (9).
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4.3.4 Enzymatische Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4)

In der Literatur ist die enzymatische Racematspaltung von aliphatischen und aromatischen Aminen
durch unterschiedliche Acyldonoren in Anwesenheit von organischen Losungsmitteln bereits vielfach
beschrieben worden. Haufig finden dabei Acyldonoren wie langkettige Sduren sowie deren Ester
Anwendung, die allerdings sehr lange Reaktionszeiten fiir einen vollstindigen Umsatz bendtigen (vgl.
Kapitel 4.2.2).31] Weitere haufig verwendete Acyldonoren sind Essigester 5 oder Methoxyester wie 6
bzw. 111 (Abbildung 90).[3031] Zwar werden die dabei erhaltenen (R)-Amide mit sehr hohen Enantio-
mereniiberschiissen erhalten, allerdings liegen die Reaktionszeiten auch hierbei noch bei 15 bzw. 60
Stunden. Durch Einsatz eines Heteroatoms in (3-Position des Acyldonors kann die Reaktionsgeschwin-
digkeit erh6ht werden, wobei die besten Ergebnisse mit O-Substituenten erhalten werden.[31]

Die Racematspaltung racemischer Amine unter l6sungsmittelfreien Bedingungen findet erst seit Beginn
dieses Jahrhunderts Beachtung.[36.250-2521 Zu den ersten enantioselektiven lipasenkatalysierten Acylie-
rungen des Phenylethylamins rac-4 in Abwesenheit von organischen Lésungsmitteln zdhlen die Reak-
tionen mit Carbonsduren (119 oder 109)[250.252] oder Methoxyestern (6 oder 111)[3¢] als Acyldonoren.
Im Fall der Carbonsauren ist zur Gleichgewichtseinstellung ein verringerter Druck notwendig, wahrend
mit Methoxyestern bereits bei Raumtemperatur gearbeitet werden kann. Methoxyester sind durch das

Heteroatom in B-Position aktivierte Acyldonoren.

Y
0
R=CsH;s (119) HN™ "R
R = C11H23 (109) R +
Vakuum ©/\
55°C
NH; R=C;H;s ((R)-120-a) (5)-4
CAL-B R= C11H23 ((R]-120-b)
rac-4 )(L/
B 0 NH,
RT WS
0
. (R)-8 (5)-4
R =iPr (6)
R=Et (111)

Abbildung 90. Enzymatische Racematspaltung von rac-4 mit unterschiedlichen Acyldonoren in
Abwesenheit von organischen Losungsmitteln. [36.250]

Der in dieser Arbeitsgruppe bereits erfolgreich etablierte Acyldonor Malonsaurediethylester (9) soll
unter l6sungsmittelfreien Bedingungen als Standard-Acyldonor dienen.[33-35] Ausgehend von den voran-
gegangen Arbeiten sollte sie l6sungsmittelfrei Acylierung von rac-4 weiter optimiert und in Hinblick auf
weitere mogliche Acyldonoren untersucht werden, Der Weiteren sollen weitere mégliche Lipasen auf
ihre Fahigkeit zur solvenzfreien Acylierung von rac-4 getestet und die Kinetiken dieser Reaktionen

gepriift werden.
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4.3.4.1 Prozessoptimierung

43.4.1.1 Einfluss der Temperatur und Reaktionszeit

Zunachst sollte der Einfluss der Temperatur bei einer Reaktionsdauer von 4.5 Stunden in Hinblick auf
Umsatz und Enantioselektivitdt untersucht werden (Abbildung 91). Zu Beginn wurde die zuvor in der
Arbeitsgruppel33! etablierte Syntheseroute zur Racematspaltung des 1-Phenylethylamins (rac-4) mit
Malonester 9 in MTBE als organisches Losungsmittel zum Vergleich mit spateren Reaktionen durch-
gefiihrt. Dabei wurde bei 80 °C Reaktionstemperatur das Amid (R)-10 mit einem Umsatz von 42% und
92% ee erhalten, was einer Enantioselektivitit von 48 entspricht und mit dem Literaturwert[33! iiber-
einstimmt. Dieselbe Reaktion wurde im Anschluss in Abwesenheit von organischen Ldsungsmittel
durchgefiihrt, wobei 46% Umsatz zum Amid (R)-10 mit 96% ee (E > 100) erzielt werden konnten. Auch
diese Werte passen zu den in der Arbeitsgruppe erhaltenen Ergebnissen.[35] Selbst eine Verringerung
der Reaktionstemperatur auf 0 °C lieferte das Amid (R)-10 enantiomerenrein mit 24% Umsatz, was
einer sehr guten Enantioselektivitat von >100 entspricht.. Die CAL-B arbeitet folglich in einem breiten

Temperaturbereich hoch selektiv.

0O O
NH, o o CAL-B HN)J\/U\O/\ NH,
(40 mg/mmol) H
+
+ /\O)J\/U\O/\ 0-80°C,45h ©/\
rac-4 9,1 Aq. (R)-10 (5)-4
EUmsatz | ®ee(R)-10
100 92 90

X 9
= 80
i
- 70
= 60 16
g 50 42 42 41
\
g 40 T
= 30
N
= 20
[%2]
£ 10
= 0 | : : : : : :

80 °C, MTBE, 80°C 60 °C 40°C 20°C 0°C

125 mM

Reaktionsbedingungen

Abbildung 91.  Einfluss der Reaktionstemperatur bei der Racematspaltung von rac-4.

Infolge dieser Ergebnisse aus Abbildung 91 wurde die Reaktionen bei 60 °C und 40 °C, als Kompromiss
zwischen hohen Umsatz und hohem Enantiomerentiberschuss, in Hinblick auf Verlangerung der Reak-
tionsdauer untersucht. Dabei sind die bereits durchgefiihrten Racematspaltungen bei 4.5 Stunden zum

Vergleich im Diagramm aufgetragen (Abbildung 92). Eine Verldngerung der Reaktionszeit auf acht
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Stunden bei 60 °C Temperatur lieferte eine leichte Erhéhung des Umsatzes, jedoch wurde ein etwas
verringerter ee-Wert von 89% (E = 39) beobachtet. Bei 24 Stunden Reaktionszeit konnte das Amid
(R)-10 nahezu enantiomerenrein mit 50% Umsatz erhalten werden. Dieses entspricht einer sehr guten
Enantioselektivitit von >100. Ahnliche Ergebnisse wurden im Fall der Racematspaltungen bei 40 °C
erzielt. Wahrend das Amid (R)-10 nach 4.5 Stunden Reaktionszeit mit 45% Umsatz und 95% ee erhalten
wurden, konnte bei sechs Stunden Reaktionsdauer keine Umsatzsteigerung und ein etwas geringerer
ee-Wert des Amids (R)-10 von 85% (E = 27) erreicht werden. Dieser relativ niedrige Enantiomeren-
iiberschuss ist ungewohnlich, da in der Literatur bereits die enantiomerenreine Synthese unterschied-
licher Amide bei Raumtemperatur und 24 Stunden Reaktionszeit beschrieben worden ist.301 Fehler
wahrend der Reaktionsfithrung sowie bei der Auswertung der HPLC-Chromatogramme kénnen ausge-

schlossen werden.

Racematspaltung 60 °C Racematspaltung 40 °C
= Umsatz ee (R)-10 = Umsatz ee (R)-10
97

—_ 94 95

.°\:. 100 89 'o\g‘ 100 85

e 90 ';' 90

— 80 = 80

= . :

N 46 o 60 46

(5] 42 ) 45

~ 50 — 50

.°\:. 40 § 40

N 30 = 30

S 20 T 20

£ 10 g 10

=)

0 t : t { = 0t f i
4.5 8 24 4.5 6
Reaktionszeit [h] Reaktionszeit [h]

Abbildung 92.  Einfluss der Reaktionszeit bei der Racematspaltung von rac-4 bei 60 °C (links) und
40 °C (rechts).

Um parallel ablaufende chemische Acylierungsreaktionen von rac-4 mit Malonsaurediethylester (9)
ausschliefden zu konnen wurden Acylierungen in Abwesenheit von CAL-B als Biokatalysator bei unter-
schiedlichen Temperaturen durchgefiihrt. Dabei wurde in allen Fallen eine chemische Acylierung
ausgeschlossen, da mittels tH-NMR-Spektroskopie hierbei keine Produktbildung beobachtet werden
konnte. Die mit fortschreitender Reaktionszeit sinkender ee-Wert bei 40 °C kann demzufolge nicht mit
chemisch ablaufenden Parallelreaktionen begriindet werden.

Die enzymatische Racematspaltung von rac-4 mit dem Malonester 9 kann in einem sehr breiten Tempe-
raturbereich von 0 - 80 °C mit sehr guten Enantiomereniiberschiissen und folglich auch sehr guten
Selektivitaten durchgefiihrt werden. Dabei wird der Umsatz in Abwesenheit eines organischen Losungs-
mittels leicht gesteigert. Da milde Reaktionsbedingungen sowohl aus 6konomischer Sicht als auch in
Hinblick auf Enzymstabilitat vorteilhaft sind, wurden 60 °C Reaktionstemperatur und 4.5 Stunden als
Standard-Bedingungen gewadhlt. Alle weiteren losungsmittelfreien Racematspaltungen von rac-4

wurden im Folgenden unter diesen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt.
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4.3.4.1.2 Vergleich mit bestehenden industriellen Prozessen

Nachdem die optimale Reaktionstemperatur auf 60 °C und die Reaktionsdauer auf 4.5 Stunden festgelegt
worden sind, wurde die 16sungsmittelfreie enzymatische Racematspaltung des Amins rac-4 mit Malon-
ester 9 als Acyldonor mit bestehenden industriellen Prozessen verglichen (Tabelle 11, Eintrag 1). Nach
einer Patentanmeldung von BASF SE wird ein aromatisches racemisches Amin mit Methoxyester 111
(1.5 Aq.) und 2 mg/mmol CAL-B bei 20 °C umgesetzt und das entsprechende Amid (R)-8 mit hoher
Enantiomerenreinheit erhalten.l2641 Die Ubertragung dieser Vorschrift auf die Racematspaltung mit
Malonsaurediethylester (9) als Acyldonor lieferte jedoch nur 25% Umsatz mit 95% ee (Eintrag 2). Der
bestimmte gute E-Wert von 53 liegt jedoch deutlich unter den unter Standard-Bedingungen erhaltenen
Wert. Der Unterschied in den Enantioselektivitdten von >100 und 53 kann mit der geringeren ver-
wendeten Enzymmenge sowie niedrigeren Reaktionstemperatur und die dadurch etwas geringere
Aktivitat der Lipase begriindet werden. Des Weiteren ist der Methoxyester 104 als Acyldonor starker
aktiviert als das Malonat 9. Durch Verldngerung der Reaktionszeit kdnnte auch in diesem Fall ein voll-

standiger Umsatz und dadurch eine hohere Enantioselektivitat erreicht werden.

Tabelle 11. Vergleich mit bestehenden industriellen Prozessen.
0
NH, 0 CAL-B HN)K/ R NH,
(2 - 40 mg/mmol) :
+
+ /\O)J\/R RT - 60°C ©/\
45-24h
rac-4 9 (R=COOEt) (R)-10 (R = COOEt) (S)-4
111 (R = OMe) (R)-8 (R=0Me)
. Ester CAL-B Temperatur Umsatz eep ees
Eintrag -- Solvens
(Aq)) [mg/mmol] [°C] [%]  [%] [%]®
109 9(1) 40 - 60 42 96 70 >100
24 92(1) 2 - 20 25 95 n.b. 53
34 9 (1.5) 10 Et20 20 48 95 88 >100
44 111 (1.5) 10 Et20 20 52 95 99 >100

a) Bestimmt mittels ,Enantioselectivity” [2°8]; b) Darstellung dieses Versuches erfolgte bereits in Abbildung 91 und ist hier zum
Vergleich aufgefiihrt; c) Reaktionszeit: 4.5 h; d) Reaktionszeit: 24 h; n.b. = nicht bestimmt.

DITRICH et al. setzten rac-4 mit Methoxyessigsdurepropylester (6) bei Raumtemperatur in Diethylether
um, wobei 10 mg/mmol CAL-B verwendet wurden.i3%] Dabei wird das entsprechende Amid nach
24 Stunden Reaktionszeit mit 46% Umsatz enantiomerenrein (E >100) erhalten. Bei der Reproduktion
dieser Reaktion mit dem Acyldonor 104 konnten 52% Umsatz zum Amid (R)-8 sowie sehr gute 95% ee
(E >100) erreicht werden (Eintrag 4). Durch Ersatz des Acyldonors 111 durch den Malonester 9 wurde
unter den gleichen Bedingungen ebenfalls ein sehr guter Umsatz von 48% erzielt (Eintrag 3). Der
Enantiomereniiberschuss wurde fiir das Amid (R)-10 auf 95% ee bestimmt, was ebenfalls einer Enan-
tioselektivitat von >100 entspricht. Zwar wird nach dieser Vorschrift nur ein Viertel der in dieser Arbeit

eingesetzten Enzymmenge von 40 mg/mmol bei Raumtemperatur verwendet, allerdings ist der Einsatz
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von Diethylether als Losungsmittel notwendig. Des Weiteren wird fiir einen vollstandigen Umsatz zum
(R)-Amid eine Reaktionszeit von 24 Stunden bendtigt, was aus 6konomischer Sicht unvorteilhaft ist.

Bei der Racematspaltung von rac-4 unter den in dieser Arbeit gewahlten 16sungsmittelfreien Reaktions-
bedingungen mit dem Malonester 9 als Acyldonor konnte eine sehr gute Enantioselektivitit von >100
erreicht werden, die in derselben Grofienordnung der bestehenden industriellen Prozesse liegt. Durch
Up-Scaling zu grofieren Mafdstiben konnte die Aufarbeitung dann mittels Destillation erfolgen, sodass
kein organisches Losungsmittel fiir extraktive Aufarbeitung mehr benotigt wiirde. Der im Rahmen
dieser Arbeit gewidhlte Syntheseweg stellt folglich eine sehr gute Alternative zu den bestehenden

industriellen Prozessen dar.

4.3.5 Enzymrecycling

Im Rahmen eines Enzymrecyclings wurde die Aktivitit und die Stabilitit der CAL-B aus Candida
antarctica getestet werden. Durch Filtration, Waschen und Trocknen war die Riickgewinnung der Lipase
im Anschluss an eine Reaktion sehr einfach in der Handhabung. Der Verlust der CAL-B bei der Reinigung
sowie durch mechanische Belastung wihrend des Reaktionsablaufs wurde durch einen entsprechend
grofderen Reaktionsaufbau gering gehalten. In vorhergehenden Versuchen von SiMON konnte bei
starkem mechanischen Riithren ein starker Enzymabrieb beobachtet werden, der durch Rithren mit
<200 rpm verringert werden konnte.[331 Das Enzymrecycling wurde unter Standardbedingungen durch-
gefiihrt, indem das racemische Amin rac-4 zusammen mit dem Malonester 9 und die CAL-B bei 60 °C
geriihrt wird (Abbildung 93).

Die Auswertung der Ergebnisse deutet auf eine starke Abnahme der Aktivitdt und auch der Stabilitat der
CAL-B wahrend der Zyklisierungsversuche durch Inaktivierung hin. So konnte schon im zweiten Zyklus
des Recyclings nur noch 30% Umsatz anstelle der 43% des ersten Zyklus erreicht werden. In den
folgenden Zyklen (Zyklus 3 und 4) sank der Umsatz weiter auf 25% bzw. 20% Umsatz. Im fiinften Zyklus
konnten 24% Umsatz nur durch Verldngerung der Reaktionszeit auf iiber sechs Stunden erzielt werden.
Auch wenn ein stetiger Abfall in der Aktivitdt der CAL-B zu erkennen ist, bleibt die Stereoselektivitat
konstant hoch. In allen Fallen, mit Ausnahme des zweiten Zyklus (81% ee), konnten gute Enantiomeren-
tiberschiisse von >88% und somit E-Werte von >13 erreicht werden.

In der Literatur sowie in einer Doktorarbeit dieses Arbeitskreises sind erfolgreiche Recyclingprozesse
der CAL-B bei der Racematspaltung von Aminen in Anwesenheit von Losungsmitteln sowie in l6sungs-
mittelfreier Umgebung beschrieben worden.333¢ Dabei wurden gleichbleibend hohe Umséatze mit sehr
guten ee-Werten fiir die ersten Zyklen erhalten, bevor ein leichter Riickgang der Umsétze zu beobachten
war. Die rapide sinkenden Umsatze in der Recycling-Versuchsreihe im Rahmen dieser Arbeit in 16sungs-
mittelfreiem Milieu deuten auf eine verringerte Aktivitit der CAL-B hin. In der Tat wurde dieses
Phanomen auch von der Arbeitsgruppe um KANERVA bei der 16sungsmittelfreien Racematspaltung von
rac-4 mit Methoxyester 6 beobachtet.[36] Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Lipase bei mehr-

facher Anwendung bei hoheren Temperaturen teilweise von Tragermaterial abgeldst wird.[33!
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Abbildung 93. Enzymrecycling am Beispiel der Racematspaltung von rac-4 mit Malonester 9.

Die CAL-B kann somit zwar durch Immobilisierung stabilisiert werden, allerdings eignet sich diese
Lipase nicht fiir Recyclingreaktionen unter den in dieser Arbeit gewahlten 16sungsmittelfreien Standard-
bedingungen, da mit jedem Zyklus ein betrachtlicher Verlust an Umsatz einhergeht. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass nur der Verlust der Aktivitat die Moglichkeit des Recyclings beeintrachtigt, da die

Enantiomerentiberschiisse stets >81% betrugen.

4.3.6 Verwendung von alternativen Lipasen

4.3.6.1 Lipasen-Screening

Obwohl die CAL-B die am héufigsten verwendete Lipase ist und auch bereits grofstechnisch Anwendung
findet,[27-29] sind auch andere Prozesse bekannt, die alternative Lipasen benutzen. Als Beispiel sei hier
die Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit Methoxyessigsauresetern wie 111 von BASF
SE genannt, in der die Lipase aus Burkholderia plantarii erfolgreich eingesetzt wird.l22%] In dieser Arbeit
sollten somit alle in der Arbeitsgruppe vorhandenen Lipasen auf ihre Fahigkeit untersucht werden, die
entsprechenden Acylierungsreaktionen zu katalysieren. Als einfachstes Substrat wurde zunichst
Benzylamin (134) eingesetzt, das kein Stereozentrum besitzt und somit zu einem vollstindigen Umsatz
zum Amid 133 fithren sollte (Abbildung 94). In allen Screening-Ansatzen wurde MTBE als Losungsmittel
verwendet, da das Hydoxy-Amin 138 als feste Komponente zu einer inhomogenen Mischung fithren

wiirde. Neben der immobilisierten CAL-B aus Candida antarctica (Novozym 435) lieferten die immo-
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bilisierte und lyophilisierte Lipasen CAL-B (beide von c-LECTA) einen nahezu vollstandigen Umsatz zum
Amid 133 (89% bzw. 94%). Weitere Lipasen fithrten zu niedrigen Umsatzen im Bereich von 15 - 22%.
Beachtlich ist hierbei, dass die Lipasen L 5, GC 4, R 10, AY 30 sowie CE 5 und D 20 (alle von AMANO) alle
ungewohnlich hohe Umsitze zum Diamid 137 zeigten. Dieses kann als Indiz fiir eine sehr langsame
Acylierungsreaktion gesehen werden, in der die zweite Acylierung mit grofierer Wahrscheinlichkeit
ablauft als die gewiinschte einfache Reaktion zum Amid 133. Eventuell spielt die durch den ersten
Acylierungsschritt schon entstandene Ndhe des Amids 133 zur aktiven Seite der Lipase eine wichtige

Rolle dabei.

0 0
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0 o0 40 | NMO/\
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¥ /\OMO/\ 60°C, 3 h

134 9 133
1 Ag.
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PS immob. auf Toyonite-200-P (AMANO)
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D ,AMANO“ 20

AK ,AMANO“

AYS ,AMANO“

PS ,, AMANO“ SD

CAL-B immobilisiert (c-LEcTA)
CAL-B lyophilisiert (c-LEcTA)
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Umsatz [%]

Abbildung 94. Lipasen-Screening mit Benzylamin (134) als Substrat.
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Die oben genannten Lipasen wurden im Anschluss in der Acylierung des Hydroxy-Amins 138 eingesetzt
(Abbildung 95). Unter den hier verwendeten Reaktionsbedingungen konnten mit der CAL-B (Novozym
435) nur maximal 52% Umsatz erreicht werden. Weiterhin lieferten die immobilisierten Lipasen PS
(AMANO) und die CAL-B (c-LEcTA) moderate Umséatze von 47% bzw. 44%. Mit der lyophilisierten Lipase
von C-LEcTA konnten noch 18% Umsatz zum Hydroxy-Amid 141 erzielt werden. Auffallig ist, dass bei
der Verwendung der Lipase PS, die auf dem keramischen Trager Toyonite-200-P immobilisiert ist, kein

Diamid 142 als Nebenprodukt gebildet worden ist.

0 0
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HO NH, 0 0 (40 mg/mmol) \©/\5Mo/\
+ .
/\OMO/\ 60 OC, 3h

MTBE

138 9 141
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I
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D, AMANO“ 20
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CAL-B immobilisiert (C-LECTA) [ s
CAL-B Iyophilisiert (c-LEcTA) |[frms
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Abbildung 95. Lipasen-Screening mit Hydroxy-Amin 138 als Substrat.

Dieselben Lipasen wurden schliefilich fiir die Acylierung des racemischen 1-Phenylethylamins (rac-4)
verwendet (Abbildung 96). Nur die CAL-B (Novozym 435) sowie die immobilisierte Lipase von c-LEcTA
(46% bzw. 45%) zeigten einen sehr guten Umsatz. Mit der lyophilisierten Lipase von c-LECTA konnte
noch ein Umsatz von 12% erzielt werden. Alle weiteren Lipasen zeigten keine Aktivitat in Hinblick auf
die Acylierung des racemischen Amins rac-4. Die Bildung des entsprechenden Diamids wurde nicht

beobachtet.
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Abbildung 96. Lipasen-Screening mit 1-Phenylethylamin (rac-4) als Substrat.

In einem breit angelegten Lipasen-Screening wurden alle vorratigen Enzyme an der gewiinschten
Acylierungsreaktion getestet. Die Lipase B aus Candida antarctica erwies sich als das einzige aktive
Enzym bei der Racematspaltung des Amins rac-4. Dabei wurden die besten Ergebnisse mit den auf
unterschiedliche Trager immobilisierte Lipasen erhalten. Die Enzymaktivitidten der beiden Lipasen von

c-LEcTA wurden im Folgenden direkt mit der von CAL-B (Novozym 435) verglichen.

4.3.6.2 Verwendung der Lipasen von c-LEcTA als Biokatalysatoren

Mit den beiden Lipasen aus Candida antarctica der Firma c-LECTA, insbesondere die auf einen
Metacrylat-Trager immobilisierte Lipase, konnten sehr gute bzw. maflige Umsatze erzielt werden (vergl.
Abschnitt 4.3.6.1). Zunachst wurden die Enzymaktivitidten dieser beiden Lipasen mit denen der CAL-B
(Novozym 435) verglichen. Dabei wurde mit Essigester 5 gesattigter KPi-Puffer zusammen mit der
jeweiligen Lipase bei Raumtemperatur an einer Titrationsapparatur umgesetzt. Die bei der Spaltung
entstandene Essigsaure wurde mit NaOH gegentitriert und das erhaltene Volumen der Lauge zur
Berechnung der relativen Aktivitdt der Lipase eingesetzt. Die Aktivitidt der CAL-B (0.855 U/mg) wurde
dabei gleich 100% gesetzt (Tabelle 12). Im Vergleich dazu konnte bei der immobilisierten Lipase von

C-LEcTA, mit der im Rahmen des Lipasen-Screenings (Abschnitt 4.3.6.1) ein Umsatz von 45% bei der
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Acylierung von rac-4 erhalten wurde, nur eine relative Aktivitat von nur 68% nachgewiesen werden.
Von der lyophilisierte Lipase von c-LECTA wurde nur 1/20 der Enzymmenge eingesetzt. Die dabei
ermittelte relative Aktivitit dieser Lipase betrug 2000%. Aufgrund des niedrigen Umsatzes im Rahmen

des Lipasen-Screenings ist dieses Ergebnis tiberraschend.

Tabelle 12. Enzymkatalysierte Spaltung des Essigesters 5 mit unterschiedlichen Lipasen bei 20 °C.

0 ; 0
Lipase
PPN M+ Eron
0 KP;-Puffer (10 mM, pH 7) OH
RT
5
] . Enzym Steigung Aktivitit Rel. Aktivitit
Eintrag Lipase
[mg/mmol] [mL/sec] [U/mg] [%]

1 Novozym 435 20 0.0057 0.855 100
2 c-LEctA immobilisiert 20 0.0039 0.585 68
3 c-LEcTa lyophilisiert 1 0.0057 17.100 2000

Die enzymatische Spaltung des Essigesters 5 durch die CAL-B (Novozym 435) sowie die immobilisierte
und lyophilisierte Lipasen von c-LEcTA wurden im Anschluss bei 60 °C an der Titrationsapparatur
durchgefiihrt (Tabelle 13). Dabei wurde erneut die Aktivitit der CAL-B (Novozym 435) gleich 100%
gesetzt. Die mittels immobilisierter Lipase (c-LEcTA) erhaltene relative Aktivitit gleicht mit 69% den

Werten in Tabelle 12 (Eintrag 2).

Tabelle 13. Enzymkatalysierte Spaltung des Essigesters 5 mit unterschiedlichen Lipasen bei 60 °C.

0 Lipase 0
PPN - J_+ Eon
0 KP;-Puffer (10 mM, pH 7) OH
60 °C
5
. . Enzym Aktivitit Rel. Aktivitat
Eintrag Lipase
[mg/mmol] [U/mg] [%]

1 Novozym 435 20 3.180 100
2 c-LEcTA immobilisiert 20 2.190 69
3 c-LEcTaA lyophilisiert 1 31.800 1000

Bei der lyophilisierten CAL-B von c-LECTA konnte eine relative Aktivitit von 1000% nachgewiesen
werden. Dieses entspricht der Halfte des Wertes bei einer Temperatur von 20 °C und lasst darauf
schliefRen, dass die nicht-immobilisierte CAL-B bei hoheren Temperaturen an Stabilitit einbiifit. Die
erhohte Stabilitat vieler Enzyme durch Immobilisierung ist in der Literatur oftmals beschrieben.[!3] Auch
in den Produktinformationsbléttern der Firma c-LEcTA wird der immobilisierten CAL-B eine hohere

Thermostabilitit zugewiesen.[265]
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Da die beiden Lipasen von c-LECTA hohe bzw. sehr hohe Aktivitidten in Hinblick auf die enzymatische
Esterspaltung aufweisen, sollte im Folgenden die enzymatische Racematspaltung von rac-4 unter
Standardbedingungen untersucht werden. Die jeweilige Enzymmenge wurde dafiir entsprechend an die
ermittelte relative Aktivitat angepasst.

Die Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit der immobilisierten CAL-B von ¢-LECTA wurde zum
einen losungsmittelfrei und zum anderen in Anwesenheit von MTBE als Losungsmittel durchgefiihrt
(Tabelle 14). Zwar fiihrten dabei beide Acylierungsreaktionen zu einem vollstdndigen Umsatz, aller-
dings konnte nur in Abwesenheit von Losungsmitteln (Eintrag 1) sehr gute ee-Werte von 96% (E = 194)
erreicht werden. Im Gegensatz dazu wurden in Anwesenheit von MTBE nur 84% ee und ein guter E-Wert
von 29 erzielt (Eintrag 2). Die immobilisierte Lipase von C-LECTA stellt somit ein weiteres wichtiges

Werkzeug zur Darstellung enantiomerenreiner Amine in l16sungsmittelfreier Umgebung dar.

Tabelle 14. Enzymatisch Racematspaltung von rac-4 mittels immobilisierter CAL-B von c-LEcCTA.

0 0
NH; CAL-B immobilisiert J\/U\ N
0 0 ) HN 0
(c-LEcTA) -
+ N
rac-4 9 (R)-10

Eintrag MTBE [mL] Umsatz [%] eep [%] ees [%] E
1 0 52 96 96 194
2 0.5 49 84 81 29

a) berechnet mit , Enantioselectivity* [258].

Parallel zu der enzymatischen Racematspaltung von rac-4 mittels immobilisierter CAL-B von c-LEcTA
wurde die Trennung der Enantiomere mithilfe der lyophilisierten CAL-B, ebenfalls von c-LEcTA, unter-
sucht. Auch in diesem Fall wurde die Enzymmenge an die ermittelte relative Aktivitat angepasst.

Die Racematspaltung von rac-4 durch die lyophilisierte CAL-B wurde zundchst unter Standard-
bedingungen in Abwesenheit von Losungsmitteln durchgefiihrt (Tabelle 15, Eintrag 1). Dabei wurde nur
ein geringer Umsatz von 9% erzielt, jedoch mit einem guten Enantiomerentiberschuss von 81% (E = 1).
Mit der fiinffachen Enzymmenge konnte sowohl der Umsatz auf 26% als auch der ee-Wert auf 91%
gesteigert werden. Dieses entspricht einer exzellenten Enantioselektivitit von 29. Eine Verldngerung
der Reaktionszeit auf 24 Stunden mit 4 mg/mmol CAL-B lieferte nur einen etwas héheren Umsatz von
19%, jedoch war hierbei der Enantiomereniiberschuss mit 74% (E = 8) nicht zufriedenstellend
(Eintrag 3). Eventuell hat in diesem Fall bei der langen Reaktionsdauer eine parallel chemische
Acylierung stattgefunden, sodass der ee-Wert dadurch sinkt. Interessanterweise wurde bei einer Reak-
tionstemperatur von 20 °C bei 24 Stunden Reaktionsdauer nahezu das identische Ergebnis der Reaktion
unter Standardbedingungen erhalten. Auch die Durchfiihrung der Racematspaltung in Anwesenheit von
MTBE als Losungsmittel lieferte nur 7% Umsatz mit 87% ee (Eintrag 5). Die Zugabe von Wasser zu der
ansonsten losungsmittelfreien Synthese fiihrte nur zu einem Umsatz von 6%. Auf eine Bestimmung des

Enantiomereniiberschusses ist in diesem Fall aufgrund des niedrigen Umsatzes verzichtet worden.
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Tabelle 15. Enzymkatalysierte Racematspaltung von rac-4 mittels lyophilisierter CAL-B von c-LECTA.

NH
lyophilisiert =

rac-4 9 (R)-10

Eintrag [mg/Arh-rlrglol] T [°C] t[h] Umsatz [%] ee [%] E
1 4 60 4.5 9 81 10
2 20 60 4.5 26 91 29
3 4 60 24 19 74 8
4 4 20 24 6 80 10
53 4 60 4.5 7 87 2
6 4 60 45 6 n.b. n.b.

a) Zugabe von 0.5 mL MTBE; b) Zugabe von 10 pL dest. Wasser; n.b. = nicht bestimmt.

Insgesamt ist festzustellen, dass die enzymatische Racematspaltung des Amins rac-4 unter 16sungs-
mittelfreien Bedingungen trotz der sehr hohen relativen Aktivitat der lyophilisierten CAL-B im Vergleich
zu den beiden immobilisierten Lipasen (Novozym 435 und die CAL-B von c-LEcTA) nicht zu zufrieden-
stellenden Ergebnissen fiihrt. Allein die Erhohung der Enzymmenge um das Fiinffache (20 mg/mmol
anstelle von 4 mg/mmol unter Standardbedingungen) lieferte einen mafdigen Umsatz mit hoher Enan-
tiomerenreinheit und Enantioselektivitit von 29 (Eintrag 2). Die Verwendung einer hohen Enzymmenge
ist demnach sinnvoll, um Nebenreaktionen zum Diamid zu unterdriicken. Aus 6konomischer Sicht ist

diese Art der Reaktionsfiihrung jedoch nicht ratsam.

