Synthese von Lactonen, Dioxinen
und Nitrilen unter Verwendung von
Bio- und Chemokatalysatoren

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften

Dr. rer. nat.

vorgelegt der Fakultit fiir Chemie

der Universitiat Bielefeld

von
Philipp Rommelmann, M. Sc.

aus Herford

Bielefeld, August 2018






Erstgutachter: Prof. Dr. Harald Groger
Zweitgutachter: Prof. Dr. Norbert Sewald

Die vorliegende Arbeit wurde am Lehrstuhl fir Organische Chemie I der Universitit
Bielefeld unter der Leitung von Prof. Dr. Harald Gréger in der Zeit von September 2014
bis August 2018 angefertigt.

Es wurden keine anderen als die in der Arbeit angegeben Hilfsmittel verwendet.

Die Dissertation wurde selbststindig verfasst und hat in der gegenwirtigen oder einer

anderen Fassung noch nicht einer anderen Fakultit oder Hochschule vorgelegen.

Die Dissertation wurde von der Fakultit fiir Chemie der Universitit Bielefeld genehmigt.

Philipp Rommelmann, Synthese von Lactonen, Dioxinen und Nitrilen unter Verwendung

von Bio- und Chemokatalysatoren, © August 2018






Teile dieser Arbeit sind bereits veroffentlicht oder wurden zur Veroffentlichung

eingereicht.

Publikationen:

S. Wedde, P. Rommelmann, C. Scherkus, S. Schmidt, U. T. Bornscheuer, A. Liese,
H. Groger, An alternative approach towards poly-e-caprolactone through a
chemoenzymatic synthesis: combined hydrogenation, bio-oxidations and polymerization
without the isolation of intermediates, Green Chemistry 2017, 19, 1286-1290.

T. Betke, P. Rommelmann, K. Oike, Y. Asano, H. Gréger, Cyanide-Free and Broadly
Applicable Enantioselective Synthetic Platform for Chiral Nitriles through a Biocatalytic
Approach, Angew. Chem. 2017, 129, 12533-12538; Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 56, 12361-
123066.

P. Rommelmann, T. Betke, H. Groger, Synthesis of Enantiomerically Pure N-Acyl Amino
Nitriles via Catalytic Dehydration of Oximes and Application in a de Novo Synthesis of
Vildagliptin, Org. Process Res. Dev. 2017, 271, 1521-1527.

T. Betke, J. Higuchi, P. Rommelmann, K. Oike, T. Nomura, Y. Kato, Y. Asano,
H. Groger, Biocatalytic Synthesis of Nitriles through Dehydration of Aldoximes: The
Substrate Scope of Aldoxime Dehydratases, ChenzBioChen 2018, 19, 768-779.

P. Rommelmann, W. Greschner, S. Ihrig, B. Neumann, H.-G. Stammler, H. Groger,
D. Kuck, Combining Stereoselective Enzyme Catalysis with Chirality-Assisted Synthesis
in Tribenzotriquinacene Chemistry, Eur. |. Org. Chem. 2018, 3891-3899.

P. Rommelmann, B. Nachtigall, T. Guntelmann, H. Groger, D. Kuck, Stereoselective
synthesis of enantiomerically pure bowl-shaped hydroxytribenzotriquinacenes, Org. Biomol.
Chem. 2018, 16, 5635-5642.

Patent:

H. Groger, T. Betke, P. Rommelmann, Verfahren zur Herstellung chiraler Aminonitrile,
DE-Patentanmeldung: DE102016116130, 2018.



Posterprisentationen:

P. Rommelmann, T. Betke, K. Oike, Y. Asano, H. Groger, Cyanide-free, enantioselective
nitrile synthesis with aldoxime dehydratases — Synthetic potential of an unusual enzyme
class, Jahrestagung Nachhaltige Chemie, Karlsruhe, 2016.

Auszeichnung des Posters mit dem Poster-Award.

T. Betke, P. Rommelmann, K. Oike, Y. Asano, H. Groger, Cyanide-free, enantioselective
nitrile synthesis with aldoxime dehydratases — Synthetic potential of an unusual enzyme
class, 5. Sitzung des wissenschaftlichen Beirats des CeBiTec, Bielefeld, 2016.

S. Wedde, P. Rommelmann, C. Scherkus, S. Schmidt, U. T. Bornscheuer, A. Liese, H.
Groger, Towards Production of the Petrochemical Poly-e-Caprolactone from
Biorenewables: Combined Hydrogenation, Bio-Oxidations and Polymerization without

Isolation of Intermediates, 5. Sitzung des wissenschaftlichen Beirats des CeBiTec,
Bielefeld, 2016.



Danksagung

Mein grofler Dank gilt meinem Doktorvater Prof. Dr. Harald Groger, der es mir
ermdbglichte, in das spannende und duBerst vielseitige Themengebiet der Biokatalyse
einzutauchen und eine fir mich anfangs ganz neue Welt zu erblicken, ohne der
klassischen Organischen Chemie den Riicken zukehren zu missen. Diese Verzahnung
fithrte zu unterschiedlichen Aufgabenstellungen, die ich im Rahmen dieser Arbeit mit viel
Freude bearbeiten durfte. Herzlichen Dank fiir die hervorragende Betreuung und fiir die

vielen hilfreichen Diskussionen zu den einzelnen Themengebieten.

Hertn Prof. Dr. Notbert Sewald mochte ich fir die freundliche Ubernahme des

Zweitgutachtens danken.

Weiterhin bedanke ich mich herzlich bei Prof. Dr. Dietmar Kuck, durch den ich im
Rahmen eines Kooperationsprojekts mein Interesse fur ,,ungewohnliche Molekulgertiste®

ausleben konnte. Vielen Dank fur die fruchtvollen und interessanten Diskussionen rund
um das TBTQ-Thema.

Ebenso gebtihrt Prof. Dr. Yasuhisa Asano mein Dank fir den regen Austausch auf dem
Gebiet der enzymatischen Nitrilsynthese im Rahmen des Deutsch-Japanischen

Kooperationsprojekts der Aldoximdehydratasen.

Ich danke Peter Mester, Gerd Lipinski, Dr. Jens Sprof3, Heinz-Werner Patruck und
Sandra Heitkamp fur die Durchfihrung unzihliger analytischer Messungen, ohne die eine
organisch-chemische Forschung nicht moglich wire. Vielen Dank fiir eure Geduld und
eure akkurate Arbeitsweise. Fir die Aufnahme der Rontgenkristallstruktur sowie fiir
deren Berechnung mochte ich mich bei Beate Neumann und Dr. Hans-Georg Stammler
bedanken. Dem Team vom Chemikalienlager um Heike Kosellek danke ich fir die

zuverlissige Belieferung der benétigten Labormaterialien.

Bei dieser Arbeit haben mich Jasmin Busch, Laura Bernhard, Katharina Wels, Katharina
Tolke, Beate Nachtigall und Tim Guntelmann im Rahmen einer Bachelorarbeit sowie
Daniel KreBmann, Steffen Dachwitz und Alessa Hinzmann im Rahmen eines
Forschungspraktikums unterstiitzt. Sie haben durch ihre Forschung zu meinen drei

Teilprojekten dieser Arbeit gute Ergebnisse beigetragen. Vielen Dank euch allen!

Nicht weniger wertvoll war die Laborarbeit der Auszubildenden Inga Willbrock und

Annamaria Latus, die mich mit der Durchfihrung vieler Synthesen tatkriftig unterstiitzt
haben. Auch euch beiden méchte ich herzlich danken.



Was wire die Organische Chemie I ohne ihre Festangestellten? Angelika Bendick hat uns
den Komfort zurtickgebracht und sich rithrselig um alle au3erlaboratorischen Belange
gekiimmert, nachdem Arja Gaestel in ihren verdienten Ruhestand gegangen ist. Thomas
Geisler und Anika Hegemann dirfen ebenfalls nicht fehlen, sorgen sie doch aufmerksam
dafir, dass der Laboralltag fiir alle einen geregelten Gang geht. Ihr seid die Sdulen, die den
F3-200et-Flur tragen. Dr. Anke Hummel und ihre derzeitige Vertretung, Melissa Kracht,
haben sich mit den einen oder anderen administrativen Dingen geplagt, was mir den
Riicken fiir eine reibungslose Laborarbeit freigehalten hat. Euch gilt ebenfalls mein grof3er
Dank.

Wihrend meiner Zeit in der OCI habe ich so viele kurz- und lingerfristige Mitarbeiter
gehabt, dass ich befiirchte jemanden zu vergessen, in der Versuchung, sie alle namentlich
zu erwahnen. Damit sich dennoch alle angesprochen fithlen kénnen, zihle ich daher
bedarfshalber ein paar Gruppen auf: die ehemaligen Doktorand(inn)en der OCI inkl. der
Mattay-Mitglieder, die zu Beginn meiner Promotion dabei waren; die Mitarbeiter der
Hummel-Subgroup; alle Bachelorand(inn)en, Forschungspraktikant(inn)en,
Masterand(inn)en und (internationalen) Giste. Vielen Dank, es war eine schéne Zeit mit

euch.

Nun sei aber noch so viel Zeit, meinen direkten Arbeitskolleg(inn)en namentlich zu
danken. Ihnen mé&chte ich meinen besonders tiefen Dank aussprechen, denn durch sie ist
der Arbeitsalltag nicht nur zu einem Abenteuer mit viel Spall und Abwechslung
geworden. Vielmehr konnte ich bei ihnen stets auf hilfreiche Unterstiitzung im
Laboralltag und auf einen fachlichen Austausch bauen. Dies sind die Personen, die
meinen herzlichen Dank verdienen: Dr. Daniel Bakonyi, Tobias Betke, Ji Eun Choi,
Franziska Kihn, Jana Lowe, Keiko Oike, Matthias Pieper, Carmen Plass, Florian Uthoff,
Severin Wedde und Nadine Zumbragel. Auch die ,iltere” und ,jingere” Generation
mochte ich an dieser Stelle dankend erwihnen: Niklas Adebar, Ramona Bringmann,
Jasmin Busch, Wilko Greschner, Alessa Hinzmann, Jannis Nonnhoff, Lukas Schober,
Michael Stricker und Hilmi Yavuzer. Thr alle seid nicht nur gute Wissenschaftler, sondern

auch tolle Personlichkeiten. Ich werde euch nie vergessen!

Dem bedingungslosen Zuspruch meiner Familie und ihrer uneingeschrinkten,
aufbauenden Unterstiitzung habe ich es zu verdanken, dass ich es bis hier hin geschafft
habe. Daher méchte ich mich stellvertretend fiir die ganze Familie ganz besonders bei
meinen Eltern, Michael und Birgit, sowie bei Sven bedanken. Es ist schon, dass es euch

gibt!









Inhaltsverzeichnis

2.1
2.1.1
212
213

2.2

23
2.3.1
232

24

3.1
3.1.1
3.1.2

3.2

3.3
3.3.1
3.3.2
333

3.4

4.1
4.1.1
41.2
413
41.4

4.2

4.3
43.1
432

4.4

7.1
7.1.1
7.1.2
7.1.3

7.2
7.2.1

BINLEITUNG ..ot 1
e-Caprolactonsynthese ausgehend von Phenol durch Kombination von Chemo- und
BIOKALALYSE ...t 3
Einleitung und wissenschaftlicher Standpunkt ... 3
Der Wandel det KunststOffreSSOULCEML ... uuuiuemiueiiieiriieirieeieieireie e sseaennes 3
Die Vielfiltigkeit nachhaltiger POLYMETe.......ccoiiuiiiiiciniiiicinicnicciccccccce e 9
Poly-e-Caprolacton — ein zukunftsweisender Kunststoff..........cccveuvieinicnicnicnicnicnicnnes 15
Motivation UNd ZIEISELZUNG ......c.cuiuiiiririiiiiiiricie s 21
Ergebnisse und DISKUSSION .......cccuiiiiiiiriiiiiiicciccc s 23
Hydtierung von PREenoL ...t ssesessesessesesesenns 23
Kombination der Phenol-Hydrierung mit der Doppeloxidationskaskade .........ccooeeureecunenennee 36
AUSDHCK ettt 41
Chiralitidtsunterstitzter Aufbau von Dioxin-verknipften TBTQ-Einheiten .......cccoveuneeeee. 43
Einleitung und wissenschaftlicher Standpunkt ..., 43
Geometrische MOLEKRUIZEITSTE .....oucvuiuivriiiiiieiiiciiesi e 43
Molekiilgeriiste mit TBTQ-StruktureInheiten ..o 46
Motivation UNd ZIEISELZUNG ......c.cvvuiiiriiiricieiieiecicis s 53
Ergebnisse und DISKUSSION ....c.veuieeirieiieiiciieiieseciee et sse s esessssesseseens 57
Darstellung einer bis-TBTQ-Wiirfelkante mit racemischen Vorstufen........ovveciniincinn, 57
Darstellung einer bis-TBTQ-Wiirfelkante mit enantiomerenreinen Vorstufen ..., 64
Entwicklung einer verkiirzten Syntheseroute zur Darstellung einer bis-TBTQ-

WLLRIKANLE ..ottt as 73
AUSDICK b 92
Cyanid-freie Synthese chiraler NItrile......cccvrieeiniieeceeeeeeenreee e sseeeeaens 93
Einleitung und wissenschaftlicher Standpunkt ..., 93
Geschichte der Cyanid-freien NitrilSYnthese . ....coeeeeneeneienierieneeee e 93
Entwicklung der Nitrilsynthese ausgehend von Aldoximen........cccvviiniiininiencnnen, 97
Enzymatischer Zugang zur Cyanid-freien Nitrilsynthese......coocvenienecnieinecnecneenneennes 100
Enantiomerenreine Gliptin-Wirkstoffe mit Nitrilfunktionalitit .........ccoveviviviviininininnen. 104
Motivation UNd ZIEISELZUNG ......c.viuiimiiiriiiieiicirici et 106
Ergebnisse und DISKUSSION .....c.ccuviuiiiiiiiiiiciiciicccec s 108
Untersuchung neuer Substrate fiir die enzymatische Nitrilsynthese mit Oxds ................... 108
Vildagliptin - eine alternative SYNthESErOULe ........ccvviuviiiriiiricirieiicriensesieeeseeseeeeeans 136
AUSDHCK et 158
ZUSAMMENTASSUILT ..ottt s sttt sses et st sessesessesessssessesesscsessees 160
ADSEIACE ettt 165
Experimenteller Teil ... 170
AILGEMEINES ...t 170
ChemiKaliEn ... 170
GEIALE ottt R 170
Durchfithrung der EXPerimente........cociiiiiiniiinicinieciccciccceeeesessesessssessssenssenaes 172
Hydtierung von PRenol ...t ssessesessesessesenns 173

Hydtierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit Rh/AIO(OH) im Tischautoklav. 173



7.2.2

7.2.3
7.2.4
7.2.5
7.2.6
7.2.7
7.2.8
7.2.9
7.2.10

7.3

1II

7.3.1

7.3.2

7.3.3

7.3.4

7.3.5

7.3.6

7.3.7

7.3.8

7.3.9

7.3.10

7.3.11

7.3.12

7.3.13

7.3.14
7.3.15

7.3.16

7.3.17

Lésungsmittelfreie Hydrierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit

Rh/AIO(OH) im TiSChAUtOKIAV .......cveuieiiiiciiciici et 175
Synthese einer Suspension von Rh-Nanopartikeln in Wasser.......ccooevevicvicvicnicnninnn. 176
Synthese von RI-SBA-T5 ...ttt seeeseaens 176

Hydrierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit Rh-SBA-15 im Stahlautoklav ...... 176
Hydrierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit Rh-SBA-15 im Schlenkkolben.... 177
Aktivititsassay fiir die LA-ADH ... 178
Aktivitdtsassay flr die Ae- und As-BVMO ... 179
Reaktionskaskade von Phenol (40) zu e-Caprolacton (34) (Hydrierung im Stahlreaktor) . 179
Reaktionskaskade von Phenol (40) zu e-Caprolacton (34) (Hydrierung im

SChIENKKOIDEN) .ottt aene 181
Synthese eines konkav-konkav-geformten DIOXINS ....c.cccvieeuvicinieiniiinicinincrecrcecenees 182
Rieche-Formylierung von 4b'-Methyltribenzotriquinacen (71) zu rac-2-Formyl-4b!-
methyltribenzotriquinacen (726-85) .........ccccuviiuniiiiniiiniiiiicinicn e 182
Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 (AAV 1): Baeyer-1/illiger-Oxidation von 2-Formyl-4b'-
methyltribenzotriquinacen (85) zu 4b!-Methyltribenzotriquinacen-2-formiat (88)............. 183

Baeyer-1illiger-Oxidation von rac-2-Formyl-4b!'-methyltribenzotriquinacen (rac-85) zu rac-
4b!-Methyltribenzotriquinacen-2-formiat (7ae-88) ........coveuveveurecrnienienicriereeneeneenreennes 184
Bagyer-Villiger-Oxidation von ras-2-Formyl-4b'-methyltribenzotriquinacen (ra¢-85) und
Verseifung des Intermediates zu rac-2-Hydroxy-4b!- methyltribenzotriquinacen (ra¢-89). 185
Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 (AAV 2): Aromatische lodierung von 2-Hydroxy-4b!-
methyltribenzotriquinacen (89) zu 2-Hydroxy-3-iod-4b!- methyltribenzo-

trAQUINACEN (D0t 186
Aromatische lodierung von rac-2-Hydroxy-4b!-methyltribenzotriquinacen (rac-89) zu
rac-2-Hydroxy-3-iod-4b!- methyltribenzotriquinacen (72¢-90) .......c..cccveeunieeneenecneeeneeennee 186
Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 (AAV 3): Ulmann-Kupplung von 2-Hydroxy-3-iod-4b!-
methyltribenzotriquinacen (90) zu bikonkavem, Dioxin-verbriicktem bis-
TribenzotriquINAaCen 82 ..o s 187
Ullmann-Kupplung von rac-2-Hydroxy-3-iod-4b'-methyltribenzotriquinacen (rac-90)

zu anti- und syn-bikonkavem, Dioxin-verbriicktem bis-Tribenzotriquinacen an#-82 und

SPI=82 bbb 187
Verseifung von (P)-2-Acetoxymethyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-87) zu (P)-2-
Hydroxymethyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-86).......cc.ccveeuriernecrreerneerneeureenreeennes 188
Swern-Oxidation von (P)-2-Hydroxymethyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-86) zu
(P)-2-Formyl-4b'-methyltribenzotriquinacen ((P)-85) ......ccccovueiviiinicniiiniinicricrcccienees 189

Baeyer-Villiger-Oxidation von (P)-2-Formyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-85) und
Verseifung des Intermediates zu (P)-2-Hydroxy-4b'-methyltribenzotriquinacen ((P)-89) 190
Aromatische Iodierung von (P)-2-Hydroxy-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-89) zu

(M)-2-Hydroxy-3-iod-4b'- methyltribenzotriquinacen ((M)-90) ......ccovveereerneerreereeeneeennee 191
Ullmann-Kupplung von (M)-2-Hydroxy-3-iod-4b!-methyltribenzotriquinacen ((M)-90)
zu gyn-bikonkavem, Dioxin-verbriicktem bis-Tribenzotriquinacen §y#-82..........ccvecuneuenes 192

Rontgenstrukturanalyse von syz-bikonkavem, Dioxin-verbriicktem bis-TBTQ sy»-82...... 193
Acetylierung von 4b!-Methyltribenzotriquinacen (71) zu rac-2-Acetyl-4b'-methyl-
tribenzotriquiNAacen (Fae-92) .......coiviiuriiiriiriirii e 194
Screening zur Optimierung der Baeyer-1/illiger-Oxidation mit unterschiedlichen

KatalytiSChen ZIUSATZEN «.c.ceecveieieciericcicerrcceceere et 195
Baeyer-1illiger-Oxidation von rac-2-Acetyl-4b'-methyltribenzotriquinacen (rac-92) zu
rac-2-Acetoxy-4bl-methyltribenzotriquinacen (726-91) .....c..cccvveuveenecnecnicnicrecreeneenee 196



7.3.18

7.3.19

7.3.20

7.3.21

7.3.22

7.3.23

7.3.24

7.3.25

7.3.26

7.3.27

7.3.28

7.3.29

7.3.30

7.3.31

7.4

7.4.1

7.4.2

7.4.3

7.4.4

7.4.5

7.4.6

7.4.7

7.4.8

7.4.9

Claisen-Kondensation von Dimethylphthalat (94) und Pentan-3-on zu 2-Methylindan-
1,300 (95) vt 197
Kondensation von 2-Methylindan-1,3-dion (95) mit (4-Methoxyphenyl)(phenyl)-

methanol (96) zu 2-((4-Methoxyphenyl) (phenyl)methyl)-2-methylindan-1,3-dion (97) ..... 198
Reduktion von 2-((4-Methoxyphenyl) (phenyl)methyl)-2-methylindan-1,3-dion (97) zu
2-((4-Methoxyphenyl) (phenyl)methyl)-2-methylindan-1,3-diol (a/~¢is- und cis-trans-98) .... 199
Cyclodehydratisierung von 2-((4-Methoxyphenyl) (phenyl)-methyl)-2-methylindan-1,3-

diol (all-cis- und cis-trans-98) zu rac-2-Methoxy-4b!-tribenzotriquinacen (rac-93).................. 201
Entschiitzung von rac-2-Methoxy-4b!-tribenzotriquinacen (ra¢-93) zu rac-2-Hydroxy-
4b!-tribenzotriquinacen (7ac-89) mMit BBI3 ..o 202
Entschitzung von rac-2-Methoxy-4b!-tribenzotriquinacen (r2¢-93) zu rac-2-Hydroxy-
4b!-tribenzotriquinacen (rac-89) mit HBI.......ccooiiiiiiiiiiiiiicciccccccccccae 203
Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 (AAV 4): Acetylierung von 2-Hydroxy-4b!-
tribenzotriquinacen (89) zu 2-Acetoxy-4b!-methyltribenzotriquinacen (91).........ccccuueece. 204

Acetylierung von rac-2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen (rac-89) zu rac-2-Acetoxy-4b'-
methyltribenzottiquinacen (726-91) ........ccvveuvieureeinieinieinereerecree e 204
Enzymscreening fiir die Esterverseifung von rac-2-Acetoxy-4b!-methyltribenzo-
triquinacen (ra--91) zu 2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen (89) mit verschiedenen

Lipasen und ESTErasen ..o ssssessssenans 205
Parameterscreening fiir die Esterverseifung von rac-2-Acetoxy-4b!-methyltribenzo-
triquinacen (rac-91) zu 2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen (89) mit hydrolytisch aktiven

LAPASEN .ttt 206
Selektive Verseifung von rac-2-Acetoxy-4b!-methyltribenzotriquinacen (rac-91) zu
(M)-2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen ((M)-89) mit CAL-A....ccovveurieineerecrecreereeennees 207
Aromatische lodierung von (M)-2-Hydroxy-4b!-methyltribenzotriquinacen ((M)-89) zu
(P)-2-Hydroxy-3-iod-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-90) .......ccoccoveeneerneerreeereeeneeennee 208
Acetylierung von (M)-2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen ((M)-89) zu (M)-2-Acetoxy-
4b!-methyltribenzotriquinacen ((M)-91) .....cocouviiiiiniiiiccccce e 209
Acetylierung von (P)-2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen ((P)-89) zu (P)-2-Acetoxy-4b!-
methyltribenzotriquinacen ((P)-91)........ccoiiiiiiiiniiiiceccce e 210
Synthese chiraler Nitrile mittels Aldoximdehydratasen ..., 211

Allgemeine Arbeitsvorschrift 5 (AAV 5): Synthese von Oximen 122 aus Aldehyden 135 211
Kondensation von rac-2-Phenylpropionaldehyd (ra¢-135b) zu rac-E/ Z-2-Phenylpropion-

AldOXIM (720-F/ Z-122D) oottt ettt 211
Kondensation von rac-Melonal (rac-135¢) zu rac-E/ Z-2,6-Dimethylhept-5-enal-

OXIM (FAE-F/ Z-122C) oottt 213
Kondensation von rac-Citronellal (rac-135d) zu rac-E/ Z-3,7-Dimethyloct-6-enal-

OXIM (FA-F/ Z-122) oottt 214
Kondensation von (R)-Citronellal ((R)-135d) zu (R)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enal-

OXIM ((R)-F/ Z-122d) ..ottt ettt et et 215
Kondensation von ($)-Citronellal ((5)-135d) zu (5)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enal-

OXIM ((8)-F/ Z-122d) ..ottt 216
Kondensation von (1R)-Myrtenal ((1R)-135e) zu (1K)-E-6,6-Dimethylbicyclo[3.1.1]-
hept-2-en-2-carbaldehydoxim ((1R)-E-122€) .......cccccovueuniiiniiiniciicicinicncineciceseeciennes 217
Kondensation von (§)-Perillaaldehyd ((5)-135f) zu (5)-E-4-(Prop-1-en-2-yl)cyclohex-
1-en-1-carbaldehydoxim (Perillartin) (($)-E-122f) ......cccovvrieervriicrerrricerereeeereeeeneeenes 217

Allgemeine Arbeitsvorschrift 6 ( AAV 6): Synthese von Nitrilen 123 aus Oximen 122..... 218

111



I\Y

7.4.10

7.4.11

7.4.12

7.4.13

7.4.14

7.4.15

7.4.16

7.4.17
7.4.18

7.4.19
7.4.20

7.4.21
7.4.22

7.4.23

7.4.24

7.4.25

7.4.26

7.4.27

7.4.28

7.4.29

7.4.30

7.4.31

7.4.32

7.4.33

7.4.34

Cu-katalysierte Dehydratisierung von rac-E/ Z-2-Phenylpropionaldoxim (rae-E/ Z-122b)

zu rac-2-Phenylpropionittil (726-123DB) ........ccciviiiiiiiniiiiiiicce e 218
Cu-katalysierte Dehydratisierung von rac-E/ Z-2,6-Dimethylhept-5-enal-

oxim (rac-E/ Z-122¢) zu rac-2,6-Dimethylhept-5-encatbonittil (72¢-123€).....veucecvevreiencnnece. 219
Cu-katalysierte Dehydratisierung von rac-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enal-

oxim (rac-E/ Z-122d) zu rac-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitrtil (72c¢-123d) ....c.oveveeeeereereeenee 220
Cu-katalysierte Dehydratisierung von (R)-E/ Z-3,7-Dimethyloct-6-enal-

oxim ((R)-E/Z-122d) zu (R)-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitril ((R)-123d) ......c.ccccovvuurvuneccne. 220
Cu-katalysierte Dehydratisierung von (§)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enal-

oxim ((§)-E/Z-122d) zu (§)-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitril ((5)-123d).......ccccvevvruviucnene. 221

Cu-katalysierte Dehydratisierung von (1K)-E-6,6-Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-en-2-
carbaldehydoxim ((1K)-E-122e) zu (1K)-6,6-Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-en-2-

carbonitril ((TR)-123€) ......covuuimriiiiiiciiisici s 221
Cu-katalysierte Dehydratisierung von ()-Perillartin ((5)-E-122f) zu (5)-4-(Prop-1-en-2-
yl)cyclohex-1-encarbonittil ((§)-123£) ....c.occeuriemrieieiierereeeee e 222
UbereXpression detr OXAS c.uuuuuureumreemreeseressressssssssssssssssssssessssssssssssssssssessssssssssssssssssnnsess 223
Allgemeine Arbeitsvorschrift 7 (AAV 7): Aktivititsassay fiir die Biotransformation von
Oximen 122 zu Nitrilen 123 mit OXdS ... 224
Aktivititsassay fiir die Biotransformation der Aldoxime 122a-f...........cccovvivinivinivninnnee 225
Allgemeine Arbeitsvorschrift 8 (AAV 8): Biotransformation von Oximen 122 zu

Nitrilen 123 mMit OXAS...ciiiivieiiicicri e 226
Biotransformation der Aldoxime 122b-f mit verschiedenen Oxds........cocvvvvviviniirrencnncn, 228
Biotransformation des Aldoxims rac-FE-122b mit verschiedenen Oxds nach
unterschiedlichen ReaktionSZEITEN ......vucuiueuiueirieeiniciieree e neaenaes 229
Allgemeine Arbeitsvorschrift 9 (AAV 9): Nitroaldolkondensation von Benz-

aldehyden 138 mit Nitromethan zu 2-Nitrovinylaromaten 139........cccooeevvevvcnvcnecunenn. 230
Nitroaldolkondensation von 2-Chlorbenzaldehyd (138a) mit Nitromethan zu 1-Chlor-
2-(2-nitrovinyl)benzol (139Q).......cccviierernieieiiieenieecee e 231
Nitroaldolkondensation von 3-Chlorbenzaldehyd (138b) mit Nitromethan zu 1-Chlor-
3-(2-nitrovIny)benzol (139D) ...c.cccceueiriieririicireeeeeeeee e ene 231
Nitroaldolkondensation von 4-Chlorbenzaldehyd (138c) mit Nitromethan zu 1-Chlor-
4-(2-nitrovinyl)benzol (139C)......cccviiiiiiii s 232
Allgemeine Arbeitsvorschrift 10 (AAV 10): Michael-Addition von Methylgrignard an
2-Nitrovinylaromaten 139 zu rac-2-(1-Nitroprop-2-yl)aromaten rac-140.............cccvvvivinnncs 232
Michael-Addition von Methylgrignard an 1-Chlor-2-(2-nitrovinyl)benzol (139a) zu
rac-1-Chlor-2-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140a) ...........cccccviiviiinivinininininicncncecnes 233
Michael-Addition von Methylgrignard an 1-Chlor-3-(2-nitrovinyl)benzol (139b) zu
rac-1-Chlor-3-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140D) .........ccoceuviiiviiiniiniciicincccrcecines 233
Michael-Addition von Methylgrignard an 1-Chlor-4-(2-nitrovinyl)benzol (139¢) zu
rac-1-Chlor-4-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (£ac-1400C) .....c..ccnenenienieriereeneereereiereieenns 234
Allgemeine Arbeitsvorschrift 11 ( AAV 11): Reduktion von rac-2-(1-Nitroprop-2-yl)-
aromaten 7ac-140 zu rac-E/ Z-2-Arylpropanaloximen 7ac-FE/ Z-122 ......c.coveveneneevenenennenne. 234
Reduktion von 7a¢-1-Chlot-2-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140a) zu rac-E/Z-2-
(2-Chlotphenyl)propanaloxim (7ac-E/ Z-122) ......c.cuvureuneuerniriicicerneineeeeseseisesesssesessenaens 235
Reduktion von rac-1-Chlot-3-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140b) zu rac-E/Z-2-
(3-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E/ Z-1221) ......c.covuuneueroernirircrerneireeeesiseisesenssesessennens 236
Reduktion von rac-1-Chlot-4-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140¢) zu rac-E/Z-2-
(4-Chlorphenyl)propanaloxim (7a¢-E/ Z-1221) ...c.ccceuveneuneeeeninineieeneneeeeeiseineiesseesessennens 238



8.1

7.4.35

7.4.36

7.4.37

7.4.38

7.4.39

7.4.40

7.4.41

7.4.42

7.4.43

7.4.44

7.4.45

7.4.46

7.4.47

7.4.48

7.4.49

7.4.50

7.4.51

7.4.52
7.4.53

7.4.54

7.4.55

7.4.56

8.2
8.3

10

Cu-katalysierte Dehydratisierung von rac-Z-2-(2-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-Z-122g)

zu rac-2-(2-Chlorphenyl) propionittil (726-123@) .......ccvvviiiiiviniiiiiiiiiciciiiccsc, 240
Cu-katalysierte Dehydratisierung von rae-EE-2-(3-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E-122h)

zu rac-2-(3-Chlorphenyl) propionittil (7ae-123h) ........ccoccvviiiniiiniciniinicricnccceccenaes 240
Cu-katalysierte Dehydratisierung von rae-E-2-(4-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E-122i)

zu rac-2-(4-Chlorphenyl) propionittil (rae-1231) ......cccvveiviciniciniciniinicnicicrcccseccenaes 241
Aktivitdtsassay fur die Biotransformation der Aldoxime 122a-b und 122g-i ...........c.c........ 242
Biotransformation der Aldoxime 122g-i mit verschiedenen OXdS........ccoveeureeureerrecrreennes 244
Biotransformation der Aldoxime rae-FE-122g mit OxdRE und rac-Z-122h mit OxdFG

mit erhShter Substrat- und DMSO-KoNzentration ..., 245
Biotransformation des Aldoxims ra¢c-FE-122g mit OxdRE im priparativen Maf3stab ......... 246
Biotransformation des Aldoxims ra¢-Z-122h mit OxdFG im priparativen Mal3stab ......... 247
Kondensation von N-Boc-L-Prolinal ((5)-142) zu E/Z-N-Boc-L-Prolinal-

OXIM ((§)-E/ Z-143)...ocoiiiiiii s 247
Kondensation von N-Boc-D-Prolinal ((R)-142) zu E/Z-N-Boc-D-Prolinal-

OXIM ((R)-FE/ Z-T43) .ottt 248
Cu-katalysierte Dehydratisierung von E/Z-N-Boc-L-Prolinaloxim (($)-E/Z-143) zu
(5)-IN-Boc-Pyrrolidin-2-carbonittil ((5)-T41.......ccvveurieinienencneereereereieereeeseseseseeseeennees 249
Cu-katalysierte Dehydratisierung von E/Z-N-Boc-D-Prolinaloxim ((R)-E/Z-143) zu
(R)-IN-Boc-Pyrrolidin-2-carbonitril (R)-141.......ccccovieinnicerieerrirceereneeeenseeenenenenes 250
Biotransformation der Aldoxime ()- und (R)-E/Z-143 mit verschiedenen Oxds nach
unterschiedlichen ReaktioNSZEIten ........cuivivivivriieieiiii e, 250

Solvenz-Screening zur Cu-katalysierten Dehydratisierung von E/Z-N-Boc-L-
Prolinaloxim (($)-E/Z-143) mit variierenden Mengen MeCN und unterschiedlichen

KOSOIVENZIEN ..t bbb 251
Hydrierung von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) zu L-Prolinol ((5)-148)........ 252
Acylierung von L-Prolinol ((5)-148) zu N-Chloracetyl-L-Prolinol ((5)-150).........ccccceuevuuece. 253
Acylierung von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) zu N-Chloracetyl-L-
Prolinmethylester ((5)-149) ...t 254
Versuche zur Hydrierung von N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester ((5)-149)........ccccecuueee. 255
Synthese von 2-Chlor-1-hydroxy-5,6,7,7a-tetrahydro-3H-pyrrolizin-3-on (151) aus
N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester ((5)-149).......ccouiiiiiininiiiccc, 256
TEMPO-Oxidation von N-Chloracetyl-L-Prolinol (($)-150) zu N-Chloracetyl-L-

Prolinal ((5)-136) ......ccccviuiiiniiiiiii s 257
Kondensation von N-Chloracetyl-L-Prolinal ((5)-136) zu (5)-E/Z-1-(2-Chloracetyl)-
pytrolidin-2-carbaldoxim ((§)-E/Z-137) ....ccocvureuverrirircreineireieeeeessiseiesiesissisesesseseesasesenaes 258
Cu-katalysierte Dehydratisierung von (§)-E/ Z-1-(2-Chloracetyl)pyrrolidin-2-carb-

aldoxim (($)-E/Z-137) zu ($)-1-(2-Chloracetyl)pyrrolidin-2-catbonitril ((5)-132) .............. 259
DarstellungsverZeiChiis . ...c.ciiiciriiiciiiicc s 260
ADDIIAUNGEN oottt e e 260
SCREMALA ..o 264
TADEILEI ..ttt 269
ADbKULZUNGSVELZEICNS ..o 270
LiteraturverZeiChniS. ... 272












Einleitung

1 Einleitung

In der organisch-chemischen Reaktionsfithrung ist der Gebrauch von Biokatalysatoren
heute nicht mehr wegzudenken. Mit der Weiterentwicklung der Biotechnologie stieg im
Verlauf der letzten Jahrzehnte nicht nur in der naturwissenschaftlichen
Grundlagenforschung, sondern auch in der industriellen Produktion die Verwendung von
Enzymen stetig an. Durch ihren Einsatz konnten chemische Prozesse im Bereich der
Bulk- und Feinchemikalien sowie im Pharma- und Lebensmittelsektor hinsichtlich
Energieeffizienz, Abfallproduktion und Raum-Zeit-Ausbeute optimiert werden.
Besonders die oftmals stark ausgeprigte FEigenschaft eines stereoselektiven
Reaktionsverlaufs macht die Verwendung von Enzymen fiir die Synthese optisch aktiver
Verbindungen besonders attraktiv. Um die Vielseitigkeit der Biokatalysatoren optimal
ausschépfen zu koénnen, ist die genaue Betrachtung und Auslotung der
Reaktionsparameter ebenso wichtig wie die Erkenntnis tiber das von dem Biomaterial
akzeptierte Substratspektrum. Weitere Fragestellungen im Bereich der organisch-
chemischen Forschung beziechen sich auf die Implementierung von Enzymen in
bestehende Prozesse und auf die Kombination von Chemo- und Biokatalyse zur
Etablierung neuartiger Reaktionssequenzen. So koénnen durch Enzymkatalyse ganz
unterschiedliche Segmente in der Welt der organischen Chemie adressiert werden.

Ein interessantes Einsatzgebiet von Enzymen ist in dem Segment der Bulkchemie
zu finden. Die chemische Verwertung von nachwachsenden Rohstoffen weist im
Gegensatz zu dem Einsatz von begrenzten fossilen Rohstoffen, wie Erdol und Kohle,
aufgrund ihrer theoretisch unbeschrinkten Verfiigbarkeit ein hohes, zukunftsweisendes
Potential fir die Produktion von voluminésen Bedarfsgiitern auf. In diesem
Zusammenhang ist die Entwicklung von Kunststoffen auf der Basis nachwachsender
Rohmaterialien zu nennen. Die kiirzlich vorgestellte, zweistufige Enzymkaskade zur
Produktion des Monomerbausteins e-Caprolacton aus Cyclohexanol bietet potentiell eine
alternative Route zum bestehenden organochemischen Reaktionsprozess. FEine
vorangestellte  Erweiterung des  enzymatischen  Verfahrens ausgehend von
nachwachsenden Rohstoffen, wie Zucker oder Lignin, fihrt tber die Zwischenstufe
Phenol. Die Optimierung eines mit dem biokatalytischen Prozess kompatiblen
Hydrierverfahrens zur Synthese von Cyclohexanol aus Phenol liefert daher eine wertvolle
Erkenntnis tiber die M6glichkeit zur Verknipfung von Bio- und Chemokatalyse in einem
nachhaltigen Reaktionsprozess. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein geeigneter
Hydrierkatalysator gefunden, der nach der selektiven Umsetzung von Phenol zu
Cyclohexanol durch einfache Filtration effektiv von der Reaktionsmischung abgetrennt
werden konnte. Das daraus erhaltene Filtrat wurde ohne negative Auswirkungen
erfolgreich in der enzymatischen Reaktionskaskade zur Synthese von e-Caprolacton

eingesetzt.
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Dartiber hinaus wurde in dieser Arbeit ein weiterer Aspekt der Biokatalyse ins Auge
gefasst, der im Segment der Materialwissenschaften angesiedelt ist. Enzymatische
Synthesen konnen nach dem Konzept der chiralititsunterstiitzten Synthese unter der
Voraussetzung eines stereoselektiven Reaktionsverlaufs fiir den Aufbau von geometrisch
definierten, dreidimensionalen Molekiilgeriisten verwendet werden. Dazu werden optisch
reine Molekiilbausteine bendétigt, mit denen aufgrund ihrer definierten Struktur gezielt
dreidimensionale Gerliste aufgebaut werden kénnen. Ein interessanter Kandidat fir
solche Molekiilgeriiste ist das Tribenzotriquinacen, ein starres Molekil mit Schalen-
térmiger Struktur. Mithilfe einer enzymatischen Reaktion konnten die Enantiomere eines
racemischen Gemisches eines substituierten Tribenzotriquinacens separiert werden. Zwei
gleiche dieser so erhaltenen, enantiomerenreinen Bausteine wurden miteinander
verkntipft, wobeti sich selektiv ein Molekilgeriist bildete, bei dem die rdumliche Wélbung
der beiden Tribenzotriquinaceneinheiten jeweils auf die gleiche Seite der Molekiilebene
weist. Dieses Dimer kann aufgrund seiner Form als Teil eines molekularen Wiirfels
angeschen werden, bei dem die zentralen Kohlenstoffatome der Tribenzotriquinacene
jeweils die Wiirfelecke bilden.

Im dritten Teil dieser Arbeit lag der Fokus im Segment der Feinchemie auf der
biokatalytischen Synthese von chiralen Nitrilen. Die heute wichtigen industriellen
Prozesse fur die Synthese von Nitrilen benotigen entweder hochtoxische Cyanide oder
anspruchsvolle Reaktionsbedingungen, wie hohe Temperaturen oder hohe Driicke. Daher
bildet ein milderer Prozess ohne die Notwendigkeit von Cyaniden eine willkommene
alternative Darstellungsmoglichkeit von Nitrilen, die mit einer relativ jungen
Enzymgruppe, den Aldoximdehydratasen, in den letzten Jahren aufgegriffen wurde. Diese
Enzyme katalysieren die Dehydratisierung von Aldoximen, welche wiederum aus den
entsprechenden Aldehyden gut zuginglich sind. Uber diesen zweistufigen Reaktionspfad
konnten strukturell unterschiedliche Nitrile dargestellt werden, die das Substratspektrum
dieser Biokatalysatoren um eine Vielzahl bereicherten. In den meisten Fillen verlief die
Dehydratisierung der Aldoxime stereoselektiv, sodass sich diese Methodik auch fir die
Synthese von enantiomerenreinen Nitrilen eignete.

Nicht weniger interessant ist die Implementierung von enzymatischen Reaktionen
in Syntheserouten zur Darstellung von Wirkstoffen. Die Synthese des Antidiabetikums
Vildagliptin bietet aufgrund seiner Molekdilstruktur, die aus einem enantiomerenreinen
N-Acyl-a-aminonitril mit Prolingrundgeriist besteht, auf dem Gebiet der Cyanid-freien
Nitrilsynthese ebenfalls die Moglichkeit zur Verwendung von Aldoximdehydratasen.
Alternativ zu der enzymatischen Dehydratisierung von N-Acylprolinaldoximen konnte
die Kupfer-katalysierte Nitrilsynthese, ebenfalls ausgehend von Aldoximen, in eine neue

Syntheseroute zur Darstellung von Vildagliptin eingebunden werden.
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2 e-Caprolactonsynthese ausgehend  von Phenol durch
Kombination von Chemo- und Biokatalyse

2.1 FEinleitung und wissenschaftlicher Standpunkt

2.1.1 Der Wandel der Kunststoffressourcen

In der naturwissenschaftlichen Entwicklung der Menschheit fanden die ersten, mit Hilfe
von chemischen Verfahren modifizierten, polymeren Kunststoffe ihren Ursprung in
nachwachsenden Rohstoffen. Schon im 11. Jahrhundert wurde der vom Gummibaum
abgesonderte Milch-dhnliche Saft von den Maya als Ausgangsmaterial fur Spielbille
verwendet.lll Der Saft — Latex genannt — hat die Eigenschaft, an Luft zu einer festen, aber
klebrigen und elastischen Masse zu koagulieren. Diese Masse erhielt in Anlehnung an den
Ausdruck der Maya ,,caa-o-chu® fiir ,,weinendes Holz* den Namen Kautschuk. Anfang
des 19. Jahrhunderts wurde Kautschuk-Latex in England benutzt, um Regenmintel
wasserdicht zu machen.l?l Indem Goodyear in den 1830er Jahren den klebrigen Kautschuk
mit Schwefel in der Hitze vermeintlich trocknen wollte, erhielt er ein hoch-elastisches
Material, welches nicht mehr klebrig war. Dies war die Geburtsstunde des Gummis.
Hancock lief3 die chemische Quervernetzung der Latex-Polymerketten mit Schwefel etwas
spiter unter dem Namen ,,Vulkanisation® patentieren.’) Mit wachsendem Einsatzgebiet
des Gummi-Materials stieg der Kautschuk-Verbrauch rapide an, wodurch sich ein
Konkurrenzgeschift um die Gewinnung der Latex-Milch aus natiitlich wachsenden und
in Plantagen angebauten Arten des Gummibaums entwickelte.[l]

Auch die zuvor nur mit physikalischen Methoden modifiziert eingesetzten
Polymerfasern der Baumwolle wurden ab Mitte des 19. Jahrhunderts chemischen
Prozessen unterzogen, um die in den Fasern enthaltene Cellulose in Materialien mit
unterschiedlichen Eigenschaften zu tUberfiihren. Durch Einwirken von Baumwollfasern in
Nitriersdure synthetisierte Schinbein Nitrocellulose, welche bei miBiger Erwirmung zu
einem elastischen Werkstoff erhirtete. 20 Jahre spiter konnte Hyazt durch den Zusatz von
Campher aus der Nitrocellulose ein hartes Material — sogenanntes Celluloid® — mit einer
glatten Oberfliche erzeugen, welches beispielsweise fir Messergriffe, Brillengestelle und
Billardkugeln verwendet wurde.l*!

Das in Tiermilch vorkommende Protein Casein stellt eine weitere, regenerative
Rohstoffquelle fir die chemische Produktion von Kunststoffen dar. 1897 erhielten Krische
und Spitteler eine hornartige Masse, indem sie die Proteinketten des Caseins mittels
Formaldehyd quervernetzten. Diesem Kunststoff gaben seine Erfinder den Namen
,»Galalith®, griechisch fir ,,Milchstein®.

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden auch weiterhin neue polymere Materialien
aus nachwachsenden Rohstoffen entwickelt, beispielsweise Celluloseacetat, Celluloseether
und Cellophan®.2l
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Jedoch verlagerte in dieser Zeit eine bahnbrechende und kommerziell aulerst erfolgreiche
Patentanmeldung von Baekeland das Interesse auf vollstindig synthetische Kunststoffe,
deren Ursprung nicht in natiirlich vorkommenden Polymeren liegt. 1907 brachte er
verschiedene Phenole in der Hitze mit Formaldehyd zur Reaktion, wobei stabile und harte
Materialien entstanden. Diese Phenolharze gingen als Bakelite® in die Geschichte ein.l!

Von da an wurden diverse Kunststoffe mit den denkbar unterschiedlichsten
Eigenschaften entwickelt, deren Ausgangsverbindungen allesamt aus den fossilen
Rohstoffen Erdol und Erdgas gewonnen wurden. So begann in den 20er und 30er Jahren
die Massenproduktion von totalsynthetischen Polymeren, die auch heute noch umfassend
verwendet werden: Polystyrol, Polyvinylchlorid, Polyvinylacetat, Polymethylmethacrylat,
Polyacrylnitril, Polyisobutylen, Polyamide, Polyethylen, Polyurethane,
Polytetrafluorethylen und Polyvinylpyrrolidon, um nur einige wenige zu nennen. 29l

Was das Erfassen der strukturellen Besonderheiten von solchen Kunststoffen auf
molekularer Ebene angeht, so leistete Staudinger Anfang des 20. Jahrhunderts
zukunftsweisende Pionierarbeiten. Er erkannte die Systematik hinter diesen polymeren
Materialien, die aus vielen, miteinander verbundenen monomeren Bausteinen aufgebaut
sind, und fihrte hierfir den Begriff , Makromolektl” ein. Seine Arbeiten wurden 1953
mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet.l]

Mit dem Boom der industriellen Herstellung von vollsynthetischen Polymeren
rickten die auf Naturstoffen basierenden Kunststoffe mehr und mehr in den
Hintergrund. Die Verwendung von synthetisch erzeugten Monomeren wie Styrol,
Vinylchlorid, Methylmethacrylat, Acrylnitril und Ethylen in der Kunststoffindustrie war
eine zunichst logische Konsequenz der zu diesem Zeitpunkt reichlich vorhandenen und
leicht zuginglichen fossilen Rohstoffquellen. Wihrend Erdoél und Erdgas in groflen
Mengen unter Tage beférdert werden konnten, stand oberhalb der Erdkruste ausreichend
Landfliche zur Nahrungserzeugung zur Verfigung. Elias verglich 1985 die Ertrige von
damals verwendeten nachwachsenden Rohstoffen fur die Kunststoffindustrie mit den
Ertrigen von Rohstoffen fiir die Nahrungsmittelverarbeitung auf einer Fliche von einem
Hektar Land (Abbildung 2.1).1 Es ist leicht erkennbar, dass aus damaliger Sicht die
Nutzung der Landflichen zur Bereitstellung von Nahrungsmitteln, wie Weizen, Reis und
Zuckerriben dem Anbau von wenig ertragreichen Polymer-Rohstoffen, wie
Naturkautschuk und Baumwolle sowie der Schafzucht fir die Gewinnung von Wolle
vorzuziehen war. Der stetig angestiegene Bedarf an Kunststoffen, die in immer
mannigfaltigeren Anwendungsbereichen zum Einsatz kamen, konnte durch bisher
entwickelte Polymere aus natiitlichen, nachwachsenden Rohstoffen ohnehin nicht mehr

abgedeckt werden.
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Sehr anschaulich zeigt sich die Entwicklung des Kunststoff-Bedarfs am Beispiel der USA
im Vergleich zu anderen wichtigen Materialien anhand eines Essays von Wernick aus dem
Jahr 1996.81 Waren Anfang des 20. Jahrhunderts der Verbrauch und die Nutzung von
Holz mit Abstand am hoéchsten, so nahm sein Stellenwert im Verlauf der Jahre
kontinuierlich ab. Metalle, wie Stahl, Blei und Kupfer kamen bis in den Zeitraum des
zweiten Weltkriegs vergleichsweise stetig zum Einsatz, wihrend sie nach dem
Wiederaufbau langsam an Bedeutung verloren.’l Im Gegensatz dazu stieg der Bedarf von
Kaliumcarbonat und Phosphor als wichtige Inhaltsstoffe fiir Diingemittel seit den 1920er
Jahren deutlich an. Die grof3te, Giberproportional starke Zunahme erfuhr allerdings die
Verwendung von Kunststoffen seit Beginn ihrer Produktion in den 20er und 30er Jahren.
Mit einer Menge von etwa 40 Tonnen pro Millionen US$ Bruttoinlandsprodukt (BIP)
tberstieg dieser Wert im Jahr 1990 sogar die Summe aller anderen Giitermengen — circa
zwOlf Tonnen — um mehr als das Dreifache. Wo immer es méglich war, wurden mit
fortschreitender Entwicklung schwere Materialien wie Holz und Metalle durch neu
entwickelte, leichte Kunststoffe mit den unterschiedlichsten, malgeschneiderten
Materialeigenschaften ersetzt.[+10]

Anhand des von der Petrochemicals Eurgpe im  Jahr 2015  erstellten
Produktstammbaums  chemischer  Erzeugnisse ausgehend von den fossilen
Rohstoffquellen Erdoél und Erdgas wird der Stellenwert von Kunststoffen leicht
ersichtlich.l'l Dieser zeigt, in welch vielseitigen Anwendungsbereichen die mannigfaltigen
Kunststoffprodukte mit ihrer hohen, strukturellen Diversitit zum Einsatz kommen. Sei es
im Baugewerbe, im Verpackungsbereich, in der Automobil- und Elektroindustrie, im
Textilgewerbe oder in der Medizin, nirgendwo ist die Verarbeitung von Kunststoffen

heute noch wegzudenken.
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Als Folge dieses stetig wachsenden Kunststoffkonsums stiegen allerdings auch der Bedarf
der Ausgangsmaterialien fur diese Substanzklasse und damit der Bedarf der
Rohstoffquellen Erdol und Erdgas in hohem Ausmal3. Daher ist es nicht verwunderlich,
dass neben dem euphorischen Aufschwung der Kunststoffindustrie seit den 70er Jahren
auch Stimmen gegen eine tbermiBlige Verwendung von fossilen Rohstoffen fir die
Kunststoffproduktion laut wurden.[?l Beispielsweise wies ein Bericht des Club of Rome
1972 auf die Begrenztheit der (fossilen) Rohstoffe und damit auf Grenzen des Wachstums
hin.[3l Dieses Szenario der Knappheit wird noch durch die Tatsache unterstrichen, dass
sowohl Erddl als auch Erdgas neben der Nutzung in der chemischen Produktion auch bei
der Erzeugung von Energie eingesetzt werden. In Anbetracht der fortschreitenden
Industrialisierung und wachsenden Bevolkerung ist auch in diesem Sektor der Bedarf
kontinuierlich gestiegen (Abbildung 2.2).[14]

50 Mio. -
B solarkraft
B Windkraft
__ 40 Mio. ] sonstige erneuerbare Energien
§ I Kernkraft
= Wasserkraft
5 30 Mio. Erdgas
3 B Erdsl
S I Kohle
S 20 Mio. Il traditionelle Biokraftstoffe
k=
()
[
L
10 Mio.

0 Mio.
1800 1850 1900 1950 2000

Jahr

Abbildung 2.2: Stapelflichendiagramm des globalen Primirenergieverbrauchs in TWh in dem Zeitraum
zwischen 1800 und 2016, aufgeteilt in verschiedene Energieressourcen.!'4

Wihrend bis Ende des 19. Jahrhunderts die Energieversorgung fast ausschlief3lich durch
traditionelle Biokraftstoffe wie Holz und anderen organischen Materialien abgedeckt
wurde, kam durch den Untertagebau zu Beginn des 20. Jahrhunderts auch Kohle als
Energietriger zum FEinsatz. Nennenswerte Mengen Erdél und Erdgas wurden ab den
1920er Jahren als Energielieferanten verwendet. Etwa bis 1950 blieb der gesamte
Jahresverbrauch von Primirenergie unter 10 Mio. TWh. Ab diesem Zeitraum stieg der
Verbrauch so rapide an, dass nur etwa 20 Jahre spiter (1970) bereits ein doppelt so hoher
Verbrauch verzeichnet wurde. Weitere 30 Jahre spiter (2000) verdoppelte sich dieser
Wert nochmals auf rund 40 Mio. TWh. In der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts kamen
Wasser- und Kernkraft als Energiequelle hinzu, allerdings tragen diese auch bis heute
noch nicht mehr als mit etwa 3-6% zur Abdeckung des Gesamtenergiebedarfs bei. Noch
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kleiner fallen die Zahlen fiir die Energieversorgung durch Windkraft, Solarkraft und
sonstige erneuerbaren Energien mit jeweils weniger als 1% der Gesamtenergiemenge
aus.[® Was den globalen Energieverbrauch in 2016 angeht, ergab sich folgendes Bild: Der
Gesamtenergiebedarf von iber 45 Mio. TWh wurde, wie in den vergangenen hundert
Jahren auch, hauptsichlich durch die fossilen Ressourcen Kohle (27%), Erddl (32%) und
Erdgas (23%) abgedeckt. Hinzu kamen etwa 7% durch Holz und andere traditionelle
Biokraftstoffe, was bereits eine Abdeckung von 90% des Gesamtverbrauchs ausmacht.
Die verbliebenen 10% setzten sich hauptsichlich aus Wasser- und Kernkraft und
unwesentlich aus Solar- und Windkraft sowie sonstigen erneuerbaren Energien
zusammen. Neben einem moglichen Wachstum im Sektor der erneuerbaren Energien
wird auch fir die Zukunft eine dhnliche Zusammensetzung erwartet: Der globale
Gesamtbedarf bzw. -verbrauch wird jihrlich weiter ansteigen und weiterhin werden
Kohle, Erdél und Erdgas als Haupt-Energielieferanten dienen.[19]

Dies wiederum hat zur Folge, dass die fossilen Ressourcen, wie auch schon durch
den Club of Rome prognostiziert, friher oder spiter schwinden werden. Eine Studie vom
Institut der deutschen Wirtschaft Koln aus dem Jahr 2013 beschiftigt sich unter anderem mit
der Reichweite fossiler Rohstoffe, sowohl fiir die energetische als auch fir die stoffliche
Nutzung (Abbildung 2.3).[7]

Il Reserven [ Ressourcen

4000 - 3939
2 3000 -
N
Iy 2583
Q2
€ 2000 -
ey
Q
[0]
o

1000 +

268
174
oL B SO wii

Erdol Erdgas Hartkohle Braunkohle
Fossile Rohstoffe

Abbildung 2.3: Reichweite verschiedener fossiler Rohstoffe, aufgeteilt in abbaubare Reserven und in
unerschlossene Ressourcen.!!”]

Wihrend die wirtschaftlich abbaubaren Kohlereserven noch mehrere hundert Jahre und
die unerschlossenen Gesamtressourcen sogar mehrere tausend Jahre ausreichen werden,
sind von Erdol und Erdgas sowohl die Reserven als auch die Ressourcen deutlich
spatlicher vorhanden. Unter der Annahme des weiter ansteigenden Bedarfs wiirden die
Gesamtmenge Erdol nur noch gut 100 Jahre und die Gesamtmenge Erdgas nur noch
etwa 200 Jahre ausreichen.

Um insbesondere die deutlich begrenzte Reichweite von Erd6l und Erdgas zu
verlingern, bestehen prinzipiell zwei verschiedene Ansitze: A) Die energetische Nutzung

dieser fossilen Rohstoffe muss deutlich reduziert werden, wobei andere Energiequellen
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wie Wasser-, Wind- und Solarkraft sowie erneuerbare Rohstoffe viel stirker in den
Vordergrund riicken missen. B) In der chemischen Industrie muss der Einsatz von
fossilen Rohstoffen zur stofflichen Nutzung durch den Einsatz von erneuerbaren,
nachwachsenden Rohstoffen abgel6st werden.

Die unter A) genannte Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen als
Energiequelle zieht wiederum auch einige Nachteile mit sich. Bei den heute notwendigen
Energiemengen missten die Nutzpflanzen auf einer vergleichsweise groen Landfliche
angebaut werden, die nur durch eine weitere Abholzung von Wildern und durch eine
Umwandlung von Grin- und Weideflichen zur Verfiigung gestellt werden koénnte.
Weiterhin bestiinde eine Konkurrenz dieser Anbauflichen zur Nutzung fir die
Erzeugung von Nahrungsmitteln, was eine Preiserhéhung dieser unverzichtbaren
Konsumgiiter zur Folge hitte (vgl. Abbildung 2.1).81 Um eine effektive Nutzung der
Anbaufliche gewihrleisten zu kénnen, miisste das Wachstum der Pflanzen durch
Dingemittel unterstiitzt werden, wodurch die globale Erderwirmung wegen verstirkter
Emission von Treibhausgasen wie N2O weiter ansteigen wiirde.

Im Gegensatz dazu stellt der unter B) aufgefithrte Ansatz zur verstirkten
Produktion von nachhaltigen Kunststoffen einen Kompromiss zwischen Platzbedarf der
Anbauflichen und Einsparung fossiler Ressourcen dar. Die chemische Forschung
befindet sich auf dem Weg, unterschiedliche Losungen fiir diesen Ansatz zu erarbeiten.
Da Kunststoffe einen groBlen Bereich der Produktpalette aus der chemischen Industrie
abdecken, ist besonders auf diesem Gebiet die Entwicklung alternativer Produkte auf
Basis von nachwachsenden Rohstoffen lohnenswert. In einer Studie des U.S. Department of
Energy aus dem Jahr 2004 wurde analog zu dem petrochemischen Produktstammbaum ein
Modell mit einem  komplexen Produktstammbaum ausgehend von den
Hauptkomponenten der nachwachsenden Rohstoffe, wie Stirke, Hemicellulose,
Cellulose, Lignin sowie pflanzliche Fette und Proteine, vorgestellt.['?) Auch hier zeigt sich,
dass ein grofler Teil der Folgeprodukte fiir die Herstellung von Kunststoffen verwendet
werden kann. Es ergeben sich einerseits teilweise mit der petrochemischen Produktpalette
identische Materialien, wie Polyacrylate, Polyamide und Polyurethane. Andererseits
werden der petrochemische und der nachhaltige Produktstammbaum untereinander
verglichen  groBtenteils von  Kunststoffen mit  abweichender  chemischer
Zusammensetzung dominiert. Dies ist wenig verwunderlich, denn schon die Rohstoffe
dieser Materialien basieren auf komplett unterschiedlichen chemischen Strukturmotiven:
Erdole sind Gemische aus verschiedensten aliphatischen, cyclischen und aromatischen,
jedoch Heteroatom-armen Kohlenwasserstoffen.[?l  Dahingegen setzen sich die
nachwachsenden Rohstoffe aus Heteroatom-reichen Struktureinheiten wie Sauerstoff-
haltige Saccharide und Arylether oder Sauerstoff-, Stickstoff- sowie Schwefel-haltige
Aminosduren zusammen. Folglich weicht auch der chemische Weg vom Aufschluss der
Rohmaterialien tber die Verarbeitung der Intermediate bis hin zur Herstellung der

Monomerbausteine in beiden Fillen voneinander ab. Daraus resultieren letztlich abhingig
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von der Rohstoffquelle strukturell unterschiedliche Polymere. Daher treten bei der
Entwicklung von Kunststoffen auf Basis nachwachsender Rohstoffe mehrere
Herausforderungen auf. Um mit den Produkten aus dem petrochemischen Stammbaum
konkurrieren zu koénnen, muss der Herstellungsprozess vergleichsweise effizient und
preiswert sein.ll Des weiteren missen nachhaltige Kunststoffe analoge oder gar
verbesserte  Materialeigenschaften  verglichen mit  herkémmlichen  Polymeren
petrochemischem Ursprungs aufweisen.l Damit geht auch der Wunsch nach einer hohen
Wiederverwertbarkeit bzw. Bioabbaubarkeit solcher neuartigen Materialien einher, um

einer langen Persistenz in der Umwelt entgegenzuwirken.[20,21,20]

2.1.2  Die Vielfiltigkeit nachhaltiger Polymere

Bis dato wurden bereits vielfiltige Methoden und Prozesse entwickelt, um aus den
Komponenten der nachwachsenden Rohstoffe polymere Materialien herzustellen, die den
hohen Anforderungen unterschiedlichster Materialeigenschaften entsprechen. Die
Vielseitigkeit der Ideen und Konzepte zu solchen Umsetzungen zeigt sich bereits an
einigen wenigen Beispielen.

Triglyceride 1 werden im groflen Mal3stab aus Pflanzendlen gewonnen (156 Mt in
2012), von denen etwa 70% in der Nahrungsmittelproduktion, 20% als Biokraftstoff und
10% in der chemischen Produktion zum Einsatz kommen.l?2l Diese pflanzlichen Ole
lassen sich tber wenige Reaktionsstufen in langkettige, aliphatische Polyester
tberfithren.['%l Beispielsweise haben Furst et al. eine elegante Syntheseroute ausgehend von

Triglyceriden 1 aus Oliven-, Raps- oder Sonnenblumendl beschrieben. (Schema 2.1).123]

O)W:\MN
0 Triglyceride aus pflanzlichen Fetten
j(\/\/\/\:/\:/\/\/ wie Oliven-, Raps- oder Sonnenblumenél
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o — — —
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Alkoxycarbonylierung
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o Son o Ak £ e oy
17 17 /n
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Schema 2.1: Darstellung langkettiger, aliphatischer Polyester 4 ausgehend von Triglyceriden 1 aus Oliven-,
Raps- oder Sonnenblumendl.[23:24

Uber einen maBgeschneiderten Palladiumkomplex findet zunichst eine selektive
Isomerisierung der Doppelbindung aus den Fettsdureresten an das Ende der Alkylkette
statt.’>l Durch anschlieBende Alkoxycarbonylierung und sidurekatalysierte Umesterung
wird ein Diester 3 erhalten. Als Nebenprodukt aus der Hydrolyse der Triglyceride fillt
Glycerin (2) an. Der Diester 3 wird nun zur Disdure hydrolysiert bzw. zum Dialkohol
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reduziert. Durch Polykondensation dieser beiden Komponenten bildet sich schlieBlich
der Polyester 4. Nachteilig bei solch einer Reaktionsfithrung ist, dass die aus dem gleichen
Prozess resultierenden Polyester teils sehr unterschiedliche physikalische Eigenschaften
aufweisen kénnen, da die Fettsdurereste je nach Art und Herkunft der pflanzlichen Quelle
variieren.[')l Die Materialeigenschaften dieser Polymere liegen zwischen denen von
Polyethylenen und kurzkettigen Polyestern.[10]

Alternativ eignen sich ungesittigte Fettsdureester aus pflanzlichen Triglyceriden
wegen ihrer  Doppelbindung(en) zur Modifikation mittels  Olefinmetathese
(Schema 2.2).122]

\O)WW/ o
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5
80 m ‘n
L Olefinmetathese 8
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7 7 7 7
7 © Q H,\H
SN
80 m /n
9

Schema 2.2:  Darstellung von Polyestern 8 und Polyamiden 9 aus Olséiuremethylester (5) tber
Olefinmetathese.[2627]

In Abhingigkeit vom  gewihlten  Grubbs-Rutheniumkatalysator — verlduft  die
Olefinmetathese von beispielsweise zwei Molekiilen Olsiuremethylester (5) mit hoher
katalytischer Produktivitit (TON: zurnover number) von bis zu 440.000 zum ungesittigten
o,w-Diester 7.2 Mechanistisch bedingt bildet sich ebenfalls das Alken 6. Analog zu dem
zuvor genannten Beispiel ldsst sich der Diester 7 tber die gesittigte Disdure mit
langkettigen a,w-Diolen oder a,w-Diaminen in entsprechende langkettige Polyester 8 bzw.
Polyamide 9 uberfiihren. Auch auf diesem Weg eroffnet sich je nach Wahl der
Fettsdureester und der spiteren Polykondensationspartner ein Zugang zu einer breiten
Palette von Polymeren mit unterschiedlichen Materialeigenschaften. 2210l

Es ist ebenfalls méglich, Enzyme fir die Synthese von Polyestervorstufen auf

Basis von pflanzlichen Fettsduren einzusetzen (Schema 2.3).

Cyt-P450-Monooxygenase
le) NADPH-Cyt-P450- 0 Fettalkoholoxidase O O

Oxidoreduktase Fettaldehyddehydrogenase
HO HO OH HO OH
m m m

10 11 12

Schema 2.3: Enzymatische Reaktionskaskade zur Synthese von o,w-Disduren 12 ausgehend von
Fettsduren 10 mit einer Kettenldnge von m = 12 bis m = 20.128.29.29

In einer Kaskade mehrerer enzymatischer Transformationen kénnen Fettsauren 10 mit
unterschiedlicher Kettenlinge selektiv in w-Position mittels eines Hydroxylase-Komplexes

hydroxyliert werden.l??l Die eingefithrte Hydroxyfunktionalitit der Intermediate 11 wird
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anschlieBend in zwei Schritten von einer Fettalkoholoxidase und von einer
Fettaldehyddehydrogenase zum Aldehyd bzw. zur Carbonsiure oxidiert.’s] Auf diesem
Weg werden langkettige o,w-Disduren 12 erhalten, die ebenfalls mit Diolen oder
Diaminen zu Polyestern bzw. zu Polyamiden kondensiert werden kénnen. Die Kaskade
zur Ausbildung von Dicarbonsiuren ist einem Prozess aus der Natur nachempfunden, bei
dem genau diese Reaktionsfolge mit anschlieBender B-Oxidation zum enzymatischen
Abbau langer Alkylketten stattfindet.l']

Die strukturell sehr vielseitige Gruppe der (Poly)Saccharide bietet einen weiteren
Ansatz fir die Synthese von nachhaltigen Polymeren mit unterschiedlichen physikalischen
Eigenschaften. Eine weltweite natirliche Produktion von iber 150 Gt machen
Polysaccharide zu einer attraktiven Materialquelle mit grolem Anwendungspotential,
denn bisweilen nutzt die Menschheit nur etwa 1% dieser Masse.ll%] Der am weitesten
verbreitete Monomerbaustein dieser Verbindungsklasse ist die Glucose (13) als
Hauptbestandteil von sowohl Stirke als auch Cellulose (14), die in den verschiedensten
Grisern, Getreiden, Striuchern, Baumen und sogar Algen vorkommen. Allerdings stellt
der Zugang zu Glucose (13) aus Cellulose (14) bisweilen noch eine grofere
Herausforderung in der Bioraffinerie dar. Als pflanzliche Zellwand bildet Cellulose (14)
zusammen mit Hemicellulose (15) und Lignin 16 ein faseriges Strukturgeriist aus, die
sogenannte Lignocellulose (Abbildung 2.4).311 Die aktuelle Forschung beschiftigt sich
unter anderem damit, die Auftrennung und Isolierung dieser drei Komponenten in einem

moglichst effizienten Prozess zu realisieren.[3?!
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Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau von Lignocellulose am Beispiel von Pappelsigemehl mit den
Komponenten Cellulose (14), Hemicellulose (15) und Lignin 16.13']

Der molekulare Aufbau eines Stirkekorns aus amorpher Amylose (17) (lineare
Polysaccharidketten mit o-1,4-glycosidischer Bindung) und kristallinem Amylopektin (18)
(verzweigte Polysaccharidketten mit o-1,4- und «-1,6-glycosidischer Bindung) ist
dahingegen strukturell vergleichsweise weniger komplex (Abbildung 2.5).33 Beide
Komponenten lassen sich tber enzymatische oder chemische Hydrolyse leicht zu
Glucose (13) spalten.[1]
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Abbildung 2.5: Schematischer Aufbau eines Stirkekorns.?3

Uber weitere bio- oder chemokatalytische Reaktionsschritte kann Glucose (13)
anschlieBend zu mannigfaltigen Plattformchemikalien verarbeitet werden, die auch in der
Kunststoffproduktion zum Einsatz kommen.?!l In Schema 2.4 ist hierfiir beispielhaft die
Verwendung der drei Zucker-basierten  Plattformchemikalien — Milchsdure (19),
Succinsidure (21) und 5-(Hydroxymethyl)furfural (5-HMF) (24) in der nachhaltigen

Polymerchemie aufgezeigt.[1]

HO o ) N HO OH
/g\\;%\ enzymatische Isomerisierung O~
HO H HO
Hoo  OHO OH
HO
13 23
enzymatische enzymatische saurekatalysierte
Metabolisierung Metabolisierung Dehydratisierung
o (e} HO (6}
HO oH o, !
OH HO \ /
(e}
19 21 24

) | )
ot et Bt

Schema 2.4: Synthesebeispiele fiir nachhaltige Polyester mit den Strukturen 20, 22 und 25 ausgehend von
Glucose (13) iiber Milchsdure (19), Succinsdure (21), Fructose (23) und 5-HMF (24).110]

Durch Fermentation lasst sich Glucose (13) oder auch direkt Starke mit Mikroorganismen
tber mehrere Zwischenstufen zu Milchsdure (19) abbauen.’ Dieser Baustein kann dann
entweder tber das Lactid, dem cyclischen Diester zweier Milchsiuremolekiile, mittels
Ring6ffnungspolymerisation oder mittels Stufenwachstumspolymerisation direkt zu
Polylactid (20) verarbeitet werden.’d  Wegen seiner Wiederverwertbarkeit und
Bioabbaubarkeit  findet es  unter anderem  Verwendung als = ,griines®
Verpackungsmaterial.l]

Succinsaure (21) kann ebenfalls tiber einen fermentativen Prozess aus Glucose (13)

hergestellt werden.B7l Auch wenn bei einem jihrlichen Produktionsvolumen von derzeit
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etwa 30-50 kt der grofite Anteil petrochemischen Ursprungs ist,38l bauen immer mehr
Unternehmen ihre Kapazititen fur die Produktion von biobasierter Succinsdure (21)
aus.’l In Polykondensationsreaktionen mit Diolen lasst sich Succinsdure (21) zu
Polyester 22 verarbeiten. FEin wichtiges kommerzielles Produkt stellt hierbei das
Polybutylensuccinat (PBS) mit einem Jahresvolumen von 40 kt dar.[10:40]

Die Synthese des vielbeachteten 5-HMF (24) verlduft iber eine enzymatische
Isomerisierung von Glucose (13) zu Fructose (23) und anschlieBender sdurekatalysierter
Dehydratisierung.*l  FEine mehrfache Oxidation von 5-HMF (24) fihrt zu
Furandicarbonsiure,*>4) welche wie im vorherigen Beispiel mit Diolen zu Polyester 25
kondensiert werden kann. Ein prominenter Vertreter dieser Polymere ist das
Polyethylenfuranoat (PEF).[1 Aufgrund der analogen makromolekularen Struktur und
wegen der vergleichbaren Materialeigenschaften wird fiir einige Anwendungsbereiche —
besonders als Getrinkeflaschen — ein Ersatz von Polyethylenterephthalat (PET) durch
PEF diskutiert. Zusitzlich zu dem zukunftsweisenden Potenzial von PEF als
vollstindig biobasierter Kunststoff im Gegensatz zu dem petrochemisch produzierten
PET wird der komplette Lebenszyklus von PEF mit einer Reduzierung von
Treibhausgas-Emissionen bis zu 55% als deutlich 6konomischer beurteilt als derjenige
von PET. 144

Nach der Cellulose (14) ist Lignin 16 das am zweithdufigsten vorkommende
natiitliche Polymer auf dieser Erde. Uber Aufschlussprozesse von Holz bei der
Zellstoffherstellung sind weltweit etwa 50 Mt Lignin 16 pro Jahr verfiigbar. Hiervon
werden bisweilen aber 98% verbrannt und nur 2% kommerziell verwendet.?!l Aufgrund
der komplexen und variantenreichen Molekilstruktur (Abbildung 2.6) stecken die
Versuche zur Verwertung von Lignin fir die gezielte Synthese von definierten
aromatischen  Verbindungen daher noch in den Kinderschuhen.*  Zur
Strukturaufklirung von Lignin-Gerlisten wurden unterschiedliche Analysemethoden wie
(NMR-)Spektroskopie, Thermogravimetrie und Computerstudien sowie chemische
Modifizierungen wie Oxidation, Reduktion, Ozonolyse und photochemischer Abbau
angewendet.[*l Obwohl die Anwendung dieser Methoden das Bild tber die komplexen
makromolekularen Ligninstrukturen verschirft hat, konnen die heutigen Erkenntnisse
noch keine absolute Sicherheit tiber den genauen Aufbau von Lignin garantieren, zumal
die Strukturen von Holzart zu Holzart mehr oder weniger stark variieren.*l Aus diesen
Erkenntnissen ldsst sich immerhin schlieBen, dass Ligninmolekile aus drei
Grundbausteinen, p-Coumarylalkohol (26), Coniferylalkohol (27) und Sinapylalkohol (28),
die Uber verschiedene Ether- und Biphenylbindungen miteinander verkniipft sind,
aufgebaut sein miissen (Abbildung 2.6).471 Wihrend Lignine aus Weichhdlzern zu etwa
90% aus Coniferylalkohol-Einheiten bestehen und Quervernetzungen aufweisen, liegen
Hartholzlignine als lineare Molekulketten mit etwa gleichen Teilen von Coniferylalkohol-
und Sinapylalkohol-Einheiten vor.[8]
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Abbildung 2.6: MutmafBliche schematische Darstellung eines vernetzten Ligninstrukturausschnitts 16 aus
Weichhdlzern  mit  den  Grundkérpern  p-Coumarylalkohol (26)  und  Coniferylalkohol (27).
Sinapylalkohol (28) kommt zusammen mit Coniferylalkohol (27) in linearen Hartholzligninen vor.1*3]

Anders als bei pflanzlichen Fetten und Proteinen sowie bei Stirke und Cellulose (14) ist
wegen der aromatenreichen Struktur des Ligningeriists ein direkter Zugang zu
aromatischen Molekiilbausteinen denkbar.!l Durch Vorbehandlung mit chemischen oder
physikalischen Methoden wird die Lignocellulose aufgeschlossen. Dabei wird eine
Auftrennung in die Komponenten Lignin 16, Cellulose (14) und Hemicellulose (15)
angestrebt.* Bei der Weiterverarbeitung von Lignin 16 liegt die Herausforderung darin,
das komplexe Netzwerk aus C-O- und C-C-Bindungen moglichst gezielt und effektiv
aufzubrechen, um einfache aromatische Strukturen zu erhalten und dabei den
Massenverlust durch Vergasung und Teerbildung minimal zu halten.’% Typischerweise
werden hierzu thermochemische und pyrolytische Verfahren®!l sowie die Verwendung
homogener und heterogener Katalysatoren? untersucht. Gro3tenteils entstehen hierbei
allerdings Mischungen mit vielen verschiedenen niedermolekularen Komponenten, wie
beispielsweise mehrfachsubstituierte Phenol- und Toluol-Derivate, die zur Verarbeitung
weiteren Aufbereitungsschritten unterzogen werden missen.?® Fir ein besseres
Verstindnis iber die Vorginge beim gezielten Abbau der hochkomplexen
Ligninstrukturen kommen teils auch niedermolekulare Modellverbindungen mit
nachempfundenen Strukturmotiven zum Einsatz.>44]

Ein konkretes Beispiel fir ein Lignin-basiertes Biopolymer ist die
Polydihydroferulasdure (32) (Schema 2.5).15]
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Schema 2.5: Synthese von Polydihydroferulasiure (32) aus Lignin-basiertem Vanillin (29).15

Bei der Papierherstellung fillt Vanillin (29) zu Anteilen von 5-8% wiahrend der
Ligninextraktion aus Holz als Nebenprodukt an.% Dieses wird tiber eine Perkin-Reaktion
mit Hssigsdureanhydrid und gleichzeitiger Acetylierung der Hydroxyfunktion zu
Acetylferulasiure (30) verarbeitet. Mittels Hydrierung wird der Monomerbaustein 31
erhalten, welcher zu Polydihydroferulasidure (32) kondensiert wird. Dieser Polyester war
der erste Kunststoff mit PET-vergleichbaren Materialeigenschaften, der erfolgreich aus
nachwachsenden Rohstoffen synthetisiert und patentiert wurde.]

Diese Reaktionssequenz stellt zwar einen interessanten Zugang zu nachhaltigen
Kunststoffen dar, sie nutzt das Potential der umfassend vorhandenen Ligninmasse
allerdings kaum aus. Wiinschenswert und bisher nicht realisiert sind dahingegen solche
Prozesse, in denen das Ligningeriist zu einer strukturell definierten, funktionalisierten
aromatischen Verbindung abgebaut wird, um diese anschlieBend zu einem Polymer zu
verarbeiten.

Allein diese nur kleine Auswahl an Beispielen unterstreicht die vielfiltigen
Ansatzmoglichkeiten bei der Entwicklung von (neuartigen) Polymeren auf der Basis

nachwachsender Rohstoffe sowie bei der Optimierung der Syntheseprozesse.

2.1.3 Poly-e-Caprolacton — ein zukunftsweisender Kunststoff

Poly-e-Caprolacton (PCL) (33) ist eines der Kunststoffe, auf die wegen seiner vielseitigen
Anwendungsmoglichkeiten eine zunehmende Aufmerksamkeit gerichtet wird. Je nach
Linge der Polymerketten, die aus Hexanoateinheiten aufgebaut sind, variieren die
physikalischen und mechanischen Eigenschaften dieser semikristallinen Thermoplaste.
Abhingig von der Kettenlinge liegen die Glastemperatur bei T, = —65 bis —60 °C und die
Schmelztemperatur bei T, = +56 bis +65 °C vergleichsweise niedrig.[8]

Neben der cher seltenen Eigenschaft der guten Mischbarkeit mit vielen anderen
Polymerenb? ist besonders die Bioabbaubarkeit eine attraktive Charakteristik von
PCL (33), weshalb es medizinisch als Implantat fir die Konstruktion von
Gewebemateriall® und fir die Langzeitwirkstoffabgabel®!l verwendet werden kann.
Dartiber hinaus findet es Einsatz als Verpackungsmateriall®? und in der
Mikroelektronik.[63l In 2006 war das belgische Unternehmen So/vay mit einem Umsatz von
60 Millionen € in der Produktion des Monomerbausteins e-Caprolacton (34) und seinen
Polymerisationsprodukten  weltweiter Marktfiihrer.4 Nach der Ubernahme der
Produktionsstitte in Warrington, UK, von der schwedischen Perstorp-Holding in 2008
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wurde die Produktionskapazitit bis 2010 zunichst verdoppelt.[®® Ein nicht anhaltender,
ansteigender Bedarf an PCL-Kunststoffen dufBlert sich in einer weiteren, geplanten
VergroBBerung der Anlage bis 2019.001 Mit der erweiterten Verfigbarkeit von PCL-
Kunststoffen geht ein expandierender Verwendungsbereich einher: Die Polymere
kommen als Trigermaterial fiir Schuhe, als Beschichtungsmaterial in der Automobil-,
Schifffahrts- und Luftfahrt-Industrie sowie als Komponente in Heilschmelzklebern zur
Anwendung. 03]

Die chemische Produktion von PCL (33) ist gut etabliert und beruht hauptsichlich

auf zwei unterschiedlichen Routen (Schema 2.6).

(0]
o ngoffqungs— lo) ) o]
polymerisation Polykondensation
- . 0] - 7" HO
OH
n
34 33 35

Schema 2.6: Synthesemdoglichkeiten von Poly-e-Caprolacton (33) ausgehend von den Monomerbausteinen
e-Caprolacton (34) oder 6-Hydroxyhexansdure (35).

Zum einen kann der Monomerbaustein e-Caprolacton (34) tber
Ringoffnungspolymerisation zu PCL (33) verarbeitet werden. Dabei sind sowohl
anionische als auch kationische Varianten sowie Polymerisation tber aktivierte-Monomet-
Mechanismen und tber Koordinations-Insertions-Mechanismen erfolgreich erforscht.l8]
Fir den Start der Kettenreaktionen wurden fiir alle vier Varianten die verschiedensten
Initiatoren bzw. Katalysatoren erprobt, angefangen von Organometallverbindungen und
Metallkomplexe tber rein organische Verbindungen bis hin zu Enzymen.P8 Das
Molekulargewicht der Polymere lisst sich tber die Wahl der Reaktionsbedingungen
gezielt einstellen.

Zum anderen fihrt auch die Polykondensation von 6-Hydroxyhexansiure (35) zu
PCL (33). Jedoch wurden mit dieser Methode unabhingig von den Reaktionsbedingungen
und der Wahl des (Bio-)Katalysators in der Regel nur niedrigere Molekulargewichte und
héhere  Polydispersititen  im  Vergleich zu den  Polymeren aus  der
Ringoffnungspolymerisation erreicht, was fiur die meisten Anwendungsbereiche dieses
Kunststoffs unerwiinscht ist.[8l

Der  industriell — produzierte ~ Monomerbaustein  e-Caprolacton (34)  ist
petrochemischen Ursprungs (Schema 2.7). Der Schlisselbaustein fir die Herstellung von
e-Caprolacton (34) ist Cyclohexanon (39), welches tber zwei Syntheserouten aus
Benzol (36) zuginglich ist. Eine der Routen fithrt dber die Hydrierung des
unsubstituierten Aromaten 36 zu Cyclohexan (37) und anschlieBender doppelter
Oxidation iiber Cyclohexanol (38) zu Cyclohexanon (39).1 Alternativ kann das Keton 39
durch Hydrierung von Phenol (40), welches als Teilprodukt bei dem Cumolverfahren

ausgehend von Benzol (36) anfillt, gewonnen werden.[¢]
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OH

O _Oxidation
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N
& ” 2
®b 37 Baeyer-Villiger-
OX|dat|on O
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(0}
/5,@ i @fé‘\
Hydnerung

Schema 2.7: Petrochemische Syntheseroute zur Darstellung von e-Caprolacton (34) ausgehend von Benzol
(36) tber zwei Wege.

Zur Synthese von e-Caprolacton (34) wird seine Vorstufe Cyclohexanon (39) mit
Peressigsaure behandelt,[8] wodurch tber eine Baeyer-17illiger-Oxidationl®! ein Sauerstoff
in o-Position zur Carbonylgruppe in den Sechsring insertiert.’0 Als alternative
Sauerstoffdonoren konnen auch andere Persiuren, wie Perbenzoesiurel’ll und meta-
Chlorperbenzoesidure (7-CPBA)? sowie aus Aldehyden und molekularem Sauerstoff 7
sitn erzeugte Persduren dienen.[ Die Oxidation des Ketons 39 kann dariiber hinaus auch
mit Metall- oder organokatalytisch aktiviertem Sauerstoff erfolgen.[

In Anbetracht des steigenden Bedarfs von PCL-Kunststoffen und unter
Beriicksichtigung  des  anzustrebenden  Rohstoffwandels  gewinnen  alternative
e-Caprolacton-Syntheserouten, die unabhingig(er) von fossilen Rohstoffen sind,
Aufmerksamkeit in der chemischen Forschung. Beispielsweise stellen Buntara et al. eine
Syntheseroute  fiir  e-Caprolacton (34)  ausgehend  von  der  nachhaltigen
Plattformchemikalie 5-HMF (24) vor (Schema 2.8).173]

Hy 0]

HO O Katalysator
o_ |/ _ . HO Katalysator 0o
—_— NN
\ . OH
24 41 34

Schema 2.8: Nachhaltige Syntheseroute zur Darstellung von e-Caprolacton (34) ausgehend von
5-HMF (24).173

Eine direkte Hydrierung der Ausgangsverbindung 24 zum gewiinschten Intermediat
Hexan-1,6-diol (41) gelang unter verschiedenen Reaktionsbedingungen nur mit Ausbeuten
von weniger als 4%. Daher wurde ecine stufenweise Hydrierung tber mehrere
Zwischenprodukte unter Verwendung von Ramey-Nickel und Rh-Re/SiO2 bei teils
anspruchsvollen Reaktionsbedingungen (80-180 °C, 80-90 bar Ha, 4.5-20 h) erprobt, bei
der das Diol 41 mit 86% Selektivitit gebildet wird. Durch anschlieBende Oppenaner-
Oxidation des Diols 41 mit einem Rutheniumkomplex als Katalysator und mit
Methylisobutylketon als zusitzlich bendtigtes ,,Opferketon® konnte e-Caprolacton (34)
mit einer Ausbeute von >99% synthetisiert werden. Abgesehen von der erfolgreich

gestalteten Synthesesequenz des Zielbausteins 34 auf Basis von nachwachsenden
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Rohstoffen macht die notwendige Verwendung der verschiedenen Katalysatorsysteme in
mehreren Teilschritten diese alternative Route industriell wenig attraktiv.

Entsprechend attraktiver konnte eine Synthesesequenz ohne den Bedarf mehrerer
Katalysatoren auf Basis von teuren (Halb-)Edelmetallen wie Rhodium, Rhenium und
Ruthenium sein. Dies lenkt die Aufmerksamkeit auf die Verwendung von
Biokatalysatoren, die in den vergangenen Jahren nicht nur in der naturwissenschaftlichen
Forschung, sondern auch in der Industrie als elegante Alternative zu herkémmlichen
Chemokatalysatoren rasant an Bedeutung gewannen.[”?l Neben der Reduktion von Kosten
fir teure (Metall-)Katalysatoren bringt die Biokatalyse weitere Vorteile wie hohe Chemo-,
Regio- und Stereoselektivititen’”l sowie verkiirzte Synthesesequenzen durch
Eintopfsynthesen und verringerte Abfallproduktion mit sich.[”8l

Auch fir die Produktion von e-Caprolacton (34) liegt die Verwendung von
Biokatalysatoren nahe. Dazu geniigt ein Blick in die Natur, denn in biologischen
Systemen besteht der Metabolismus von Cyclohexanol (38) und Cyclohexanon (39) aus
einer Kaskade von (Oxidations-)Reaktionen, die auch tber die Lacton-Zwischenstufe
verlauft. Hierbei untersuchten Donogghue et al. den Metabolismus von Cyclohexanol (38)
beispielhaft am Bakterienstamm _Acznetobacter NCIB 9871 (Schema 2.9).17]

OH Cyclohexanol- 0 Cyclohexanon- O 1-Oxa-2-oxocyclo-
deyhdrogenase 1,2-monooxygenase o heptanlactonase
NAD* NADH NADPH NADP* H,O
38 39 0, H20 34
O
0 6-Hydroxyhexanoat- (0] 6-Oxohexanoat-
B dehydrogenase _ dehydrogenase o
O O
(@)
OH N _O . N
NAD* NADH NADP NADPH o
41 42 H20 43

Schema 2.9:  Enzymatischer Metabolismus von Cyclohexanol (38) zu Adipat (43) Uber mehrere
Intermediate in Zellen des Bakterienstamms Aenetobacter NCIB 9871.179)

Der erste Schritt der Metabolisierungskaskade besteht aus der Oxidation des eingesetzten
Alkohols 38 zu Cyclohexanon (39) mit einer Alkoholdehydrogenase (ADH). Das
Keton 39 wird mit einer Monooxygenase unter der Verwendung von Sauerstoff in
e-Caprolacton (34) tberfihrt, welches anschlieBend mit Wasser durch eine Lactonase zu
6-Hydroxyhexanoat (41) hydrolysiert wird. Uber zwei weitere Oxidationen an der
Alkoholfunktion mit einer ADH und einer Aldehyddehydrogenase wird als Endprodukt
Adipat (43) erhalten, welches von Acinetobacter NCIB 9871 nicht weiter metabolisiert wird.
Als Redox-Aquivalente dienen die Cofaktoren Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) und
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP) sowohl in der oxidierten Form (NAD*
bzw. NADP™) als auch in der reduzierten Form (NADPH).

Besonders der Syntheseschritt der enzymatischen Oxidation von (ringférmigen)

Ketonen zu Lactonen bzw. Estern unter Einsatz von Monooxygenasen regte seitdem
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viele Forschergruppen an, die chemische Baeyer-17illiger-Oxidation  durch  ihr
biokatalytisches Analogon zu ersetzen.[7380.81]

Beim Blick auf die ersten beiden Reaktionsschritte des Metabolismus (Schema 2.9)
tallt auf, dass sich diese Sequenz fiir die Produktion von e-Caprolacton (34) eignen sollte,
denn genau diese Kaskade Cyclohexanol (38) — Cyclohexanon (39) — e-Caprolacton (34)
ist auch Teil des bestehenden petrochemischen Syntheseprozesses (Schema 2.7). Eine
Integration der enzymatischen Synthesesequenz in die Gesamtroute der e-Caprolacton-
Produktion weist in die Richtung einer nachhaltigen Chemie. Die Herausforderung dabei
ist, die einzelnen Syntheseschritte effizient zu kombinieren, um mit dem bestehenden
Reaktionsprozess konkurrieren zu konnen. Bei der Erarbeitung eines optimierten,
mallgeschneiderten Gesamtprozesses ist es sinnvoll, zunichst einen Blick auf die
einzelnen Teilschritte zu werfen.

Bei dem Bestreben, die beiden enzymatischen Reaktionen von Cyclohexanol (38)
tber Cyclohexanon (39) zu e-Caprolacton (34) in eine groBtechnisch anwendbare
Syntheseroute zur e-Caprolactonproduktion einzubetten, ist es zundchst lohnenswert, bei
der Optimierung dieser Sequenz zu starten. Sowohl die Oxidation von Cyclohexanol (38)
mit einer ADH als auch die Oxidation von Cyclohexanon (39) mit einer Baeyer-1"7lliger-
Monooxygenase (BVMO) benétigen stochiometrische Mengen der Cofaktoren NAD(P)*
bzw. NAD(P)H. Aufgrund der hohen Preise fiir diese unverzichtbaren Redoxidquivalente
ist ein Prozess unter der Verwendung stéchiometrischer Mengen ganz und gar unrentabel
und somit ausgeschlossen. Es wurden unterschiedliche Methoden entwickelt, die fir eine
biokatalytische ~Synthese notwendigen Cofaktoren zu regenerieren. Dies kann
beispielsweise mit einer zweiten Enzymreaktion erfolgen, die den verbrauchten Cofaktor
wieder in seine fur die eigentliche Reaktion bendtigte aktive Form tberfiihrt.[89 Im Fall
der Dehydrogenase-Monooxygenase-Sequenz wird fir die erste Reaktion ein Cofaktor in
seiner oxidierten Form (NAD(P)*) und fur die zweite Reaktion das Analogon in seiner
reduzierten Form (NAD(P)H) benétigt. Dies haben sich bereits Anfang der 90er Jahre
Willetts et al. zu Nutze gemacht, um ein elegantes Cofaktorregenerierungssystem zu
entwickeln (Schema 2.10).8283]

Der Alkohol Bicyclo[2.2.1]heptan-2-0l (44) wird  zunidchst mit einer
Dehydrogenase aus Thermoanaerobinm brockii in das bicyclische Keton 45 iberfihrt. Bei
dieser Reaktion wird der Cofaktor NADP* aus seiner oxidierten Form in die reduzierte
Form NADPH uberfithrt. AnschlieBend reagiert das Keton 45 katalysiert durch eine
Monooxygenase aus Acnetobacter sp. NCIMB 9871 unter Verbrauch von Sauerstoff zu
Lacton 46. Hierbei wird das in der ersten Enzymreaktion verbrauchte NADP* aus der
reduzierten Form zurlickgebildet. Fir die Cofaktorregenerierung gentigt hier also allein
das Enzymsystem Dehydrogenase und Monooxygenase im Zusammenspiel mit den
Reaktionen des Substrats 44 zum Intermediat 45 und zum Produkt 46. Wichtig ist hierbei,

dass die benétigten Cofaktoren in beiden Reaktionen komplementir sind, d.h. entweder
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wird eine Kombination aus NAD*/NADH oder aber aus NADP+/NADPH verwendet,

was in diesem Falle zutrifft.

HO Dehydrogenase
6 (Thermoanaerobium brockii)

» N\ o

NADP* NADPH + H*

45
>
Monooxygenase

(Acinetobacter sp. NCIMB 9871)

Schema 2.10: Enzymatische Doppeloxldatlonskaskade des bicyclischen Alkohols 44 tiber das Keton 45
zum Lacton 46 mit einem selbst-regenerierenden Cofaktor-System. 8283

Im Rahmen des Gemeinschaftsprojekts ,Biotechnologische Herstellung von
e-Caprolacton® der Universititen Greifswald, Hamburg-Harburg, Rostock, Dortmund,
Biclefeld und der Eungymicals AG (Greifswald), geférdert durch die Deutsche
Bundesstiftung Umwelt (DBU), AZ 13268, wurde diese Doppeloxidationskaskade fir die
Entwicklung eines nachhaltigen Prozesses zur Synthese von e-Caprolacton (34) zum
Vorbild genommen. Durch die Kombination einer ADH aus Lactobacillus kefir und einer
BVMO aus Acinetobacter calcoaceticns gelang analog zu der Sequenz von Willts eine
zweistufige Eintopf-Synthese von e-Caprolacton (34) aus Cyclohexanol (38) tber
Cyclohexanon (39) (Schema 2.11).[8485

OH
Alkoholdehydrogenase
(Lactobacillus kefir)

38 \ 0
NADP* NADPH + H* é

39
@ o
Baeyer Villiger Monooxygenase

(Acinetobacter calcoaceticus)

Schema 2.11: Enzymatische Doppeloxldat1onskaskade von Cyclohexanol (38) iiber Cyclohexanon (39) zu
e-Caprolacton (34) mit einem selbst-regenerierenden Cofaktor-System.[34

Der im Zuge des ersten Oxidationsprozesses vom Alkohol 38 zum Keton 39 verbrauchte
Cofaktor NADP* wird im zweiten Oxidationsprozess vom Keton 39 zum Lacton 34
regeneriert, weshalb auch in diesem System eine katalytische Menge von teurem NADP*
ausreichend ist. Nachdem mit dieser Reaktionssequenz ein neuer Grundstein fiir die
biokatalytische Produktion von e-Caprolacton (34) gelegt war, fihrten erste
Prozessoptimierungen der Doppeloxidationskaskade zu Umsitzen von 99% und zu
Produktivititen von maximal 6.45 g/I. des gewiinschten Ketons 34.84 Aufgrund einer
Inhibierung der BVMO sowohl durch das Substrat 38 und durch das Intermediat 39 als

20



e-Caprolactonsynthese ausgehend von Phenol durch Kombination von Chemo- und Biokatalyse

auch besonders durch das Produkt 34 selbst fiihrte eine Konzentration des Alkohols 38
von mehr als 60 mM wund damit vergleichsweise hohen Intermediat- und
Produktkonzentrationen zu einer drastischen Verringerung des Umsatzes. Auch eine
partielle Deaktivierung der BVMO durch erhéhte Produktkonzentrationen konnte
festgestellt werden. Diese Limitierungen stellen eine Herausforderung fir die

Optimierung des alternativen Syntheseprozesses zur Darstellung von e-Caprolacton (34)

dar.

2.2 Motivation und Zielsetzung

Die Uberwindung der Limitierungen bei der alternativen, Enzym-katalysierten
e-Caprolactonsynthese (vgl. Schema 2.11) wurde im Rahmen des oben genannten
DBU-Gemeinschaftsprojekts von den Mitarbeitern der Arbeitsgruppen von Boruschener
(Greifswald), Griger (Bieleteld), Schmid (Dortmund), Liese (Hamburg-Harburg), Krag/
(Rostock) und Menyes (Engymicals AG) ubergreifend in verschiedenen Ansitzen mit
unterschiedlichen Teilaspekten, wie Proteinengineeringl®l, Syntheseentwicklungl®-81,
Reaktions- und  Bioverfahrenstechnikl®l,  Aufarbeitung/Produktisolierung  und
Upscalingl?!l, adressiert.

Weitere Fragestellungen innerhalb des DBU-Projekts bezogen sich auf die
Erweiterung der biokatalytischen Eintopf-Synthesesequenz Cyclohexanol (38) —
Cyclohexanon (39) — e-Caprolacton (34) sowohl in Richtung der Folgechemie als auch in
Richtung der Vorstufen (Schema 2.12). Ersteres mundete in Untersuchungen zu einer
e-Caprolactonsynthese ~ kombiniert ~ mit  einer  unmittelbar  anschlieBenden,
enzymkatalysierten Polymerisation zu PCL (33). Diese Fragestellung wurde unter

anderem von Wedde erarbeitet.l92]

OH ! OH Q ! bearbeitet von o |
)y

I Lt L EEEEE » |O !

: n o

Schema 2.12: Erweiterung der biokatalytischen Cyclohexanol-e-Caprolacton-Synthesesequenz um die
Lipasen-katalysierte Polymerisation zu PCL (33) (bearbeitet im Rahmen des DBU-Projekts von Wedde?)
und Riick-Integration der Sequenz durch vorangestellte Phenol-Hydrierung (diese Arbeit).

Die Rick-Integration des Prozesses durch eine vorangestellte Hydrierung von
Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) und die Einbettung dieser Reaktion in die
e-Caprolacton-Syntheseroute sind Teil dieser Arbeit und werden im Folgenden genauer
beleuchtet.

Um die Anwendung der enzymatischen Doppeloxidationskaskade zur Darstellung
von e-Caprolacton (34) (Schema 2.11) hinsichtlich der Nachhaltigkeit noch attraktiver zu
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gestalten, ist es wunschenswert, die Gesamtsynthese alternativ zu dem bestehenden
Petrochemie-basierten Prozess (Schema 2.7) mit einer Plattformchemikalie aus einer
nachwachsenden Rohstoffquelle zu beginnen. Diese Fragestellung zielt also darauf hinaus,
eine nachhaltige, moglichst effiziente Syntheseroute zur Darstellung von
Cyclohexanol (38) zu finden. Die in Kapitel 2.1.2 erwihnten nachhaltigen
Rohstoffquellen offenbaren auf den ersten Blick zwar keinen direkten Zugang zum
gewtnschten Alkohol 38, jedoch sind in der Literatur hierfiir zwei unterschiedliche
Konzepte zu finden, die beide tber die Zwischenstufe Phenol (40) fihren (Schema 2.13).

OH

"Fermentation" "Depolymerisation” =
Glucose —— @ ~=polymerisation. Lignin

13 40 16

"Hydrierung" \

-----
* T

. *
. .
......

Schema 2.13: Zwei verschiedene Konzepte zur Gewinnung von Cyclohexanol (38) ausgehend von den
verschiedenen nachhaltigen Rohstoff-Bausteinen Glucose (13) und Lignin 16 iber die Zwischenstufe
Phenol (40).

In einem fermentativen Verfahren kann beispielsweise Glucose (13) als nachhaltiger
Monomerbaustein aus Stirke oder Cellulose (14) in Phenol (40) tuberfihrt werden®394,
sodass das Zielmolekil 38 durch Hydrierung der aromatischen Zwischenstufe 400671
erhalten werden kann.

Der molekulare Aufbau von Lignin 16 mit seinem Netzwerk aus aromatischen
Untereinheiten legt ebenfalls einen Zugang zu Cyclohexanol (38) iiber sein aromatisches
Pendant Phenol (40) nahe. Bei diesem Konzept liegt die Schwierigkeit darin, das
komplexe Molekiilnetzwerk selektiv abzubauen, um einen moglichst hohen Umsatz zu
Phenol (40) mit méglichst wenigen Nebenprodukten zu erhalten. Als giangige Methode ist
hierzu die thermische Ligninpyrolyse bei unterschiedlichen Temperaturen zwischen
180 °C und 1000 °C sowie mit verschiedenen Reaktionszeiten zwischen 5 s und 6 h in der
Literatur prisent.">%l Zuo et al. erhielten beispielsweise durch die Copyrolyse von
Klirschlamm und Pappelsigemehl eine Mischung aus einer Vielzahl von aromatischen
und aliphatischen Verbindungen, unter denen Phenol (40) allerdings lediglich zu 1.0-3.5%
vertreten war.’7l FEinen deutlich héheren Phenol-Anteil konnten Buw et al durch
Mikrowellenpyrolyse von Douglasienholz mit einem Katalysator aus aktiviertem
Kohlenstoff erzielen. Unter verschiedenen Reaktionsbedingungen schwankte der Umsatz
zu Phenol (40) immerhin zwischen 13 und 39%.8 Auch wenn das auf diesem Wege
gebildete Phenol (40) vor der Weiterverarbeitung aus den Reaktionsmischungen mit mehr
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als 30 unterschiedlichen Komponentenl’7%8 isoliert werden muss, ist die Moglichkeit zur
Phenolgewinnung durch Ligninzersetzung somit grundsitzlich aufgezeigt.

Beide dargelegten Konzepte zur Gewinnung von Cyclohexanol (38) aus
nachwachsenden Rohstoffen, sowohl die Fermentation von Glucose (13) als auch die
Depolymerisation von Lignin 16, beinhalten Phenol (40) als wichtiges Intermediat. Dies
macht eine genauere Betrachtung der Rickintegration der enzymatischen

e-Caprolactonsynthese ausgehend von Phenol (40) lohnenswert (Schema 2.14).

OH OH

Alkoholdehydrogenase
nachwachsende ------ - Hydrierung (Lactobacillus kefir)
Rohstoffe 777" > ¢
40 38 (0]
NADP* NADPH + H* ij

Baeyer-Villiger Monooxygenase
(Acinetobacter calcoaceticus)

0
o H,0 0,
\ ‘
34

Schema 2.14: Syntheseplan zur Ruckintegration der Cyclohexanol-Doppeloxidationskaskade durch
Phenolhydrierung.

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Kombination einer mdglichst optimierten
Phenolhydrierung mit der bereits etablierten Doppeloxidationskaskade zur Synthese von
e-Caprolacton (34). Hierzu muss zunichst ein geeigneter Hydrierkatalysator gefunden
werden, mit dem Phenol (40) im Idealfall selektiv und quantitativ in Cyclohexanol (38)
tberfithrt wird. Weiterhin muss geprift werden, inwiefern die Hydrierung mit der

darauffolgenden doppelten Biotransformation kompatibel ist.

2.3 Ergebnisse und Diskussion

2.3.1 Hydrierung von Phenol

Um ecine moglichst effiziente Erweiterung der enzymatischen e-Caprolactonsynthese
durch vorangestellte Phenolhydrierung zu erreichen, ist es erstrebenswert, eine zu den
Reaktionsbedingungen der Doppeloxidationskaskade kompatible Hydriermethode zu
finden. Eine Kombination der Phenolhydrierung mit der doppelten Biotransformation in
einer Eintopfsynthese ist aufgrund der Notwendigkeit von sowohl Wasserstoff fiir die
Hydrierung als auch von Sauerstoff fiir die Baeyer-177//iger-Oxidation (vgl. Schema 2.14) in
diesem Prozess direkt auszuschlieBfen, um eine Bildung von Knallgas zu vermeiden.
Daher ist ein zweistufiger Prozess aus aufeinanderfolgender Hydrierung und
Doppeloxidation obligatorisch. Jedoch konnte dieser Zweistufenprozess hinsichtlich des
Aufwands mit einer moglichst simplen Aufarbeitung und Reinigung der

Reaktionsmischung nach der Hydrierung optimiert werden. Hierzu ist zu prifen,
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Ergebnisse und Diskussion

inwiefern das aus der Hydrierung gewonnene Cyclohexanol (38) ohne Reinigung mit dem
darauffolgenden Prozess der Biotransformation kompatibel ist.

Fir einen im Idealfall direkten Einsatz der Reaktionsmischung aus der
Phenolhydrierung erscheint ein Prozess mit einem heterogenen Katalysator im wissrigen
Milieu optimal, da die anschlieBende enzymatische e-Caprolactonsynthese in
Puffermedium verlduft. In diesem Fall kénnte der Katalysator nach der Hydrierung durch
cinfaches Filtrieren entfernt und die filtrierte, wissrige Reaktionsmischung
moglicherweise direkt in dem enzymatischen Prozess eingesetzt werden. Aus der Vielzahl
der literaturbekannten Hydriermethoden von aromatischen Systemenl lisst sich die
Suche in Anbetracht dieser Kriterien deutlich einschrinken.

Fir die selektive Hydrierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit einem
heterogenen Katalysator in wissrigem Reaktionsmedium finden sich verschiedene
Syntheseprotokolle mit  Raney-Nickel'001011  oder mit Hydrierkatalysatoren —aus
Nickell102103] Ruthenium([104-100] Palladium[1%7], Platinl!8l oder Rhodium(1°-110.111], Eine
Hydrierung mit Raney-Nickel ist aus atomSkonomischen Grinden fir die Rickintegration
der enzymatischen Synthese von e-Caprolacton (34) nicht favorisiert, da das Reagenz
stochiometrisch zum FEinsatz kommt und nach der Reaktion nicht zuriickgewonnen
wird.[100101] Die in der Literatur verwendeten Katalysatoren aus elementarem Nickel
benotigen fur selektive und hohe Umsatze von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) weitere
Zusitze wie Titannitridl1%? oder Zeolithel'®. Die Rutheniumkatalysatoren werden
entweder in Form von in Polymeren eingebetteten Ru-Nanopartikeln[194195] oder in Form
eines Ru-Liganden-Komplexes1? eingesetzt. Die Pd-Nanopartikel bendétigen ein
Trigermaterial aus Kohle, AlbO3 oder SiOz sowie die Lewis-Sdure AlICl; fir hohe
Cyclohexanolausbeuten.['97l Der Platinkatalysator liegt in Form von Nanodrihten vor, die
vor dem Einsatz durch saure Atzung erzeugt werden miissen.[1%8l Im Gegensatz dazu liegt
der Vorteil bei der Hydrierung mit Rh-Nanopartikeln, welche in Aluminiumoxidhydroxid-
Nanofasern eingebettet sind (Rh/AIO(OH)), in ihrer simplen Verwendung des
kommerziell erhiltlichen Katalysators.[''0l  Auch die in mesopordses Kieselgel
eingebetteten Rh-Nanopartikel (Rh-SBA-15) liefern gute Cyclohexanolausbeuten in einer
vergleichsweise einfachen Synthesevorschrift.1l Daher wurden in dieser Arbeit die
Syntheseprotokolle mit Rh-Nanopartikeln als Grundlage fir die zu erarbeitende
Reaktionssequenz verwendet.

Park et al. fuhrten Hydrierungen von verschiedenen aromatischen Verbindungen
unter der Verwendung des heterogenen Katalysators Rh/AIO(OH) durch und erhielten
unter zwei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen jeweils einen vollstindigen Umsatz
von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) (Schema 2.15).119 In beiden Fillen gelang die
selektive Hydrierung unter vergleichsweise milden Reaktionsbedingungen. Im
Losungsmittel #-Hexan wurde bereits nach 1 h bei Raumtemperatur und lediglich in einer
Hz-Atmosphire mit Ballonreservoir ein quantitativer Umsatz zu Cyclohexanol (38)

erreicht. Durch Prozessoptimierung konnte die Katalysatormenge von 1% auf 0.1% Rh(0)
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gesenkt werden. Dabei wurde allerdings auf ein Losungsmittel verzichtet, die
Reaktionstemperatur auf 75 °C erhéht und die Reaktionszeit auf 26 h verlingert, um mit
einem Druck von 4 bar Hz ebenfalls zu 100% Cyclohexanol (38) zu erhalten. Weiterhin
zeigten Wiederholungsexperimente zum Recycling des Katalysators iiber fiinf bis zehn
Zyklen keinerlei Verringerung des Umsatzes bei der Hydrierung, die in diesem Fall

allerdings nicht mit Phenol (40), sondern mit Anisol durchgefithrt wurde.

Rh/AIO(OH) (1 mol% Rh(0))
H, (Gasballon)

OH n-Hexan \ OH

RT,1h l

Rh/AIO(OH) (0.1 mol% Rh(0))
40 H, (4 bar) / 38

quant.

|16sungsmittelfrei
75°C,26 h

Schema 2.15: Forschungsergebnisse von Park et al. zur Hydrierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38)
mit Rh/AIO(OH) unter verschiedenen Reaktionsbedingungen.[!10]

Auch wenn in diesem Beispiel mit einem nichtwissrigen Reaktionssystem gearbeitet wird,
so erscheint die Methode aufgrund ihrer milden Reaktionsbedingungen und der
kommerziellen Verfiigbarkeit des Katalysators dennoch attraktiv fir eine Integration in
die nachhaltige e-Caprolacton-Syntheseroute. Dartiber hinaus lieBe sich ein derart niedrig
siedendes Losungsmittel wie 7-Hexan (69 °C)['12 mit wenig Aufwand destillativ vom weit
héher siedenden Cyclohexanol (38) (160 °C)['3] trennen, um den Rickstand sowie auch
den Losungsmittel-freien Reaktionsansatz fir die darauffolgende enzymatische Reaktion
in einem wissrigen System aufzunehmen.

Die von Park et al. beschriebene Hydrierung von Phenol (40) mit dem Katalysator
Rh/AlO(OH) wurde in einem Tischreaktor von Biichi (Abbildung 2.7) nachgestellt.

Abbildung 2.7: Foto des verwendeten 100 mL-Tischreaktors von Biichi zur Durchfithrung von Reaktionen
mit einem Druck von bis zu 10 bar. Zur Veranschaulichung des Versuchsaufbaus wurde ein mit Luft
gefiillter Ballon auf den Zulauf des leeren Reaktors gesetzt.
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Dieser Reaktor besteht aus einem dickwandigen 100 mI.-Glasgefal3, welches tber eine
Gummidichtung mit einem Stahldeckel verschraubt werden kann. Somit ldsst sich tber
den Teflonzulauf in dem Reaktor ein Druck von bis zu 10 bar erzeugen. Durch
Eintauchen des mit einem Schutzkorb aus Metalldrihten ummantelten Glasgefil3es in ein
Olbad kann die Reaktionsmischung erhitzt werden. Ebenso ist ein Rithren der
Reaktionsmischung mit einem Magnetrithrer méglich.

Analog zu der Literaturvorschrift wurde die Hydrierung von Phenol (40) zunichst
im Loésungsmittel #7-Hexan durchgefithrt (Abbildung 2.8 links).

OH RWAIO(OH) (1 moi% Rho)) P Q
H, (Gasballon)
"
Lésungsmittel
RT, 3-68 h
40 38 39
I Phenol [ Cyclohexanon [ Cyclohexanol
100 - Losungsmittel: n-Hexan 96 100 - Losungsmittel: Wasser
80 80
S S 70
(=) (o))
c c
R 607 g 607 -
[o] [0}
(2] [72]
é 45 44 é
£ 404 g 407
© [
£ £
N N 0 26
20 20 19
11I o I
2 2
16 68 3 65
Reaktionszeit [h] Reaktionszeit [h]

Abbildung 2.8: Per 'H-NMR-Spektroskopie ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen aus
der Hydrierung von Phenol (40) mit dem Katalysator Rh/AIO(OH) nach unterschiedlicher Reaktionszeit
bei atmosphirischem Hz-Druck in den Lésungsmitteln #-Hexan (links) bzw. Wasser (rechts).

Die auch von Parketal angewandten Reaktionsbedingungen (1 mol% Rh(0),
Raumtemperatur ~ und Wasserstoffatmosphire bei Normaldruck mit Ballon als
Gasreservoir) fithrten allerdings zu abweichenden Versuchsergebnissen: Wahrend laut
Literatur bereits nach einstindiger Reaktionszeit ein vollstindiger Umsatz zu
Cyclohexanol (38) erreicht wurde, 110 enthielt die Reaktionsmischung nach 16 h nur 11%
des gewtnschten Alkohols 38.  Zusitzlich dazu lagen die Zwischenstufe
Cyclohexanon (39) und nicht umgesetztes Phenol (40) mit 44% bzw. 45% des Ansatzes in
betrachtlichen Mengen vor. Durch Verlingerung der Reaktionszeit auf 68 h wurde das
gewtinschte Cyclohexanol (38) zu 96% gebildet. Der Aromat 40 wurde nahezu vollstindig
verbraucht (2% Restgehalt) und auch das Intermediat Cyclohexanon (39) lag nach der
knapp dreitigigcen Reaktionszeit ebenfalls nur noch zu 2% vor. Da ein wissriges
Reaktionssystem eine direkte Integration der Hydrierung in den Gesamtprozess der
e-Caprolactonsynthese erleichtern sollte, wurde in den anschlieBenden Versuchen das

Losungsmittel ausgetauscht und die Hydrierung in Wasser durchgefihrt (Abbildung 2.8
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rechts). Dies hatte eine Verschlechterung der Versuchsergebnisse zur Folge. Wihrend
nach einer Reaktionszeit von 3 h zwar 8% Cyclohexanol (38) gebildet wurden, erhéhte
sich der Umsatz nach fast vierfacher Reaktionszeit (65 h) auf immer noch sehr geringe
19%. Der Anteil des Intermediats Cyclohexanon (39) blieb bei der Verlingerung der
Reaktionszeit von 3 h auf 65 h mit 22% bzw. 26% relativ konstant. Von dem Edukt 40
blieb auch nach solch einer langen Reaktionszeit dementsprechend viel erhalten (55%).
Die Zusammensetzung der Reaktionsmischungen liel sich mittels 'H-NMR-
Spektroskopie leicht ermitteln. Das Spektrum aus dem wissrigen Hydrieransatz mit einer
Reaktionszeit von 65 h, welches nach extraktiver Aufarbeitung von dem Riickstand

aufgenommen wurde, zeigt beispielhaft die Signalverteilung einer Mischung aus
Phenol (40), Cyclohexanon (39) und Cyclohexanol (38) (Abbildung 2.9).