4.3.7 Variation der Acyldonoren

Bei der Racematspaltung von Aminen ist die Wahl des Acyldonors von grofier Bedeutung. Hochreaktive
Acyldonoren, wie beispielsweise Enolester, konnen Carbonyl-Verbindungen freisetzen, die dann
wiederum mit der Aminfunktion zu einem Imin reagieren konnten.311 Aufgrund der hohen Nucleophilie
des Amins fiihren diese spontanen, nicht-enzymatischen Acylierungsreaktionen somit zu einer verrin-
gerten Enantioselektivitit. Sehr gute Ergebnisse wurden in der Literatur mit Acyldonoren erhalten, die
in B-Position ein Heteroatom, meistens Sauerstoff, tragen, wie Methoxyessigsaureethyl- oder —propyl-
ester (111 bzw. 6, Abbildung 4). Die Anwesenheit eines Heteroatoms hat eine erhohte Aktivitat des
Carbonyl-Kohlenstoffs zur Folge.[229] In der Arbeit von SIMON wurde schlief3lich Malonsdurediethylester
(9) als sehr effizienter Acyldonor gefunden.3334 Aufgrund des sehr breiten Substratspektrums der
CAL-B kann eine Vielzahl an Acyldonoren verwendet werden. Eine Auswahl an Acyldonoren wurde bei
der enzymatischen Racematspaltung von Amin rac-4 unter l16sungsmittelfreien Bedingungen eingesetzt
und die Ergebnisse der Acylierung miteinander und mit Malonsdurediethylester (9) als Standard-Acyl-

donor verglichen. Bei den untersuchten Acyldonoren handelt es sich um Phenoxyessigsaureethylester
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(122), Phenylessigsdureethylester (147), Methoxyessigsdureethylester (111), Cyanessigsdureethyl-
ester (124) und Essigsdurevinylester (125). Die ausgewahlten Acyldonoren sind in Abbildung 97 dar-

gestellt.
. 1
2 NH,
Q CAL-B HY R
+ _R' _— ~ +
R)J\O ©/\
rac-4 Acyldonor (R)-Amid rac-4
Acyldonoren
0O O I
0]
)J\)J\ /\O)K/O )J\Q
-0 0 0
9 122 147
0 0] N (0]
~
/\O)J\/ 0 /\0)]\// /\O)K
111 124 125
Abbildung 97. Alternative Acyldonoren.
4.3.7.1 Vergleich der Acyldonoren unter Standard-Reaktionsbedingungen

Bei der enzymatischen Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4) unter Standard-Reaktions-
bedingungen bei 60 °C Reaktionstemperatur sollten die Aktivitaten der Acyldonoren aus Abschnitt 4.3.5
untereinander verglichen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 98 graphisch dargestellt. Es ist
ersichtlich, dass bei der Acylierung des Amins rac-4 bereits nach 4.5 Stunden Reaktionszeit mit dem
Standard-Acyldonor Malonsaurediethylester (9) 46% Umsatz sowie sehr gute 98% ee erhalten wurden.
Dieses entspricht einemexzellenten E-Wert von >200.

Der Acyldonor Phenoxyessigester 122 lieferte 51% Umsatz mit 65% ee (E = 9). Eine Verringerung der
Reaktionstemperatur von 60 °C auf 40 °C lieferte ein dhnliches Ergebnis, da 49% Umsatz zum Amid
(R)-121 sowie 67% ee (E = 10) erreicht worden sind. Trotz der guten Umsatze sind diese Werte fiir eine
effiziente Racematspaltung nicht ausreichend.

Der Cyanoester 124 wurde in der Literatur bereits als Acyldonor fiir die Synthese von Zytostatica
beschrieben, jedoch nur mittels Chemokatalyse.[266] Bei der enzymatisch katalysierten Acylierung liefert
der Acyldonor 124 einen guten Umsatz von 45%. Allerdings kénnen dabei nur 10% ee beobachtet
werden, demnach ist eine Racematspaltung auch mit diesem Donor nicht erfolgreich. Mit Methoxyessig-
ester 111 konnten nach 4.5 Stunden Reaktionszeit zwar nur méafdige 25% Umsatz zum Amid (R)-8 erzielt
werden, jedoch lag der Enantiomereniiberschuss erfreulicherweise bei 92%. Dieses entspricht einer
sehr guten Enantioselektivitat von 33. Allgemein werden mit Methoxyessigestern bei der Acylierung von

Aminen in der Literatur vollstindige Umséatze erhalten.[30] So setzten DITRICH et al. das Amin rac-4 mit

97



98

4 Enantioselektive Racematspaltung von Aminen

Methoxyessigsdurepropylester (6) mit 46% Umsatz zum Amid (R)-8 enantiomerenrein (E >100) um.
Diese Enantioselektivititen konnen im Rahmen dieser Arbeit und auch bei vorherigen Acetylierungs-
reaktionen in organischem Losungsmittel innerhalb der Arbeitsgruppe3334 nicht mehr erreicht werden.
Der Grund dafiir kann unter anderem in der Viskositét des Idsungsmittelfreien Systems und des dadurch
verminderten Transportprozesses innerhalb der Reaktionsmischung liegen. Es sollte im Anschluss

liberpriift werden, inwiefern eine Verldngerung der Reaktionszeit eine Steigerung des Umsatzes zur

Folge hat.
0
NH; CAL-B Iq Nia
)(])\ (40 mg/mmol) N:H R
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R™ o 60°C, 4.5h ©/\
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Abbildung 98. Vergleich der alternativen Acyldonoren unter Standard-Reaktionsbedingungen.

Enttduschende Ergebnisse lieferten die Racematspaltungen von rac-4 mit Phenylessigester 147 sowie
Vinylester 125. Mit dem Acyldonor 147 konnten nur 15% Umsatz zum Amid (R)-126 beobachtet
werden. Dieses kann mit dem fehlenden Heteroatom in -Position und die dadurch bedingte geringere
Aktivitat des Esters 147 begriindet werden.[31] Vermutlich wirkt sich die Kettenldnge des Donors 147
negativ auf die Selektivitit des Enzyms aus. Der ee-Wert dieser Acylierungsreaktion betrigt fiir das
Amid (R)-126 53% mit einer inakzeptablen Enantioselektivitiat von 4. Der Acyldonor 147 im demnach
ungeeignet fiir eine enzymatische Acylierung des Amins rac-4. Die Acylierung mit dem Vinylester 125

liefert bei ebenfalls nur 16% Umsatz zum Amid (R)-7 jedoch nur 10% ee.
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Unter den gewahlten Standard-Reaktionsbedingungen konnte folglich mit Malonsaurediethylester (9)
als Acyldonor der beste Umsatz und die hochste Enantiomerenreinheit von 96% erzielt werden. Im
Anschluss an diese Versuchsreihe wurden die Acylierungsreaktionen mit Phenoxy- oder Vinylessigester

(122 bzw. 125) bei verringerter Temperatur durchgefiihrt und die Ergebnisse miteinander verglichen.

4.3.7.2 Vergleich der Acyldonoren bei verringerter Temperatur

Die alternativen Acyldonoren wurden auch bei verringerter Temperatur von 40 °C mit dem Amin rac-4
umgesetzt und die Ergebnisse miteinander verglichen. Das Herabsetzen der Reaktionstemperatur kann
sich, besonders bei stark aktivierten Acyldonoren wie 122 und 124, als vorteilhaft erweisen, da die
Reaktionen dann langsamer und somit selektiver ablaufen konnten. Als Standard-Acyldonor diente hier-

bei wieder Malonsdurediethylester (9). Die Ergebnisse sind in Abbildung 99 graphisch dargestellt.

0
NH, CAL-B A Nt
)(])\ (40 mg/mmol) N:H R
+ _R' B — . +
R™ 0 40°C, 45h ©/\
rac-4 Acyldonor, 1 Aq. (R)-Amid (S)-4
9 (R =CH,COOEt, R = Et) (R)-10 (R =CH,COOEY)
122 (R = CH,COPh, R' = Et) (R)-121 (R = CH,COPh)
147 (R = CH,Ph,R' = Et) (R)-126 (R = CH,Ph)
111 (R = CH,0Me. R' = Et) (R)-8 (R=CH,0Me)
124 (R = CH,CN, R’ = Et) (R)-123 (R = CH,CN)
125 (R = CHs, R' = CHCH}) (R)-7 (R=CHj)
B Umsatz Hee
100 2
90 82
g 80 67
S 70
[}
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N 40 24 31
B
g 30
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0 L L L - L L l
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Abbildung 99. Vergleich der alternativen Acyldonoren bei verringerter Reaktionstemperatur.
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Der Malonester 9 liefert bei 40 °C Reaktionstemperatur mit 34% Umsatz und sehr hoher Enantio-
merenreinheit von 96% einen sehr guten E-Wert von 80. Dieses ist fiir eine effiziente Racematspaltung
ein hervorragendes Ergebnis. Mit Phenoxyessigester 122 als Acyldonor wurden zwar sehr gute 49%
Umsatz erzielt, jedoch konnten nur méafiige 67% ee beobachtet werden. Dieses entspricht einer
Enantioselektivitat von 10 und ist, ebenso wie bei 60 °C, nicht zufriedenstellend.

Der Methoxyessigester 111 lieferte zwar einen leicht erhohten Umsatz von 31% im Vergleich zur
Acylierung bei 60 °C, allerdings konnte ein leichtes Absinken des ee-Wertes von 92% auf 82% bei 40°C
(E = 14) detektiert werden. Auch eine weitere Verringerung der Temperatur auf 20 °C fithrte noch zu
guten 31% Umsatz, allerdings nur mit mafdigen 71% ee (E = 8). Die niedrigen Enantiomerentiberschiisse
des Amids (R)-8 bei Verringerung der Reaktionstemperatur auf nur noch 71% ee weichen deutlich von
den in der Literatur bei Raumtemperatur erhaltenen Werten mit Acyldonor 6 ab (>99% ee, E >100).(30]
Eine Verringerung der Selektivitit der CAL-B bei niedrigeren Temperaturen kann demnach ausge-
schlossen werden.

Unverdnderte Ergebnisse (40% Umsatz mit 11% ee zum Amid (R)-123) im Vergleich zu den Acylie-
rungsreaktionen bei 60 °C wurden mit Cyanoessigester 124 erhalten. Unter den hier verwendeten Reak-
tionsbedingungen ist eine Racematspaltung mit diesem Donor nicht méglich. Mit Vinylessigester 125
konnten auch bei 40 °C Reaktionstemperatur nur 17% Umsatz erzielt werden. Fiir eine gute Durch-
mischung der dickfliissigen Reaktionsmischung war in diesem Fall die Zugabe von MTBE als Losungs-
mittel notwendig. Der ee-Wert betragt hierbei 22%. Dieses entspricht einem E-Wert von 2 und ist nicht
ausreichend fiir die Racematspaltung. Ebenfalls negative Ergebnisse mit 4% Umsatz werden mit dem
Phenylessigester 147 als Acyldonor erhalten. Auf eine Bestimmung des Enantiomereniiberschusses
wurde in diesem Fall verzichtet.

Es hat sich folglich auch bei verringerter Reaktionstemperatur von 40 °C Malonsaurediethylester (9) als
der geeignetste Acyldonor erwiesen, sowohl in Hinblick auf den Umsatz als auch auf die Enantiomeren-
reinheit der Racematspaltung. Mit den Acyldonoren Malonester 9, Phenoxyessigester 122, Cyanessig-
ester 124 sowie dem Methoxyessigester 111 wurden im Folgenden Kinetiken der Racematspaltung des

Amins rac-4 unter l6sungsmittelfreien Standard-Bedingungen untersucht.

4.3.7.3 Parallel ablaufende chemische Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4)

In den beiden vorangegangenen Abschnitten sind teilweise ungewohnlich niedrige Enantiomeren-
tiberschiisse erhalten worden. Dieses sollte daraufhin ndher untersucht werden, indem die entspre-
chenden Acylierungsreaktionen von rac-4 zwar unter Standard-Bedingungen, jedoch in Abwesenheit
der Lipase CAL-B durchgefiihrt wurden (Abbildung 100).

Sowohl mit dem Cyanessigester 124, als auch in noch stirkerem Mafie mit dem Vinylessigester 125,
finden unkatalysierte Acylierungsreaktionen statt. Dieses erklart die sehr niedrigen Enantiomerentiber-
schiisse, die in den Abschnitten 4.3.7.1 und 4.3.7.2 beschrieben worden sind. So konnten in Abwesenheit
der CAL-B bei 60 °C und 4.5 Stunden Reaktionszeit bereits 33% Umsatz zum entsprechenden race-

mischen Amid rac-123 mit 3% ee (E = 1) erhalten werden. Durch Verringerung der Temperatur auf
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40 °C kann die chemische Reaktion zu einem Grof3teil unterdriickt werden, da nur noch 12% Umsatz

ermittelt werden.
A
NH,
(0] HN R
+ R' —_—
R)]\O/ 20-60°C
45h
rac-4 Acyldonor, 1 Aq.
9 (R=CH,COOEt R' = Et) rac-10 (R =CH,COOEt)
122 (R=CH,COPh, R ' = Et) rac-123 (R = CH,COPh)
147 (R = CH,Ph, R' = Et) rac-126 (R = CH,Ph)
111 (R=CH,0Me. R' = Et) rac-8 (R =CH,0Me)
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125 (R=CH3 R'= CHCHy) rac-7  (R=CHz)
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Abbildung 100. Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-4.

Im Falle des Vinylessigesters 125 konnen bei 60 °C Reaktionstemperatur bis zu 93% des Amids rac-8
erreicht werden. Die Geschwindigkeit der chemischen Acylierung kann wahrend der Reaktionsfithrung
mit und ohne Lipase beobachtet werden, da bereits nach wenigen Minuten eine Braunfirbung zu
erkennen ist. Dieses ist mit einer erhohten Reaktivitat des Esters 125 zu begriinden und erklart den
relativ niedrigen Umsatz von 16% in Abschnitt 4.3.7.1, der durch enzymatische Acylierung des Amins
rac-4 erhalten wurde. Obwohl der Vinylester 125 bereits erfolgreich zur Acylierung von Alkoholen
unter losungsmittelfreien Bedingungen(248] eingesetzt worden ist, eignet er sich nicht zur Racemat-
spaltung von rac-4.

Wird mit stark aktivierten Acyldonoren gearbeitet, so lasst sich die chemische Acylierung durch
Verringerung der Reaktionstemperatur zu einem gewissen Teil vermeiden. Allerdings muss in solchen
Fillen die vorhandene Aktivitat der CAL-B bei entsprechenden Temperaturen bestimmt werden, da

diese ihr Temperaturoptimum bei 60 - 80 °C hat.[195]
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4.3.8 Reaktionskinetiken der Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit

unterschiedlichen Acyldonoren

Um die Effizient der unterschiedlichen Acyldonoren effektiv miteinander vergleichen zu kénnen,
wurden die Anfangsgeschwindigkeiten kinetischer Racematspaltungen dieser Acyldonoren miteinander
und mit Malonsdurediethylester (9) als Standard-Acyldonor verglichen.

Die Reaktionskinetiken der Acylierungsreaktionen des Amins rac-4 wurden unter den Standard-Reak-
tionsbedingungen durchgefiihrt. Dabei wurden die Reaktionen nach der entsprechenden Zeit abge-
brochen und aufgearbeitet, was generell zu kleineren Abweichungen durch Wagefehlern fiihren kann.
Weitere Fehlerquellen sind die Schwankungsbreiten bei der Auswertung der H-NMR-Spektren sowie
der HPLC-Chromatogramme. Der Umsatz wird bei diesen Acylierungsreaktionen in Bezug auf das Amin
rac-4 bestimmt, da die Fliichtigkeit der Acyldonoren nicht untersucht worden ist.

Als Vergleich fiir die alternativen Acyldonoren diente die Reaktionskinetik der Acylierung von rac-4 mit
Malonsaurediethylester (9) als Acyldonor unter 16sungsmittelfreien Bedingungen (Abbildung 101). Es
ist ein steter Anstieg des Umsatzes mit der Zeit zu erkennen bis nach 24 Stunden ein vollstandiger
Umsatz erreicht wird. Die Enantiomereniiberschiisse fiir das Amid (R)-10 liegen bei diesen Acylierungs-
reaktionen immer >94% ee. Eine Ausnahme stellt dabei der Reaktion mit acht Stunden Reaktionszeit an,
bei der nur 89% ee beobachtet werden kénnen. Diese Abweichung kann nicht auf Fehler wéhrend der
Reaktionsfiihrung begriindet werden.

Die Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Malonsidurediethylester (9) wurde in vorherigen
Arbeiten im Arbeitskreis[33] bereits untersucht, allerdings bei einer Reaktionstemperatur von 80 °C und
in Anwesenheit von n-Heptan als Losungsmittel. Dabei konnte ebenfalls eine schnelle Reaktionsrate
festgestellt werden, wobei der vollstindige Umsatz bereits nach drei Stunden erreicht wurde. Allerdings
war der Einsatz von 200 mg/mmol CAL-B, also der fiinffachen Menge des im Rahmen dieser Kinetik-

studie verwendeten Enzyms, fiir die Versuchsreihe notwendig.
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Abbildung 101. Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Malonsdurediethylester (9).

Bei der Verwendung von Phenoxyessigsdureethylester (122) als Acyldonor bei der enzymatischen
Racematspaltung des Amins rac-4 in Abwesenheit von Losungsmitteln wurden moderate Ergebnisse
erzielt (Abbildung 102). So werden hierbei zwar bereits nach einer Minute Reaktionszeit 30% Umsatz
zum Amid (R)-121 und ein Enantiomereniiberschuss von 79% ee erreicht, was einem E-Wert von 12
entspricht. Nach zehn Minuten liegt der Umsatz schon bei 41%, allerdings sinkt hierbei der Enan-
tiomereniiberschuss auf 72% (E = 10). Im Verlauf der Reaktion jedoch steigt der Umsatz weiter an,
sodass bei 24 Stunden Reaktionsdauer 58% Umsatz erhalten werden. Der ee-Wert liegt in diesem Fall
bei 61%, was einer Enantioselektivitit von 9 entspricht. Dieses ist fiir eine effiziente Racematspaltung
nicht ausreichend. Der bei langerer Reaktionsdauer ansteigender Umsatz und sinkende Enantiomeren-
reinheit ist ein Indiz dafiir, dass eine parallel ablaufende chemische Acylierung stattfindet. Sollte
Phenoxyessigester 122 als Acyldonor Einsatz finden, so wiirde das beste Ergebnis mit der im Rahmen

dieser Arbeit verwendete Enzymmenge bereits nach zehn Minuten Reaktionszeit erzielt werden.
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Abbildung 102. Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Phenoxyessigester 122.

Die Kinetik der Racematspaltung des Amins rac-4 mit Cyanessigester 124 als Acyldonor unter lsungs-
mittelfreien Bedingungen ist in Abbildung 103 dargestellt. Zwar werden hierbei bereits nach einer
Minute 20% Umsatz erreicht, allerdings steigt dieser im Verlauf der Reaktion nur sehr langsam weiter
an. Nach 4.5 Stunden Reaktionszeit konnen dennoch 42% Umsatz erzielt werden. Bei einer Verldn-
gerung der Reaktionsdauer auf 24 Stunden liegt der Umsatz bei 65%, was fiir eine theoretische
Racematspaltung mit maximal 50% Umsatz zum Amid (R)-123 nachteilig ist. Die Enantiomereniiber-
schiisse dieser Acylierungen liegen bei hochstens 12% ee, was einer Enantioselektivitit von 1 entspricht.
Dieses spricht dafiir, dass die enzymatische Acylierung nicht enantioselektiv verlauft. Vielmehr stimmt
es mit den in Abschnitt 4.3.7.3 erhaltenen Ergebnissen liberein. Demnach wird in Abwesenheit von
CAL-B 33% Umsatz zum Amid 123 mit 3% ee erzielt. Die Lipase selbst hat folglich in dieser
Versuchsreihe mit Cyanessigester 124 als Acyldonor keinen Einfluss auf die Racematspaltung. Der

Donor ist somit fiir die kinetische Racematspaltung nicht geeignet.
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Abbildung 103. Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Cyanessigester 124.

Die Versuchsreihe zur Bestimmung der Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Methoxyessigester
111 als Acyldonor zum entsprechenden Amid (R)-8 wurde ebenfalls unter 16sungsmittelfreien Bedin-
gungen durchgefiihrt (Abbildung 104). Hierbei ist zu erkennen, dass die Reaktion mit nur geringer
Geschwindigkeit verlduft, da der Umsatz sehr langsam von 16% nach einer Minute Reaktionszeit auf
33% nach 24 Stunden ansteigt. Der Enantiomereniiberschuss betragt nach einer Minute Reaktionsdauer
72%, was einer Enantioselektivitdt von 7 entspricht. Im Laufe der Reaktion tiber 24 Stunden bleibt der
ee-Wert konstant bei etwa 76 - 83% ee. Auch hierbei findet wahrscheinlich eine konkurrierende,
parallel ablaufende unkatalysierte Acylierung des Amins rac-4 statt, da das Methoxyessigester 111 in
-Position stark aktiviert ist. Ein Abfall des Enantiomereniiberschusses bei erhohten Temperaturen mit
dem Ester 111 wurde auch von KANERVA beobachtet.[3¢] Der hochste E-Wert von 16 wird somit nach

24 Stunden Reaktionsdauer erreicht wird, wobei der Umsatz allerdings jedoch nur bei 33% liegt.
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Abbildung 104. Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Methoxyessigester 111.

Bei dem direkten Vergleich der hier gewahlten Acyldonoren wird deutlich, dass Malonsaurediethylester
(9) eine Sonderstellung einnimmt (Abbildung 105). Dabei wurde das Amid (R)-10 nach 4.5 Stunden
Reaktionszeit mit 42% Umsatz und 95% ee (E >100). Zwar konnten mit dem Phenoxyessigester 122
bereits nach zehn Minuten Reaktionszeit 43% Umsatz erhalten werden, allerdings steigt dieser nach
4.5 Stunden auf 57% an. Dieses liegt deutlich iber dem maximalen Umsatz einer kinetischen Racemat-
spaltung von 50% und hat eine verringerte Enantiomerenreinheit und somit auch Enantioselektivitat
(E = 18) zur Folge. Der in der Literatur hdufig verwendete Methoxyessigester 111 weist zu Beginn der
Reaktion eine hohe Reaktionsrate auf, allerdings stagniert diese bereits nach etwa 30 Minuten. Nach
4.5 Stunden kann das Amid (R)-8 mit 22% Umsatz und 92% ee (E = 31) beobachtet werden. Eventuell
ist die Carbonylfunktion des Esters 111 durch die aktivierte Methoxy-Funktion zu reaktiv fiir
Acylierungsreaktion in ldsungsmittelfreien Systemen. Daher wiare ein Einsatz des Esters 111 in
grofieren Maf3stdben nicht befriedigend.

Ein Vergleich der Racematspaltungen mit den Acyldonoren 9 und 124 zeigt zunichst ein dhnliches
Verhalten, allerdings wird nur mit Malonsdurediethylester (9) ein vollstindiger Umsatz mit sehr guten
Enatiomereniiberschiissen und exzellenten E-Werten von >100 erreicht. Die Cyano-Funktion im Ester
124 hat demnach einen zu stark aktivierenden Einfluss auf die Carbonylfunktion und somit auch auf die
Reaktionsrate, da hierbei nach 4.5 Stunden zwar 48% Umsatz zum Amid (R)-123 erzielt werden, jedoch

betrdgt der Enantiomereniiberschuss bei 10% ee (E = 1). Fiir Racematspaltungen in 16sungsmittelfreien
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Systemen ist Malonsaurediethylester (9) folglich der Acyldonor der Wahl und wird als Standard-Acyl-

donor eingesetzt.
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Abbildung 105. Vergleich der Acyldonoren nach 4.5 Stunden Reaktionszeit.

4.3.9

4.3.9.1

Substratbreite

1-Aminoindan (rac-130)

1-(R)-Aminoindan ((R)-130) ist ein wichtiger Metabolit des Antiparkinson-Medikaments Rasagilin

(148) und kann gleichzeitig als Baustein fiir die Synthese dieses Wirkstoffes dienen (Abbildung 106).

(R)-130 selbst besitzt zusatzlich neuroprotektive Eigenschaften.

HN NH, NH,
DY = = 2

149
Rasagilin

(R)-130

rac-130

Abbildung 106. Retrosynthese von Rasagilin (148), ausgehend von (R)-130.
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Ein moglicher Syntheseweg ausgehend von (R)-130 beginnt mit der Racematspaltung der Vorstufe
rac-130, die in der Literatur bereits mehrfach sowohl auf chemischem als auch enzymatischem Weg
beschrieben wurde.[30.31,68,242.267] Dabei konnten, insbesondere bei der Racematspaltung mittels CAL-B,
bereits sehr gute Ergebnisse in Hinblick auf Umsatz und Enantioselektivitat erzielt werden. So konnten
DITRICH et al. das entsprechende Amid mit 1.5 Aquivalenten Methoxyacetat 6 als Acyldonor nach
24 Stunden bei Raumtemperatur mit 92% Umsatz (bezogen auf 50% maximalen Umsatz) und >98% ee
erhalten.[3%1 Auch die Acylierung mit Carbonséduren liefert das jeweilige Amid mit >99% ee.311 Durch eine
dynamisch-kinetische Racematspaltung mithilfe der CAL-B und eines Pd-Katalysators mit Ethylacetat 5
als Acyldonor konnte PARK das entsprechende Amid enantiomerenrein mit 88% Umsatz erhalten.[242]

Zu Beginn der Arbeiten mit Aminoindan (rac-130) wurde auch diese Racematspaltung in Hinblick auf
parallel ablaufende, spontane chemische Acylierungsreaktionen untersucht. Dafiir wurde die Acylierung
von rac-130 mit Malonsdurediethylester (9) bei unterschiedlichen Temperaturen und Reaktionszeiten
loungsmittelfrei zum entsprechenden Amid rac-129 umgesetzt (Abbildung 107). Bei 60 °C und
24 Stunden Reaktionsdauer wurde der hochste Umsatz von 9% erzielt. Eine Erhéhung auf 80 °C bei
4.5 Stunden Reaktionsdauer lieferte noch 8% Umsatz, wiahrend bei 20 °C nur noch 2% erhalten wurden.
Unter den im Rahmen dieser Arbeit gewahlten Standard-Reaktionsbedingungen von 60 °C und
4.5 Stunden Reaktionsdauer wurden nur 4% Umsatz zum Amid rac-129 erzielt. Im Rahmen der enzy-

matischen Acylierung sind die Auswirkungen dieses Ergebnisses vernachlassigbar.
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Abbildung 107. Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-129.

Im Anschluss an die Bestimmungen der durch unkatalysierte Parallelreaktionen erhaltenen Umsatze
sollte die enzymatische Racematspaltung von rac-130 mit Malonsdurediethylester (9) unter Standard-
Bedingungen durchgefiihrt und in Hinblick auf optimale Reaktionsbedingungen untersucht werden.

Dafiir wurde die Racematspaltung von rac-130 zunichst in Abhingigkeit von der Temperatur bei
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4.5 Stunden Reaktionsdauer untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 108 graphisch dargestellt.
Dabei ist ersichtlich, dass bei der Racematspaltung kein Trend der Abhangigkeit von der Temperatur
hinsichtlich des Umsatzes vorliegt. So werden bei 80 °C Reaktionstemperatur 39% Umsatz erzielt,
wdhrend bei 20 °C noch 43% Umsatz erhalten werden. Die Enantiomereniiberschiisse liegen dabei fiir
das Amid rac-129 im Bereich von nur 73-79% ee. Die Racematspaltung von rac-130 mit dem Methoxy-
ester 6 wurde von BASF SE mit hoher Enantiomerenreinheit sowohl des Amids (R)-129 als auch des
Amins (5)-130 durchgefiihrt.[30] KANERVA et al. fiihrten die Acylierung, ebenfalls mit dem Methoxyester
6, unter losungsmittelfreien Bedingungen bei 23 °C mit hoher Enantioselektivitit durch, wobei bereits
nach einer Stunde 39% Umsatz erzielt worden sind.3¢] Bei den in dieser Arbeit gewahlten Reaktions-
bedingungen spielt die Wahl des Acyldonors sowie die Abwesenheit von Losungsmitteln eine ent-

scheidende Rolle.
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Abbildung 108. Racematspaltung von rac-130 in Abhangigkeit der Temperatur bei 4.5 h.

Die Reaktionsdauer wurde unter den sonst gleich bleibenden Bedingungen auf 24 Stunden verlangert,
um den Einfluss der Reaktionszeit zu iiberpriifen (Abbildung 109). Dabei wird bei 80 °C Reaktions-
temperatur ein Umsatz von 42% erreicht, was nur eine leichte Steigerung zu dem Wert von 39% bei
4.5 Stunden Reaktionszeit ist. Der Enantiomerentiberschuss fiir das Amid (R)-129 ist mit 97% ee
(E >100) sehr gut. Allerdings wurde bereits beschrieben, dass bis zu 8% des Amids (R)-129 bei 80 °C
und 24 Stunden Reaktionsdauer auf chemischem Wege gebildet wird. Die Enantiomereniiberschiisse
der Acylierungen nehmen jedoch mit weiter sinkender Temperatur ab, sodass das Amid (R)-129 bei
40 °C zwar noch mit 50% Umsatz und 90% ee, bei 20 °C jedoch nur noch ein ee-Wert von 54 % detektiert
werden kann. Diese niedrige Enantioselektivitit ist iiberraschend, da die Arbeitsgruppe um KANERVA
sehr gute Ergebnisse mit der CAL-B in Hinblick auf Enantioselektivitdt bei 23 °C Reaktionstemperatur

erhalten hat.[36]
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Das beste Resultat wurde bei 24 Stunden Reaktionsdauer somit bei 60 °C Reaktionstemperatur erzielt
(E >100). Das Amid (R)-129 wurde hierbei nahezu enantiomerenrein erhalten. Dieses ist ungewdéhnlich,
da nach 4.5 Stunden Reaktionszeit bereits ein ee-Wert von 79% beobachtet werden konnte (Abbildung
108). Obwohl es sich bei den beiden Acylierungen um eigenstidndige Reaktionen handelt kénnen
technische Fehler ausgeschlossen werden. Wihrend der Lagerung des Amins rac-130 ist eine Anderung
der eigentlich farblosen Verbindung zu einer gelben sichtbar gewesen. Mithilfe der H-NMR-Spektro-
skopie konnte gezeigt werden, dass neue Fremdsignale sowohl im aromatischen als auch aliphatischen
Bereich des Spektrums vorhanden sind, die jedoch nicht weiter zugeordnet werden kénnen. Diese

beobachteten Verunreinigungen sollten jedoch keine Auswirkung auf die Enantiomereniiberschiisse

haben.
o o CAL-B 0 0
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+ )J\/U\ PN '/N)J\/U\O/\
0 0 T,24h
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Abbildung 109. Racematspaltung von rac-130 in Abhangigkeit der Temperatur bei 24 h.

Nachdem die Standardreaktions-Bedingungen von 60 °C und 4.5 Stunden fiir die enzymatische Racemat-
spaltung von rac-130 zwar zu einem guten Umsatz von 39%, jedoch nur zu einem méfdigen Enantio-
mereniberschuss von 79% ee fithrten, sollten im Anschluss daran weitere Variablen, wie die Anzahl an
Aquivalenten des Acyldonors 9 oder die Zugabe von MTBE zum Reaktionsgemisch zur besseren
Durchmischung der Komponenten, getestet werden (Abbildung 110). Die unter den l6sungsmittelfreien
Standardreaktionsbedingungen erhaltenen Ergebnisse dienen dabei als Vergleichsreaktion.

Durch Zugabe von 1.5 Aquivalenten des Malonesters 9 kann ein nahezu vollstindiger Umsatz mit sehr
hoher Enantiomerenreinheit erzielt werden, was einer sehr guten Enantioselektivitit von 61 entspricht.
Als Vergleich wurde die Racematspaltung in MTBE als Losungsmittel durchgefiihrt, die 41% Umsatz mit
mafdigen 70% ee (E = 9) lieferte. Eine Verlangerung der Reaktionszeit auf 24 Stunden lieferte bessere

Ergebnisse mit 52% Umsatz und 85% ee (E = 40). Eine Erhohung der Menge an Acyldonor 9 auf
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5 Aquivalente, ebenfalls in MTBE, fiihrte zu 63% Umsatz zum Amid (R)-129 und 76% ee. Dieses
entspricht einer Enantioselektivitdt von 14 und ist fiir eine effiziente Racematspaltung ungeniigend.
Allerdings spielt bei 24 Stunden Reaktionszeit die spontane chemische Acylierung von rac-130 eine
tragende Rolle.

Auch bei diesen Acylierungsreaktionen sind die grofsen Schwankungen der Enantioselektivitaten nicht

auf Fehler wahrend der Durchfiihrung sowie der Messungen mittels HPLC zu erkléren.

0 0 CAL-B 0 0
(40 mg/mmol) )J\/U\
+ “y /\
@ /\O)J\/U\O/\ 60 °C, 4.5 - 24 h g (6]
NH, MTBE
rac-130 9,1-5Aq. (R)-129
= Umsatz u ee (R)-129
100 91
—_ 83
P\:. 90 79 76
o 80 70
= 70 63
= 60 52
> 46 49 46
o 50
~
g 40
% 30
w20
=
= 10
0 } } } } }
14q. 1.5 Aq. 1Aq.9, MTBE 5Aq.9, MTBE, 1Aq.9, MTBE,
24h 24h
Reaktionsbedingungen

Abbildung 110. Variation von Reaktionsbedingungen der Acylierung von rac-130.