OH " RIAIO(OH) (1 mol% Rh(0
H2 Gasballon
H,O

RT,65h
40
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n
n
*
n
MY
- .
j .
. \J L]
|
R . S _J\ - A ,_J e \j l J }ﬂ “‘“\__
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Abbildung 2.9:  Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum des Riickstands aus der wissrigen
Phenolhydrierung nach einer Reaktionszeit von 65 h in CD2Cly mit Zuordnung der durch Phenol (40),
Cyclohexanon (39) und Cyclohexanol (38) erzeugten Signale.

Die Signale der aromatischen Phenolprotonen lassen sich eindeutig bei Verschiebungen
von 7.24, 691 und 06.83 ppm identifizieren und zeigen ein fiir monosubstituierte
Aromaten typisches Signalmuster.ll'Y Das Proton der OH-Funktionalitit resoniert bei
5.30 ppm. Wihrend die a-Protonen von Cyclohexanon (39) ein eindeutiges Triplett bei
2.31 ppm erzeugen,['13 tberlagern die Signale der restlichen Cyclohexanonprotonen mit
den Signalen von dquatorialen Cyclohexanolprotonen bei Verschiebungen zwischen 1.89
und 1.82 ppm sowie zwischen 1.75 und 1.69 ppm. Das a-Proton von Cyclohexanol (38)
resoniert bei 3.60 ppm[9 und das Signal des dquatorialen w-Protons findet sich bei
1.53 ppm wieder. Die axialen Protonen erzeugen tberlagerte Signalsitze im Bereich von
1.33 bis 1.12 ppm. Die Ermittlung der Zusammensetzung der Reaktionsmischungen
erfolgte anhand der Integralverhaltnisse der Signale vom para-stindigen Phenolproton bei
6.91 ppm, vom a-Proton in Cyclohexanol (38) bei 3.60 ppm und von den a-Protonen in
Cyclohexanon (39) bei 2.31 ppm unter Berticksichtigung der unterschiedlichen

Protonenanzahl je Signal.
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Neben den vergleichsweise geringen Umsitzen zu Cyclohexanol (38) fiel eine rosafarbene
Verfirbung der wissrigen Reaktionsmischungen auf, welche nach der lingeren
Reaktionszeit deutlich intensiver war. Diese Verfarbung, die in den Reaktionsansitzen mit
n-Hexan nicht auftrat, konnte auf eine Nebenreaktion oder ein Leaching des Katalysators
hindeuten. Méglicherweise wurden die nicht kovalent gebundenen Rh-Partikel besonders
wihrend der langen Reaktionszeit durch das Wasser aus den Aluminiumoxidhydroxid-
Nanofasern gespiilt, was wiederum den Umsatz beeinflusst haben konnte.

Sollte das Wasser als Losungsmittel in dem Hydrierprozess mit Rh/AIO(OH) der
Grund fir ein mogliches Katalysatorleaching sein, so koénnte die von Park et al.
vorgestellte  16sungsmittelfreie ~ Hydriermethode (Schema 2.15) eine interessante
Alternative zu dem wissrigen Reaktionsprozess darstellen. Die Losungsmittel-freie
Hydrierung von Phenol (40) wurde unter literaturdhnlichen Reaktionsbedingungenl!!]
durchgefithrt (Abbildung 2.10). So wurde eine Katalysatormenge verwendet, die einem
Anteil von 0.1 mol% Rh(0) entspricht. Die Reaktion wurde erneut in dem Tischautoklav
durchgefiihrt, somit lieB sich die Reaktionsmischung in einem Olbad auf 75 °C erwirmen.
Vorversuche mit leerem Glasreaktor zeigten, dass der Autoklav lediglich einen Druck von
3 bar H> ohne nennenswerten Druckverlust tiber einen Zeitraum von 24 h aufrecht
erhalten konnte. Ein Hz-Druck von 4 bar war dahingegen nicht haltbar und sank
innerhalb von 8 h auf 3 bar ab. Daher wurde abweichend von der Literaturvorschrift mit

einem Druck von 3 bar H» gearbeitet.

OH Rh/AIO(OH) (0.1 mol% Rh(0)) OH Q
H» (3 bar)
+
75°C, 18-26 h

40 38 39
I Phenol Cyclohexanon [l Cyclohexanol

100 -

I6sungsmittelfrei
80 -

g 71 69
(o))
c
3 60+
@
(2]
c
£
E 40
[
[%2]
N

204 20 20
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18 26

Reaktionszeit [h]
Abbildung 2.10: Per 'H-NMR-Spektroskopie ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen aus
der losungsmittelfreien Hydrierung von Phenol (40) mit dem Katalysator Rh/AIO(OH) nach
unterschiedlicher Reaktionszeit bei 75 °C und mit 3 bar Ho.
Nach einer Reaktionszeit von 18 h wurde lediglich ein geringer Umsatz von 29% des
Phenols (40) erzielt, wobei 20% Cyclohexanon (39) und nur 9% Cyclohexanol (38)

gebildet wurden. Durch Verlingerung der Reaktionszeit auf 26 h verdnderte sich dieses
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Bild kaum: Der Anteil des Intermediates 39 blieb bet 20% und der Anteil von
Cyclohexanol (38) stieg minimal um 2% auf 11% an.

In beiden Ansidtzen trat anders als bei den wissrigen Hydrierexperimenten keine
Verfirbung der Reaktionsmischung auf. Im  Gegensatz zu den guten
Literaturergebnissen(!1% ist eine Prozessoptimierung der Hydrierung von Phenol (40) mit
dem heterogenen Katalysator Rh/AIO(OH) hinsichtlich méglichst kurzer Reaktionszeiten
und hoher selektiver Ausbeuten jedoch wenig aussichtsreich. Daher wurde noch eine
alternative Hydriermethode mit einem anderen Katalysator in Betracht gezogen. Auch die
Tatsache, dass die wissrigen Ansitze neben der Verfirbung der Reaktionsmischung sowie
die Iosungsmittelfreien Ansitze auch nach langer Reaktionszeit noch stirkere
Umsatzeinbullen verglichen mit der Literatur erlitten, bestirkt die Suche nach einer
alternativen, geeigneteren Hydriermethode fir die Erweiterung der e-Caprolacton-
Synthesesequenz.

Bhorali et al. publizierten ebenfalls eine Hydriermethode mit Rh-Nanopartikeln,
welche allerdings in diesem Fall in mesoporéses Kieselgel (SBA-15) eingebettet sind.[109]
SBA-15 besteht aus einem Kieselgelnetzwerk mit réhrenférmigen, hexagonal lamellar
angeordneten Hohlrdumen (Abbildung 2.11).[117]

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung eines Ausschnitts aus dem mesopordsen Kieselgelnetzwerk
SBA-15.1118]

In Abhingigkeit von den Reaktionsbedingungen des Herstellungsprozesses werden die
Hohlriume in SBA-15 mit PorengréBen zwischen 46 und 100 A und Porenvolumina von
0.56 bis 1.26 cm3/g charakterisiert.[11]

Die Hohlrdume des mesopordsen SBA-15 nutzen Bhorali et al. zur Einlagerung von
Rh-Nanopartikeln.['”l Diesen heterogenen Katalysator verwendeten sie zur Hydrierung
von aromatischen und ungesittigten Verbindungen in einer Schiittelhydrierapparatur. Die
Hydrierung von Phenol (40) erfolgte im Wissrigen bei einer Temperatur von 27 °C und
einem Wasserstoffdruck von 4 bar (Schema 2.16). Mit einer Katalysatormenge, die
1.9 mol% Rh(0) entspricht, und einer Reaktionszeit von 2h wurde der Aromat 40
vollstindig zu Cyclohexanol (38) hydriert. Nach Reduzierung der Katalysatormenge auf
2/5 und Verdoppelung der Reaktionszeit auf 4 h wurde ebenfalls ein vollstindiger
Verbrauch des Edukts detektiert, jedoch setzte sich die Reaktionsmischung in diesem Fall

zu gleichen Teilen aus Cyclohexanol (38) und dem intermediir gebildeten
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Cyclohexanon (39) zusammen. Wie auch im Fall des Rh/AIO(OH)-Katalysators
berichten die Autoren hier iiber eine Wiederverwendbarkeit des Katalysators Rh-SBA-15
von mindestens finf Zyklen ohne Umsatzeinbullen. Diese Ergebnisse stellen eine
ermutigende Basis fiir die Integration des Hydrierverfahrens mit Rh-SBA-15 in den

biokatalytischen Prozess zur Synthese von e-Caprolacton (34) dar.

Rh-SBA-15 (1.9 mol% Rh(0)) oH
H, (4 bar) @
H,O
OH o
27 °C,2h 38
quant.
(0] OH
40 Rh-SBA-15 (0.8 mol% Rh(0))
H, (4 bar)
+
H,O
27 °C,4h 39 38

50% 50%

Schema 2.16:  Forschungsergebnisse von  Bhorali etal.  zur Hydrierung von  Phenol (40) zu
Cyclohexanol (38) mit Rh-SBA-15 unter verschiedenen Reaktionsbedingungen.li%]

Die Synthese des Katalysators Rh-SBA-15 erfolgte analog der Literaturvorschrift von
Bhorali et al. (Schema 2.17).1101 Zunichst wurden die Rh-Nanopartikel durch Reduktion
von Rhodium(III)-Ionen mit Natriumborhydrid erzeugt, indem eine wissrige Losung des
Reduktionsmittels und Polyvinylpyrrolidon (47) unter starkem Rithren schnell zu einer
wissrigen, tiefroten RhCls-Losung gegeben wurde. Das Vereinen der beiden Lésungen
bewirkte ein starkes Aufschiumen der Reaktionsmischung und die Rh(0)-Partikel fielen
als schwarzer Feststoff aus. Durch die Anwesenheit der Polymers 47, welches als
Schutzmittel fungiert, wurde das Wachstum der sich bildenden Rhodiumpartikel begrenzt
und ein Zusammenschluss der Partikel zu gréBeren Aggregaten verhindert.[20) Uber die
GroBle der auf diese Weise gebildeten Rh-Nanopartikel trafen Bhorali et al. keine

Aussage.[1%]

{ X0
N + NaBH, RhCl; - x H,0
n

47
H>0 H>0
RT

‘/ ‘/
(e, . &ed

&y RT,5h ‘ )

SBA-15 Rh-SBA-15

Schema 2.17: Synthese von Rh-SBA-15 ausgehend von RhCl; - x H2O und SBA-15.1 Die grafische
Darstellung der SBA-15- und Rh-SBA-15-Ausschnitte ist als schematische, nicht malistabsgetreue
Zeichnung zu verstehen.
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Die frisch erzeugte, kolloidale Rh-Suspension wurde anschlieSend mit einer wissrigen
Losung von SBA-15 verrthrt, um die Nanopartikel an dem mesoporésen Kieselgel zu
immobilisieren. Fir die Synthese wurde kommerzielles SBA-15 verwendet. Sowohl das
Spezifikationsdatenblattl?!l als auch das Sicherheitsdatenblattl'2?l des Verkdufers geben
keine Daten zu Porengr6Be und Porenvolumen des mesopordsen Kieselgels an. Der
Katalysator Rh-SBA-15 wurde durch Filtration und Trocknen als graues, volumindses
Pulver mit einer Wiederfindung von 96 Gew.% isoliert. Unter der Annahme, dass die
gesamte Menge Rhodium in das mesoporose Kieselgel eingelagert wurde, hat der
Katalysator somit eine Beladung von 4 Gew.% Rh(0). Hierzu gibt es allerdings keinerlei
Anhaltspunkte. Die im Folgenden aufgefithrten Mengenangaben fir das Rh-SBA-15 sind
daher als Maximalwerte zu verstehen, wodurch die Ergebnisse in Hinblick auf die
katalytische Produktivitit in der Realitit womdoglich noch etwas besser ausfallen.

Zur Nachstellung des Hydrierverfahrens von Bhorali et al. wurde zunichst ein
Stahlreaktor von Biichi verwendet (Abbildung 2.12), da in dem zuvor eingesetzten
Tischreaktor ein leichter Uberdruck von lediglich 4 bar selbst iiber einen relativ kurzen

Zeitraum von 8 h nicht konstant gehalten werden konnte.

Abbildung 2.12: Foto des verwendeten 285 ml.-Stahlreaktors von Bichi zur Durchfithrung von
Reaktionen mit einem Druck von bis zu 200 bar.

Der Reaktor besteht aus einem Stahlgefi mit 100 bzw. 285 mL Fassungsvermdgen. Uber
den fest verschraubten Stahldeckel ist der Reaktor mit einer Gaszuleitung und -ableitung
verbunden, die separat voneinander ge6ffnet und geschlossen werden konnen. Weiterhin
fithren eine elektronisch gesteuerte Rithrwelle und ein Temperaturfithler vom Deckel in
das Innere des Reaktors. Je nach benétigtem Uberdruck kénnen unterschiedlich skalierte
Manometer (0 bis 100, 200 oder 400 bar) an dem Reaktordeckel befestigt werden.
Wihrend der Reaktion ist der Reaktor von einem mit Wasser gefiillten Metallmantel

umgeben, Gber den die Heizung bzw. Kithlung der Reaktionsmischung erfolgt (nicht auf
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dem Foto zu sehen). Uber eine elektronische Steuerung kann ein beliebiges Temperatur-
Zeit-Programm  eingestellt werden. Die gesamte Apparatur ist in einem fur
Hochdruckreaktionen ausgelegten Laboratorium mit Druckentlastungsklappe aufgebaut.
Der Druckaufbau und -abbau kann von aullerhalb des Laboratoriums mit Ventilen am
Gasleitungssystem gesteuert werden. Uber ein Fenster lisst sich der Versuchsaufbau
wihrend der Reaktion optisch verfolgen.

Die Hydrierung von Phenol (40) mit dem heterogenen Katalysator Rh-SBA-15
und mit Wasser als Losungsmittel wurde unter verschiedenen Reaktionsbedingungen
durchgefithrt und die Reaktionsmischung per 'H-NMR-Spektroskopie auf ihre
Zusammensetzung untersucht. Zunichst wurde bei einer Temperatur von 27 °C und
einem Hz-Druck von 15 bar gearbeitet (Abbildung 2.13 links).
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Abbildung 2.13: Per 'H-NMR-Spektroskopie ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen aus
der Hydrierung von Phenol (40) in Wasser mit dem Katalysator Rh(0)-SBA-15 nach unterschiedlicher
Reaktionszeit bei 27 °C und 15 bar Hy (links) bzw. bei 40 °C und 20 bar Hz (rechts). [: 67 mM
Substratkonzentration, 1.9 mol% Rh(0)-SBA-15; PI: Verwendung von einmalig recyceltem Rh(0)-SBA-15.

Bei einer Substratkonzentration von 67 mM und einer Katalysatormenge, die 1.9 mol%
Rh(0) entspricht, war das eingesetzte Phenol (40) bereits nach 2.5 h fast vollstindig zu
Cyclohexanol (38) hydriert. Lediglich 2% der Reaktionsmischung lagen als intermediir
gebildetes Cyclohexanon (39) vor. Aufgrund dieser positiven Befunde wurde in den
nachfolgenden Experimenten die Substratkonzentration auf 500 mM erhoéht und die
Menge des Rh(0) um das Zehnfache auf 0.2 mol% verringert. Als Folge davon sank der
Umsatz nach zweistindiger Reaktionszeit auf 10% Cyclohexanol (38). Der nicht hydrierte
Aromat 40 wurde zu 86% zuriickgewonnen und der Anteil des Intermediates 39 blieb bei

4% vergleichsweise gering. Durch eine Verlingerung der Reaktionszeit auf 18 h liel3 sich
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der Cyclohexanolumsatz auf 43% steigern. Auch hier lagen nur 2% der
Reaktionsmischung als Cyclohexanon (39) vor.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich durch eine weitere Verlingerung der
Reaktionszeit moglicherweise noch héhere Ausbeuten von Cyclohexanol (38) erzielen
lieBen. Um die Reaktionszeit fiir einen optimierten Hydrierprozess dennoch mdoglichst
kurz zu halten, wurden anstelle einer zeitlichen Verlingerung der Reaktion fiir eine
weitere Optimierung der Synthese daraufthin die Reaktionstemperatur auf 40 °C und der
H>-Druck auf 20 bar erhoht (Abbildung 2.13 rechts). Dies resultierte bei einer
Reaktionszeit von 16.5h in einem vollstindigen Umsatz zu Cyclohexanol (38). Nach
diesem ermutigenden Ergebnis wurde die Reaktionszeit auf 6 h gekiirzt. Auch bei dieser
vergleichsweise kurzen Reaktionszeit wurde das Phenol (40) vollstindig zu dem
gewtnschten Alkohol 38 hydriert. Da auch Bhorali et al. mittels Recycling-Experimenten
eine Wiederverwendbarkeit des Katalysators Rh-SBA-15 iiber mindestens funf Zyklen
gezeigt hatten [ wurde der Katalysator aus dem zuletzt beschriebenen Reaktionsansatz
nach Filtration der Reaktionsmischung und Trocknen des Riickstands erneut in der
Phenolhydrierung  eingesetzt. Unter gleichen Reaktionsbedingungen (500 mM
Substratkonzentration, 40 °C, 20 bar Hz, 6h Reaktionszeit) sank der Umsatz zu
Cyclohexanol (38) auf 22%. Phenol (40) wurde zu 77% wiedergefunden wund
Cyclohexanon (39) war lediglich zu 1% vorhanden. Eindeutige Hinweise auf ein Leaching
des Katalysators lagen nicht vor. Eine Verringerung der katalytischen Produktivitit des
recycelten Rh-SBA-15 durch Herausspiilen eines Teils der nicht kovalent gebundenen
Rh-Nanopartikel aus dem mesoporésen Kieselgel kann als mégliche Ursache nicht
ausgeschlossen werden. Um eine konkrete Aussage iber die Minderung des Umsatzes
treffen zu koénnen, ist eine genaue Analytik der physikochemischen Beschaffenheit des
frischen, zuvor nicht verwendeten Rh-SBA-15 verglichen mit den Eigenschaften des
recycelten Katalysators notwendig. Da der Fokus dieser Arbeit auf der grundsitzlichen
Etablierung eines Hydrierverfahrens von Phenol (40) zur Einbindung in eine nachhaltige
e-Caprolactonsynthese  lag, wurde von einer genaueren Betrachtung des
Katalysatorleachings abgesehen.

Im Vergleich der Ergebnisse aus beiden oben beschriebenen Hydrierverfahren fallt
auf, dass bei den Experimenten mit Rh-SBA-15 der Anteil von Cyclohexanon (39) mit
Werten von 1-4% unabhingig von den Reaktionsbedingungen stets sehr gering ausfiel.
Im Gegensatz dazu lag der Anteil des Ketons 39 bei der Verwendung von Rh/AIO(OH)
mit Werten von 20-44% gro3tenteils deutlich héher. Dieser Befund konnte einen Hinweis
dafir liefern, dass die Teilschritte des Hydrierprozesses Phenol (40) —
Cyclohexanon (39) bzw. Cyclohexanon (39) —  Cyclohexanol (38) bei beiden
angewendeten Methoden unterschiedlich schnell ablaufen miissen. Die vergleichsweise
hohe Ketonkonzentration bei dem Verfahren mit Rh/AIO(OH) deutet darauf hin, dass in
diesem Fall die Reaktion Cyclohexanon (39) — Cyclohexanol (38) langsamer ablaufen
muss als bei dem Verfahren mit Rh-SBA-15, in dem das Intermediat 39 nach seiner
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Bildung aus Phenol (40) demnach schneller zum Alkohol (38) weiterreagiert. Diese
Diskrepanz lisst sich moglicherweise durch die unterschiedliche, chemische Umgebung
der Rh-Nanopartikel (SBA-15 bzw. AIO(OH)) oder aber durch den unterschiedlich
starken Hz-Druck (20 bar bzw. 1 und 3 bar) erkliren.

Um diese These zu Uberprifen, wurde die Hydrierung von Phenol (40) mit
Rh-SBA-15 unter atmosphirischem Hz-Druck durchgefithrt. Dazu wurde als
Reaktionsgefd3 ein Schlenkkolben mit aufgesetztem H»>-Ballon verwendet. Fir die
Entwicklung eines moglichst effizienten Prozesses wurden innerhalb dieser Versuchsreihe
zusitzlich die Reaktionsparameter Substratkonzentration und Katalysatormenge variiert,
wihrend die Reaktionstemperatur auf 75 °C fixiert und die Reaktionszeit zwischen 17 und
24 h gehalten wurde (Abbildung 2.14).
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Abbildung 2.14: Per Gaschromatographie (GC) ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen
aus der Hydrierung von Phenol (40) in Wasser mit unterschiedlichen Mengen des Katalysators Rh-SBA-15
nach unterschiedlicher Reaktionszeit bei 75 °C und bei atmosphitischem Hx-Druck.

Trotz des lediglich atmosphirischen Hz-Drucks verlief die Hydrierung von Phenol (40) in
beinahe allen Ansidtzen selektiv zu Cyclohexanol (38). Bei einer Substratkonzentration
von 0.5M und einer Katalysatorbeladung von 1.9 mol% Rh(0) wurde nach einer
Reaktionszeit von 24 h ein nahezu vollstindiger Umsatz zum Alkohol 38 erreicht. Dieses
Bild dnderte sich auch bei einer Erh6hung der Phenolkonzentration um das Doppelte auf
1.0 M und bei einer Verringerung der Katalysatormenge auf 0.5 mol% Rh(0) nicht. In
diesem Ansatz bestand die Reaktionsmischung selbst bei einer verkiirzten Reaktionszeit
von 17 h ebenfalls zu 99% aus Cyclohexanol (38). Erst bei einer weiteren Erhohung der
Substratkonzentration auf 2.0 M sank der Umsatz auf 14% Cyclohexanol (38), wihrend
57% Phenol (40) zuriickerhalten und 29% Cyclohexanon (39) gebildet wurden. In diesem
Fall scheint jedoch nicht der geringe H>-Druck dafiir verantwortlich zu sein, dass ein

hoherer Anteil des Intermediates 39 gebildet wurde, sondern eher die vergleichsweise
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hohe Phenolkonzentration. Dieser Befund bestirkt die Annahme, dass die
Phenolhydtierung mit dem Katalysator Rh/AIO(OH) insgesamt anfilliger fur die Bildung
des Intermediates Cyclohexanon (39) ist als der Prozess mit dem Katalysator Rh-SBA-15.

Da auch die Ausarbeitung der Analytik zu einem mdglichst einfach
durchfihrbaren Prozess beitragen kann, wurde die Analyse der Reaktionsmischungen von
der TH-NMR-Spektroskopie auf die Gaschromatographie (GC) umgestellt. Dazu wurden
mit den Reinverbindungen Kalibrierreihen erstellt. AnschlieBend wurde mit einer
Mischung aus definierten Mengen Cyclohexanol (38), Cyclohexanon (39) und Phenol (40)
die exakte Aufarbeitung der Reaktionsmischungen simuliert, um die Wiederfindungsrate
zu bestimmen. Somit lieB sich ein proportionaler Bezug der Peakfliche in dem
Chromatogramm zu der Konzentration der Substanz herstellen, was wiederum eine
Aussage Uber die prozentuale Zusammensetzung der Reaktionsmischung ermdglichte.
Das Gaschromatogramm der Reaktionsmischung mit einer Substratkonzentration von
20M und eciner Katalysatorbeladung von 0.5 mol% Rh(0) zeigt beispiclhaft die
Verteilung der Substanz-Peaks innerhalb der Temperatur- und Zeit-optimierten
GC-Methode (Abbildung 2.15). Nach dem Loésungsmittel Ethylacetat bei einer
Retentionszeit von 1.6 min wird zuerst Cyclohexanol (38) bei 3.2 min detektiert. Im

Anschluss  folgen Cyclohexanon (39) bei einer Retentionszeit von 3.6 min und
Phenol (40) bei 4.2 min.
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Abbildung 2.15:  Gaschromatogramm der Reaktionsmischung aus der wissrigen Hydrierung von
Phenol (40) mit 0.5 mol% Rh(0) aus Rh-SBA-15 bei atmosphitischem Hz-Druck und 75 °C nach einer
Reaktionszeit von 19 h.

Wie zuvor bei den Hydrieransitzen im Stahlautoklav wurden unter den optimierten
Reaktionsbedingungen fiir die Hydrierung bei atmosphirischem Hz-Druck Experimente
zum Recycling des Katalysators Rh-SBA-15 durchgefiihrt (Abbildung 2.16).
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Abbildung 2.16: Per GC ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen aus der Hydrierung von
Phenol (40) in Wasser mit unbenutztem sowie einmalig und zweifach recyceltem Katalysator Rh-SBA-15
nach 24 h bei 75 °C und bei atmosphirischem H-Druck.

Nach der ersten Phenolhydrierung mit unbenutztem Rh-SBA-15 wurde der Katalysator
durch Filtration und Trocknung recycelt und erneut in einer Hydrierung eingesetzt. Dabei
sank der Cyclohexanolumsatz gemal3 Literatur von 98% auf 97% kaum. Nach erneutem
Recycling des Katalysators dnderte sich dieses Bild allerdings drastisch. Unter gleichen
Reaktionsbedingungen (1.0 M Substratkonzentration, 1.0 mol% Katalysatorbeladung,
75 °C Reaktionstemperatur und 24 h Reaktionszeit) fiel der Umsatz zu Cyclohexanol (38)
auf 24% ab. Ein analoges Ergebnis wurde auch bei dem Recyclingexperiment im
Stahlreaktor erhalten, wobei der Umsatz in diesem Fall bereits bei der ersten
Wiederverwendung einbrach. Aus diesem Vergleich lisst sich lediglich mutmallen, dass
der Katalysator bei héheren Driicken (20 bar) einen schnelleren Aktivitatsverlust erleidet,
beispielsweise durch das Herausspiilen der Rh-Partikel aus dem mesoporosen Kieselgel.
Ein weiteres Screening der Reaktionsparameter bei der heterogenkatalysierten Hydrierung
von Phenol (40) wiirde mdglicherweise eine konkretere Aussage tber diesen Effekt
liefern kénnen. Da die Kombination der Phenolhydrierung mit dem biokatalytischen
Oxidationsprozess zur nachhaltigen Synthese von e-Caprolacton (34) im Fokus dieser

Arbeit stand, wurde jedoch auf eine weitere Optimierung der Hydrierung verzichtet.

2.3.2 Kombination der Phenol-Hydrierung mit der Doppeloxidationskaskade

Nach der Optimierung der heterogenkatalysierten Hydrierung von Phenol (40) wurde die
Kombinierbarkeit dieses Prozesses mit der biokatalytischen Reaktionskaskade zur
Synthese von e-Caprolacton (34) untersucht. Fiir eine moglichst simple und nachhaltige
Synthesesequenz ist es unerlisslich, die Reaktionsmischung aus der Hydrierung moglichst

ohne aufwendige, abfallintensive Aufarbeitung direkt in der Enzymreaktion einzusetzen.
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Daher kamen nur die Hydriermethoden in die nahere Auswahl, die im wissrigen Milieu
oder 16sungsmittelfrei ablaufen, um eine Abtrennung dieser Losungsmittel, beispielsweise
durch Destillation der Reaktionsmischung, zu umgehen. Weiterhin waren nur die
Reaktionen relevant, bei denen die Hydrierung moglichst vollstindig und selektiv zu
Cyclohexanol (38) erfolgte, damit die bereits etablierte biokatalytische Reaktionskaskade
nicht durch etwaige Verunreinigungen aus dem Hydrierprozess beeinflusst bzw. gestort
wird.

Da die Reaktionsmischungen aus den wissrigen und I6sungsmittelfreien
Hydrierexperimenten mit dem Katalysator Rh/AIO(OH) aufgrund der unvollstindigen
Umsetzungen stets durch erhebliche Riickstinde von Phenol (40) und von intermediir
gebildetem  Cyclohexanon (39)  verunreinigt waren (vgl.  Abbildung 2.8  und
Abbildung 2.10), wurde diese Hydriermethode nicht fiir die Kombination mit der
Doppeloxidationskaskade verwendet. Das Parameterscreening des Hydrierprozesses mit
Rh-SBA-15 lieferte im Gegensatz dazu eine Methode zur vollstindigen Umsetzung zu
Cyclohexanol (38) im wissrigen Milieu. Eine Integration dieser Hydriermethode in den
biokatalytischen Prozess erschien daher zielfithrender.

So wurde in einem ersten Ansatz Phenol (40) im Stahlreaktor bei 20 bar Ha, 40 °C
und einer Reaktionszeit von 6 h im Wissrigen vollstindig zu Cyclohexanol (38) hydriert.
Das auf diese Weise erhaltene Cyclohexanol (38) wurde anschlieBend analog zu den
Reaktionsbedingungen des von Staudt et al. publizierten Doppeloxidationsprozesses/®# zur
Synthese von e-Caprolacton (34) eingesetzt. Dazu wurde die Reaktionsmischung aus der
Hydrierung nach Entfernung der Ha-Atmosphire filtriert, um den Katalysator
Rh-SBA-15 abzutrennen. Das Filtrat wurde mit Wasser auf ein definiertes Volumen
aufgefillt, um eine wissrige Stammlosung des Alkohols 38 mit einer Konzentration von
200 mM zu erhalten. Da die Biotransformation in einem wissrigen Puffersystem mit
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) abliuft, wurde die Alkoholstamml6sung anschlieSend
mit unterschiedlichen Mengen Wasser und Phosphatpuffer (100 mM, pH 7.0) verdiinnt,
um Cyclohexanol-Lésungen unterschiedlicher Konzentration (20, 30, 40 und 50 mM) in
Phosphatpuffer (50 mM) zu erhalten. Diese Lésungen wurden mit ADH aus Lactobacillus
kefir (Le-ADH), BVMO aus Acnetobacter calcoaceticns (Ae-BVMO) und NADP* versetzt.
Parallel zu diesen Experimenten wurde zeitgleich eine Biotransformation mit
kommerziellem Cyclohexanol (38) durchgefithrt, was einen Vergleich der Ergebnisse
untereinander erleichterte. Der Verlauf der Reaktion mit Cyclohexanol (38) aus der
Hydrierung (40 mM Substratkonzentration) (Abbildung 2.17 links) weicht nur minimal
vom Reaktionsverlauf mit kommerziellem Cyclohexanol (38) (ebenfalls 40 mM
Substratkonzentration) (Abbildung 2.17 rechts) ab.
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Abbildung 2.17: Per GC ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen aus der Enzymreaktion
zu e-Caprolacton (34) ausgehend von Cyclohexanol (38) aus der Hydrierung im Stahlreaktor (links) und
von kommerziellem Cyclohexanol (38) (rechts).

In beiden Fillen blieb im Verlauf der Reaktion der Anteil des intermedidr gebildeten
Cyclohexanon (39) bei 0-3% stets sehr gering. Eine vollstindige Umsetzung zu
e-Caprolacton (34) wurde ebenfalls in beiden Vergleichsexperimenten nach einer
Reaktionszeit von maximal 16h erreicht. Eine negative Beeinflussung des
Reaktionsverlaufs durch die Verwendung einer wissrigen Reaktionsmischung, die aus
einem Phenol-Hydrierprozess stammt, scheint also nicht gegeben zu sein. Dies wird auch
durch die Experimente mit unterschiedlicher Cyclohexanolkonzentration (20, 30 und
50 mM) bestitigt (vgl. Tabelle 7.5). In allen drei Fillen zeichnete sich ein sehr dhnlicher
Reaktionsverlauf ab, bei dem der Cyclohexanonanteil nie oberhalb von 2% lag. Auch der
Umsatz zu e-Caprolacton (34) war in den Ansitzen mit 20 mM und 30 mM
Cyclohexanol (38) bereits nach 16 h Reaktionszeit quantitativ. Lediglich bei dem héher
konzentrierten Ansatz (50 mM) war nach 16 h noch 1% Cyclohexanon (39) vorhanden.
Fir die Analytik der Reaktionsmischungen aus dem kombinierten Hydrier- und
Oxidationsprozess per GC konnte direkt auf das bereits in der Optimierung des
Hydrierverfahrens — angewendete = Temperaturprogramm  zuriickgegriffen — werden
(Abbildung 2.18). Das Signal, welches von e-Caprolacton (34) erzeugt wird, erschien in
dem angewendeten Temperaturprogramm bei einer deutlich lingeren Retentionszeit von
5.7 min als die der weiteren Komponenten der Reaktionsmischung (Cyclohexanol (38) bei
3.2 min, Cyclohexanon (39) bei 3.6 min und Phenol (40) bei 4.2 min). Durch simple
Extraktion einer kleinen Menge der Reaktionsmischung ist damit eine einfach

durchzuftihrende und gut reproduzierbare Analytik der Reaktionsmischungen gegeben.

38



e-Caprolactonsynthese ausgehend von Phenol durch Kombination von Chemo- und Biokatalyse

3.0x10° 7
2.5x10° e-Caprolacton
2.0x10°
X Cyclohexanol
T
& 1.5x10°
2
£ Cyclohexanon
1.0x10°
5.0x10%
Phenol
OO T . T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Retentionszeit [min]

Abbildung 2.18: Beispiel eines Gaschromatogramms einer Reaktionsmischung aus dem kombinierten
Hydrier- und Doppeloxidationsprozess mit den eindeutig zuordenbaren Komponenten
Cyclohexanol (38), Cyclohexanon (39), Phenol (40) und e-Caprolacton (34).

Das gute Ergebnis des ersten kombinierten Hydrier- und Biotransformations-Verfahrens
fihrte darauthin zu der Fragestellung, ob ein kleiner Riickstand von nicht umgesetztem
Phenol (40) in irgendeiner Form einen Einfluss auf die enzymatische Synthesesequenz
von e-Caprolacton (34) nechmen wiirde. Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurde
eine Reaktionsmischung aus einer nur knapp vollstindigen Hydrierung in der
Biotransformation eingesetzt. Dieses Mal wurde die Hydrierung unter atmospharischem
H>-Druck im Schlenkkolben durchgefiihrt. Daraus resultierte eine Reaktionsmischung mit
einer Zusammensetzung von 98% Cyclohexanol (38), 1% Cyclohexanon (39) und 1%
Phenol (40). Nach Filtration wurde die Mischung durch Zugabe von Wasser und
Phosphatpuffer (100 mM, pH 7.0) so eingestellt, dass zu Beginn der Enzymreaktion eine
Cyclohexanolkonzentration von 50 mM in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) vorlag. Auch
hier diente ein Parallelexperiment mit kommerziellem Cyclohexanol (38) (ebenfalls
50 mM) als Vergleichsansatz zum Ausschluss von Ursachen, die nicht auf das
Hydrierexperiment zurickzufthren sind. Die Ergebnisse aus dem Ansatz mit
Cyclohexanol (38) aus der Hydrierung (Abbildung 2.19 links) weichen nicht nennenswert
von den Ergebnissen aus dem Ansatz mit kommerziellem Alkohol 38 (Abbildung 2.19
rechts) ab.

Nach einer Reaktionszeit von 24 h wurde in beiden Ansitzen ein Umsatz zu
knapp 90% e-Caprolacton (34) erreicht. Dieser Umsatz stieg auch nach weiteren 3.5 h
kaum noch an. Uber den Verlauf der Reaktion bildete sich ebenfalls in beiden Fillen ein
bei etwa 10% relativ konstant bleibender Anteil von Cyclohexanon (39), welcher auch
nach lingerer Reaktionszeit nicht mehr abgebaut wurde. Dieses von dem vorherigen
enzymatischen Ansatz (Abbildung 2.17) abweichende Verhalten kann allerdings nicht auf
die Prisenz einer kleinen Menge Phenol (40) zurtickzufiihren sein, da der Anteil des
Intermediats 39 in dem Vergleichsexperiment mit kommerziellem Cyclohexanol (38)
sogar nach 27.5h ebenfalls signifikant blieb. Hierfiir muss also eine andere Ursache

verantwortlich sein. In beiden Ansitzen wurden jeweils gleiche Aktivititen fir ein Enzym
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gewahlt, sodass auch dies keinen Einfluss auf den Reaktionsverlauf genommen haben
sollte. Ein Unterschied lag allerdings in der Formulierung des Enzyms BVMO. Wihrend
im vorherigen Ansatz kommerziell erworbener Rohextrakt von _A+~BVMO als
lyophilisiertes Pulver verwendet wurde, kam in letzterem Ansatz ein Zellrohextrakt der
BVMO aus Acnetobacter sp. NCIMB 9871 (As-BVMO) als Flissigformulierung zum
Einsatz. Dementsprechend koénnten unterschiedliche Komponenten in den Rohextrakten,
wie etwa Ruckstinde aus den zersetzen Zellen, die enzymatische Baeyer-1/illiger-Oxidation
beeinflusst haben. Diese Ergebnisse legen dar, dass eine negative Beeinflussung der
enzymatischen Doppeloxidationskaskade in  Hinblick auf die Bildung des
Monomerbausteins e-Caprolacton (34) durch geringste Phenolriickstinde ausgeschlossen
werden kann.
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Abbildung 2.19: Per GC ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen aus der Enzymreaktion
zu e-Caprolacton (34) ausgehend von Cyclohexanol (38) aus der Hydrierung im Schlenkkolben (links) und
von kommerziellem Cyclohexanol (38) (rechts).

Die Ergebnisse aus den kombinierten Hydrier- und Oxidations-Prozessen lassen sich
insgesamt mit der Schlussfolgerung zusammenfassen, dass die FErweiterung der
biokatalytischen e-Caprolacton-Synthesesequenz durch vorangestellte Phenolhydrierung
prinzipiell ohne negative Auswirkungen mdoglich ist. Ein solcher Prozess lief nach der
Prozessoptimierung hinsichtlich der Hydrierung und der Kombination mit der
Doppeloxidationskaskade mit einer Produktivitit von 5.6 g/L e-Caprolacton (34) ab.
Dieser Wert liegt ihm Rahmen des Benchmarks fiir den noch nicht weiter optimierten
enzymatischen Doppeloxidationsprozess von  Staudt et al.3  Die Ergebnisse zur

Integration der Phenolhydrierung in die Doppeloxidationskaskade wurden zusammen mit
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den Ergebnissen von Wedde zur Erweiterung der Synthesesequenz durch enzymatische

Polymerisation von e-Caprolacton (34) publiziert.['23]

2.4 Ausblick

Die im Rahmen des DBU-Gemeinschaftsprojekts zur nachhaltigen e-Caprolactonsynthese
von den Verbundpartnern durchgefiihrten Untersuchungen miundeten auf
unterschiedlichen Wegen unter Berticksichtigung vieler Teilaspekte in einem optimierten
Verfahren zur Darstellung von e-Caprolacton (34). Wichtige Meilensteine waren dabei die
Erhohung der Produktivitit des Lactons 34 auf 9 g/L durch einen Losungsmittelzusatz®]
bzw. auf 11 g/L mittels Kompattimentierung eines Zweiphasengemisches.['23] Durch die
Kombination des Doppeloxidationsprozesses mit direkt anschlieBender enzymatischen
Oligomerisierung zu Oligo-e-Caprolacton konnte wihrend des Prozesses die
Konzentration von e-Caprolacton (34) gering gehalten und damit die starke
Produktinhibierung der BVMO umgangen werden. Auf diese Weise war es moglich,
Cyclohexanol (38) mit einer Substratkonzentration von 200 mM vollstindig zu Oligo-e-
Caprolacton umzusetzen.®’!

Die Kombination dieser Produktivitit-erhhenden MaBnahmen mit der
Rickintegration der Synthesesequenz ausgehend von Phenol (40) stellt nur eine von

vielen interessanten Herausforderungen fiir die Zukunft dar (Schema 2.18).

Glucose
13 ~. (0]
OH Rh(0), OH ]  ADH, BVMO, o
Fermentation * @ H,, H,O 0,, NADP* @ Lipase %O M
— > — > [\ meeeeeeeeo- -
Depolymerisation » "
40 38 34 33

Lignin .-~
16

Schema 2.18: Ansatzmoglichkeiten fiir eine weitere Optimierung des Gesamtprozesses zur nachhaltigen
Synthese von e-Caprolacton (34) und dessen Polymerisationsprodukt 33 ausgehend von nachwachsenden
Rohstoffen.

Weitere  Ansatzmdéglichkeiten  kénnen  beispielsweise  auf den  Einbezug von
nachwachsenden Rohstoffen in die Synthese von e-Caprolacton (34) zielen. Die
Fermentation von Glucose (13)3%4  oder die selektive Depolymerisation von
Lignin (16)195%¢ zur Gewinnung von Phenol (40) wird aufgrund der sehr unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen nicht unbedingt als Eintopfverfahren in die Produktion von
e-Caprolacton (34) integrierbar sein. Dennoch kann die Untersuchung der Kombination
aus Phenolgewinnung und anschlieBender Verarbeitung in dem Hydrier- und
Doppeloxidations-Verfahren sehr lohnenswert sein, um fiir einen GSkonomischeren
Prozess beispielsweise eine Aufarbeitung bzw. eine Isolierung des Zwischenproduktes zu

sparen.
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Ausblick

Mit Blick auf eine industrielle Anwendung der nachhaltigen e-Caprolactonsynthese ist fiir
die Phenolhydrierung eine weitere Reduzierung der Katalysatormenge anzustreben, da
unter den angewendeten Reaktionsbedingungen mit 0.2-1.0 mol% vergleichsweise viel
Rh(0) fur einen kompletten Umsatz zu Cyclohexanol (38) benotigt wurde. Eine Erhdhung
der Wiederverwendbarkeit des Katalysators auf weit mehr als zehn Zyklen wiirde
ebenfalls zu einem effektiveren Hydrierprozess beitragen. Dies konnte etwa tber eine
stirkere Fixierung der Rh-Nanopartikel in den Hohlrdiumen des mesopordsen Kieselgels
gelost werden.

SchlieBlich sollte die Etablierung einer moglichst effektiven Gesamtroute
ausgehend von den Rohstoffen Glucose (13) oder Lignin (16) bis hin zum Endprodukt
Poly-e-Caprolacton (33) stark auf eine industrielle Anwendung als Alternative zum

bestehenden Prozess gerichtet sein.
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3 Chiralitatsunterstiitzter Aufbau von Dioxin-verkniipften TBTQ-
Einheiten

3.1 Einleitung und wissenschaftlicher Standpunkt

3.1.1 Geometrische Molekiilgertiste

Uberall um uns herum gibt es Objekte, die sich durch eine hohe Symmetrie auszeichnen:
in der Architektur, in der Dekoration, in der bildenden Kunst, in der Musik und auch in
der Natur.'’4 Einen fundamentalen Grundstein fiir all diese Bereiche legte der
griechische Philosoph Platon schon vor tber 2000 Jahren durch die Beschreibung von
hochsymmetrischen, dreidimensionalen Korpern, die spiter als Platonische Kirper in die
Geschichte eingingen (Abbildung 3.1).[12%]

\<&
@ :
C

Abbildung 3.1: Die finf platonischen Kérper Tetraeder (A), Hexaeder (B), Oktaeder (C), Dodekaeder (D)
und Ikosaeder (E).

Jeder dieser fiinf platonischen Koérper ist nach demselben Prinzip aufgebaut: Eine
passende Anzahl gleichseitiger #-Ecke ist Uber ihre Seitenkanten so miteinander
verbunden, dass sich eine geschlossene Struktur ergibt. So setzt sich der Tetraeder (A) aus
vier Dreiecken, der Hexaeder (Wirfel) (B) aus sechs Quadraten, der Oktaeder (C) aus
acht Dreiecken, der Dodekaeder (D) aus zwolf Funfecken und der Ikosaeder (E) aus
20 Dreiecken zusammen.[120]

Diese hochsymmetrischen Strukturen inspirierten Chemiker zu einer Nachahmung
von geometrischen, starren Geriisten auf molekularer Ebene.['?] Bei der Betrachtung der
platonischen Korper auf atomarer Groflenordnung lag es nahe, diese Molekilgertste so
zu realisieren, dass jede Ecke der Korper von einem Kohlenstoffatom besetzt und jede
Kante von einer C-C-Einfachbindung nachgebildet wird. Durch Auffillen der freien
Valenzen an den Kohlenstoffatomen mit Wasserstoffatomen ergeben sich daraus
gesittigte Kohlenwasserstoffe. Da die energetisch giinstigste Anordnung der vier
Substituenten eines C-Atoms mit einem Bindungswinkel von 109.5 © tetraedrischer Natur
ist, war sofort klar, dass allein aus energetischer Sicht und wegen der begrenzten Anzahl
der Valenzen am C-Atom nicht alle der platonischen Korper als einfacher
Kohlenwasserstoff realisierbar sein konnten. Der Winkel zwischen zwei angrenzenden
Flichen betridgt im Tetraeder (A) 70.5 © und im Hexaeder (B) 90 °.[21 Die Substituenten

eines Kohlenstoffs in solch eine gespannte Bindungssituation zu zwingen, geht aus
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synthetischer Sicht mit einem erheblichen Aufwand einher. Eine Realisierung des
Oktaeders (C) erscheint aufgrund des noch stirker gespannten Systems von quartiren
C-Atomen, dessen Substituenten alle in einem Halbraum liegen, geradezu utopisch. Der
Ikosaeder (E) ist aufgrund seiner Struktur mit finf auf eine Ecke zusammenlaufenden
Kanten als Kohlenwasserstoff ebenfalls nicht zu realisieren.[?8l Der Dodekaeder (D)
hingegen bringt mit seinem vom Tetraederwinkel nur geringfiigic abweichenden
Flichenwinkel von 108 ° gute Voraussetzungen fir die Synthese eines derart aufgebauten
Kohlenwasserstoffs mit sich.[12]

Der Herausforderung zur Synthese der zumindest prinzipiell realisierbaren
platonischen Koérper Tetraeder (A), Hexaeder (B) und Dodekaeder (D) in Form von
Kohlenwasserstoffen haben sich organisch chemische Arbeitsgruppen dennoch seit den
1960er Jahren gestellt, und zwar mit Erfolg.

Maier et al. konnten nach jahrelangem Experimentieren 1979 als erstes ein extrem
gespanntes Tetraeder-Analogon synthetisieren, allerdings nur in einer Form mit
stabilisierenden fer#-Butylsubstituenten an den Spitzen (Abbildung 3.2).1291 Passend zur
Struktur dieses Kohlenwasserstoffs wurde es systematisch Tetra-ert-butyltetrahedran (48)

genannt. Ein unsubstituiertes Tetrahedran konnte bis heute nicht realisiert werden.

<7
8 3

48 49 50

Abbildung 3.2: Realisierte Kohlenwasserstoffe mit der Grundstruktur platonischer Koérper Tetra-
tert-butyltetrahedran (48), Cuban (49) und Dodecahedran (50).

Die erste erfolgreiche Synthese von Cuban (49), welches dem Kohlenwasserstoff-
Analogon des platonischen Hexaeders (B) entspricht, gelang Eaton und Cole schon einige
Jahre friher in 1964 auf zwei dhnlichen Routen mit neunl!?l bzw. vier[1>!l Synthesestufen.
In den darauffolgenden Jahren wurden alternative Syntheserouten fir die Darstellung von
(substituierten) Cubanen entwickelt, wodurch eine Kommerzialisierung dieses
platonischen Kohlenwasserstoffs und seiner Derivate erméglicht wurde.[128]

Dodecahedran (50) wurde nach vielen unterschiedlichen Anldufen('32l erstmals
1982 von Paguette et al. iber eine 23-stufige Syntheseroute dargestellt.33] Auch diese
Synthese wurde anschlieBend optimiert, sodass die Darstellung von Dodecahedran (50)
tber die sogenannte ,,Pagodan-Route® etwas effektiver gestaltet werden konnte.[34

Die Faszination fiir symmetrische Korper stoppte aber keinesfalls auf der Ebene
der platonischen Kohlenwasserstoffe. Vielmehr wurden diese und weitere symmetrische
Ko6rper auch auf deutlich gréBere molekulare Dimensionen ubertragen, um starre,
kafigartige Molekiilgertste zu erhalten.[?l Die Entwicklung und die Synthese derartiger
Molekiilgeriiste findet ihre Motivation allerdings keineswegs allein in der Asthetik von

symmetrischen Formen. Vielmehr werden diese Geriiste als Kifige fiir kleinere Molekdile
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zur Untersuchung von Wirt-Gast-Wechselwirkungen eingesetzt, beispielsweise mit dem
Ziel, Gase in einer sicheren und effizienten Weise zu speichern oder reaktive Substanzen
durch Verkapselung zu stabilisieren.!3% Desweiteren werden molekulare Kifige fiir die
gezielte Durchfiihrung von Reaktionen im Inneren dieser Geriiste verwendet und die
Auswirkungen der riumlichen Umgebung auf den Reaktionsverlauf untersucht.[3]

Ein Beispiel fur ein groBer dimensioniertes, molekulares Gertist mit der
Grundform eines Platonischen Korpers lieferten Warmuth et al.. Sie konnten einen
molekularen Wirfel 53 erzeugen, indem sie das Diamin 52 mit linear angeordneten
primiren Aminofunktionen und den Trialdehyd 51, bei dem die drei Aldehydfunktionen
nahezu orthogonal zueinander angeordnet sind, in passender Stochiometrie zur

Ausbildung von 24 Iminbindungen verwendeten (Schema 3.1).[137]

= /\ —"
o A N H*, Kat.
8 Oy Sor + 12 HoN NH, ———
H 0
RO
H
|
4\ CEE—
51 52 53
R = Hexadecyl

Schema 3.1: Synthese eines hexaedrischen Molekiilgeriists 53 durch Iminbildung zwischen dem
Trialdehyd 51 und dem Diamin 52 (schematische, nicht maf3stabsgetreue Darstellung).!'37]

Die Ausbildung der Wirfelstruktur wird dabei durch die reversible Bildung der
Iminbindungen gefordert, da durch die Reversibilitit mégliche Fehlbindungen zwischen
der Aldehydkomponente 51 und der Diaminkomponente 52 wihrend des Molekiilaufbaus
korrigiert werden konnen.138 Die Triebkraft zu dieser Umordnung ist die
thermodynamisch begiinstigte Bildung moglichst symmetrischer Strukturen.!!3% Diese
Methodik des dynamisch kovalenten Zusammenbausl'#l ist oftmals in der
supramolekularen Chemie anzutreffen.[141]

Die Koordination von Ubergangsmetallen an riumlich ausgerichteten Liganden ist
eine verbreitete Alternative zum dynamisch kovalenten Aufbau von geometrisch starren
Molekilgertisten.142 - Auf diese Weise gelang es beispielsweise Stang et al., einen
nanoskopischen Dodekaeder 56 zu synthetisieren (Schema 3.2).[143]

Die drei Stickstoffatome der Pyridinsubstituenten in Ligand 54 sind mit Winkeln
zwischen 109 © und 112 © um das zentrale Kohlenstoffatom angeordnet. Dieser Ligand ist
daher nicht fiur eine hexaedrische (Flichenwinkel = 90 °), sondern echer fir eine
dodekaedrische (Flichenwinkel = 116 °) Anordnung geeignet. Durch Koordination der
linear angeordneten Platinatome aus dem bis-Platinkomplex 55 an die Stickstoffatome des
Liganden 54 bildete sich unter Berticksichtigung der Stéchiometrie selektiv das 60-fach
positiv geladene dodekaedrische Molekiilgertist 56 mit 60 Triflat-Gegenionen (TTO").
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OH ,—
f N wu\ /N ?Rs I‘DR3
20 N C + 30 TfO-Pt Pt-OTf 60 TfO"
="/ N\ ! ! CH,Cly
PR3 PR3 A ’
_ ceton
N
Aa\ oEE——
54 55 56
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Schema 3.2: Synthese eines dodekaedrischen Molekiilgeriists 56 durch Koordination von Platin aus 55 an
Pyridin-Stickstoff aus 54 (schematische, nicht ma3stabsgetreue Darstellung).l143

Auf dhnliche Weise wurden mit vergleichbarer Methodik bis heute vielzihlige,

symmetrische Molekiilgertiste mit mehr oder weniger komplexer Struktur synthetisiert.[144]

3.1.2  Molekilgertiste mit TBTQ-Struktureinheiten

Polyquinane stellen aufgrund ihrer geometrischen Figenschaften eine interessante
Verbindungsklasse zum Aufbau starrer, symmetrischer Molekiilgertiste dar. Der
Grundkorper dieser Molekiilgruppe ist Cyclopentan (57), welches tiber seine Kante(n) mit

einem oder mehreren Flnfringen verbunden ist. Somit ergeben sich anellierte Polycyclen
unterschiedlichster Struktur (Abbildung 3.3).[14%]

O O

57 58
59 60 61 62

Abbildung 3.3: Strukturformeln des Grundbausteins von Polyquinanen, Cyclopentan (57), und der
Vertreter der Diquinane 58 und Triquinane 59, 60, 61 und 62 mit zwei bzw. drei kantenverkniipften
Finfringen.

Im ecinfachsten Fall von zwei anellierten Cyclopentanringen gibt es ungeachtet der
Stereoisomerie nur eine Anordnungsmdglichkeit. Das Resultat ist der Bicyclus
Octahydropentalen (58). Allein mit einem weiteren anellierten Fiinfring steigt die Anzahl
der Triquinane aufgrund der unterschiedlichen Ankniipfungsméglichkeiten des dritten
Cyclopentanrings auf vier verschiedene Strukturen an, wobei auch hier mdgliche
Stereoisomere noch nicht mitgezihlt werden. Die drei Finfringe kénnen sowohl linear
(Triquinan 59) als auch angulir (Triquinan 60) angeordnet sein. In dem Propellan 61 teilen
sich alle drei Funfringe eine Kante und in Perhydrotriquinacen (62) formieren sich die

drei Cyclopentanringe um eine zentrale zs0-Butyleinheit.
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Die Vertreter der Triquinane 59, 60 und 61 finden sich als Grundgeriist in vielfiltigen
Naturstoffen wieder. So bildet das lineare Triquinan 59 beispielsweise den Grundkérper
fir (—)-Hirsuten (63), einem Pilz-Stoffwechselprodukt (Abbildung 3.4).1141 Das angulire
Triquinan 60 liefert die Grundstruktur fir den Pflanzeninhaltsstoff (—)-Isocomen (64)147]
und das  Pflanzenhormon  (—)-Modhephen (65)481  leitet sich  von  der
Propellangrundstruktur 61 ab.

t H .
T % g\
63 64 65

Abbildung 3.4:  Strukturformeln  der Naturstoffe  (—)-Hirsuten (63), (—)-Isocomen (64) und
(-)-Modhephen (65) mit Triquinan-Grundgeriist.

Im Gegensatz dazu sind bisher keine Naturstoffe mit einem Grundgeriist aus
Perhydrotriquinacen (62) bekannt. Aber gerade dieses Molekiilgertist stellt aufgrund seiner
dreidimensionalen, strukturellen FEigenschaften einen ganz besonders interessanten
Vertreter der Polyquinan-Familie dar. Das #ifuso-Centrotriquinan 62 wurde 1967 erstmalig
von Jacobson charakterisiert.1*l Er isolierte dieses als Zwischenstufe auf dem Syntheseweg
zu Triquinacen (66) (Abbildung 3.5). Dieses ungesittigte Analogon war wiederum im
gleichen Zeitraum fur mehrere organisch-chemische Arbeitsgruppen mit einem

Interessengebiet von ungewohnlichen Molekilgertsten ein begehrtes Zielmolekil.[150]

o s N =

62 66 67
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Abbildung 3.5: Strukturverwandte =~ des = Perhydrotriquinacens (62),  Triquinacen (66) und
Tribenzotriquinacen (67) mit nahezu rechtwinklig zueinander ausgerichteten Indaneinheiten.!5!]

Ein weiterer strukturell interessanter Abkémmling des Perhydrotriquinacens (62) ist das
Tribenzotriquinacen (TBTQ) (67), bei dem an jeden Funfring an der Peripherie des
Molekiils jeweils ein Benzolkern anelliert ist. In diesem starren Molekilgertist mit
konkaver Struktur und Csy-Symmetrie sind die Achsen vom zentralen C-Atom durch die
Flichenmitte der planaren Indaneinheiten jeweils nahezu rechtwinklig zueinander
ausgerichtet.51152] Neben diesen strukturellen Eigenheiten ist das TBTQ (67) auch aus
chemischer Sicht ein interessanter Baustein fir verschiedenste Derivatisierungen. Sowohl

die vier Briickenképfe als auch die sechs aromatischen Positionen an der dulleren
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Peripherie  lassen  sich  unabhingig voneinander in  mannigfaltiger =~ Weise
funktionalisieren.[153.154]

Diese chemischen und strukturellen FEigenschaften machen das TBTQ-
Grundgeriist zu einem attraktiven Kandidaten fir den Aufbau von dreidimensionalen,
kifigartigen Molekiilen und supramolekularen Molekilverbinden. Die Ausbildung eines
wirfelférmigen Geriists, bei dem das zentrale C-Atom einer TBTQ-Einheit jeweils eine
Ecke und die Indanfliigel die Kanten besetzen, liegt dabei aufgrund der rechtwinkligen
Geometrie des TBTQs (67) nahe. Das schematische Modell eines solchen Wirfels 68
verdeutlicht die rdumliche Anordnung der acht TBTQ-Einheiten (Abbildung 3.6).

68

Abbildung 3.6: Schematisches Modell eines (supra)molekularen Wiirfels 68, in dessen Ecken die zentralen
C-Atome von acht TBTQ-Einheiten, mit ihren Indanfliigeln auf die Wirfelkanten ausgerichtet,
positioniert sind.