Zusatzlich wurde der Verlust des Aminoindans (rac-130) wahrend der Aufarbeitung ermittelt. Dabei
wurde nach 15 Minuten Riihren bei 550 mbar und 40 °C nur ein Verlust von 3% ermittelt, was noch im
akzeptablen Bereich liegt.

Die gezeigten Acylierungsreaktionen sind iiber einen ldngeren Zeitraum mit unterschiedlichen Chargen
des Amins rac-130 durchgefiihrt worden. Zwar war ein Farbunterschied von farblos bis gelb sowohl
zwischen den Chargen als auch wahrend der Lagerung zu erkennen, jedoch sind in allen aufgenom-
menen 'H-NMR-Spektren die gleichen Peaks von Verunreinigungen mit <1 - 3% vorhanden. Somit kann
eine Zersetzung des Eduktes rac-130 ausgeschlossen werden.

Insgesamt lasst sich folgern, dass bei der enzymatischen Racematspaltung des Aminoindans (rac-130)
die Verwendung eines leichten Uberschusses des Acyldonors 9 zu einem vollstindigen Umsatz und sehr
guten 91% ee (E = 61) fiithrt. Dieses scheint zunéchst nachteilig zu sein, allerdings kann der Malonester
9 bei grofderen Reaktionsansatzen destillativ vom Rohprodukt abgetrennt und in weiteren Racemat-

spaltungen eingesetzt werden.
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4.3.9.2 Sekundire Amine

Enantiomerenreine Amine sind wichtige Bausteine fiir pharmazeutische Wirkstoffe und Agro-
chemikalien. Es sind jedoch nur wenige Methoden zur Racematspaltung sekundarer Amine bekannt. Der
Stand der Wissenschaft ist dabei auf Chromatographie mit chiralen stationdren Phasen oder klassische
Racematspaltung durch Bildung von Diastereomerenpaaren beschrankt. Sekundare Amine reagieren
aufgrund ihrer starken Nucleophillie mit den Acyldonoren unter Standard-Reaktionsbedingungen, wie
niedrige Temperaturen und Konzentrationen, meist nicht. Die Schwierigkeit bei der Acylierung
cyclischer sekundirer Amine liegt wahrscheinlich in der grofRen Anzahl an potentiellen Ubergangs-
zustanden sowie an den mdglichen Konformationen, die energetische sehr dhnlich sind.[268] Bei der
Racematspaltung finden dabei klassisch Lipasen aus Candida rugosal?3°1 sowie die CAL-A aus Candida
antarctical?82691 Anwendung.

In dieser Arbeit sollten zunichst die Referenzverbindungen der ausgehend von 2- bzw. 3-Methyl-
piperidin (149 bzw. 150) synthetisiert werden, um eine Methode fiir die HPLC zu finden. Im Anschluss
daran sollte die enzymatische Acylierung mit Malonsdurediethylester (9) untersucht werden.

Die chemische Acylierung erfolgt im Fall der sekunddren Amine 149 und 150 mit dem Acyldonor
Malonsaurediethylester (9) unter Erhitzen zum Riickfluss fiir 3 Stunden (Abbildung 111).[253] Die Amide
rac-151 und rac-152 wurde mit Umsétzen von 56% bzw. 63% erhalten. Die isolierten Ausbeuten

betrugen dabei 41% fiir rac-151 und 42% fiir rac-152, was fiir die Analytik jedoch ausreichend war.

R, /\OMO/\ 180°C,3h

Ry R
Ry
149 (R, = H, R, = Me) 9,1Aq. 151 (R; = H, R, = Me)
150 (R, = Me, R, = H) 152 (R, = Me, R, = H)
Abbildung 111. Synthese der Racemate rac-151 und rac-152 als Referenzverbindungen.[253]

Anschlieflend konnte fiir die Amide eine geeignete Methode fiir die HPLC etabliert werden. In Abbildung
112 ist ein charakteristisches HPLC-Chromatogramm am Beispiel von rac-152 dargestellt. Der ee-Wert

des Racemates rac-144 betragt <0.2%.
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Abbildung 112. HPLC-Chromatogramm des racemischen Amids rac-152 (gemessen an AD-H-Saule
mit n-Heptan/i-PrOH (95/5 (v/v)), flow: 0.8 mL/min, Retentionszeiten:
tr = 18.29 min (R), 19.68 min (S), ee-Wert: 0%).

Durch Riihren bei vermindertem Druck konnte der Verlust der sekundiaren Amine 149 und 150

ermittelt werden (Abbildung 113).
NH
Cr
149 150

m Verlust 149 Verlust 150
100
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Abbildung 113. Verlust der sekunddren Amine 149 und 150.

So wird mit kontinuierlicher Riihrdauer ein groflerer Verlust der Komponenten beobachtet. Nach
15 Minuten wird bei dem Amin 149 ein Verlust von 64% und bei 150 von 27% bestimmt. Infolgedessen

sollte wihrend der Reaktionsfiihrung besonders bei hoheren Temperaturen auf ein dicht ver-
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schlossenes Reaktionssystem geachtet werden. Die Bestimmung des Umsatzes sollte aufgrund der
Fliichtigkeit der Amine 149 und 150 in Bezug auf den jeweiligen Acyldonor geschehen.

Im Anschluss an die chemische Acylierung der sekunddren Amine 149 und 150 wurden die enzy-
matische Racematspaltung mit Malonsdurediethylester (9) als Acyldonor unter Standardbedingungen,
abweichend davon jedoch mit 24 Stunden Reaktionsdauer, durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 114 graphisch dargestellt.

0
(40 mg/mmol)
R, + /\O)J\/U\O/\ -

R 60 °C, 24 h R,
1
R1
149: R;=H, R,=Me 9,1 Aq. 151:R; =H, R,=Me
150: R1= Me, R2= H 152:R1=Me, R2=H
Umsatz ee
=)
= 20
3
- 15
X 10
S
g 0
g A
) 0 F }
149

Amin
Abbildung 114. Enzymatische Acylierungung der sekundiren Amine 149 und 150.

Die Acylierung des Amins rac-149 mit Malonsadurediethylester (9) gelang unter den hier gewahlten
Bedingungen nicht. Sterische Griinde kénnten in diesem Fall eine wichtige Rolle spielen, da das in
2-Position methylierte Amin 149 einen schlechten Zugang zu der Amino-Funktion bietet. Mit dem Amin
rac-150 konnten 15% Umsatz zum Amid 152 erreicht werden. Der ermittelte ee-Wert betrug nur 10%,
was einer Enantioselektivitat von 1 entspricht.

Im Anschluss an die Acylierungsreaktionen unter Standard-Reaktionsbedingungen sollten Versuche zur
Optimierung der enzymatischen Acylierung von 3-Methylpiperidin (rac-150) in Hinblick auf Umsatz
bzw. Enantioselektivitat durchgefiihrt werden. Dabei wurden die Reaktionstemperatur sowie die
Enzymmenge und die Zugabe von MTBE als Lésungsmittel variiert (Tabelle 16). So konnte mit sinkender
Temperatur ein Anstieg des Umsatzes von 5% bei 80 °C auf 19% bei 40 °C festgestellt werden. Die
Verlangerung der Reaktionsdauer auf 48 Stunden fiihrte nur zu einem leichten Anstieg des Umsatzes auf
22% (Eintrag 6). Die Enantiomereniiberschiisse liegen dabei in allen Féllen bei 10%, was einer
Enantioselektivitit von <2 entspricht. Die Zugabe von MTBE zur Reaktionsmischung bei 60 °C
(Eintrag 3) fiihrte zu einer Verdopplung des Umsatzes auf 34%, jedoch kaum zu einer Erhéhung des
ee-Wertes. Die zusitzliche Erh6hung der Enzymmenge auf 80 mg/mmol lieferte das Amid 152 in 75%
Umsatz, aber auch in diesem Fall lag der ee-Wert nur bei 18%. Zwar geling eine Racematspaltung von

rac-150 mit der Lipase CAL-B nicht, jedoch kann auch in diesem Fall die Lipase als Biokatalysator fiir
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die Darstellung des racemischen Amids rac-152 dienen, da hierbei auf das Erhitzen zum Riickfluss
verzichtet werden kann.

Tabelle 16. Prozessoptimierung der enzymatischen Racematspaltung von rac-150.

0 0 40 mg/mmol
NH )J\/U\ (40 mg/ ) N 0
/\O 0/\ T, 24 h
rac-150 9,1Aq. 152
Eintrag MTBE [mL] T [°C] Umsatz [%] ee [%] E
1 - 80 5 10 <2
2 - 60 15 10 1
3 0.1 60 34 13 <2
42 0.1 60 75 18 2
5 - 40 19 11 <2
6D - 40 22 10 <2

a) CAL-B: 80 mg/mmol, b) Reaktionsdauer: 48 h.

Zusétzlich zum Versuch der Prozessoptimierung wurde die parallel ablaufende chemische Acylierung
des sekunddren Amins 150 bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen untersucht (Tabelle 17).
Dabei konnte bei allen Temperaturen die Bildung des Amids rac-152 mit bis zu 9% Umsatz bei 60 °C
und 24 Stunden Reaktionszeit beobachtet werden. Die ee-Werte betrugen erwartungsgemaf? <1%.
Dieses Ergebnis weicht von der chemischen Acylierung mit rac-4 als Amin ab (vergl. Abschnitt 4.3.4.1.1),
bei der kein Umsatz zum entsprechenden Amid erhalten wurde. Dieses wird mit der starkeren Nucleo-

philie des sekundédren Amins rac-150 begriindet.

Tabelle 17. Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-150.

NH 0 o A~

rac-150 9,1Aq. 152
Eintrag T [°C] t[h] Umsatz [%] ee [%] E
1 80 24 5 n.b. n.b.
2 60 24 9 0 0
3 40 48 6 <1 1

n.b. = nicht bestimmt.
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4.3.10 e-Caprolacton (3) als Acyldonor

4.3.10.1 Chemische Acylierung mit e-Caprolacton (3)

In dem ersten Teil dieser Arbeit (vergl. Abschnitt 3.3) wurde die enzymatische Herstellung von
e-Caprolacton (3) beschrieben. Im Folgenden wurde nun die Fahigkeit des Lactons 3 zur Racemat-
spaltung von Aminen wie 1-Phenylethylamin (rac-4) ndher untersucht. Dafiir wurden die Referenz-
verbindungen chemisch hergestellt sowie die Stabilitit des Lactons 3 ermittelt. Im Anschluss wurde die
enzymatische Acylierung der Amine durchgefiihrt und der Temperatureffekt untersucht.

Als Vorbereitung der Acylierungsreaktionen wurde zunichst die Stabilitit von e-Caprolacton (3)
untersucht. Dazu wurde das Lacton 3 in An- und Abwesenheit der CAL-B bei 60 °C fiir 24 Stunden
geriihrt (Tabelle 18). Im Fall der CAL-B erfolgt zusatzlich eine Aufarbeitung nach AAV 6. Die Ansatze
wurden mittels tH-NMR-Spektroskopie untersucht.

Tabelle 18. Bestimmung der Stabilitdt von e-Caprolacton (3).

0]
0 (0]
MOH
60°C,24h HO
3 54
Eintrag Bedingungen Verhailtnis 3 / 146
1 Rithren ohne CAL-B 100:0
Rithren mit CAL-B und
2 . 1:77
Aufarbeitung nach AAV 6

So wird nach 24 Stunden Rihren in Abwesenheit der Lipase nur das reine Lacton 3 im !'H-NMR-
Spektrum erhalten. In Anwesenheit der CAL-B mit anschliefiender Aufarbeitung mittels Filtration und
Spiilen mit organischen Losungsmitteln werden jedoch nur noch Spuren des Lactons 3 gefunden. Den
grofdten Anteil der Mischung macht die entsprechende Hydroxysaure 54 aus, die durch die Spaltung des
Lactons 3 gebildet wird. Fiir die Spaltung des Lactons 3 kann die bereits in Spuren vorhandene Saure 54
und zum anderen die Lipase selbst verantwortlich sein.. Fiir die Reaktionsfithrung ist dieses jedoch nicht
von Nachteil, da in der Literatur Carbonsauren bereits mehrfach erfolgreich als Acyldonoren eingesetzt
worden sind.[250.251]

Die chemische Acylierung des Amins rac-4 mit dem Acyldonor e-Caprolacton (3) erfolgt unter Erhitzen
zum Riickfluss fiir 4 Stunden (Tabelle 19, Eintrag 1).[2531 Das Amid rac-147 wurde dabei mit 62% Umsatz
erhalten, was fiir die Analytik jedoch ausreichend war. Zusitzlich wurden auf gleichem Wege
Acylierungsreaktionen der sekunddren Amine 142 und 143 durchgefiihrt (Eintrag 2 und 3). Die ent-

sprechenden Amide konnten dabei nur mit geringen Umsatzen von 7 bzw. 17% erhalten werden.
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Tabelle 19. Chemische Acylierungsreaktionen mit e-Caprolacton (3).[253]
0
NH,
HN OH
4
rac-4 0 153
oder + 0 > oder
180°C,4 h
0
NH i
R, 4
Ry Ra
Ry
149 (R; =H,R, = Me) 154 (R; = H,R, = Me)
150 (R;=Me, Ry =H) 155 (R; = Me, R, = H)
Eintrag Amin Umsatz [%)]
1 rac-4 62
2 149 7
3 150 17

Anschlieflend konnte fiir das Amid rac-153 eine geeignete Methode fiir die HPLC gefunden werden

(Abbildung 115). Das Amid 153 wurde als Racemat mit 0% ee erhalten. Die Etablierung einer HPLC-

Methode fiir die Amide 154 und 155 gelang nicht aufgrund der geringen Substanzmenge nicht.

110 "
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I
80 HNWOH “- I HN ) o
: | I
70 ' (1
| |
40 | | [
2 | i
S0 (R)-153 ' [ | (5)-153
40 Flachenintegral: ‘ l | | Flachenintegral:
49.9% ' | | 50.1%
30 [ | | |
| |
20 [ | |= {
10 | |
0 A _._q«" —\‘-‘:1.——?" Ll
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Abbildung 115. HPLC-Chromatogramm von rac-153 (gemessen an AD-H-S3ule mit n-Heptan/i-PrOH
(95/5 (v/v)), flow: 0.8 mL/min, Retentionszeiten: tr = 32.21 min (R), 39.69 min (S),

ee-Wert: 0%).
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4.3.10.2 Enzymatische Acylierung von Benzylamin (134) mit €-Caprolacton (3)

Im Anschluss an die Bestimmung der Stabilitdt des Lactons 3 sollte zundchst dessen Aktivitdt untersucht
werden, bevor Versuche zur Selektivitit durchgefiihrt werden. Dafiir wurde dieses zundchst mit Benzyl-
amin (134) als Model-Substrat unter Standardbedingungen enzymatisch umgesetzt (Abbildung 116).
Da es sich bei dem Amin 134 nicht um eine racemische Verbindung handelt ist hier von einem voll-
stdndigen Umsatz auszugehen. Im 1H-NMR-Spektrum konnte allerdings nur ein Umsatz von 46%
bezogen auf das Amin 130 nachgewiesen werden. Auch in diesem Fall ist etwa ein Drittel des Lactons 3
zur Saure 54 gespalten worden. Wird der Umsatz zum Amid 156 auf die Summe der Integrale des
Lactons 3 und der Saure 54 bezogen, so ergibt sich ein Umsatz von 44%. Wahrend der Reaktions-

fithrung und der Aufarbeitung tritt demnach kein Verlust der Komponenten auf.

0
0 CAL-B
©/\NH2 o (40 mg/mmol) ©/\N OH
+ H 4
60°C, 4.5 h
134 3,1 Aq. 156

Abbildung 116. Enzymatische Acylierung von Benzylamin (130) mit e-Caprolacton (3).

Durch Variation der Temperatur sollte die enzymatische Acylierung in Hinblick auf eine mogliche
Umsatzsteigerung untersucht werden (Tabelle 20). So wurden bei 80 °C Reaktionstemperatur 51%
Umsatz zum Amid 156 erreicht. Durch Zugabe von MTBE als organisches Losungsmittel bei 80 °C konnte
eine Umsatzsteigerung auf 65% erzielt werden. Erfreulicherweise konnten bereits bei 20 °C Reaktions-
temperatur nach 4.5 Stunden 57% Umsatz erhalten werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine
Erhohung der Temperatur auf 80 °C keinen positiven Einfluss auf die enzymatische Acylierung des

Benzylamins 134 hat.

Tabelle 20. Prozessoptimierung der enzymatischen Racematspaltung von Benzylamin (134) mit
g-Caprolacton (3).

0 0
CAL-B
©/\NH2 o (40 mg/mmol) ©/\N OH
+ H 4
RT-80°C
24h
134 3,1 Aq. 156
Eintrag MTBE [mL] T [°C] t [h] Umsatz [%]

1 - 80 4.5 51
2 0.5 80 45 65
3 - RT 4.5 57

Die parallel ablaufende chemische Acylierung des Amins 134 mit dem Lacton 3 wurde bei unter-
schiedlichen Temperaturen untersucht (Tabelle 21). Bei 80 °C Reaktionstemperatur kénnen in Ab-

wesenheit der Lipase noch 30% Umsatz zum Amid erzielt werden. Mit sinkender Temperatur sinkt der
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Umsatz, bis schliefllich bei 0 °C nur noch 3% Amid 156 gebildet werden. Durch Verldngerung der
Reaktionszeit auf 24 Stunden bei 20 °C (Eintrag 4) werden noch 53% Umsatz erhalten.

Tabelle 21. Parallel ablaufende chemische Acylierung von Benzylamin (134) mit e-Caprolacton (3).

0 0
©/\NH2 . o ©/\ﬁ)%4/\01{ -
0-80°C
45-24h
134 3,1A4q. 156
Eintrag T [°C] t[h] Umsatz [%]
1 80 4.5 30
23 60 4.5 69
3 RT 4.5 12
4 RT 24 53
5 0 4.5 3

a) Verwendung einer alten Charge an e-Caprolacton (3).

Durch Verwendung einer adlteren Charge des Lactons 3 (Eintrag 2), in der laut H-NMR-Spektroskopie
bereits 17% des Lactons 3 wahrend der Lagerung zur entsprechenden Sdure 54 gespalten worden sind,
konnten bei 60 °C und 4.5 Stunden Reaktionszeit 69% Umsatz zum Amid 156 erhalten werden.
Carbonsduren werden selten als Acyldonoren verwendet, da eine reversible Salzbildung mit dem Amin
stattfindet.[250] Dieses unreaktive Salz ist nicht mehr fiir die Bildung des Acyl-Enzym-Komplexes
vorhanden. Somit steht nur ein Teil der Saure als Acyldonor zur Verfligung, was zu einer verringerten
Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt. Unaktiviterte Carbonsduren benétigen folglich ein Kupplungsreagenz
zur Aktivierung und haufig drastische Reaktionsbedingungen, um mit einem Amin eine Amid-Bindung
zu bilden und die Bildung des entsprechenden Salzes zu vermeiden.[2701 Die Wahrscheinlihckeit einer
Acylierungsreaktions durch die Saure 54 als Acyldonor ist unter den verwendeten Reaktionsbedin-
gungen demnach sehr gering. Durch die Wahl einer mdglichst kurzen Reaktionsdauer und niedriger
Temperatur kann die unkatalysierte Acylierung des Amins 134 somit unterdriickt werden. Das cyclische
Lacton 3 ist, eventuell durch die Ringspannung, sehr stark aktiviert, sodass bei den folgenden Acylie-

rungen des racemischen Amins rac-4 auf eine Vermeidung der chemischen Acylierung geachtet wurde.

4.3.10.3 Enzymatische Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit e-Caprolacton (3)

Zunachst wurde die Moglichkeit einer parallel zu der enzymatischen ablaufende chemische Acylierung
des Amins rac-4 mit dem Lacton 3 untersucht. Dazu wurden die beiden Komponenten bei unter-
schiedlichen Temperaturen fiir 4.5 Stunden in Abwesenheit der Lipase geriihrt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 117 graphisch dargestellt. So kann bei 80 °C noch ein Umsatz zum Amid 157 von 10% erzielt
werden. Mit sinkender Temperatur nimmt auch der Umsatz ab, bis bei 0 °C kein Amid 157 mehr im

IH-NMR-Spektrum detektiert werden kann.
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Abbildung 117. Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-4 mit e-Caprolacton (3).

Die enzymatische Acylierung von rac-4 mit e-Caprolacton (3) als Acyldonor wurde im Anschluss bei
unterschiedlichen Temperaturen und Reaktionszeiten untersucht (Abbildung 118). Mit sinkender
Temperatur nimmt der Umsatz bei 4.5 Stunden Reaktionsdauer ab. So wird bei 80 °C ein Umsatz von
499% erzielt, wahrend bei 20 °C noch 26% Umsatz zum Amid 157 erhalten wird. Zusatzlich wurde der
Effekt der Verlangerung der Reaktionsdauer bei 60 °C untersucht. Dabei wurde mit andauernder
Reaktionszeit eine leichte Steigerung des Umsatzes von 41% bei 4.5 Stunden auf 45% bei acht Stunden
beobachtet. Die ee-Werte aller Acylierungsreaktionen zum Amid rac-157 betrugen hierbei 0%. Des
Weiteren kénnen bei einem enzymatischen Ansatz bis zu 10% des entstandenen Amids 157 bei 80 °C
Reaktionstemperatur und bis zu 4% bei 60 °C parallel auf chemischem Wege mit 0% ee gebildet werden.
Dieses bedeutet, dass die Lipase das Lacton 3 nicht spezifisch umsetzen kann und eine Racematspaltung
des Amins rac-4 durch das Lacton 3 demnach nicht méglich ist. Die Darstellung des Amids rac-157 sollte
hierbei jedoch mit vollstindigem Umsatz ablaufen, da die fiir die Racematspaltung typische Grenze von
maximal 50% Umsatz im Fall des Lactons 3 als Acyldonor nicht relevant ist. Das Lacton 3 eignet sich
allerdings sehr gut zur Synthese von Amiden. Diese Art der Acylierung kann eventuell als Starter-

Reaktion fiir die Polymerisation des Lactons 3 zu Polycaprolacton (PCL) dienen.[271]
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Abbildung 118. Temperaturabhingigkeit der enzymatischen Racematspaltung von rac-4 mit
e-Caprolacton 3.

Im Anschluss wurde die Reaktionskinetik der enzymatischen Acylierung von rac-4 mit e-Caprolacton
(3) untersucht. Dafiir wurden die Acylierungen unter Standard-Reaktionsbedingungen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 119 graphisch dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Reaktion zu
Beginn mit einer relativ niedrigen Geschwindigkeit startet, da nach zwei Stunden erst 20% Umsatz
erreicht worden sind. Danach verlauft die Acylierung nahezu linear, bis nach 24 Stunden 65% Umsatz
zum Amid 157 erhalten werden. Die ee-Werte dieser Acylierungsreaktionen betragen in allen Fallen 0%,
was in Analogie zu den Ergebnissen in den Abschnitten 4.3.10.3 steht. Da die Reaktion nur zum
racemischen Produkt 157 fiihrt, sollte hierbei mit langerer Reaktionsdauer allerdings ein vollstandiger

Umsatz erzielt werden.
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Abbildung 119. Reaktionskinetik der enzymatischen Acylierung von rac-4 mit dem Lacton 3.

Zwar gelingt mit e-Caprolacton (3) als Acyldonor keine Racematspaltung des Amins rac-4, jedoch
beschleunigt die Anwesenheit der CAL-B die Acylierungsreaktion bei 60 °C und 4.5 Stunden Reaktions-
dauer um das zehnfache. So werden ohne CAL-B 4% Umsatz zum Racemat 157 erhalten (vgl. Abbildung
118), wahrend in Anwesenheit des Biokatalysators 41% Umsatz erzielt werden kénnen. Da keine
Nebenprodukte gebildet werden, erfolgt die Aufreinigung durch Abtrennen der nicht-umgesetzten
Edukte. Die Synthese von racemischen Amiden kann somit mittels Enzymkatalyse bereits bei niedrigen
Temperaturen ohne weitere Zugabe von Zusatzen erfolgen. Wird beispielsweise eine Carbonséure als
Acyldonor eingesetzt, so ist die Zugabe von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) als Kondensationsprodukt
bei hohen Temperaturen notwendig (Abbildung 120). Bei der Verwendung von Estern als Acyldonoren

ist, wie im Abschnitt 7.2.2.1 beschrieben, das Erhitzen zum Riickfluss erforderlich.

0
0 DCC 0 @
o+ RNH, ————~ ]| o + RNH; — 4 . U r
R” “OH I — R™ 0 -Hx0 R

Abbildung 120. Chemische Amidbildung mit DCC.

Die Bildung eines Amids mit e-Caprolacton (3) als Acyldonor mittels Lipasen-Katalyse kann als
Initiationsreaktion fiir die Polymerisation zum Polycaprolacton (PCL) dienen, was in der Literatur

bereits mit anderen Lipasen beschrieben wurde. Im Anschluss an den Kettenstart findet dann das
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Kettenwachstum durch ringéffnende Polymerisation statt, was ebenfalls durch die Lipase katalysiert

werden kann.[271]

4.3.10.4 Enzymatische Acylierung von sekundiaren Aminen mit e-Caprolacton (3)

Im Anschluss an die chemische Darstellung der Amide 154 bzw. 155 wurden die entsprechenden
sekunddren Amine 149 und 150 enzymatisch unter Standard-Reaktionsbedingungen umgesetzt
(Tabelle 22). So konnte mit beiden Aminen nur 9% Umsatz zu den jeweiligen Amiden 154 und 155
erzielt werden. Die Acylierungsreaktionen der sekundaren Amine 149 und 150 liefern unter 16sungs-
mittelfreien Bedingungen somit ungeniigende Umséatze von 7 bzw. 9%. Durch Zugabe von MTBE zu dem
Reaktionsgemisch (Eintrag 3) zur besseren Durchmischung der Komponenten konnte eine Steigerung
des Umsatzes auf 18% erreicht werden. Die enzymatische Acylierung der in 2-Position substituierter

sekundérer Amine gelingt demnach nicht.

Tabelle 22. Enzymatische Acylierung der sekunddren Amine 149 und 150 mit e-Caprolacton (3).

(0]
0 CAL-B
NH (40 mg/mmol) N)LM\OH
4
R, 7 ? 60°C, 24 h
R MTBE R;
(0-0.1 mL) R,
149 (R, =Me,R,=H)  3,1Aq. 154 (R, = Me, R, = H)
150 (R, = H, R, = Me) 155 (R, = H, R, = Me)
Eintrag Amin MTBE [mL] Umsatz [%]

1 149 - 7
2 150 - 9
3 150 0.1 18
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Ziel der Arbeit war es, effiziente und nachhaltige Syntheserouten von e-Caprolacton (3) und chiralen
Aminen zu etablieren. Innerhalb dieser Arbeit konnte zum einen die enzymatische Doppeloxidation von
Cyclohexanol (1) zum Lacton 3 unter Verwendung der CHMO aus Acinetobacter calcoaceticus sowie die
Lk-ADH aus Lactobacillus kefir erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Synthese wurde in Bezug auf ihre
Effizienz optimiert. Zum anderen stand besonders die enzymatische Racematspaltung von chiralen
Aminen durch die Verwendung von Lipase B aus Candida antarctica (CAL-B) in einem losungsmittel-

freien System im Fokus der Untersuchungen.

5.1 Enzymatische Oxidation von Cyclohexanol (1) mittels

CHMO

Die zweistufige biokatalytische Oxidation von Cyclohexanol (1) zu e-Caprolacton (3) mittels ADH aus
Lactobacillus kefir sowie einer Cyclohexanon-Monooxygenase aus Acinetobacter calcoaceticus iiber das
in situ-gebildete Cyclohexanon (2) als Zwischenstufe wurde eingehend untersucht.

Einleitend wurden zwei Methoden zur zuverldssigen Umsatzbestimmung etabliert, die Verwendung von
Urotropin (51) als externer Standard fiir tH-NMR-Spektroskopie sowie die Analytik mittels erstellter
Eichgerade durch Gaschromatographie. Beim Vergleich der beiden Methoden hat sich gezeigt, dass die
GC-Methode hohere Umsatze und geringere Schwankungsbreiten liefert, da diese Methode besonders
bei geringen Konzentrationen sensibler reagiert und der Schritt des Entfernens des Losungsmittels
entfallt. Aus diesem Griinden war die Analytik mittels GC die Methode der Wahl.

Anschlieflend wurden die Riickgewinnungsraten der einzelnen Substanzen bestimmt. Diese sind sowohl
von der eingesetzten Enzymmenge als auch von der Zentrifugierzeit wahrend der Aufarbeitung
abhingig. Bei steigender Konzentration des Substrats Cyclohexanol (1) wurde ein Anstieg der Riick-
gewinnungsrate von 71 - 80% auf 90 - 97% beobachtet. Zuséatzlich konnte die zuvor im Arbeitskreis
verwendete Extraktionsmethode mittels EPPENDORF-Gefafden optimiert und dadurch der Verlust der
Substanzen verringert werden.

Zunachst wurde die spezifische Aktivitat der hier verwendeten CHMO beziiglich Cyclohexanon (2) als
Substrat bestimmt und mit weiteren BVMOs, ECS Mo-03 und ECS Mo-05 von ENZYMICALS AG, verglichen.
Dazu wurden zum einen die volumetrischen Aktivititen mittels Photometertest bestimmt und zum
anderen BRADFORD-Tests durchgefiihrt, um den jeweiligen Proteingehalt der Enzyme zu ermitteln.
Dadurch konnten die spezifischen Aktivititen der drei Monooxygenasen berechnet werden. Die
spezifische Aktivitdt der CHMO wurde gleich 100% relative Aktivitit gesetzt. Die beiden BVMOs ECS
Mo-03 und ECS Mo-05 wiesen spezifische Aktivititen von 0.2 U/mg bzw. 0.05 U/mg auf. Dieses

125



126

5 Zusammenfassung

entspricht relativen Aktivitdten von 7% bzw. 2%. Folglich sind die beiden Monooxygenasen nicht fahig,
Cyclohexanon (2) effektiv zu oxidieren.

Des Weiteren wurde die Aktivitit der Enzyme gegeniiber den Referenz-Substanzen sowie gegeniiber
weiteren Substraten photometrisch bestimmt. Die CHMO wies beziiglich Cyclohexanon (2) eine Aktivitat
von 0.082 U/mL, was gleich 100% relativer Aktivitit gesetzt wurde. Gegeniiber dem Substrat Isophoron
(52) besitzt die CHMO eine relative Aktivitat von nur 3%. So konnte bei der biokatalytischen Oxidation
von Isophoron (52) mit dem D-Glucose (48-a)/GDH-Regenerationssystem kein Umsatz festgestellt
werden. Unter den in dieser Arbeit gewahlten Reaktionsbedingungen ist diese Aktivitat nicht aus-
reichend fiir eine 6konomisch sinnvolle Oxidation.

Die Aktivitat der Lk-ADH wurde gegeniiber dem Standard-Substrat 1-Phenylethanol (47) bestimmt und
gleich 100% relative Aktivitat gesetzt. Im Vergleich dazu wurde gegeniiber Cyclohexanol (1) und
3,3,5-Trimethylcyclohexanol (53) eine relative Aktivitit von 153% bzw. 0% bestimmt. Wahrend sich
Cyclohexanol (1) demnach hervorragend als Substrat fiir die Oxidation durch die Lk-ADH eignet, liefert
die enzymatische Doppeloxidation des dreifach methylierten Alkohols 53 unter den Standard-Reak-
tionsbedingungen kein Lacton 56 oder 57.

Im Anschluss wurde die Standard-Reaktion in Hinblick auf Produktinhibierung der CHMO optimiert,
indem unterschiedliche organische Losungsmittel in einem Zweiphasensystem getestet wurden. Dabei
zeigte sich ein Gemisch aus KP:-Puffer und 10% Isooctan (v/v) als bestes Losungsmittel. Dieses lieferte
einen sehr guten Umsatz von 87% (Abbildung 121). Allgemein kénnen mit Losungsmitteln mit héheren

logP-Werten auch hohere Umséatze erzielt werden.

oH Lk-ADH, CHMO 0
NADP*, MgCl, 0
[KP,-—Puffcr (pH 7,50 mM, 5 mL), Isooctan (10% (v/v))]
1 0 3
40 mM, 87% Umsatz
21 pL
2
in situ

Abbildung 121. Enzymatische Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) mit 10 % (v/v) Isooctan.

Aufderdem wurden sowohl der Einfluss der Mengen der Lk-ADH und des Cofaktors sowie der Reaktions-
temperatur untersucht. Bei der Erhohung der Cofaktormenge von 1 auf 10 mol-% sinkt der Umsatz
dabei um ein Drittel. Einen noch starkeren negativen Einfluss haben die Verringerung der Lk-ADH-
Menge von 40 auf 13 U sowie die Erhdhung der Reaktionstemperatur von RT auf 30 °C.

Es konnte nachgewiesen werden, dass selbst bei sehr hohen Produktkonzentrationen von 1 M keine
Produktinhibierung der Lk-ADH auftritt. Allerdings wurde mittels Titrino-Apparatur die hydrolytische
Spaltung des Lactons 3 zur entsprechenden Saure 54 beobachtet.

Die in situ-Produktentfernung mittels Adsorberharzen gelang mit den fiir diese Arbeit gewahlten Harzen

nicht. Auch die Riickgewinnungsrate der Substanzen aus den Harzen durch extraktive Aufarbeitung ist
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mit maximal 74% nur maflig. Eventuell kann durch ein Screening weiterer Harze ein fiir dieses System

effizienteres gefunden werden.

5.2 Enzymatische Racematspaltung chiraler Amine

Als einleitende Versuche zur Racematspaltung wurden enzymatische Acylierungsreaktionen substi-
tuierter Benzylamine mit Malonsdurediethylester (9) als Standard-Acyldonor in Abwesenheit von
organischen Losungsmitteln durchgefiihrt (bildung 122). Als Biokatalysator fand die immobilisierte
Lipase B aus Candida antarctica (CAL-B, Handelsname: Novozym 435) Anwendung, die sich in der
Literatur als hochselektives Enzym erwiesen hat.[27-29] Die zuvor in der Literatur(33-35] verwendeten
Benchmark-Bedingungen konnten dabei optimiert werden. So wurde die Reaktionstemperatur von
80 °C auf 60 °C bei 4.5 Stunden Reaktionszeit in 16sungsmittelfreier Umgebung gesenkt, ohne Verluste

beim Umsatz zu beobachten (Abbildung 122).

9,1Aq.

0 0
R R NJ\/U\O/\ + R AN R
e R

45h
134 (R=H) 133 (R =H) 137 (R=H)
138 (R=0H) 141 (R = OH) 142 (R = OH)
139 (R= OMe) 143 (R = OMe) 144 (R = OMe)
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Abbildung 122. Enzymatischen Acylierung substituierter Benzylamine.

Diese Reaktionsbedingungen wurden als Standard-Reaktionsbedingungen definiert. Es zeigte sich
zudem, dass die Anwesenheit eines elektronenziehenden Substituenten in meta-Position einen leichten
positiven Einfluss auf den Umsatz hat. Allerdings konnte eine parallel ablaufende chemische Acylierung

zum entsprechenden Amid mit bis zu 8% nachgewiesen werden. Die Bildung der Diamide, bestehend
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aus Malonsiurediethylester (9) und zwei Aquivalenten substituierten Benzylamins, wurde in nahezu
allen Fillen nachgewiesen. Durch Einsatz eines leichten Uberschusses (1.2 Aquivalente) an Malonester
9 konnte die Bildung ausgehend von Methoxy-Amin 139 nahezu unterdriickt werden. Dabei ist aller-
dings ein leichter Abfall des Umsatzes von 91% auf 82% zu beobachten. Bei der Verwendung des
Hydroxy-substituierten Benzylamins 134 war jedoch aufgrund des hohen Schmelzpunktes der Einsatz
von Losungsmitteln notwendig, um die Homogenitat der Mischung zu gewahrleisten. Von den unter-
suchten unterschiedlichen Losungsmitteln lieferten THF (75% Umsatz bei 80 °C Reaktionstemperatur)
und 2-Methyl-THF (70% Umsatz bei 80°C) die besten Ergebnisse.

Die enzymatische Racematspaltung von racemischen Aminen unter l6sungsmittelfreien Bedingungen
konnte anschliefSend anhand des Systems aus 1-Phenylethylamin (rac-4) und Malonsaurediethylester
(9) zum enantiomerenreinen Amid rac-10 untersucht werden (Abbildung 123). Dabei wurde der
Einfluss von Temperatur und Reaktionsdauer sowie der Enzymbeladung untersucht und die Reaktions-
kinetik unter den optimierten Bedingungen dokumentiert. Das Amid rac-10 konnte dabei mit 42%
Umsatz und mit 97% Enantiomerenreinheit erhalten werden, was einer exzellenten Enantioselektivitat
von >100 entspricht. Eine Verlangerung der Reaktionszeit auf 24 Stunden bei 60 °C Reaktionstempe-
ratur fiihrte zu einem vollstindigen Umsatz zum Amid (R)-10 mit 98% ee. Eine parallel ablaufende

chemische Acylierung wurde bei rac-4 mit dem Malonester 9 als Acyldonor nicht beobachtet.

40 mg/mmol

0 0]
NH, o o HNJ\)J\O/\
' /\OMO/\ T,t :
solvenzfrei
rac-4 9 (R)-10
1.0 Aq. 60°C,45h 42% Umsatz

97% ee
Abbildung 123. Enzymatische Racematspaltung (Benchmark-Reaktion).

Ein Vergleich dieses Verfahrens mit bestehenden industriellen Prozessen[30264] zeigte, dass die Racemat-
spaltung des chiralen Amins rac-4 unter den in dieser Arbeit gewéahlten 16sungsmittelfreien Bedin-
gungen Enantioselektivitdten der gleichen Grofienordnung liefert. Wahrend das in der Literatur(39 ver-
wendete Methoxyessigester 111 52% Umsatz und 95% ee (E >100) lieferte, gelang die Racematspal-
tung unter den gleichen in der Industrie verwendeten Bedingungen mit Malonester 9 als Donor das
Amid (R)-10 mit 48% Umsatz und ebenfalls 95% ee (E >100). Die Racematspaltung unter den im
Rahmen dieser Arbeit gewdhlten Bedingungen lieferte eine Enantioselektivitit von >100. Die
verwendete grofiere Enzymmenge und hdohere Temperatur wird folglich durch Vermeidung von
Losungsmittel und viel kiirzerer Reaktionszeit ausgeglichen. Der in dieser Arbeit etablierte 16sungs-
mittelfreie Prozess stellt somit eine sehr gute Alternative zu bestehenden Verfahren dar.

Bei den anschlieffend durchgefiihrten Recyclingversuchen der Racematspaltung von rac-4 mit
Malonester 9 durch die immobilisierten CAL-B (Novozym 435) konnte ein deutlicher Abfall des Um-
satzes im Verlauf der Recyclingschritte beobachtet werden (Abbildung 124). Nach dem zweiten Recyc-

lingschritt wurden nur noch 30% und im dritten bis fiinften Durchgang nur 20-24% Umsatz zum
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entsprechenden Amid (R)-10 gefunden. Die ee-Werte der einzelnen Durchginge blieben allerdings
konstant hoch. Dieses Verhalten ist auf die Instabilitit des Biokatalysators in l6sungsmittelfreier

Umgebung zuriickzufiihren und steht in Analogie zur Literatur.[36]

= Umsatz ee (R)-10

100 32 89 87 90 24

90
80
70
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50 43

40 30
30 £ 20 24
20
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Abbildung 124. Enzymrecycling.

Umsatz [%] / ee [%]

In einem breiten Enzym-Screening aus 23 Lipasen konnte sowohl die CAL-B aus Candida antarctica
(Novozym 435) als auch zwei Formen der CAL-B der Firma c-LECTA, in immobilisierter und lyophi-
lisierter Form, als die effektivsten Lipasen bei der Acylierung der Benzylamine 134 und 138 sowie der
Racematspaltung von rac-4 nachgewiesen werden. Bei Titrationsuntersuchungen wiesen die Lipasen
von C-LEcTA 68% bzw. 1000% relative Aktivitat in Bezug auf Novozym 435 auf. Bei praparativen Ver-
suchen jedoch zeigte nur die immobilisierte Lipase von c-LECTA sehr gute Ergebnisse (52% Umsatz, 96%
ee). Die lyophilisierte CAL-B lieferte unter optimierten Bedingungen (5fache Enzymmenge) nur 26%
Umsatz. Die immobilisierte CAL-B von c-LECTA stellt somit ein weiteres Werkzeug zur enzymatischen
Racematspaltung von Aminen dar.

Die Untersuchung zur Verwendung alternativer Acyldonoren erfolgte in Hinblick auf eine Verbesserung
der Racematspaltung mit der immobilisierten CAL-B (Novozym 435). Die unter Standard-Bedingungen
enzymatisch dargestellten Amide wiesen sehr unterschiedliche Enantiomereniiberschiisse auf. So
konnte nur mit dem literaturbekannten(?2°] Methoxyessigester 111 92% ee erzielt werden. Racemat-
spaltungen mit weiteren getesteten Acyldonoren fithrten zu ee-Werte von 10 - 65%, sodass diese unter
den gewdahlten Standard-Bedingungen eine effiziente Racematspaltung nicht stattfindet. Bei den teil-
weise sehr reaktiven Acyldonoren konnte eine parallel ablaufende chemische Acylierung nachgewiesen
werden. So wurde mit Vinylessigester 125 in Abwesenheit der Lipase bereits bei 40 °C 81% Umsatz zum
entsprechenden racemischen Amid erzielt. Durch diese Hintergrundreaktionen werden die ee-Werte
der Racematspaltungen verringert. Das bereits in der Arbeitsgruppe etabliertel3334] und in dieser Arbeit
als Standard-Acyldonor verwendete Malonsaurediethylester (9) stellte sich auch in 16sungsmittelfreier
Umgebung als der effektivste Donor dar.

Zum direkten Vergleich der Acyldonoren untereinander wurden Reaktionskinetiken der enzymatischen

Acylierung von rac-4 unter 16sungsmittelfreien Standard-Bedingungen aufgenommen (Abbildung 125).
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Phenoxyessigester 122 zeigt zwar einen schnellen Reaktionsverlauf, jedoch werden nach 24 Stunden
68% Umsatz erhalten. Dieses iibersteigt den theoretischen Umsatz einer Racematspaltung von 50%.
Methoxyessigester 111 weist zu Beginn der Reaktion eine hohe Reaktionsrate auf, allerdings stagniert
diese bereits nach etwa 0.5 Stunden. Die Acyldonoren 9 und 124 zeigen zunichst ein dhnliches
Verhalten, allerdings wird nur mit Malonsaurediethylester (9) ein vollstindiger Umsatz mit sehr guten
Enatiomereniiberschiissen und E-Werten von >100 erreicht. Fiir Racematspaltungen in 16sungsmittel-

freien Systemen ist Malonsadurediethylester (9) folglich der Acyldonor der Wahl.

0
NH; CAL-B J\ ,
0 (40 mg/mmol) ng R
+ R, - '
0~ "R 60°C, 4.5h ©/\
rac-4 9 (R =Et, R =CH,COOEt) (R)-10 (R'= CH,COOEY)
122 (R =Et, R' = CH,0Ph) (R)-121 (R' = CH,0Ph)
124 (R =Et, R'=CH,CN) (R)-123 (R'= CH,CN)
111 (R =Et, R'= CH,0Me) (R)-8 (R'=CH,0Me)
B Umsatz ee B E-Wert
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96
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90
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X 70 —
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== 50 43
‘:‘ =40 31
= 30 22
g 16
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10 1
0 I I t + }
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Abbildung 125. Vergleich der Acyldonoren nach 4.5 Stunden Reaktionszeit.

Zur Untersuchung des Substratspektrums wurden 1-Aminoindan (rac-130) und sekunddre Amine mit
Malonsaurediethylester (9) enzymatisch umgesetzt. Die Racematspaltung von 1-Aminoindan (rac-130)
filhrte unter 16sungsmittelfreien Bedingungen zu 49% Umsatz und 79% ee. Eine Verlangerung der
Reaktionszeit lieferte das Amid (R)-129 bei Temperaturen von 80 °C bzw. 60 °C nahezu enantio-
merenrein. Durch Einsatz von 1.5 Aquivalenten des Malonesters 9 konnten 91% ee erhalten werden,
was einem guten E-Wert von 61 entspricht. Die enzymatische Acylierung der sekundaren Amine gelang

nur mit Amin 150, wobei unter Standard-Bedingungen ein Umsatz von 15% mit nur 18% ee erzielt
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werden konnte. Unter den gewdhlten Bedingungen konnte eine effiziente Racematspaltung nicht
erreicht werden.

Als weiterer Acyldonor sollte das zuvor enzymatisch synthetisierte e-Caprolacton (3) dienen. Dabei
konnte in allen Fallen nur geringe Umsétze und auch nur racemische Gemische des entsprechenden
Amids erhalten werden. Somit ist das Lacton 3 kein geeigneter Acyldonor. Allerdings kann die enzy-
matische Amidbildung als Startreaktion fiir die Polymerisation zum Polycaprolacton (PCL) genutzt
werden.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die l6sungsmittelfreie Racematspaltung vergleichbar ist mit
Reaktionen in organischen Medien. Der Unterschied zwischen ldsungsmittelfreien Acylierungen und
Reaktionen in Losungsmitteln liegen in der benoétigten Zeit, um 50% Umsatz zu erreichen, sowie in der
benotigten Enzymmenge. Besonders mit Malonsdurediethylester (9) als Acyldonor und der Lipase B aus
Candida antarctica (CAL-B, Novozym 435) konnten bei der Racematspaltung chiraler Amine wie rac-4
und rac-130 in Abwesenheit von organischen Losungsmitteln sehr gute Ergebnisse bei 60 °C Reaktions-

temperatur in nur 4.5 Stunden bzw. 24 Stunden Reaktionszeit im Fall von rac-130 erzielt werden.
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6 Summary

The aim of this work was to establish efficient and sustainable synthesis routes of €-caprolactone (3)
and chiral amines. In this thesis the enzymatic double oxidation of cyclohexanol (1) to lactone 3 by usage
of CHMO from Acinetobacter calcoaceticus as well as Lk-ADH from Lactobacillus kefir has been
successfully carried out. The synthesis was optimized in regard of its efficiency. In particular the
enzymatic resolution of chiral amines by usage of lipase B from Candida antarctica (CAL-B) in a solvent-

free system was in the focus of research.

6.1 Enzymatic oxidation of cyclohexanol (1) by means of

CHMO

The two-step biocatalytic oxidation of cyclohexanol (1) to e-caprolactone (3) performed by means of
ADH from Lactobacillus kefir and cyclohexanone-monooxygenase from Acinetobacter calcoaceticus via
the intermediate state of the in situ-formed cyclohexanone (2) has been examined in detail.

For a reliable determination of the conversion two methods have been developed first, the use of
urotropine (51) as an external standard for tH-NMR spectroscopy and a method of analysis by use of a
created standard curve via gas chromatography. It has to be taken into account when comparing both
methods that the GC method provides higher conversions and lower range of fluctuation because this
method is sensitive at higher concentrations and the measure of removing the solvent is eliminated.
Therefore analysis via GC is the method of choice.

Afterwards the recovery rates of the individual substances had to be determined which are dependent
on the used amount of enzyme as well as the time of centrifugation during the work-up procedure. At
growing concentration of the substrate cyclohexanol (1) an increased recovery rate from 71 - 80% to
90 - 97% is observed. In addition the beforehand used method of extraction via EPPENDORF vials has
been improved and thus reduction of the loss factor of the substances was achieved.

The specific activity of the herein used CHMO with regard to cyclohexanone (2) as substrate has been
determined and compared with other BVMOs, ECS Mo-03 and ECS Mo-05 from ENzymICALS AG. Therefore
firstly the volumetric activity has been determined via photometer tests and secondly a BRADFORD test
has been performed to identify the protein content of the enzymes. In this way the specific activity of
these monooxygenases could be calculated. The specific activity of the CHMO is represented as 100%.
The other two BVMOs, ECS Mo-03 and ECS Mo-05, showed 0.2 U/mg and 0.05 U/mg specific activity,
which corresponds to 7% and 2% relative activity, respectively. Thus both other monooxygenases are

not capable of oxidizing cyclohexanone (2) effectively.
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In addition the activity of the enzymes have been assayed photometrically with regard to the benchmark
substance as well as further substrates. The CHMO showed an activity of 0.082 U/mL regarding cyclo-
hexanone (2), which is represented as 100%. Towards the substrate isophorone (52) the CHMO showed
an activity of just 3%. So no conversion could be detected by the biocatalytic oxidation of isophorone
(52) with the Dp-glucose (48-a)/GDH-regeneration system. Under the terms used in this work this
activity is not sufficient for an economically reasonable oxidation.

The activity of the Lk-ADH has been determined with regard of the benchmark substrate 1-phenyl-
ethylethanol (47) and represented as 100% relative activity. Compared to this the relative activity with
regard to cyclohexanol (1) and 3,3,5-trimethylcyclohexanol (53) has been set at 153% and 0%,
respectively. Cyclohexanol (1) is an extremely well-suited substrate for oxidation by Lk-ADH. However,
the enzymatic double oxidation of the threefold methylated alcohol 53 provides no lactone 56 or 57
under the benchmark reaction conditions.

This results are followed by the optimization of the benchmark reaction in view of product inhibition of
the CHMO by testing different organic solvents in a two-phase system. It was found that the best solvent
is a mixture of KP;-buffer and 10% isooctane (v/v), which led to a conversion of 87% (Scheme 1). With
organic solvents with higher logP-values, in general, higher conversions can be achieved. Besides both
the influence of the amount of the Lk-ADH and of the cofactor as well as the temperature has been
investigated. The conversion has fallen by one third by increasing the amount of cofactor from 1 to
10 mol-%. The reduction of the amount of Lk-ADH from 40 to 13 U and the rise of the temperature from

RT to 30 °C had an even stronger negative impact.

oH Lk-ADH, CHMO 0

NADP*, MgCl, 0
[KP,--buffer (50 mM, pH 7), isooctane (10% (V/V))]
3
1 9 87% conversion
40 mM, 0 Y
21 pL
2
in situ
Scheme 1. Enzymatic double oxidation of cyclohexanol (1) with 10% (v/v) isooctane.

It was demonstrated that even with very high product concentration of 1 M no product inhibition of the
Lk-ADH appeared. However, by use of the Titrino titration apparatus the hydrolytic cleavage of the
lactone 3 to the corresponding acid 53 could be observed.

The in situ-product removal via adsorber resins did not succeed under the chosen conditions. Also the
recovery rates from the resins by means of extractive recycling is modest with a maximum of 74%.

Eventually a more efficient system can be found by screening of further resins.
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6.2 Enzymatic resolution of chiral amines

As initiating tests for the resolution of amines, enzymatic acylation reactions of substituted
benzylamines with diethyl malonate (9) as standard acyl donor have been performed in absence of
organic solvents (Scheme 2). The immobilized lipase B from Candida Antarctica (CAL-B, trade name:
Novozym 435) is used as biocatalyst, which has proved to be a highly selective enzyme.[27-291 The former
used benchmark conditions[33-3%] could be optimized. The reaction temperature could be reduced from
80 °C to 60 °C at 4.5 hours of reaction time in a solvent-free environment without any loss of conversion.

These conditions were defined as standard reaction conditions (Scheme 2).

9, 1eq. 0 0 0 0
- R
R NH CAL-B NJJ\/U\O/\ N R N)]\/U\N R
2 T > H
80 °C H H
4.5h
134 (R=H) 133 (R=H) 137 (R=H)
138 (R = OH) 141 (R = OH) 142 (R = OH)
139 (R= OMe) 143 (R= OMe) 144 (R = OMe)
140 (R = Br) 145 (R = Br) 146 (R = Br)
® conversion amide conversion diamide myield amide
95 95
100 91

‘c\: 90

= 80

(5]

=4 70

~ 60

X 50

B

@ 30

(5]

E 20

S 10

0 }
134 138 139 140
amine
Scheme 2. Enzymatic acylation of substituted benzylamines.

It has been shown furthermore, that there is a positive effect on the conversion by the presence of
electron withdrawing substituents in meta position. However, parallel chemical acylation reactions
towards the accordingly amide up to 8% has been proven. By using the hydroxy-substituted
benzylamine 134 the usage of solvents is necessary to ensure homogeneity of the mixture due to the
high melting point of the amine. Of the solvents investigated THF (75% conversion at 80 °C reaction
temperature) and 2-methyl-THF (70% at 80 °C) showed the best results. The formation of diamids
consisting of diethyl malonate (9) and two equivalents of substituted benzyl amine could be proven in
nearly all cases. By usage of a slight excess of malonate 9 the formation of the diamide could be almost

suppressed. However, a slight decrease of the conversion from 91% to 82% has been detected.
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The enzymatic resolution of racemic amines in a solvent-free environment was investigated by means
of the system of 1-phenylethyl amine (rac-4) and diethyl malonate (9) towards amide rac-10 (Scheme
3). Thereby the influence of temperature und reaction time as well as enzyme loading was examined and
the reaction Kinetics at optimized conditions were documented. The amide rac-10 was obtained with
42% conversion and 97% enantiomeric purity, meaning an excellent enantioselectivity of >100. Exten-
sion of the reaction time to 24 hours at 60 °C gave complete conversion with 98% ee. A parallel chemical

acylation reaction of rac-4 and malonate 9 as acyl donor has not been detected.

40 mg/mmol

NH,
0 0 CAL-B HN Mo/\
+ M B
/\O O/\ T, t

solvent-free

\

rac-4 9 (R)-10
1.0 eq. 60 °C,4.5h 42% conversion
97% ee
Scheme 3. Enzymatic resolution (benchmark-reaction).

A comparison of this procedure with existing industrial processes[39264 showed, that the resolution of
the chiral amine rac-4 under solvent-free conditions chosen for this work provides values of enantio-
selectivity in the same range of magnitude. Methoxy acetate 111 used in literaturel3%! led to 52%
conversion and 95% ee (E >100) whereas the resolution with malonate 9 as donor succeeded with 48%
conversion and also 95% ee (E >100) under the same conditions. The resolution under conditions used
in this thesis led to enantioselectivity of >100. The used increased amount of enzyme and higher
temperature are being compensated by avoidance of organic solvents and shorter reaction times. The
technique established here constitutes a very good alternative to existing industrial processes.

Enzyme recycling experiments by means of resolution of rac-4 with malonate 9 by the immobilized

CAL-B showed a significant drop of conversion during the recycling steps (Scheme 4).

H conversion ee (R)-10
—_ 92 94
< 100 89 - 90 _
— 90
o
- 80
= 70
o 60
[}
< 5o 43
40 30
— 25 24
g 30 20 |
w20
2 10
c L 1 . 1 1 1 l
S o0 . . . . .
1 2 3 4 5
cycle
Scheme 4. Enzyme recycling.
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After the second recycling step, only 30% conversion and in the following recycling steps, merely
20 - 24% conversion towards the amide (R)-10 could be detected. The ee-values of the resolution
reactions remained constantly high though. This behavior is due to the instability of the biocatalyst in a
solvent-free environ-ment and is analogous to literature.[36]

In a broad lipase screening from 23 lipases CAL-B from Candida antarctica (Novozym 435) as well as
two forms of CAL-B, received from c-LEcTA in immobilized and lyophilized form, have been
demonstrated as the most effective lipases by the acylation of benzyl amines 130 and 132 as well as the
resolution of rac-4. Titration investigations of the lipases from c-LEcTA showed 68% and 1000% relative
activity regarding Novozym 435, respectively. In preparative experiments only the immobilized lipase
from c-LEcTA offered very good results (52% conversion, 96% ee). The lyophilized CAL-B delivered
merely 26% conversion under optimized conditions (fivefold amount of enzyme). Thus the immobilized
CAL-B from c-LECTA presents an important tool for enzymatic resolution of chiral amines.

The examination of the usage of alternative acyl donors occurred with regard to the improvement of the
resolution by the immobilized CAL-B. The amides, which were enzymatically synthesized under
standard conditions, presented very different enantiomeric ratios. So only with methoxy acetate 111
known from literaturel?291 92% ee could be achieved. Resolution with the other tested acyl donors led to
ee-values of 10 - 65%. Thus these donors do not lead to efficient resolution under the conditions chosen
in this thesis. In case of very reactive acyl donors, parallel running chemical acylation reactions were
proven. So with vinyl acetate 125 at 40 °C already 81% conversion to the respective racemic amide was
received in absence of lipase. Due to this background reaction the ee-values of the enzymatic resolution
are being decreased. Diethyl malonate (9), already established in this working group(33-351 and used as
standard acyl donor in this thesis, represented itself as the most effective acyl donor in solvent-free
environment also.

For the direct comparison of the acyl donors among themselves reaction kinetics of the resolution of
rac-4 under solvent-free conditions were measured (Scheme 5). Phenoxy acetate 118 presented a fast
reaction process but after 24 hours 68% conversion were achieved, which surpasses the theoretic
conversion of a resolution of 50%. Methoxy acetate 111 exhibited a very high reaction rate at the
beginning which stagnated already after 0.5 hours. The acyl donors 9 and 124 showed similar behavior,
but just diethyl malonate (9) led to complete conversion and very high enantiomeric ratio (E >100). For

resolution reactions in solvent-free system diethyl malonate (9) is the acyl donor of choice.
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NH; CAL-B ,
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Scheme 5. Comparison of acyl donors after 4.5 h reaction time.

For the examination of the substrate spectrum 1-aminoindane (rac-130) and secondary amines were
reacted with malonate 9. The resolution of rac-130 led to 49% conversion and 79% ee under solvent-
free conditions after 4.5 hours reactions time. By enhancing the reaction time to 24 hours nearly
enantiomeric pure amide (R)-129 could be obtained. The enantiomeric purity could also be increased
to 91% through usage of 1.5 equivalents of malonate 9, representing a good enantioselectivity of 61. The
enzymatic acylation of secondary amines partly succeeded with amine 150, whereby just 15%
conversion and 18% ee could be achieved under standard-conditions. Under these chosen conditions
resolution of secondary amines failed.

e-Caprolactone (3), previously enzymatically synthesized, should be employed as possible acyl donor. It
is not suited as acyl donor due to low conversions and racemic mixtures of the respective amide received
in all cases. However, the enzymatic formation of amide can be used as starting reaction for
polymerization to polycaprolactone (PCL).

The results obtained showed the comparability of the solvent-free resolution with reactions in organic
media. The differences between solvent-free acylation reactions and reactions in organic solvents result
from the time needed to achieve 50% conversion as well from the amount of enzyme needed. Especially
with diethyl malonate (9) as acyl donor and lipase B from Candida antarctica (CAL-B, Novozym 435)

resolution of chiral amines like rac-4 and rac-130 very good results at 60 °C reaction temperature in

137



6 Summary

just 4.5 hours reaction time and 24 hours for the amine rac-130, respectively, have been achieved in

absence of organic solvents.
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7.1 Verwendete Chemikalien und Gerate

Automatisches Titrationssystem:
Titrationen wurden auf einem TitroLine alpha Plus der Firma DI ANALYTICS durchgefiihrt. Als Titrier-
16sung diente verdiinnte NaOH-Losung (0.1 M). Die Spektren werden mit der TitriSoft 2.73 Software von

SCHOTT INSTRUMENTS aufgenommen und bearbeitet.

Chemikalien:

Die verwendeten kauflichen Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von ACR0OS ORGANICS®,
ALFA AESAR®, FLUKA®, FLUOROCHEM LTD. UNIT.®, MERCK®, ROTH®, SIGMA-ALDRICH® bezogen und ohne
weitere Reinigung eingesetzt. Das Losungsmittel MTBE wurde als Hochschulspende von EVONIK DEGUSSA
GMBH zur Verfiigung gestellt. Alle weiteren verwendeten Losungsmittel wurden von VWR CHEMICALS®,
FISHER CHEMICAL®, ROTH® und APPLICHEM® bezogen und waren flir Reaktionen und Analytik von p.a.

Qualitat. Deuterierte Losungsmittel stammen von DEUTERO.

Diinnschichtchromatographie (DC):

Diinnschichtchromatogramme werden mit MERCK DC-Folien, Kieselgel 60 auf Aluminiumfolie (F24s),
durchgefiihrt. Die DC-Folien werden nach dem Entwickeln mit loddampf angefarbt. Die Detektion erfolgt
mittels UV-Licht.

DC-MS-Spektrometrie:
DC-MS-Kopplungen wurden am ZQ2000 (Normalphase; Eluens: iPrOH) mit einer ESI-lonenquelle der
Firma WATERS durchgefiihrt. Die Daten wurden mit der Software MestReNova (MESTRELAB RESEARCH,

Version 7.0.2-8636) ausgewertet.

Elementaranalyse (EA):

Elementaranalysen wurden an einem Euro EA Elementaranalysator durchgefiihrt.

Enzyme und Cofaktoren:

Die BAEYER-VILLIGER-Monooxygenasen (BVMO) ECS-MO 01 sowie ECS-MO 03 und ECS-MO 05 wurden
freundlicherweise von der ENzymicALS AG zur Verfiigung gestellt. Die Alkohol-Dehydrogenase aus
Lactobacillus kefir (Lk-ADH, DSM 20587) wurden im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. W. HUMMEL
(FORSCHUNGSZENTRUM JULICH) entwickelt und zur Verfiigung gestellt. Die Cofaktoren NAD(P)H und

NAD(P)* wurden von ORIENTAL YEAST erworben. Candida antarctica Lipase B (CAL-B) in immobilisierter
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Form (Novozym 435) wurde von SIGMA ALDRICH® k&uflich erworben. CAL-B in lyophilisierter Form und

immobilisiert auf einem Methacrylat-Trager wurde von c-LEcTA GMBH zur Verfiigung gestellt.

ESI-MS:

ESI-Massenspektren werden mit dem Esquire 3000 der Firma BRUKER DALTONIK mit Ionenfalle und ESI-
Quelle aufgenommen. Die Proben werden direkt mit einer automatischen Spritze eingefiihrt. Stickstoff
dient als Zerstduber- und Trockengas und wird durch den Stickstoffgenerator NGM 11 von BRUKER
generiert. Zur Kiithlung der lonenfalle dient Helium. Die Spektren werden mit der BRUKER Daltonik
esquireNT 4.0 esquire Control Software (V6.04) aufgenommen und mit der Data Analysis Software 2.0

bearbeitet.

Gaschromatographie (GC):

Umsatzbestimmungen erfolgten an einem GC-2010 von SHIMADZU mit einem Autoinjektor AOC-20i von
SHIMADZU und einer Rt-BDEXm-Saule von RESTEK. Als Tragergas diente Stickstoff (100 kPa). Die Saule
weist eine Lange von 30 m und einen Innendurchmesser von 0.25 mm auf. Die Spektren werden mit der
Software GCsolution Analysis (Version 2.41.00) von SHIMADZU aufgenommen und mit der Software
GCsolution Postrun (Version 2.41.00) bearbeitet.

Methode: Start bei 70 °C, mit 7.5 °C/min auf 110 °C, mit 25 °C/min auf 220 °C.

HPLC:

Die Chromatogramme werden mit einem Gerdat, bestehend aus folgenden Bausteinen der Firma JAsco,
aufgenommen: Pumpen PU-2080Plus, automatischer Riickdruckregler BP-2080Plus, Sdulenthermostat
CO-2060Plus, Multiwellenlangen-Detektor MD-2010Plus und Autosampler AS-2059Plus. Die Trennung
der Proben erfolgte mit Sdulen von DAICEL Chiralpak® (AD-H). Die Chromatogramme wurden mit der

Galaxy Chromatography Data System Software aufgenommen und ausgewertet.

IR-Spektroskopie:
IR-spektroskopische Messungen wurden an einem Nicolet 308 FT-IR-Spektrometer der Firma THERMO
ELECTRON CORPORATION durchgefiihrt und mit der Software Omnic (Version 2.11) aufgenommen. Die

Absorption wird in Wellenzahl ¥ in [cm-1] angegeben.

NMR-Spektroskopie:

Die 'H- und 3C-NMR-Spektren wurden an einem BRUKER DRX-500 oder BRUKER Advance 500 NMR-
Spektrometer bei Raumtemperatur aufgenommen. Die chemische Verschiebung & [ppm] der H- und
13C-Spektren werden, sofern nicht anders angegeben, in Relation zur normierten chemischen Ver-
schiebung des verwendeten partiell undeuterierten Losungsmittels angegeben (CDCls 6 = 7.26 ppm).
Die Spin-Multiplizititen werden als br (broad), s (Singulett), d (Dublett), dd (dupliziertes Dublett), t
(Triplett), td (Triplett eines Dubletts), q (Quartett), qui (Quintett) und m (Multiplett) angegeben. Die
erhaltenen Daten wurden mit der Software MestReNova (Mestrelab Research, Version 8.1.0-11315)

ausgewertet.