Fir die selektive, all-konkave Gruppierung von acht TBTQ-Einheiten zu einem
hexaedrischen Molekiilgertiist wurde zunichst ein theoretischer Ansatz mit kovalenter
Verkniipfung der TBTQ-Einheiten entwickelt.['>)] Diese Idee zielte darauf ab, die TBTQ-
Einheiten an allen ihren Indanfliigeln in geeigneter Weise zu funktionalisieren, sodass
diese anschlieBend ausschlieflich in konkav-konkaver Anordnung miteinander verkntpft
werden konnen. Aufgrund der orthogonalen Ausrichtung der drei Indaneinheiten
innerhalb eines TBTQ-Molekiils ergibt sich daraus bei erfolgreicher, intermolekularer
Bindungsbildung automatisch eine Wiirfelstruktur. Neben der Einfithrung von geeigneten
funktionellen Gruppen, die eine chemische Verkniipfung mit weiteren TBTQ-Bausteinen
ermoglichen, ist zum Finen ein (3-symmetrisches Substitutionsmuster — eine
Grundvoraussetzung fir die gewiinschte, strikte konkav-konkave Orientierung der
TBTQ-Einheiten. Zum Anderen muss das substituierte TBTQ optisch rein sein, damit es
zu keiner Fehlorientierung und damit zu abweichenden Strukturen kommt
(Abbildung 3.7).1153]
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69 (Cs) 70 (Cy) 69 (Cy) 69' (Cy)

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung moglicher paarweiser Anordnungen von substituierten
TBTQ-Einheiten 69 und dessen Enantiomer 69¢ (jeweils C3-symmetrisch) sowie 70 (Ci-symmetrisch).

Die Reste X und Y dienen bei diesen schematischen Darstellungen lediglich als
Platzhalter fur unterschiedliche funktionelle Gruppen, tber die jeweils eine kovalente
Bindung von der Position X aus einer TBTQ-Einheit zu der Position Y aus der
benachbarten TBTQ-Einheit gebildet werden soll. Zur besseren Ubersicht sind jeweils
nur zwei der acht fir die Wirfelbildung notwendigen TBTQ-Einheiten abgebildet, deren
Verkniipfung durch die roten punktierten Linien angedeutet wird.

Nur bei einer Verwendung von enantiomerenreinen TBTQ-Einheiten 69 mit
C3-symmetrischem Substitutionsmuster kommt es ausschliefllich zur Ausbildung einer
konkav-konkaven Molekilstruktur [A]. Sind die Substituenten X und Y an einer der
Indaneinheiten wie in der TBTQ-Struktur 70 vertauscht (die entsprechende symmetrische
Punktgruppe ist C1), so muss sich das Molekiil 70 fir eine Bindungsbildung zwischen X
und Y mit 69 so orientieren, dass die TBTQ-Einheiten nun konvex-konkav angeordnet
sind [B]. Die gleiche unerwiinschte Anordnung ergibt sich bei einer entsprechenden
Verkniipfung zwischen der TBTQ-Einheit 69 und seinem Spiegelbild 69¢ [C]. Eine
Formation zu einem Wiirfel ist damit nur in Fall [A] méglich, aber nicht in den Fillen [B]
und [C].

Bei dem Screening der facettenreichen Moglichkeiten zur Briickenkopf- und
Aromaten-Funktionalisierung von centro-Methyl-TBTQ (71) (einem synthetisch besser
zuginglichen TBTQ-Vertreter, verglichen mit dem unsubstituierten
Grundkorper 671156157 trafen Kuck et al. 2009 auf ein TBTQ-Derivat, welches zwar nicht
tber kovalente Bindungen einen molekularen Wiirfel ausbildete, aber im Kristallgitter in
einer  nahezu  perfekten  wirfelartigen — Molekilpackung  angeordnet — war
(Abbildung 3.8).1531  (M)- bzw. (P)-Tribrommethyltrinitro-TBTQ 72, welches ber
schrittweise Nitrierung und Bromierung ausgehend von centro-Methyl-TBTQ (71) erhalten
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wurde, bildet in kristallisierter Form supramolekulare Wiirfel aus acht assoziierten TBTQ-
Einheiten mit identischer absoluter Konfiguration aus. Dabei sind die einzelnen TBTQ-
Molekiile so angeordnet, dass deren zentrale C-Atome die Ecken des Wiirfels bilden. Die
Nitrogruppe eines Molekdils ist auf die unsubstituierte Seite einer Nitrobenzoleinheit des
benachbarten Molekiils ausgerichtet und umgekehrt.133] Dies fihrt dazu, dass die
Indanfligel nicht wie in dem Modell 68 exakt auf die Kanten des Wirfels orientiert,

sondern leicht verdreht sind.
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Derivatisierung von  centro-Methyl-TBTQ (71) und
Einheitszelle eines Einzelkristalls von Tribrommethyltrinitro-TBTQ (M)-72 (Cs-symmetrisch) assoziiert in
Form eines supramolekularen Wiirfels.[1>3]

Das Beispiel dieses supramolekularen Wirfels untermauert die FEignung von
TBTQ-Derivaten mit ihrer speziellen geometrischen Form zur Ausbildung von
molekularen, hexaedrischen Kifigen.

Finf Jahre spiter gelangen Bewerle et al., inspiriert von der strukturellen
Besonderheit der TBTQ-Derivate, die Synthese eines molekularen Wiirfels mit kovalent
verknilipften TBTQ-Einheiten.['] Das Bindeglied zwischen den TBTQ-Wirfelecken
besteht aus einer 1,4-Benzoldiboronsiure 74, welche durch Veresterung iber beide
Boronsdurefunktionalititen an die Catecholfunktionalititen von #»-Butylhexahydroxy-
TBTQ 73 gebunden wird (Schema 3.3). Unter dem Prinzip des dynamisch kovalenten
Zusammenbaus war es somit moglich, aus acht TBTQ-Molekilen und zwolf
Diboronsduremolekiilen das hexaedrische Molekiilgeriist 75 mit mittleren (53% bei
R? = H) bis hohen (94% bei R? = #-Butyl) Ausbeuten zu synthetisieren.
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HO  OH
HO.
W,
R Molsieb
olsie
8 (R s 12
(Y RoTHE
Ho—{ )= pon !
HO™ ™ ~OH
HO OH
73 74
R' = n-Butyl R2 = H, n-Butyl

Schema 3.3: Synthese eines kovalenten, molekularen Wiirfels 75 aus #-Butylhexahydroxy-TBTQ 73 und
der Diboronsiure 74.1158]

Ein Kooperationsprojekt von Chow, Cao und Kuck greift das Konzept der Koordination
von geometrisch starren Liganden an Ubergangsmetalle zur Ausbildung von
supramolekularen Gerlstverbindungen auf.l'® Die beiden Trimethylsilyl-geschiitzten
Acetyleneinheiten des enantiomerentreinen TBTQ-Bausteins (+)-76 werden stufenweise

freigesetzt und an einen Pt-Komplex gebunden (Schema 3.4).

R = n-Propyl

77

Schema 3.4: Synthese des supramolekularen Quadrats 77 ausgehend von dem enantiomerenreinen TBTQ-
Baustein (+)-76.115]

Aufgrund der Anordnung von jeweils zwei Acetyleneinheiten an einem Ptl-Kern
entstchen nach der ersten Entschitzung und Komplexierung zunichst lineare
Pt-tiberbriickte TBTQ-Dimere. Durch Abspaltung der zweiten Trimethylsilyl-

Schutzgruppe und erneuter Komplexierung zweier TBTQ-Dimere bildet sich ein
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quadratisches Molekiilgertst 77, bestehend aus vier TBTQ-Einheiten auf den Ecken und
vier Ptll-Kernen, die die TBTQ-Einheiten entlang der Kanten zusammenhalten. Die
molekulare Geometrie des Gerlsts 77 wurde mangels geeigneter Kristalle fir die
Rontgenstrukturanalyse  quantenmechanisch — simuliert. Demnach sind die  vier
TBTQ-Einheiten riumlich so angeordnet, dass die Verbindungslinien zwischen den
zentralen C-Atomen eine nahezu quadratische Fliche mit Winkeln zwischen 87 und 88°
aufspannen. Allerdings ist diese imagindre Fliche nicht eben, sondern um die
Mittelpunkte der Seitenkanten, in denen die Pt!-~Atome positioniert sind, um etwa 32°
verdrillt. Wenn auch mit dieser Anordnung von TBTQ-Einheiten kein molekularer
Wiirfel gebildet werden konnte, so unterstreichen die Ergebnisse aus diesem Beitrag
dennoch das hohe Potential der TBTQ-Derivate zur Synthese von nanoskopischen
Wirfeln.

Ein zweites Beispiel aus einem deutsch-chinesischen Kooperationsprojekt von Cao
und Kwck erdffnet eine elegante Moglichkeit zur chemischen Gertlisterweiterung eines
TBTQ-Indanfligels.] Bromtetramethyl-TBTQ-Triflat 78, dessen funktionelle Gruppen
benachbart an einem der Indanfliigel positioniert sind, ldsst sich iber mehrere
Synthesestufen einschlieBlich Arinbildung, Diels-Alder-Reaktion, Acetylenextrusion und
Epoxidreduktion mit einem zweiten TBTQ-Baustein verkniipfen (Schema 3.5). Die
beiden uber ein starres Anthracenmotiv verbricken TBTQ-Einheiten koénnen
reaktionsbedingt so ausgerichtet sein, dass deren konkave Strukturen entweder in den
gleichen Halbraum weisen (sy#-79) oder aber zueinander entgegengesetzt ausgerichtet sind
(anti-19).

anti-79 (Cyp)

Schema 3.5: Synthese von synr-bikonkavem bzw. anti-bikonkavem bis-TBTQ sy#-79 (Co-symmetrisch) und
anti-19 (Cy-symmetrisch) ausgehend von Bromtetramethyl-TBTQ-Triflat 78.1160

Das bis-TBTQ sy#-79 mit syn-bikonkaver Anordnung hat die raumliche Geometrie einer
molekularen Wirfelkante. Durch eine entsprechende Derivatisierung an allen drei
Indanfligeln einer TBTQ-Einheit ist Gber diesen Reaktionspfad eine Erweiterung des
TBTQ-Gertsts in alle drei Raumrichtungen und damit die Ausbildung eines kovalenten,

molekularen Wiirfels mit starren Kanten denkbar.
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Die verschiedenen Moglichkeiten zur Funktionalisierung von TBTQ (67) und die
bisherigen synthetischen Erfolge im Bereich der Geriistverbindungen unterstreichen das
hohe Potential dieser Verbindungsklasse fiir den Aufbau von (supra)molekularen Kifigen,
insbesondere in Wiirfelform. Die Entwicklung und die Charakterisierung weiterer, dhnlich
aufgebauter Strukturmotive werden daher einen interessanten Einblick in die Vielseitigkeit

dieser ungewohnlichen Gertistverbindungen liefern.

3.2 Motivation und Zielsetzung

Die Synthese von molekularen Kifigverbindungen ist geprigt von der Vielseitigkeit ihrer
Strukturmotive. Der Aufbau der nanoskopischen Gertste erfolgt iiber die relative,
raumliche Fixierung von dreidimensionalen, starren Bausteinen. Der Zusammenhalt
dieser Bausteine im Netzwerk kann sowohl kovalenter als auch koordinativer Natur
sein.[138:142] Insbesondere die raumliche Struktur von TBTQ (67) und seiner Derivate mit
ithren orthogonal zueinander ausgerichteten Indanfliigeln eignet sich zur Synthese von
molekularen Gertistverbindungen in Kafigform.[151]

Die Einfithrung von funktionellen Gruppen an die aromatische Peripherie des
TBTQ-Gertsts ist gut etabliert.153] Sie stellt die Ausgangsposition fiir die kovalente
Verkniipfung mehrerer TBTQ-Einheiten dar. So sind abhingig von den Funktionalititen
ganz unterschiedliche Ansitze fiir den Aufbau einer molekularen Kifigstruktur denkbar.
Einer dieser Ansitze fokussiert sich auf die Verkniipfung der TBTQ-Bausteine iber
Sauerstoffbriicken.[191l Das Bindeglied ist in diesem Fall eine Dioxineinheit. Daraus ergibt
sich das hypothetische Modell eines Wirfels 80, bei dem acht TBTQ-Einheiten
ausschlieBlich in gegenseitiger syn-konkaver Ausrichtung tber zwolf Dioxinbriicken
verkntpft sind (Abbildung 3.9).

Abbildung 3.9:  Hypothetisches Modell eines TBTQ-Wiirfelgeriists 80 mit Dioxin-verbriickten
Indanfligeln.
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Fir einen vereinfachten Ansatz liegt es nahe, zunichst einmal die Verknipfung von
lediglich zwei TBTQ-Einheiten iiber eine Dioxinbriicke nidher zu betrachten. Somit muss
das TBTQ-Gertlist nur an einem seiner drei Indanfliigel mit geeigneten funktionellen
Gruppen ausgestattet werden. Eine gingige Methode fiir die Ausbildung der gewiinschten
Diarylethereinheit ist die Kupplung von Arylhalogeniden mit Phenolen. Die Literatur fir
die Bildung der Sauerstoff-Kohlenstoff-Bindung  verfiigt tUber ein breites
Methodenspektrum, welches von Ubergangsmetall-katalysierten ~Reaktionen —mit
Palladium[62,  Rhodium[®l oder Oxiden von weiteren Metallen'®4 bis hin zur
Ubergangsmetall-freien ~ Kupplung(165l  reicht.  Sehr vielseitig sind auch die
Syntheseprotokolle zur Diarylethersynthese tber eine Ullmann-artige
C-O-Kupplungsreaktion mit unterschiedlichen Kupferkatalysatoren.[%l Diese breite
Methodenpalette bestirkt den Syntheseplan zur Darstellung des Dioxin-verbriickten,
syn-bikonkaven bis-TBTQs sy#-82 tGiber eine doppelte C-O-Kupplung (Schema 3.06).

”O ) O‘”
J 7 ¢

81 (optisch rein) syn-82 (Cy,)

Schema 3.6: Syntheseplan fiir die Darstellung von Dioxin-verbriicktem, syz-bikonkavem bis-TBTQ sy»-82
als  Modellverbindung  fir  eine  Wiirfelkante  ausgehend  von  enantiomerenreinem

TBTQ-Halogenphenol 81.

Da bei der Synthese der Modellverbindung fir die ,,Wirfelkante® 82 zwei
Diaryletherbindungen gekntipft werden miussen, ist eine doppelte Funktionalisierung an
beiden TBTQ-Bausteinen essentiell. Somit mussen sowohl der Hydroxy- als auch der
Halogen-Substituent in einer geeigneten Reihenfolge an einem der Indanfliigel des
TBTQ-Gertsts eingefithrt werden. Die erstrebte syz-bikonkave riumliche Anordnung der
TBTQ-Einheiten setzt zudem voraus, dass der einzusetzende Baustein, TBTQ-
Halogenphenol 81, in optisch reiner Form vorliegt, da ansonsten auch die Bildung des
unerwinschten anti-Isomers erfolgt — analog zu den Anordnungsmoglichkeiten aus
Abbildung 3.7. Diese Art der Reaktionsfithrung wird seit jungerer Zeit als
chiralititsunterstutzte Synthese bezeichnet. Sie dient der Kontrolle der geometrischen
Struktur der Zielmolekile wihrend ihrer Synthese.[107]

Ein dhnlicher chiralititsunterstiitzter Ansatz wurde kirzlich von Cao, Chow und
Kuck vorgestellt, bei dem ein sy#-bikonkaves bis-TBTQ-Geriist 83 mit einer
Phenazinverkniipfung  tber eine  Buchwald-Hartwig-Kupplung — aufgebaut  wurde
(Schema 3.7).1198] Das dafiir benétigte enantiomerenreine TBTQ-Bromanilin 84 wurde mit

Hilfe eines chiralen Auxiliars aus dem entsprechenden Racemat gewonnen.

54



Chiralitdtsunterstiitzter Aufbau von Dioxin-verkniipften TBTQ-Einheiten

syn-83 84 (optisch rein)

Schema 3.7:  Buchwald-Hartwig-Kupplung ~ von  enantiomerenreinem  TBTQ-Bromanilin 84  zu
gyn-bikonkavem, Phenazin-verkniipftem bis-TBTQ sy»-83.1168]

Das von Greschner erarbeitete Konzept fir einen chiralititsunterstiitzten Aufbau einer
Dioxin-verknupften, TBTQ-basierten ,,Wirfelkante* 82 miindete in einem neunstufigen
Syntheseplan fir die Darstellung des optisch reinen TBTQ-Bausteins 90 ausgehend von
centro-Methyl-TBTQ (71) (Schema 3.8).1161]

Verseifung n Oxidation
Bt Sl

CH,0Ac CH,0H CHO
87 (optisch rein) 86 (optisch rein) 85 (optisch rein)

enzymatische

Racematspaltung

lodierung n
- XD
O
OH

Baeyer-Villiger-
Oxidation

88 (optisch rein) 89 (optisch rein) 90 (optisch rein)

Schema 3.8: Syntheseplan fiir die Darstellung des optisch reinen TBTQ-Bausteins 90 als Vorstufe fiir die
Dioxin-verkntipfte, TBTQ-basierte Wiirfelkante 82.1161]

Der iiberwiegende Teil der Route (acht von neun Reaktionsschritten) beschiftigt sich mit
der selektiven FEinfthrung der Hydroxyfunktionalitit, um ein enantiomerenreines
TBTQ-Phenol 89 zu erhalten. Aus dieser Zielsetzung resultierte die Uberlegung, eine
enantioselektive, enzymatische Reaktion in die Syntheseroute einzubauen. Aufgrund der
fir das Syntheseziel notwendigen OH-Funktionalitit lag es daher nahe, eine selektive
enzymatische Veresterung bzw. Esterspaltung zu nutzen, um aus einem racemischen
TBTQ-Derivat einen enantiomerenreinen TBTQ-Baustein zu erhalten. Unter
Beriicksichtigung ~ dieser Aspekte wurde die Reihenfolge der synthetischen
Reaktionsschritte wie folgt anvisiert:

Uber eine Formylierung des unsubstituierten Ausgangsmaterials 71 zum

racemischen Monoaldehyd 85 mit anschlieBender Reduktion zum primiren Alkohol 86
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und Acetylierung sollte es moglich sein, das racemische Acetat 87 zu generieren. Mittels
enzymatischer, kinetischer Racematspaltung, beispielsweise mit Lipasen, konnte daraus
das optisch reine Acetat 87 erhalten werden, welches iiber eine Esterverseifung in den
optisch reinen Benzylalkohol 86 und tiber eine selektive Oxidation in den optisch reinen
Aldehyd 85 tberfiihrbar sein sollte. Das optisch reine TBTQ-Phenol 89 sollte Gber eine
Baeyer-1illiger-Oxidation des Aldehyds 85 zum Formiat 88 und dessen Verseifung zum
Phenol 89 zuginglich sein. SchlieBlich sollte eine aromatische Monoiodierung das
enantiomerenreine lodphenol 90 liefern.

Die ersten sechs Stufen dieses Syntheseplans wurden von Greschner bereits im
Milligrammmalstab  etabliert.1]  Insbesondere  die  enzymatische, kinetische
Racematspaltung des racemischen Acetats 87 mit der kommerziell erhaltlichen Lipase B
aus  Candida antarctica (CAL-B) beglinstigte die Synthese eines enantiomerenreinen,
monosubstituierten TBTQ-Derivats. Weiterhin wurden erste Versuche zur Darstellung
von racemischem Iodphenol90 auf einer verkirzten Syntheseroute mit funf
Reaktionsschritten ohne kinetische Racematspaltung unternommen, um eine

grundsitzliche Durchfiihrbarkeit dieser Reaktionssequenz zu zeigen (Schema 3.9).[161]

Baeyer-Villiger-
Oxidation

o D QL
O - RO
o J

anti-82 (Cyp)

lodierung
—

90 (rac) syn-82 (C,,)

Schema 3.9: Syntheseplan fiir die Darstellung des racemischen TBTQ-Bausteins 90 als Vorstufe fur die
Kondensation zur Dioxin-verkniipften =~ Wirfelkante sy#2-82 und zum  ebenso  erwarteten
Diastereomer anti-82.161]

Die racemische Sequenz setzt sich ahnlich zum stereoselektiven Synthesekonzept aus
Formylierung, Baeyer-177lliger-Oxidation, Esterverseifung, aromatischer lodierung und
Ullmann-Kupplung zusammen. Aufgrund der racemischen Vorstufe 90 ist zu erwarten,
dass auf dieser Route bei erfolgreicher C-O-Kupplung aus statistischen Grinden im
letzten Reaktionsschritt neben dem erwtnschten gy»-bikonkaven Dioxin sy7-82 auch das
unerwinschte anti-bikonkave Dioxin an#-82 gebildet wird.

Basierend auf den Ergebnissen von Greschner ist es das Ziel dieser Arbeit, durch
Verzahnung der racemischen Syntheseroute mit dem enzymatischen Synthesekonzept
(Schema 3.8) erstmalig ecinen enantioselektiven Reaktionspfad zur Darstellung des

syn-bikonkaven Dioxins sy#-82 zu etablieren. Fine weitere, interessante Fragestellung
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bezieht sich auf die Charakterisierung dieser neuen Gerlstverbindung sy#-82, deren
tatsichliche Geometrie bestenfalls mit einer Rontgenstrukturanalyse aufgeklirt werden
konnte. Dartiber hinaus stellt die Suche nach einer verkirzten Syntheseroute fiir diesen
linglichen Reaktionspfad aus insgesamt zehn konsekutiven Reaktionen eine lohnenswerte

Herausforderung dar.

3.3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.1 Darstellung einer bis-TBTQ-Wirfelkante mit racemischen Vorstufen

Die Synthese des Zielmolekiils sy7-82 mit seinen Dioxin-verbriickten TBTQ-Einheiten als
Modellverbindung fiir eine molekulare Wirfelkante wurde zunichst auf dem von
Greschner erarbeiteten Reaktionspfad mit racemischen Molekiilbausteinen (Schema 3.9)
angestrebt. Die dazu benétigte Ausgangsverbindung, centro-Methyl-TBTQ (71), wurde
nach dem Protokoll von Kuck synthetisiert.[157]

Die Einfthrung einer Aldehydfunktion an die aromatische Peripherie von
centro-Methyl-TBTQ (71) gelang Gber eine Rieche-Formylierung (Schema 3.10). Angelehnt
an die Originalvorschrift  von  Riechd!™  wurde die  Formylierung — mit
Dichlormethylmethylether durchgefiihrt, welcher mit TiCly fir einen -elektrophilen
Angriff an eines der aromatischen Systeme von TBTQ 71 aktiviert wurde.[171] Uber die
Stéchiometrie der Reagenzien und eine entsprechend hohe Verdinnung des
Reaktionsansatzes konnte die Synthese so gesteuert werden, dass an jedem
TBTQ-Molekil hauptsichlich nur eine Aldehydfunktion eingebaut wurde. Die selektive
Funktionalisierung an der duleren Peripherie von TBTQ 71 lisst sich durch die sterisch
einfachere Zuginglichkeit des aktivierten Ether-TiV-Komplexes an diese Position

erklaren.[172]

CIYO\
& (5Aq)

TiCls (1.3 Aq.)
CH2C|2
0°C~RT,24h

4l rac-85
69%

Schema 3.10: Rieche-Formylierung von centro-Methyl-TBTQ (71) mit TiCly und Dichlormethylmethylether
zu racemischem Formyl-TBTQ #a¢-85.11¢%)

Nach wissriger Aufarbeitung des Formylierungsansatzes und sdulenchromatographischer
Aufreinigung wurde der Monoaldehyd 85 als racemisches Gemisch mit einer im Vergleich
zur Literaturausbeute von 56%I199 erhéhten Ausbeute von 69% isoliert. Desweiteren
wurde bei der Aufreinigung des Rohproduktes neben nicht identifizierten
Verunreinigungen hauptsachlich nicht umgesetztes Edukt 71 (28%) zurtickgewonnen.
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Die Bildung und Isolierung des Formyl-TBTQs ra-85 konnte durch 'H-NMR-
Spektroskopie eindeutig belegt werden (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum des isolierten Monoaldehyds 72c-85 aus der
Rieche-Formylierung von centro-Methyl-TBTQ (71) in CDCl; mit Zuordnung einiger markanter Signale.

Besonders auffillig ist hier das charakteristische Aldehydsingulett bei einer Verschiebung
von 9.96 ppm. Der elektronische Finfluss der eingefithrten Aldehydfunktionalitit wirkt
sich besonders auf die Protonen an dem substituierten Aromaten aus, die als Singulett bei
7.95 ppm und als zwei Dubletts bei 7.71 bzw. 7.60 ppm resonieren. Die beiden
unsubstituierten aromatischen Kerne erzeugen Multipletts bei 7.50, 7.45 und 7.22 ppm.
Gegeniiber der Ausgangsverbindung 71 sind zudem nicht nur die Signalmuster fir die
aromatischen Protonen vergleichsweise komplexer. Auch die Briickenkopfprotonen
resonieren nicht mehr isochron, sie spalten sich zu drei dicht beieinander liegenden
Singuletts zwischen 4.53 und 4.52 ppm auf. Die zentrale Methylgruppe erzeugt ein
Singulett bei einer Verschiebung von 1.71 ppm. Die erfolgreiche Synthese von
Formyl-TBTQ 72--85 konnte auch mittels Massenspektrometrie (MS) untermauert
werden. Das gemessene m/z-Verhiltnis von 323.3 stimmt mit der Molekularmasse des
protonierten Produkts ([85+H]*) Gberein.

In der darauffolgenden Synthesestufe wurde der Aldehyd rac-85 tber eine Baeyer-
Villiger-Oxidation mit dem fiir diese Reaktion hiufig verwendeten Reagenz 7-CPBAI[73] in
das Formiat rac-88 tuberfihrt (Schema 3.11). Da die Reaktion in Vorversuchen auch mit
einem Uberschuss Persiure nur langsam und stets unvollstindig ablief,161 wurde das
Reagenz in zwei gleiche Portionen aufgeteilt und die zweite Halfte erst nach einer
Reaktionszeit von 48 h hinzugefiigt. Erfreulicherweise verlief die Baeyer-1"illiger-Oxidation
gemal den Befunden zum Reaktionsverlauf von elektronenreichen Benzaldehyd-

Derivaten, bei denen entgegen der im Allgemeinen héheren Wanderungstendenz von H
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gegeniiber Phenyl das Formiat und nicht die Carbonsiure gebildet wird.'’* So wurde
nach der saulenchromatographischen Aufreinigung des Reaktionsansatzes das
Formiat 72,--88 mit einer moderaten Ausbeute von 48% erhalten. Zusitzlich wurde
allerdings auch das Phenol 72,-89 mit 16% Ausbeute isoliert, welches durch die direkte
Verseifung des Formiats 88 entstanden sein muss. Eine teils spontane Verseifung des
gebildeten Formiats zum Alkohol je nach den Reaktionsbedingungen der Baeyer-1"7lliger-

Oxidation ist ebenfalls in der Literatur beschrieben.[174]

_m-CPBA (7 Aq.)_
O“O O“O
0°C~RT,72h

OCHO
rac-88 rac-89
48% 16%
Schema 3.11:  Baeyer-1/illiger-Oxidation von Formyl-TBTQ 785 mit »CPBA zu racemischem

TBTQ-Formiat 72,-88 und TBTQ-Phenol 7a¢-89.1161

Sowohl das TBTQ-Formiat 72c-88 als auch das TBTQ-Phenol rac-89 waren mittels
NMR-Spektroskopie und MS eindeutig charakterisierbar. Der Vergleich der TH-NMR-
Spektren von beiden Produkten spiegelt die strukturellen Unterschiede von Formiat 88
und Alkohol 89 deutlich wider (Abbildung 3.11). Das markante Singulett des
Formiatprotons aus 88 bei einer Verschiebung von 8.27 ppm ist im Spektrum des
Phenols 89 nicht vorhanden, wohingegen das breite Singulett bei 4.60 ppm in diesem
Spektrum die Anwesenheit eines Hydroxyprotons bestatigt. Wahrend die acht Protonen
der unsubstituierten Kerne in beiden Verbindungen als Multipletts zwischen 7.46 und
7.38 sowie zwischen 7.21 und 7.18 ppm bei etwa gleicher Verschiebung resonieren, liegen
besonders die Signale der aromatischen Protonen der substituierten Benzolkerne bedingt
durch den unterschiedlich starken elektronischen Einfluss der Formiat- bzw. Hydroxy-
Funktionalitit zueinander deutlich verschoben. Der —M-Effekt des Formiatsubstituenten
bewirkt auf die benachbarten ortho- und meta-Protonen eine Tieffeldverschiebung der
Signale von 0.17 bis 0.30 ppm verglichen mit den Protonen in Nachbarschaft zum
Hydroxysubstituenten mit einem +M-Effekt. Im Spektrum von Phenol 89 sind diese
Signale separiert und daher eindeutig zuzuordnen. Das Dublett bei 7.27 ppm, dessen eine
Hilfte mit dem Losungsmittelsignal zusammenfillt, wird von dem efa-Proton erzeugt.
Das direkt benachbarte or#ho-Proton resoniert als Doppeldublett bei 6.66 ppm und das
isolierte ortho-Proton auf der anderen Seite der OH-Funktionalitit erzeugt ein Dublett bei
0.89 ppm. Die Zuordnung der Signale wurde durch die Auswertung von
2D-NMR-Experimenten unterstiitzt. Im Spektrum des Formiats 88 ist von den Signalen
der aromatischen Protonen am substituierten Kern nur das Doppeldublett bei 6.95 ppm
eindeutig erkennbar. Es ldsst sich dem Proton in ortho-Position des Substituenten an der
dufleren Aromatenperipherie zuordnen. Die beiden anderen Protonen des substituierten
Rings fallen mit den Signalsitzen der acht Protonen der beiden unsubstituierten

Benzolkerne zusammen.
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Abbildung 3.11: Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren des isolierten TBTQ-Formiats 72c-88 (oben) und
des TBTQ-Phenols 7ac-89 (unten) aus der Bagyer-1"illiger-Oxidation von Formyl-TBTQ ra¢-85 in CDCl3 mit
Zuordnung einiger markanter Signale.

Das isolierte Formiat 88 zersetzte sich bei seiner Lagerung langsam zu Phenol 89. Die
Labilitit konnte durch eine Wiederholung der 'H-NMR-Messung einer Probe des in
einem geschlossenen Glasgefial3 bei Raumtemperatur gelagerten, isolierten Formiats 72.-88
bestitigt werden. Nach einer Lagerungszeit von 25 d waren 32% des Formiats 7288 zu
Phenol 72¢-89 hydrolysiert. Da das Phenol 7ac-89 auf der geplanten Syntheseroute zum
Dioxin-verbriickten, bikonkaven bis-TBTQ sy7-82 ohnehin eine relevante Zwischenstufe
darstellt, wurde die Hydrolyselabilitit des Formiats 72--88 ausgenutzt und die Verseifung
zu Phenol 7ac-89 mit der Baeyer-1/illiger-Oxidation in einem Zweistufenprozess ohne
Isolierung der Zwischenstufe kombiniert (Schema 3.12). Fir die Verseifung von
Phenylformiaten ~ zu  den  entsprechenden  Phenolen  haben sich  milde
Reaktionsbedingungen in alkalischem Medium etabliert.'’” Daher wurde nach
Beendigung  der  Baeyer-17illiger-Oxidation  lediglich  das  Losungsmittel — des

Reaktionsansatzes entfernt und der gelbe Rickstand wurde mit wissrig-methanolischer
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Kalilauge versetzt. Aus dieser Mischung konnte nach extraktiver Aufarbeitung und
sdulenchromatographischer Aufreinigung das TBTQ-Phenol 7289 mit einer Ausbeute

von 40% isoliert werden.

a) m-CPBA (7 Aq.)
CH,Cly
0°C ?RT,96h
b) KOH (8.4 Aq.)
MeOH, H,O
RT, 23 h

rac-89
40%

Schema 3.12:  Baeyer-17illiger-Oxidation von Formyl-TBTQ 72¢-85 und alkalische Verseifung der
Formiatzwischenstufe zu TBTQ-Phenol rac-89.

Neben der NMR-spektroskopischen Analyse des Produkts, dessen 'H-NMR-Spektrum
dem unteren Spektrum in Abbildung 3.11 gleicht, bestitigt die experimentell ermittelte
exakte Masse mit einem m/z-Verhiltnis von 311.1433 ([89+H]*) mit einer Abweichung
von lediglich 0.84 ppm die Bildung des TBTQ-Phenols 72+-89. Sowohl das NMR-
Spektrum als auch die Diinnschichtchromatographie (DC) des Rohprodukts nach der
alkalischen Verseifung gaben keine Hinweise auf nicht umgesetztes Formiat 72c-88. Daher
ist davon auszugehen, dass die Verseifung unter den gewihlten Reaktionsbedingungen
quantitativ erfolgte. Durch Optimierung der Reaktionsparameter der mit der alkalischen
Esterverseifung kombinierten Baeyer-17illiger-Oxidation konnte Guntelmann im Rahmen
seiner Bachelorarbeit die Ausbeute des TBTQ-Phenols 72¢-89 auf 54% erhéhen.[170]

Die von Greschner durchgefithrten Experimente zur aromatischen Monoiodierung
bestitigten N-Iodsuccinimid (NIS) als geeignetes Reagenz zu Darstellung von TBTQ-
Iodphenol 7a¢-90 (Schema 3.13).1161]

NIS (1 Aq.)
TFA (1 Aq.)

Schema 3.13: Aromatische lodierung von TBTQ-Phenol 72--89 zu TBTQ-lodphenol rac-90 mit NIS.1161]

Angelehnt an das Protokoll von Bergstrim et al. wurde die Monoiodierung mit einem
Aquivalent NIS in Kombination mit Trifluoressigsiure (TFA) in Acetonitril realisiert.[177]
Verglichen mit den dort beschriebenen, hohen Raum-Zeit-Ausbeuten fir unterschiedlich
substituierte ~ Aromaten zwischen 80 und 100% fiel die Ausbeute des
TBTQ Iodphenols 7a¢-90 mit 46% cher moderat aus. Neben nicht reagiertem
TBTQ-Phenol rac--89, welches bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung des
Reaktionsansatzes zu 24% zuriickgewonnen wurde, trugen verschiedene Nebenprodukte,
die nicht weiter charakterisiert wurden, nicht unbetrichtlich zu dieser milligen
Produktausbeute bei.
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Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen des isolierten Materials konnte das
Iodphenol rac-90 eindeutig identifiziert werden (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum des isolierten TBTQ-Iodphenols 72¢-90 aus der
aromatischen lodierung von TBTQ-Phenol 72¢-89 in CDCl3 mit Zuordnung einiger markanter Signale.

Das "TH-NMR-Spektrum bildet wie zu erwarten neben den Multipletts zwischen 7.45 und
7.36 ppm sowie zwischen 7.26 und 7.18 ppm fir die acht aromatischen Protonen der
unsubstituierten Benzolkerne zwei Singuletts fiir die verbliebenen Protonen des zweifach
substituierten aromatischen Rings ab. Da das Proton in or#ho-Position zur Hydroxygruppe
tber den +M-Effekt dieser Gruppe einen starken elektronischen Einfluss erfahrt, ist zu
erwarten, dass dieses Proton gegentiber dem Proton in ortho-Position zur Iodfunktionalitit
Hochfeld-verschoben resoniert. Gestiitzt durch die Werte aus der Tabelle mit den
Inkrementverschiebungen von Protonen substituierter Aromatenl!’8l werden daher das
Singulett bei 7.66 ppm dem Proton in orthe-Position zum lodsubstituenten und das
Singulett bei 7.06 ppm dem Proton in ortho-Position zum Hydroxysubstituenten
zugeordnet. Des Weiteren resoniert das Proton der Hydroxygruppe als Singulett bei
5.13 ppm. Die Briickenkopfprotonen erzeugen die Signale bei 4.45 und bei 4.38 ppm,
wobei in dem Hochfeld-verschobenen Signal zwei dieser Protonen zusammenfallen.

Das racemische TBTQ-Iodphenol 72+-90 wurde schlieSlich mit einer Ulmann-
Kupplung in das Dioxin-verkntipfte bis-TBTQ 82 tberfithrt. In der Literatur sind neben
den vielen Protokollen fiir einfache, intermolekulate Ulmann-Reaktionenll66 kaum
zweifache, kreuzweise Ullmann-Kupplungen von ortho-Halogenphenolen zur Ausbildung
von Dibenzo-1,4-dioxinen beschrieben. Afzali et al. stellten ein Reaktionssystem mit
stochiometrischen Mengen (Phenylethinyl)kupfer! vor, mit dem sie zwei Molekdle
ortho-Bromphenol in moderaten Ausbeuten zum Dioxin verknipfen konnten.l'”l Der

dquimolar benotigte Kupferkomplex macht die Reaktionsvorschrift allerdings eher
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uninteressant. Mit einem Katalysatorsystem aus Kupfer! und Eisen™ synthetisierten
Zhou et al.  ausgehend  von  ortho-Diiodbenzol ~ und  Brenzcatechin  ebenfalls
Dibenzo-1,4-dioxin, allerdings auch nur in einer geringen Ausbeute von 18% nach einer
Reaktionszeit von 7 d.180 Eine kreuzweise doppelte Ulmann-artige Verknipfung von
zwel ortho-lodphenolbausteinen ist in der Literatur bisher nicht beschrieben. Auf der
Suche nach ecinem geeigneten, leicht zuginglichen Kupferkatalysator fir dieses
Synthesevorhaben fand Greschner eine Vorschrift von Kalinin et al., in der der kommerziell
erhiltliche Kupfer!-Komplex Cu(MeCN)4PFs in effektiver Weise verwendet wurde, um
aus Jodaromaten und Phenolen in mafligen bis exzellenten Ausbeuten zwischen 47% und
97% die entsprechenden Diarylether zu synthetisieren.l'6L181] Diese Vorschrift wurde auf
das TBTQ-Iodphenol rac-90 angewandt (Schema 3.14).

Cu(MeCN,)PFg (20 mol%) O O
Cs,CO3 4Aq
0 o] - RO On"
Xylol ‘
140 °C, 48h O O

rac-90 anti-82 (Cpp,) syn-82 (Cyy)

Schema 3.14: Ullmann-Kupplung von TBTQ-Iodphenol 72--90 mit dem Katalysator Cu(MeCNy)PFs zu
den Dioxin-verkniipften bis-TBTQs a##-82 und syn-82.

Die  Ullmann-Kupplung wurde analog zum Literaturprotokolll!8!l unter inerten
Reaktionsbedingungen mit 20 mol% des Kupfer!-Katalysators und Cs2COs3 als Base in
siedendem Xylol-Isomerengemisch bei 140 °C durchgefithrt. Uber den Verlauf der
48-stiindigen Reaktionszeit triibte sich die Reaktionsmischung und sie verinderte ihre
Farbe von orange-gelb nach braun-schwarz. Nach Filtration, Waschen des Filterkuchens
und Entfernen des Losungsmittels von Filtrat und Waschlésung wurde der Riickstand
sdulenchromatographisch aufgereinigt. Dabei eluierte nur eine Fraktion, dessen 'H-NMR-
Analytik neben nicht zuordenbaren Signalen von Verunreinigungen aufgrund von
doppelten Signalsitzen mit gleichen Integralverhiltnissen von etwa 70:30 auf eine
Mischung von anti- und syn-bis-TBT(Q 82 hindeutete. Diese ungleiche Bildung kénnte
durch energetisch unterschiedliche, diastereomere Ubergangszustinde hervorgerufen
werden. Dabei liegt die Vermutung nahe, dass die an#-Anordnung gegentiber der syn-
Anordnung aufgrund einer moglicherweise geringeren Repulsion bei der Annidherung
zweier TBTQ-Einheiten thermodynamisch beglinstigt ist und daher bevorzugt gebildet
wird. Eine genaue Zuordnung der Signale zu den an#- und syn-Isomeren war jedoch allein
anhand der NMR-Analytik nicht méglich.

Bei anschlieBenden DC-Experimenten mit C18-Kieselgel zeigte sich, dass die tiber
die  normal phase-Siulenchromatographie  erhaltene  Produktmischung auf dem
reversed phase-Material mehrere Flecken erzeugte. Die daraus resultierende Hoffnung, die
beiden Isomere sy#-82 und an#-82 mittels C18-Saulenchromatographie trennen zu
konnen, wurde teilweise erfillt. Zumindest das zuerst eluierende der beiden Isomere

wurde mit einer Ausbeute von 7% rein erhalten. Das anschlieBend eluierende Isomer
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konnte dahingegen nur in angereicherter Form in einer 7:3-Mischung mit dem zuvor
cluierenden Isomer in einer Ausbeute von 2% (beide Isomere zusammen) erhalten
werden. Die geringe Gesamtausbeute von insgesamt 9% spiegelt die offenbare
Ineffektivitit der in der Literatur bisher wenig beschriebenen zweifachen, kreuzweisen
Ullmann-Kupplung wider.17%1801 Anhand der zahlreichen Signale im NMR-Spektrum des
Rohmaterials und der vielen DC-Flecken lisst sich mutmallen, dass das Edukt zwar
weitgehend umgesetzt wurde, jedoch wurden hieraus uberwiegend oligomere
Nebenprodukte gebildet.

Abgesehen von den geringen Ausbeuten lie3 sich die erfolgreiche Bildung der bis-
TBTQ-Dioxin-Struktur 82 unter den gewahlten Reaktionsbedingungen mittels NMR-
Spektroskopie und MS erfreulicherweise eindeutig belegen. Fir eine konkrete Aussage
tber die absolute Konfiguration des dominiert gebildeten und isolierten Isomers ist ein
Vergleich mit dem ausschlieBlich zu erwartenden syz-Endprodukt 82 aus der
enantiomerenreinen Syntheseroute notwendig. Die Diskussion zur Analytik des isolierten
Produkts aus der racemischen Syntheseroute erfolgt daher sinnvollerweise zusammen mit
der Diskussion iber das Produkt aus der chiralititsunterstiitzten Syntheseroute im

folgenden Kapitel.

3.3.2 Darstellung einer bis-TBTQ-Wirfelkante mit enantiomerenreinen Vorstufen

Fir die gezielte Synthese des syz-bikonkaven, Dioxin-verbriickten bis-TBTQs sy7-82
wurde der von  Greschner entworfene  chiralititsunterstitzte  Syntheseplan(i¢l]
(vgl. Schema 3.8) aufgegriffen. Die ersten sechs Reaktionsschritte dieser Syntheseroute
wurden von Greschner bereits erfolgreich etabliert.['] Im Rahmen ihrer Bachelorarbeit
gelang es Ihrig, die ersten Synthesestufen bis zum enantiomerenreinen Schliisselbaustein
TBTQ-Benzylester (P)-87 in vergroBerten Ansitzen im Multigrammmalstab darzustellen
(Schema 3.15).[182]

CI\(O\
al (1.5Aq.)
TiCls (1.2 Aq.) AcCl
CH,Cl, Pyridin
0°C~>RT,24h 110 °C, 15 min
7
0 o
o | (Y Y
osphatpuffer (50 mM, pH 7.0), MTBE O O O CH,OH
50°C,14h
CHZOAC
(P)-87 (M)-86
42% A7%
>99% ee 99% ee

Schema 3.15:  Synthese von enantiomerenreinem TBTQ-Benzylester (P)-87 im  vergroBerten
Labormal3stab ausgehend von centro-Methyl-TBTQ (71).182]
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Die Syntheseroute wurde mit 7.0 g des Startmaterials centro-Methyl-TBTQ (71) begonnen,
dies entspricht der 3.5-fachen Menge der in der Literatur beschriebenen Ansatzgrof3e.[16]
Die Rieche-Formylierung gelang in dieser GroB3enordnung mit einer leicht verringerten
Ausbeute des Formyl-TBTQs 72c-85 von 47%. Dahingegen erfolgte die Reduktion der
Aldehydfunktionalitit mit LiAlHs4 mit einer guten Ausbeute von 80% des TBTQ-
Benzylalkohols 72¢-86. Die darauffolgende Acetylierung zum TBTQ-Benzylester rac-87
war mit einer Ausbeute von 81% dhnlich effektiv. Aus dieser Reaktionssequenz konnten
schlief3lich 4.1 g des Esters rac-87 erhalten werden, die in einem einzigen Ansatz fur die
kinetische Racematspaltung mit immobilisiertem Enzym CAL-B verwendet wurden.
Unter den optimierten Reaktionsbedingungen wurde die biokatalytische selektive
Esterverseifung somit in  siebenfacher  AnsatzgréBe ohne  Ausbeute- und
Selektivititsverlust durchgefiihrt. In einem Zweiphasensystem aus Phosphatpuffer und
Methyl-zer#-butylether (MTBE) wurde Uber den Reaktionsverlauf von 14 h bei 50 °C nur
das (M)-Enantiomer des Benzylesters 87 verseift, sodass der TBTQ-Benzylalkohol (M)-86
in einer Ausbeute von 47% und einem sehr hohen Enantiomereniiberschuss (e¢) mit
einem ¢e-Wert von 99% sowie der TBTQ-Benzylester (P)-87 mit einer Ausbeute von 42%
und einem exzellenten e-Wert von >99% mittels Sdulenchromatographie isoliert
wurden.['82 Da der enantiomerenreine TBTQ-Benzylester (P)-87 mit einem hoéheren,
nahezu perfekten ee-Wert isoliert werden konnte, diente dieser als Grundlage fiir die
weitere Entwicklung des Syntheseplans zur chiralititsunterstiitzten Darstellung der bis-
TBTQ-basierten Wiirfelkante sy7-82.

Die alkalische Verseifung des TBTQ-Benzylesters (P)-87 wurde unter
Standardreaktionsbedingungen mit Kaliumhydroxid in einem Wasser-Methanol-Gemisch

durchgefithrt und lieferte in hoher Ausbeute von 94% den enantiomerenreinen
TBTQ-Benzylalkohol (P)-86 (Schema 3.10).

l'l KOH (8 Aq.) l'l
Ry e, SR
100°C > RT, 24 h
CH,0Ac CH,OH

(P)-87 (P)-86
94%

Schema 3.16:  Alkalische  Verseifung  von  TBTQ-Benzylester (P)-87 mit KOH  zu
TBTQ-Benzylalkohol (P)-86.11¢%]

Das nach extraktiver Aufarbeitung erhaltene Produkt (P)-86 war so rein, dass es ohne
weitere Aufreinigung weiterverwendet werden konnte. Die 'H-NMR-spektroskopische
Analyse des Produkts bestitigte die erfolgreiche Bildung des TBTQ-Benzylalkohols (P)-
86 (Abbildung 3.13). Die Signale der drei Protonen des substituierten Benzolkerns fallen
mit den Multipletts der acht weiteren aromatischen Protonen zwischen 7.47 und
7.42 ppm sowie zwischen 7.21 und 7.18 ppm zusammen. Dies wird durch die

Integralgrof3e der aromatischen Signale mit einer Gesamtsumme von elf Protonen im
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Vergleich zu der IntegralgroBle der restlichen Signale bekriftigt, auch wenn die
aromatischen Signale im Einzelnen nicht eindeutig zuordenbar sind. Die benzylischen
Protonen erzeugen ein Singulett bei 4.64 ppm und die Briickenkopfprotonen resonieren

bei 4.48 ppm (eines der drei Protonen) und bei 4.47 ppm (zwei der drei Protonen).
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Abbildung 3.13: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum des isolierten TBTQ-Benzylalkohols (P)-86 aus
der alkalischen Esterverseifung des TBTQ-Benzylesters (P)-87 in CDCls; mit Zuordnung einiger markanter
Signale.

In der darauffolgenden Reaktion wurde der TBTQ-Benzylalkohol (P)-86 mit einer
Swern-Oxidation selektiv zu TBTQ-Aldehyd (P)-85 oxidiert (Schema 3.17).1183 Mit den
dafiir typischen Reaktionsbedingungen bei —78 °C unter Verwendung der Reagenzien
Oxalylchlorid und Dimethylsulfoxid (DMSO) wurde der Aldehyd (P)-85 in hoher

Ausbeute von 94% isoliert.

(0]

cl )
Cl)Sf (2.1 Aq.)
W, o
DMSO (4.1 Aq.)
n NEt; (16 Ag.)
—_—
Y oHo0n
-78 °C, 2.5 h
CH,OH

(P-86

Schema 3.17: Swern-Oxidation von TBTQ-Benzylalkohol (P)-86 zu TBTQ-Aldehyd (P)-85.11¢]

Auch in diesem Fall bestitigte die Analytik, dass es sich bei dem isolierten Produkt um
den TBTQ-Aldehyd (P)-85 handelt. Das TH-NMR-Spektrum gleicht dem des racemischen
Vertreters rac-85 in Abbildung 3.10. Die hohe Enantiomerenreinheit des isolierten
Produkts konnte mittels chiraler HPLC bestitigt werden. Wihrend der racemische
Aldehyd 72c-85 unter den gewihlten Chromatographiebedingungen bei Retentionszeiten
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von 18.5 und 21.5 min eluiert, erzeugte der enantiomerenreine Aldehyd (P)-85 nur ein
Signal bei einer Retentionszeit von 18.5 min. Die absolute Konfiguration des TBTQ-
Benzaldehyds (P)-85 konnte tber einen Vergleich des CD-Spektrums mit dem des
strukturverwandten ‘TBTQ-Acetophenons (P)-(92), dessen Stereochemie Uber die
Kristallstruktur gel6st werden konnte, abgeleitet werden.[16]

Fir die Darstellung des enantiomerenreinen TBTQ-Phenols (P)-89 wurde der
TBTQ-Benzaldehyd (P)-85 unter dhnlichen Reaktionsbedingungen wie sein racemisches
Analogon mit einer Baeyer-17illiger-Oxidation in die Formiatzwischenstufe tberfiihrt,

welche anschlieBend alkalisch verseift wurde (Schema 3.18).

1) m-CPBA (7 Aq.)
CH2C|2
0°C~RT, 89h
B

2) KOH (8.4 Aq.)
MeOH, H,O
RT,3h

(P85 (P)-89
47%

Schema 3.18:  Baeyer-17illiger-Oxidation von TBTQ-Benzaldehyd (P)-85 und alkalische Verseifung der
Formiat-Zwischenstufe zu TBTQ-Phenol (P)-89.

Der TBTQ-Alkohol (P)-89 wurde auch in diesem Fall mit einer eher moderaten Ausbeute
von 47% isoliert. Die NMR-spektroskopischen Daten gleichen denen des racemischen
Vertreters rac-89. Auch die exakte Masse der protonierten Spezies ([89+H]") mit einem
m/z-Verhiltnis von 311.1430 konnte mit einer Abweichung von 2.38 ppm sehr genau
bestimmt werden. Das Chromatogramm der chiralen HPLC vom isolierten Produkt
zeigte im Vergleich zu dem des racemischen Pendants 72c-89 (das (M)-Isomer eluiert bei
143 min, das (P)-Isomer eluiert bei 154 min) nur ein Signal bei der lingeren
Retentionszeit, dementsprechend wurde fiir das Produkt ein exzellenter ee-Wert von
>99% erreicht. Der gemessene spezifische Drehwinkel off von —61° ist ein
unterstiitzendes Indiz  fiir die optische Aktivitit des enantiomerenreinen
TBTQ-Alkohols (P)-89.

Das in der Syntheseroute darauffolgende TBTQ-Iodphenol (M)-90 bildet die
enantiomerenreine Vorstufe auf dem Reaktionspfad zur chiralititsunterstitzten
Darstellung  des  bis-TBTQ-Dioxins sy»-82.  Die  aromatische lodierung  des
TBTQ-Alkohols (P)-89 erfolgte mit NIS analog zu den Reaktionsbedingungen in der

racemischen Syntheseroute (Schema 3.19).

e

_TFA(1Aq)_
" weon 00
RT, 24 h

(P)-89 (M)-90
53%

Schema 3.19: Aromatische Iodierung von TBTQ-Phenol (P)-89 zu TBTQ-lodphenol (M)-90 mit NIS.
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Die DC-Analytik des nach wissriger Aufarbeitung der Reaktionsmischung erhaltenen
Materials deutet mit insgesamt sechs Flecken neben dem gewiinschten Produkt 90 auf
einige Verunreinigungen hin. Diese nicht weiter charakterisierten Nebenprodukte
konnten mittels Sdulenchromatographie entfernt  werden, sodass das
TBTQ Iodphenol (M)-90 mit einer Ausbeute von 53% isoliert wurde.

Auch hier lieferten sowohl die Ergebnisse aus der massenspektrometrischen
Untersuchung als auch die hohe Ahnlichkeit der NMR-Spektren zu denen des
racemischen Analogons 7a¢-90 einen klaren Strukturbeleg fiir das isolierte Produkt (vgl.
Abbildung 3.11). Der spezifische Drehwinkel off von +60° des TBTQ-Iodphenols
(M)-90 zeigt im Vergleich zu seiner Vorstufe (P)-89 eine entgegengesetzte Drehrichtung
des polarisierten Lichtes an. Dies steht im Einklang zu der wechselnden M/P-
Nomenklatur des inhdrent chiralenl!84 TBTQ-Bausteins, die sich aufgrund der
Priorisierung der aromatischen Substituenten I und OH andert.

Mit einer Ulmann-Kupplung wurden analog zum oben beschriebenen
Verfahrenl!81] schlieBlich zwel Molekiile des enantiomerenreinen
TBTQ-Iodphenols (M)-90 tber eine zweifache C-O-Bindungsbildung miteinander
verkniipft (Schema 3.20).

O Cu(MeCN)PFs (20 mol%) O O
C52C03 4 Aq) le)
n Molsieb Q‘O O'ﬁ
.. Xylol . ‘
O O ' 140 °C, 49h O © O
OH
(M)-90 syn-82 (Czy)

10%

Schema 3.20: Ullmann-Kupplung von TBTQ-lodphenol (M)-90 mit dem Katalysator Cu(MeCNy)PFs zu
dem syn-bikonkaven, Dioxin-verkniipften bis-TBTQ sy»-82.

Da aufgrund der Enantiomerenreinheit des TBTQ-Iodphenols (M)-90 bei dieser Reaktion
nur das syn-bikonkave, Dioxin-verkniipfte bis-TBTQ sy7-82 zu erwarten war, wurde das
Rohprodukt aus der Reaktionsmischung lediglich  mittels  normal  phase-
Siulenchromatographie zur Entfernung der Verunreinigungen aufgereinigt. Anstelle der
reversed phase-Siulenchromatographie wurde in diesem Fall der so erhaltene gelbe Feststoff
mit eiskaltem Acetonitril gewaschen. Zurlick blieb ein farbloser Feststoff, dessen
NMR-Analytik die erfolgreiche Bildung und Isolierung des bis-TBTQs 82 verifizierte. Die
Ausbeute liegt mit 10% im vergleichbaren Bereich zu der Gesamtausbeute von syz- und
anti-82 aus dem racemischen Ansatz. Auch hier lisst sich dieser geringe Wert mutmallich
mit einer vorwiegenden Bildung von oligomeren Nebenprodukten erkliren. Der
Vergleich der 'H-NMR-Spektren der isolierten Endprodukte der racemischen und
enantiomerenreinen Syntheserouten bestitigt, dass mit dem racemischen Ansatz das
anti-bikonkave, Dioxin-verbriickte bis-TBTQ an#-82 dominiert gebildet und rein isoliert
wurde, wihrend aus der chiralititsunterstitzten Synthese mit optisch reinen
TBTQ-Bausteinen ausschlief3lich sy7-82 gebildet werden konnte (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren der isolierten gyz- und anti-bikonkaven,
Dioxin-verkntipften bis-TBTQs sy#-82 (oben) und an#-82 (unten) aus der zweifachen Ulmann-Kupplung
des TBTQ-Iodphenols (M)-90 bzw. 7290 in CDCl; mit Zuordnung der Signale.

Die beiden 'H-NMR-Spektren zeigen untereinander verglichen kleine, aber signifikante
Unterschiede in der Verschiebung der jeweiligen Signale. Generell erzeugen die
aromatischen Protonen beider Isomere jeweils vier Signale, davon drei Multipletts fiir das
ABCD-Spinsystem der vier dquivalenten dufleren Benzolkerne und ein Singulett fir die
beiden dquivalenten inneren Benzolkerne. Die nach aullen gerichteten aromatischen
Protonen (A) nahe der duBleren Bucht erzeugen das am weitesten im Tieffeld liegende
Multiplett bei 7.42 ppm fiir das syn-bis-TBTQ sy#-82. Das Multiplett bei 7.32 ppm wird
den aromatischen Protonen () nahe der inneren Bucht zugeordnet. Noch weiter im
Hochfeld resonieren die Protonen (®) der dul3eren aromatischen Peripherie als Multiplett
bei 7.16 ppm. Die aromatischen Protonen (4) der Kerne an der Dioxinbriicke erzeugen
aufgrund ihrer direkten Nachbarschaft zur Elektronen-schiebenden Etherfunktion ein
Hochfeld-verschobenesl!78 Singulett bei 6.84 ppm.
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Im Spektrum des Diastereomers an#-82 liegt interessanterweise nur das Signal der
Protonen () der Dibenzodioxin-Untereinheit noch weiter im Hochfeld bei 6.82 ppm,
wahrend die Signalsitze der aromatischen Protonen (A, € und ™) des
ABCD-Spinsystems verglichen zu dem syz-Isomer um 0.02-0.04 ppm allesamt Tieffeld-
verschoben resonieren. Das einzige flir beide Isomere isochrone Signal ist das Singulett
bei 4.43 ppm, welches von den Briickenkopfprotonen (® und @) an der duBleren Bucht
erzeugt wird. Das Singulett der vier inneren Brickenkopfprotonen (* und #) liegt
Hochfeld-verschoben bei 4.33 ppm fur sy#-82 bzw. bei 4.31 ppm fir an#-82. Das
Singulett der zentralen Methylgruppen zeigt im Vergleich der beiden Isomere den
gleichen Trend: Das Signal von an#-82 liegt bei 1.64 ppm und damit um 0.02 ppm weiter
im Hochfeld als das Signal von sy#-82. Die Zuordnung der Signale konnte durch
Unterstitzung von 2D-Experimenten eindeutig erfolgen. Die 'BC-NMR-Spektren der
beiden Diastereomere sind kaum unterscheidbar.