7 Experimenteller Teil

UV/Vis-Spektroskopie:
UV/Vis-spektroskopische Messungen wurden an einem V-630 von JAsco und an einem UV-2450 der
Firma SHIMADZU durchgefiihrt. Die erhaltenen Daten wurden mit der Software Spectra Manager (Version

2.008.04) ausgewertet.
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7.2 Synthesen, Methoden und spektroskopische Daten

7.2.1 Enzymatische Oxidation von Cyclohexanol (1) unter Einsatz von CHMO und
LK-ADH

7.21.1 Standardreaktion: Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 (AAV 1): Enzymatische

Oxidation von Cyclohexanol (1) zu e-Caprolacton (3)

OH
© Lk-ADH
///’“\\\\V \\ 0
1
NADP* NADPH

& TS

CHMO

Abbildung 126. Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) zu e-Caprolacton (3).[26]

In einem 10 mL-Rundkolben wird Rohextrakt der CHMO aus Acinetobacter calcoaceticus (3.82 U,
bezogen auf Cyclohexanon (2)) in KP;-Puffer (pH 7.0, 50 mM, 5 mL) aufgenommen und gut geschiittelt.
Cyclohexanol (1, 0.2 mmol, 20.0 mg), MgClz (1mM), und Lk-ADH (40 U, Rohextrakt/Glycerin 1:1 (v/v),
bezogen auf Acetophenon) werden zugegeben. Das Gemisch wird fiir 20 min bei Raumtemperatur
geriihrt. Durch Zugabe von NADP+ (1 mol-%, 1.57 mg) wird die Reaktion gestartet und die Mischung fiir
eine bestimmte Zeit bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieféend werden die 5 mL zu je 0.7 mL auf sieben
1.5 mL-EPPENDORF-Gefédfse verteilt und jeweils mit 0.7 mL DCM versetzt. Durch 30 min Schiitteln im
Thermomixer wird das Zweiphasensystem extrahiert. Die Phasentrennung wird durch 30 min
Zentrifugieren bei 13000 rpm erreicht. Die iiberstehende wassrige Phase wird abgenommen und in
sieben neue EPPENDORF-Gefdfde gegeben. Die Extraktion mit anschliefRender Phasentrennung wird noch
zweimal wiederholt. Die organischen Phasen werden in einem 25 mL-Rundkolben iiberfiihrt und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei 900 mbar und 40 °C Badtemperatur entfernt. Der
produktbezogene Umsatz wird mithilfe der tH-NMR-Spektroskopie bestimmt.

Produktbezogener Umsatz: >97%.

0 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 (ppm): 1.75 (m, 4H, H-4, H-5), 1.84 (2H, H-3), 2.62
(t, 3/=6.5Hz, 2H, H-2), 4.21 (t, 3] = 4.5 Hz, 2H, H-6).

0
13C-NMR (500 MHz, CDCl3): 23.22 (C-3), 29.25 (C-5), 29.57 (C-4), 34.85 (C-2),
69.60 (C-6),176.52 (C-1).
3
CoHa O Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen
6M10Y2

M = 114.14 g/mol Werten liberein.[272]
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7.2.1.2 Analytik

7.21.21 Umsatzbestimmung mittels 1H-NMR-Spektroskopie

Fiir die Umsatzbestimmung mittels tH-NMR-Spektroskopie wird Urotropin (51) als externer Standard
verwendet. Dazu wird der gesamte Reaktionsansatz im Anschluss an die Aufarbeitung in ein NMR-
Rohrchen gegeben und frisch angesetzte Urotropin-Stammlésung (51, 0.17 M in CDCls, 0.1mL) sowie
CDClI3 (0.7 mL) zugegeben. Der Umsatz wird in Bezug auf das Singulettsignal des Standards 50 bestimmt.

7.2.1.2.2 Stabilitit von Urotropin (51) als Standard

Zur Bestimmung der Stabilitit des externen Standards Urotropin (51) werden Cyclohexanol (1,
0.2 mmol, 21 pL) sowie Urotropin (51, 0.1 mL der 0.17 M-Stammldsung in CDCl3) zusammen mit CDCl3
in ein NMR-Rohrchen gegeben und sofort vermessen. Das Verhiltnis beider Komponenten wird
bestimmt. Nach 24 h bei RT wird dieselbe Probe erneut vermessen und das Verhaltnis beider Kompo-

nenten mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 23 aufgelistet.

Tabelle 23. Bestimmung der Stabilitat von Urotropin (51) iiber 24 h.

N OH
(( D

N|_N

LN/

51 1

Verhiltnis 51 /1 Verhiltnis 51 /1
eingewogen nach 24
1 1:0.80 1:0.80

Eintrag

7.2.1.2.3 Bestimmung der Riickgewinnungsrate mittels NMR

Zur Bestimmung der Riickgewinnungsrate der Substanzen wird die Aufarbeitung simuliert. Dazu
werden Cyclohexanon (2, 0.2 mmol, 20.7 uL) bzw. e-Caprolacton (3, 0.2 mmol, 21.1 pL) in KP;-Puffer
(pH 7,50 mM, 5 mL) geldst und fiir 24 h bei RT geriihrt. Die Aufarbeitung durch Extraktion erfolgt analog
der AAV 1. Zur Bestimmung der Substanzmenge mittels 'H-NMR-Analytik wird Urotropin (51) als
Standard (0.1 mL der 0.17 M-Stammlésung in CDCl3) verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 24

aufgelistet.
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Tabelle 24. Riickgewinnungsrate der Substanzen nach simulierter Aufarbeitung.

0]
0]
2 3
Eintrag Substanz Riickgewinnungsrate [%]
1 2 91
2 3 98

7.2.1.3 Umsatzbestimmung mittels GC

7.2.1.3.1 Erstellen der Eichgerade

Vor dem Erstellen einer Eichgeraden wurde zunachst eine Methode am Gaschromatographen erstellt,
die eine gute Trennung der Substanzen erlaubt. Im Anschluss wurde eine Stammlésung (10 g/1) von
Cyclohexanol (1), Cyclohexanon (2) und e-Caprolacton (3) hergestellt. Dafiir wurden je 1 g der drei
Substanzen in ein 100 mL-fassenden Maf3kolben eingewogen, mit DCM bis zum Eichstrich aufgefiillt und
sehr gut geschiittelt. Ausgehend von dieser Stammlésung wurde eine Verdiinnungsreihe durchgefiihrt,
sodass Losungen der Konzentrationen von 5 g/l, 2.5 g/1, 2.0 g/1, 1.75 g/1, 1.5 g/1, 1.25 g/, 1.0 g/1
hergestellt werden konnten. Von der Stammldsung sowie von den weiteren Losungen wurden jeweils 3
Probenflaschchen abgefiillt und doppelt am Gaschromatographen vermessen. Aus den erhaltenen

Werten wurde mithilfe des Programms der Mittelwert gebildet und die Eichgerade erstellt.

7.2.1.3.2 Bestimmung der Durchschnittsabweichungen

Zur Bestimmung der durchschnittlichen Abweichungen der zuvor erstellten Eichgerade werden
unterschiedliche Mengen der Substanzen 1, 2 und 3 in einen 100 mL-Maf3kolben eingewogen und mit
DCM aufgefiillt. Davon werden jeweils drei Proben abgefiillt und mittels Gaschromatographie ver-

messen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 25 aufgelistet.
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Tabelle 25. Bestimmung der Durchschnittsabweichungen bei GC-Messungen.

00 C

. Einwaage Stoffmenge Abweichung
Eintrag Substanz
[mg/mL] erhalten [mg/mL] [mg/mL] / [%]
1 1 2.39 2.49 0.10/4
2 2 0.81 0.82 0.01/1
3 3 1.78 1.85 0.07 /4
4 1 1.25 1.28 0.03/2
5 2 1.40 1.42 0.02/1
6 3 1.25 1.28 0.07 /2
7 1 0.93 0.96 0.03/3
8 2 1.58 1.60 0.02/1
9 3 2.75 2.89 0.14/5
10 3 2.45 2.45 0/0
7.2.1.3.3 Bestimmung des Wiederfindungsrate mittels GC

Die Komponenten 1, 2 und 3 werden in verschiedenen Konzentrationen (0.1 - 0.4 mmol) eingewogen
und in KP;-Puffer (pH 7, 50 mM, 5 mL) fiir 24 h bei RT geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 1.
Der Riickstand wird nach Entfernen des Losungsmittels in einen Mafikolben gegeben und auf den
Eichstrich aufgefiillt. Davon wird eine Probe abgefiillt und die Substanzmenge mittels Gaschromato-
graphie bestimmt. Jede Messung wird fiinfmal durchgefiihrt und daraus der Durchschnittswert

ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 26 aufgelistet.

Tabelle 26. Bestimmung der Wiederfindungsrate wahrend der Aufarbeitung.

00 C

Eintrag Substanz Stoffmenge [mmol] Wiederfindung [%]
1 1 0.1 71
2 2 0.1 75
3 3 0.1 80
4 1 0.2 84
5 2 0.2 88
6 3 0.2 88
7 1 0.4 90
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Eintrag Substanz Stoffmenge [mmol] Wiederfindung [%)]
8 2 0.4 95
9 3 0.4 97
7.21.34 Bestimmung der Wiederfindungsrate in Anwesenheit von Lk-ADH

Die Komponenten 1, 2 und 3 (0.2 mmol) werden eingewogen und in KP;-Puffer (pH 7, 50 mM, 5 mL)
zusammen mit Lk-ADH (0-40 U, 0 - 141 pL) fir 1 h bei RT geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der
AAV 1. Der Riickstand nach Entfernen des Losungsmittels wird in einen 25 mL-Mafdkolben gegeben und
davon drei Proben abgefiillt. Die Substanzmenge wird mittels Gaschromatographie bestimmt. Jede
Messung wird dreimal durchgefiihrt und daraus der Durchschnittswert ermittelt. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 27 aufgelistet.

Tabelle 27. Bestimmung der Wiederfindungsrate in Anwesenheit von Lk-ADH.

OH 0 0
0
1 2 3
Eintrag Substanz Lk-ADH Wiederfindung [%]

1 1 - 88
2 1 + 90
3 2 - 76
4 2 + 73
5 3 - 94
9 3 + 93

7.2.1.3.5 Einfluss der Enzympellet-Bildung auf die Riickgewinnungsrate

Zur Untersuchung der Einflusses der Pellet-Bildung auf die Riickgewinnungsrate werden €-Caprolacton
(3, 0.2 mmol, 22.8 mg) und Lk-ADH (0 - 500 pL) in KP;-Puffer (pH 7, 50 mM, 5 mL) fiir 10 min bei RT
geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 1, mit der Abweichung der Zentrifugierzeit t zwischen
5 - 30 Minuten. Die Substanzmenge von 3 wird anschliefdend mittels Gaschromatographie bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 28 aufgelistet.
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Tabelle 28. Einfluss der Pellet-Bildung in Anwesenheit von Lk-ADH.

Eintrag Lk-ADH [p] t [min] Riickgewinnungsrate [%)]
1 0 3x30 68
2 150 3x30 61
3 500 3x30 20
4 0 3x5 93
5 150 3x5 73
6 500 3x5 69

7.2.1.3.6 Vergleich der Analytikmethoden: GC vs. NMR

Die Synthese erfolgt analog der AAV 1. Dazu wird CHMO (3.82 U, 20.1 mg), Cyclohexanol (1, 0.2 mmol),
MgClz (1 mM) sowie Lk-ADH (40 U, 210.5 pL) und NADP+ (1 mol%, 1.57 mg) eingesetzt und in KP;-Puffer
(pH 7, 50 mM, 5 mL) fiir 24 h geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 1. Der Riickstand wird
nach Entfernen des Losungsmittels in einen MafRkolben gegeben und auf den Eichstrich aufgefiillt.
Davon werden drei Proben abgefiillt und per GC vermessen. Der restliche Inhalt der GC-Glaschen wird
mit der restlichen Losung zusammengegeben und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei
900 mbar und 40 °C Badtemperatur entfernt. Der gesamte Reaktionsansatz wird im Anschluss an die
Aufarbeitung in ein NMR-R6hrchen gegeben und frisch angesetzte Urotropin-Stammlésung (51, 0.17 M
in CDCl3, 0.1mL) sowie CDCls (0.7 mL) zugegeben. Der Umsatz wird in Bezug auf das Singulettsignal des
Standards 50 bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 29 aufgezeigt.

Tabelle 29. Vergleich der Analytikmethoden: GC vs. NMR

00 C

Eintrag Substanz Umsatz via GC [%] Umsatz via NMR [%]
1 1 6 0
2 2 5 3
3 3 74 59
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7.2.1.4 Photometertests

7.21.4.1 Bestimmung der Enzymaktivitit der Lk-ADH gegeniiber 3,3,5-Trimethyl-
cyclohexanol (53)

Die Enzymaktivitiat der Lk-ADH wird spektroskopisch analog einer arbeitsgruppeninterner Vorschrift
spektroskopisch bei einer Wellenlange von 340 nm durch Messung des Verbrauchs von NADPH durch
Oxidation zu NADP+* in Gegenwart eines Substrates bestimmt. Dafiir werden in eine 3 mL fassende
Kiivette 2880 pL der Substratlésung (10 mM bis 2M in KPi-Puffer (pH 7, 50 mM)) und 60 pL einer
NADPH-L6sung (12.5 mM in KP:-Puffer (pH 7, 50 mM)) gegeben und gut geschiittelt. Abschliefend
werden 60 pL der entsprechend verdiinnten Lk-ADH-L6sung (Rohextrakt) zugegeben. Die Losung wird
noch einmal gut geschiittelt und die Messung sofort gestartet. Es wurde iiber 3 Minuten jede Sekunde
ein Messpunkt aufgenommen. Zur Berechnung der volumetrischen Enzymaktivitit wird die Anfangs-

steigung der Absorptionskurve in folgende Gleichung 4 eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 30

aufgezeigt.
r:L = AE?’:(:;‘:S;g-f Gleichung 4
U/mL: volumetrische Enzymaktivitat
My#: Anfangssteigung/-abnahme der Absorptionskurve [min-]
\'7% Gesamtvolumen der Probe [mL]
f: Verdiinnungsfaktor des Rohextraktes
Vp: Enzymvolumen [mL]
€ molarer Extinktionskoeffizient [m;ﬂ;m]
d: Schichtdicke der Kiivette [cm]
In dieser Arbeit sindd =1 cm und € = 6.3 m;‘;m .

Tabelle 30. Bestimmung der Aktivitat der Lk-ADH gegeniiber 3,3,5-Trimethylcyclohexanol (53) im
Vergleich zu 1-Phenylethanol (47) und Cyclohexanol (1).

OH OH OH
47 1 53

Eintrag Substrat Aktivitit [U/mL] Relative Aktivitit [%]
1 47 21.5 100
2 1 33.0 153
3 53 0 0
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7.2.1.4.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 (AAV 2): Bestimmung der Enzymaktivitit der
CHMO

Die Enzymaktivitit der CHMO (ECS Mo-01) wird nach einer Vorschrift der ENZyMICALS AG bei einer
Wellenldnge von 340 nm durch Messung des Verbrauchs an NADPH durch Oxidation zu NADP+ in
Gegenwart von Cyclohexanon (2) als Substrat bestimmt. Dazu werden Stammldsungen des Substrats
Cyclohexanon (2, 100 mM in DMF) und eine NADPH-L6sung (125 mM in dest. Wasser) hergestellt. Es
werden 2670 pL des TRIS-HCI-Puffers (pH 8.5, 50 mM) zusammen mit 30 pL der Substratlésung und
3 uL der NADPH-L6sung in eine Kiivette pipettiert und durch Schiitteln gut vermischt. Anschliefiend
werden 300 pL der jeweiligen Enzymlosung (Rohextrakt in Puffer) zugegeben und die Lésung noch ein
weiteres Mal gut durchmischt und die Messung gestartet. Es wird iiber 3 Minuten jede Sekunde ein
Messpunkt aufgenommen. Zur Berechnung der volumetrischen Enzymaktivitit wird die Anfangs-

steigung der Absorptionskurve nach Gleichung 5 berechnet.

u AE34—0nm'10'f

= Gleichung 5
mL ted
U/mL: volumetrische Enzymaktivitat
AE&#: Anfangssteigung/-abnahme der Absorptionskurve [min1]
f: Verdiinnungsfaktor des Rohextraktes
€: molarer Extinktionskoeffizient [ ml ]
mM-cm
d: Schichtdicke der Kiivette [cm]
In dieser Arbeit sindd =1 cm und € = 6.3 ———.
mM:-cm

Aktivitat: 0.082 U/mg.
7.2.1.4.3 BVMO-Screening und BRADFORD-Test zur Oxidation von Cyclohexanol (2)

Die Enzymaktivititen der BVMOs ECS Mo-03 und ECS Mo-05 (ENzymicALS AG) sollen photometrisch
analog zur AAV 2 bestimmt werden. Dazu werden Stammldsungen des Substrats Cyclohexanon (2,
100 mM in DMF) und eine NADPH-L6sung (125 mM in dest. Wasser) hergestellt. Es werden 2670 pL des
TRIS-HCI-Puffers (pH 8.5, 50 mM) zusammen mit 30 pL der entsprechenden Substratlésung und 3 pL
der NADPH-L6sung in eine Kiivette pipettiert und durch Schiitteln gut vermischt. Anschlieflend werden
300 pL der jeweiligen Enzymlésung (Rohextrakt in Puffer) zugegeben und die Losung noch ein weiteres
Mal gut durchmischt und die Messung gestartet. Es wird {iber 3 Minuten jede Sekunde ein Messpunkt
aufgenommen. Zur Berechnung der Enzymaktivitit wird die Anfangssteigung der Absorptionskurve

nach Gleichung 5 berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 31 aufgezeigt.
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Tabelle 31. BVMO-Screening zur Oxidation von Cyclohexanon (2).

Eintrag BVMO AKktivitat [U/mL] Aktivitat [U/mg] Relative Aktivitat [%)]
1 ECS Mo-01 7.38 3.00 100
2 ECS Mo-03 0.50 0.20 7
3 ECS Mo-05 0.14 0.05 2

7.21.4.4 Aktivititsbestimmung der CHMO gegeniiber Isophoron (52)

Die Enzymaktivitit der CHMO soll photometrisch gegeniiber Isophoron (52) als Substrat bestimmt
werden. Abweichend von der AAV 1 wird die Aktivitdt nach einer Vorschrift der Firma ENZYMICALS AG
dargestellt. Dazu werden Stammldsungen der Substrate Cyclohexanon (2) und Isophoron (52, 100 mM
in DMF) und eine NADPH-L6sung (125 mM in dest. Wasser) hergestellt. Es werden 2670 uL des
TRIS-HCI-Puffers (pH 8.5, 50 mM) zusammen mit 30 pL der entsprechenden Substratldsung und 3 pL
der NADPH-LOsung in eine Kiivette pipettiert und durch Schiitteln gut vermischt. Anschlief3end werden
300 pL der jeweiligen Enzymlosung (Rohextrakt in Puffer) zugegeben und die Losung noch ein weiteres
Mal gut durchmischt und die Messung gestartet. Es wird liber 3 Minuten jede Sekunde ein Messpunkt
aufgenommen. Zur Berechnung der Enzymaktivitit wird die Anfangssteigung der Absorptionskurve

nach Gleichung 5 berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 32 aufgezeigt.

Tabelle 32. Bestimmung der Aktivitit von CHMO gegeniiber Isophoron (52) im Vergleich zu
Cyclohexanon (2).

0 0
2 52
Eintrag Substrat Aktivitat [U/mg] Aktivitat [%)]
1 2 0.101 100
2 52 0.003 3
7.2.1.5 Optimierung der Standard-Reaktion

7.2.1.5.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 (AAV 3): Doppeloxidation zu e-Caprolacton (3) mit

optimierter Aufarbeitung

Zur Optimierung der Aufarbeitung wird die Synthese analog der AAV 1 (siehe Abbildung 126)
durchgefiihrt. Dazu werden CHMO (3.82 U, 68.2 mg) in KPi-Puffer (pH 7, 50 mM, 5 mL), Cyclohexanol (1,
0.2 mmol, 22.0 mg), MgClz (1 mM) sowie Lk-ADH (40 U, 210.5 pL) und NADP+ (1 mol-%, 1.57 mg)
eingesetzt und fiir 24 h bei RT geriihrt. Anschliefiend werden die 5 mL zu je 1 mL auf fiinf 2 mL-EPPEN-

DORF-Gefafde verteilt und jeweils mit 1 mL DCM versetzt. Durch 30 min Schiitteln im Thermomixer wird
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das Zweiphasensystem extrahiert. Die Phasentrennung wird durch 5 min Zentrifugieren bei 13000 rpm
erreicht. Die untere organische Phase wird abgenommen und die zurtickbleibende wéssrige Phase sowie
das denaturierte Enzym werden erneut mit je 1 mL DCM versetzt. Die Extraktion mit anschliefender
Phasentrennung wird noch zweimal wiederholt. Die organischen Phasen werden in einem 50 mL-
Mafkolben iiberfiihrt und der Kolben bis zur Eichmarke mit DCM aufgefiillt. Es werden drei Proben-

flaschchen abgefiillt und der Umsatz mittels Gaschromatographie bestimmt.

Umsatz: 74% e-Caprolacton (3), 20% Cyclohexanon (2), 10% Cyclohexanol (1).

7.2.1.5.2 Variation des Losungsmittels

Die Synthesen erfolgen analog der AAV 1. Dazu werden jeweils CHMO (3.82 U, 20.1 mg), Cyclohexanol
(1, 0.2 mmol), MgClz (1 mM) sowie Lk-ADH (40 U, 210.5 pL) und NADP* (1 mol-%, 1.57 mg) eingesetzt
und fir 24 h bei RT gerihrt. Als Losungsmittel dient zum einen mit organischem Co-Solventien
versetzter KP;-Puffer (pH 7, 50 mM) bzw. dest. Wasser. Zum anderen wird KP;-Puffer (pH 7, 50 mL) bzw.
dest. Wasser mit dem Co-Solvenz (je 10 mL) fiir 24 h bei RT und 1200 rpm geriihrt um eine geséattigte
wassrige Phase zu erhalten. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 1. Die Umsatze zu 2 und 3 sowie
die Stoffmenge des nicht umgesetzten Edukts 1 werden entweder mittels 1H-NMR-Spektroskopie
bestimmt und auf den Standard Urotropin (51) bezogen oder via GC ermittelt. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 33 aufgelistet.

Tabelle 33. Variation des Losungsmittelgemisches bei der Doppeloxidation von Cyclohexanol (1).

oH Lk-ADH, CHMO 0
NADP*, MgCl, o
@ [ Losungsmittelgemisch, 5 mL]
1 o 3
40 mM, é
21 uL
2
in situ
Eintrag Losungsmittel-Gemisch Sto{frfnmn(le:ﬁe 3 Sto[frf:lnnc::lg]e 2 Sto[frfnmrs(l)lﬁe 1
13 KP; / MTBE 8:2 1.6 1.2 18.4
23 KP; / MTBE 6:4 0.4 0.8 28.0
33 KP; /EtOAc 6:4 0 2.4 27.6
4b) KP; / Toluol 9:1 23.6 3.2 8.4
5b) KPi / Methylcyclohexan 9:1 25.6 2.0 2.4
6D KP: / Isooctan 9:1 34.8 2.0 2.0
70 KP; / n-Heptan 9:1 26.0 2.0 4.4
82 MTBE-ges. KP; 13.2 1.2 3.6
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Eintrag Losungsmittel-Gemisch Sto[frfnmnis(r)llg]e 3 Sto{flfnmn(:(r)lﬁe 2 Sto{;?:::ﬁe 1
9a) EtOAc-ges. KP; 0 2.8 24.4
109 n-Heptan-ges. KP; 14.0 1.2 3.2
112 n-Hexan-ges. KP; 19.6 0.8 0
129 Methylcyclohexan-ges. KP; 28.0 1.2 0
133 MTBE-ges. dest. Wasser 0.8 2.0 32.0
142 dest. Wasser 14.0 1.2 6.8

a) Umsatz bestimmt mittels NMR-Spektroskopie mit Urotropin (51) als Standard; b) Umsatz bestimmt mittels GC.

7.2.1.5.3

Variation der Reaktionsbedingungen

Die Synthesen erfolgen analog der AAV 1. Dazu werden CHMO (3.82 U, 20.1 mg) in KP;-Puffer (pH 7,
50 mM, 5 mL), Cyclohexanol (1, 0.2 mmol), MgClz (1 mM) sowie Lk-ADH (13 -40 U, 70.2 - 210.5 pL) und
NADP+ (2-10 mol-%) eingesetzt und fiir 24 h bei RT - 30 °C geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der

AAV 1. Die produktbezogenen Umsatze werden mittels TH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergeb-

nisse sind in Tabelle 34 aufgelistet.

Tabelle 34. Variation der Reaktionsbedingungen der Oxidation von Cyclohexanol (1).
. NADP+ Lk-ADH T Umsatz 3 Umsatz 2
Eintrag o
[mol-%] [u] [°C] [%] [%]

1 2 40 RT 97 3

2 10 40 RT 61 11

3 40 30 48

4 13 RT 55
7.2.1.6 Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 (AAV 4): Untersuchung der Stabilitit der Lk-ADH

mittels Titrations-Apparatur

Q ADH
@A* S TN

46

3

D-Glucose Ll‘

GCH
48-a

NADPH NADP*

OH

©A .

47

Glucono-
lacton

49-a

Glucon- NaOH
sdure

Na-Gluconat

50-a

Abbildung 127. Untersuchung der Stabilitit der Lk-ADH in Anwesenheit von Lacton 3.

In einer Titrino-Apparatur werden Acetophenon (46, 20 mM, 21 pL), e-Caprolacton (3, 10 mM - 1 M)

sowie D-Glucose (48-a, 100 mM, 180.1 mg) in 10 mL dest. Wasser gegeben. Anschlief;end werden 1 mg
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MgClz, 40 U/mmol Lk-ADH und 40 U/mmol Glucosedehydrogenase (GDH) ,AMANO 2“ zugegeben und die
Reaktion mit Zugabe von NADP* (1 mol%, 1.57 mg) als Cofaktor fiir 24 h gestartet.

D-Glucose (48-a) dient hierbei als Regenerationsmedium fiir den eingesetzten Cofaktor, der durch die
Verwendung von GDH zum benétigten NADPH reduziert wird. D-Glucose (48-a) selbst wird zunachst in
Gluconolacton (49-a) umgewandelt, welches irreversibel zur Gluconsaure (50-a) gespalten wird. Durch
Zugabe von Natronlauge (0.2 M) wird die gebildete Saure zum Natriumgluconat neutralisiert. Die
verbrauchte Menge an Natronlauge gibt Auskunft iiber den Umsatz der Reaktion.

Durch Zugabe von 15 mL DCM wird die Reaktion beendet. Es wird im Scheidetrichter ausgeschiittelt und
die organische Phase abgetrennt. Anschlieféend wird noch zweimal mit je 15 mL DCM extrahiert. Das
organische Losungsmittel wird bei 900 mbar und 40 °C Badtemperatur am Rotationsverdampfer
entfernt. Der Umsatz wird ebenfalls mittels H-NMR-Spektroskopie bestimmt und auf den Standard

Urotropin (51) bezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 35 aufgezeigt.

Tabelle 35. Untersuchung der Stabilitdt von Lk-ADH in Anwesenheit von Lacton 3.

Eintrag Keton 46 Lacton 3 Produktkonzentration Produktkonzentration

M] M] via Titrino [%] via NMR 2 [%]
1 0.02 0 oc T
2 0.02 0.01 24 16
3 0.02 0.04 30 16
4 0.02 0.10 42 15
5" 0.02 0.25 49 16
6" 0.02 1.00 50 14
7" 0 0.25 0 0

a) Umsatz bestimmt mittels Urotropin (51) als externer Standard; b) automatischer Abbruch der Reaktion nach 3.5 h.

7.2.1.7 Variation des Substrates

7.21.7.1 3,5,5-Trimethylcyclohexanol (53) als Substrat

OH
Lk-ADH
53
NADP* NADPH
0 0
K / 55

CHMO

56 57
Abbildung 128. Doppeloxidation von 3,5,5-Trimethylcyclohexanol (53).
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Die Synthesen erfolgen analog der AAV 1. Dazu werden jeweils CHMO (3.82 U, 20.1 mg), 3,5,5-Trimethyl-
cyclohexanol (53, 0.2 mmol), MgCl: (1 mM) sowie Lk-ADH (40 U, 210.5 pL) und NADP+ (1 mol-%)
eingesetzt und fiir 24 h bei RT geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 1. Die Konzentrationen
der Komponenten wird sowohl mittels H-NMR-Spektroskopie, bezogen auf den Standard Urotropin

(51), sowie mittels Gaschromatographie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 36 aufgelistet.

Tabelle 36. 3,5,5-Trimethylcyclohexanol (53) als Substrat.

Konzentration 53 Konzntration 55 Konzentration 56 / 57

Eintrag Analytik [mM] [mM] [mM]
TH-NMR 28.4 0 0
GC 38.8 0 1.2

7.2.1.7.2 Isophoron (52) als Substrat

0 0
CHMO 0
/\ y
52 NADP* NADPH 59
OH \ / 0
AN Lk-ADH - N

Abbildung 129. Oxidation von Isophoron (52) mit Lk-ADH als Regenerationssystem.

In einem 10 mL-Rundkolben wird Rohextrakt der CHMO (3.82 U, 20.1 mg) in KP;-Puffer (pH 7.0, 50 mM,
5 mL) aufgenommen und gut geschiittelt. Isophoron (52, 0.2 mmol, 27.6 mg), MgCl; (1mM), Lk-ADH
(40 U, Rohextrakt/Glycerin 1:1 (v/v)) sowie i-PrOH (1.25 ml) werden zugegeben. Das Gemisch wird fiir
20 min bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Zugabe von NADP+ (1 mol-%, 1.57 mg) wird die Reaktion
gestartet und die Mischung fiir eine bestimmte Zeit bei Raumtemperatur geriihrt. Die Aufarbeitung
erfolgt analog der AAV 1. Die Konzentration wird mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt und auf den
Standard Urotropin (51) bezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 37 aufgelistet.

Tabelle 37. Isophoron (52) als Substrat.

Eintrag Analytik Konzentration 52 [mM] Konzentration 59 [%]
1 1H-NMR 23.6 0
2 GC 39.9 1
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7.2.1.8 Verwendung von Adsorberharzen

7.2.1.8.1 Bestimmung der Riickgewinnungsrate in Anwesenheit von XAD-7 und XAD-1180

Zur Bestimmung der Riickgewinnungsrate werden Cyclohexanol (1) bzw. das Lacton 3 (0.2 mmol) in
KPi-Puffer (pH 7, 50 mM) mit XAD-7 bzw. XAD-1180 (100 - 200 mg) fiir 20 h bei RT geriihrt. Die
Harzkiigelchen werden abfiltriert und zunachst mit dest. Wasser (3 x 20 mL) und anschlief}end mit DCM
bzw. MTBE (3 x 20 mL) gewaschen und die Phasen getrennt. Die wissrige Phase wird mit DCM bzw.
MTBE (3 x 20 mL) extrahiert. Die organischen Phasen werden vereint und das Losungsmittel bei
900 mbar und 40 °C entfernt. Der Umsatz wird mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt und auf den

Standard Urotropin (51) bezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 38 aufgelistet.

Tabelle 38. Bestimmung der Riickgewinnungsrate in Anwesenheit der Adsorberharze XAD-7 bzw.

XAD-1180.
OH
0
1 3
Eintrag Substanz Harz /[mg] Solvenz Riickgewinnung [%]

1 1 XAD-7 /100 DCM 46
2 3 XAD-7 /100 DCM 68
3 3 XAD-7 / 200 DCM 74
4 3 XAD-7 /100 MTBE 30
5 1 XAD-1180 / 100 DCM 89
6 1 XAD-1180 / 200 DCM 41

7.2.1.8.2 Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) in Anwesenheit von XAD-7

OH

XAD-7

Lk-ADH

: \ 3

1
0 NADP* NADPH

CHMO
3

Abbildung 130. Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) in Anwesenheit von XAD-7.

Die Synthese erfolgt analog der AAV 1. Dazu werden CHMO (3.82 U, 20.1 mg), Cyclohexanol (1,
0.2 mmol), XAD-7 (100 mg), MgCl: (1 mM) sowie Lk-ADH (40 U, 210.5 pL) und NADP+* (1 mol-%) in
KP:-Puffer (pH 7, 50 mM, 5 mL) eingesetzt und fiir 24 h bei RT geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog
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der AAV 1. Der Umsatz wird mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt und auf den Standard Urotropin
(51) bezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 39 aufgelistet.

Tabelle 39. Doppeloxidation von Cyclohexanol (1) in Anwesenheit von XAD-7.

Zuriickgewonnene Stoffmenge
1+2+3[%]
24 3 50

Umsatz 3 [%] Umsatz 2 [%)]
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7.2.2 Enantioselektive Racematspaltung von Aminen mittels Lipasen

7.2.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift 5 (AAV 5): Synthese von Referenzverbindungen

Zum jeweiligen rac-Amin wird der entsprechende Acyldonor (1 Aq.) gegeben und fiir die angegebene
Reaktionszeit zum Riickfluss (Olbad auf 180 °C) erhitzt (Abbildung 131).253] Der produktbezogene
Umsatz wird mittels TH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromato-

graphie aufgereinigt, um das isolierte rac-Amid zu erhalten.

0
NH, 0
P v MR, e HN)J\R3
Ry R, Ry ~07 180°C, t )\
R Ry
rac-Amin Acyldonor rac-Amid

Abbildung 131. Synthese der Referenzverbindungen.[253]

7.2.2.1.1 Synthese des DL-Ethyl-3-0x0-3-(1-phenylethylamino)propanoats (rac-10)

Die Synthese erfolgt analog der AAV 5.12531 Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 2.7 mmol, 327.3 mg) wird
Malonsaurediethylester (9, 15.1 mmol, 2.4 g) gegeben und fiir 4 h zum Rickfluss erhitzt. Die Aufrei-
nigung erfolgt mittels Sdulenchromatographie (Laufmittel: CH/EtOAc 2:1). Das Amid rac-10 wird als
farbloser Feststoff erhalten.

Umsatz: 85%; Ausbeute: 71% (448.6 mg, 1.9 mmol).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm): 1.28 (t, 3 = 7.1 Hz, 3H, H-14),
ﬁwMe B 1.51 (d, ¥ = 6.9 Hz, 3H, H-9), 3.32 (d, ¥ = 4.9 Hz, 2H, H-11), 4.19 (q,
], u 14 | 3/=72 Hz, 2H, H-13), 5.15 (g, ¥/ = 7.2 Hz, 1H, H-7), 7.24 - 7.36 (m,
Z ; ’ 5H, Har), 7.50 (m, 1H, H-8).
; 1o 13C-NMR (500 MHz, CDCls): 14.16 (C-14), 22.22 (C-9), 41.21 (C-11),
Cy3H,7NO; 49.04 (C-7), 61.69 (C-13), 126.19 (C-1, C-5), 127.46 (C-3), 128.80
M = 235.28 g/mol (C-2, C-4), 143.16 (C-6), 164.12 (C-10), 169.83 (C-12).

HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow:
0.8 mL/min, tr = 16.9 min (R), 26.7 min (S), ee-Wert: 0%.
IR (ATR): (cm-1) = 3276.0, 3064.4, 2977.5, 2930.4, 2359.4, 1735.8, 1642.7, 1541.0, 1448.4, 1367.9,
1152.8,1031.6,943.8,761.0, 698.3, 613.8,537.9.
MS (ESI): m/z (%) = 258.1 (100) [M+Na]*, 356.3 (3), 437.3 (5), 493.2 (31) [2M+Na]*.
EA (C13H17NO3): berechnet: C: 61.95%, H: 8.98%, N: 6.57%, O: 22.50%; gefunden: C: 61.08%, H: 8.99%,
N: 6.47%, 0: 23.46%.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiberein.[273]
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7.2.2.1.2 Synthese des 2-Phenoxy-N-(1-phenylethyl)acetamids (rac-121)

Die Synthese erfolgt analog der AAV 5.12531 Zu rac-1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol, 61.0 mg) wird

Phenoxyessigsdureethylester (122, 0.5 mmol, 90.6 mg) gegeben und fiir 5 h zum Riickfluss erhitzt. Die

Aufreinigung erfolgt mittels Sdulenchromatographie (Laufmittel: CH/EtOAc 3:2). Das Produkt wird als

farbloser Feststoff erhalten.

Umsatz: 81%, Ausbeute: 37% (47.2 mg, 0.18 mmol).

0
8 012 13
HN" 10
1 , 1 \©
2 f . 17 Z
3 5
4
rac-117
C16H17NO,
M =255.31 g/mol

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 (ppm): 1.56 (d, 3/ = 7.0 Hz, 3H, H-9),
4.51 (d, 3/ = 6.0 Hz, 2H, H-11), 5.24 (qui, 3/ = 7.5 Hz, 1H, H-7), 6.79
(br, 1H, H-8), 6.92 (d, 3/ = 8.5 Hz, 2H, Har), 7.03 (t, 3/ = 7.5 Hz, 1H,
Har), 7.27 - 7.36 (m, 5H, Har), 7.50 (m, 1H, H-8).

13C-NMR (500 MHz, CDCl3): 21.96 (C-9), 48.43 (C-7), 67.51
(C-11), 114.86 (Car), 122.30 (Car), 126.24 (Car), 127.61 (Car),
128.85 (Car), 129.92 (Car), 142.80 (C-5), 157.26 (C-12), 167.44
(C-10).

HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow:

0.8 mL/min, tr = 15.11 min (R), 16.18 min (S), ee-Wert: 0%.
IR (ATR): (cm-1) = 3269.9, 3062.6, 3970.0, 2929.9,
MS (ESI): m/z (%) = 278.1 (80) [M+Na]*, 410.7 (12),533.1 (100) [2M+Na]*.

Die spektroskopischen Daten sind nicht literaturbekannt.

7.2.2.1.3 Synthese des 2-Cyano-N-(1-phenylethyl)-acetamids (rac-123)

0
N
NH =
—
+ /\O)'J\//
RT,24h
rac-4 124, 1 Aq. rac-123

Abbildung 132. Synthese des Cyano-Amids rac-123.[254

Zu rac-1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol, 59.8 mg) wird Cyanessigsdureethylester (124, 0.5 mmol,
57.7 mg) zugegeben und fiir 24 h bei RT geriihrt (Abbildung 132).2541 Das Rohprodukt wird mittels

Saulenchromatographie (Laufmittel: CH/EtOAc 2:3) aufgereinigt. Das Produkt wird als farbloser Fest-

stoff erhalten.

Umsatz: 40%, Ausbeute: 36% (33.9 mg, 0.18 mmol).
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rac-123
Cq1H12N20
M =188.23 g/mol

) !H-NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm): 1.56 (d, 3] = 7.0 Hz, 3H, H-9), 3.35
(d, 3] = 2.5 Hz, 2H, H-11), 5.12 (qui, 3/ = 7 Hz, 1H, H-7), 6.29 (br, 1H, H-
8), 7.29 - 7.38 (m, 5H, Ha").

13C-NMR (500 MHz, CDCls): 21.60 (C-8), 26.04 (C-11), 50.12 (C-7),
114.85 (C-13), 126.27 (Car), 128.01 (Car), 129.02 (Car), 141.99 (C-5),
160.09 (C-10).

HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow: 0.8
mL/min, tr = 17.14 min (R), 21.38 min (S), ee-Wert: 0%.

IR (ATR): (cm-1) = 3275.3, 3064.8, 2966.1, 2919.9, 2357.5, 2341.2, 2256.4, 1644.8, 1550.2, 1445.2,
1355.0, 1241.6, 1195.0, 1106.6, 934.9, 748.5, 684.3, 597.8, 587.6, 528.2.
MS (ESI): m/z (%) = 211.0 (100) [M+Na]*, 316.2 (4), 353.3 (13), 399.1 (52) [2M+Nal*, 437.2 (6),

569.2 (3).

EA (C11H12N20): berechnet C: 70.19%, H: 6.43%, N: 14.88%, O: 8.50; gefunden: C: 70.53%, H: 6.66%,

N: 3.93%, 0: 6.69%.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiberein.[254]

7.2.2.1.4 Synthese des N-(1-Phenylethyl)acetamids (rac-7)

Abbildung 133. Acylierung von rac-4 mit Essigsdaurevinylester (125).

Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol, 59.8 mg) wird Essigsdurevinylester (125, 0.5 mmol, 57.7 mg)

zugegeben und fiir 4.5 Stunden bei 60 °C geriihrt. Das Rohprodukt wird in dest. H20 (0.5 mL) aufge-

nommen und mit DCM extrahiert. Das Produkt wird als gelbes Ol erhalten.

Umsatz: 95%.

0
8
HN)loK
6 7 11
1 . 5
2 4
3
rac-7
M =163.22 g/mol

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm): 1.49 (d, 3/ = 6.9 Hz, 3H, H-9), 1.98 (s, 3H,
H-11), 5.13 (qui, 3/ = 7.2 Hz, 1H, H-7), 5.71 (br, 1H, H-8), 7.25 - 7.36 (m, 5H,
Har),

13C-NMR (500 MHz, CDCls): 21.82 (C-9), 23.56 (C-11), 48.91 (C-7), 114.85
(C-13), 126.32 (C-6, C-5), 127.49 (C-2), 128.78 (CC-1, C-3), 143.28 (C-5),
169.25 (C-10).

HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow: 0.8 mL/min,
tr = 27.39 min (R), 37.85 min (S), ee-Wert: 0%.

IR (ATR): (cm-1) = 3733.9, 3278.5, 2974.9, 2358.8, 2340.8, 1646.2, 1541.3,

1473.4,1447.8,1370.5,1296.7,1274.5,1209.7, 1138.5, 1028.3, 728.9, 638.2, 519.8. 499.2.
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MS (ESI): m/z (%) = 186.0 (100) [M+Na], 393.3 (15), 556.3 (5).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten tiberein.[274

7.2.2.1.5 Synthese des 2-Phenyl-N-(1-phenylethyl)acetamids (rac-126)

0
NH,
J\/@ NEt; (2 Aq)) HN
*oa DCM
0°C-RT,21h
rac-4 127 rac-126

Abbildung 134. Acylierung von rac-4 mit 2-Phenylacetylchlorid (127).1255]

Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 2 mmol, 0.24 g), gelost in DCM (2.5 mL), wird NEts (4 mmol, 0.57 mL)
gegeben und fiir 10 Minuten auf 0 °C gekiihlt (Abbildung 134).[255] 2-Phenylacetylchlorid (127, 2 mmol,
0.27 mL) wird zugetropft und fiir 21 h bei Raumtemperatur geriihrt. Ammoniumchlorid-Lésung wird
zugegeben und die Phasen werden getrennt. Die wassrige Phase wird mit ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Losung (3x) gewaschen, die vereinten organischen Phasen werden mit DCM (3x) extrahiert

und iiber MgS04 getrocknet. Das Losungsmittel wird i.Vak. entfernt. Das Produkt wird als farbloser

Feststoff erhalten.
Umsatz: >99%, Ausbeute: 80% (0.38 g, 1.61 mmol).
s \ 1H-NMR (500 MHz, CDCI3): § (ppm): 1.40 (d, 3/ = 7.0 Hz, 3H, H-9),
16
o v . 3.58 (s, 2H,H-11),5.12 (qui, 3] = 7.0 Hz, 1H, H-7), 5.61 (br, 1H, H-8),
7.18 - 7.37 (m, 12H, Har).
§ HNT10"7; 14
1 , 1 13 13C-NMR (500 MHz, CDCl3): 21.92 (C-9), 44.04 (C-11), 48.86 (C-7),
z 6 9 126.07 (C-1, C-5), 127.42 (C-3), 127.49 (C-15), 128.75 (C-2, C-4),
3 " 5 129.16 (C-16, C-14), 129.51 (C-17, C-13), 135.01 (C-13), 143.17
rac-126 (C-6),170.13 (C-10).
C16H17NO . AD-H.SA £ (. . .
M = 239.32 g/mol HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow:
0.8 mL/min, tr = 24.14 min (R), 3.51 min (S), ee-Wert: <1%.

IR (ATR): (cm-1) =3317.6,3057.3,3014.9, 2973.3,2910.0, 2359.1,
1716.3, 1646.0, 1525.6, 1493.8, 1450.1, 1341.8, 1243.2, 1209.1, 1130.6, 1072.0, 1027.5, 952.6, 905.7,
756.4,692.8,532.2.
MS (ESI): m/z (%) = 262.1 (81) [M+Na]*, 303.2 (13), 379.4 (100), 437.3 (57), 502.2 (7) [2M+Na]*,
559.4 (7).
EA (C16H17NO): berechnet C: 80.30%, H: 7.16%, N: 5.85%, O: 6.69; gefunden: C: 68.55%, H: 6.23%,
N: 3.93%, O: 8.43%.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten tiberein.[275]
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7.2.2.1.6 Synthese des 2-Methoxy-N-(1-phenylethyl)acetamids (rac-8)

o

NH, . NN

Piperidin (1.05 Aq.)
0}
* c1)1\/ ~ 0°C,1h

rac-4 128, 1.1 Aq. rac-8
Abbildung 135. Acylierung von rac-4 mit 2-Methoxyacetylchlorid (128).[25¢]

Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 1.25 mmol, 161.8 pL) wird bei 0°C Piperidin (1.05 Aq. 103.8 L)
zugegeben (Abbildung 135).1256] Es wird mit 2-Methoxyacetylchlorid (128, 1.1 Aq., 131.5 pL) versetzt
und fiir 1 h unter Eisbadkiihlung geriihrt. Das erhaltene farblose Ol wird in DCM aufgenommen und die
Phasen werden getrennt. Die organische Phase wird mit HCI (1M, 2x), mit ges. Natriumchlorid-Lésung
(2x) sowie mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung (2x) gewaschen und iiber MgSO4 getrocknet. Das
Losungsmittel wird i.Vak. entfernt. Das Produkt wird als farbloser Feststoff erhalten.
Umsatz: >99%, Ausbeute: 95% (227.8 mg, 1.18 mmol).
TH-NMR (500 MHz, CDCl3): 8§ (ppm): 1.52 (d, 3/ = 7.0 Hz, 3H, H-12), 3.40
o LO (s, 3H, H-12), 3.90 (d, 3/ = 10.5 Hz, 2H, H-11), 5.18 (qui, 3/ = 7.0 Hz, 1H,
HN 10 ~

, 111

. H-7), 6.75 (br, 1H, H-8), 7.25 - 7.28 (m, 1H, Har), 7.31 - 7.37 (m, 4H, Har).

1 N 13C-NMR (500 MHz, CDCl3): 21.97 (C-9), 48.14 (C-7),59.21 (C-12), 72.03
5 . (C-11), 126.24 (Ca), 127.49 (C), 127.78 (C), 143.01 (C-5), 167.71
3 (C-10).
rac-8 HPLC: AD-H-Siule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow:
Cy1H15NO;

0.8 mL/min, tr = 13.09 min (R), 17.47 min (S), ee-Wert: <1%.

IR (ATR): (cm?) = 3342.7, 2971.0, 2931.3, 2828.6, 1650.5, 1521.7,
1454.9,1208.0,1112,0,1018.2,977.9,766.0,701.1, 663.4, 614.5,571.8, 537.5, 501.7.

MS (ESI): m/z (%) = 216.0 (100) [M+Na]*, 217.0 (13), 409.2 (8) [2M+Na]*.

M = 193.25 g/mol

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiberein.[276]

7.2.21.7 Synthese des Ethyl-3-((2,3-dihydro-1H-inden-1-yl)amino)-3-oxo-propanoats

(rac-129)
9 9 DBU (0.5 Aq.) T
.5 Aq.
DCM H
NH, 40°C.3d
rac-139 9,1 Aq. rac-129

Abbildung 136. Synthese des Aminoindan-Amids rac-129.[257]
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Zu 1-Aminoindan (130, 1.0 mmol, 132.5 mg) werden Malonsaurediethylester (9, 1.0 mmol, 159.0 mg)
und DBU (0.5 mmol, 78.0 mg) in DCM (0.2 mL) gegeben und bei 40 °C fiir 3 d geriihrt (Abbildung
136).12571 Der Umsatz wird mittels TH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Das Rohprodukt wird mittels
Sdulenchromatographie (Laufmittel CH/EtOAc 1:4) aufgereinigt um das isolierte Produkt zu erhalten.
Umsatz: 43%, Ausbeute: 17% (40.6 mg, 0.17 mmol).

; 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): § (ppm): 1.28 (t, 3 = 7.1 Hz, 3H,
2
1 0 0 H -15), 1.84 (m, 1H, H-2), 2.62 (m, 1H, H-1), 2.88 (m, 1H, H-2),
4 14
. NMO/\ 3.00 (m, 1H, H-2), 3.37 (d, J = 2.2 Hz, 2H, H-12), 4.19 (q,
5 12
Ho " | 3/=7.2Hz 2H,H-14),5.51 (q, J = 7.8 Hz, 1H, H-9), 7.20 - 7.30
6 7
(m, 4H, Her),
rac-129
C14H1,NO; 13C-NMR (500 MHz, CDCls): 14.19 (C-15), 30.39 (C-1), 34.08
M = 247.29 g/mol (C-2), 41.42 (C-12), 54.89 (C-9), 61.71 (C-14), 124.12 (C-4),

124.92 (C-7),126.92 (C-5), 128.11 (C-6), 143.00 (C-8), 143.48
(C-3),164.96 (C-11), 169.58 (C-13).

HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow: 0.8 mL/min, tr=21.89 min (R),
28.47 min (S), ee-Wert: 0%.

IR (ATR): (cm) = 3269.9, 3069.2, 2990.9, 2961.8, 2847.6, 2358.0, 1732.4, 1640.2, 1548.9, 1457.6,
1409.5,1363.8,1228.4,1148.2,1023.2, 749.1, 587.1, 539.3.

MS (ESI): m/z (%) = 270.1 (100) [M+Na]*, 315.2 (3), 437.2 (3),517.1 (5) [2M+Na]*.

EA (C14H17NO3): berechnet C: 68.00%, H: 6.93%, N: 5.66%; gefunden: C: 68.58%, H: 6.96%, N: 5.77%.

Die spektroskopischen Daten sind nicht literaturbekannt.

7.2.2.2 Analytik

7.2.2.21 Validierung der Aufarbeitung von AAV 5 mittels NMR-Analytik

Zur Validierung der Analytik werden Malonsaurediethylester (9) und rac-10 im Verhaltnis 1:1 einge-
wogen. Mittels 'H-NMR-Spektroskopie wird das Verhéltnis beider Komponenten bestimmt. An-
schlieffend erfolgt eine Aufarbeitung analog der AAV 6, indem filtriert und mit DCM und MTBE (je
10 mL) gespiilt wird. Das Verhaltnis der beiden Komponenten wird erneut mittels tH-NMR-Spektro-

skopie ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 40 dargestellt.
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Tabelle 40. Validierung der Aufarbeitung von AAV 6 mittels 1H-NMR-Analytik.

0 0
o BN NN
P N
9 rac-10
Eint Verhaltnis 9 /rac-10 Verhaltnis 9 /rac-10 Abweichung
intra
& vor Aufarbeitung nach Aufarbeitung [%0]
1 1:0.98 1:0.99 1
1:1.02 1:1.06 4
1:1.04 1:1.05 1
7.2.2.2.2 Bestimmung der Enantiomereniiberschiisse durch chemische Acylierung des

resultierenden Amins (5)-4

Die Synthese erfolgt analog der AAV 5. Zu rac-1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol, 60.1 mg) werden
Malonsaurediethylester (9, 0.5 mmol, 80.1 mg) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und fiir 24 h bei
60 °C geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 5. Im Anschluss wird der gesamte Reaktions-
ansatz zusammen mit Acetanhydrid (132, 0.5 mmol, 47.7 pL) fiir 6 h bei RT in Chloroform geriihrt. Das
Losungsmittel wird i.Vak. entfernt. Mittels HPLC werden die ee-Werte des Amids (R)-10 bestimmt. Der
ee-Wert des Amids (S5)-7 wurde ebenfalls mittels HPLC detektiert und mit dem berechneten Wert fiir

(5)-4 verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 41 aufgelistet.

Tabelle 41. Bestimmung des Enantiomereniiberschusses des resultierenden Amins (S5)-4.
0 0]
NH,
rac-4 (R)-10
N CAL-B N 0 0 o
AN J
0 0 132 HN
9 (5)-4 (-7
ee-Wert (5)-10 detektiert ee-Wert (5)-4 berechnet ee-Wert (R)-7 detektiert
97% 90% 88%

163



7 Experimenteller Teil

7.2.2.3 Vorversuche zur enzymatischen Acylierung mit Benzylaminen als Substrate

7.2.2.3.1 Synthese von Ethyl-3-(benzylamino)-3-oxopropanoat (133)

0 0

NH, .\ )O]\/ﬁ\ NMO/\
-0 0" 180°Ct H
1Aq.
134 9 133

Abbildung 137. Chemische Acylierung von Benzylamin (134) mit Malonsdurediethylester (9).[253]

Die Synthese erfolgt analog der AAV 5.[2531 Zu Benzylamin (134, 10.0 mmol, 1.07 g) wird Malonsaure-
diethylester (9, 10.0 mmol, 1.60 g) gegeben und fiir 3 h zum Riickfluss erhitzt. Die Aufreinigung erfolgt
mittels Sdulenchromatographie (Laufmittel: CHCl3/Aceton 85:15). Das Amid 133 wird als farbloser
kristalliner Feststoff erhalten.

Umsatz: 49%, Ausbeute: 48% (1.22 g, 4.82 mmol).

s \ H-NMR (500 MHz, CDCl3): 8 (ppm): 1.28 (t, 3/ = 7.0 Hz, 3H,
17 M /12\ H-13), 3.36 (s, 2H, H-10), 4.20 (q, 3/ = 7.0 Hz, 2H, H-12), 4.49 (d,
2@g89 oo 3] = 5.5 Hz, 2H, H-7), 7.28 - 7.35 (m, 5H, Ha), 7.45 (br, 1H, H-8).
3 : 5 13C-NMR (500 MHz, CDCl3): 14.17 (C-13), 41.21 (C-10), 43.69
133 (C-7), 61.74 (C-12), 127.63 (C-3), 127.82 (C-2, C-4), 128.83 (C-1,

M =C21§I1{_125§§/3m01 (113)C-5), 138.00 (C-6), 156.02 (C-9), 169.68 (C-11).
IR (ATR): (cm?) = 3280.4, 2977.4, 1732.2, 1638.7, 1551.2,

1499.2, 1453.8, 1364.9, 1284.0, 1214.7, 1149.2, 1027.7, 749.5,
670.4, 580.4.
DC-MS (ESI): m/z (%) = 244.9 (93) [M+Nal*, 260.0 (19) [M+K]*, 465.0 (100) [2M+Na]*, 466.0 (19), 906.2
(13).
MS (ESI): m/z (%) = 222.0 (10) [M]*, 244.0 (100) [M+Na]*, 260.0 (34) [M+K]*, 465.0 (78) [2M+Nal*,
466.1 (15),906.3 (12).
EA (C17H18N202): berechnet C: 65.14%, H: 6.83%, N: 6.33%; gefunden: C: 65.37%, H: 7.20%, N: 6.52%.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten tiberein.[273277]
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7.2.2.3.2 Analyse des Diamids N,N‘-Dibenzylmalonamid (137)
0O O
NH,
H
134 133
+ —_— +

180 °C, t

o0 0
/\OMO/\

9

0] 0
N)J\/U\N
©/\H H/\@
137

Abbildung 138. Bildung des Diamids 137 als Nebenprodukt.

Bei der chemischen Acylierung des Benzylamins (134) mit Malonsaurediethylester (9) analog der AAV
5 (Abschnitt 7.2.2.3.1) entsteht das gewiinschte Benzylamid 133 (Abbildung 138).12531 Als Nebenprodukt
wird dabei das entsprechende Diamid 137 erhalten, welches durch Saulenchromatographie (Laufmittel
CHCI3/Aceton 85:15) isoliert und als farbloser Feststoff erhalten wird.

Umsatz: 27%, Ausbeute: 20% (0.56 g, 1.98 mmol).

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 (ppm): 3.23 (s, 2H, H-10),

0 0

137

8
2 f NM
H 10 H
3 5

12 13

N 14

15

19

16

18

17

444 (d, 3 = 6.0 Hz, 2H, H-7 + H-13), 7.18 (br, 2H, H-8 +
H-12), 7.25 - 7.34 (m, 10H, Hr).

13C-NMR (500 MHz, CDCl3): 43.17 (C-10), 43.76 (C-7,
C-13), 127.68 (C3, C-17), 127.81 (C-2, C-4, C-18, C-16),

C17H1gN70;

M = 282.34 g/mol 128.85 (C-1, C-5, C-19, C-15), 137.80 (C-6, C-14), 167.25

(C-9,C-11).

IR (ATR): (ecmt) = 3279.4, 3062.5, 2359.1, 1654.6, 1623.7, 1541.3, 1452.2, 1354.0, 1243.0, 1225.9,
1026.3,716.8,691,9, 604.3.

DC-MS (ESI): m/z (%) = 305.0 (100) [M+Na]+, 306.0 (15), 320.0 (27) [M+K]+, 587.0 (73) [2M+Na]*,
588.1 (20),967.3 (24).

MS (ESI): m/z (%) = 102.1 (100), 116.1 (68), 118.1 (30), 305.0 (35) [M+Na]*, 321.0 (10) [M+K]*
587.0 (15) [2M+Na]+, 685 (17), 764.3 (31).

EA (C17H18N202): berechnet C: 72.32%, H: 6.43%, N: 9.92%; gefunden: C: 72.10%, H: 6.75%, N: 10.00%.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiberein.[278]
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7.2.2.3.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift 6 (AAV 6): Enzymatische Acylierung substituierter

Benzylamine
0 0
CAL-B
R NH U (40 mg/mmol) R NMO/\
2 4 —_— H
\©/\ o 07 goec,45h
134 (R=H) 9 133 (R=H)
140 (R - B1) 14q 145 (R Br)
139 (R = OMe) 143 (R = OMe)

Abbildung 139. Enzymatische Acylierung substituierter Benzylamine.

Zu substituiertem Benzylamin (134, 138 - 140, 0.5 - 2.5 mmol) werden Malonsaurediethylester (9,
1 Aq.) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und bei 80 °C fiir 4.5 h bei 200 rpm geriihrt oder im Thermo-
Schiittler bei 300 rpm geschiittelt (Abbildung 139). Die Lipase wird abfiltriert, mit DCM und MTBE (je
10 - 40 mL) gewaschen und die Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Umsatz wird mithilfe von 1H-NMR-

Spektroskopie bestimmt. Das Produkt wird mittels Sdulenchromatographie isoliert.

7.2.2.34 Enzymatische Synthese von Ethyl-3-(benzylamino)-3-oxopropanoat (133)

Die Synthese erfolgt analog der AAV 6. Zu Benzylamin (134, 0.5 mmol, 53.6 mg) werden Malonsaure-
diethylester (9, 0.5 mmol, 81.3 mg) und CAL-B (40 mg/mmol, 20 mg) gegeben und bei 80 °C fiir 4.5 h
erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 2. Das Produkt 133 wird in einer Mischung mit dem
Diamid 137 erhalten.

Umsatz: 91% 133 + 9% 137.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm): 1.28 (t, 3/ = 7.0 Hz, 3H, H-
0 0
1 7 12 13), 3.36 (s, 2H, H-10), 4.20 (q, 3/ = 7.0 Hz, 2H, H-12), 4.48 (d,
MO/\ 37— _ _ ar -
10 13 ] = 5.5 Hz, 2H, H-7), 7.28 - 7.35 (m, 5H, H"), 7.45 (br, 1H, H-8).
Die analytischen Daten stimmen mit den Vergleichsdaten aus

133 Abschnitt 7.2.1.1 und der Literatur iiberein.[277]
Ci2H15NO3
M =221.26 g/mol

7.2.2.3.5 Enzymatische Synthese von N-(m-Hydroxybenzyl)-N-ethylmalonamid (141)

Die Synthese erfolgt analog der AAV 6. Zu 3-Hydroxybenzylamin (138, 1.0 mmol, 123.8 mg) werden
Malonsaurediethylester (9, 1.0 mmol, 162.5 mg) und CAL-B (40 mg/mmol, 40 mg) gegeben und bei
80 °C fiir 4.5 h geriihrt. Die Aufreinigung erfolgt mittels Sdulenchromatographie (Laufmittel: CHCls/
Aceton 3:2). Das Produkt wird als farbloser Feststoff erhalten.
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Umsatz: 38%, Ausbeute: 35% + 17% (136).

e A

1H-NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm): 1.26 (t, 3/ = 7.5 Hz, 3H,

0 0

- M /13\ H-14), 3.36 (s, 2H, H-11), 3.80 (s, 3H, H-7), 4.18 (q, 3/ = 7.0

72 s N'" T3 9 7| Hz2HH-13),446 (4,9 =55 Hz, 2H, H-8), 6.75 - 681 (m,
3 5 9

3H, Har), 7.18 (t, 3] = 7.5 Hz, 1H, Har), 7.61 (br, 1H, H-7).
141 13C-NMR (500 MHz, CDCls): 14.07 (C-14), 41.12 (C-11),
C12H15N04 43.66 (C-8), 61.89 (C-13), 114.80 (C-3), 114.96 (C-1)
M = 251.28 g/mol - » 6l » 14 » 14 ,
119.31 (C-4), 129.94 (C-4), 139.18 (C-6), 156.91 (C-2),

166.03 (C-10), 169.42 (C-12).

IR (ATR): (cm) = 3291.6, 2980.8, 2358.9, 1720.8, 1646.4, 1588.9, 1541.5, 1455.3, 1368.9, 1330.2,
1194.0, 1154.6, 1020.6, 946.9, 866.2, 780.6, 731.5, 694.3.

MS (ESI): m/z (%) = 260.0 (100) [M+Na]*, 497.1 (52).

EA (C13H16NO3): berechnet C: 60.75%, H: 6.37%, N: 5.90%; gefunden; C: 59.24%, H 6.86%, N: 5.83%.

Die spektroskopischen Daten sind nicht literaturbekannt.

7.2.2.3.6 Enzymatische Synthese von N-(m-Bromobenzyl)-N-ethylmalonamid (145)

Die Synthese erfolgt analog der AAV 6. Zu 3-Brombenzylamin (140, 2.5 mmol, 468.5 mg) werden
Malonsaurediethylester (9, 2.5 mmol, 404.1 mg) und CAL-B (40 mg/mmol, 200 mg) gegeben und bei
80°C fiir 4.5 h geriihrt. Die Aufreinigung erfolgt mittels Sdulenchromatographie (Laufmittel:
CHCI3/Aceton 85/15). Das Produkt 137 wird in Form von kristallinen Nadeln erhalten.

Umsatz: 95%, Ausbeute: 81%.

s N

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm): 1.29 (t, 3/ = 7.1 Hz, 3H,

A H-13),3.37 (s, 2H, H-10), 4.20 (q, 3] = 7.0 Hz, 2H, H-12), 4.46
Br )‘J\/U\ /\
2 6 NS0T N, (d, 3/ = 6.0 Hz, 2H, H-7), 7.18 - 7.23 (m, 2H, H), 7.39 - 7.44

} 5 8 (m, 2H, H), 7.55 (br, 1H, H-8).

145 13C-NMR (500 MHz, CDCls): 14.19 (C-13), 41.07 (C-10),

Mglgﬁffgg?;ol 4297 (C-7), 61.86 (C-12), 122.85 (C-2), 12639 (C-5),
130.37 (C-3 + C-4), 130.76 (C-1), 140.43 (C-6), 165.17 (C-9),
169.72 (C-11).

IR (ATR): (cm-1) = 3234.5, 3059.8, 2973.5, 2360.5, 2341.5, 1745.7, 1635.4, 1551.8, 1416.9, 1329.3,

1275.8,1234.8, 1143.8,1071.7, 1030.9, 994.6, 786.5, 683.5.

MS (ESD): m/z (%) = 322.0 (95), 324.0 (100) [M+Na]*, 393.3 (4), 437.2 (6).

EA (C13H16NOs): berechnet C: 48.02%, H: 4.70%, N: 4.67%; gefunden: C: 47.71%, H 4.79%, N: 4.67%.

Die spektroskopischen Daten sind nicht literaturbekannt.
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7.2.2.3.7 Synthese von N-(m-Methoxybenzyl)-N-ethylmalonamid (143)

Die Synthese erfolgt analog der AAV 6. Zu 3-Methoxybenzylamin (139, 2.5 mmol, 345.5 mg) werden
Malonsaurediethylester (9, 2.5 mmol, 403.4 mg) und CAL-B (40 mg/mmol, 200 mg) gegeben und bei
80°C fiir 4.5h geriihrt. Die Aufreinigung erfolgt mittels Saulenchromatographie (Laufmittel:
CHCI3/Aceton 85/15). Das Produkt 138 wird in Form von kristallinen Nadeln erhalten.