Da die absolute Konfiguration des Zielmolekils sy7-82 mittels TH-NMR nicht
belegt werden kann, wurde das aus der Ulmann-Kupplung mit dem enantiomerenreinen
TBTQ-Baustein (M)-90 gewonnene Material fur eine rontgenkristallographische Analyse
unterschiedlichen Kiristallisationsversuchen unterzogen. Nach mehreren Anliufen mit
verschiedenen Losungsmittel(gemische)n und Verdunstungs- bzw. Diffusionsmethoden
konnten kleine, farblose Kiristalle erhalten werden, die sich aus einer
Dichlormethan/Methanol-Losung mit einem Volumenverhiltnis von 20:1 nach sehr
langsamer Verdunstung des Losungsmittelgemisches bildeten. Mittels
Rontgenstrukturanalyse  dieser Kiristalle konnte die gyn-bikonkave Struktur des
Dioxin-verkniipften bis-TBTQs s7-82 eindeutig belegt werden (Abbildung 3.15).185 Die
Probe wurde von Newmann vermessen und die Berechnung und Auswertung der Daten

wurde von Stammler durchgefihrt.

Abbildung 3.15: Mittels Roéntgenstrukturanalyse bestimmtes Kalottenmodell des sy#-bikonkaven,
Dioxin-verkntipften bis-TBTQ-Dichlormethan-Addukts sy#-82-CH2Cl, aus seitlicher Perspektive (links)
bzw. mit Sicht von unten in die Héhlung (rechts).l8%

Das Kalottenmodell zeigt eindeutig die syz-bikonkave Struktur des Molekiils mit einer
nahezu perfekten Cz-Symmetrie. Die Struktur erinnert wie zuvor prognostiziert an ein
Modell einer Wirfelkante, die allerdings einen leichten Knick hat. Die von den
Benzolkernen an der Dioxineinheit aufgespannten Flichen sind um die
Disauerstoffbriicke in Richtung der Héhlung des Molekils um 17.57° leicht nach innen
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gebogen, ganz im Kontrast zu der planaren Struktur des unsubstituierten Grundkérpers
Dibenzo-1,4-dioxin.[18 Innerhalb der Héhlung eines jeden bis-TBTQ-Molekiils befindet
sich ein Dichlormethan-Molekil, dessen Chloratome in Richtung der TBTQ-Einheiten
ausgerichtet sind. Das Gastmolekil des Wirt-Gast-Addukts sy7-82-CH2Cl, liegt allerdings
nicht mittig in der Héhlung, Es ist mit Abstinden von 3.579-4.003 A zum niherliegenden
Schwerpunkt der drei Benzolkerne einer TBTQ-Untereinheit leicht verschoben. Der
Vektor zwischen den Chloratomen des Gastmolekils liegt parallel zu der
Verbindungsachse der zentralen Kohlenstoffatome von beiden TBTQ-Einheiten.

Zwei syn-82:CH2Clo-Addukte bilden stets eine dimere Einheit, bei der die
Hoéhlungen  der  dreidimensionalen  Gertistverbindungen — zueinander — zeigen
(Abbildung 3.16).

&C
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Abbildung 3.16:  Stdbchenmodell von zwei Molekilen sy#-82-CH>Cl, mit Sicht entlang der
Verbindungsachse der zentralen Kohlenstoffatome beider TBTQ-Einheiten eines Molekiils (links) und
orthogonaler Blickrichtung (rechts).

Im Inneren dieser Kavitit befinden sich die beiden Dichlormethan-Molekiile. So wie die
Gastmolekiile gegeneinander leicht verschoben in der Hohlung sitzen, so sind auch die
beiden zueinander ausgerichteten Wirtsmolekiile entlang der Verbindungslinie der
zentralen Kohlenstoffatome der TBTQ-Untereinheiten eines Molekils um 2.61 A
gegeneinander verschoben. Die Verbindungslinien der vier zentralen Kohlenstoffatome
eines [57-82-CH2Clz]2-Dimers bilden somit ein Parallelogramm mit Winkeln von 74.50°
und 105.50°. Benachbarte sy7-82-Molekiile innerhalb einer Ebene liegen orthogonal
zueinander verschachtelt (Abbildung 3.17). Durch diese Verschachtelung weist die
TBTQ-Einheit des einen Molekiils in Richtung der Dioxin-Verkniipfung des nichsten
Molekiils und so weiter. Innerhalb einer Lage von [sy#-82-CH2ClaJ2-Dimeren alterniert
auch die Bauch-an-Bauch- bzw. Ricken-an-Ricken-Anordnung der dimeren
Molekiilverbinde (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.17: Stibchenmodell von vier Molekiilen sy#-82-CH,Cl> mit orthogonaler Verschachtelung von
benachbarten Wirt-Gast-Addukten.

Abbildung 3.18: Stibchenmodell von vier Molekiilen sy#-82-CH>Cl, mit alternierender Bauch-an-Bauch-
bzw. Riicken-an-Riicken-Anordnung benachbarter Dimere von Wirt-Gast-Addukten.

Diese interessanten strukturellen Eigenschaften des kristallinen sy»-82-CH2Cl2-Addukts
unterstreichen die Vielseitigkeit von dreidimensionalen Gertistverbindungen.

Die Darstellung der TBTQ-basierten Modellverbindung fiir eine molekulare
Wiirfelkante sy#-82 gelang mit Erfolg auf der von Greschner geplanten Syntheseroute mit
einem chiralititsunterstiitzten Ansatz (Schema 3.8). Die Ergebnisse dieser und der

verkiirzten racemischen Route wurden erfolgreich publiziert.l'871 Neben der geringen
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Ausbeute des  Ullmann-Kupplungsprodukts leidet die zehnstufige Syntheseroute,
ausgehend von dem unsubstituierten TBTQ-Kohlenwasserstoff 71, unter einigen
Umwegen. Zum Finen ist die Reduktion des racemischen Aldehyds 485 zum
Benzylalkohol 72¢-86 mit anschlieBender Reoxidation des iber die Racematspaltung
erhaltenen enantiomerenreinen Alkohols (P)-86 zum optisch reinen Aldehyd (P)-85 fiir
die lingliche Synthesesequenz verantwortlich. Zum Anderen tragen auch die Veresterung
des racemischen Benzylalkohols 72-86 und die darauffolgende Verseifung des
enantiomerenreinen Esters (P)-87 wiederum zum Benzylalkohol (P)-86 zu zusitzlichem
Syntheseaufwand bei. Daher ist eine kurzere, direktere Syntheseroute erstrebenswert,

dessen Erarbeitung im folgenden Kapitel erlautert wird.

3.3.3 Entwicklung einer verkiirzten Syntheseroute zur Darstellung einer bis-TBTQ-

Wirfelkante
Die oben beschriebene Syntheseroute zum chiralititsunterstiitzten Aufbau der
syn-bikonkaven, Dioxin-verknipften bis-TBTQ-Wirfelkante s5y#-82 ist aufgrund der
relativ langen Syntheseroute inklusive Reduktion, Oxidation, Veresterung und Verseifung
nicht optimal. Daher ist ein verkurzter, direkterer Zugang zu der Zielverbindung sy»-82
erstrebenswert. Dennoch ist das in der erstgenannten Route verwendete enzymbasierte
Konzept der kinetischen Racematspaltung mit Lipasen ein sehr zielgerichtetes Mittel zur
Synthese eines enantiomerenreinen  TBTQ-Bausteins, der  fur  einen
chiralititsunterstutzten Ansatz essentiell ist. Daher sollte die enzymatische
Racematspaltung auf jeden Fall auch in der optimierten Syntheseroute ein Schlusselschritt
bleiben. Eine deutliche Vereinfachung der Syntheseroute kénnte erzielt werden, wenn die
Lipasen-katalysierte Esterspaltung auch mit TBTQ-Phenylester 7291 anstelle von TBTQ-
Benzylester rac-87 selektiv funktionieren wiirde (Schema 3.21). So wiren mit dem optisch
reinen TBTQ-Baustein 89 auf diesem Wege nur noch zwei weitere Transformationen
(lodierung und Ullmann-Kupplung) notwendig, wihrend es in der bereits etablierten
Route sechs Reaktionen mit enantiomerenreinen TBTQ-Bausteinen waren. Dies wiirde
neben einem geringeren synthetischen Aufwand auch wertvolles optisch reines Material
sparen.

Die retrosynthetische Betrachtung des fur dieses Vorhaben notwendigen Bausteins
TBTQ-Phenylester rac-91 offenbart zwei unterschiedliche Herangehensweisen an dessen
Synthese. Die erste Route nutzt die bereits gewonnenen Erkenntnisse zur
Baeyer-17illiger-Oxidation von substituierten TBTQ-Bausteinen aus. In diesem Fall wire die
Vorstufe des Phenylesters 7a--91 das Acetyl-TBTQ 7492, dessen Darstellung wiederum
durch Acetylierungl!®! von unsubstituiertem centro-Methyl-TBTQ (71) moglich ist.

Die zweite Route beinhaltet das Konzept, schon beim Aufbau des TBTQ-Gertists
eine Funktionalitit an einem der Aromaten einzubringen, sodass der neu gebildete
TBTQ-Baustein bereits einen Substituenten tragt. Als chemisch robuster, zur relevanten
Hydroxygruppe strukturverwandter Substituent wiirde sich in diesem Fall die
Methoxygruppe eignen, aus der iiber eine Etherspaltung die OH-Funktionalitit freigesetzt
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werden konnte. Dementsprechend wiirde der zweite Syntheseplan ausgehend von
Methoxy-TBTQ 72¢-93 tber das racemische TBTQ-Phenol r2+-89 mittels Acetylierung
ebenfalls zu Acetoxy-TBTQ 7491 fuhren.

92 (rac) 71

Baeyer- Vi//iger—H

Oxidation
O enzymatische
n Racematspaltung
G

89 (optisch rein) 91 (rac)

Acetylierung H

Etherspaltung
—

89 (rac) 93 (rac)

Schema 3.21: Retrosynthetische Moglichkeiten zu einer optimierten, verkiirzten Syntheseroute zur
Darstellung von optisch reinem TBTQ-Phenol 89.

Auf beiden Routen sind letztendlich nur finf Synthesestufen ausgehend von
unsubstituiertem TBTQ 71 bzw. von Methoxy-TBTQ 72+-93 bis zur Zielverbindung
syn-82 notwendig. Dies entspricht einer Halbierung der Anzahl der Reaktionen verglichen
mit der in Kapitel 3.3.2 vorgestellten Syntheseroute. Da beide Wege interessante
Einblicke in die Chemie der TBTQ-Derivate versprechen, wurden auch beide Ansitze
verfolgt und auf ihre Durchfiithrbarkeit untersucht.

Die erste, alternative Route zur Synthese von syz-bikonkavem, Dioxin-verbriickten
bis-TBTQ sy7-82  wurde mit der Monoacetylierung von  unsubstituiertem
centro-Methyl-TBTQ (71) initiiert (Schema 3.22).

AcCI (8 Aq.)
AICI; (8 Aq.)
—_—

CH2C|2
0°C, 45 min

Schema 3.22:  Acetylierung von  centro-Methyl-TBTQ (71) mit  Acetylchlorid und AICl;  zu
Acetyl-TBTQ rac-92.

Die Synthese wurde unter den Literatur-beschriebenen Reaktionsbedingungen mit einem
Uberschuss von Acetylchlorid und AlCl; durchgefiihrt.[169 Um die Wahrscheinlichkeit der

Mehrfachacetylierung an den aromatischen Ringen moglichst gering zu halten, wurde eine
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kurze Reaktionszeit von lediglich 45 min gewihlt. Wahrend das 'H-NMR-Spektrum des
Rohprodukts nach wissriger Aufarbeitung keine Hinweise auf groBere Verunreinigungen
gab, deutete die DC-Analyse des Rohmaterials deutlich auf zwei unterschiedlich polare
Komponenten hin. Diese beiden Komponenten konnten mittels Sdulenchromatographie
getrennt werden. Das gewiinschte Acetyl-TBTQ 74¢-92 wurde mittels NMR-
Spektroskopie als Hauptkomponente identifiziert. Es wurde in einer Ausbeute von 56%
isoliert. Die zweite Komponente der Produktmischung wurde in nicht unbetrichtlichen
Mengen von etwa einem Drittel der Masse des eingesetzten Kohlenwasserstoffs 71
gewonnen. Die Signale im 'H-NMR-Spektrum dieser Verbindung weichen nicht
wesentlich von denen des Acetyl-TBTQs 7a+-92 ab, sodass davon auszugehen ist, dass es
sich hierbei um ein mehrfach acetyliertes TBTQ-Gertist handelt. Die Bildung einer
mehrfach acetylierten TBTQ-Spezies erklirt gleichzeitig die moderate Ausbeute des
Mono-Acetyl-TBTQs rac-92, dessen Analytik mit den Literaturdaten tibereinstimmpt.[16]

Die darauffolgende Synthese bestand aus der Baeyer-17illiger-Oxidation der
Acetylfunktion  des  TBTQ-Bausteins 74¢-92. In  eciner = Versuchsrethe  zur
Baeyer-17illiger-Oxidation ~ verschiedener Ketone mit »-CPBA  haben Kotsuki et al.
herausgefunden, dass sich unter Anderem der Zusatz von Kkatalytischen Mengen
Trifluormethansulfonsiure (TfOH) oder dessen Scandiumsalz (Sc(OTf)3) positiv auf die
Raum-Zeit-Ausbeute des entsprechenden Produkts auswirkt.88] Da die bisherigen
Experimente zur Baeyer-17illiger-Oxidation mit 7-CPBA auch nach langen Reaktionszeiten
von cher moderaten Ausbeuten geprigt waren, wurde die Auswirkung der Zusitze
Sc(OTf)s und TfOH auf den Reaktionsverlauf der Baeyer-17illiger-Oxidation von
Acetyl-TBTQ 7a¢-92 untersucht (Abbildung 3.19).

m-CPBA (2 Aq.)
versch. Zusétze

CH,Cl,
0°C~RT, 24h

100

Umsatz [%]

80
60
40 -
20
0 T T

E =
kein Zusatz Sc(OTf); (5 mol%) TfOH (10 mol%)
Zusatz

Abbildung 3.19:  Per 'H-NMR-Spektroskopie ermittelter Umsatz von Acetyl-TBTQ rac-92 zu
Acetoxy-TBTQ rac-91 aus der Baeyer-1illiger-Oxidation mit 7-CPBA und verschiedenen Zusitzen.
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Die Mengen der Reagenzien wurden wie in der Literatur beschrieben gewahlt.[188]
Interessanterweise wurde unter diesen Reaktionsbedingungen auch ohne Zusatz eines
Katalysators nach 24 h Reaktionszeit ein vergleichsweise hoher Umsatz von 82% zu dem
gewtnschten Acetoxy-TBTQ rac-91 erreicht. Mit zusitzlichem Sc(OTf)s konnte der
Umsatz unter sonst gleichen Bedingungen auf 83% kaum erhéht werden. Ein Zusatz von
TfOH fihrte allerdings zu einem vollstindigen Umsatz. Dieses erfreuliche Ergebnis
wurde als Grundlage fiir die Synthese von Acetoxy-TBTQ 72--91 im Grammmalstab
gewihlt (Schema 3.23).

m-CPBA (4 Aq.)
TfOH (15 mol%)
- s

CH4Cly
0°C~RT, 69h

Schema 3.23: Baeyer-1/illiger-Oxidation von Acetyl-TBTQ 7a¢-92 mit 7-CPBA und katalytischen Mengen
TtOH zu Acetoxy-TBTQ rac-91.

Diese Reaktion wurde wie auch im Katalysatorscreening mit zwei Aquivalenten 7-CPBA
und 10 mol% TfOH gestartet. Im Gegensatz zu den Testansitzen fiel im Verlauf der
Reaktion aus der LLosung langsam ein feiner, farbloser Feststoff aus. Des Weiteren ergab
eine Reaktionskontrolle per DC nach einer Reaktionszeit von 24 h abweichend von den
Ergebnissen aus dem Katalysatorscreening noch keinen vollstindigen Umsatz. Um die
Bildung des Feststoffes als mogliche Ursache fir den unvollstindigen Umsatz
auszuschlieBen, wurde weiteres Losungsmittel hinzugefiigt, wodurch der Feststoff wieder
in Losung ging. Auch nach weiteren 17 h Reaktionszeit lag laut DC-Analyse immer noch
Acetyl-TBTQ 72¢-92  in  der Reaktionsmischung vor. Daher wurden weitere
zwei Aquivalente 7-CPBA und 4 h spiter nochmals 5 mol% TfOH hinzugefiigt. So zeigte
die DC nach einer Reaktionszeit von insgesamt 69 h immerhin einen annihernd
vollstindigen Umsatz an. Nach wissriger Aufarbeitung und Siulenchromatographie
wurde das Acetoxy-TBTQ rac-91 schlieflich mit einer guten Ausbeute von 87% isoliert.
Die NMR-spektroskopische und massenspektrometrische Analyse belegte eindeutig, dass
es sich bei dem isolierten Material um die gewiinschte Verbindung r2+-91 handelt. Das
TH-NMR-Spektrum zeigt die fiir ein monosubstituiertes TBTQ-Gertst charakteristischen
Signale bei entsprechender Verschiebung (Abbildung 3.20).

Wihrend das Signal des mefa-Protons am substituierten Benzolkern mit einem der
beiden Multipletts der acht aromatischen Protonen der unsubstituierten Kerne bei einer
Verschiebung von 7.42 ppm zusammenfillt, sind die Signale der zur Acetoxygruppe
ortho-staindigen Protonen als Singulett bei 7.14 ppm und als Dublett bei 6.90 ppm deutlich
zu erkennen. Die Briickenkopfprotonen resonieren als zwei Singuletts bei 4.47 und
4.45 ppm. Besonders charakteristisch ist in diesem Spektrum das Singulett der
Acetoxymethylgruppe bei 2.29 ppm im Vergleich zu dem Methylsignal der Acetylfunktion

von rac-92 im tieferen Feld bei 2.57 ppm. Die zentrale Methylgruppe resoniert wie in allen
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IH-NMR-Spektren vergleichbarer TBTQ-Bausteine in einem Verschiebungsbereich um

1.68 ppm.
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Abbildung 3.20: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum des isolierten Acetoxy-TBTQ 7a¢-91 aus der
Baeyer-1illiger-Oxidation von Acetyl-TBTQ ra¢-92 in CDCl; mit Zuordnung einiger markanter Signale.

Nachdem auf dieser ersten Alternativtoute der racemische Schlisselbaustein
Acetoxy-TBTQ rac-91 erfolgreich synthetisiert werden konnte, wurde auch der zweite
alternative Synthesepfad tber die Komplettsynthese eines substituierten TBTQ-Gertists
untersucht. Das  Synthesekonzept zur Darstellung des Methoxy-substituierten
TBTQ-Bausteins 72¢-93 entspricht dem des centro-Methyl-TBTQs (71)[1>7], mit dem
Unterschied, dass eines der drei Benzolkerne von Beginn der Synthesesequenz an eine
Methoxyfunktionalitit tragen muss. So musste lediglich eine der beiden Komponenten
Indandion[®9 oder Benzhydrolll) welche fir den Aufbau des TBTQ-Gerlsts bendtigt
werden, mit einem Methoxysubstituenten ausgestattet werden. Dabei fiel die Wahl wegen
seiner einfachen synthetischen und kommerziellen Zuginglichkeit auf das Benzhydrol.

Der fir den Aufbau von centro-Methyl-substituierten TBTQ-Gertisten bendtigte
Grundbaustein 2-Methylindan-1,3-dion (95) wurde nach Mosher et al. in einer doppelten
Claisen-Kondensation von Pentan-3-on an Dimethylphthalat (94) im 100 g-Mal3stab
synthetisiert (Schema 3.24).[191]

a) Pentan-3-on (0.93 Aq.)

o NaH (0.97 Aq.) o
Toluol
o~ 110 °C, 16 h
O b) HCI (37%), HpO
o) (0]
94 95

65%

Schema 3.24:  Doppelte  Claisen-Kondensation von Pentan-3-on an  Dimethylphthalat (94) zu
2-Methylindan-1,3-dion (95).1'1
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Aus der Reaktionsmischung wurde zunichst das Enolat als kriftig roter Feststoff
erhalten. Dieser wurde mit Salzsiure protoniert, wobei das Methylindandion 95 als
blassgelber Feststoff kristallin aus einer wissrigen Losung ausfiel und durch Filtration
isoliert wurde. Die gute Ausbeute von 65% liegt nur knapp unter dem Literaturwert von
68%.1191 Die NMR-spektroskopischen Daten des isolierten Materials belegen eindeutig
die Struktur des Indandions 95 und stimmen mit den Literaturdaten tiberein.[%2]

Durch eine sdurekatalysierte Kondensation von kommerziellem para-Methoxy-
substituiertem Benzhydrol 96 mit dem zuvor gebildeten Indandion 95 wurden analog zu
der literaturbekannten TBTQ-Synthesell>’l zwei weitere Benzolkerne in das

Indanmolekiilgertst eingeftihrt (Schema 3.25).

OMe
2 OH PTSA (3 mol%)

_ Molsieb O. Q
+
@Eéi Toluol
o OMe 110°C,2.5h Q

95 96 97
46%

Schema 3.25: Siurekatalysierte Kondensation von 2-Methylindan-1,3-dion (95) mit
para-Methoxybenzhydrol 96 zu Benzhydrylmethylindandion (97).

Die Kondensation wurde mit katalytischen Mengen para-Toluolsulfonsiure (PTSA) in
siedendem Toluol durchgefiihrt. Anders als in der Literatur beschrieben wurde das bei der
Reaktion entstchende Wasser jedoch nicht mit einem Wasserabscheider aus der
Reaktionsmischung entfernt.['>] Das Kondensationswasser wurde in diesem Fall mit
Molsieb innerhalb eines Soxhlet-Aufsatzes mit Extraktionshiilse abgefangen. Auf diese
Weise wurde das am Kihler kondensierte Toluol-Wasser-Gemisch oberhalb der
Reaktionsmischung getrocknet, sodass weder Substrate noch Produkt mit dem Molsieb in
Berithrung kamen und ein Abtransport des Wassers dennoch gewihrleistet wurde. Mit
diesem Reaktionsaufbau konnte die oftmals cher schlechte Trennung von Wasser und
Toluol in einem Dean-Stark-Wasserabscheider umgangen werden. Nach wissriger
Aufarbeitung des Reaktionsansatzes konnte das Benzhydrylmethylindandion 97 durch
Kristallisation in einer moderaten Ausbeute von 46% isoliert werden. Die im Vergleich zu
analogen Kondensationsreaktionen mit Ausbeuten bis tber 90% eher geringe
Produktausbeute lasst lediglich vermuten, dass der Wasserentzug mit Molsieb weniger
effektiv als im Wasserabscheider ablduft. Als Folge davon wiirde das Gleichgewicht dieser
grundsitzlich reversiblen Reaktion nicht stark genug auf die Produktseite verschoben
werden.

Die Molekdlstruktur des isolierten Produkts konnte mittels NMR-Spektroskopie
bestitigt werden. Neben den Signalen der aliphatischen Protonen lassen sich auch alle
aromatischen Signale im 'H-NMR-Spektrum von Indandion 97 unter Zuhilfenahme von
2D-NMR-Messungen eindeutig zuordnen (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum des isolierten Benzhydrylmethylindandions 97
aus der Kondensation von Indandion 95 mit para-Methoxybenzhydrol 96 in CDCl; mit Zuordnung der
Signale.

Die aromatischen Protonen des Indangertsts erzeugen ein charakteristisches
AABB‘-Spinsystem bei einer Verschiebung von 7.83 und 7.70 ppm. Die Protonen des
unsubstituierten Phenylrests resonieren als Dublett bei 7.43 (ortho-H), als Triplett bei 7.16
(meta-H) und als weiteres Dublett bei 7.07 ppm (para-H). Die Dubletts bei 7.37 und bei
0.70 ppm resultieren aus der Resonanz der Protonen des Methoxy-substituierten
Phenylrests, wobei die Protonen in direkter Nachbarschaft zur Methoxygruppe aufgrund
deren +M-Effekt abgeschirmt werden und damit Hochfeld-verschoben liegen.['78] Das
Methinproton resoniert bei 4.53 ppm, die Protonen der Methoxygruppe und der
Methylgruppe am quartiren C-Atom werden den Singuletts bei 3.69 bzw. bei 1.29 ppm
zugeordnet.

Die nichste Synthesestufe bestand aus der Reduktion des Diketons 97 zum
Indandiol 98 (Schema 3.20).

OMe OMe

L¢3 e
O. LiAIH, (1.35 Aq) Aq.) O.
N
e
0o Q 70 °C ~RT, 23 h Q

97 all-cis-98 3:7 cis-trans-98
(insg. 66%)

Schema 3.26: Reduktion von Indandion 97 zu Indandiol 98 mit LiAlH,.

Die Reduktion erfolgte mit einem Uberschuss des Reduktionsmittels LiAlH4. Analog zu
den Befunden bei der Reduktion von vergleichbaren Benzhydrylindandion-Derivaten(!>7]
wurde eine Mischung aus a/l-cis- und cis-trans-Diol 98 in einem Verhiltnis von etwa 3:7

gebildet, wihrend die Bildung eines a/-trans-Isomers nicht beobachtet wurde. Dieses
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Verhalten bei der Reduktion lisst sich dadurch erkliaren, dass das Reduktionsmittel
raumlich bedingt aus Richtung des sterisch weniger anspruchsvollen Substituenten in
2-Position, also auf der Ringseite des Methylsubstituenten, am Indangeriist angreift.
Infolge dieses ersten Hydridtransfers landet die daraus entstehende C-O-Einfachbindung
auf der Ringseite des ausladenderen Benzhydryl-Substituenten. Durch  diese
cs-Konfiguration ist die Bildung eines a//-trans-Isomers auszuschlieBen. Des Weiteren ist
der zweite Hydridtransfer aufgrund der moglichen Fixierung einer O-AlH3™-Spezies an
der bereits reduzierten CO-Einfachbindung von der Riickseite begiinstigt, was zu einer
Bildung der zweiten CO-Einfachbindung mit #ans-Konfiguration fithrt. Dies erklirt die
begtinstigte Bildung des cs-frans-Isomers gegeniiber dem a//-cis-Isomer, bei dem der zweite
Hydridtransfer von der gleichen Seite wie der erste erfolgen muss.

Wihrend die Diastereomere analoger, literaturbekannten
Indandiol-Geriistverwandten mittels fraktionierter Kristallisation leicht isoliert werden
konnten,[1>1 scheiterte diese Methode mit dem Isomerengemisch von a/-cis- und
cis-trans-Diol 98. Auch die sdulenchromatographische Trennung der Diastereomere erwies
sich aufgrund ihrer dhnlichen strukturellen und polaren Eigenschaften als schwierig. So
konnte reines a//-cis-98, welches zuerst eluierte, nur ein einer kleinen Fraktion aufgefangen
und mit einer Ausbeute von <1% isoliert werden. In den darauffolgenden Fraktionen
wurden Mischungen beider Diastereomere erhalten, bis in der letzten Fraktion schlieflich
cis-trans-98 mit einer Isomerenreinheit von 98% enthalten war, welches mit einer Ausbeute
von 14% isoliert wurde. Die Gesamtausbeute des isolierten Diols 98 betrigt insgesamt
66% bei einem Ansatz von >11 g des Indandions 97.

Die unterschiedliche Konfiguration an den chiralen Positionen der beiden
Diastereomere a/l-cis- und cis-trans-98 wirkt sich auf die Verschiebung und die Feinstruktur
der Signale im "H-NMR-Spektrum aus und erzeugt charakteristische Signalmuster, welche
von Kuck et al. fir vergleichbare Indandiol-Derivate aufgeklirt wurden.[157]

Die aromatischen Protonen von a/-cis-98 (Abbildung 3.22 oben) erzeugen
Signalsitze, welche denen der aromatischen Protonen des Indandions 97 dhneln. Einzig
das AA‘BB*-Spinsystem der Indanprotonen ist im Spektrum des Diols um etwa 0.4 ppm
ins Hochfeld verschoben, was mit der verinderten elektronischen Umgebung — aus den
Carbonylfunktionalititen mit einem —M-Effekt wurden Alkoholsubstituenten mit einem
+M-Effekt — erklirt werden kann. Weiterhin lassen sich auch die Signale des
Methinprotons bei 5.16 ppm, der Methoxy-Protonen bei 3.80 ppm und der zentralen
Methylgruppe im bemerkenswert hohen Feld bei 0.83 ppm wiederfinden, welche
ebenfalls Bestandteil des Spektrums der Ausgangsverbindung 97 sind. Dartber hinaus
beinhaltet das Spektrum von a/-cis-98 zusitzlich Signalmuster, die von den
Hydroxyprotonen bzw. von deren benachbarten Carbinolprotonen erzeugt werden.
Wihrend die Carbinolprotonen im tieferen Feld als Dublett bei 4.51 ppm resonieren,
erzeugen die beiden diastereotopen Hydroxyprotonen im etwas hoéheren Feld

zwel Dubletts mit gleicher Integralgré3e bei 2.26 und 2.24 ppm.
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Abbildung 3.22: Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren der isolierten Diole all-¢is-98 (oben) und
cis-trans-98 (unten) aus der Reduktion von Indandion 97 in CD»Cl> mit Zuordnung der nicht-aromatischen
Signale.

Das "H-NMR-Spektrum von cis-trans-98 (Abbildung 3.22 unten) ist verglichen mit dem a/-
cis-Isomer noch komplexer. Anhand von Dopplungen der Signale zeigt sich, dass das -
trans-Isomer als ein 1:1-Diastereomerengemisch gebildet wurde, dessen Isomere per
Siulenchromatographie nicht voneinander getrennt werden konnten. Besonders
charakteristisch fir die ds-#rans-Anordnung der Substituenten am Finfring ist die
stereochemisch bedingte, deutlich unterschiedliche Resonanz von beiden Carbinol- und
beiden Hydroxy-Protonen. Das Proton der cis-stindigen Hydroxygruppe erzeugt zwei
Diastereomerendubletts bei 1.76 ppm und das benachbarte Carbinolproton resoniert bei
4.71 ppm. Im Gegensatz dazu entschirmt die Benzhydryleinheit das Carbinolproton an
der #trans-stindigen OH-Funktionalitit derart, dass es ein Tieffeld-verschobenes Signal bei
545 ppm erzeugt. Das Hydroxyproton hingegen resoniert weit im Hochfeld bei
1.03 ppm.
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Da der Grof3teil des isolierten Indandiols 98 als Isomerengemisch vorlag, wurde in der
darauffolgenden doppelten Cyclodehydratisierung zum Methoxy-substituierten TBTQ-

Baustein ra¢-93 eine 4:1-Mischung von c¢s-trans- und all-cis-98 verwendet (Schema 3.27).

OMe

s
H3PO4 (85%, 74 mol%)
R A S I
Xylol
OH 140°C,6h
98 rac-93
cis-trans / all-cis = 4:1 24%

Schema 3.27: Doppelte Cyclodehydratisierung von Indandiol cis-trans-, all-cis-98 mit Phosphorsdure zu
Methoxy-TBTQ rac-93.

Unter typischen Reaktionsbedingungen fiir eine Cyclodehydratisierung!’®3 wurde das
Diol 98 mit Phosphorsidure in Xylol zum Riickfluss erhitzt, wiahrend das aus der
Kondensation gebildete Wasser in einem Dean-Stark-Wasserabscheider aufgefangen
wurde. Anders als bei der literaturbeschriebenen Synthese des Kohlenwasserstoffs
centro-Methyl-TBTQ (71)[1>7] war eine Isolierung des erwarteten Produkts 72c-93 mittels
Kiristallisation nicht méglich, da das Rohprodukt selbst nach Trocknung im Hochvakuum
keinen Feststoff bildete, sondern als viskoses Ol vorlag. Daher wurde das Rohmaterial
mittels normal phase-Siulenchromatographie aufgereinigt. Das 'H-NMR-Spektrum  des
daraus erhaltenen Ols wies allerdings gegeniiber dem Spektrum des direkt aus der
Reaktionsmischung erhaltenen Rohmaterials kaum einen Unterschied auf. Die Vielzahl
der Signale in allen Verschiebungsbereichen wies auf eine weiterhin unreine Probe hin.
Daher wurde das Material mittels reversed phase-DC untersucht, dessen Entwicklung in
einem Acetonitril-Wasser-Gemisch eine Vielzahl verschiedener Flecken anzeigte.
SchlieBlich gelang die Isolierung tiber eine reversed phase-Siulenchromatographie, durch die
das Methoxy-TBTQ 72¢-93 mit einer Ausbeute von 24% als farbloser Feststoff erhalten
werden konnte. Diese Ausbeute liegt leicht unterhalb der Standardausbeute von
centro-Methyl-TBTQ (71) im Bereich von 30-33%.[15%.193] Eine mogliche Erklarung hierfir
findet sich tber den Methoxysubstituenten, der aufgrund seiner elektronischen
Eigenschaften einen desaktivierenden Finfluss auf die aromatische mefa-Position ausiibt,
an der die Cyclisierung stattfindet.

Das 'H-NMR-Spektrum des isolierten Methoxy-TBTQ 7a¢-93  zeigt die
charakteristischen Signale fiir ein monofunktionalisiertes TBTQ-Gertist mit passenden
Integralgroflen (Abbildung 3.23). Abgesehen von den acht aromatischen Protonen der
unsubstituierten Benzolkerne mit ihren Multipletts bei 7.50-7.44 ppm sowie bei 7.25-
721 ppm ist die Zuordnung der dreiaromatischen Protonen des substituierten
Benzolkerns aufgrund ihrer Signalmuster eindeutig. Das innere Proton in meta-Position
zur Methoxygruppe erzeugt ein Dublett bei 7.37 ppm. Dieses koppelt mit dem
benachbarten duleren Proton und resoniert als Doppeldublett bei einer Verschiebung
von 6.80 ppm. Die doppelte Aufspaltung dieses Signals entsteht durch die #/-W-

Kopplung mit dem anderen inneren Proton in ortheo-Position zur Methoxygruppe, welches
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aufgrund ebendieser W-Kopplung ein Dublett bei 7.01 ppm erzeugt. Die
drei Brickenkopfprotonen resonieren anders als die meisten der in dieser Arbeit
beschriebenen TBTQ-Derivate alle bei unterschiedlicher Verschiebung bei 4.51, 4.47 und
4.46 ppm. Ebenfalls eindeutig sind die Singuletts der Methoxyprotonen bei 3.81 ppm und
der zentralen Methylgruppe bei 1.72 ppm.
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Abbildung 3.23: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum des isolierten Methoxy-TBTQ 7493 aus der
doppelten Cyclodehydratisierung von Indandiol cis-trans-, all-cis-98 in CDCls mit Zuordnung einiger
markanter Signale.

Die dreistufige Synthesesequenz zur Darstellung von Methoxy-TBTQ 72c-93 ausgehend
von Methylindandion 95 und para-Methoxybenzhydrol 96 wurde von Beate Nachtigall im
Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrt und diente als Grundlage fur die oben
beschriebenen Reaktionen und fiir die Analytik der Produkte.[194

Fir die Vervollstindigung des zweiten verkirzten Syntheseplans zur
chiralititsunterstiitzten ~Darstellung der bis-TBTQ-Wiirfelkante 5y#-82 wurde der
Methoxy-substituierte  TBTQ-Grundbaustein 72¢-93 in  den TBTQ-Alkohol 7489
tberfithrt. Dazu wurden zwei unterschiedliche Methoden getestet.

Ein gingiges und effektives Reagenz zur Spaltung der Etherbindung in
Arylmethylethern ist BBr3.[1% Unter milden Reaktionsbedingungen und kurzen
Reaktionszeiten lassen sich unterschiedlich funktionalisierte Anisolderivate mit diesem
Reagenz selektiv und mit hohen bis quantitativen Ausbeuten in die entsprechenden
Phenole uberfithren.'%1 Diese Reaktionsbedingungen wurden erfolgreich auf die
Etherspaltung von Methoxy-TBTQ 72¢-93 tbertragen (Schema 3.28 oben). Nach
einstiindiger Reaktionszeit des Ethers 93 mit einem leichten Uberschuss BBr3 bei
Raumtemperatur und wissriger Aufarbeitung des Ansatzes konnte ein Rohprodukt

gewonnen werden, dessen 'H-NMR-Spektrum einen vollstindigen Umsatz der
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Ausgangsverbindung 93 anzeigte. Neben den Produktsignalen weisen allerdings weitere
Signale auf nicht identifizierte Verunreinigungen hin. Diese wurden mithilfe einer
Saulenchromatographie entfernt, sodass der TBTQ-Alkohol 74+-89 mit einer im Vergleich
zur Literatur eher moderaten Ausbeute von 39% isoliert werden konnte. Da der Umsatz
nach einstiindiger Reaktionszeit bereits vollstindig war, ist diese mittelmdBige Ausbeute
jedoch nicht auf eine langsamere Reaktion, sondern eher auf eine erhéhte Bildung von
Nebenprodukten zuriickzuftihren. Eine Wiederholung des Experiments bei niedrigerer
Temperatur und damit bei einer herabgesetzten Reaktivitit von BBr3 wire ein méglicher

Ansatz zur Erh6hung der Produktausbeute.

BBr3 (1.2 Aq.)

CH,Cly
/ RT, 1h N

39%

Aliquat-336 (12 mol%)
HBr (47%)

Toluol

80°C, 28 h

27%
Schema 3.28:  Etherspaltung von  Methoxy-TBTQ 72+-93 mit BBr;  bzw. mit HBr zum
TBTQ-Alkohol rac-89.

Alternativ dazu wurde die Etherspaltung von Methoxy-TBTQ 72¢-93 mit HBr vermittelt
durch einen Phasentransferkatalysator (PTK) untersucht (Schema 3.28 unten). Fur eine
Vielzahl  von  substituierten — Arylmethylethern hat sich  dabei  Aliquat-336
(Methyltrioctylammoniumchlorid) als geeignet herausgestellt und mit HBr bei einer
Temperatur von ~100 °C und bei Reaktionszeiten von 4-8 h konnten die entsprechenden
Phenole mit Ausbeuten zwischen 62% und 96% isoliert werden.[”l Um m&glichst wenig
Material des wertvollen Methoxy-TBTQ 74¢-93 zu verbrauchen, wurde die Etherspaltung
unter diesen Reaktionsbedingungen zunichst nur in kleinen Ansitzen mit 30-50 mg
durchgefithrt. Aufgrund dieser geringen Mengen war die Durchmischung des
Reaktionsansatzes nur sehr schwer kontrollierbar, daher wurde etwas Toluol als
organische Phase zu den Reaktionsmischungen gegeben. Eine DC-Reaktionskontrolle
nach vierstiindiger Reaktionszeit deutete auf eine unvollstindige Reaktion hin. Erst nach
weiteren 24 h schien das Startmaterial 72-93 nahezu vollstindig verbraucht zu sein. In
einer Wiederholung des Experiments mit einer groBeren Menge des
Methoxy-TBTQ 7293 wurde die Reaktionsmischung daher 28 h auf 80 °C erhitzt. Die
TH-NMR-Analyse des Rohprodukts aus diesem gréf3eren Ansatz zeigte jedoch nur einen
Umsatz von 30% zum TBTQ-Alkohol 72-89 an, wihrend 70% des Ethers rac-93 nicht
umgesetzt ~ wurden.  Entsprechend  wurde  der  Alkohol 72+-89  mittels
Sdulenchromatographie nur in einer Ausbeute von 27% isoliert.

Mit beiden Methoden (BBrs und HBr) war die Etherspaltung von
Methoxy-TBTQ 72¢-93 grundsatzlich erfolgreich. Die NMR-spektroskopischen und

massenspektrometrischen Daten des isolierten TBTQ-Alkohols 72.-89 stimmen in beiden
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Fallen mit denen des Produkts aus der Baeyer-1"illiger-Oxidation von Formyl-TBTQ rac-85
mit anschlieBender Esterverseifung tberein (vgl. Abbildung 3.11). Allerdings bietet die
Methode mit BBr3 aufgrund der kurzen Reaktionszeit das gréBere Potential zu einer
weiteren Optimierung der Reaktion mit Erh6hung der Ausbeute.

Um auf der zweiten Alternativroute zu dem racemischen Schliisselbaustein
Acetoxy-TBTQ rac-91 zu gelangen, musste der TBTQ-Alkohol rac-89 lediglich mit einem
Essigsduresynthon verestert werden. Fir solch eine Veresterung hat sich die Schotten-
Baumann-Reaktion in der Einhorn-Variante mit dem Standardreagenz Acetylchlorid in
Pyridin etabliert.[183198 Der TBTQ-Alkohol r4+-89 wurde an diese Vorschrift angelehnt
2.5 h bei 110 °C mit einem Uberschuss Acetylchlorid in Pyridin behandelt (Schema 3.29).

AcCl (2 Aq.)
—_—

Pyridin
on 110 C,25h

Schema 3.29: Acetylierung von TBTQ-Alkohol ra-89 mit Acetylchlorid zu Acetoxy-TBTQ rac-91.

Nach saulenchromatographischer Aufreinigung des durch wissrige Aufarbeitung
erhaltenen Rohmaterials wurde das Acetoxy-TBTQ 7491 mit einer Ausbeute von 75%
isoliert. Die analytischen Daten des isolierten Materials bestitigen die erfolgreiche Bildung
des Esters rac-91. Das TH-NMR-Spektrum gleicht dem des auf der ersten Alternativroute
gebildeten TBTQ-Bausteins 72¢-91 (vgl. Abbildung 3.20).

Mit der Synthese des racemischen Schlusselbausteins Acetoxy-TBTQ 7a¢-91 treffen
beide Synthesepline zur alternativen, optimierten Darstellung des syz-bikonkaven, Dioxin-
verkniipften bis-TBTQs sy7-82 wieder aufeinander (Schema 3.21). Der Vergleich der
beiden etablierten Sequenzen ergibt einen dhnlichen Syntheseaufwand auf beiden Routen:
Ausgehend von den Grundbausteinen Methylindandion 95 und dem entsprechend
(un)substituierten Benzhydrol wurde das Acetoxy-TBTQ rac-91 jeweils auf einer
finfstufigen Syntheseroute dargestellt. Die erste Route tber das unsubstituierte
centro-Methyl-TBTQ (71) ergab den isolierten Ester ra+-91 in einer Gesamtausbeute von
13%, wunter FEinbezichung einer durchschnittlichen Ausbeute des centro-Methyl-
TBTQs (71) von ~26%.1571 Die Gesamtausbeute des Esters 72¢-91 auf der zweiten Route
tber das Methoxy-TBTQ 7493 betrug im Gegensatz dazu nur 2%. Dieser niedrige Wert
resultiert vordergriindig aus der geringen Ausbeute bei der Methoxy-TBTQ-Synthese mit
insgesamt nur 7%. In Anbetracht dieser Umstinde ist die Route Giber den unsubstituierten
TBTQ-Baustein 71 zu priferieren, dennoch gewihrte die andere Syntheseroute auch
interessante Einblicke in die Chemie der substituierten TBTQ-Bausteine.

Mit dem racemischen TBTQ-Baustein rac-91 konnte schlief3lich die Fragestellung
adressiert werden, inwiefern dieser von Hydrolasen, wie beispielsweise Lipasen und

Esterasen, selektiv zu enantiomerenreinem TBTQ-Phenol 89 umgesetzt wird. Fir dieses
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Vorhaben war ein effektives Screening mit einer schnellen, zuverlissigen Methodik zur
Feststellung der Eignung der untersuchten Enzyme wiinschenswert. Basierend auf den
Untersuchungen von Moris-Varas et al. zur Visualisierung von Enzym-katalysierten
Reaktionen durch pH-Indikatorenl'”! wurde in der Arbeitsgruppe von Griger ein
Farbassay zur enzymatischen Esterverseifung mit Hydrolasen entwickelt.? Dieser nutzt
den Farbumschlag des pH-Indikators Bromthymolblau von blau tber griin nach gelb im
Bereich von pH 7.6-6.01%01) um die erfolgreiche Abspaltung eines Alkohols aus seinem
jeweiligen Ester unter Freisetzung der Siure und damit die Absenkung des pH-Wertes
anzuzeigen. Dieser Farbassay wurde auf die biokatalytische Esterverseifung von
Acetoxy-TBTQ ra¢-91 zum TBTQ-Phenol 89 ibertragen und im Rahmen der
Bachelorarbeit von  Guntelmann  durchgefithrt.ll’0  In einem wassrig-organischen
Zweiphasensystem mit nur schwacher Pufferleistung wurde die Verseifung des
Esters 7ac-91 mit 34 kommerziellen Enzymformulierungen, darunter 32 Lipasen und

zwel Hsterasen untersucht (Schema 3.30).

Lipasen und Esterasen
Bromthymolblau (0.01%)

Phosphatpuffer (10 mM, pH 7.4)
Toluol
RT, 28 h

rac-91 89

Schema 3.30:  Farbassay zur Dbiokatalytischen Esterverseifung von  Acetoxy-TBTQ rac-91 zu
TBTQ-Phenol 89 mit Bromthymolblau unter Verwendung von 32 Lipasen und zwei Esterasen.

Die geringe Konzentration des Indikators Bromthymolblau sorgte fur eine blaugriine
Firbung der Reaktionsmischungen, die sich nach der Zugabe des Substrats
unterschiedlich entwickelte. Bereits nach einstiindiger Reaktionszeit war bei einigen
Ansitzen ein Farbumschlag der Mischung nach griin zu beobachten, welcher im Verlauf
von 4 h allmihlich weiter zu gelbgriin wechselte. Fir jede Enzymformulierung wurde
gleichzeitig eine Blindreaktion ohne Substrat durchgefithrt, um falsch-positive Ergebnisse
durch moégliche Hintergrundreaktionen auszuschlieSen. Nach Auswertung des Farbassays
blieben schliefllich immerhin fiinf Enzymformulierungen wbrig, die wihrend der
Reaktionszeit von insgesamt 28 h einen eindeutigen Farbumschlag anzeigten und damit
potenziell als geeignet fiir das Substrat Acetoxy-TBTQ r2+-91 infrage kamen. Die
Verseifung mit diesen fiinf Enzymformulierungen, allesamt Lipasen, wurde im Rahmen
der Bachelorarbeit von Guntelmann in einem Parameterscreening qualitativ untersucht, um
eine konkretere Aussage Uber Aktivitit und Selektivitit treffen zu konnen
(Schema 3.31).[17¢]

Der Ester 7291 wurde in unterschiedlich konzentrierten Ansitzen in
Puffersystemen bei pH 7.0, 7.4 oder 9.0 mit organischem L&sungsmittelzusatz von
MTBE oder Toluol bei Temperaturen zwischen 25 und 80 °C mit den finf potentiell
geeigneten Enzymformulierungen immobilisierte CAL-A (Szgma Aldrich), immobilisierte
CAL-B (Sigma Aldrich und C-LEcta), lyophilisierte CAL-B (C-LE¢fa) und Lipase D 20
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(Amano) behandelt. Aus diesem Parameterscreening gingen sehr unterschiedliche
Ergebnisse mit geringen bis guten Umsitzen von 3% bis 52% und moderaten bis hohen
ee-Werten von 38% bis 94% hervor (vgl. Tabelle 7.11).

Lipasen

Puffer (50 mM, pH 7.0-9.0)
Toluol oder MTBE
25-80°C, 24 h

89
3-52%
38-94% ee

Schema 3.31: Parameterscreening der enzymatischen Verseifung von Acetoxy-TBTQ 7a-91 zu
TBTQ-Phenol 89 mit den Enzymformulierungen aus dem positiven Farbassay unter unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen.

In allen erfolgreichen biokatalytischen Esterverseifungen wurde selektiv das
(M)-Enantiomer des Acetoxy-TBTQs 91 umgesetzt. Besonders die immobilisierte CAL-A
von Sigma Aldrich setzte den Ester 7ac-91 in einem Phosphatpuffer-Toluol-Gemisch bei
pH 7.0 mit einem hohen Umsatz von 40% von den mdéglichen 50% eines Enantiomers
und mit sehr gutem ¢e-Werten von 92% zum TBTQ-Phenol (M)-89 um. In diesem Fall
erfolgte die kinetische Racematspaltung bezogen auf den Alkohol (M)-89 also mit einer
guten Selektivitit mit einem E-Wert von 45.[202]

Uber HPLC-Chromatographie mit einer chiralen Siule konnten alle vier Substrat-
und Produkt-Enantiomere aufgetrennt werden (Abbildung 3.24). Aufgrund seiner
geringeren Polaritit eluiert zundchst das TBTQ-Acetat 91, wobei die Retentionszeit des
(M)-Enantiomers mit 87 min etwas geringer ist als die des (P)-Enantiomers mit 89 min.
Auch von dem TBTQ-Alkohol 89 eluiert zuerst das (M)-Enantiomer bei einer
Retentionszeit von 143 min nach deutlich lingerer Verweildauer auf der chiralen Siule
und anschlieBend das (P)-Enantiomer bei 154 min. Mittels Referenzmessungen lieBen sich

sowohl die Umsitze als auch die ee-Werte aus den Peak-Integralen bestimmen.

400 - Ester (M)-91 —___
350 4 / Ester (P)-91
300 -
250 A
E Alkohol (V)-89
a5 200
s \Alkohol (P)-89
(7]
& 150
=
100
50
o |
T T T T T T T T T T T T T

L — 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Retentionszeit [min]

Abbildung 3.24: HPLC-Chromatogramm einer Referenzprobe von Acetoxy-TBTQ 7291 und
TBTQ-Phenol rac-89.
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Die vielversprechenden Reaktionsbedingungen zur biokatalytischen, stereoselektiven
Esterverseifung mit immobilisierter CAL-A von Sigma Aldrich wurden fir einen gréfleren,

quantitativen Ansatz mit 200 mg Acetoxy-TBTQ 72+-91 tibernommen (Schema 3.32).

CAL-A (100 wt.%)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) .‘ ..
c Toluol OH

25°C, 30 h
rac-91 E Wert > 200 (M)-89 (P)-91
33% 56%
>99% ee 64% ee

Schema 3.32: Enzymatische Esterverseifung von Acetoxy-TBTQ 72¢-91 zu TBTQ-Phenol (M)-89 mit
immobilisierter CAL-A.

Die enzymatische Reaktion zeigte nach einer Reaktionszeit von 30 h einen Umsatz von
39% zum TBTQ-Alkohol 89 an. Dieser wurde mittels 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt,
da die Analytik per HPLC aufgrund der langen Retentionszeiten vergleichsweise viel Zeit
beansprucht. Nach wissriger Aufarbeitung wurde das Rohmaterial —mittels
Siulenchromatographie aufgereinigt, um das Produkt quantitativ zu isolieren. In der
ersten Fraktion eluierte der nicht umgesetzte Ester (P)-91, welcher mit einer Ausbeute
von 56% isoliert wurde. Die HPLC-Analytik ergab einen e-Wert von 064%
(Abbildung 3.25). Die zweite Fraktion beinhaltete den Alkohol (M)-89, welcher mit einer
guten Ausbeute von 33% und einem exzellenten ee-Wert von >99% isoliert wurde. Aus
diesen Werten ergibt sich fiir diese Reaktion eine sehr gute Selektivitit mit einem E-Wert
von >200.

6004 —— Fraktion 1
5504 Fraktion 2 /
5007 Ester (P)-91 Alkohol (M)-89
4907 (64% ee) (>99% ee)
= 400
E.350
S 300 - |
g 250
2o
= 200 Ester (M)-91 ~ \
150
100 +
50 L
01 — J
———— e

T T — 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Retentionszeit [min]

Abbildung 3.25: HPLC-Chromatogramm der isolierten Produktfraktionen aus der enzymatischen
Esterverseifung von Acetoxy-TBTQ 74--91 mit immobilisierter CAL-A.

Mit der erfolgreichen Synthese des enantiomerenreinen TBTQ-Alkohols (M)-89 ist auch
auf der kiirzeren Alternativroute der Weg zur chiralititsunterstiitzten Synthese des
bis-TBTQs sy7-82 geebnet. Die beiden letzten Reaktionen bis zum Zielmolekul, die
aromatische Iodierung und die darauffolgende doppelte Ulmann-Kupplung, sollten analog
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zu den Synthesen auf der von Greschner entwickelten Syntheseroute durchfithrbar sein.
Bedingt durch die abweichende Synthesesequenz liegen die enantiomeren
TBTQ-Bausteine zwar in diesem Fall mit entgegengesetzter Konfiguration vor, jedoch ist
diese Tatsache fir die Ausbildung des syz-bikonkaven bis-TBTQ-Gertists sy7-82
irrelevant. Sowohl mit der (M)- als auch mit der (P)-Konfiguration des Iodphenols 90 ist
bei der Ullmann-Kupplung aus Symmetriegrinden nur die syz-Anordnung der beiden
verkniipften TBTQ-Bausteine moglich.

Im Hinblick auf einen direkten Vergleich der chiroptischen Figenschaften der
enantiomerenreinen TBTQ-Bausteine wurde aus dem TBTQ-Phenol (M)-89 mittels
aromatischer Iodierung das TBTQ-lodphenol (P)-90 gebildet. So wurde der
Alkohol (M)-89 unter den bereits weiter oben beschriebenen Reaktionsbedingungen (vgl.
Schema 3.19) mit NIS behandelt (Schema 3.33).

O O

n TFA ( 1Aq
e s
o o G

(M)-89 (P)-90
24%

Schema 3.33: Aromatische Iodierung von TBTQ-Phenol (M)-89 zu TBTQ-Iodphenol (P)-90 mit NIS.

Aus diesem Ansatz konnte das TBTQ-Iodphenol (P)-90, mdglicherweise wegen der
abweichenden Reaktionszeit und einer damit einhergehenden Zersetzung der
Reaktionsmischung, nur in einer niedrigen Ausbeute von 24% isoliert werden. Fur eine
Charakterisierung  der  strukturellen und chiroptischen Eigenschaften  dieses
enantiomerenreinen TBTQ-Bausteins war aus dem Ansatz dennoch genug Material
vorhanden.

Die erfolgreiche Synthese des TBTQ-Iodphenols (P)-90 konnte mittels
NMR-Spektroskopie und MS bestitigt werden. Das TH-NMR-Spektrum gleicht dem des
racemischen Pendants 72c-90 (vgl. Abbildung 3.12).

Da das Acetoxy-TBTQ 91 aus der selektiven Esterverseifung mit CAL-A nur in
enantiomerenangereicherter Form isoliert werden konnte, lag es nahe, fiir einen Vergleich
der chiroptischen Eigenschaften von (M)-91 und (P)-91 die beiden vorliegenden, reinen
Enantiomere des TBTQ-Alkohols (M)- bzw. (P)-89 mit Acetylchlorid zu verestern
(Schema 3.34).  Unter analogen Reaktionsbedingungen  wurden die beiden
enantiomerenreinen  Isomere des  Acetoxy-TBTQs (M)- bzw. (P)-91 mittels
Sdulenchromatographie mit dhnlich hohen Ausbeuten (92% bzw. 89%) isoliert.
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OAc
(m)-89 (M)-91
) 92%
AcCl (2 Aq.)
Pyridin
O 110°C,2.5h O
Q‘n’Q O“‘Q
OH OAc
(P)-89 (P)-91

89%

Schema 3.34: Veresterung von TBTQ-Phenol (M)- bzw. (P)-89 zu Acetoxy-TBTQ (M)- bzw. (P)-91 mit
Acetylchlorid in Pyridin.

SchlieBlich wurden fir jeweils beide Enantiomere des TBTQ-Phenols 89, des TBTQ-
Iodphenols 90 und des Acetoxy-TBTQs 91 neben der Messung der spezifischen
Drehwinkel auch CD-Spektren aufgenommen (Abbildung 3.206).

2x10° g
| (M)-89
o520 = +60° (¢ = 1.00, CH,Cly)
-1x10° '
-2x10° OH
: (P)-89

T T T T 1
200 220 240 260 280 300 0p*° = -61° (€ = 1.02, CH,Clp)
Wellenlange [nm]

3x10° 4
Yy
s
OH
(M)-90
o2 = +60° (¢ = 0.99, CH,Cl,)
-1x10° 4
W W

]

© [deg-cm?-dmol
o

-
x
oy
o
o
1

© [deg-cm?dmol ]
o

<1

-3x10° T T T T T 1 (P-90
200 220 240 260 280 300 0p?° = -62° (c = 1.02, CH,Cly)
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1.0x10° 7 O
5.0x10* O“O OAc

(M)-91
0p?0 = +56° (¢ = 0.95, CH,Cl,)

-5.0x10" O“O
OAc

-1.0x10° T T T T T 1 (P)-91
200 220 240 260 280 300 0,p20 = -58° (¢ = 0.98, CH,Cly)

Wellenlange [nm]

© [deg-cm?dmol ]
o
o

Abbildung 3.26: Experimentelle CD-Spektren (Acetonitril) der enantiomerenreinen TBTQ-Bausteine
TBTQ-Phenol (M)- bzw. (P)-89 (oben), TBTQ-lodphenol (M)- bzw. (P)-90 (Mitte) und Acetoxy-TBTQ

(M)- bzw. (P)-91 (unten).