Umsatz: 95%, Ausbeute: 84%.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm): 1.29 (t, 3/ = 7.0 Hz, 3H,

0 8 M 13 H-14), 3.36 (s, 2H, H-11), 3.80 (s, 3H, H-7), 4.20 (q, 3/ = 7.0
e N10""12 o/\14 Hz, 2H, H-13), 4.46 (d, 3/ = 5.5 Hz, 2H, H-8), 6.81 - 6.84 (m,
3 5 ’ 2H, Ha), 6.87 - 6.88 (d, 3/ = 7.5 Hz, 1H, H*), 7.25 (t,3/ = 8.0
4 143 Hz, 2H, Har), 7.55 (br, 1H, H-7).
C13H17N04-

13C-NMR (500 MHz, CDCls): 14.18 (C-14), 41.20 (C-11),
43.65 (C-8), 55.37 (C-7), 61.76 (C-13), 113.08 (C-1),
113.43 (C-3), 120.03 (C-5), 129.88 (C-4), 139.58 (C-6),

M =251.28 g/mol

160.00 (C-2), 165.01 (C-10), 169.70 (C-12).

IR (ATR): (cm-1) = 3229.5, 3056.8, 2978.2, 2361.0, 2341.5, 1748.1, 1635.5, 1597.8, 1553.4, 1453.1,
1325.2,1276.3, 1134.6, 1037.7, 879.5, 792.2, 737.6, 669.9, 570.0.

MS (ESI): m/z (%) = 322.0 (95), 324.0 (100) [M+Na]*, 393.3 (4), 437.2 (6).

EA (C13H17NO4): berechnet C: 62.14%, H: 6.82%, N: 5.57%; gefunden; C: 61.96%, H 7.04%, N: 5.63%.

Die spektroskopischen Daten sind nicht literaturbekannt.

7.2.2.3.8 Bestimmung des Verlusts von Benzylamin (134) und Malonsiurediethylester (9)

Zur Bestimmung des Verlusts von Benzylamin (134) und Malonsaurediethylester (9) wahrend der Auf-
arbeitung wird eine bekannte Menge der Substanzen iliber einen bestimmten Zeitraum bei 230 bzw.
550 mbar und 40 °C geriihrt. Durch Auswaage wird der Verlust der Substanzen bestimmt. Die Ergeb-

nisse sind in Tabelle 42 aufgelistet.
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Tabelle 42. Bestimmung des Verlusts von Benzylamin (134) und Malonsiurediethylester (9)
wahrend der Aufarbeitung.

134 9

] Zeit Verlust [mg] Verlust[%]  Verlust[mg] Verlust[%]
Eintrag  Substanz

[min] 230 mbar 550 mbar
1 134 0 0 0 0
2 134 15 1.1 10 0
3 134 30 1.8 17 0.5 3
4 134 60 2.9 28 1.2 7
5 134 120 7.2 69 2.1 12
6 9 0 0 0 0 0
7 9 15 0.4 1 0.1 0
8 9 30 0.7 2 0.1 0
9 9 60 1.3 3 0.5 1
10 9 120 4.0 9 0.9 2

7.2.2.39 Allgemeine Arbeitsvorschrift 7 (AAV 7): Kontrolle der chemischen

Parallelreaktion der Acylierung verschiedener Benzylamine

Zu substituiertem Benzylamin (134, 139 bzw. 140, 0.25 - 0.5 mmol) wird Malonsaurediethylester (9,
1 Aq.) gegeben und bei 80 °C fiir 4.5 h geriihrt. Es wird analog der AAV 6 filtriert, mit DCM und MTBE (je
10 - 40 mL) gewaschen und die Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Umsatz wird mittels 1H-NMR-Spektro-

skopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 43 aufgelistet.

Tabelle 43. Parallel ablaufende chemische Acylierung substituierter Benzylamine.

R . U R A~
S
\EjA ~0 o0 > 80°C, 45 h \©/\H
134 (R=H) 9 133 (R=H)
140 (R = Br) 1A 145 (R = Br)
139 (R = OMe) @ 143 (R = OMe)
Eintrag Amin Umsatz Amid [%] Umsatz Diamid [%]
1 134 0 0
2 140 7 0
3 139 8 2
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7.2.2.3.10 Untersuchungen zur Diamidbildung ausgehend von 3-Methoxybenzylamin (139)

Zu 3-Methoxybenzylamin (139, 0.1 mmol) werden analog der AAV 2 Malonsaurediethylester (9, 0.6 -
1.5 mmol) und CAL-B (40 mg/mmol) zugegeben und fiir 4.5 h bei 80 °C geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt
analog der AAV 6. Die Umséatze werden mittels 1H NMR-Spektroskopie ermittelt. Die Ergebnisse werden

in Tabelle 44 aufgelistet.

Tabelle 44. Untersuchungen zur Bildung des Diamids 144 bei der enzymatischen Acylierung von

3-Methoxybenzylamin (139).

0] 0]
0
-
\©/\NH2 /O\©/\2)J\/U\O/\
139 143
CAL-B
+ +
o o 0] 0]
7 0 0/\ H H
9 144
Eint Malonsiurediethylester (9) Umsatz Amid 143 Umsatz Diamid 144
mntra
g [mmol] [%] [%]
1 0.6 53 32
2 1.0 91
3 1.2 84
4 1.5 79

7.2.2.3.11 Losungsmitteleffekt der enzymatischen Acylierung substituierter Benzylamine

Die enzymatische Acylierung substituierter Benzylamine (0.5 mmol) mit Malonsiurediethylester (9,
1 Ag.) und Lipase CAL-B (40 mg/mmol) wurde bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen untersucht.
Die Synthese mit anschliefiender Aufarbeitung erfolgte analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle

45 aufgelistet.
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Tabelle 45. Einleitende Versuche zur Prozessoptimierung der enzymatischen Acylierung
substituierter Benzylamine.

CAL-B 9 0
R NH, U (40 mg/mmol) R R N)J\)J\O/\
\©/\ * -0 0~ Solvens \©/\H
T, t

0.1 -5 mmol 1Aq.

140 (R = Br) 9 145 (R = Br)

139 (R = OMe) 143 (R = OMe)

138 (R = OH) 141 (R = OH)

Eintrag Amin T [°C] t[h] Solvens logP Umsatz [%]
. -1.10

1 140 60 4.5 1,4-Dioxan 20.30 / 75
2 140 60 4.5 n-Heptan 4.50b) 76
3 140 60 4.5 - - 91
4 139 60 45 - - 93
5 138 80 4.5 MTBE 0.94"b) 51
6 138 80 4.5 THF 0.46b) 75
7 138 80 45 2-Me-THF 1.009 70
8 138 80 4.5 MeCN -0.341) 43
9 138 80 4.5 i-PrOH 0.281b) 22
10 138 60 4.5 n-Heptan 4.50b) 45
11 138 60 4.5 EtOAc 0.73b) 41
12 138 60 4.5 Malonester 9 (100 Aq.) 0.90 9 50
13 138 60 4.5 Et20 0.899 30
14 4 138 RT 24 Et20 0.89b) 30
15 138 RT 24 EtOH -0.24 9 5

Daten entnommen aus: a) LAANE et al.[175]; b) SANGSTER et al.[177]; ¢) Bestimmt durch Advanced Chemistry Development
(ACD/Labs) Software V11.02 [263]; d) Zugabe von 1.5 Aquivalenten Malonsaurediethylester (9).

7.2.24 Enzymatischen Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4)

7.2.2.4.1 Standardreaktion: Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit
Malonsiurediethylester (9)

0 0
NH, o o CAL-B HNJ\/U\O/\ NH,
(40 mg/mmol) X
+
©)\ + /\O)J\/U\o/\ 80°C,45h ©/\ ©/v\
rac-4 9,1 Aq. (R)-10 (5)-4
Abbildung 140. Racematspaltung von rac-4 mit Malonester 9.

Die Synthese erfolgt analog der AAV 6. Zu rac-1-Phenylethylamin (rac-4, 5.0 mmol, 604.1 mg) werden
Malonsaurediethylester (9, 5.1 mmol, 810.6 mg) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und fiir 4.5 h bei
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80°C und 200 rpm geriihrt (Abbildung 140). Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 6. Durch
Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Laufmittel: CH/EtOAc 2:1) wird das Produkt rac-10 als
farbloser Feststoff erhalten.

Umsatz: 44%, Ausbeute: 26% (312.0 mg, 1.3 mmol).

) 'H-NMR (500 MHz, CDCl3): § (ppm): 1.28 (t, 3/ = 7.0 Hz, 3H,

0 0
o M 13 H-14),1.51 (d, 3 = 7.0 Hz, 3H, H-9), 3.31 (d, 3/ = 5.0 Hz, 2H, H-11),
HN 1012007 _ —_—
1 , 1 14 4.19(q,3/ =7.5Hz, 2H,H-13),5.15 (qui, 3/ = 7.0 Hz, 1H, H-7), 7.24
2 e Do - 7.28 (m, 1H, H), 7.31 - 7.36 (m, 5H, Har), 7.47 (m, 1H, H-8).
3 5 HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow:
4
rac-10 0.8 mL/min, tr = 17.0 min (R), 27.1 min (S), ee-Wert: 96%.
C13H{7NO3

M = 235.28 g/mol Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

und in Abschnitt 7.2.2.1.1 angegebenen Werten iiberein.[27°]

7.2.2.4.2 Prozessoptimierung der enzymatischen Racematspaltung von rac-4

Die enzymatische Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit Malonsdurediethylester (9,
1Aq.) und Lipase CAL-B (40 mg/mmol) wurde in Analogie zu AAV 6 mit unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen untersucht. Die Synthese erfolgte analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 46 aufgelistet.

Tabelle 46. Prozessoptimierung der enzymatischen Racematspaltung von rac-4 .

0 0
e 0 0 CAL-B HNJ\/U\O/\ NH,
(40 mg/mmol) B
©)\ + /\O)J\/U\o/\ T, t ~ ©/\ ' ©/k
rac-4 9,1 Aq. (R)-10 ($)-4
Eintrag T [°C] t [h] Umsatz [%] eep [%] ees [%] 2 E
1) 80 4.5 42 92 67 48
2 80 4.5 46 96 82 >100
3 60 4.5 42 97 70 >100
4 60 8 46 89 76 39
5 60 24 50 94 94 >100
69 40 4.5 45 99 81 >100
7 40 6 46 85 72 27
8 20 4.5 41 90 63 36
99 0 4.5 24 99 n.b. >100

a) berechnet mit, Enantioselectivity” [258]; b) Zugabe von 0.4 mL MTBE; c) praperative Durchfithrung der Versuche durch T. Geisler.
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7.2.2.4.3 Untersuchung der Parallelreaktion der Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4)

Die Synthesen werden analog der AAV 7 durchgefiihrt. Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) wird
Malonséurediethylester (9, 1 Aq.) gegeben und bei RT - 60 °C fiir 4.5 h geriihrt. Es wird, analog der AAV
6, filtriert, mit DCM und MTBE (je 10 mL) gewaschen und die Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Umsatz
wird mittels TH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 47 aufgelistet.

Tabelle 47. Negativkontrolle der Racematspaltung von rac-4 mit Malonsdurediethylester (9).

NH,
0O o HN)J\/U\O/\

rac-4 9,1 Aq. rac-10
Eintrag T [°C] Umsatz rac-10 [%]
1 60 0
2 40 0
3 RT 0
7.2.24.4 Enzymatische Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4) bei geringerer
Enzymbeladung
(0] ¢}

NH; CAL-B )J\/U\
/\
)OJ\/?]\ (2 mg/mmol) HI;I 0
T o o> RT, 24 h ©/\

rac-4 9,1 Aq. (R)-10

Abbildung 141. Enzymatische Racematspaltung von rac-4 mit Malonsadurediethylester (9) bei
geringerer Enzymbeladung.[264]

Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.49 mmol, 59.8 mg) werden Malonsadurediethylester (9, 0.49 mmol,
79.1 mg) und CAL-B (2 mg/mmol, 1 mg) gegeben und fiir 24 h bei RT und 200 rpm geriihrt.[264] Das
Enzym wird abfiltriert und analog der AAV 6 mit DCM und MTBE (je 10 mL) gespiilt. Die Losungsmittel
werden i.Vak. entfernt. Der Umsatz wird mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt.

Umsatz: 25%.

HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (COz/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow: 0.8 mL/min, tr = 21.38 min (R), 34.97 min (S),
ee-Wert: >95%.
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7.2.2.4.5 Enzymatische Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4) bei geringerer
Enzymbeladung in Et20
0
NH; CAL-B J R
0 (10 mg/mmol) Hl;I
+ R ~
\)J\o/\ RT, 24 h
Et,0
rac-4 9 (R=COOEY) (R)-10 (R = COOEY)
111 (R = OMe) (R)-8 (R=0Me)

Abbildung 142. Enzymatische Racematspaltung von rac-4 bei geringerer Enzymbeladung in Et20.330

Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 1.25 - 2.5 mmol) werden der entsprechende Ester 9 oder 111 (1.5 Aq.)
und CAL-B (10 mg/mmol) gegeben und in Et20 (5 -10 mL) fiir 24 h bei RT geriihrt (Abbildung 142).30]
Das Enzym wird abfiltriert und analog der AAV 6 mit DCM und MTBE (je 10 mL) gespiilt. Die
Losungsmittel werden i.Vak. entfernt. Der Umsatz wird mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 48 aufgelistet.

Tabelle 48. Enzymatische Racematspaltung von rac-4 mit geringerer Enzymbeladung in Et20.30

Eintrag Ester Umsatz [%] ee [%] E
1 9 48 95 >100
2 111 52 95 >100
7.2.2.5 Enzymrecycling

Das Enzymrecycling wird analog der AAV 6 durchgefiihrt. Dazu werden 1-Phenylethylamin (rac-4,
5 mmol) und Malonséurediethylester (9, 5 mmol) zusammen mit der CAL-B (40 mg/mmol) fiir 4.5 h bei
60 °C geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 6. Die zuriickerhaltene CAL-B wird getrocknet

und im nichsten Zyklus eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 49 aufgelistet.
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Tabelle 49. Enzymrecycling.

NH
)J\/U\ (40 mg/mmol) s
+ /\O O/\ 60 DC, 45h ©/\

rac-4 9,1 Aq. (R)-10
Eintrag Zyklus Umsatz [%] eer [%)] ees [%] E
1 1 43 90 68 39
2 2 30 81 35 13
3 3 25 87 n.b. 19
4 4 20 90 n.b. 26
5b) 5 24 94 n.b. 45

a) berechnet mit , Enantioselectivity” [258]; b) Reaktionsdauer: 6,5 h; n.b. = nicht bestimmt.

7.2.2.6 Lipasen-Screening durch Acylierung von Aminen

7.2.2.6.1 Lipasen-Screening durch Acylierung von Benzylamin (134)

Das Screening wird analog der AAV 6 durchgefiihrt. Dazu werden Benzylamin (134, 0.5 mmol) und
Malonsaurediethylester (9, 0.5 mmol) zusammen mit der jeweiligen Lipase (20 mg) in MTBE (0.3 mL)
fiir 3h bei 60 °C in einem Thermomix-Schiittler bei 300 rpm geschiittelt. Die Aufarbeitung erfolgt analog
der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle 50 aufgelistet.

Tabelle 50. Lipasen-Screening mittels Acylierung von Benzylamin (134).

0 0
NH, 0 0 (40 ri'é’?riemon ©/\NMO/\
g ¥ /\OMO/\ 60°C,3h i
134 9,1 Aq. 133
. Umsatz Umsatz
Eintrag ) ] .. Gesamtumsatz
Lipase Amid 133 Diamid 137 [%]
[%] [%]

1 CAL-B (Novozym 435) 89 10 >99
2 Toyobo 11 3 14
3 Hog pancreas (FLUKA) 12 3 15
4 L ,AMANO“ 5 17 6 20
5 Rhizopus niveus (FLUKA) 6 1
6 L.P.L. ,,AMANO“ 100S 6 1
7 GC ,AMANO" 4 22 10 32
8 R ,AMANO“ 10 19 9 28
9 AY ,AMANO“ 30 17 6 23
10 N Conc (AMANO) 6 4 10
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. Umsatz Umsatz
Eintrag ] ) L. Gesamtumsatz
Lipase Amid 133 Diamid 137 [%]
[%] [%]

11 AP6 (AMANO) 6 1 7

12 PS immob. ?Xazgg;)mte-ZOO-P 15 3 18

13 PS immob. auf Diatomite (AMANO) 4 <1

14 M-AP10 (AMANO) 5 <1 5

15 F-AP15 (AMANO) 6 <1

16 R10 (AMANO) 12 1 13

17 CE ,AMANO“ 5 18 7 25

18 D, AMANO“ 20 22 11 33

19 AK ,AMANO"“ 13 3 16

20 AYS ,,AMANO“ 8 1 9

21 PS ,AMANO“ SD 11 3 15

22 CAL-B immob. (c-LEcTA) 89 11 >99

23 CAL-B lyo. (c-LEcTA) 94 6 >99

7.2.2.6.2 Lipasen-Screening durch Acylierung von 3-Hydroxybenzylamin (138)

Das Screening wird analog der AAV 6 durchgefiihrt. Dazu werden 3-Hydroxybenzylamin (138,
0.1 mmol) und Malonsdurediethylester (9, 0.1 mmol) zusammen mit der jeweiligen Lipase
(40 mg/mmol, 4 mg) in MTBE (0.3 mL) fiir 3 h bei 60 °C in einem Thermomix-Schiittler bei 300 rpm
geschiittelt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle 51 aufgelistet.

Tabelle 51. Lipasen-Screening mittels Acylierung von 3-Hydroxybenzylamin (138).

0 0
HO NH, 0 0 (40 rlgllg/alrsrlemol) HO\©/\NMO/\
\EjA ¥ /\O)J\)J\O/\ 60°C,3h .
138 9,1 Aq. 141
Umsatz Umsatz
. . . L Gesamtumsatz
Eintrag Lipase Amid 141  Diamid 142 [%]
[%] [%]
1 CAL-B (Novozym 435) 52 12 60
2 L ,AMANO“ 5 0 0 0
3 GC ,,AMANO“ 4 0 0 0
4 CE ,AMANO“ 5 0 0 0
5 R ,AMANO“ 10 0 0 0
6 D ,, AMANO“ 20 0 0 0
7 AY ,AMANO“ 30 0 0 0
8 PS immob. ?K&I;Z;nite-ZOO-P 47 0 47
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Umsatz Umsatz
] . . L Gesamtumsatz
Eintrag Lipase Amid 141  Diamid 142 [%]
[%] [%] °
9 BSA 0 0 0
10 CAL-B immob. (c-LEcTA) 44 3 47
11 CAL-B lyo. (c-LEcTA) 18 <1 18

7.2.2.6.3 Lipasen-Screening durch Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4)

Die Synthesen werden nach AAV 6 durchgefiihrt. Dafiir werden 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.1 mmol)
und Malonsaurediethylester (9, 0.1 mmol) zusammen mit der jeweiligen Lipase (4 mg) in MTBE
(0.3 mL) fiir 3 h bei 60 °C in einem Thermomix-Schiittler bei 300 rpm geschiittelt. Die Aufarbeitung
erfolgt analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 aufgelistet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 52

aufgelistet.

Tabelle 52. Lipasen-Screening mittels Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4).

0 0
NH, Lipase J\/U\ PN
Q Y (40 mg/mmol) HI;I 0
* /\OJ\/U\O/\ 60°C,3h
1Aq.
rac-4 9 (R)-10
Eintrag Lipase Umsatz [%]

1 CAL-B (Novozym 435) 46
2 L ,AMANO“ 5 0
3 GC ,AMANO“ 4 0
4 CE ,AMANO“ 5 0
5 R ,AMANO“ 10 0
6 D ,AMANO“ 20 0
7 AY ,AMANO“ 30 0
8 PS immob. auf Toyonite-200-P (AMANO) <1
9 CAL-B immob. (c-LEcTA) 45
10 CAL-B lyo. (c-LEcTA) 13
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7.2.2.7 Enzymatische Racematspaltung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit alternativen

Lipasen CAL-B von c-LEcTA

7.2.2.71 Allgemeine Arbeitsvorschrift 9 (AAV 9): Vergleich der Aktivitiat von Lipasen von

c-LEcTA mittels Titration mit NaOH

Zur Bestimmung der Enzymaktivitidt wird Puffer (KP;, pH 7, 10 mM) mit Essigester 5 gesattigt, indem
Puffer und Ester fiir 1 h bei RT geriihrt und anschliefiend die Phasen getrennt werden. Zunachst wird
als Referenz die Aktivitdt der CAL-B (Novozym 435) bestimmt. Anschliefdend werden die beiden Lipasen
von C-LEcTA, immobilisiert auf einem Methacrylat-Trager sowie lyophilisiert, vermessen. Dazu werden
20 mg Enzym in 5 mL Puffer vorgelegt und gegebenenfalls auf die entsprechende Temperatur erwarmt.
Vor Beginn der Messung ist der pH-Wert des Enzym-enthaltenen Puffers zu priifen und mithilfe der
wassr. NaOH-Losung (0.05 M) neu einzustellen. Durch Zugabe von 5 mL des EtOAc-ges. Puffers wird die
Titration gestartet. Gemessen wird 1 Minute jede Sekunde, wobei der Verbrauch an wassr. NaOH-Losung
beobachtet und die Anfangssteigung bestimmt wird. Diese kann am genauesten bestimmt werden, wenn
der Kurvenverlauf zu Beginn der Messung liber mehrere Sekunden konstant ist. Gegebenenfalls muss
die Menge des immobilisierten Enzyms reduziert bzw. die Losung der lyophilisierten CAL-B verdiinnt
und die Messung entsprechend wiederholt werden. Fiir die Berechnung der Enzymaktivitat wird die
Anfangssteigung der Titration mit wassr. NaOH-Losung (0.1 M) verwendet. Die Berechnung der Enzym-

aktivitat erfolgt nach folgender Gleichung 6:

U My f
— = Y Gleichung 6
mg m
U/mg: Enzymaktivitat
M: Molaritat der NaOH [pmol/mL]
v: Anfangssteigung des Kurvenverlaufs [mL/sec]
f: Umrechnungsfaktor [sec/min]
m: Menge der Lipase in 5 mL Puffer [mg]
In dieser Arbeit sind M = 50 pymol/mL und f = 60 sec/min.
7.2.2.7.2 Bestimmung der Enzymaktivititen der Lipasen von c-LECTA mittels

enzymatischer Spaltung des Essigesters 5 bei 20 °C

Die Spaltung des Essigesters 5 zu Essigsdure und Ethanol mit der immobilisierten sowie der
lyophilisierten CAL-B von ¢-LECTA wird analog der AAV 7 bei 20 °C durchgefiihrt. Als Referenz dient die
CAL-B von SigMA ALDRICH (Novozym 435). Die fiir Novozym 435 erhaltene Aktivitiat von 855 U/g wird als
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100% definiert und die jeweils gemessenen Aktivitdten der Lipasen werden auf diesen Wert bezogen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 53 aufgelistet.

Tabelle 53. Enzymkatalysierte Spaltung des Essigesters 5 mit unterschiedlichen Lipasen bei 20 °C.

0 ; 0]
Lipase
PN L+ Eron
0 KP;-Puffer (10 mM, pH 7) OH
RT
5
) . Enzym Steigung Aktivitat Rel. Aktivitit
Eintrag Lipase
[mg/mmol]  [mL/sec] [U/mg] [%]
1 Novozym 435 20 0.0057 0.855 100
2 c-LEcTA immobilisiert 20 0.0039 0.585 68
3 c-LEcTaA lyophilisiert 1 0.0057 17.100 2000
7.2.2.7.3 Bestimmung der Enzymaktivititen der Lipasen mittels enzymatischer Spaltung

des Essigesters 5 bei 60 °C

Die Spaltung des Essigesters 5 zu Essigsdure und Ethanol mit der immobilisierten sowie der lyo-
philisierten CAL-B von c-LEcTA wird analog der AAV 5 bei 60 °C durchgefiihrt. Als Referenz dient die
CAL-B von SiGMA ALDRICH (Novozym 435). Die fiir CAL-B Novozym 435 bestimmte Aktivitit von
3.180 U/mg wird als 100% definiert und die jeweils gemessenen Aktivitdten der Lipasen werden auf

diesen Wert bezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 54 aufgelistet.

Tabelle 54. Enzymkatalysierte Spaltung des Essigesters 5 mit unterschiedlichen Lipasen bei 60 °C.

0 Lipase 0
PPN - M+ o
0 KP;-Puffer (10 mM, pH 7) OH
60 °C
5
. . Enzym Aktivitit Rel. Aktivitat
Eintrag Lipase
[mg/mmol] [U/mg] [%]

1 Novozym 435 20 3.180 100
2 c-LEcTA immobilisiert 20 2.190 69
3 c-LEcTaA lyophilisiert 1 31.800 1000
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7.2.2.7.4 Enzymatische Racematspaltung von rac-4 mittels immobilisierter CAL-B von

c-LEcTA

Nach der AAV 6 werden 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) und Malonsaurediethylester (9, 0.5 mmol)
zusammen mit immobilisierter CAL-B von c-LEcTA (2.190 U/mg, 29.0 mg) und MTBE (0 - 0.5 mL) fiir
4.5 h bei 60 °C geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 1. Die Ergebnisse sind in Tabelle 55

aufgelistet.

Tabelle 55. Enzymkatalysierte Racematspaltung von rac-4 mittels immobilisierter CAL-B von
c-LECTA.

NH, o o CAL-B immobilisiert HNMO/\

(58 mg/mmol) -
+ /\OMO/\ 60 °CJ 45h ©/\

rac-4 9,1Aq. (R)-10
Eintrag MTBE [mL] Umsatz [%] eep [%] ees [%] 2 E

1 0 52 96 96 194

2 0.5 49 84 81 28

a) berechnet mit , Enantioselectivity* [258],

7.2.2.7.5 Enzymatische Racematspaltung von rac-4 mittels lyophilisierter CAL-B von

c-LEcTA

Nach der AAV 6 werden 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) und Malonsaurediethylester (9, 0.5 mmol)
zusammen mit lyophilisierter CAL-B von c-LEcTA (31.8 U/mg, 2 - 10 mg) fiir 4.5 - 24 h bei 20 - 60 °C
geriihrt. Gegebenenfalls erfolgt noch eine Zugabe von MTBE (0 - 0.5 mL) und dest. Wasser (10 pL). Es
erfolgt keine weitere Aufarbeitung. Der Umsatz wird mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Vor der
Bestimmung des ee-Wertes mittels HPLC wird die lyophilisierte CAL-B mittels Spritzenfilter abfiltriert.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 56 aufgelistet.
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Tabelle 56. Enzymkatalysierte Racematspaltung von rac-4 mittels lyophilisierter CAL-B von c-LECTA.

0} 0]
NH, o o CAL-B lyophilisiert HNMO/\
(2-10 mg) =
+ /\ )j\/u\ /\ >
o 0 T, t
rac-4 9,1 Aq. (R)-10
Eintrag CAL-B [mg] T [°C] t[h] Umsatz [%] ee [%] E
1 2 60 4.5 9 81 10
2 10 60 4.5 26 91 29
3 2 60 24 19 74 8
4 2 20 24 6 80 10
53 2 60 4.5 7 87 2
6D 2 60 4.5 6 n.b. n.b.
a) Zugabe von 0.5 mL MTBE; cb) Zugabe von 10 pL dest. Wasser; n.b. = nicht bestimmt.
7.2.2.8 Variation der Acyldonoren
7.2.2.8.1 Enzymatische Racematspaltung von rac-4 mit alternativen Acyldonoren
0
NH; CAL-B L
0 (40 mg/mmol) Hl;I R
N . '
R 0 RT - 60 °C
45h
rac-4 Acyldonor (R)-Amid

Abbildung 143. Vergleich von alternativen Acyldonoren durch enzymatische Racematspaltung von
rac-4.

Der Vergleich der alternativen Acyldonoren erfolgt analog der AAV 6. Zu 1-Phenylethylamin (rac-4,
0.5 mmol) wird der entsprechende Acyldonor (1 Aq.) gegeben und bei RT - 60 °C fiir 4.5 h geriihrt

(Abbildung 143). Die Aufarbeitung erfolgt nach der AAV 6. Der Umsatz wird mittels 'H-NMR-

Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 57 aufgelistet.
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Tabelle 57. Vergleich der alternativen Acyldonoren mittels Racematspaltung von rac-4.
0 0 0
/\O)J\/O\© AO@ /\OJK/O\
122 147 111
0] N 0
/\OM /\O)J\
124 125

Eintrag Acyldonor T [°C] Umsatz [%] eep [%] ees [%] @ E
1 122 60 51 65 68 9
2 122 40 49 67 64 10
3 147 60 15 53 n.b. 4
4 147 40 4 n.b. n.b. n.b.
5 111 60 25 92 n.b. 33
6 111 40 31 82 37 14
7 111 RT 29 71 30 8
8b 111 RT 51 87 91 45
9 124 60 45 10 8 1
10 124 40 40 11 7 1
119 125 60 16 10 n.b. 1
129 125 40 17 22 n.b. 2

a) bestimmt mittels ,Enantioselectivity” [258]; b) Reaktionszeit t = 24 h, nach AAV 4: CAL-B = 10 mg/mmol, Et.0 = 4 mL/mmol;
¢) Zugabe von 0.5 mL MTBE; n.b. = nicht bestimmt.

7.2.2.8.2

Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-4 mit unterschiedlichen

Acyldonoren

NH, P

0 HN™ R
+ ' —_—_—
R)J\O/R RT - 60 °C ©)\

45h

rac-4 Acyldonor rac-Amid

Abbildung 144. Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-4 mit alternativen Acyldonoren.

Die Reaktionen werden analog der AAV 7 durchgefiihrt. Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) wird
der entsprechende Acyldonor (1 Ag.) gegeben und bei RT - 60 °C fiir 4.5 h geriihrt (Abbildung 144). Der

Umsatz wird, ohne vorherige Aufarbeitung, mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 58 aufgelistet.
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Tabelle 58. Parallel ablaufende Acylierung von rac-4 mit alternativen Acyldonoren.
0 0 0
/\OJ\/O\© AO@ /\O)K/O\
122 147 111
0 N 0
=
/\OM /\O)J\
124 125
Eintrag Acyldonor T [°C] Umsatz [%] eer [%] ees[%] E
1 122 60 0 - - -
2 122 40 0 - - -
3 147 60 0 - - -
4 147 40 0 - - -
5 111 60 2 n.b. n.b. n.b.
6 111 40 0 - - -
7 124 60 33 3 1 1
8 124 40 12 5 n.b. 1
9 125 60 93 0 13 1
10 125 40 81 0 4 1

a) Bestimmt mittels ,Enantioselectiviy” [2°8]; n.b. = nicht bestimmt.

7.2.2.8.3

Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Malonsiurediethylester (9)

Die Synthesen erfolgen analog der AAV 6. Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) werden Malonsaure-
diethylester (9, 1 Aq.) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und bei 60 °C fiir 1 min - 24 h geriihrt. Die

Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle 59 aufgelistet.

Tabelle 59. Kinetik der enzymatischen Racematspaltung von rac-4 mit Malonsaurediethylester (9).
0 0
N2 CAL-B PPN
o 0 (40 m 1 HN 0
)J\/U\ g/mmol) -
™o 0 60 °C
1min-24h
rac-4 9,1Aq. (R)-10

Eintrag t [min] Umsatz [%] eep [%] ees [%] D E
1 1 15 97 n.b. 78
2 5 26 95 n.b. 54
3 10 30 94 40 48
4 20 32 95 45 61
5 30 33 97 48 >100
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Eintrag t [min] Umsatz [%] eep [%] ees [%] E
6 45 36 97 55 >100
7 60 37 98 58 >100
8 120 41 97 67 >100
9 180 46 98 83 >100
10 270 43 96 70 >100
11 480 45 89 73 37
12 1440 49 98 94 >100

a) Bestimmt mittels ,Enantioselectivity” [258]; n.b. = nicht bestimmt.

7.2.2.8.4 Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Phenoxyessigsiaureethylester (122)

Die Synthesen erfolgen analog der AAV 6. Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) werden Phenoxy-
essigsdureethylester (122, 1 Aq.) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und bei 60 °C fiir 1 min - 24 h
geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle 60 aufgelistet.

Tabelle 60. Kinetik der enzymatischen Racematspaltung von rac-4 mit Phenoxyessigester 122.

NHz 0 CAL-B HNJVO
©/K ) /\O)Jv0\© (40 mg/mmol) : @
60 °C
1min-24h ©/\
rac-4 122,1 Aq. (R)-121

Eintrag t [min] Umsatz [%] eep [%)] ees [%] 2 E
1 1 30 79 34 12
2 5 43 74 56 12
3 10 41 73 51 11
4 20 42 71 51 10
5 30 47 71 63 11
6 45 49 64 61 8
7 60 50 62 62 8
8 120 52 64 69 9
9 180 51 65 67 9
10 270 57 68 90 16
11 480 51 69 72 12
12 1440 56 61 78 9

a) Bestimmt mittels ,Enantioselectiviy” [2°8]; n.b. = nicht bestimmt.
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7.2.2.8.5 Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Cyanessigsiureethylester (124)

Die Synthesen erfolgen analog der AAV 6. Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) werden Cyanessig-
saureethylester (124, 1 Aq.) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und bei 60 °C fiir 1 min - 24 h geriihrt.
Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle 61 aufgelistet.