In allen drei Fillen zeichnen sich die CD-Spektren durch den nahezu komplementiren
Linienverlauf von jeweils beiden Enantiomeren aus. Weiterhin zeigt sich auch ein jeweils
ahnlicher Linienverlauf fir die (M)-Enantiomere und die (P)-Enantiomere der drei
Verbindungen, der besonders an dem lokalen Maximum ((M)-Isomer) bzw. an dem
lokalen Minimum ((P)-Isomer) zwischen 200 und 210 nm deutlich wird. Die optische
Reinheit der TBTQ-Iodphenole (M)- bzw. (P)-90 und der Acetoxy-TBTQs (M)- bzw.
(P)-91 sollte wie deren jeweilige Vorstufe, TBTQ-Phenol (M)- bzw. (P)-89, ebenfalls bei
>99% liegen, da bei den durchgefiihrten Reaktionen, aromatische Iodierung und
Acetylierung, eine Racemisierung der TBTQ-Bausteine ausgeschlossen werden kann.
Insgesamt erwies sich die Erarbeitung einer optimierten, verkirzten
Synthesesequenz zur Darstellung von syn-bikonkavem, Dioxin-verbriicktem bis-
TBTQ syn-82 als erfolgreich. Der enantiomerenreine Schlisselbaustein  TBTQ-
Phenol (M)-89  wurde  auf zwei  unterschiedlichen, jeweils  sechsstufigen
Synthesesequenzen ausgehend von Methylindandion 95 mit einer Gesamtausbeute von
4% (iber das nichtfunktionalisierte centro-Methyl-TBTQ (71)) bzw. 0.7% (iber Methoxy-
TBTQ 93) erhalten. Im Vergleich dazu liegt die Gesamtausbeute des enantiomerenreinen
TBTQ-Phenols (P)-89 auf der von Greschner geplanten, zehnstufigen Syntheseroute
(ebenfalls ausgehend von Methylindandion 95) aufgrund der teils etwas hoheren
Ausbeuten der einzelnen Synthesestufen immerhin noch bei etwa 1%. Jedoch ist der
synthetische Aufwand auf der kiirzeren Route mit vier Reaktionen weniger erheblich
geringer. Mit einer weiteren Optimierung einzelner Reaktionsabschnitte lieBe sich die
Gesamtausbeute moglicherweise auch noch etwas erhohen, was den Wert der
grundsitzlich erfolgreichen Syntheseroute steigert. Die Ergebnisse zu der alternativen bis-

TBTQ-Synthesesequenz wurden zur Veroffentlichung eingereicht.l203]
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3.4 Ausblick

Die Erarbeitung von unterschiedlichen Syntheserouten zur chiralititsunterstiitzten
Darstellung einer TBTQ-basierten, dreidimensionalen Geriistverbindung erlaubte viele
interessante Einsichten in die Chemie der funktionalisierten TBTQ-Gerlste und deren
chemische und strukturelle Eigenschaften. Das auf einem dieser Wege erfolgreich
synthetisierte syn-bikonkave, Dioxin-verkntiipfte bis-TBTQ sy7-82 kann als Untereinheit
eines molekularen Wiirfels 80 aus acht miteinander verkniipften TBTQ-Einheiten
angesehen werden (Abbildung 3.27).

Abbildung 3.27: Hypothetisches Modell eines molekularen Wiirfels 80 aus acht verkniipften TBTQ-
Einheiten mit Hervorhebung des erfolgreich synthetisierten bis-TBTQs sy#-82 als Wiirfelausschnitt in rot.

Zukinftig konnten die durchgefithrten chemischen Transformationen an einem der drei
Indanfligel des TBTQ-Gerlists auch auf die beiden bisher unsubstituierten Indanfliigel
Ubertragen werden, sodass auf diesem Wege ein Zusammenschluss von
acht TBTQ-Bausteinen zur Ausbildung eines Wiirfel-férmigen Molekiilgertstes denkbar
wire. SchlieBlich bietet die TBTQ-Literatur bereits vielseitige Beispiele fir gut
kontrollierbare  Syntheseprotokolle zur Darstellung von TBTQ-Gerlisten mit
Mehrfachsubstitution an der Aromatenperipherie.[15>159204 In der Realitit ginge dieses
Unterfangen aber sicherlich mit erheblichem Mehraufwand und bisher unvorhersehbaren

Hindernissen synthetischer Natur einher.
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4 Cyanid-freie Synthese chiraler Nitrile

4.1 Einleitung und wissenschaftlicher Standpunkt

4.1.1 Geschichte der Cyanid-freien Nitrilsynthese

Nitrile sind mit ihrer C-N-Dreifachbindung als funktionelle Gruppe eine weit verbreitete
organisch-chemische Substanzklasse. Sie werden in unterschiedlichen
Anwendungsbereichen eingesetzt, beispielsweise als Polyacrylnitril in Kunststoffen oder
als Cyanacrylate in Klebstoffen. Ein weiterer wichtiger Vertreter dieser Substanzklasse,
das Acetonitril, wird als Losungsmittel in der Synthese und in der Analytik verwendet.
Aber auch im Bereich der Spezial- und Feinchemikalien sind vielseitige organische
Verbindungen mit einer CN-Funktionalitit zu finden. Neben pharmakologisch aktiven
Endprodukten bilden Nitrile aufgrund der mannigfaltigen Moglichkeiten zur Folgechemie
ebenfalls wertvolle Intermediate.

Im ILabor und in der Industrie wurden in den vergangenen 200 Jahren
verschiedene Methodiken zur Nitrilsynthese entwickelt. Dabei stellt vor allem die Ko/be-
Nitrilsynthese eine sehr gebriuchliche Méglichkeit zur Darstellung von Nitrilen 100 dar
(Schema 4.1).12%%1 Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine nukleophile Substitution, bei
der eine gute Abgangsgruppe, beispielsweise ein Halogen, innerhalb einer organischen

Verbindung 99 durch Cyanid ersetzt wird.

R-X + CEN — > R-C=N + X
99 100

R: org. Rest; X: Abgangsgruppge (z.B. Halogen)

Schema 4.1:  Allgemeines  Reaktionsschema  zur  Darstellung  von  Nitrilen 1000  nach  der
Kolbe-Nitrilsynthese.l?%]

Die analoge Reaktion von Arylhalogeniden mit Kupfer!-Cyanid zur Darstellung von
Arylnitrilen wurde als Rosenmund-von Braun-Reaktion bekannt.[200]

Eine ebenfalls hiufig verwendete, alternative Methode zur Darstellung von
Nitrilen 102 ist die Hydrocyanierung von ungesittigten Verbindungen wie beispielsweise
Alkenen 101 mit einem Metallkatalysator.[207]

R + HON — R/\///N
101 102

R: org. Rest

Schema 4.2: Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung von Nitrilen 102 mittels Hydrocyanierung von
Alkenen 101.1207

Der Nachteil der genannten Syntheserouten zeigt sich allerdings in deren Bedarf von
hochtoxischen Reagenzien wie Blausiure bzw. deren Metallsalze, die Cyanide. Besonders

im Labormal3stab geht die Nitrilsynthese auf diesen Reaktionspfaden daher mit einem
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gro3en sicherheitstechnischen Risiko einher. Diese Problematik fihrte zu einer
erfolgreichen Suche nach alternativen Darstellungsmethoden ohne Verwendung von
hochtoxischen Cyaniden. Aus der dullerst reichhaltigen und vielseitigen Historie der
Cyanid-freien Nitrilsynthese werden im Folgenden lediglich die wichtigsten Meilensteine
skizziert. Diese Beispiele geben einen umfassenden Uberblick iiber die Kreativitit der
organisch-chemischen Naturwissenschaftler und tber die stetige Entwicklung auf diesem
Themengebiet.

Die erste Cyanid-freie Nitrilsynthese gelang Wihler und Liebig in 1832. Durch
Destillation von Benzamid (103) tber Bariumoxid erhielten sie Benzonitril (104).1208]

o]
BaO CN
NH, —

103 104
Schema 4.3: Erste Cyanid-freie Nitrilsynthese von Benzonitril (104) aus Benzamid (103) mit BaO.[208]

Diese Methodik der Dehydratisierung von organischen Amiden 105 zu den
entsprechenden Nitrilen 100 funktionierte auch mit anorganischen Siaureanhydriden oder
-haliden, wie Dumas in 18472 und Gerhardt in 1858[21% zeigen konnten.

(e} P,05 oder PCI
)k 205 5 R/CN
R™ "NH,
105 100
R: Alkyl, Aryl

Schema 4.4: Dehydratisierung von Amiden 105 zu Nitrilen 100 mit P>Os oder PCls.[209.210]

Etwa 30 Jahre spiter erfolgte die erste Nitrilsynthese ausgehend von einem Amin. In 1883
brachte Hofmann Octylamin (106) mit einem Gemisch aus Brom und Natriumhydroxid
zur Reaktion. Es bildete sich zuerst das bromierte Amin 107, welches daraufthin durch

zweifache HBr-Eliminierung zu Octannitril (108) abgebaut wurde.[?11]

Br, NaOH NaOH
/\/\/\/\ 8 /\/\/\/\
NHy — { NBQ} s AN

106 107 108
Schema 4.5: Hofinann-Abbau von Octylamin (106) zu Octannitril (108) mit Br, und NaOH.[2!1]

Weitere 20 Jahre spater zeigte Bamberger, dass Amine auch durch Oxidation in Nitrile
tberfithrt  werden  koénnen.'2l  Die Umsetzung von  Ethylamin (109) mit

Peroxoschwefelsdure fithrte zur Oxidation der Aminfunktionalitit (Schema 4.0).

0]

_OH 0
N } — W AOH + N )LN”OH + 7N
H

109 110 111 112 113

Schema 4.6: Reaktion von Ethylamin (109) mit Peroxoschwefelsiure zu Hydroxylamin 110 und dessen
Folgeprodukte.2!2
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Das intermediir gebildete Hydroxylamin 110 reagierte weiter zu Acetaldoxim (111),
welches durch Wasserabspaltung schlieBlich in Acetonitril tberfithrt wurde. Diese
Reaktion war allerdings unselektiv, sodass aus dem Oxim 111 neben groB3en Mengen von
Essigsdure auch Acetohydroxamsdure (112) und Nitroethan (113) als signifikante
Nebenprodukte gebildet wurden.

Acetonitril, welches bei Bamberger e¢her per Zufall als Nebenprodukt bei der
Ethylaminoxidation anfiel,[?1? wurde erstmals von Chichibabin in 1915 gezielt
synthetisiert.[?13] Dabei wurde das Acetonitril in einer Gasphasenreaktion von Acetylen
mit Ammoniak Gber Al2O3 bei 400 °C aus den Zwischenstufen Enamin 114 und Imin 115
gebildet (Schema 4.7).

AlLOs3

# + NHs [/\NHz ANH} _CN

400 °C
114 115

Schema 4.7: Synthese von Acetonitril aus Acetylen und Ammoniak mit AO3.1213]

Allerdings wurde auch unter diesen Reaktionsbedingungen nicht ausschlieflich Acetonitril
erhalten. Durch Reaktion der Intermediate 114 und 115 untereinander bzw. mit den
Edukten entstanden in diesem Prozess nicht unerhebliche Mengen Pyridin, Picoline,
Pyrrole und weitere vergleichbare Verbindungen.[214

Erste Beobachtungen zur Dehydrierung von primiren Aminen machten
Sabatien®d und Mailhe®'! vor etwa 100 Jahren. Durch Erhitzen von Benzylamin (116) mit
Nickelstaub auf 300-350 °C erhielten sie Benzonitril (104) (Schema 4.8). Der dabei
freigesetzte Wasserstoff reagierte allerdings unter diesen Bedingungen mit der
Ausgangsverbindung 116, wodurch in einer Desaminierung als Nebenprodukte Toluol

und Ammoniak entstanden.

i CN
©/\NH2 Ni (Staub) @/ +2H,
300-350 °C
116 104 ©/\NH2

116

7

Schema 4.8: Dehydrierung von Benzylamin (116) zu Benzonitril (104) mit Ni-Staub und Nebenreaktion zu
Toluol.[215.216]

Alternative Untersuchungen von Mailbe zur Cyanid-freien Nitrilsynthese fithrten etwa zur
selben Zeit zu der Erkenntnis, dass auch Aldehyde 117 mit Ammoniak zu Nitrilen 100
umgesetzt werden kénnen (Schema 4.9).2171 Mit einem geeigneten Katalysator, in diesem
Fall Thoriumdioxid, konnte das intermedidr gebildete Imin 118 bei Temperaturen von

tber 200 °C entsprechend dehydriert werden.
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0 Th
)k + NH; Oz [ RANH } - R”CN
R H 220-240 °C
117 118 100
R: Alkyl, Aryl

Schema 4.9: Synthese von Nitrilen 100 aus Aldehyden 117 mit ThO: tiber die Iminzwischenstufe 118.1217]

Nach den neuen Kenntnissen iber die Cyanid-freie Nitrilsynthese ausgehend von
verschiedenen Verbindungsklassen wie Aminen, Amiden und Aldehyden konnten Spence
in 1944P18 bzw. Bishop in 1950R"°1 unabhingig voneinander bestitigen, dass auch
Alkohole 119 mit Ammoniak als Stickstoffquelle in Nitrile 100 tberfihrt werden kénnen
(Schema 4.10). Als Katalysatoren kamen dafur feinverteiltes Kupfer oder Silber bzw.
MoOs3 auf AlO3 zum Einsatz. Mit letzterem Katalysator wurde beispielsweise aus
Butanol in nur einem Reaktionsdurchlauf der C4-Baustein Buttersdurenitril mit einer

Ausbeute von immerhin 45% erhalten.[219]

a) Cu oder Ag
b) M003 anA|203
R“OH +NHy —————— p-ON 4+ H,0+2H,
300-500 °C
119 100

R: org. Rest

Schema 4.10: Synthese von Nitrilen 100 aus Alkoholen 119 mit elementarem Cu oder Agl*'8l bzw. mit
MOOz, auf A1203[219].

Mit dem gleichen Katalysatorsystem aus MoOs auf AlLOs erhielt Chapman 1950
Benzonitril (104) aus einer Gasphasenreaktion von Toluol mit Ammoniak mit guten

Gesamtausbeuten von bis zu 85% nach mehreren Prozessdurchliufen (Schema 4.11).[220]

©/ MoO3 auf Al,O3 CN -
+NH; ———— +3H,
N >500 °C

104
Schema 4.11: Synthese von Benzonitril (104) aus Toluol mit NH3;.1220)

Diese Reaktion erinnert an die im grofitechnischen Malstab industriell relevante
Ammonoxidation, die nach dhnlichem Prinzip mit Ammoniak als Stickstoffquelle und
einem Metallkatalysator, wie beispielsweise Platin, ablduft (Schema 4.12).°1 Durch den
zusitzlichen Sauerstoffanteil in der Reaktionsmischung fillt Wasser anstelle von

Wasserstoff an.

Metallkat.

CHs 4 NH;+150, — > Rr-CN +3H,0
R s F o2 T o0 eC R 2
120 100

R: org. Rest

Schema 4.12:  Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung von Nitrilen 100 aus organischen
Verbindungen 120 mit einer Methylgruppe tber das Ammonoxidationsverfahren mit Ammoniak und
Sauerstoft.[67]

Neben der letztgenannten, wichtigen Methode zur Cyanid-freien Nitrilsynthese sind die
zuvor erlduterten Darstellungsméglichkeiten fiir eine grofitechnische, industrielle

Anwendung aufgrund der unselektiven Reaktionsverldufe und eher niedrigen Ausbeuten
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nur sehr begrenzt geeignet. In der organisch-chemischen Forschung wurde tber die
vergangenen Jahrhunderte eine weitere Cyanid-freie Methode entwickelt, die im Vergleich
dazu Nitrile deutlich selektiver und mit guten bis exzellenten Ausbeuten liefert. Im

Folgenden wird diese Methode niher erldutert.

4.1.2  Entwicklung der Nitrilsynthese ausgehend von Aldoximen

Eine weitaus selektivere Methode zur Darstellung von Nitrilen 100 ohne die Verwendung
toxischer Cyanide ist die Dehydratisierung von Aldoximen 121, die wiederum durch
Kondensation von Aldehyden 117 mit Hydroxylamin sehr einfach zuginglich sind
(Schema 4.13).

R™ "OH
117 121 100

R: org. Rest

Schema 4.13:  Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung von Nitrilen 100 tber Aldoxime 121
ausgehend von Aldehyden 117.

Die Synthese von Aldoximen 121 aus Aldehyden 117 weist chemisch betrachtet
Ahnlichkeiten zu der bereits im 19. Jahrhundert gut etablierten Ausbildung von
Schiff schen Basen zwischen primaren Aminen und Aldehyden oder Ketonen. Daher liegt
es nahe, dass frihe Versuche zur Dehydratisierung von Oximen 121 ebenfalls mehr als
100 Jahre zuriickzuverfolgen sind.??!l So wurden zwischen 1880 und 1920 verschiedene
Methoden gefunden, um Aldoxime 121 unter formaler Wasserabspaltung in ihre
entsprechenden Nitrile 100 zu Gberfiihren. Dazu kamen beispielsweise Reagenzien wie
Essigsdureanhydrid,l???l  Thionylchlorid,?23  Blei-Oxid,[?>1  Benzolsulfonylchlorid, 2%
Phosphorpentoxidl?? oder Ethylchlorformiat??”l in stéchiometrischen Mengen mehr
oder weniger effektiv zum Finsatz. Auch eine thermische Wasserabspaltung bei Kontakt
mit Thoriumdioxid oder Aluminiumoxid und bei Temperaturen von 340-360 °C wurde
erfolgreich untersucht.?'7l Auch in der neueren Literatur gibt es zahlreiche Beispiele fiir
selektive und effektive Dehydratisierungen von Aldoximen 121 zu Nitrilen 100 unter
Verwendung von sowohl stochiometrisch —eingesetzten Reagenzien als auch
Katalysatoren.

In der Cyanid-freien Nitrilsynthese aus Oximen haben sich beispielsweise
verschiedene Phosphor-basierte Dehydratisierungsreagenzien bewihrt. Die starke
Triebkraft einer Bindungsbildung zwischen dem Phosphor vom Reagenz und dem
Sauerstoff vom Oxim bewirkt die Freisetzung des Nitrils unter formaler Abspaltung von
Wasser. Beispiele tir diese Phosphor-basierten Reagenzien sind
Propanphosphonsiureanhydrid (T3P®) (I),12281 in situ gebildetes Chlor-
phosphoniumsalz IIP?! oder Ethyldichlorophosphat (ITI)[23] sowie Benzotriazolyloxytris-
(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophosphat (BOP) (IV)[231l in Zusammenwirkung
mit der Base 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (1,8-DBU) (Abbildung 4.1 oben). Die
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Dehydratisierung ~ kann ~ aber  auch  mit dem  Fluoriibertragungsreagenz
XtalFluor-E® (V)22 oder mit einem Gemisch aus Trichlortriazin (TCT) (VI) und
Dimethylformamid (DMF)P33], deren aktive Spezies an das typische /7lmeier-Reagenz
Chlor-N,N-dimethylformiminiumchlorid erinnern, erfolgen (Abbildung 4.1 Mitte). In
weiteren Synthesevorschriften werden Chloral (VII),241  Burgess-Reagenz (VIII),[235]
2-Chlor-1-methylpyridiniumiodid (CMPI) (IX)[236] oder Pyridiniumchloro-
chromat (PCC) (X)2%71 als effektive Dehydratisierungsmittel bei der Nitrilsynthese
ausgehend von Aldoximen vorgeschlagen (Abbildung 4.1 unten).

N
nP N -
OL\P/O‘P”O cl - 0 @[ ‘N PFg
L onpr T\ Cl h-Cl N

P . NMe
0.,-0 Ph o Hod 2
R pn Ph cl O~F-NMe;
nPr O NMe,
T3P (I) I i BOP (IV)
. cl
s F
N BF, N‘)*N + DMF
F
Cl)\N/)\CI
XtalFluor (V) TCT (V1)
0] Xy - S ,
00 O
)_L Et\4 \\S// 7)& P ‘ P | ‘ L CFO3C|
H™ "CCly Et=N"""N" "0 N el N
Vi Burgess-Reagenz (VIII) CMPI (IX) PCC (X)

Abbildung 4.1: Erfolgreich eingesetzte Dehydratisierungsreagenzien fiir die Nitrilsynthese ausgehend von
Aldoximen.

Die meisten dieser in stochiometrischen Mengen benétigten Reagenzien sind allerdings
auch toxisch, was gegeniiber den herkommlichen Nitrilsynthesen unter Verwendung von
Cyaniden keinen groflen Vorteil birgt. Weiterhin spielen die Aspekte der Zuginglichkeit
der Reagenzien und der Reaktionsbedingungen bei der Finschitzung von
Reaktionsprozessen ebenfalls eine relevante Rolle. Auch aus diesem Blickwinkel ist ein
Grofteil der vorgestellten Methoden eher mit teureren Reagenzien und mit einem
héheren Syntheseaufwand verbunden.

Im Gegensatz zu diesen Methoden mit stéchiometrischen Reagenzien sind auch
einige Alternativen mit substochiometrischen Mengen eines Katalysators bekannt.
Beispiele  hierfiir  sind  der  Benzolseleninsdure-Prikatalysator (XI)I238,  der
Rutheniumkomplex XII auf Kohle?? oder der Cobaltkomplex XIII?4 (Abbildung 4.2
oben), oder aber unterschiedliche Palladiumkomplexe XIVP4! oder XVP#I sowie

Kupferll-Acetat243.244 und andere Ubergangsmetallsalzel244 (Abbildung 4.2 unten).
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Abbildung 4.2: Erfolgreich eingesetzte Dehydratisierungskatalysatoren fiir die Nitril-Synthese ausgehend
von Aldoximen.

Wihrend Acetonitril im Prozess mit dem Selenkatalysator XI nur als Losungsmittel
fungiert, ist es in den anderen hier gezeigten Katalysemethoden als Reagenz involviert.
Dies zeigt der postulierte Mechanismus von Tambara, in dem formal Wasser vom Oxim
auf das Acetonitril Ubertragen wird, wodurch sich aus diesem Hilfsreagenz Acetamid
bildet (Schema 4.14).[241]

/\ 2+
Nao HoN, NHp RNl
R N
100 /Pd\\ 121
NS
XVi
Na
\\ L
2 /\ 2+
HN.  NH, HN, -~ NH,
pd L: labiler, ungeladener Ligand ,Pd\
s R: organischer Rest )
N 9 RNy N\\\
R N
XIX XVII
X
NH /\ 2+
HoN. NHy
L R% AN
=N N—H
AN
H o\'{)
XVl

Schema 4.14: Postulierter Reaktionsmechanismus fiir die Metall-katalysierte Dehydratisierung von
Oximen zu Nitrilen mit dem Hilfsreagenz Acetonitril.[241]

Nach diesem Mechanismus koordiniert das Acetonitril mit seinem Stickstoffatom tber
eine freie Koordinationsstelle an den Palladiumkomplex [XVI]. Durch einen
Ligandenaustausch kann auch das Oxim 121 mit seinem Stickstoffatom an eine
benachbarte Koordinationsstelle an den Palladiumkomplex koordinieren [XVII].

AnschlieBend kommt es zu einer Elektroneniibertragung vom Sauerstoffatom des Oxims
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auf das elektrophile Kohlenstoffatom des Acetonitrils und damit zur intermolekularen
O-C-Bindungsbildung [XVIII]. Uber eine Elektronenwanderung und Deprotonierung der
ehemaligen Oximspezies bzw. Protonierung der modifizierten Acetonitrilspezies wird
Acetamid aus dem Komplex freigesetzt [XIX]. Der anschlieBende Ligandenaustausch des
neu gebildeten Produktnitrils 100 mit einem weiteren Molektl Acetonitril und erneute
Koordination eines neuen Oximmolekiils 121 schlieBen den Katalysezyklus. Das auf diese
Weise entstandene Acetamid konnte bei der Durchfihrung der Reaktion nachgewiesen
werden, was die Plausibilitit dieses Mechanismus unterstreicht. Des Weiteren konnte
Tambara zeigen, dass in Abwesenheit eines Hilfsreagenzes wie Acetonitril stets das
entsprechende Amid aus dem eingesetzten Oxim gebildet wird.[?41]

Dieser interessante Mechanismus scheint aber nicht nur auf den Palladium-
katalysierten Prozess beschrinkt zu sein, wie Affanasi?>¥’1 schon einige Jahre zuvor
postulieren und Ma ez al.?*4 spezifizieren konnten. In ihrer Forschung stellten sie heraus,
dass die Metall-katalytische Dechydratisierung von Oximen zu Nitrilen auch mit
kommerziell erhiltlichem Kupfer!-Acetat unter Zugabe von Acetonitril in analoger Weise
funktioniert. Als Substrate wurden sowohl aromatische und heteroaromatische als auch
aliphatische Oxime erfolgreich umgesetzt, offenbar mit einem analogen Mechanismus mit
formaler Wassertbertragung auf das Hilfsreagenz Acetonitril. Aufgrund des deutlich
niedrigeren Kupferpreises im Vergleich zu dem des Edelmetalls Palladium liefert dieses
Syntheseprotokoll mit Katalysatormengen von 10 mol% Cu(OAc): eine elegante Methode

zur Cyanid-freien Nitrilsynthese ausgehend von Aldoximen.

4.1.3 Enzymatischer Zugang zur Cyanid-freien Nitrilsynthese

Abseits von der Metall-katalysierten Nitrilsynthese wurde vor etwa 20 Jahren eine
alternative katalytische Methode zur Dehydratisierung von Oximen entdeckt. Aufgrund
der Tatsache, dass Cyanide auch auf Pflanzenorganismen toxisch wirken, wurde
angenommen, dass die in Pflanzen nachgewiesenen Nitrile auf einem biosynthetischen
Reaktionspfad ohne Beteiligung von Cyaniden gebildet werden miissen. Bei dem Versuch,
die Biosynthese und den Metabolismus von organischen Nitrilen in pflanzlichen
Systemen aufzukliren, stieBen Asano et al. aut ein Enzym, welches fihig war, Aldoxime
unter Wasserabspaltung in die entsprechenden Nitrile zu tberfihren. Aus einer
Bodenprobe konnten sie das Bakterium Baci//us sp. OxB-1 als verantwortlichen Stamm fur
den biosynthetischen Abbau von Z-Phenylacetaldoxim (122a) unter Wasserabspaltung zu
Phenylacetonitril (123a) isolieren und identifizieren (Schema 4.15).1243

QH Aldoximdehydratase aus
_N Bacillus sp. OxB-1 ©/\\\N +H,0
H

122a 123a

Schema 4.15:  Biosynthese von Phenylacetonitril 123a) aus Z-Phenylacetaldoxim (122a) unter
Wasserabspaltung mit einer Aldoximdehydratase aus Bacilus sp. OxB-1.1243]
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Das fur die Katalyse dieser Reaktion verantwortliche Enzym erhielt passend zu seiner
Funktion den Namen Aldoximdehydratase (Oxd). Die in den darauffolgenden Jahren
vorgenommenen Bemiihungen zur detaillierten Charakterisierung von verschiedenen
Oxds mindeten in der erfolgreichen Losung von Proteinkristallstrukturen mit und ohne
Liganden. Anhand des Bindermodells der Proteinstruktur eines Homodimers von OxdA
aus dem Bakterienstamm Pseudomonas chlororaphis B23 zeigt sich beispielhaft der
interessante Aufbau der Oxds (Abbildung 4.3).124]

Abbildung 4.3: Bindermodell der quartiren Proteinstruktur eines OxdA-Dimers aus Pseadomonas
chlororaphis B23 mit Himeinheiten als Stibchenmodell.[247]

Jede Oxd enthilt pro aktive Einheit eine Himoglobingruppe (Himgruppe), die in
Abbildung 4.3 als Stibchenmodell skizziert ist. Bei nidherer Betrachtung der
Proteinstruktur in der Umgebung der Hidmeinheit fallen insbesondere die oberhalb des
Porphyrinrings nahe beieinander gelegenen Aminosduren Arginin-178, Histidin-320 und
Serin-219 ins Auge, die an eine katalytische Triade erinnern.?*l In der Kiristallstruktur von
OxdA ohne Substrat deuten die geringen Abstinde zwischen den Aminosiureresten der
Triade sowie zwischen der NH-Funktionalitit des Histidinrests und dem Himeisen von
5.16 A bzw. zwischen Serin-OH und Fe von 4.77 A auf eine gemeinsame Interaktion
wihrend des Katalyseprozesses hin (Abbildung 4.4 links). Die Kiristallstruktur von
OxdRE aus Rhodococcns sp. N-771 mit gebundenem #-Propionaldoxim zeigt eine
cindeutige Interaktion des Himeisens mit dem Oximstickstoff des Substrates
(Abbildung 4.4 rechts). Die Anordnung der Oxim-OH-Funktionalitit in Richtung
His-320 und Ser-219 mit Abstinden von 2.87 bzw. 2.82 A unterstreicht auch die

Wechselwirkung des Substrates mit den Aminosduren der katalytischen Triade.
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Abbildung 4.4: Oxd-Réntgenkristallstruktur als Stibchenmodell eines Ausschnitts aus dem aktiven
Zentrum von OxdA aus Pseudomonas chlororaphis B23 ohne Substratl?d (links) und von OxdRE aus
Rhodococcus sp. N-771 mit gebundenem #-PropionaldoximP#] (rechts). Die Strukturen wurden mit der
Software PyMOL aus den entsprechenden Protein-Réntgenstrukturdaten visualisiert.[247.250]

Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Aufstellung eines Reaktionsmechanismus fir die
enzymatische ~Dehydratisierung  von  Oximen 121  zu  Nitrilen 100 mit  Oxds
(Schema 4.16).124
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Schema 4.16: Postulierter Reaktionsmechanismus fiir die enzymatische Dehydratisierung von Oximen 121
zu Nitrilen 100 mit Oxds in Anlehnung an Nomura et al..124)
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Der vorgeschlagene Mechanismus ergibt sich aus dem interessanten Zusammenspiel der
katalytischen  Triade Arg-His-Ser — mit einem 2zu Proteasen analogen
Katalysemechanismus?4l — und der Hiamgruppe — als analoger Bestandteil von
Cytochrom P450-Proteinen.?>l Im Ausgangszustand ohne Substrat befindet sich das
Himeisen in der Oxidationsstufe +1I [XX]. Das Oxim 121 positioniert sich darauthin so,
dass der Oximstickstoff an das Eisen koordiniert. Weiterhin richtet sich das Substrat 121
mit seiner OH-Gruppe in Richtung der Aminosdurereste von Ser-219 und His-320 aus
[XXI]. Durch diese intermolekulare Wechselwirkung tiber Wasserstoffbriicken kommt es
zur Abspaltung der Oxim-OH-Gruppe, welche sich mit einem Proton von His-320 zu
Wasser verbindet [XXII]. Der His-320-Rest wird wiederum durch die Wechselwirkung
mit einem  Guanidinproton des benachbarten Arg-178  stabilisiert. Durch
Elektronentibertragung von Fell auf den Oximstickstoff wird das Himeisen zunichst auf
die Oxidationsstufe +III [XXIII] und schlieBlich auf die Oxidationsstufe +1V [XXIV]
oxidiert. Der Ligand orientiert sich neu, sodass nun das Wasserstoffatom an der
N-C-Doppelbindung mit einem His-Stickstoff und mit der Ser-OH-Gruppe in
Wechselwirkung tritt. Schlief3lich kann es als Proton von der His-Seitenkette abstrahiert
werden [XXV], wodurch sich das Nitril 100 ausbildet. Gleichzeitig wird das Himeisen
nach Freisetzung des Produkts wieder auf die Oxidationsstufe +II reduziert. Durch die
Koordination eines weiteren Oximmolekiils beginnt der Katalysezyklus erneut. Durch
eine quantenmechanische Studie konnte gezeigt werden, dass die Dehydratisierung von
Oximen nur funktioniert, wenn das Hidmeisen im Zuge der Bindung des Substrates in der
Oxidationsstufe +1I vorliegt. Im Gegensatz dazu erfolgt die Koordination des Substrates
an ein Felll bevorzugt tber den Oximsauerstoff und eine Dehydratisierung ist folglich
nicht mehr moglich. 252

In ausfiihrlichen Studien zur Anwendung dieser neuen, interessanten Oxd-Enzyme
konnte die Toleranz eines breiten Substratspektrums mit aliphatischen, aromatischen,
heteroaromatischen und arylaliphatischen Oximen erfolgreich gezeigt werden.[?>3l Hierzu
ist im Rahmen der Kollaboration der Arbeitsgruppen Griger und Asano von der
Universitit Toyama, Japan kiirzlich ein Review publiziert worden, in dem auch die
strukturellen und enzymkinetischen FEigenschaften verschiedener Oxds erldutert
werden. 254

Auch chirale Aldoxime werden von Oxds erkannt und umgesetzt, wie Metzner zu
Beginn des Deutsch-Japanischen Kooperationsprojekts zeigen konnte.[?>>25 Dabei stellte
sich ganz besonders an einem der untersuchten Substrate heraus, dass die OxdB aus
Bacillus sp. OxB-1 in der Lage ist, racemische Aldoxime stereoselektiv zum Nitril
umzusetzen. Dieses Phinomen wurde an der Umsetzung eines Strukturverwandten des
Standardsubstrats  Z-Phenylacetaldoxim (122a), rac-2-Phenylpropionaldoxim (122b),
beobachtet (Schema 4.17).[25]
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Schema 4.17: Benchmarkexperiment zur stereoselektiven Dehydratisierung von

2-Phenylpropionaldoxim (122b) zu 2-Phenylpropionitril (123b) mit OxdB.[25]

Bei der Synthese der Oxime aus den entsprechenden Aldehyden werden in der Regel
sowohl das E- als auch das Z-Isomer gebildet, wobei das E/Z-Verhiltnis je nach Art des
molekularen Aufbaus unterschiedliche Werte annehmen kann.??ll Auch das chirale
Oxim 122b lag nach seiner Synthese als FE/Z-Isomerengemisch vor. Mittels
Siulenchromatographie konnten die Konfigurationsisomere in hoch angereicherter
(E/Z = 99:1) bzw. in leicht angereicherter (Z/E = 11.5:1) Form isoliert werden. Die
Biotransformationen dieser racemischen Oxime E-rac-122b bzw. Z-rac-122b mit OxdB
zeigten einen dullerst interessanten Aspekt in Bezug auf die Stereoselektivitit der
Enzymreaktion. Wihrend die enzymatische Dehydratisierung des E-Isomeren-
angereicherten Oxims E-7ac-122b bei einer Reaktionstemperatur von 30 °C nach 24 h
Reaktionszeit nur ein racemisches Gemisch des Nitrils 123b lieferte, zeigte der gleiche
Prozess bei einer verringerten Temperatur von 8 °C einen hochstereoselektiven
Reaktionsverlauf (Schema 4.17 oben). In diesem Fall wurde nur das Isomer E-(5)-122b in
das entsprechende Nitril (5)-123b mit einem hohen ee-Wert von 98% tberfiithrt, wihrend
das Isomer E-(R)-122b nicht umgesetzt wurde. Im Gegensatz dazu zeigte die
Biotransformation des racemischen Z-Isomerengemisches Z-rac-122b unter sonst gleichen
Reaktionsbedingungen nur einen unselektiven Reaktionsverlauf (Schema 4.17 unten).
Auch bei einer verringerten Reaktionstemperatur von 8 °C lag nach einer 24-stiindigen
Reaktionszeit des Z-Isomeren-angereicherten  Substrats Z-rac-122b  lediglich  ein
racemisches Gemisch des Nitrils 72--123b vor. Nach nur sehr kurzer Reaktionszeit konnte
dahingegen ein Uberschuss des anderen Nitrilenantiomers (R)-123b mit einem moderaten
ee-Wert von 67% etrhalten werden. In Abhingigkeit der E/Z-Isomerie des Substrates
wurde also nicht nur eine unterschiedliche Stereoselektivitit, sondern auch eine potentiell
entgegengesetzte Stereospezifitit beobachtet. Diese Reaktionsergebnisse bilden einen
Meilenstein fur die genauere Betrachtung der enzymatischen Nitrilsynthese mit chiralen

Oximen unter Verwendung von Oxds.

4.1.4 Enantiomerenreine Gliptin-Wirkstoffe mit Nitrilfunktionalitat

Ein potentielles Anwendungsgebiet fir die oben beschriebene Enzym-katalysierte
Dehydratisierung von Aldoximen ist im Bereich der Feinchemie zu finden. In diesem
Segment sind enantiomerenreine o-Aminonitrile als wichtige Schliisselbausteine fiir

pharmakologisch wirksame Feinchemikalienl?7:28] und wertvolle Intermediatel258:25]
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wiederzufinden. So zeichnen sich einige Vertreter der Wirkstoffgruppe der Gliptine
strukturell durch eine a- Aminonitril-Funktionalitit aus (Abbildung 4.5).

{ I~ % - 9 e
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H N z
‘ H N N 6}
HO@/N\/&C) HO (o) SN H/\/N\/&O ﬁ\N ‘ H/><
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Abbildung 4.5: Strukturformeln von Vildagliptin (124), Saxagliptin (125), NVP-DPP-728 (126) und
Anagliptin (127) als Vertreter der Gliptin-Wirkstoffgruppe.

Sie sind in optisch reiner Form als oral einzunehmende Wirkstoffe gegen die Krankheit
Diabetes mellitus Typ 11 auf dem Markt erhaltlich. Die chronische Stoffwechselkrankheit
entsteht im menschlichen Korper aufgrund einer Insulinresistenz, die neben einer
genetischen Veranlagung auch durch Ubergewicht und Bewegungsmangel geférdert wird.
Aufgrund dieser Resistenz konnen die Zuckermolekiile im Blut von dem Hormon Insulin
nach der Nahrungsaufnahme nur schlecht in die Zellen weitergeleitet werden. Als Folge
davon leiden Menschen mit dieser Krankheit an einem hohen Glukosespiegel im Blut.[260]

Vildagliptin ((§)-124) geh6rt zu  der Klasse der Dipeptidyl-Peptidase-1V-
Inhibitoren. Das Enzym Dipeptidyl-Peptidase-IV (DPP-1V) ist eine Serinprotease, welche
Dipeptide am N-Terminus verschiedener Proteine hydrolytisch abspaltet. So wird auch
das  Glucagon-like Peptid 1~ (GLP-1), ein Hormon zur Stimulierung der
Insulinproduktion, von DPP-IV zu einem inaktiven Metaboliten abgebaut. Das
Gliptin ($5)-124 bindet als Substrat an das aktive Zentrum von DPP-IV und hemmt damit
die hydrolytische Peptidabspaltung am GLP-1. Das GLP-1 bleibt somit aktiv und sorgt
tir eine erh6hte Insulinproduktion, was wiederum den Blutzuckerspiegel absenkt.[261]

Studien konnten zeigen, dass die Interaktion der Nitrilfunktionalitit des
Gliptins (5)-124 mit der Enzymbindungsstelle fiir die Inhibition der DPP-IV essentiell
ist.[202l Dementsprechend findet sich die a-Aminonitril-Funktionalitit auch bei anderen
Gliptinen, wie beispielsweise Saxagliptin (125),201  NVP-DPP-728 (126)[264  und
Anagliptin (127),129] wieder (Abbildung 4.5).

Vildagliptin ((5)-124) wurde von Novartis Pharma entwickelt und vermarktet. Zur
Synthese kommt ein elegantes continuons flow-Verfahren ausgehend von dem chiral pool-
Molekiil L-Prolinamid (($)-128) zum Einsatz (Schema 4.18).[260]

o {\Kj/

I NH,
o (=
O\/(O 129 { Q\(O ] 131 QCN 133 N CN
N — —
cl

H
—_—_—
Rt oL, oY

(S)-128 (S)-130 (S)-132 (S)-124

Schema 4.18: Von Novartis Pharma entwickelte Syntheseroute zur Darstellung von Vildagliptin (($)-124)
ausgehend von L-Prolinamid (($)-128).12¢0]
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Zunichst  wird  die  Aminfunktionalitit =~ von  L-Prolinamid (($)-128)  mit
Chloressigsaurechlorid (129) acyliert. Direkt nach der Bildung des
N-Acylprolinamids (5)-130 wird dieses mit dem i situ gebildetem Vilsmeier-Haack-
Reagenz 131 zur Reaktion gebracht. Dadurch kommt es zur Dehydratisierung der
Amidfunktionalitit, wodurch das Nitril (5)-132 entsteht. Diese Schritte verlaufen in einem
einzigen, zusammenhingenden continuons flow-System. Lediglich die letzte Synthesestufe,
die Einfithrung des Adamantangeriists 133 durch nukleophile Substitution, erfolgt nach
Isolierung der Schliisselkomponente (5)-132 im batch-Prozess. Auf diese Weise kann der
Wirkstoff (§)-124 in einer zweistufigen Synthesesequenz mit einer Gesamtausbeute von
79% erhalten werden. Trotz des eleganten Prozesses und der guten Zuginglichkeit der
enantiomerenreinen Startverbindung ($)-128 tber Amidierung von natirlich verfiigbarem
L-Prolin ((5)-134) leidet die Praktikabilitit dieser Syntheseroute unter der Verwendung
verschiedener gefihrlicher und teratogener Chemikalien wie Dimethylformamid und

Phosphoroxychlorid zur Generierung des VVzlsmeier-Haack-Reagenzes 131.

4.2 Motivation und Zielsetzung

Die enzymatische Dehydratisierung von Aldoximen bietet neben dem zuvor
beschriebenen, Metall-katalysierten Verfahren eine vielversprechende, alternative
Moglichkeit zur Cyanid-freien Nitrilsynthese. Das von den Oxds tolerierte
Substratspektrum  aus  aliphatischen,  aromatischen,  heteroaromatischen  und
arylaliphatischen Oximen deutet eine breite Anwendbarkeit dieser biokatalytischen
Nitrildarstellung an. In Anbetracht der Tatsache, dass Enzyme im Allgemeinen in Bezug
auf chirale Substrate teils mit hoher Stereoselektivitit arbeiten,[’”l ergibt die Ausweitung
des Oxd-Substratspektrums auf chirale Oxime eine duflerst interessante Fragestellung zur
stereoselektiven Synthese von chiralen Nitrilen. Daher ist es von groem Interesse, die
Dehydratisierung von racemischen Gemischen von optisch aktiven Aldoximen mittels
Oxds zu untersuchen, um ihre mutmallich stereoselektive Arbeitsweise im Detail
verstchen zu konnen. Da bisher nur mit einem einzigen chiralen Substrat ein
hochstereoselektiver Reaktionsverlauf bei der enzymatischen Nitrilsynthese erhalten
wurde (vgl. Schema 4.17), ist es das Ziel dieser Arbeit, das Substratspektrum der Oxds um
weitere chirale Aldoxime E/Z-rac-122 zu erweitern (Schema 4.19). Diese sollten aus den
entsprechenden racemischen, mit aliphatischen, cyclischen und aromatischen

Struktureinheiten ausgestatteten Aldehyden rac-135 einfach zuginglich sein.

[e) enzymatische Dehydratisierung
i i 1 OH ; 1
Rt M Kondensation mit NH,OH R SN mit Oxds RY‘VCN
H
R2 R2 R2
rac-135 rac-ElZ-122 (RIS)-123

Schema 4.19: Syntheseplan fur die Biotransformation von racemischen Aldoximen rac-E/Z-122 zu
chiralen Nitrilen (R/S)-123, ausgehend von racemischen Aldehyden ra¢-135 mit aliphatischen, cyclischen
und aromatischen Resten R! und R2.
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Mithilfe einer entsprechenden Analyse der Produkte aus den Biotransformationen soll
erforscht werden, inwiefern diese neuen Substrate E/Z-rac122 von den Oxds
stereoselektiv zu den kotrespondierenden Nitrilen (R/5)-123 umgesetzt werden. Fur die
Etablierung eines méglichst breiten Substratspektrums werden von Bez&e>07l und Ozkel208]
im Rahmen des Kooperationsprojekts von Griger und Asano parallel dazu weitere chirale,
strukturell unterschiedliche Aldoxime untersucht.

Eine weitere Fragestellung adressiert die Implementierung der Oxd-katalysierten
Dehydratisierung  von Aldoximen in der Synthese von enantiomerenreinen
o-Aminonitrilen, die als zentrale Struktureinheit in Gliptin-Wirkstoffen, wie
Vildagliptin ((5)-124), zu finden sind (vgl. Abbildung 4.5). Die Synthese des
Gliptins (§)-124 nach dem derzeitigen Prozess von  Novartis Pharma ist mit
anspruchsvollen und aus toxikologischer Sicht bedenklichen Reaktionsbedingungen
verbunden (vgl. Schema 4.18). So kénnte das enzymatische Verfahren zur Cyanid-freien
Darstellung von Nitrilen in die Entwicklung einer alternativen Syntheseroute eingebunden
werden (Schema 4.20).

enzymatische
Dehydratisierung
mit Oxds

Kondensation O\/
Q\(o mit NH,OH N Nwon QCN
Cl \/& o H Cl \/& o Cl \/& o
Cu-katalysierte
(S)-136 (S)137 Dehydratisierung (S)-132

Schema 4.20: Syntheseplan fir eine alternative Darstellung des Vildagliptin-
Schliisselbausteins (5)-132 ausgehend von dem Aldehyd (5)-136 Gber das Oxim (5)-137.

Hierbei koénnte ausgehend von dem enantiomerenreinen Aldehyd (5)-136, der tber ein
chiral pool-Substrat mit Prolin-Grundstruktur zuginglich sein sollte, das Oxim (§)-137
durch Kondensation mit Hydroxylamin erhalten werden. Durch enzymatische
Dehydratisierung koénnte daraus der Schlusselbaustein (5)-132 gebildet werden, welcher
abschlieBend analog zu der Route von Novartis Pharma durch Verkniipfung mit dem
Adamantangeriist 133 auf diesem alternativen Weg ebenfalls das Zielmolekdl (§)-124
liefern wirde. Alternativ zu dem enzymatischen Verfahren ist in diesem Fall auch die
Implementierung der Kupfer-katalysierten Oximdehydratisierung?4l denkbar, da durch
die geplante Verwendung eines enantiomerenreinen Substrates aus dem chiral pool ein
stereoselektiver Reaktionsverlauf, wie er nur auf dem enzymatischem Weg erreicht

werden konnte, nicht zwingend erforderlich ist.
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4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Untersuchung neuer Substrate fir die enzymatische Nitrilsynthese mit Oxds

Die enzymatische Dehydratisierung von Oximen mit Oxds bietet eine umweltfreundliche
Moglichkeit zur Cyanid-freien Nitrilsynthese. Fur eine zielgerichtete Erweiterung der
Substratpalette lag der Fokus dieser Arbeit auf der Synthese von leicht zuginglichen,
chiralen Oximen. Daher wurden fiur die Oximdarstellung zunichst kommerziell
erhiltliche, racemische und enantiomerenreine Aldehyde verwendet. Diese wurden in
einer einfachen Kondensationsreaktion mit Hydroxylamin in die entsprechenden Oxime
tberfithrt, die die Basis der enzymatischen Untersuchungen mit den Oxds bildeten
(Schema 4.21).

o NH,OH" HCI (1.5 Aq.)
RH’“JK Na,CO; (1.5 Aq.) R’ %NNVOH
5 H H20 R2
R RT,2-21h
(RIS)-135b-f (RIS)-E/z-122b-f
R
R’ 4"2 A T
< R usbeute E/Z R2 Ausbeute  E/Z

b (rac) @ ﬁ;"Hg 99% 3:2 e (1R) @ 48% 100:0
c(rac) Y + 99% 1:2 f(S 62% 100:0
CH3 ° . ( ) 0 :

Y\/\&

4H" 99% 1:1
d(R) " " 77% ~1:1
d(S) " " 82%  ~1:1

Schema 4.21: Synthese der chiralen Oxime 122b-f aus den Aldehyden 135b-f mit NH.OH.

Die Oximformation erfolgte nach einem einfachen Syntheseprotokoll, das auch Mezzner
bereits fiir seine Substratsynthesen anwendete.[?>] Hierbei wurden die Aldehyde zu einer
wissrigen  Losung aus  einem  Uberschuss ~ Hydroxylamin-Hydrochlorid — und
Natriumcarbonat gegeben. Die Freisetzung des Hydroxylamins aus seinem Salz erfolgte
durch Neutralisation mit der Base. Zudem ist die Bildung des Oxims in einer leicht
basischen Reaktionsumgebung begtinstigt, da im sauren Milieu die Wahrscheinlichkeit der
Rickreaktion durch Oximhydrolyse erhoht ist.?] Aufgrund der wunter diesen
Reaktionsbedingungen  schnell ~ ablaufenden = Oximbildungl??!l  waren  milde
Reaktionstemperaturen und kurze Reaktionszeiten von 2-5 h ausreichend. Jedoch wurden
einige der Ansitze fiir einen mdéglichst hohen Umsatz teilweise auch eine etwas lingere
Zeit von bis zu 21 h gerthrt. Fir drei der sieben Ansitze wurden die auf diese Weise
erhaltenen Produkte mittels Sdulenchromatographie mit nahezu quantitativen Ausbeuten
isoliert. Dazu gehéren der chirale Verwandte des aromatischen Standardoxims 122a,
Aldoxim rac-122b, welches nach Isolierung mit einem E/Z-Verhiltnis von 3:2 vorlag, der
Abkémmling des Melonals (135¢), Aldoxim rac-122¢ mit einem E/Z-Verhaltnis von 1:2
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und das Detivat des Citronellals (135d), Aldoxim 7a¢-122d mit einem E/Z-Verhiltnis von
1:1. Mit guten Ausbeuten von 77% bzw. 82% wurden auch die enantiomerenreinen
Citronellaloxime ((R)-122d) und ((5)-122d) aus den entsprechenden Aldehyden (KR)-135d
und (5)-135d erhalten. Die enantiomerenreinen, natirlich vorkommenden Monoterpene
Myrtenal ((1R)-135e) und Perillaaldehyd ((5)-135f) lieferten die Oxime (1KR)-E-122e und
($)-E-122f in eher moderaten Ausbeuten von 48% bzw. 62%. Diese beiden Oxime
wurden interessanterweise ausschliefllich in der E-Konfiguration gebildet und isoliert.
Dies ldsst sich tber die Stabilisierung der E-Anordnung durch die benachbarte
Doppelbindung in Kombination mit einer a-Verzweigung erklaren.[270.271]

Die jeweiligen Oxime lieBen sich durch ihre charakteristischen Signale im
IH-NMR-Spektrum eindeutig identifizieren. Besonders interessant ist dabei die deutlich
unterschiedliche Verschiebung der Protonen an der Oximfunktionalitit in Abhdngigkeit
von der E- und Z-Konfiguration. Anhand des 'H-NMR-Spektrums einer E/Z-Mischung
des aromatischen Oxims ra+-122b wird dies beispielhaft deutlich (Abbildung 4.6).

* L 4
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A N A /]
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E-rac-122b Z-rac-122b
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Abbildung 4.6: Ausschnitt aus dem '"H-NMR-Spektrum von rac-E/Z-2-Phenylpropionaldoxim (122b) aus
der Kondensation des Aldehyds r2~-135b mit NHOH in CD2Cl, mit Zuordnung einiger markanter
Signale.

Das Hydroxyproton des Oximisomers Z-122b resoniert als breites Singulett am weitesten
im Tieffeld bei einer Verschiebung von 7.69 ppm. Das Proton an der C-N-
Doppelbindung erzeugt ein Dublett bei 6.81 ppm. Das Quintett bei 4.41 ppm und das
Dublett bei 1.41 ppm werden von dem Proton am chiralen C-Atom bzw. von der
benachbarten Methylgruppe erzeugt. Die Protonensignale des E-Isomers liegen im
Vergleich dazu teils bei héherer und teils bei tieferer Verschiebung. Das Signal des
Hydroxyprotons des Oximisomers E-122b liegt verglichen mit dem von Z-122b um
0.31 ppm weiter im Hochfeld bei 7.38 ppm. Dahingegen verursacht der elektronegative

Sauerstoff aufgrund seiner gréfleren rdumlichen Nihe in E-122b eine signifikant stiarkere
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Entschirmung des Protons an der C-N-Doppelbindung, das dadurch deutlich
tieffeldverschoben bei 7.50 ppm resoniert. Das chirale Methinproton wiederum erfahrt als
Konsequenz der #rans-Anordnung einen vergleichsweise geringeren FEinfluss der
Elektronendichte am Sauerstoff, sodass sein Signal im Vergleich zu dem von Z-122b bei
3.66 ppm im deutlich héheren Feld liegt. Der elektronische Einfluss des Oximsauerstoffs
scheint auf die riumlich etwas weiter entfernte Methylgruppe keine Auswirkung zu haben,
denn das Signal ist bei 1.43 ppm kaum verschoben zu dem Signal der Methylgruppe von
Z-122b. Der Signalsatz fir die aromatischen Protonen zwischen 7.34 und 7.23 ppm
komplettiert das 'H-NMR-Spektrum des Aldoxim-Isomerengemisches rac-E/Z-122b.

Das typische Signalmuster der E- bzw. Z-konfigurierten Oximfunktionalititen ist
in analoger Weise auch in den 'H-NMR-Spektren der anderen synthetisierten Oxime
wiederzufinden, sodass die NMR-Charakterisierung abgesehen von den Signalen des
restlichen Molekdtlgeriists fir alle Oxime ein dhnliches Bild liefert.

Vor der Durchfihrung der Biotransformationen mit den synthetisierten
Aldoximen 122b-f war es notwendig, ecine schnelle Methodik zur Analyse der
Reaktionsmischungen aus den Umsetzungen mit den Oxds zu etablieren, beispielsweise
mittels HPLC oder GC. Neben den Substraten 122b-f wurden dafiir folglich auch die
potentiellen Produkte 123b-f benotigt. Daher wurden diese Nitrile 123b-f zunichst in
kleineren Mengen aus den entsprechenden Oximen 122b-f synthetisiert. Hierftr eignete
sich aufgrund der simplen Reaktionsfihrung und der guten Zuginglichkeit der
Reagenzien die Dehydratisierung mit katalytischen Mengen Kupfer-Acetat und dem
Hilfsreagenz Acetonitril (Schema 4.22).1244

R! QNWOH Cu(OAC), (1-2 mol%) R*YVCN
R2 MeCN R2
90°C > RT, 3-22h
(RIS)-E/Z-122b-f (RIS)-123b-f
“+ R
Rg( R2  Ausbeute i‘z Ausbeute

b (rac) @ JéHs 98% e(1R) @ 59%
¢ (rac) W ’éHg 49% £(S) Y@ 62%

d(rac))\/\/iR J}t\ 61%

d(R) " " 82%

d(S) " " 65%

Schema 4.22: Metall-katalysierte Dehydratisierung der chiralen Oxime 122b-f zu den Nitrilen 123b-f mit
Cu(OAc)2 und MeCN.

Wihrend in der Literatur fiir diesen Prozess stets 10 mol% des kommerziell erhiltlichen
Kupferkatalysators verwendet wurden, konnte die Katalysatormenge fir die

Dehydratisierung der Oxime 122b-f auf 1-2 mol% reduziert werden, ohne einen
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signifikanten Abfall der Umsitze zu beobachten. Die Reaktionsmischungen wurden stets
so lange erhitzt, bis die DC-Reaktionskontrollen einen vollstindigen Umsatz anzeigten.
Dementsprechend variierten die Reaktionszeiten zwischen 3 und 22 h.

Unter diesen Reaktionsbedingungen wurden die Nitrile 123b-f mit moderaten bis
hohen Ausbeuten zwischen 49% und 98% per Siulenchromatographie des Rohmaterials
isoliert. Die auf diesem Wege synthetisierten Nitrile 123b-f wurden lediglich als Referenz
zur Etablierung einer geeigneten Analysemethode verwendet. Daher wurde auf eine
weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen verzichtet. Auch die Ansitze mit einer
niedrigeren  Ausbeute lieferten ausreichend Material fir HPLC- und GC-
Referenzmessungen.

IH-NMR-spektroskopische Untersuchungen der Nitrile 123b-f ergaben im
Vergleich zu den Spektren ihrer Ausgangsverbindungen 122b-f stets dhnliche
Unterschiede, die sich vor allem in dem Fehlen der beiden Signale fiir die Protonen der
Oximfunktionalitit bemerkbar machte. Dartiber hinaus bewirkte die neu entstandene
Nitrilfunktionalitit auch auf die benachbarten Protonen — sofern vorhanden — eine leichte
Verschiebung der Signale. Beispielhaft wird dies an den Signalen im 'H-NMR-Spektrum
von 2-Phenylpropionitril (rac-123b) deutlich (Abbildung 4.7). Neben dem Multiplett im
Verschiebungsbereich zwischen 7.41 und 7.32 ppm, welches von den aromatischen
Protonen erzeugt wird, kennzeichnen zwei weitere Signale die erfolgreiche Bildung des
Nitrils 72¢-123b. Das Methinproton resoniert als Quartett bei 3.93 ppm und die
benachbarten Methylprotonen resonieren als Dublett bei 1.63 ppm. Analog dazu weisen
die "H-NMR-Spektren der anderen synthetisierten Nitrile 123c-f ein im Vergleich zu den
Aldoximen 122c-f im Allgemeinen tbersichtlicheres Signalmuster auf, das nur aufgrund

der unterschiedlichen Molekiilgeriiste entsprechend variiert.

mmmmmmmm
TEInmmamm

163
162

Ar

——
| ﬂl’\ * | |
\ . 11
M Il Vi FY YN
5.00 1.00 t‘}?