Tabelle 61. Kinetik der enzymatischen Racematspaltung von rac-4 mit Cyanessigsaureethylester
(124).

_N
NH, o CAL-B HN/H\V/‘7

.~ )]\///N (40 mg/mmol) =
0 60 °C
1min-24h

rac-4 124,1 Aq. (R)-123
Eintrag t [min] Umsatz [%] eep [%] ees [%] 2 E
1 1 21 2 n.b. 1
2 5 27 4 n.b. 1
3 10 18 2 n.b. 1
4 20 20 4 n.b. 1
5 30 21 3 n.b. 1
6 45 29 2 n.b. 1
7 60 27 7 n.b. 1
8 120 29 0 n.b. 0
9 180 41 10 7 1
10 270 48 10 9 1
11 480 51 12 12 1
12 1440 65 2 4 1
a) Bestimmt mittels ,Enantioselectiviy” [2°8]; n.b. = nicht bestimmt
7.2.2.8.6 Kinetik der Racematspaltung von rac-4 mit Methoxyessigsiaureethylester (111)

Die Synthesen erfolgen analog der AAV 6. Zu rac-1-Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) werden Methoxy-
essigsaureethylester (111, 1 Aq.) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und bei 60 °C fiir 1 min - 24 h
geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle 62 aufgelistet.
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Tabelle 62. Kinetik der enzymatischen Racematspaltung von rac-4 mit Methoxyessigsaureethylester
(111).

)?\/O (40 mg/mmol) =
* o ~ 60 °C
1min-24h

rac-4 111, 1 Aq. (R)-8
Eintrag t [min] Umsatz [%)] ee [%] E
1 1 16 72 7
2 5 17 74 8
3 10 17 76 9
4 20 16 77 9
5 30 18 79 9
6 45 19 78 10
7 60 18 78 10
8 120 24 79 11
9 180 19 72 7
10 270 22 92 31
11 480 27 77 10
12 1440 33 83 16
7.2.2.9 1-Aminoindan (rac-130) als Substrat

7.2.2.9.1 Analyse des Diamids N1,N3-bis(2,3-dihydro-1H-inden-1-yl)malonamid (129)

NH,
9 0 0] 0 0
_— +
NMO/\ NMN
H H H
131

rac-130 rac-129

Abbildung 145. Bildung des Diamids 131 als Nebenprodukt.

Bei der Reaktion des 1-Aminoindans (rac-130) mit Malonsiurediethylester (9, 1 Aq.) als Acyldonor
analog der AAV 6 entsteht das gewiinschte Indan-Amid (rac-129, Abbildung 145). Als Nebenprodukt
wird dabei das entsprechende Diamid 131 erhalten, welches durch Sdulenchromatographie (Laufmittel:

CH/EtOAc 1:4) isoliert werden kann. Das Diamid 131 wird als farbloser Feststoff erhalten.
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Umsatz: 11%, Ausbeute: 9% (29.9 mg, 0.09 mmol).

18
131

C21H22N,0,
M =334.42 g/mol

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm): 1.89 (m, 2H, H-2
+H-22), 2.57 (m, 2H, H-1 + H-23), 2.90 (m, 2H, H-2 +
H-22), 3.02 (m, 2H, H-1 + H-23), 3.27 (s, 2H, H-12),
5.14 (g, = 7.8 Hz, 2H, H-9 + H-15), 7.21 - 7.31 (m, 8H,
Ha), (t, 3] = 7.5 Hz, 2H, H-10 + H-14).

13C-NMR (500 MHz, CDCls): 30.36 (C-2 + C-22), 33.82
(C-1 + C-23), 43.31 (C-12), 54.90 (C-9 + C-15), 124.11
(C-4 + C-20), 124.89 (C-5 + C-19), 126.86 (C-6 + C-18),

128.11 (C-7 + C-17), 142.81 (C-8 + C-16), 143.41 (C-3 + C-21), 167.24 (C-11 + C-13).
MS (ESI): m/z (%) = 357.2 (100) [M+Na]*, 691.2 (30) [2M+Na]*.
EA (C21H22N202): berechnet C: 75.42%, H: 6.63%, N: 8.38%; gefunden: C: 74.27%, H: 6.63%, N: 8.08%.

Die spektroskopischen Daten sind nicht literaturbekannt.

7.2.2.9.2

Zur Bestimmung des Verlusts von 1-Aminoindan (rac-130) wahrend der Aufarbeitung werden 49.6 mg

der Substanz eingewogen und liber einen bestimmten Zeitraum bei 550 mbar geriihrt. Durch Auswaage

Bestimmung des Verlusts von 1-Aminoindan (rac-130) wihrend der Aufarbeitung

wird der Verlust von rac-130 bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 63 aufgelistet.

Tabelle 63. Bestimmung des Verlusts von 1-Aminoindan (rac-130) wahrend der Aufarbeitung.

Eintrag Zeit [min] Verlust rac-130 [mg] Verlust rac-130 [%]
1 0 0 0
2 5 0.33 0.7
3 10 1.12 2.3
4 15 1.44 2.9
7.2.2.9.3 Temperatur- und Zeiteffekt der enzymatischen Racematspaltung von

1-Aminoindan (rac-130)

Die enzymatische Racematspaltung von 1-Aminoindan (rac-130) mit Malonsaurediethylester (9, 1 -

5 Ag.) und CAL-B (40 mg/mmol) wurde analog der AAV 6 mit unterschiedlichen Reaktionsbedingungen

untersucht. Die Synthese erfolgte analog der AAV 6. Die Ergebnisse sind in Tabelle 64 dargestellt.
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Tabelle 64. Temperatur- und Zeiteffekt der enzymatischen Racematspaltung von rac-130.

0 0 CAL-B 0 0
(40 mg/mmol)
T.t H

NH,
rac-130 9,1-5Aq. (R)-129

Eintrag 9 (Aq.) T[°C] t[h] Umsatz[%] eer [%] ees [%] 2 E
1 1 80 4.5 39 73 47 10
2 1 80 24 42 97 70 >100
3 1 60 4.5 49 79 79 20
4 1 60 24 44 98 77 >100
4 1.5 60 4.5 49 91 87 61
5P 5 60 24 63 76 n.b. 12
6b) 1 60 4.5 46 70 60 10
7 b 1 60 24 52 83 92 40
8 1 40 24 50 90 90 58
9 1 RT 4.5 43 67 51
10 1 RT 24 45 54 44 5

a) Bestimmt mittels ,Enantioselectiviy” [2°8]; b) Zugabe von 0.2 mL MTBE; n.b. = nicht bestimmt.

7.2.294 Parallel ablaufende chemische Acylierung von 1-Aminoindan (rac-130)

Die Synthesen werden analog der AAV 7 durchgefiihrt. Zu 1-Aminoindan (rac-130, 0.22 mmol) wird
Malonséurediethylester (9, 1 Aq.) gegeben und bei RT - 60 °C fiir 4.5 - 24 h geriihrt. Es wird, analog der
AAV 6, filtriert, mit DCM und MTBE (je 10 mL) gewaschen und die Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der
Umsatz wird mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 65 aufgelistet.

Tabelle 65. Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-130.

0 0 0 0
©Q + /\OMO/\ — &gMO/\

NH,
rac-130 9,1 Aq. rac-129
Eintrag T [°C] t[h] Umsatz [%]
1 80 24 8
2 80 4.5 4
3 60 24 9
4 60 45 3
5 RT 24 1
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7.2.2.10 Sekundire Amine als Substrate

7.2.2.10.1 Bestimmung des Verlusts der sekundaren Amine 149 bzw. 150

Zur Bestimmung des Verlusts von 2-Methyl- bzw. 3-Methylpiperidin (149 bzw. 150) wahrend der
Aufarbeitung werden 43.7 bzw. 41.2 mg der Substanzen eingewogen und iiber einen bestimmten
Zeitraum bei 550 mbar geriihrt. Durch Auswaage wird der Verlust der Substanzen bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 66 aufgelistet.

Tabelle 66. Bestimmung des Verlusts der sekundaren Amine 149 und 150.
NH
Cr
149 150
Eintrag Amin Riihrzeit [min] Verlust [mg] Verlust [%]

1 149 5 9.2 21

2 149 10 18.7 43

3 149 15 28.2 64

4 150 5 2.6 6

5 150 10 6.0 15

6 150 15 111 27
7.2.2.10.2 Synthese von Ethyl-3-(2-methylpiperidin-1-yl)-3-oxopropanoat (rac-151)

Die Synthese erfolgt analog der AAV 5.[253] Zu 2-Methylpiperidin (149, 1 mmol, 99.8 mg) wird Diethyl-
Malonester (9, 1 mmol, 161.2 mg) gegeben und fiir 3 h bei 180 °C erhitzt. Der Umsatz wird mittels
1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Das Produkt rac-151 wird mittels Sdulenchromatographie (Lauf-
mittel: EtOAc) isoliert.
Umsatz: 56%, Ausbeute: 41% (87.9 mg, 0.41 mmol).
( ) 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): § (ppm): 1.16 (d, 3/ = 7.0 Hz, 3H, H-6), 1.27
-1.30 (t, 3/ = 7.0 Hz, 3H, H-11), 1.35 - 1.47 (m, 2H, H-3), 1.52 - 1.69
(m, 2H, H-2), 2.69 (td, 3] = 13.5 Hz, 1H, H-4), 3.16 (td, 3/ = 13.5 Hz, 1H,
5 H-4), 3.43 (s, 2H, H-8), 3.48 (m, 1H, H-5), 4.19 (q, 3/ = 7.0 Hz 2H, H-10),
151 4.49 (m, 1H, H-1), 4.90 (m, 1H, H-1).
C11H19NO3
M = 213.28 g/mol 13C-NMR (500 MHz, CDCls): 14.22 (C-11), 18.66 (C-6), 25.46 (C-3),
26.13 (C2),29.71 (C-4), 36.68 (C-8),41.96 (C-1), 61.41 (C-10), 164.46
(C-9),167-96 (C-7).
HPLC: AD-H-Saule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow: 0.8 mL/min, tr=18.29 min (R),
19.68 min (S), ee-Wert: 0%.
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IR (ATR): (cm'1) = 2935.4, 2864.0, 2357.9, 1733.0, 1634.9, 1437.3, 1367.5, 1319.5, 1239.4, 1149.7,
1032.0, 850.0, 608.6.

MS (ESI): m/z (%) = 236.0 (100) [M+Na], 277.1 (10), 449.2 (23) [2M+Na]*.

EA (C14H17NO3): berechnet C: 61.95%, H: 8.98%, N: 6.57%, O: 22.50%; gefunden: C: 61.08%, H: 8.99%,
N: 6.47%, O: 23.46%.

Die spektroskopischen Daten sind laut SciFinder in der Literatur beschrieben worden.[280]

7.2.2.10.3 Synthese von Ethyl-3-(3-methylpiperidin-1-yl)-3-oxopropanoat (rac-152)

Die Synthese erfolgt analog der AAV 5.253]1 Zu 3-Methylpiperidin (150, 1 mmol, 99.6 mg) wird
Malonsaurediethylester (9, 1 mmol, 159.8 mg) gegeben und fiir 3 h bei 180 °C erhitzt. Der Umsatz wird
mittels 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatographie
(Laufmittel CH/ EtOAc 1:4) aufgereinigt um das isolierte Produkt zu erhalten.

Umsatz: 63%, Ausbeute: 42% (87.9 mg, 0.41 mmol).

( o o Y H-NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm): 0.90 (d, 3/ = 6.5 Hz, 3H, H-6), 1.08
1 10 _ - _ - _ -
, NMO/\ 1.18 (m, 1H, H-11), 1.40 - 1.73 (m, 2H, H-3), 1.80 - 1.84 (m, 1H, H-2),
8 11 | 230 (dd, ¥ = 12.5 Hz, 10,5 Hz, 1H, H-4), 2.62 (td, 3 = 12.5 Hz, 3.0 Hz,
3

hE 1H, H-4), 2.69 (dd, ¥ = 13.5 Hz, 10.5 Hz, 1H, H-4), 2.97 - 3.03 (m, 1H,

6 152 H-8), 3.55 - 3.66 (m, 1H, H-5), 4.38 - 4.45 (m, 1H, H-1).

C11H19N03

M = 213.28 g/mol 13C-NMR (500 MHz, CDCls): 14.26 (C-11), 18.93 (C-6), 21.11 (C-2),
24.74 (C-4), 30.90 (C-3), 32.89 (C-8), 41.52 (C-1), 54.00 (C-5), 60.44

(C-10), 164.20 (C-7), 171.19 (C-9).

HPLC: AD-H-S&ule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow: 0.8 mL/min, tr = 19.11 min (R), 21.01 min
(S), ee-Wert: 0%.

IR (ATR): (cm™) = 2929.0, 2852.3, 2360.1, 2341.4, 1733.0, 1603.5, 1440.1, 1366.8, 1316.8, 1266.2,
1224.5,1157.9,1139.5,1030.7,969.2,851.8, 667.6, 578.6.

MS (ESI): m/z (%) = 214.0 (5), 236.1 (100) [M+Na]*, 277.1 (3), 449.2 (97) [2M+Na]*.

Die spektroskopischen Daten sind laut SciFinder in der Literatur beschrieben worden.[280]

7.2.2.10.4 Enzymatische Acylierung von 3-Methylpiperidin (rac-150)

CAL-B M
0 0 40 mg/mmol
NH M (40 mg/ ) N 0
/\O O/\ 60 OC, 24 h
rac-150 9,1 Aq. 152

Abbildung 146. Enzymatische Racematspaltung von rac-150.

190



7 Experimenteller Teil

Die Synthese erfolgt analog der AAV 6. Zu 3-Methylpiperidin (150, 0.5 mmol, 47.4 mg) werden
Malonsaurediethylester (9, 0.5 mmol, 79.6 mg) und CAL-B (40 mg/mmol, 20 mg) gegeben und bei 60 °C
fir 24 h erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgt analog zur AAV 6. Der Umsatz wird mittels H-NMR-
Spektroskopie bestimmt.

Umsatz: 15%.

HPLC: AD-H-S&ule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow: 0.8 mL/min, tr = 19.35 min (R), 21.27 min
(S), ee-Wert: 10%.

Die analytischen Daten stimmen mit den Vergleichsdaten aus Abschnitt 7.2.2.10.3 {iberein.

7.2.2.10.5 Prozessoptimierung der enzymatischen Racematspaltung von 3-Methylpiperidin

(rac-150)

Die enzymatische Racematspaltung von 3-Methylpiperidin (rac-150) mit Malonsdurediethylester (9, 1
- 5Aq.) und Lipase CAL-B (40 mg/mmol) wurde analog der AAV 6 mit unterschiedlichen Reaktions-
bedingungen untersucht. Die Synthese erfolgte analog der AAV 6. Der Umsatz wird mittels 1H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 67 dargestellt.

Tabelle 67. Prozessoptimierung der enzymatischen Racematspaltung von rac-150.

CAL-B 0 0
NH 0 o0 (40 mg/mmol) . MO A~
/\OMO/\ T, t
rac-150 9,1Aq. 152
Eintrag MTBE [mL] T [°C] Umsatz [%)] eep [%] ees [%] 2 E
1 - 80 5 10 n.b. <2
2 - 60 15 10 n.b. 1
3 0.1 60 34 13 7 <2
4b) 0.1 60 75 18 54 2
5 - 40 19 11 n.b. <2
69 - 40 22 10 n.b. <2

a) Bestimmt mittels ,Enantioselectiviy” [2°8]; b) CAL-B: 80 mg/mmol; c) Reaktionsdauer: 48 h,; n.b. = nicht bestimt.

7.2.2.10.6 Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-150

Die Synthesen werden analog der AAV 6 durchgefiihrt. Zu 3-Methylpiperidin (150, 0.5 mmol) wird
Malonsaurediethylester (9, 1 Aq.) gegeben und bei 40 - 80 °C fiir 24 - 48 h geriihrt. Der Umsatz wird
ohne weitere Aufarbeitung mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 68

aufgelistet.
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Tabelle 68. Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-150.

NH 0 o A A~

rac-150 9,1Aq. rac-152
Eintrag T [°C] t[h] Umsatz [%] ee [%] E
1 80 24 5 n.b. n.b.
2 60 24 9 <1
3 40 48 6 <1

n.b. = nicht bestimmt.

7.2.211 Verwendung von g-Caprolacton (3) als Acyldonor

7.2.2.11.1 Bestimmung der Stabilitit von e-Caprolacton (3) wihrend der Reaktion und

Aufarbeitung

e-Caprolacton (3) wird liber einen Zeitraum von 24 h bei 60 °C in Anwesenheit und ohne CAL-B geriihrt.
Bei Abwesenheit von CAL-B wird direkt eine NMR-Probe entnommen. Beim Ansatz mit Enzym erfolgt
zusatzlich eine Aufarbeitung analog AAV 6. Das Verhaltnis von g-Caprolacton (3) zum Zersetzungs-
produkt 6-Hydroxyhenxansdure (54) wird mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 69 aufgelistet.

Tabelle 69. Bestimmung der Stabilitdt von e-Caprolacton (3).

(0]
0 (0]
HO
3 54
Eintrag Bedingungen Verhiltnis 3 / 54
1 Rithren ohne CAL-B 100:0
Rithren mit CAL-B und
2 ) 1:77
Aufarbeitung nach AAV 6
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7.2.2.11.2 Enzymatische Acylierung von Benzylamin (134) mit €-Caprolacton (3)

0
0 CAL-B
©/\NH2 o (40 mg/mmol) ©/\N OH
+ H 4
60 °C, 24 h
134 3,14q. 156

Abbildung 147. Enzymatische Acylierung von Benzylamin (134) mit e-Caprolacton (3).

Die Synthese erfolgt nach der AAV 6. Zu Benzylamin (134, 1 mmol, 105.7 mg) werden g-Caprolacton (3,
1 mmol, 113.7 mg) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und fiir 24 h bei 60 °C geriihrt (Abbildung 147).
Der Umsatz wird mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Aufarbeitung erfolgt analog der AAV 6.
Umsatz: >99%.

o 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.38 - 1.44 (m, 2H,
1 g U8 g H-12), 1.55 - 1.60 (m, 2H, H-13), 1.66 - 1.72 (m, 2H, H-11),
2
©6/\§8 "0 12 1 15 | 2.23(t¥=75Hz 2H, H-14), 3.63 (t, 3 = 6.5 Hz, 2H, H-10),
3
70 4.43 (d,3] = 5.7 Hz, 2H, H-7), 5.84 (br, 1H, H-8), 7.28 - 7.35
156 N
CuHioNO, (m, 5H, Har),
M = 221.30 g/mol 13C-NMR (500 MHz, CDCl): 172.95 (C9), 138.45 (C6),
. 128.85 (C2 + C4), 127.97 (C1 + C5), 127.66 (C3), 62.68

(C14), 43.75 (C7), 36.69 (C10), 32.39 (C14), 25.50 (C12), 25.40 (C13).

IR (ATR): (cm?) = 3406.0, 3234.6, 3062..7, 2925.6, 2856.9, 1732.4, 1626.8, 1540.7, 1449.6, 1361.0,
1233.1,1058.3, 1025.0, 1006.8, 989.6, 792.1, 739.7, 708.2, 615.6, 592.8, 508.4.

MS (ESI): m/z (%) = 244.0 (100) [M+Na]*, 358.2 (76), 425.3 (4), 465.2 (28) [2M+Na]*, 579.1 (4).

EA (C14H17NOs): berechnet C: 68.00%, H: 6.93%, N: 5.66%; gefunden: C: 61.23%, H: 8.96%, N: 6.83%.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiberein.[281]

7.2.2.11.3 Variation der Reaktionsbedingungen der enzymatischen Acylierung von

Benzylamin (134) mit e-Caprolacton (3)

Die enzymatische Acylierung von Benzylamin (134) mit e-Caprolacton (3, 1 Aq.) und Lipase CAL-B
(40 mg/mmol) wurde analog der AAV 6 mit unterschiedlichen Reaktionsbedingungen untersucht. Die
Synthese erfolgte analog der AAV 6. Der Umsatz wird mittels H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 70 dargestellt.
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Tabelle 70. Prozessoptimierung der enzymatischen Racematspaltung von Benzylamin (134) mit
g-Caprolacton (3).

0 (0]
CAL-B
©/\NH2 o (40 mg/mmol) ©/\N OH
+ H 4
RT -80 °C

24 h
134 3,1 Aq. 156
Eintrag MTBE [mL] T [°C] t[h] Umsatz [%]
1 0 80 4.5 51
2 0.5 80 4.5 65
3 0 RT 4.5 57

7.2.211.4 Parallel ablaufende chemische Acylierung von Benzylamin (134) mit
g-Caprolacton (3)

Die Synthesen werden analog der AAV 7 durchgefiihrt. Zu Benzylamin (134, 0.5 mmol) wird e-Capro-
lacton (3, 1 Aq.) gegeben und bei verschiedenen Temperaturen und Reaktionszeiten geriihrt. Der

Umsatz wird ohne weitere Aufarbeitung mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 71 aufgelistet.

Tabelle 71. Parallel ablaufende Acylierung von Benzylamin (134) mit e-Caprolacton (3).

0 (0]
O™ () g OV
0-80°C
45-24h
134 3,14Aq. 156
Eintrag T [°C] t[h] Umsatz [%]
1 80 4.5 30
2 60 4.5 69
3 RT 4.5 12
4 RT 24 53
5 0 4.5 3
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7.2.2.11.5 Synthese von 6-Hydroxy-N-(1-phenylethyl)hexanamid (157)
(0]
NH, o M/\
HN OH
+ 0 4
T
rac-4 3,1 Aq. 157

Abbildung 148. Synthese von 157 ausgehend von rac-4.[253]

Die Synthese erfolgt analog der AAV 5.[2531 Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 2.5 mmol, 303.4 mg) wird
g-Caprolacton (3, 2.5 mmol, 288.1 mg) gegeben und fiir 4 h auf 180 °C erhitzt (Abbildung 148). Der
Umsatz wird ohne weitere Aufarbeitung mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt.

Umsatz: 62%.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): § (ppm): 1.34 - 1.42 (m, 3H,
H-13), 1.49 (d, 3/ = 6.9 Hz, 2H, H-9), 1.54 - 1.60 (m, 2H,
H-12), 1.61 - 1.71 (m, 2H, H-14), 2.19 (t, 3/ =7.4 Hz, 2H,
2 5 9 H-15),3.63 (t,3/ = 6.6 Hz, 2H, H-11),5.14 (p, 3/ = 7.2 Hz, 1H,
H-7), 5.70 (br, 1H, H-8), 7.25 - 7.35 (m, 5H, Har).

HPLC: AD-H-S&ule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm,
flow: 0.8 mL/min, tr=32.21 min (R), 39.69 min (S),
ee-Wert: 0%.

12 14

8 OH

HN 10 16
11

4 157
C14H2,NOy
M =235.33 g/mol

Die spektroskopischen Daten sind in der Literatur nicht bekannt.

7.2.2.11.6 Enzymatische Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit e-Caprolacton (3)

0
NH HNJ\H/\OH
2 0 CAL-B 4
0 (40 mg/mmol)
+
80 °C, 4.5 h
rac-4 3,1Aq. 157

Abbildung 149. Enzymatische Acylierung von rac-4 mit e-Caprolacton (3).

Die Synthese erfolgt analog der AAV 6. Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 5.0 mmol, 0.61 g) werden
g-Caprolacton (3, 4.9 mmol, 0.56 g) und CAL-B (40 mg/mmol, 200 mg) gegeben und fiir 4.5 h bei 80 °C
geriihrt (Abbildung 149). Die Aufarbeitung erfolgt analog AAV 6. Der Umsatz wird mittels H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Die Aufreinigung erfolgt mittels Sdulenchromatographie (Laufmittel: CHCls/
Aceton 7:3). Das Produkt 157 wird als farbloser Feststoff erhalten.

Umsatz: 51%, Ausbeute: 43% (0.51 g, 2.15 mmol).
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5 1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm): 1.36 - 1.42 (m, 3H,
8 oo H-13), 1.49 (d, 3/ = 6.9 Hz, 2H, H-9), 1.54 -1.60

, AT w (m, 2H, H-12), 1.64 - 1.70 (m, 2H, H-14), 2.19 (t, § = 7.4 Hz,

2 6 9 2H, H-15), 3.63 (t 3 =6.5Hz 2H, H-11), 5.14 (p,
’ : 5 3] = 7.2 Hz, 1H, H-7), 5.73 (br, 1H, H-8), 7.25 - 7.35 (m, 5H,

157
C14H21NO; He).
M =235.33 g/mol 13C-NMR (500 MHz, CDCls): 21.84 (C-9), 25.36 (C-13),

25.42 (C-12),32.33(C-14),36.70 (C-11),48.73 (C-7), 62.50
(C-15),126.26 (C-1 + C-5),127.41 (C-3), 128.73 (C-2 + C-4), 143.38 (C-6), 172.27 (C-10).
HPLC: AD-H-S&ule, 95:5 (n-Hexan/i-PrOH, v/v), 210 nm, flow: 0.8 mL/min, tr = 32.21 min (R), 39.69 min
(S), ee-Wert: 0%.
IR (ATR): (cm™) = 3270.5, 3062.7, 2929.3, 2859.9, 2360.1, 2341.3, 1731.2, 1540.1, 1448.9, 1374.9,
1277.9,1209.4,1129.5,1051.0,1020.7,908.7, 759.6, 703.5, 539.7.
MS (ESI): m/z (%) = 258.1 (100) [M+Na]*, 493.2 (47) [2M+Na]*.
EA (C14H21NO2): berechnet C: 70.46%, H: 9.00%, N: 5.95%, O: 16.60%; gefunden: C: 70.01%, H: 9.27%,
N: 5.99%, 0: 14.73%.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in Abschnitt 7.2.2.11.5 {iberein.

7.2.2.11.7 Temperaturabhingigkeit der enzymatischen Acylierung von 1-Phenylethylamin

(rac-4) mit e-Caprolacton (3)

Die enzymatische Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4, 1 mmol) mit e-Caprolacton (3, 1 Ag.) und
CAL-B (40 mg/mmol) wurde analog der AAV 6 mit unterschiedlichen Reaktionsbedingungen untersucht.
Die Synthese erfolgte analog der AAV 6. Der Umsatz wird mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 72 dargestellt.

Tabelle 72. Prozessoptimierung der enzymatischen Acylierung von rac-4 mit e-Caprolacton (3).

NH, 0 CAL-B j\H/\
(40 mg/mmol) HN OH
+ (0] 4
T, t ©)\
rac-4 3,1Aq. 157

Eintrag T [°C] t[h] Umsatz [%] ee [%] E
1 80 4.5 51 0 <1
23 80 4.5 49 0 <1
3 60 4.5 41 0 <1
4 60 6 38 0 <1
5 60 8 45 0 <1

6 40 4.5 25 3

7 RT 4.5 26 4

a) Zugabe von 0.5 mL MTBE nach 1 h.
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7.2.2.11.8 Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-4 mit e-Caprolacton (3)

Die Synthesen werden analog der AAV 6 durchgefiihrt. Zu 1-Phenylethylamin (rac-4, 1 mmol) wird
e-Caprolacton (3, 1 Aq.) gegeben und bei 0 - 80 °C fiir 4.5 h geriihrt. Der Umsatz wird ohne weitere
Aufarbeitung mittels tH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 73 aufgelistet.

Tabelle 73. Parallel ablaufende chemische Acylierung von rac-4 mit -Caprolacton (3).

0
NHZ 0 )‘J\M/\
HN OH
+ 0 4
0-80°C,45h
rac-4 3,1 Aq. 157
Eintrag T [°C] Umsatz [%] ee [%]
1 80 37 0
2 60 4 n.b.
3 40 2 n.b.
4 RT 1 n.b.
5 0 0 n.b.

n.b. = nicht bestimmt.

7.2.2.11.9 Reaktionskinetik der Acylierung von 1-Phenylethylamin (rac-4) mit
e-Caprolacton (3)

Die Synthesen erfolgen analog der AAV 11. Zu Phenylethylamin (rac-4, 0.5 mmol) werden e-Caprolacton
(3, 1 Aq.) und CAL-B (40 mg/mmol) gegeben und bei 60 °C fiir 1 min - 24 h geriihrt. Die Aufarbeitung
erfolgt analog der AAV 7. Die Ergebnisse sind in Tabelle 74 aufgelistet.

Tabelle 74. Kinetik der enzymatischen Acylierung von rac-4 mit e-Caprolacton (3).

0
NH, 0 CAL-B
(40 mg/mmol) HN OH
+ 0 4
60 °C
1min-24h
rac-4 3,1Aq. 157
Eintrag t [min] Umsatz [%] ee [%] E
2 5 2 n.b. n.b.
3 10 3 n.b. n.b.
4 20 7 0 0
5 30 6 <2 1
6 45 7 0 0
7 60 12 0 0
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Eintrag t [min] Umsatz [%] ee [%] E
8 120 20 0 1
9 180 22 0 1
10 270 41 0 1
11 360 38 0 1
11 480 45 0 1
12 1440 65 0 1

n.b. = nicht bestimmt.

7.2.2.11.10 Synthese von 6-Hydroxy-1-(3-methylpiperidin-1-yl)hexan-1-on (155)

0
NH )%/\
. o N OH

180°C, 4 h 4

150 3,1Aq. 155

Abbildung 150. Chemische Acylierung von 3-Methylpiperidin (150) mit -Caprolacton (3).[253]

Die Synthese erfolgt analog der AAV 6.1253] Zu 3-Methylpiperidin (150, 1 mmol, 99.6 mg) wird e-Capro-
lacton (3, 1 mmol, 115.5 mg) gegeben und fiir 4 h bei 180 °C geriihrt (Abbildung 150). Die Aufarbeitung
erfolgt analog AAV 6. Der Umsatz wird mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt.

Umsatz: 17%.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 8 (ppm): 0.90 (d, 3H, 3/ = 6.7 Hz,
H-6), 1.07 - 1.16 (m, 3H, H-10), 1.34 - 1.46 (m, H2, H-3), 1.51 -
1.71 (m, 6H, H-9, H-11, H2), 2.21 (t, 3/ = 12.1 Hz, 2H, H-8), 2.52
4 - 2.59 (m, 2H, H-5), 2.93 (t, 3/=12.5Hz, 2H, H-4), 3.73 (d,
3] =13.6 Hz, 2H, H-1), 4.39 - 4.44 (m, 2H, H-12).

13C-NMR (500 MHz, CDCls): 19.00 (C-6), 22.45 (C-2), 24.50
(C-10), 25.49 (C-9), 28.31 (C-4), 31.56 (C-11), 31.83 (C-3),
34.03 (C-8), 46.61 (C-1), 52.31 (C-5), 62.05 (C-12).

DC-MS (ESI): m/z (%) = 214.1 (99) [M]*, 236.2 (40) [M+Na]*, 427.2 (20) [2M]*, 449.2 (1) [2M+Na]*.
MS (ESI): m/z (%) = 236.1 (9) [M+Na]*, 350.3 (100), 464.3 (59) [2M+K]*, 578.3 (10).

6 155
C12H3NO,
M =213.32 g/mol

Die spektroskopischen Daten sind in der Literatur nicht bekannt.

7.2.2.11.11

Enzymatische Acylierungen sekundirer Amine mit €-Caprolacton (3)

Die Synthesen erfolgen analog der AAV 6.Zu dem Amin (149 bzw. 150, 0.5 mmol) werden e-Caprolacton
(3, 0.5 mmol, 57.3 mg) und CAL-B (40 mg/mmol, 20 mg) gegeben und in MTBE (0 - 0.1 mL) fiir 24 h bei
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60 °C geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt analog AAV 6. Der Umsatz wird mittels 1H-NMR-Spektroskopie

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 75 aufgelistet.

Tabelle 75. Enzymatische Acylierung der Amine 149 und 150 mit e-Caprolacton (3).

0 CAL-B 0
NH (40 mg/mmol)
+ 0 N OH
60°C,24h 4
Ry MTBE R
2
Ry
Ry
149 (R, =H,R,=Me) 3,14q. 154 (R, = H, R, = Me)
150 (R, = Me, R, = H) 155 (R; = Me, R, = H)
Eintrag Amin MTBE [mL] Umsatz [%]
1 149 0 7
2 150 0 9
3 150 0.1 18
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