745 740 735 730 725 720 715 710 705 400 3.95 390 3.85 380 375 370 3.65 360 355 165 160 155
ppm

Abbildung 4.7: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von rac-2-Phenylpropionitril (123b) aus der
Metall-katalysierten Dehydratisierung des Oxims ra-122b in CDCl; mit Zuordnung einiger markanter
Signale.
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Mit den erfolgreich synthetisierten Aldoximen 122b-f und Nitrilen 123b-f war es nun
moglich, eine passende Analysemethode fur jedes der Substrat-Produkt-Paare zu
etablieren, die auch die einzelnen Enantiomere aufgelost darstellt. Fur diese Zwecke
eignete sich je nach Art des Molekiils entweder chirale HPLC oder chirale GC. Die
Analytik der aromatischen Derivate rac-E/Z-122b bzw. rac-123b mittels HPLC wurde
bereits von Merzner etabliert und optimiert und genau so Ubernommen.?l Da die
Detektion der Molekiile mittels HPLC iber deren UV-Absorption erfolgt, war fir die
nichtaromatischen, offenkettigen und cyclischen Derivate 122c-f bzw. 123c-f eine
Detektion per GC mit einem Flammenionisationsdetektor erfolgversprechender. So
wurde mit einer chiralen GC-Sdule fir jedes Substrat-Produkt-Paar ein geeignetes
Temperaturprogramm entwickelt, das zumindest die Enantiomere der Nitrile 123c-f
auftrennen kann (Abbildung 4.8).

7x10° 9 3.0x10%
S 7 Nv,,1 m ~OH
. OH N
6x10°7 rac-(E/Z)-122¢ 2.5x10% rac-E/Z-122d
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Abbildung 4.8: Gaschromatogramme der offenkettigen Aldoxime 122c-d und Nitrile 123¢-d (oben) sowie
der cyclischen Aldoxime 122e-f und Nitrile 123e-f (unten).

Eine Unterscheidung der E- bzw. Z-Oxime 122c¢c-f und deren jeweilige (R)- bzw.
($)-Enantiomere war vermutlich aufgrund einer thermischen E-Z-Isomerisierung und der
damit einhergehenden Signalverbreiterung und -tberlappung nicht méglich. Dennoch
konnten tuber die Peakflichen mittels Kalibrierreihen das Oxim/Nitril-Verhiltnis und
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damit auch der Umsatz einer enzymatischen Dehydratisierung bestimmt werden. Da tiber
das Melonalderivat 123c in der Literatur bisher noch keine Informationen zur absoluten
Konfiguration zu finden waren, konnten die beiden Peaks mit gleich gro8er Fliche aus
dem racemischen Gemisch nicht dem (K)- und (§)-Enantiomer zugeordnet werden
(Abbildung 4.8 oben links). Im Gegensatz dazu war die eindeutige Zuordnung der Peaks
des Citronellalderivats 7a~-123d zu den beiden Enantiomeren durchaus mdglich. Dies
gelang tGber die GC-Analyse der enantiomerenreinen Nitrile (R)- und (5)-123d, die aus
den kommerziell erhaltlichen, optisch reinen Aldehyden (R)- und (5)-135d synthetisiert
wurden. Nach Durchlauf durch die chirale GC-Siule wurde zuerst ($)- und danach
(R)-123d detektiert (Abbildung 4.8 oben rechts). Es stellte sich heraus, dass entgegen der
Herstellerangabe der verwendete Aldehyd rac-135d nicht racemisch sein konnte, sondern
als R/S-Mischung in einem Verhiltnis von ~60:40 vortlag, da auch die Peaks der
Nitrilenantiomeren K- bzw. $-123d ecin Verhiltnis von ~060:40 aufweisen. Zur
Vereinfachung werden die Citronellalderivate 122d und 123d im Folgenden dennoch als
racemisch bezeichnet. Wie zu erwarten ergab die GC-Analyse der enantiomerenreinen
Monoterpenderivate 123e und 123f anstelle von zwei gleich groBen Signalen nur jeweils
einen einzelnen Peak (Abbildung 4.8 unten). Lediglich ein kleiner Nachbarpeak im
Chromatogramm des Myrtenalderivats (1R)-123e mit einem Integralverhiltnis von 97:3
konnte auf eine nicht enantiomerenreine Probe hinweisen, was allerdings fir das geplante
Substratscreening der Oxds nicht hinderlich sein sollte. Auch in diesem Fall werden die
Myrtenalderivate 122e und 123e im Folgenden vereinfachend als enantiomerenrein
angesehen.

Die etablierte Methodik zur schnellen Analyse der Substrat-Produkt-Paare 122b-f
und 123b-f diente als Grundlage fiir die folgenden Untersuchungen zur Erweiterung des
Oxd-Substratspektrums mit chiralen Aldoximen.

Fir die enzymatische Oximdehydratisierung wurden fiinf verschiedene, in der
bisherigen Literatur am haufigsten eingesetzten Oxds verwendet: Neben der bereits
erwihnten OxdB aus Bacillus sp. OxB-1[272273] kamen zusitzlich OxdA aus Pseudomonas
chlororaphis B23,1741 OxdRE aus Rhodococcus sp. N-771,2751 OxdRG aus Rhodococens globernlus
A-41270 und OxdFG aus Fusarium graminearum MAFF3051352771 zum Einsatz. Die Zellen
dieser rekombinant vorliegenden Enzyme wurden nach dem Literaturprotokoll mittels
mikroaerober Kultivierung von E. co/-Bakterien mit den entsprechenden Oxd-Gen-
haltigen Plasmiden tUberexprimiert (vgl. Kap. 7.4.17).20 Zur Ernte der Zellen wurden die
Kulturen zentrifugiert, abdekantiert und gewaschen. Nach Abdekantieren der
gewaschenen und zentrifugierten Zellen wurde die Biofeuchtmasse (BFM) per Auswaage
gemessen, auf deren Basis die Enzymaktivitit mit der Einheit U/mg@rv) bestimmt wutde.
Die Uberexpression der Oxds wurde mittels SDS-PAGE iiberpriift.2’8] Zur Lagerung der
Zellen wurden diese in einem geringen Volumen Phosphatpuffer resuspendiert und in
cinem kleinen Gefi3 mit Argon tberschichtet kiihl gelagert, um die Luftoxidation des

Himeisens und damit die Inaktivierung des Enzyms moglichst zu unterbinden. 252
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Um einen schnellen Uberblick dariiber zu erhalten, welche der ausgewihlten
Substrate 122b-f von den funf Oxds ungeachtet der Stereoselektivitit generell akzeptiert
und umgesetzt werden, wurde fir diese Aldoxime zunidchst ein Aktivititsassay
durchgefithrt (Abbildung 4.9). Dieser ist an die von Merzner entwickelte Methodik
angelehnt, bei der die Biotransformation vom Oxim zum Nitril nach einer kurzen
Reaktionszeit abgebrochen wird, um den Umsatz mittels HPLC- oder GC-Analyse der
Reaktionsmischung zu bestimmen.l?>?l Nach einer Reaktionszeit von 1 min kann die
Produktbildung pro Zeiteinheit noch als linear angenommen werden, wodurch sich aus
dem Umsatz des Oxims zum Nitril leicht die Substrat-spezifische Aktivitit der Oxds
berechnen lisst. Bei den Untersuchungen der Reaktionsparameter stellte sich heraus, dass
entgegen der bisherigen Vermutung keine Zugabe von zusitzlichem Cofaktor
Flavinmononukleotid (FMN)?%] zur Erhaltung der Aktivitit der ganzen Zellen notwendig
war.l2791 Daher wurden sowohl die Aktivititsassays als auch die Biotransformationen ohne
Zusatz von artifiziellem FMN durchgefiihrt.

Da ein GroB3teil der in der Literatur angegebenen Kn-Werte verschiedener Oxime
unter 2.5mM liegt,P722752771  erfolgte die Bestimmung der Substrat-spezifischen
Aktivititen mit 5 mM Substratlosungen, um eine Sittigung der Enzyme zu gewihtleisten
und damit bei méglichst maximaler Umsatzgeschwindigkeit zu arbeiten.

Wie Metzner bereits zeigen konnte, verlief die enzymatische Dehydratisierung bei
ciner Reaktionstemperatur von 8 °C als Resultat einer unterdriickten thermischen
E-Z-Isomerisierung der Substrate mit einer erhohten Stereoselektivitit.?>0l Fir den
Aktivititsassay wurde daher ebenfalls diese niedrigere Reaktionstemperatur gewihlt, da
bei den chiralen Aldoximen gerade auch die Stereoselektivitit der Biotransformation
einen interessanten Untersuchungsaspekt darstellt.

Nach einer Reaktionszeit von 1 min wurde die Biotransformation durch Zugabe
von entweder einer Salzsiure-Acetonitril-Mischung oder Dichlormethan gestoppt, was in
beiden Fillen zu einer Denaturierung und damit zu einer Inaktivierung des Enzyms
fihrte. Die anschlieBende HPLC- bzw. GC-Analytik lieferte teils sehr unterschiedliche
Ergebnisse und erlaubte einen interessanten Einblick in die Aktivititen der verschiedenen
Oxds fiir unterschiedliche Substrate (Abbildung 4.9).

Fir einen besseren absoluten Vergleich wurde auch das achirale Standardsubstrat
Z-Phenylacetaldoxim (Z-122a) unter diesen Assaybedingungen umgesetzt. Wie zu
erwarten zeigten alle Oxds gute Aktivititen gegeniiber dieses Substrats mit Werten von
0.2 bis tber 0.6 U/mgmry, wobei mit OxdB die héchste Aktivitit erreicht wurde. Bei der
folgenden Diskussion der Aktivititswerte ist zu berticksichtigen, dass die Expressionslevel
der jeweiligen Oxds trotz einheitlich durchgefthrter Kultivierung der Biomasse von
Ansatz zu Ansatz leichten Schwankungen unterlagen. Dementsprechend ist aus den
angegebenen Werten lediglich eine in erster Niherung untereinander vergleichbare und

qualitative Tendenz abzulesen.
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a) Oxd (BFM, 50 uL)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
insg. 500 pL Reaktionsvolumen

R! %N,JVOH 8°C, 850 rpm, 1 min R'_.CN
R2 b) 1) HCI (100 mM in Hy0, 200 pL), MeCN (300 L) R2
oder [1) CH,Cl, (500 L)
(RIS)-EIZ-122a-f (RIS)-123a-f
(5 mM)
+ R
1
Rl R2 EIZ i\z EIZ
a @ + 5:95 e(1R) % 100:0
“h 98:2
b (rac) @ CHs 5080 £(S) YQ 100:0
Z + 85:15
¢ (rac) Yw s s
d (rac) )\/\/i\ ﬁ 50:50

0.6 7 Il OxdA M OxdB M OxdRE M OxdRG I OxdFG

T

0.5

Aktivitat [U/mg(Biofeuchtmasse)]

Substrat 122a 122b 122b 122¢ 122¢ 122d 122e 122f
Elz 5:95 98:2 50:50 85:15 5:95 50:50 100:0 100:0
RIS / 50:50 50:50 50:50 50:50 60:40 100:0 0:100

Abbildung 4.9: Aktivititsassay der (chiralen) Aldoxime 122a-f mit unterschiedlichen E/Z-Verhiltnissen
mit OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG und den aus den Umsitzen der Reaktionen ermittelten
Substrat-spezifischen Aktivititen mit der Einheit U/mggr.

Das chirale 7ac-2-Phenylpropionaldoxim (rac-122b), der aus dem Aldehyd 72+-135b mit
einem natiirlichen E/Z-Verhiltnis von 3:2 gebildet wurde, zeigte schon bei Mezzner die
Eigenschaft, in Abhingigkeit der E/Z-Isomerie von OxdB selektiv bzw. unselektiv
umgesetzt zu werden. Zur Auftrennung des E- und Z-Isomers wurde das Oxim 7ac-122b
zunichst mittels manueller Sdulenchromatographie aufgereinigt. Aufgrund der
allgemeinen Tendenz zur thermischen E-Z-Isomerisierung von Oximen wurden die
aufgefangenen Fraktionen mit Eis gekiihlt. Zusitzlich dazu erfolgte die Entfernung des

Losungsmittels im Vakuum bei Raumtemperatur. Auf diese Weise konnte in mehreren
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Anldufen das Isomer rac-E-122b mit einem E/Z-Verhiltnis von 93:7 stark angereichert
werden. Da das andere Isomer rac-Z-122b direkt nach dem E-Isomer eluierte, war eine
Anreicherung nicht méglich. Der héchste Z-Isomerengehalt betrug lediglich 50%.

Selbst bei Raumtemperatur konnte fir das Oxim ra+-122b eine langsame
E-Z-Isomerisierung in Richtung einer thermodynamischen Senke beobachtet werden:
Nach 10 bzw. 20d wurden die Lo&sungsmittel-freien Fraktionen aus der
Siulenchromatographie erneut analysiert. In der Probe mit hohem FE-Isomerenanteil
reicherte sich Uber die Lagerungszeit das Z-Isomer wieder an, sodass nach 10 d eine
E/Z-Mischung von 85:15 und nach 20 d sogar von 70:30 vorlag. Auch die Probe mit der
1:1-Mischung aus rac-E- und rac-Z-122b  verinderte ihre Zusammensetzung bei
ungekiihlter Lagerung. Nach 10 d war das E-Isomer auf 60% und nach 20 d wie bei der
anderen Probe auf 70% angereichert. Diese Beobachtungen fithrten dazu, die isolierten
Oxime bei —20 °C zu lagern, um die E-Z-Isomerisierung zu unterdriicken. Mit der
automatischen Siulenchromatographie war es moglich, das Isomer rac-E-122b bis auf
98% anzureichern, wihrend das Isomer rac-Z-122b auch in diesem Fall mit hochstens
50% erhalten werden konnte. Zumindest fiir das E-Isomer bewirkten sowohl die kirzere
Verweildauer der Substanz auf der Kieselgelkartusche als auch die hoéhere
Substanzkonzentration der einzelnen Fraktionen im Vergleich zur manuellen
Saulenchromatographie eine bessere Trennleistung,.

Im Aktivititsassay wurden sowohl das angereicherte rac-E-122b als auch das
1:1-Gemisch rac-E/Z-122b verwendet, was fir die einzelnen Oxds zu ahnlichen
Ergebnissen fithrte. Mit Werten zwischen 0.1 und 0.3 U/mgmrv) sind die Aktivititen im
Vergleich zum Standardsubstrat 122a lediglich etwas verringert. Die hochsten Aktivititen
lieferten OxdB und OxdRG sowohl fir das E-Isomer als auch fir das
E/Z-Isomerengemisch.

Fur das Melonaldetivat rac-E/ Z-122¢ ergab die automatische
Saulenchromatographie ebenfalls eine erfolgreiche Anreicherung der Oximisomere, in
diesem Fall sogar fiir das E- und das Z-Isomer. Ersteres konnte bis zu 85% angereichert
werden, letzteres sogar bis zu 95%. Mit diesen angereicherten Oximen rac-E- bzw.
rac-Z-122c¢ lieferte der Assay Aktivititen, die im Vergleich zu den vorher aufgefithrten
Substraten insgesamt noch etwas geringer ausfielen. Mit zwei Ausnahmen lagen die
Aktivititen gegeniiber diesem Substrat bei Werten um 0.05 U/mg@eryy. Davon
ausgenommen war die Aktivitit von OxdB gegentiber dem E-Isomer mit 0.2 U/mgmrw
héher und die von OxdA gegeniiber dem Z-Isomer mit nur 0.01 U/mgmrn geringer.

Die E- und Z-Isomere des um eine Methyleneinheit verlingerten, homologen
Citronellalderivats rac-122d konnten selbst mit der automatischen Siulenchromatographie
nicht angereichert werden, da die Trennleistung auch in unterschiedlichen
Losungsmittelgemischen nicht ausreichend war. So wurde fur den Aktivitdtsassay die auf
natlitliche Weise gebildete 1:1-Mischung rac-E/Z-122d verwendet. Die Aktivititen der
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Oxds lagen fiir dieses Substrat zwischen 0.05 und 0.2 U/mgsrm, tendenziell etwas hoher
als fur das strukturverwandte Melonalderivat rac-122c.
Die Untersuchung der Monoterpenderivate 122e und 122f, die enantiomerenrein und
ausschlieflich als E-Oxim vorlagen, ergab in beiden Fillen fiir alle Oxds keine
nennenswerte Aktivitit mit maximal 0.01 U/mg®rw).

Zusammenfassend ergab sich aus diesem Aktivititsassay eine grobe dreigeteilte
Abstufung fir die unterschiedlichen eingesetzten Aldoxime: Die arylaliphatischen
Substrate 122a und 122b wurden mit einer guten Aktivitit umgesetzt. Gegentber den
offenkettigen Substraten 122¢ und 122d zeigten die Oxds immerhin noch eine miBige
Aktivitit. Eine nur geringe Aktivitit der Oxds wurde gegeniiber den alicyclischen
Substraten 122e und 122f beobachtet.

Nach diesen vielversprechenden Aktivititsassays wurden mit den oben
beschriebenen  Substraten  Biotransformationen mit lingeren  Reaktionszeiten
durchgefithrt. So wurden die Aldoxime 122b-f, teils in angereicherter E- bzw. Z-Form,
nacheinander mit den finf zur Verfiigung stehenden Zellsuspensionen von OxdA, OxdB,
OxdRE, OxdRG und OxdFG unter dhnlichen Reaktionsbedingungen wie im
Aktivititsassay umgesetzt. Um nennenswerte Umsitze zu erreichen, wurden die
Reaktionszeiten dieser enzymatischen Oximdehydratisierung auf 45 min-20 h erhéht.

Die Biotransformation von rac-E-2-Phenylpropionaldoxim (rac-E-122b) stellt eine
Erweiterung der Ergebnisse von Metzner dar, der die Umsetzung dieses Substrates mit
OxdB bereits untersucht hat.[?>25] Im Vergleich dazu zeigten die anderen Enzyme
OxdA, OxdRE, OxdRG und OxdFG ein nahezu identisches Verhalten (Abbildung 4.10).

a) Oxd (BFM, 0.2 U) .

Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) B
/N\OH 8 °C, 45 min oN
b) HCI (100 mM in H2O), MeCN

rac-E-122b (S)-123b
(EIZ = 94:6)
(5 mM)
100 Il Umsatz Nitril ee (S)-Nitril
91 94 93 92 92
80 4
60 -
2
40
26 26 25 26 25
20 4
0 - T — T — T — T T
A B RE RG FG
Oxd

Abbildung 4.10: Umsitze und ¢e-Werte aus den Biotransformationen von Aldoxim ra¢c-E-122b mit OxdA,
OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG.
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In allen Fillen wurde das Substrat nach einer Reaktionszeit von 45 min mit 25% bis 26%
zum entsprechenden Nitril (§)-123b umgesetzt, und das mit sehr guten ee-Werten von
91-94%. Alle Oxds sind mit guten E-Werten zwischen 28 und 47 beziglich des
Substrats rac-E-122b (§)-selektiv. Bei diesen Werten muss berticksichtigt werden, dass das
in der Reaktion eingesetzte Substrat immerhin zu 6% auch das Z-Isomer beinhaltete,
dessen enzymatische Dehydratisierung nur unselektiv verlduft.?>l In Anbetracht dieser
Tatsache sind die unter den Reaktionsbedingungen erhaltenen ee- und E-Werte sehr hoch.

Auf eine Untersuchung der enzymatischen Dehydratisierung einer 1:1-Mischung
rac-E/Z-122b  wurde verzichtet, auch wenn der Aktivititsassay eine mit dem
angereicherten E-Isomer vergleichbare Aktivitit ergeben hat. Ein solcher Versuch wiirde
nach den FErkenntnissen von Meszner keinen nennenswert stereoselektiven
Reaktionsverlauf zeigen und ist daher in Anbetracht des Forschungsziels weniger relevant.

Anders sieht es bei dem Melonalderivat 7ac-122¢ aus, dessen E- und Z-Isomere
immerhin zu 85% bzw. zu 95% angereichert werden konnten. Die Biotransformationen
wurden mit beiden Substraten durchgefihrt und lieferten je nach Oxd teils sehr

interessante und unterschiedliche Reaktionsergebnisse (Abbildung 4.11).

MN\OH

racE-122¢ a) Oxd (BFM, 0.1 U)
(EIZ = 85:15) Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
(5 mM) 8°C,3h )\/\/i
N
b) CH,CI CN
(PH 2412
MN (RIS)-123¢
rac-Z-122¢
(E/Z = 5:95)

(5 mM)

100 - L - 100 - L .
Il Umsatz Nitril ee Nitril I Umsatz Nitril ee Nitril
80 80
] 43 42 > "
40 38 40 404 40 33 39
o5 30
22
— — 2 3
T o [ | SR - |
-20 - 2 -20 19
-40 - -40 40
-60 1 -60 )
%0 E-Aldoxim Z-Aldoxim
-80 -80
-100 . . . . - +100 : ' ' ' '
A B RE RG FG A B RE RG FG
Oxd Oxd

Abbildung 4.11: Umsitze und ¢e-Werte aus den Biotransformationen der Aldoxime rac-E-122¢ (links) und
rac-Z-122¢ (rechts) mit OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG. Da die absolute Konfiguration des
Nitrils unbekannt ist, geben die Symbole (+) und (-) das erste bzw. zweite Signal im Chromatogramm an.

Nach einer Reaktionszeit von 3 h varierten die Umsitze zu dem entsprechenden
Nitril 123¢ von niedrigen 11% bis zu guten 50%. Die ee-Werte hingegen lagen in allen
Fallen lediglich zwischen 0% und 40%. Allerdings gab es interessanterweise je nach Oxd

teilweise entgegengesetzte Enantioselektivititen. Da die absolute Konfiguration des
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enantiomerenangereicherten Nitrils (R/5)-123¢ unbekannt ist, wurde die bevorzugte
Bildung des einen oder anderen Enantiomers durch die Vorzeichen (+) bzw. (-)
angegeben, die sich auf den ersten bzw. zweiten Nitrilpeak im Chromatogramm beziehen.
So wurde das E-Isomeren-angereicherte Aldoxim rac-E-122¢ von OxdB im Vergleich zu
den anderen vier Oxds mit entgegengesetzter Stereoselektivitit gebildet. Im Gegensatz
dazu wurde das Aldoxim rac-Z-122¢ von OxdA, OxdRE und OxdRG nahezu unselektiv
zum racemischen Nitril 7a--123¢ umgesetzt. Nur mit OxdB und OxdFG ergab sich eine
stereoselektive Praferenz fir das gleiche Enantiomer wie bei dem Umsatz von rac-E-122¢
mit OxdB. Unabhingig von der E/Z-Isometie katalysierte die OxdB also die Bildung des
Nitrils 123¢ mit geringer Bevorzugung eines der beiden Nitrilenantiomere. Dahingegen
zeigten OxdA, OxdRE und OxdRG nur gegentiber dem E-Substrat eine
Stereoselektivitit, wihrend das Z-Substrat nahezu unselektiv umgesetzt wurde. Besonders
interessant sind die Ergebnisse aus der Biotransformation mit OxdFG. Die Umsetzung
von Aldoxim 122¢ mit diesem Enzym ergab abhingic von der E/Z-Isometie des
Substrats eine entgegengesetzte Stereospezifitit. Genauer gesagt, mit dem Z-Substrat
bildet sich bevorzugt das andere Nitrilenantiomer als mit dem E-Substrat.

Da die E- bzw. Z-Isomere des Citronellalderivats 122d nicht angereichert werden
konnten, wurde dieses Substrat in einer E/Z-Mischung von 1:1 in den

Biotransformationen mit verschiedenen Oxds eingesetzt (Abbildung 4.12).

a) Oxd (BFM, 0.2 U)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)

8°C,20h
)\/\/E\ANNOH MCN

b) CHCl,
(RIS)-E/z-122d (RIS)-123d
(RIS = 60:40, E/Z =50:50)
(5 mM)
I Umsatz Nitril ee (R)-Nitril
100 99
89
80 - 79 80
60 4 60
S
40 4
20 4 18 18 18 17 18
00— — T — T T T
A B RE RG FG
Oxd

Abbildung 4.12: Umsitze und ee-Werte aus den Biotransformationen von Aldoxim (R/S)-E/Z-122d mit
OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG.

Hier zeigte sich fiir alle Oxds ein ahnliches Bild: Wahrend die Umsitze zum Nitril 123d
zwischen 60% und 99% vergleichsweise hoch ausfielen, verlief die Dehydratisierung in
allen Fillen unselektiv. Die eingesetzte (R/S)-Substratmischung mit einem 60:40-
Verhiltnis spiegelte sich in einem ee-Wert des Nitrils (R)-123d von 17% bis 18% wider.
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Das Substrat 122d wurde also gut, aber unselektiv von den Oxds umgesetzt. Ein
moglicher Grund hierfir konnte die von den bisher eingesetzten Aldoximen abweichende
Molekilstruktur sein, in der das Stereozentrum nicht in a-, sondern in B-Position zur
Oximfunktionalitit liegt. Daraus resultiert eine hohere konformative Flexibilitit der
Bindungen zwischen dem chiralen C-Atom und der Oximgruppe. Dies wiederum kénnte
die Wahrscheinlichkeit erhohen, dass alle Oximisomere von (R/S)-E/Z-122d in das
aktive Zentrum der Oxds hineinpassen, in geeigneter Weise an die Himgruppe
koordinieren und umgesetzt werden kénnen.

Wie auch die Ergebnisse aus den Aktivititsassays der Monoterpenderivate
(1R)-E-122e und (5)-E-122f zeigten, ergab die Biotransformation mit diesen Substraten
auch nach lingerer Reaktionszeit keine nennenswerten Umsitze zu den jeweiligen
Nitrilen (1K)-123e und ($)-123f. Diese Vermutung wurde durch die Biotransformation
dieser Substrate mit einer Reaktionszeit von 20 h bestitigt (Abbildung 4.13). Auch nach
dieser lingeren Reaktionszeit wurden von dem Myrtenalderivat 122e durchschnittlich nur
1% und von Perillartin (122f) nur 4% umgesetzt. Da beide Substrate enantiomerenrein

eingesetzt wurden, ist es nicht verwunderlich, dass die e-Werte der Produkte in allen
Fallen bei 99% liegen.

N-OH
G G

E;@iggzo‘; a) Oxd (BFM, 0.2 U) (1R)-123e
’ Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
(5 mM) 8°C. 20 h
b) CH2Cl,
N-OH
(S)-E-122f (S)-123f
(E/Z =100:0)
(5 mM)
I Umsatz Nitril ee (1R)-Nitril I Umsatz Nitril ee (S)-Nitril
100 - 99 99 99 99 99 100 99 99 99 99 99
80 80
60 - 60 -
S S
40 - 40
20 20 -
1 1 1 1 1 4 3 4 4 ﬁ
SEE RSN BEE EEE pER o mm | i | | |
A B RE RG FG A B RE RG FG
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Abbildung 4.13: Umsitze und e¢-Werte aus den Biotransformationen der Aldoxime (1K)-E-122e (links)
und (5)-E-122f (rechts) mit OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG.
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Unveroffentlichte Ergebnisse von Betke zeigen, dass die Verwendung eines geringen
Anteils eines dipolaren Kosolvenz wie DMSO oder Methanol mit Mengen von bis zu
20 Vol.% in einigen Fillen bei der Biotransformation von Aldoximen mit Oxds aufgrund
der verbesserten Substratloslichkeit einen positiven Einfluss auf den Umsatz zum Nitril
bewirkt, ohne fiur das Enzym schidlich zu sein.[2¢7 Daher hat Wels im Rahmen ihrer
Bachelorarbeit den Einfluss unterschiedlicher Mengen DMSO auf die Biotransformation
der Monoterpenaldoxime (1R)-E-122e und (5)-E-122f mit den unterschiedlichen Oxds
untersucht. In einem Parameterscreening konnte sie zeigen, dass selbst die Erth6hung von
DMSO-Gehalt, Reaktionstemperatur und Reaktionszeit zu keiner signifikanten Steigerung
des Umsatzes fihrten. 28]

Insgesamt lieferte die Auswertung der Biotransformationen mit den strukturell
unterschiedlichen Aldoximen 122b-f hinsichtlich der Erweiterung des Substratspektrums
ein differenziertes Bild. Die funf Enzyme OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG
zeigten gegeniiber alicyclischen Substraten wie den Monoterpenaldoximen (1K)-E-122e
und (5)-E-122f eine zu geringe Aktivitdit, um nennenswerte Umsitze zu den
korrespondierenden Nitrilen (1R)-123e und (5)-123f zu erzielen. Das offenkettige
Citronellalderivat (R/S)-E/Z-122d wurde von den Oxds mit signifikanter Aktivitit zwar
gut bis vollstindig, aber nicht stereoselektiv zum Nitril (R/5)-123d umgesetzt, was
hinsichtlich einer stereoselektiven Nitrilsynthese ebenfalls wenig relevant ist. Mit dem um
cine Methyleneinheit kiirzeren Melonaldetivat rac-FE/Z-122¢ vetlief die enzymatische
Dehydratisierung dahingegen teilweise mit einer geringen Priferenz des einen oder
anderen Nitrilenantiomers (K)- bzw. (5)-123c. Am stirksten ausgeprigt waren die
ee-Werte jedoch bei der Umsetzung des aromatischen Aldoxims ra~-FE-122b mit den Oxds.
In allen Fillen wurde das (5)-Nitril (5)-123b mit hohen e¢e-Werten von bis zu 94%
gebildet.

Um den weiteren Reaktionsverlauf der Biotransformationen mit dem
erfolgversprechenden Substrat rac-E-122b  zu untersuchen, wurde die Reaktion mit
unterschiedlichen Reaktionszeiten wiederholt. Alle Oxds lieferten hierbei vergleichbare
Ergebnisse, die sich am Beispiel von OxdRG gut veranschaulichen lassen
(Abbildung 4.14). Nach einer kurzen Reaktionszeit von 45 min lag der Umsatz zum
Nitril (5)-123b bereits bei guten 26% und auch der ee-Wert war mit 92% sehr hoch. In
diesem Fall wurde das Aldoxim rac-E-122b wie auch zuvor schon beschrieben mit hoher
Selektivitit umgesetzt. Der Umsatz stieg nach vierstiindiger Reaktionszeit auf mehr als
50% an, was mit einem verringerten ee-Wert von 81% einher ging. Wihrend das (S)-
Isomer des racemischen Aldoximgemisches also schnell umgesetzt wurde, stieg der
zusitzliche Anteil des (R)-Nitrils im Laufe der Reaktion vergleichsweise langsam an. So
wurde nach einer Zeit von 20 h ein Umsatz von 61% erreicht. Infolgedessen sank auch
der ee-Wert nach dieser Reaktionszeit auf 62% ab. Da fur jede Zeitnahme ein neuer
Reaktionsansatz verwendet wurde, ist davon auszugehen, dass die Reaktionsbedingungen

der einzelnen Experimente trotz genauer Einwaagen und strikter Kontrolle der
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Reaktionsparameter einer Schwankung unterlagen. Daher kann der angegebene
Reaktionsverlauf nur eine grundsitzliche Tendenz bezogen auf Umsatz und ee-Wert
aufzeigen. Dennoch lisst sich aus dieser Tendenz, die auch fir die anderen Oxds mit dem
Aldoxim rac-EE-122b in vergleichbarer Weise beobachtet wurde, ein interessanter Aspekt
der enzymatischen Nitrilsynthese mit Oxds abstrahieren: Bei einer genauen Anpassung
der Reaktionsparameter ist es prinzipiell moglich, in einem enantioselektiven

Reaktionsverlauf hohe Umsitze und ee-Wert eines optisch aktiven Nitrils zu erhalten.

a) OxdRG (BFM, 0.2 U)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)

insg. 1 mL Reaktionsvolumen H
PN 8°C,45min-20h -
OH CN
b) HCI (100 mM in H,0), MeCN

rac-E-122b J
(EIZ = 94:6)
(5 mM)
100 N )
(f e ee (S)-Nitril
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Abbildung 4.14: Umsitze und ee-Werte aus den Biotransformationen des Aldoxims ra-E-122b (E/Z =
94:6) mit OxdRG nach unterschiedlichen Reaktionszeiten.

Da die biokatalysierte Bildung eines enantiomerenreinen Nitrils aus einem racemischen
Aldoxim abseits der aliphatischen Strukturen besonders mit dem aromatischen Substrat
rac-E-2-Phenylpropionaldoxim (rac-EE-122b) funktionierte, lasst sich mit diesen und den
Ergebnissen von Betke?0’l und Oike?8l aus parallel dazu durchgefiihrten Experimenten
mit dhnlichen Substraten eine privilegierte Substratleitstruktur fur eine moglichst

effektive, stereoselektive Oximdehydratisierung postulieren (Abbildung 4.15).

O : kleiner Substituent

OH
: groRer, aber kompakter

und starrer Substituent

Abbildung 4.15: MutmaBliche, privilegierte Oxim-Leitstruktur fir die stereoselektive Nitrilsynthese mit
Oxds.

Das Aldoxim rac-E/Z-122b zeichnet sich durch den starken GroBenunterschied der
Substituenten am chiralen C-Atom aus. In diesem Fall steht die Methylgruppe als sehr

kleiner organischer Rest einem Phenylsubstituenten gegentiber, der deutlich gréBerer,
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aber dennoch kompakter und starrer Natur ist. Als Folge davon kénnte eines der
Substratisomere aus sterischer Sicht leichter an das aktive Zentrum der Oxd binden und
somit bevorzugt umgesetzt werden. Desweiteren hat sich gezeigt, dass Substrate mit
einem Stereozentrum in a-Position zur Oximeinheit in Hinblick auf die Stereoselektivitit
bessere Ergebnisse liefern als solche mit einem weiter entfernt gelegenen
Chiralitidtszentrum wie im Citronellalderivat (R/S)-E/Z-122d.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde die Idee entwickelt, den Phenylrest
sowohl an der ortho-, als auch an der meta- und para-Position durch Halogensubstituenten
zu erweitern, um mehrere Substrate mit gleicher Leitstruktur wie in Abbildung 4.15 zu
generieren, in der enzymatischen Oximdehydratisierung einzusetzen und die
Auswirkungen der Substituenten auf die Stereoselektivitit der Reaktion zu erforschen.
Die dafiir notwendigen Aldoxime 122 waren Uber eine dreistufige Syntheseroute
ausgehend von den Halogen-substituierten Benzaldehydderivaten 138  zuginglich
(Schema 4.23).

Nitroaldol-
@Ao kondensation @/&NOZ Michael-Addition @)VNoz Reduktion @/;VN””OH
_— ——= e .

Hal Hal Hal Hal
138 139 rac-140 rac-E/Z-122

Schema 4.23: Synthesekonzept fur die Darstellung von Halogen-substituierten Aldoximen rac-E/Z-122 aus
Benzaldehydderivaten 138 iiber Nitroalkene 139 und Nitroalkane rac-140.

Die Syntheseroute fihrt Gber eine Nitroaldolkondensation von Nitromethan an das
halogenierte Benzaldehyd 138 zum Nitroalken 139.12811 Dieses wiederum lisst sich durch
eine Michae/-Addition von Methylgrignard in das entsprechende Nitroalkan rac-140
tiberfiihren.2821 Uber eine Reduktion unter Disproportionierung mit Benzylbromid kann
das Halogen-substituierte 2-Phenylpropionaldoxim rac-E/Z-122 gebildet werden.[?83] Der
Fokus dieser Arbeit lag auf den Chlor-substituierten Strukturen, wihrend parallel dazu
auch die Brom- und Fluor-substituierten Derivate von Betkel>07l und Ozkel?%8] untersucht
wurden.

Die erste Stufe der Syntheseroute lieferte mit einer Nitroaldolkondensation der
Chlorbenzaldehyde 138a-c unter den von Wong et al. beschriebenen
Reaktionsbedingungen?8!l  mit  Nitromethan in Fisessig die entsprechenden
2-Nitrovinylaromaten 139a-c  mit moderaten Ausbeuten zwischen 40% und 54%
(Schema 4.24). Eine Aufreinigung des Rohmaterials mittels Umbkristallisation war lediglich
mit dem para-substituierten Nitroalken 139¢c méglich, da nur dieses als Feststoff aus der
Reaktionsmischung ausfiel, wihrend die anderen beiden Derivate 139a und 139b nicht als
Feststoff vorlagen. Fine Sdulenchromatographie lieferte schlieflich die reinen Produkte,
die nach dem Entfernen des Loésungsmittels von den Produktfraktionen ebenfalls als

Feststoffe isoliert werden konnten.
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MeNO; (6.5 Aq.)
No  NHOAc (10 mol%) N0z
AcOH
Cl 120 °C, 18 h Cl
138a-c 139a-c
Substitution Ausbeute
a ortho-Cl 51%
b meta-Cl 40%
c para-Cl 54%

Schema 4.24: Synthese der 2-Nitrovinylaromaten 139a-¢ aus den Chlorbenzaldehyden 138a-¢  mit
Nitromethan.

Die 'H-NMR-Spektren der Nitroalkene 139a-c sind aufgrund der wenig komplexen
Molekilstruktur sehr tbersichtlich und beinhalten ausschlieBlich Signale im aromatischen
Verschiebungsbereich zwischen 8.40 und 7.30 ppm. Dies wird am Beispiel des
para-substituierten Nitrovinylaromaten 139¢ besonders deutlich (Abbildung 4.16).

N0,
O
cl

mmmmmmmmmmmmm

nnnnnnnnnnnn

—798
—795
—757

5

5

5

5

n

4

4

4

4

4

4

4

4
726

Ar

fﬁ | ‘ | ' IA
| .
) LJ |\._ ,,f I\_J\_J | ]\ Ul‘t J"\_

1.00 101 2.07 2.01

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 775 770 7.65 760 .55 7.50 745 7.40 735 730 725 120 7.15 710 .08
pom

Abbildung 4.16: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von 1-Chlor-4-(2-nitrovinyl)benzol (139¢) aus
der Nitroaldolkondensation von 4-Chlorbenzaldehyd (138c) mit Nitromethan in CDCl; mit Zuordnung
einiger markanter Signale.

Neben dem AA’BB‘-Spinsystem bei Verschiebungen von 7.50 bzw. 7.44 ppm, welches
durch die aromatischen Protonen erzeugt wird, liegen zwei Dubletts bei 7.97 und
7.56 ppm im noch tieferen Feld. Bei diesen Verschiebungen resonieren die
Vinylprotonen, die aufgrund ihrer elektronenzichenden Substituenten stark entschirmt
werden. Am stirksten wirkt sich der Elektronenzug der Nitrogruppe auf das Aromaten-
nahe Vinylproton aus, wodurch das hierdurch erzeugte Signal weiter im Tieffeld liegt als
das des NOz-nahen Protons. Abgesechen von den abweichenden Signalstrukturen der
aromatischen Protonen von 139a und 139b schen die 'H-NMR-Spektren dieser

Nitroalkene nahezu identisch aus.
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Aus den Nitroalkenen 139a-c wurden im darauffolgenden Schritt nach einem Protokoll
von YaoetalP®l die Nitroalkane rac-140a-c = mit einer  Michael-Addition  von

Methylmagnesiumbromid synthetisiert (Schema 4.25).

XxNO2  MeMgBr (1.5 Aq.) NO,
T
Et,O, Toluol

cl 0°C,4h cl
139a-c rac-140a-c
Substitution Ausbeute
a ortho-Cl 49%
b meta-Cl 43%
c para-Cl 52%

Schema 4.25: Synthese der 2-(1-Nitroprop-2-yl)aromaten rac-140a-c aus den 2-Nitrovinylaromaten 139a-c
mit Methylmagnesiumbromid.

Bei dieser Reaktion lagen die Ausbeuten der mittels Sidulenchromatographie isolierten
Produkte im Bereich zwischen 43% und 52%. Mit dem Hauptziel dieses Projekts im
Blick, das Substratspektrum der Oxds zu untersuchen und zu erweitern, wurde auf eine
Optimierung des Prozesses verzichtet und der Fokus auf eine mdglichst zielgerichtete
Synthese der aromatischen, Chlor-substituierten Aldoxime rac-E/Z-122g-i gerichtet.

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung der isolierten Produkte bestitigt in
allen drei Fillen die erfolgreiche Bildung der Nitroalkane rac-140a-c. Beispielhaft zeigt das
IH-NMR-Spektrum des para-substituierten Derivats rac-140c  die charakteristischen
Signalmuster und Verschiebungen der Protonen des 1-Nitroprop-2-yl-Substituenten
(Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17:  Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von  rar1-Chlor-4-(1-nitroprop-2-
ybenzol (rac-140c) aus der Michael-Addition von Methylmagenisumbromid an 1-Chlor-4-(2-
nitrovinyl)benzol (139¢) in CD:Cl, mit Zuordnung einiger markanter Signale.
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Die diastereotopen Protonen der Methyleneinheit erzeugen aufgrund ihrer direkten
Nachbarschaft zum chiralen Methinproton als racemische Mischung zwei ineinander
verschobene Doppeldubletts bei einer Verschiebung von 4.54 bzw. 4.51 ppm. Etwas
weiter im Hochfeld resoniert das Methinproton als Sextett bei 3.62 ppm. Das Dublett bei
1.35ppm witrd von den Protonen der  Methylgruppe  erzeugt.  Das
1,4-Substitutuionsmuster des Aromaten dullert sich in diesem Fall wie auch bei der
Vorstufe in einem AA’BB*-Spinsystem der aromatischen Protonen, hier bei 7.33 bzw. bei
7.20 ppm.

Die Synthese der fiir die Biotransformation benétigten Aldoxime rac-E/Z-122g-i
gelang unter den von Cgekelius et al. beschriebenen Reaktionsbedingungenl?®3 {iber eine
Reduktion der Nitroalkane rac-140a-c, die eine interessante Disproportionierung mit
Benzylbromid einbezieht (Schema 4.206).

BnBr (1.1 Aq.)
KOH (1.05 Aq.)
(n-Bu)4NI (5 mol%)
NO, Molsieb Z NWOH
THF
Cl RT,4h Cl
rac-140a-c rac-E/Z-122g-i
Substitution EiZ Ausbeute

g ortho-Cl 99:1 39%
1:99 41%
h meta-Cl 99:1 26%
1:99 15%
i para-Cl 99:1 36%
1:99 18%

Schema 4.26: Synthese der 2-(Chlorphenyl)propanaloxime rac-E/Z-122g-i aus den 2-(1-Nitroprop-2-
yl)aromaten rac-140a-c mit Benzylbromid.

Unter den basischen Reaktionsbedingungen wird das Nitroalkan zunichst an der o-
Methylengruppe deprotoniert, wodurch tber die Ausbildung einer C-N-Doppelbindung
ein Nitronat entsteht. Das Benzylbromid wird durch katalytische Mengen des
Ammoniumiodids iiber einen Br-/I--Austausch aktiviert, sodass es im Anschluss daran
mit dem Nitronat tber eine Substitution ein O-Benzylnitronat bildet. Aus dieser
Zwischenstufe wird schlieBlich das Aldoxim unter Abspaltung von Benzaldehyd
freigesetzt.[?841 Als Bruttoreaktion wird also die Nitrogruppe zur Oximgruppe reduziert,
wihrend das benzylische Hilfsreagenz zu Benzaldehyd oxidiert wird.

Das Nebenprodukt Benzaldehyd wurde bei der NMR-spektroskopischen Analyse
der Rohproduktmischungen aus der Reduktion der Nitroalkane 7ra-140a-c in
stochiometrischen Mengen detektiert. Teilweise waren zusitzlich dazu signifikante
Mengen von Benzaldoxim in den Rohmaterialien enthalten. Dieses entstand
moglicherweise durch Ubertragung von Hydroxylamin von den neu gebildeten
Arylpropionaldoximen rac-E/Z-122g-i auf das Nebenprodukt Benzaldehyd, vermittelt
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durch nicht gebundenes Wasser in der Reaktionsmischung. Dies spiegelte sich auch in
den wunterschiedlich hohen Ausbeuten bei dieser Reaktion wider. FEine erhohte
Benzaldoximbildung ging mit einer verringerten Produktausbeute einher. So wurde das
ortho-Cl-Detivat rac-E/Z-122g in einer guten Gesamtausbeute von 80% isoliert, wihrend
die isolierte Ausbeute der meta-Cl- und para-Cl-Detivate rac-E/Z-122h+i bei 41% bzw.
54%  deutlich niedriger ausfiel. Mittels automatischer Siulenchromatographie war es
moglich, die E- bzw. Z-Isomere aller drei Aldoxime rac-122g-i jeweils auf tber 99%
anzureichern. In Hinblick auf die FErgebnisse aus der Biotransformation des
unsubstituierten  2-Phenylpropionaldoxims (rac-[E-122b)  koénnte  dies  fur  die
Stereoselektivitit von grof3er Bedeutung sein.

Mittels NMR-spektroskopischer und massenspektrometrischer Analyse konnten
die E- und Z-Isomere der Aldoxime rac-122g-i eindeutig zugeordnet werden. Die
TH-NMR-Spektren weisen mit Ausnahme der Signale der aromatischen Protonen in allen
drei Fillen eine groBe Ahnlichkeit zu dem Spektrum des strukturverwandten,
unsubstituierten 2-Phenylpropionaldoxims (rac-E/Z-122b) auf (vgl. Abbildung 4.6). Die
Elementaranalysen bestitigten mit minimalen Abweichungen von <2% zudem eine hohe
Reinheit der Verbindungen.

Die Synthese der Referenznitrile rac-123g-i erfolgte auf bereits etablierte Weise aus
den Aldoximen rac-E/Z-122g-1 mit katalytischen Mengen Kupfer!l-Acetat in Acetonitril
(Schema 4.27). Da die Metall-katalysierte Dehydratisierung in den ersten Umsetzungen im
Vergleich zu den vorherigen Experimenten nur langsam verlief, wurde die
Katalysatormenge von 1-2% auf 5% erhoht. So zeigten die DC-Reaktionskontrollen je
nach Ansatz nach Reaktionszeiten von 16-19 h schlief3lich vollstindige Umsitze an. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung des Rohmaterials wurden die entsprechenden
Produkte mit moderaten bis guten Ausbeuten zwischen 42% und 75% isoliert. Die
erfolgreiche Isolierung der Nitrile 7a--123g-i konnte auch in diesem Fall mittels
NMR-Spektroskopie und MS bestitigt werden. Die TH-NMR-Spektren dhneln dem des
strukturverwandten, unsubstituierten 2-Phenylpropionitrils (rac-123b) (vgl. Abbildung 4.7).

- N“OH Cu(OAc); (5 mol%) cN
MeCN

cl 90 °C, 16-19h cl
rac-E/Z-122g-i rac-123g-i
Substitution Ausbeute
g ortho-Cl 68%
h meta-Cl 42%
i para-Cl 75%

Schema 4.27:  Metall-katalysierte Dehydratisierung der chiralen Oxime re-E/Z-122g-i zu den
Nitrilen r2¢-123g-i mit Cu(OAc)2 und MeCN.
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Mit den Chlot-substituierten Aldoximen rac-E/Z-122g-i und dessen Nitrilen rac-123g-i
wurden HPLC-Methoden fir eine schnelle Analyse der Reaktionsmischungen aus den
geplanten Biotransformationen entwickelt. Wihrend mit achiraler  reversed phase
HPLC-Analytik Giber Kalibrierreihen eine Aussage tiber die Reaktionsumsitze getroffen
werden konnte, ermoglichte die Analyse mittels chiraler normal phase HPLC die
Bestimmung der e¢-Werte. Die erfolgreiche Auftrennung der Isomere zeigt sich
beispielhaft an den iiberlagerten HPLC-Chromatogrammen der para-Chlor-substituierten
Derivate rac-E-1221 bzw. rac-Z-122i und rac-123i (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18:  Ubetlagerte HPLC-Chromatogramme  der isolierten, para-Chlot-substituierten
Aldoxime rac-E-122i bzw. rac-Z-122i und des entsprechenden Nitrils 72¢-123i.

Die Nitrilenantiomere eluieren bei kiirzerer Retentionszeit zwischen 14 und 18 min und
sind gut trennbar. Dahingegen werden die rac-E- und rac-Z-Aldoximisomere bei lingerer
Retentionszeit zwischen 26 und 35 min mit einer teilweisen Uberlagerung detektiert. Dies
stellt jedoch kein Hindernis fir die Berechnung der Selektivitit der Biotransformation
dar. Mit der gleichen HPLC-Methode kénnen die Nitrilenantiomere der ortho- und meta-
substituierten Derivate rac-123g+h ebenfalls getrennt werden, wihrend auch hier die
Aldoximisomere rac-E/Z-122g+h teilweise Ubetlagert eluieren.

Nach der Substrat- und Produkt-Referenzsynthese sowie der Etablierung einer
einfachen ~HPLC-Analyttk war es nun moglich, die Chlor-substituierten
Aldoxime ra-E/Z-122g-iin dem etablierten Prozess der enzymatischen Nitrilsynthese
mit Oxds einzusetzen, um die Effekte der postulierten Leitstruktur (vgl. Abbildung 4.15)
auf die Stereoselektivitit der Biotransformation zu untersuchen. Dazu wurde zunichst
unter bewihrten Reaktionsbedingungen ein Aktivititsassay mit den neu synthetisierten
Substraten unter Verwendung der finf Oxds durchgefihrt (Abbildung 4.19).

Fir einen besseren Vergleich wurden zusitzlich die Aktivititen des
Standardsubstrats Z-Phenylacetaldoxim (Z-122a) und des Leitstruktur-Grundkérpers
2-Phenylpropionaldoxim (rac-E/ Z-122b) angegeben. Dadurch wird deutlich, dass sowohl

die racemische E-, als auch die Z-Enantiomerenmischung des or#ho-Chlorderivats
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rac-E-122g bzw. rac-Z-122g mit ahnlicher Aktivitit wie das unsubstituierte Pendant
rac-E/ Z-122b umgesetzt werden. Bis auf zwei leicht nach unten abweichende Ausnahmen
liegen die Aktivititswerte fir die orzho-Chlorderivate rac-E- und rac-Z-122g zwischen 0.15
und 0.25 U/mgery. Dieses Ergebnis belegt, dass der or#ho-Chlorsubstituent am
aromatischen System zumindest auf die Aktivitit der Oxds keinen Einfluss hat und eine
enzymatische Dehydratisierung vergleichsweise gut funktionieren sollte. Ein anderes Bild
ergibt sich scheinbar bei den mefa- und para-Chlor-substituierten Aldoximen rac-E- und
rac-Z-122h+i. Hier wurde nach einer Reaktionszeit von einer Minute kein Umsatz
detektiert.

a) Oxd (BFM, 50 uL)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
insg. 500 pL Reaktionsvolumen
R %N,JVOH 8 °C, 850 rpm, 1 min R'_.CN

R2 b) HCI (100 mM in H,0, 200 uL), MeCN (300 uL) R2

rac-E/Z-122a-b+g-i (RIS)-123a-b+g-i
(200 mM in DMSO, 12.5 pL)

+ +
R'e R2 E1Z R R Eiz
cl
oA + 99:1
a @ H 5:95 g (rac) CHs 1:99

4 98:2 + 99:1

b (rac) @ CHs  50:50 h (rac) CH: 1.9
cl

i “h 99:1

(rac) CHs 199

Il OxdA Ml OxdB [l OxdRE [ OxdRG [ ] OxdFG

i

Substrat |  122a 122b 122b 122g 1229
ElZ 5:95 98:2 50:50 99:1 1:99
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Abbildung 4.19: Aktivititsassay der (chiralen) Aldoxime 122a, r2c-122b und rac-122g mit unterschiedlichen
E/Z-Verhiltnissen mit OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG und den aus den Umsitzen der
Reaktionen ermittelten Substrat-spezifischen Aktivititen mit der Einheit U/mggrw.
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Trotz der unterschiedlichen Ergebnisse aus den Aktivititsassays wurden alle Chlor-
substituierten Aldoxime rac-122g-i sowohl als isoliertes E-, als auch als Z-Isomer mit den
finf Oxds umgesetzt, um eine konkrete Aussage tiber die Stereoselektivitit der einzelnen
Reaktionen treffen zu kénnen. Zunichst wurden die or#ho-Chlorderivate rac-E- bzw. rac-Z-
122¢g, welche schon im Assay vielversprechende Resultate zeigten, unter den etablierten
Reaktionsbedingungen mit den Oxds umgesetzt (Abbildung 4.20).

Cl

rac-E-122g a) Oxd (BFM, 0.1 U)
(EIZ = 99:1) Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)

(5 mM) insg. 500 pL Reaktionsvolumen
8°C,3h
CN
OH b) HCI (100 mM in H,0), MeCN
/,\“ Cl
(RIS)-123g
Cl

rac-Z-122g
(EIZ = 1:99)
(5 mM)
I Umsatz Nitril ee Nitril I Umsatz Nitril ee Nitril
100 97 97 99 91 100 7
87
804 804
60 60
40+
40+ 33 2
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12 12 5 6 8
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Abbildung 4.20: Umsitze und ee-Werte aus den Biotransformationen der Aldoxime ra¢c-E-122g (links) und
rac-Z-122g (rechts) mit OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG. Da die absolute Konfiguration des
Nitrils unbekannt ist, geben die Symbole (+) und (-) das erste bzw. zweite Signal im Chromatogramm an.

Die Analyse der nach dreistindiger Reaktionszeit gequenchten Ansitze zeigte
vielversprechende Ergebnisse. Zwar blieben die Umsitze des E-Oxims rac-E-122g zum
entsprechenden Nitril 123g mit Werten zwischen 2% und 33% im niedrigen bis
moderaten Bereich, aber die Reaktion verlief mit allen Oxds sehr selektiv. Aus den
Reaktionen wurde jeweils das gleiche Enantiomer, dessen absolute Konfiguration noch
unbekannt war, mit hohen bis hervorragenden ee-Werten zwischen 87% und 99%
gebildet. Aus diesen Werten resultieren teils sehr hohe Selektivititen mit E-Werten von
14 bis >200. Fur das Z-Oxim rac-Z-122g ergab sich im Gegensatz dazu ein anderes Bild.
Fir alle Oxds fielen die Umsitze mit Werten von nur 1-8% vergleichsweise niedrig aus.
Auch die ee-Werte waren fur diese Ansitze lagen bei niedrigen 2-26%. Das Interessante
bei dieser Reaktion war jedoch, dass fiir OxdRE und OxdFG im Vergleich zu den
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Reaktionen mit dem E-Isomer rac-E-122g eine entgegengesetzte Stereoselektivitit
beobachtet wurde. In Abhingigkeit der E- bzw. Z-Konfiguration des or#ho-Chlor-
substituierten Aldoxims rac-122g wurde also fiir die Enzyme OxdRE und OxdFG ein
Wechsel der Stereospezifitit bei der Nitrilbildung festgestellt.

Auch bei den meta-Chlor-substituierten Aldoximen rac-EE- bzw. rac-Z-122h wurde
dieses Phinomen in dhnlicher Weise beobachtet (Abbildung 4.21).

N-on
Cl
rac-E-122h a) Oxd (BFM, 0.1 U)
(E/Z=99:1) Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
(5 mM) insg. 500 pL Reaktionsvolumen
8°C,3h CN
OH b) HCI (100 mM in H,0), MeCN
|
_N Cl
(RIS)-123h
Cl
rac-Z-122h
(EIZ = 1:99)
(5 mM)
I Umsatz Nitril ee Nitril I Umsatz Nitril ee Nitril
100 100
80—_ E-Aldoxim 80 + Z-Aldoxim
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Abbildung 4.21: Umsitze und ee-Werte aus den Biotransformationen der Aldoxime rac-E-122h (links) und
rac-Z-122h (rechts) mit OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG. Da die absolute Konfiguration des
Nitrils unbekannt ist, geben die Symbole (+) und () das erste bzw. zweite Signal im Chromatogramm an.

Entgegen den Ergebnissen aus dem Aktivititsassay, bei dem mit diesen Substraten kein
Umsatz beobachtet wurde, konnte in den Biotransformationen nach einer Reaktionszeit
von 3 h sowohl bei Verwendung des E-, als auch des Z-Isomers mit fast allen Oxds eine
Aktivitit beobachtet werden. In diesem Fall war es allerdings das Z-Isomer, welches das
Nitril 123h mit deutlich hoheren Umsitzen mit Werten zwischen 3% und 37% sowie mit
hohen bis sehr hohen ee-Werten zwischen 67% und 93% lieferte. Hieraus wurden
Selektivititen mit guten E-Werten von 22-32 errechnet. Dahingegen wurden fiir das
E-Isomer rac-E-122h nur mit dem Enzym OxdFG ein nennenswerter Umsatz von 14%

und ein moderater Ee-Wert von 51% erzielt. Jedoch lag auch hier wieder eine
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entgegengesetzte Enantiopriferenz vor, sodass mit demselben Enzym mit dem E-Isomer
bevorzugt das andere Enantiomer als mit dem Z-Isomer gebildet wurde.

Die Ergebnisse aus den Biotransformationen mit dem para-Chlor-substituierten
Aldoximen rac-E- bzw. rac-Z-122i unterstreichen ebenfalls die FE/Z-Konfigurations-
abhingige Stereoselektivitit der biokatalytischen Oximdehydratisierung (Abbildung 4.22).

N.
Cl

rac-E-122h a) Oxd (BFM, 0.1 U)
(EIZ =99:1) Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)

(5 mM) insg. 500 UL Reaktionsvolumen
8°C,3h c
N
OH D) HCI(100 mM in H;0), MeCN
/N Cl
(RIS)-123h
Cl

rac-Z-122h
(E/Z = 1:99)
(5 mM)
I Umsatz Nitril ee Nitril I Umsatz Nitril ee Nitril
100 94 100
85
80 801
60 - 601
40 40+ 31
1
—_ 5 — 4
R o0l 0 0 miw 00 0 0 s S 0 0 e 00 00
-20 - -20 4
-40 -40 4 -39
60 1 E-Aldoxim -60 Z-Aldoxim
-80 - -80
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Abbildung 4.22: Umsitze und ee-Werte aus den Biotransformationen der Aldoxime rac-E-122i (links) und
rac-Z-122i (rechts) mit OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG. Da die absolute Konfiguration des
Nitrils unbekannt ist, geben die Symbole (+) und () das erste bzw. zweite Signal im Chromatogramm an.

Entgegen  der Befunde aus dem  Aktivititsassay  wurden unter den
Standardreaktionsbedingungen der Biotransformation mit OxdB und mit OxdFG
Umsitze zum Nitril 1231 erzielt. Die Umsitze vom E-Aldoxim rac-E-122i fielen zwar in
beiden Fillen mit 5% bzw. 4% nur sehr gering aus, jedoch liel sich auch bei diesen
niedrigen Werten eine eindeutige Stereoselektivitit mit hohen Produkt-ee-Werten von
94% bzw. 85% erkennen. Mit dem Z-Aldoxim rac-Z-122i wurde wiederum selektiv das
andere Enantiomer gebildet. Hierbei konnte mit OxdFG das beste Ergebnis mit einem
Umsatz von 31% und einem ee-Wert von 94% erzielt werden.

Die drei Chlor-substituierten, aromatischen Aldoxime rac-122g-i lieferten als
isolierte E- bzw. Z-Isomere bei ihrer Biotransformation zu den jeweiligen Nitrilen 123g-i
eine interessante Erkenntnis Giber die Selektivitit von Oxds. Nicht jede der Oxds setzte

alle sechs untersuchten Substrate um, aber sofern eine Aktivitit gemessen werden konnte,
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so erfolgte der Umsatz in den meisten Fillen stereoselektiv. Abhingig von der
E/Z-Konfiguration wurden die Nitrile von den gleichen Enzymen mit entgegengesetzter
Enantiopriferenz gebildet. Dabei reagierten die Substrate mit E-Konfiguration
unabhingig von der Position des Chlorsubstituenten stets zu dem auf der chiralen
HPLC-Sdule frither eluierenden und die Substrate mit Z-Konfiguration entsprechend zu
dem spiter eluierenden Nitrilenantiomer. Unter der Annahme, dass die Enantiomere aller
Chlor-substituierten Nitrile 123g-i auf der chiralen Siule in gleicher Reihenfolge eluieren,
lassen sich die Ergebnisse folgendermallen zusammenfassen: Die
E-Aldoxime rac-E-122g-i werden von den fir dieses Substrat aktiven Oxds selektiv
umgesetzt und bilden bevorzugt das Enantiomer mit jeweils gleicher absoluter
Konfiguration. Die Z-Aldoxime rac-Z-122g-i zeigen das gleiche Verhalten, sie bilden
allerdings mit einer einzigen Ausnahme bevorzugt das andere Enantiomer. Die Ausnahme
stellt das ortho-Chlor-substituierte Substrat 7ac-122g dar, welches mit OxdB unabhingig
von der E/Z-Konfiguration das gleiche Enantiomer bevorzugt bildet.

Da die Biotransformationen mit den Chlor-substituierten
Aldoximen rac-E/Z-122g-i teils sehr vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich Umsatz
und Selektivitit lieferten, lag es nahe, die enzymkatalysierte Dehydratisierung auf einen
priparativen Mal3stab zu vergroBern, um moglichst enantiomerenreines Produkt isolieren
zu konnen. Dazu wurden beispielhaft zwei Substrate ausgewihlt, die bei der
Biotransformation mit guten Umsitzen in die entsprechenden Produkte mit vermeintlich
unterschiedlicher absoluter Konfiguration tiberfithrt wurden. Zum einen kam daher das
ortho-Chlor-substituierte Aldoxim rac-FE-122g  zum  Einsatz, welches mit OxdRE
hinsichtlich Umsatz und ee-Wert die besten Ergebnisse lieferte. Zum anderen wurde das
meta-Chlor-substituierte Aldoxim rac-Z-122h  verwendet, das wiederum mit OxdFG
vielversprechende Resultate zeigte. Fur die Anpassung der Reaktionsbedingungen an
einen praparativen Mal3stab wurde einerseits die Substratkonzentration von 5 mM um das
Funffache auf 25 mM erhoht. Fur eine bessere Substratloslichkeit wurde andererseits der
DMSO-Gehalt von 2.5Vol% um das Achtfache auf 20 Vol% angehoben.
Vorangegangene Studien zeigten, dass die Oxds auch bei dieser erhdhten
Losungsmittelkonzentration ohne  signifikanten Aktivititsverlust arbeiten.¢”]  Unter
diesen Reaktionsbedingungen wurde zunichst fiir beide Substrate eine Testreaktion
durchgefihrt, aus der nach 0.5h, 25h und 5h jeweils eine Probe entnommen,
aufgearbeitet und analysiert wurde, um den Zeitverlauf der Reaktion zu untersuchen
(Abbildung 4.23).

Fir beide Substrate stieg der Umsatz im Verlauf der Reaktion weiter an, wobei in
dem Ansatz mit dem orzho-Chlor-substituierten Oxim rac-E-122g ein héherer Umsatz von
24% verglichen mit dem Umsatz des meta-Chlor-substituierten Oxims rac-Z-122h von
16% erzielt wurde. Dies ldsst sich durch die im Allgemeinen geringere Aktivitit der Oxds
gegentiber dem Oxim rac-Z-122h erkliren, wie auch der Aktivititsassay gezeigt hat (vgl.

Abbildung 4.19). Umso erfreulicher war es, dass auch unter den verinderten
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Reaktionsbedingungen mit hoherer Substratkonzentration und héherem DMSO-Anteil
generell ein Umsatz zu den entsprechenden Nitrilen 123g bzw. 123h festgestellt werden

konnte.
2) OxdFG (BFM, 1.2 mL)
a) OxdRE (BFM, 1.2mL) Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) OH DMSO (20 vol.%)
i DMSO (20 vol.%) ‘ insg. 2 mL Reaktionsvolumen
insg. 2 mL Reaktionsvolumen ~N 8 °C, 850 rpm CN
Neo 8°C, 850 rpm oN :
b) HCI (100 mM in H,0), MeCN b) HCI (100 mM in H,0), MeCN
cl cl Cl cl
rac-E-122g (RIS)-123g rac-Z-122h (RIS)-123h
(25 mM) (25 mM)
25+
~-m- (R/S)-123¢g (R/S)-123h .m
204
= 15 1
=
N
3 10
£
D B
.
54
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Abbildung 4.23: Reaktionsverlauf der Biotransformationen der Aldoxime rac-E-122g und rac-Z-122h mit
OxdRE bzw. OxdFG und erhéhter Substrat- und DMSO-Konzentration.

AnschlieBend wurde fur die Aldoxime rac-E-122g und rac-Z-122h jeweils ein groflerer
Reaktionsansatz unter den zuvor etablierten Reaktionsbedingungen, jedoch mit 92 mg
Substrat und insgesamt 20 mL Reaktionsvolumen, durchgefihrt. Auch wenn der Umsatz
nach 5h Reaktionszeit in den vorherigen Ansitzen nur millig war, wurden diese
priparativen Ansitze ebenfalls nach 5 h aufgearbeitet. So konnte sichergestellt werden,
dass das bevorzugte Stereoisomer noch nicht komplett umgesetzt war, um einen
moglichst hohen ee-Wert fiir das Produkt zu erhalten. Zur Aufarbeitung der Ansitze
wurde die Reaktionsmischung extrahiert. Der Riickstand wurde mit einer automatischen
Saulenchromatographie aufgereinigt. So wurde aus der Biotransformation des o7#ho-Chlor-
Aldoxims rac-E-122g selektiv das (§)-Enantiomer des korrespondierenden Nitrils 123g in
einer Ausbeute von 15% und mit einem sehr hohen e¢-Wert von 96% isoliert
(Schema 4.28).

Die absolute Konfiguration des Produkts wurde tber seinen Drehwert von

o) = —40° (¢ = 0.92, CHCl3) im Abgleich mit den Literaturdaten bestimmt.283]
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a) OxdRE (12 mL, 116 mg BFM)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
DMSO (20 vol.%)

insg. 20 mL Reaktionsvolumen i
/N\OH 8°C, 850 rpm,5h cN
b) MTBE
Cl cl

rac-E-122g (S)-123g
(92 mg) 15%
96% ee

Schema 4.28: Biotransformation des Aldoxims rac-E-122g mit OxdRE zu Nitril (5)-123g im priparativen
Maf3stab.

Die Biotransformation des mefa-Chlor-Aldoxims rac-Z-122h lieferte im Gegensatz dazu
erwartungsgemil3 selektiv das (R)-Enantiomer des Nitrils 123h, zwar mit einer etwas
geringeren Ausbeute von 8%, aber mit sehr hohem e¢-Wert von ebenfalls 96%
(Schema 4.29).

a) OxdFG (12 mL, 110 mg BFM)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)

OH DMSO (20 vol.%)
N insg. 20 mL Reaktionsvolumen
Z 8°C, 850 rpm, 5 h CN
b) MTBE

Cl Cl
rac-Z-122h (R)-123h
(92 mg) 8%

96% ee

Schema 4.29: Biotransformation des Aldoxims ra¢-Z-122h mit OxdFG zu Nitril (R)-123h im priparativen
Maf3stab.

Auch in diesem Fall konnte die absolute Konfiguration mit Hilfe des Drehwertes von
o) = +20° (¢ = 1.00, CHCI3) im Abgleich zu den Literaturdaten verifiziert werden. %3]

Zusammen mit den Ergebnissen aus den analytischen Biotransformationen der
restlichen Chlor-substituierten Derivate bestitigen diese Befunde die zuvor postulierte
These, dass aus den E-Aldoximen bevorzugt die ($)-Nitrile und aus den Z-Aldoximen die
(R)-Nitrile gebildet werden. Die von Betke?7l und Oikd?%8]  durchgefihrten
Untersuchungen zu den Brom- und  Fluor-substituierten = Analoga  der
Leitstruktur 7ac-E/ Z-122b (vgl. Abbildung 4.15) zeigten den gleichen Trend und wurden
zusammen mit den oben beschriebenen und weiteren Ergebnissen zur Erweiterung des
Oxd-Substratspektrums mit chiralen Substraten veréffentlicht.[278]

Die interessante FErkenntnis tber die E- bzw. Z-Konfigurations-abhingige
Enantiopriferenz bei den Biotransformationen der Oxime mit dem Grundgeriist von
2-Phenylpropionaldoxim (rac-E/Z-122b) deutet auf einen deutlich unterschiedlichen
sterischen bzw. energetischen Einfluss der Oximstruktur auf die Enzym-Substrat-
Interaktion wihrend des Katalyseprozesses hin. In Rahmen seiner Masterarbeit hat
Yavuzer die unterschiedliche Priferenz bei der Bildung von (R)- oder (§)-Nitrilen in
Abhingigkeit der E/Z-Konfiguration der Substrate tiber Docking-Experimente rational
modelliert.?8)  Nach seinen Berechnungen am Beispiel von OxdRE ist die
Bindungsaffinitit der (§)-E-Aldoxime mit 2-Phenylpropionaldoxim-Leitstruktur an das
Enzym gréBer als die der (K)-E-Aldoxime. Umgekehrt zeigte sich bei den
(R)-Z-Aldoximen gegentiber dem Enzym eine groflere Bindungsaffinitit als bei den
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(8)-Z-Aldoximen.?8  Diese Berechnungen stehen somit im FEinklang mit den

experimentellen Ergebnissen.

4.3.2  Vildagliptin - eine alternative Syntheseroute

Nach der erfolgreichen Erweiterung des Oxd-Substratspektrums auf chirale Substrate mit
teils stereoselektivem Reaktionsverlauf wurde der Fokus auf ein weiteres mogliches
Produkt einer solchen biokatalytischen Oximdehydratisierung zur Cyanid-freien
Nitrilsynthese gerichtet: (§)-IN-Boc-Pyrrolidin-2-carbonitril ((5)-141) (Abbildung 4.24).

LT ey

(S)-141 (S)-124
Abbildung 4.24: Strukturformeln von ($)-N-Boc-Pyrrolidin-2-carbonitril ((5)-141) und
Vildagliptin ((5)-124).
Das enantiomerenreine N-Acyl-a-aminonitril (§)-141 ist insofern eine interessante
Verbindung, als dass es dem Wirkstoff Vildagliptin ((5)-124) bis auf den unterschiedlichen
N-Acylsubstituenten strukturell sehr dhnelt und zugleich auch eine potenzielle Vorstufe
des Wirkstoffs (5)-124 darstellt.

Da die aktuelle Syntheseroute von Novartis Pharma fir die Darstellung von
Vildagliptin ((5)-124 aus toxikologischer Sicht problematisch ist (vgl. Schema 4.18), bietet
die Darstellung solcher N-Acyl-a-aminonitrile unter Einbeziehung einer biokatalytischen
Oximdehydratisierung eine 6konomischere Variante zur Nitrilherstellung und somit ein
hohes Potential fur einen alternativen Syntheseweg. Andererseits ist durch die
Verwendung eines chiral pool-Substrats auch die nicht stereoselektive, Kupfer-katalysierte
Methode zur Cyanid-freien Nitrilsynthese aus Aldoximen als potenzielle Méglichkeit fir
eine alternative Vildagliptinsynthese in Betracht zu ziehen (vgl. Schema 4.20).

Zur EBvaluierung des enzymatischen Schlisselschritts wurde aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zum Wirkstoff (5)-124 zunichst N-Boc-1-Prolinaloxim ((5)-143)
als Modellsubstrat fir die biokatalytische Dehydratisierung von
N-Acyl-o-aminoaldoximen ins Auge gefasst, welches iiber simple Kondensation mit
Hydroxylamin aus kommerziell erhiltlichem N-Boc-L-Prolinal (($)-142) gut zuginglich
sein sollte. Auch das andere Enantiomer (K)-142 des Prolin-basierten Aldehyds (5)-142 ist
kommerziell verfiighar und kann somit in vergleichender Weise fir die Etablierung der
enzymatischen Modellreaktion verwendet werden, um eventuelle stereoselektive Effekte
bei der Biotransformation mit Oxds beachten zu koénnen.

So wurden zunichst die Aldoxime (§)- bzw. (R)-143 durch Umsetzung der
enantiomerenreinen Aldehyde (5)- bzw. (R)-142 mit Hydroxylamin auf bewahrte Weise
synthetisiert (Schema 4.30).
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Schema 4.30: Synthese der Prolinaloxime (5)- bzw. (R)-E/Z-143 aus den enantiomerenteinen
Aldehyden (5)- bzw. (R)-142 mit NH,OH.

Bis auf die Herstellerangaben zur Reinheit der kommerziell erworbenen Prolinale (§)-
bzw. (R)-142 von jeweils 97% lagen tuber die FEnantiomerenreinheit der
Ausgangsverbindungen keine Informationen vor.[287]

Da sich in der wiassrigen Reaktionsmischung nach Zugabe der Aldehyde (§)- bzw.
(R)-142 und der Salze am Boden des Gefilles ein Agglomerat bildete und dieses den
Rihrkern verklebte, wurde Ethanol zu der Mischung hinzugefiigt, worauthin sich das
Agglomerat aufléste und die Mischung gleichmilBig geriihrt werden konnte. Durch
Zugabe von Wasser nach Beendigung der Reaktionszeit konnte die Reaktionsmischung
wie Ublich extraktiv aufgearbeitet und das Rohmaterial per Sidulenchromatographie
aufgereinigt werden. Dabei war es nicht moglich, die E- und Z-Isomere voneinander zu
trennen, sodass E/Z-N-Boc-L-Prolinaloxim ((5)-E/Z-143) mit einem E/Z-Verhiltnis von
2:1 in einer Ausbeute von 67% und E/Z-N-Boc-D-Prolinaloxim ((R)-E/Z-143) mit einem
E/Z-Verhiltnis von 3:1 in einer Ausbeute von 81% isoliert wurden. Das
'TH-NMR-Spektrum von ersterem Aldoxim (5)-E/Z-143 veranschaulicht beispielhaft die
deutlich unterscheidbaren Resonanzen der Protonen der E- und Z-Isomere
(Abbildung 4.25).

Interessanterweise resonieren die einzelnen Protonen beider Isomere jeweils als
Signalsatz von zwei verschieden groflen, verbreiterten Signalen mit unterschiedlicher
Verschiebung. Die Aufspaltung in zwei Signale kénnte durch die Fixierung der
N-CPeBindung in  zwei moglichen  Konfigurationen als  Folge  einer
Mesomeriestabilisierung zwischen dem freien FElektronenpaar am Stickstoff und der
C-O-Doppelbindung, wie sie auch bei Peptidbindungen als ¢/s/#rans-Isomerie anzutreffen
ist, hervorgerufen werden.?8] Die dadurch entstehende unterschiedliche chemische und
elektronische Umgebung der Nachbarprotonen wirkt sich auf deren Verschiebung aus,
wodurch die Protonen dieser Isomere nicht mehr isochron resonieren. Da die zu einem
Proton zugehorigen Teilsignale unterschiedlich grof3 sind, ist davon auszugehen, dass eine
der beiden Konfigurationen gegeniiber der anderen energetisch bevorzugt ist. Fur das
E-Isomer liegt das Verhiltnis dieser beiden Konfigurationsisomere bei etwa 2:3, fiir das
Z-Isomer bei etwa 1:2. Derartige Effekte und deren Auswirkungen auf die

NMR-Signalmuster sind fiir acylierte Prolinderivate eingehend studiert worden.?8l Die
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Verbreiterung der einzelnen Peaks wiederum ist eine mogliche Folge der konformativen
Flexibilitit des Pyrrolidinrings. Aufgrund seiner Ringspannung ist der Funfring nicht
planar, vielmehr liegen je nach Konformation ein oder zwei Atom(e) aullerhalb der
Ringebene. So kann der Finfring verschiedene energetisch giinstige Anordnungen in
sogenannten Briefumschlag- oder Halbsesselkonformationen annehmen.? In
Abhingigkeit von diesen unterschiedlichen Konformationen ist die Spin-Spin-Kopplung
zwischen den benachbarten Protonen unterschiedlich, sodass sich komplexe
Aufspaltungsmuster der einzelnen Signale ergeben.?!l Die Umwandlung der
unterschiedlichen Konformationen scheint in diesem Fall jedoch so schnell zu sein, dass
sie nicht mehr von dem Spektrometer aufgelost werden kann. Als Folge davon liegen die
Signale verbreitert vor und die Aufspaltungsmuster sind nicht mehr erkennbar.?21 Die
Bestimmung etwaiger Kopplungskonstanten zwischen den benachbarten Protonen ist

daher im vorliegenden Fall nicht méglich.
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Abbildung 4.25: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von E/Z-N-Boc-L-Prolinaloxim (($)-E/Z-143)
aus der Kondensation des Aldehyds (5)-142 mit NH>OH in CDCl3 mit Zuordnung der Signale.

Analog zu den Verschiebungen der Aldoxim-Protonen und des chiralen Protons von
2-Phenylpropionaldoxim (rac-E/Z-122b) zeigen auch die entsprechenden Signale der
Protonen von Aldoxim (5)-E/Z-143 einen durch die E/Z-Konfiguration beeinflussten,
charakteristischen ~ Hochfeld- bzw. Tieffeld-Shift (vgl.  Abbildung 4.6). Die
Hydroxyprotonen resonieren am weitesten im Tieffeld bei 8.05 bzw. 7.81 ppm (fir das
Z-Isomer) und bei 7.64 bzw. 7.59 ppm (fir das E-Isomer). Die Protonen an der
C-N-Doppelbindung erzeugen Signalsitze bei 7.42 bzw. 7.32 ppm (fiir das E-Isomer) und
bei 6.75 bzw. 6.70 ppm (fir das Z-Isomer). Auch der Signalsatz des chiralen
Methinprotons liegt fir das E-Isomer bei einer anderen Verschiebung (4.46 bzw.
4.32 ppm) und damit weiter im Hochfeld als fiir das Z-Isomer (4.90 bzw. 4.83 ppm). Die
Signale der Methylen- und #Butylprotonen sind fiir das E- bzw. Z-Isomer nicht eindeutig
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zuzuweisen und resonieren als iberlagerte Signalsitze bei 3.40 ppm bzw. von 2.28 bis
1.80 ppm und bei 1.44 ppm.

AnschlieBend wurden tber die bewihrte Methodik mit Kupferl-Acetat und
Acetonitril aus den Oximen (5)- bzw. (R)-E/Z-143 die jeweiligen Nitrile (5)-141 und
(R)-141 als Referenzverbindungen synthetisiert (Schema 4.31).

QV/N“"OH Q\(;N
%\oko %\oko

(S)-E/Z-143 (S-141

(EIZ = 2:1) 86%
97% ee

Cu(OACc); (2 mol%)
(TR T
MeCN
[ ) 90°C~RT,23h [ )
w%N“"‘oH iGN
N N

Jﬁoko Jﬁoko
(R)-E/Z-143 (R-141

(E1Z = 3:1) 88%

99% ee

Schema 4.31: Metall-katalysierte Dehydratisierung der Prolinaloxime (§)- bzw. (R)-E/Z-143 zu den Prolin-
basierten Nitrilen (5)- bzw. (KR)-141 mit Cu(OAc)2 und MeCN.

Die Oximdehydratisierung erfolgte quantitativ, wie die !'H-NMR-Analytik des
Rohprodukts nach Entfernen des Losungsmittels von der Reaktionsmischung bestitigte.
Abweichend von den oben beschriebenen Reaktionsansitzen wurde die Aufreinigung des
Rohprodukts mittels Sdulenchromatographie direkt im Anschluss ohne vorherige,
extraktive Aufarbeitung durchgefithrt. Méglicherweise trug dies zu einem im Vergleich zu
friheren Durchfiihrungen geringeren Produktverlust und damit zu einer erhéhten
Produktausbeute von 86% bzw. 88% bei. Die TH-NMR-Spektren der Produkte (§)- und
(R)-141 sind im Vergleich zu denen der Vorstufen (§)- und (R)-E/Z-143 deutlich
tbersichtlicher, wie am Beispiel des Spektrums vom (§)-Enantiomer zu erkennen ist
(Abbildung 4.26).

Auch in diesem Fall liegen bedingt durch die mogliche Ausrichtung der
Boc-Gruppe in zwei unterschiedliche Richtungen zwei Rotationsisomere des
Nitrils (5)-141 vor, was sich in doppelten Signalsitzen fur die einzelnen Protonen mit
einem Verhiltnis von etwa 2:3 dullert. Die Signale sind wie im 'H-NMR-Spektrum der
Vorstufe ebenfalls aufgrund der konformativen Flexibilitdt des Pyrrolidinrings verbreitert.
Dementsprechend erzeugt das chirale Methinproton zwei verbreiterte Signale bei 4.57
bzw. bei 4.45 ppm. Die Methylenprotonen in direkter Nachbarschaft zum Ringstickstoff
resonieren als Signalsatz aus zwei Multipletts zwischen 3.56 und 3.29 ppm. Weiter im
Hochfeld liegt zwischen 2.29 und 1.98 ppm ein Signalsatz mit mehreren Multipletts, der
von den restlichen vier Methylenprotonen erzeugt wird. Die Protonen der #Butylgruppe

resonieren im typischen Verschiebungsbereich bei 1.51 und 1.48 ppm.
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Abbildung 4.26: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von (§)-IN-Boc-Pyrrolidin-2-carbonitril ((5)-141)
aus der Metall-katalysierten Dehydratisierung des Oxims (5)-E/Z-143 in CDCl3 mit Zuordnung der
Signale.

Die Enantiomerenreinheit der auf dem oben beschriebenen Synthesepfad erhaltenen
Nitrile (5)-141 und (K)-141 konnte mittels GC uberprift werden. Zusammen mit den
Vorstufen (5)- und (R)-E/Z-143 wurde eine Methode entwickelt, die mit einer chiralen
Saule erfolgreich die Produktenantiomere trennen konnte (Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27: Gaschromatogramm der N-Acylaminoaldoxime (§)- und (R)-E/Z-143 und detren

Nitrile (5)- und (K)-141.

0

Die Nitrile (5)-141 und (R)-141 werden bei kurzen Retentionszeiten von 3.9 und 4.0 min
detektiert. Die E- und Z-Isomere der jeweiligen Vorstufen (5)- und (R)-E/Z-143 kénnen
dahingegen nicht getrennt werden und eluieren bei lingeren Retentionszeiten von 10.7
und 123 min. Die GC-Analytik ergab fir die Referenznitrile (5)-141 und (R)-141
exzellente ee-Werte von 97% und 99%. Dies bestitigt die ebenso hohe
Enantiomerenreinheit der kommerziell erworbenen Aldehyd-Ausgangsverbindungen (§)-

und (R)-142, die mangels geeigneter GC-Sdule zuvor nicht aufgeklirt werden konnte.
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Diese Beobachtung fithrte zu der erfreulichen Erkenntnis, dass die hier angewendete
chemische Syntheseroute  Aldehyd — Oxim — Nitril  trotz  Verwendung von
Startmaterialen aus enolisierbaren Aldehyden mit prinzipieller Anfilligkeit zur
Racemisierung unter Retention der Stereoinformation ablduft.

Nach der Etablierung der Analytik war es nun mdglich, Versuche zur
biokatalytischen Nitrilsynthese mit den Prolinaloximen (5)- und (R)-E/Z-143
durchzufiihren. Dazu wurden beide Substratisomere mit OxdA, OxdB und OxdRE
versetzt und die Umsitze nach Reaktionszeiten von 1h, 2h und 24 h untersucht
(Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28: Umsitze aus den Biotransformationen der Aldoxime (§)-E/Z-143 (links) und
(R)-E/Z-143 (rechts) mit OxdA, OxdB und OxdRE nach unterschiedlichen Reaktionszeiten.

Abweichend von den bisher beschriebenen Biotransformationen wurde in diesem Fall der
Cofaktor FMN zu den Reaktionsmischungen hinzugegeben, da diese Experimente
durchgefithrt wurden, bevor die Zugabe von FMN als entbehrlich erachtet wurde.?”l Ein
negativer Einfluss des Cofaktors auf die Substratumsetzung ist auszuschlieBen, sodass die
Ergebnisse aus den Biotransformationen ohne den Finsatz von artifizielem FMN
prinzipiell mit diesen Ergebnissen vergleichbar sein sollten.

Die Analyse der Enzymreaktionen mit den Prolinaloximen (§)- und (R)-E/Z-143
mittels GC ergab fur alle Ansitze nur niedrige Umsitze. Keine der drei verwendeten

Oxds vermochte auch tber einen lingeren Zeitraum von 24 h nennenswerte Mengen der
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entsprechenden Nitrile (5)- und (K)-141 zu bilden. Die Umsitze lagen in allen Fillen im
sehr niedrigen Bereich von lediglich 1-6%. Auch ein Substrat mit vergleichbarer
Molekdlstruktur — das von der Aminosdure Phenylalanin abgeleitete Aldoxim — wurde
von den Oxds nur zu sehr geringen Anteilen umgesetzt, wie Betke parallel zu den oben
beschriebenen Experimenten zeigen konnte.l?¢7] Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die Aktivitit der Oxds gegeniiber Substraten mit N-Acyl-a-aminoaldoxim-Struktur fiir
eine substanzielle Nitrilsynthese offenbar ungentigend ist. Die Implementierung einer
enzymatischen Nitrilsynthese in einem alternativen Verfahren zur Darstellung von
Vildagliptin ((5)-124) kann daher als nicht zielfihrend erachtet werden.

Im Gegensatz dazu motivieren die guten Ergebnisse aus der Kupfer-katalysierten
Referenzsynthese der Nitrile (§)- und (K)-141 (vgl. Schema 4.31) zum Einsatz in einer
alternativen Vildagliptinsynthese, denn durch die Verwendung eines enantiomerenreinen
Substrats aus dem chiral pool ist ein stereoselektiver Reaktionsverlauf, der nur mit dem
enzymatischen Syntheseweg prinzipiell méglich wire, hier nicht zwingend erforderlich.
Da die Nitrilsynthese mit katalytischen Mengen Kupfer!l-Acetat?*l unter Retention der
Stereochemie ablauft, ist diese Methode ebenfalls fir die Implementierung in eine
alternative Syntheseroute zum enantiomerenreinen Wirkstoff (5)-124 in Betracht zu
ziehen. Dabei sollte sich die Verwendung eines Katalysators wie Kupfer-Acetat aufgrund
seiner preiswerten, kommerziellen Verfiigbarkeit nicht als Nachteil erweisen.

In der Kupfer-katalysierten Nitrilsynthese wird Acetonitril nicht nur als
Losungsmittel verwendet, sondern auch als Hilfsreagenz, auf welches das aus dem
Aldoxim bei der Dehydratisierung freigesetzte Wasser ubertragen wird, wobei sich
Acetamid bildet (vgl. Schema 4.14). Aus Kostengrinden stellen die Reduzierung der
Menge des Hilfsreagenzes Acetonitril auf ein notwendiges Minimum und der Ersatz von
Acetonitril als Solvenz durch ein preisgiinstiges Losungsmittel einen interessanten Ansatz
zur weiteren Optimierung der Synthese dar. Daher wurde ein Solvenzscreening fiir die
Synthese des Modellnitrils (5)-141 aus dem Prolinaloxim (5)-E/Z-143 durchgefiihrt, um
den Einfluss gebriuchlicher Losungsmittel auf den Reaktionsverlauf zu untersuchen
(Abbildung 4.29). Die Reaktionsumsitze wurden aus den Integralverhiltnissen der
Substrat- und Produkt-Signale in den 'H-NMR-Spektren der extraktiv aufgearbeiteten
Reaktionsmischungen bestimmt.

Die Reaktion wurde zunichst mit unterschiedlichen Mengen Acetonitril und mit
Ethylacetat als Kosolvenz durchgefiihrt (Abbildung 4.29 links). Bereits mit 1 Aquivalent
Acetonitril wurde ein Umsatz von >50% zum Nitril (5)-141 erreicht. Dieses erfreuliche
Ergebnis ist insofern iiberraschend, als dass die Wassertibertragung vom Substrat auf das
Hilfsreagenz, vermittelt durch deren Koordination an das Cu?*-Zentrum, offenbar mit
hoher Effektivitit ablduft. Weiterhin stiitzt dieser Befund den postulierten
Reaktionsmechanismus, bei dem theoretisch nur ein Aquivalent eines Hilfsreagenzes wie
Acetonitril fiir die Dehydratisierung notwendig ist. Dass dennoch im Experiment mit

einem Aquivalent Acetonitril kein vollstindiger Umsatz zum Nitril (§)-141 erzielt werden
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konnte, lidsst sich  idber  Losungsmittel-bedingte  Verdinnungseffekte — der
Reaktionsmischung erkliren, die die Wahrscheinlichkeit des Aufeinandertreffens der
notwendigen Komponenten — Katalysator, Substrat und Hilfsreagenz — herabsetzen.
Zwel Aquivalente fihrten zu keiner nennenswerten Erhchung des Umsatzes, aber mit
vier Aquivalenten Acetonitril konnte unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen bereits
ein guter Umsatz von >70% erzielt werden. Durch Erhéhung der Menge des
Hilfsreagenzes auf zehn Aquivalente stieg der Umsatz auf >80% und mit 15 Aquivalenten
wurde das Nitril zu >90% gebildet. Eine weitere Erhéhung des Acetonitrilanteils fithrte
zu keiner Verbesserung des Umsatzes. Sogar in reinem Acetonitril, welches der 64-fachen
Stoffmenge bezogen auf das Aldoxim (5)-E/Z-143 entspricht, stagnierte der Umsatz
unter den gewihlten Reaktionsbedingungen bei 92%.

N )
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Abbildung 4.29: Umsitze aus der Metall-katalysierten Dehydratisierung von Prolinaloxim (5)-E/Z-143 zu
Nitril (5)-141 mit Cu(OAc)2 mit variierenden Mengen MeCN sowie mit Ethylacetat als Lésungsmittel (bei
1-20 Aq. MeCN) bzw. ohne Zusatz von Lésungsmitteln (bei 64 Aq. MeCN) (links) und mit 10 Aq. MeCN
und unterschiedlichen Lésungsmittelzusitzen (rechts).

Als Kompromiss zwischen einem méglichst hohen Umsatz und einer moglichst geringen
Menge Hilfsreagenz wurde die Reaktion anschlieBend mit 10 Aquivalenten Acetonitril
und unterschiedlichen  gingigen Losungsmitteln als Kosolvenz  wiederholt
(Abbildung 4.29 rechts). Verglichen mit dem Umsatz von 81% in Ethylacetat ergab der
Zusatz von polar protischen Solvenzien wie Methanol und Ethanol dhnlich gute
Ergebnisse mit Umsitzen von 74% bzw. 80%. Ein signifikant schlechteres Ergebnis

lieferte die Verwendung von Wasser, wodurch der Umsatz auf <50% sank. Es ist davon
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auszugehen, dass Wasser in diesem Fall als kompetitiver Ligand an das Cu?*-Zentrum des
Katalysators koordiniert und das Oxim somit verdringt, wodurch die Ubertragung des
Wassers vom Oxim auf das Acetonitril nicht mehr stattfinden kann. Solch einen
negativen Finfluss von Wasser auf den Katalysezyklus der Kupfer-katalysierten
Oximdehydratisierung haben auch schon Ma ¢t al. beobachtet.?*l Im Gegensatz dazu
wurde durch den Zusatz von apolaren, aprotischen Ldsungsmitteln wie Cyclohexan und
Toluol eine leichte Erhohung des Umsatzes auf 88% bzw. 89% erzielt. In
2-Methyltetrahydrofuran (2-Methyl-THF) wurde das Nitril (§)-141 zu 70% gebildet. Das
beste Ergebnis lieferte das polar-aprotische Losungsmittel Dimethylcarbonat, welches als
griner Losungsmittelersatz empfohlen wird.[??3l Der Umsatz zum Nitril ($)-141 konnte in
diesem Fall auf 94% erhoht werden.

Durch den Zusatz verschiedener Kosolvenzien war es mdéglich, auch mit einer
reduzierten Menge des Hilfsreagenzes Acetonitril von lediglich zehn Aquivalenten hohe
bis sehr hohe Umsitze bei der Kupfer-katalysierten Nitrilsynthese zu erzielen. Diese
Ergebnisse deuten das durchaus hohe Potential der chemischen Methode zur Cyanid-
freien Nitrilsynthese neben dem enzymatischen Verfahren mit Oxds an. Im Falle der
N-Acyl-a-aminoaldoxime (§)- und (R)-E/Z-143, die ohnechin nicht von den Oxds
umgesetzt werden, bietet diese nicht stereoselektive, Kupfer-katalysierte Dehydratisierung
eine relevante Alternative. Die Ausgangsverbindungen (§)- und (K)-142 sind in
enantiomerenreiner Form tber die chiral poo-Molekiile L- und D-Prolin (($)- und (K)-134)
gut zuginglich, wodurch eine stereoselektive Aldoximdehydratisierung in diesem Fall
nicht erforderlich ist.

Die nichste Herausforderung bestand in der Entwicklung einer alternativen
Vildagliptinsyntheseroute unter Verwendung der oben beschriebenen, chemischen
Aldehyd-Aldoxim-Nitril-Sequenz.  In  Anlehnung an diese zuvor etablierte
Reaktionssequenz mit dem Modellsubstrat N-Boc-L-Prolinal ((5)-142) und unter der
Berucksichtigung, ein moglichst gut zugingliches Startmaterial aus dem chiral pool zu
verwenden, bot sich die Aminosdure L-Prolin ((5)-134) als Ausgangspunkt fiir die neue
Route an.?  Retrosynthetisch  betrachtet ldsst sich die Darstellung von
Vildagliptin ((5)-124) unter den oben genannten Voraussetzungen in unterschiedliche
Teilschritte zerlegen (Schema 4.32).

Die Verknipfung des Cyanopyrrolidins (5)-132  mit dem  wertvollen
Adamantangeriist 133 bietet sich als letzter Schritt zur Ausbildung des Wirkstoffes (§)-124
an, wie es auch in der Route von Novartis Pharma etabliert ist.?0°l Die dafir bendtigte
Vorstufe, das Nitril (5)-132, sollte nach der etablierten Synthesesequenz tber das
Aldoxim (5)-137 aus dem N-Chloracetyl-substituierten Prolinal (5)-136 zuginglich sein.
Die Synthese dieses Schliisselbausteins koénnte mit dem anvisierten Startmaterial
L-Prolin ((5)-134) tber eine Reduktion der Carbonsdure zum Aldehyd und iiber eine
Acylierung der Aminofunktion erfolgen. Hierbei ist sowohl die Reihenfolge Acylierung—
Reduktion, als auch Reduktion—Acylierung theoretisch denkbar.
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Schema 4.32: Mogliche, retrosynthetische Betrachtung einer alternativen Vildagliptin-Syntheseroute
ausgehend von L-Prolin (($)-134) unter Einbeziehung der etablierten Aldehyd — Aldoxim — Nitril-
Synthesesequenz.

Die  Wahl  der  Reaktionsbedingungen  bei  dieser  geplanten,  neuen
Vildagliptinsyntheseroute spielt in Hinblick auf eine mdgliche industrielle Anwendung
eine entscheidende Rolle. Dabei sollten moglichst milde Prozesse ohne zu starke
Erwirmung oder starke Kithlung der Reaktionsmischungen sowie moglichst preiswerte
Reagenzien und Katalysatoren bevorzugt werden. Fir den ersten Reaktionsschritt ist
daher eine direkte Reduktion der Aminosdure L-Prolin ((5)-134) auf die Oxidationsstufe
des Aldehyds moglicherweise nicht der am besten geeignete Weg. Diese Art der selektiven
Reduktion wird mit Carbonsdureestern unter Verwendung von teuren Metallhydriden wie
Diisobutylaluminiumhydrid durchgefiihrt, die in stochiometrischen Mengen benotigt
werden. Hinzu kommt die tiefe Reaktionstemperatur von —78 °C, die diese Methodik
industriell  unattraktiv.  macht.?»l  Der Umweg Uber eine Reduktion der
Carbonsdurefunktion zur Alkoholfunktion mit anschlieBender selektiver Oxidation zum
Aldehyd kann im Gegensatz dazu trotz des zusitzlichen Reaktionsschrittes eine
vergleichsweise attraktive Methode darstellen. Abgesehen von der Variante mit
dquivalenten Mengen von teurem Lithiumaluminiumhydrid,['$3 die zweifelsohne ebenfalls
nicht die ginstigste Wahl sein wird, bietet die Metall-katalytische Hydrierung von
Carbonsaureestern mit Wasserstoff ein durchaus relevantes Verfahren zur Generierung
von  Alkoholen.””  So  kommen  beispielsweise = die  strukturverwandten
Rutheniumkomplexe Gusev-Katalysator (144),[297] Ru-MACHO (145)[2%8] und
Ru-MACHO-BH (146)[29:3001  zum  Einsatz, die  erfolgreich  als  effektive
Hydrierkatalysatoren fiir die Reduktion einer ganzen Bandbreite von Carbonsiureestern

zu deren entsprechenden Alkoholen verwendet werden (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Strukturformeln der Rutheniumkomplexe Guser-Katalysator (144), Ru-MACHO (145) und
Ru-MACHO-BH (146) zur Hydrierung von Carbonséureestern zu deren Alkoholen.

Da derartige Reduktionen bisher nicht mit Aminosdureestern durchgefiithrt wurden, wire
die Metall-katalytische Reduktion eines Prolinesters, in diesem Fall das leicht zugingliche
und kommerziell erhaltliche L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147), zur Ausbildung

145



Ergebnisse und Diskussion

von L-Prolinol ((5)-148) auch aus grundlegender Sichtweise ein interessanter Startpunkt
fir eine alternative Syntheseroute zum  Vildagliptin-Schliisselbaustein ($)-132
(Schema 4.33).
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Schema 4.33:  Syntheseplan fir die Darstellung des Vildagliptin-Schlisselbausteins (5)-132  mittels
alternativer Syntheseroute ausgehend von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147).

Der Alkohol (5)-148 konnte anschlieBend durch Acylierung der Aminofunktion mit der
relevanten  Chloracetyl-Seitenkette ~ verkntpft  werden, um  N-Chloracetyl-L-
prolinol ((5)-150) zu generieren. Wie zuvor erwihnt, ist andernfalls auch eine umgekehrte
Reihenfolge denkbar, in der der Ester (§)-147 zuerst mit Chloressigsaurechlorid (129)
versetzt wird, um N-Chloracetyl-L-prolin-methylester ((§)-149) zu erhalten und
anschliefend die Reduktion zum Alkohol (§)-150 erfolgt.

Das mit beiden Varianten in zwei Reaktionsschritten generierte L-Prolinol (($) 150)
konnte darauthin selektiv zu dem entsprechenden Aldehyd (5)-136 oxidiert werden. Dies
ist grundsitzlich ebenfalls auf unterschiedliche Weise méglich. Insbesondere ist die durch
das Tetramethylpiperidinyloxyl-Radikal (TEMPO) vermittelte Oxidation wegen ihrer
hohen Effektivitit und wegen der guten Verfiighbarkeit der daftir bendtigten Reagenzien
und Katalysatoren zunichst zu favorisieren.l1833011 Diese Methode wird auch in
industriellen Prozessen fiir verschiedene Alkoholoxidationen eingesetzt.30%

Das N-Chloracetyl-L-prolinal ((5)-136) konnte schliefllich in analoger Weise zu der
bereits etablierten Reaktionssequenz durch Kondensation mit Hydroxylamin in das
Aldoxim (5)-137  uberfihrt werden, um  daraus mittels Kupfer-katalysierter
Dehydratisierung das Nitril (§)-132 als Vildagliptin-Schliisselbaustein zu erhalten. Der
abschlieBende Reaktionsschritt zur Verknlpfung dieses Bausteins (5)-132 mit dem
Adamantangertst 133 ist bereits literaturbekanntl?%l und steht daher nicht im Fokus
dieser Arbeit.

Zu der geplanten Ausarbeitung einer alternativen Vildagliptin-Syntheseroute wurde
ausgehend von dem Prolinester (§)-147 zunichst die Sequenz Reduktion—Acylierung
untersucht. Dazu wurde das Startmaterial (5)-147 in Gegenwart des Hydrierkatalysators
Ru-MACHO (145) mit Wasserstoff behandelt (Schema 4.34).
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Schema 4.34: Hydrierung von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) zu L-Prolinol (($)-148) mit
Wasserstoff und Ru-MACHO (145).

Die Hydrierung wurde in einem Stahlreaktor (vgl. Abbildung 2.12) bei einem
Wasserstoffdruck von 100 bar durchgefiihrt. Das basische Kaliummethanolat diente zum
einen der Aktivierung des Katalysators und zum anderen der Neutralisation des
Hydrochloridsalzes. Nach einer Reaktionszeit von 17 h bei einer Temperatur von 100 °C
wurde die Reaktionsmischung extraktiv aufgearbeitet. Das 'H-NMR-Spektrum des auf
diese Weise gewonnenen Rohmaterials bildete neben kleinen Signalen von Spuren der
Katalysatorspezies ausschlieBlich Produktsignale ab. Unter der Annahme, dass der
neutralisierte Prolinmethylester aufgrund seines geringeren Dipolmoments mindestens
genauso gut in die organische Phase aufgenommen wird wie das polarere, protische
Produkt (5)-148, lisst sich aus den Ergebnissen dieser 'H-NMR-Analyse ein kompletter
Umsatz zu L-Prolinol ((5)-148) mutmalen. Die Reste des Katalysators lieBen sich durch
Aufnahme des Rohmaterials in Methanol erfolgreich entfernen, indem das in Loésung
gegangene Produkt von dem unloslichen Katalysatorrest durch Filtration abgetrennt
wurde. Der Aminoalkohol (5)-148 wurde mit einer moderaten Ausbeute von 25% isoliert.
Sofern der Ester (5)-147 komplett hydriert wurde, ist diese geringe Ausbeute auf eine
offenbar uneffektive Aufarbeitung der Reaktionsmischung zuriickzuftihren. Bei der
Extraktion wird ein GroBiteil des Produkts (§)-148 aufgrund seiner polar-protischen
Molekiileigenschaften in der wissrigen Phase verblieben sein. Zur Optimierung der
Aufarbeitung ist die Fillung eines Produkt-Ammoniumsalzes durch Ansiuern der
Reaktionsmischung denkbar. Mit einer geeigneten Sdure ist eine Erhéhung der Ausbeute
auf diesem Wege prinzipiell vorstellbar, jedoch wurde eine Prozessoptimierung an dieser
Stelle unterlassen und der Fokus auf die grundsitzliche Etablierung der geplanten
Syntheseroute gerichtet.

Uber NMR-spektroskopische und massenspektrometrische Analytik konnte das
synthetisierte L-Prolinol ((5)-148) eindeutig identifiziert werden. Das 'H-NMR-Spektrum
zeigt die fur einen substituierten Pyrrolidinring charakteristischen Signalmuster
(Abbildung 4.31). Bedingt durch das Chiralititszentrum im Molekil sind die Protonen
diastereotop. Es liegen neun nichtiquivalente Spins vor, die durch Kopplung
untereinander ein entsprechend komplexes Signalmuster fir jedes Proton erzeugen.B03!
Die Protonen der Methylolgruppe resonieren am weitesten im Tieffeld bei einer
Verschiebung von 3.50 ppm, gefolgt von dem benachbarten, chiralen Proton bei
3.14 ppm, den Protonen der Methylengruppe in direkter Nachbarschaft zur
Aminofunktion bei 2.94 und 2.82 ppm sowie den restlichen vier Methylenprotonen bei
1.86, 1.77 und 1.47 ppm, deren Zuordnung durch die Auswertung von 2D-Experimenten

unterstutzt wurde.
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Abbildung 4.31: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von L-Prolinol ((5)-148) aus der Metall-
katalytischen Hydrierung von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) in CD3OD mit Zuordnung der
Signale.

Die anschlieBende Acylierung des synthetisierten L-Prolinols ((5)-148) erfolgte mit
Chloressigsdurechlorid (129) nach einer Vorschrift von Vasiloiu et al?4 mit der Base

Triethylamin zum Abfangen des freiwerdenden Chlorwasserstoffs (Schema 4.35)

o
 Aqg.)
C'%u
129
O\/OH NEt (1 Aq.) Q\/OH
_ NEs(Aq)
H CH,Clp cl
0°C ~RT,2h o
(5)-148 (5)-150

71%

Schema 4.35:  Acylierung von  L-Prolinol ((5)-148) zu  N-Chloracetyl-L-Prolinol (($)-150)  mit
Chloressigsdurechlorid (129).

Eine DC-Reaktionskontrolle zeigte nach einer Reaktionszeit von 2 h einen vollstindigen
Umsatz des Amins (5)-148 an. Anders als in der Literatur beschrieben wurde die
Reaktionsmischung nicht wissrig aufgearbeitet, sondern der ausgefallene Niederschlag
wurde abfiltriert und gewaschen. Der Niederschlag konnte tber NMR-Analytik als
Triethylammoniumchlorid identifiziert werden. Mit einer Sdulenchromatographie des
eingeengten Filtrats wurde N-Chloracetyl-L-Prolinol ((5)-150) in einer Ausbeute von 71%
isoliert, die im Vergleich zur Literaturausbeute von 46% deutlich hoher lag. Die
NMR-spektroskopischen Daten des isolierten Materials entsprechen denen in der
Literatur.3% Das 'H-NMR-Spektrum des Chloracetylprolinols (§)-150 ist, wie das der
Vorstufe ($)-148, geprigt durch komplexe Signalmuster der diastereotopen Protonen
(Abbildung 4.32).
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Abbildung 4.32: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von N-Chloracetyl-L-Prolinol ((5)-150) aus der
Acylierung von L-Prolinol ((5)-148) in CD,Cl, mit Zuordnung der Signale.

Das Hydroxyproton erzeugt das am weitesten ins Tieffeld verschobene Signal, ein
verbreitertes Singulett bei 4.26 ppm. Das Proton am chiralen Ringkohlenstoff resoniert
weiter im Hochfeld bei 4.14 ppm als verbreitertes Multiplett. Im Vergleich zu dem
Spektrum des unsubstituierten Prolinols (5)-148 enthilt das Spektrum des acylierten
Produkts (5)-150 zusitzlich ein Singulett bei 4.08 ppm, welches den Methylenprotonen
des  Chloracetylsubstituenten ~ zuzuordnen  ist. Die  Signale der  ubrigen
acht Methylenprotonen resonieren in einem Verschiebungsbereich zwischen 3.63 und
1.61 ppm, wobei die Signale der Methylengruppen in direkter Nachbarschaft zum
Sauerstoff und zum Stickstoff weiter im Tieffeld (3.63-3.48 ppm) und die restlichen
Ringprotonen weiter im Hochfeld (2.08-1.61 ppm) liegen.

Alternativ zu dieser grundsitzlich erfolgreichen, zweistufigen Sequenz wurde auch
die umgekehrte Reaktionsfolge — Acylierung mit anschlieBender Hydrierung — auf ihre
Durchfthrbarkeit untersucht. Dazu wurde zuerst die gewihlte Ausgangsverbindung
L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) in bewahrter Weise mit
Chloressigsaurechlorid (129) acyliert (Schema 4.306).

myk (1 Ag)
129
O\(o NEt; (2 Aq.) Q\(o
CI'N+
H M CHzClp cl OMe
2 OMe oo &1 6 n vgO
(S)-147 (S)-149

81%

Schema 4.36:  Acylierung von  L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) zu  N-Chloracetyl-L-
Prolinmethylester ((5)-149) mit Chloressigsdurechlorid (129).

In diesem Fall wurden zwei Aquivalente der Base hinzugegeben, um das Hydrochloridsalz
des Prolinesters (5)-147 zu neutralisieren und den bei der Reaktion entstehenden

Chlorwasserstoff zu binden. Diese Reaktion dauerte mit 16 h bis zur vollstindigen
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Umsetzung des Startmaterials verglichen mit der Acylierung von L-Prolinol ((5)-148) mit
einer Reaktionszeit von lediglich 2 h deutlich linger. Durch Siulenchromatographie des
Rohprodukts nach wassriger Aufarbeitung wurde N-Chloracetyl-1L-
Prolinmethylester ((5)-149) mit einer hohen Ausbeute von 81% isoliert.

Wie dem 'H-NMR-Spektrum des Produkts entnommen werden konnte, lagen
analog zu der cis/ trans-Isometie bei Peptidbindungenl?88] in diesem Fall bedingt durch die
Rotation des Acylsubstituenten um die N-C49-Bindung wieder zwei Konfigurationen des
Prolinesters (5)-149 in einem Verhiltnis von etwa 1:5 vor (Abbildung 4.33). Die beiden
Signalsitze des chiralen Methinprotons liegen bei einer Verschiebung von 4.74 und
4.48 ppm um 0.26 ppm auseinander, was auf eine deutlich unterschiedliche elektronische
Umgebung in beiden Konfigurationsisomeren hindeutet. Im Verschiebungsbereich
zwischen 4.32 und 4.07 ppm resonieren die Methylenprotonen des Acylsubstituenten in
ebenfalls zwei deutlich unterschiedlichen Signalsitzen. Die Protonen der Methoxygruppe
erzeugen zwei Singuletts bei 3.79 und 3.74 ppm. Wie bei den anderen Prolinderivaten
bereits mehrfach gezeigt, resonieren die sechs diastereotopen Methylenprotonen des

Pyrrolidinrings als Signalsitze mit komplexen Aufspaltungsmustern zwischen 3.75 und

1.84 ppm.
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Abbildung 4.33: Ausschnitt aus dem '"H-NMR-Spektrum von N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester ((5)-149)
aus der Acylierung von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) in CD3;OD mit Zuordnung der
Signale.

Der erfolgreich synthetisierte Methylester (5)-149 wurde anschlieBend mehreren
Hydrierversuchen unterzogen. Dazu wurden die erfolgversprechenden Ru-Komplexe
Guser-Katalysator (144), Ru-MACHO (145) und Ru-MACHO-BH (146) ecingesetzt
(Schema 4.37).
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Ru-Kat. 144, 145 oder 145 oder 5 mol%)
Base (0 - q

)
0 H, (60 - J75 bar) OH
Q\gMe MeQMf oder THF Q\/
C|v§0 80 0de#100 °C, 16 - 72 h CI\/&O
(S)-149 (S)-150

Schema 4.37: Hydrierversuche von N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-149) mit den
Ru-Katalysatoren 144, 145 und 146 unter verschiedenen Reaktionsbedingungen.

Der Gusev-Katalysator (144) ist im Gegensatz zu den anderen beiden Ru-Komplexen 145
und 146 luftstabil und daher bei der Beladung des Stahlreaktors mit der
Reaktionsmischung einfacher zu handhaben.?7l Die Hydrierexperimente liefen unter
gingigen Reaktionsbedingungen fiir die Esterhydrierung bei einer Reaktionstemperatur
von 80 °C mit der Base Kaliummethanolat zur Aktivierung des Katalysators in den
Losungsmitteln  Methanol oder THF ab. Jedoch fihrten weder unterschiedliche
Reaktionszeiten zwischen 17 und 72 h noch verschieden hohe Wasserstoffdriicke von
60-175bar  zu  keiner  erfolgreichen = Umsetzung  von  N-Chloracetyl-L-
Prolinmethylester ((5)-149). Unter keiner dieser Reaktionsbedingungen konnte im
'TH-NMR-Spektrum der umgesetzten Reaktionsmischung das gewtinschte Produkt
N-Chloracetyl-L-Prolinol (($)-150) nachgewiesen werden. Daher wurden anschlieBend
auch die beiden anderen Katalysatoren Ru-MACHO (145) und Ru-MACHO-BH (146) fiir
diese Hydrierung unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen getestet, jedoch auch ohne
Erfolg.

Bei einem dieser Versuche wurde eine zunichst unbekannte, nicht erwartete
Verbindung 151 gebildet (Schema 4.38).

Ru-MACHO-BH (146) (1 mol%)

KOMe (2 Aq.) / \
Q\(O H, (90 bar) ’}:/Z/OH
OMe THF
|
c vgo 80°C, 23 h g o
(S)-149 151

44%
Schema 4.38: Synthese des Pyrrolizidins 151 aus N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester ((5)-149) unter

Hydrierungsbedingungen.

In diesem Fall wurde die Base Kaliummethanolat zu der Reaktionsmischung gegeben,
obwohl sie fir die Aktivierung des Katalysators 146, die hier durch die thermische
Dissoziation von BHj3 erfolgte, nicht notwendig war. Die Reaktion verlief in THF bei
ciner Temperatur von 80 °C und einem Druck von 90 bar Wasserstoff tber einen
Zeitraum von 23 h im Stahlreaktor. Nach wissriger Extraktion der Reaktionsmischung
fiel im Gegensatz zu den anderen Hydrierversuchen, die allesamt braune Feststoff-Ol-
Gemische lieferten, die Ausbildung eines gelben Feststoffs wihrend des Einengens im
Vakuum auf. Die miBlige Loslichkeit dieses Riickstands in deuteriertem Chloroform, die
sich bei der Vorbereitung zur NMR-Charakterisierung abzeichnete, wurde fiir eine

Umkristallisation des Materials ausgenutzt. So wurde schlief3lich ein farbloser Feststoff
erhalten, der mittels NMR-Spektroskopie und MS als 2-Chlor-1-hydroxy-5,6,7,7a-
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tetrahydro-3H-pyrrolizin-3-on (151), eine bisher nicht charakterisierte Verbindung,
identifiziert werden konnte. Das Produkt151 mit einem Pyrrolizidinalkaloid-
Grundgeriist3%] wurde in einer moderaten Ausbeute von 44% isoliert. Die Bildung dieses
Bicyclus wird mutmaBlich iber die Deprotonierung des Prolinesters (5)-149 an der
Methylengruppe des Acylsubstituenten durch die Base initiiert (Schema 4.39).

O\(o - mo co
N OMe N N OMe N o . , N OH
cl OMe OMe N - y/
o "MeOH 07 - - OMe
e cl g
(S)-149 XXVI XXVII XXVl 151

Schema 4.39: Postulierter Mechanismus fiir die Bildung von Pyrrolizidin 151 aus N-Chloracetyl-L-
Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-149).

Folglich greift das daraus entstandene Carbanion an den positiv polarisierten
Carboxykohlenstoff an [XXVI], woraufhin Methanolat abgespalten wird [XXVII]. Das
Dion XXVIII tautomerisiert schlielich in die stabilere Enolform 151, die bei der
NMR-spektroskopischen Analyse letztlich als einzige Komponente vorlag. Eine
Racemisierung am Stereozentrum wurde nicht nachgewiesen, diese kann aber unter den
basischen Reaktionsbedingungen aufgrund einer moglichen Enolisierung des
Dions XXVIII in Richtung der Briickenkopfposition nicht grundsitzlich ausgeschlossen
werden. Im 'H-NMR-Spektrum spiegeln die Signale mit ihrer Verschiebung und ihren
komplexen Aufspaltungsmustern die sieben diastereotopen Ringprotonen des
Pyrrolizidins 151 wider (Abbildung 4.34).
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Abbildung 4.34: Ausschnitt aus dem !'H-NMR-Spektrum von Pyrrolizidin 151 aus der Reaktion von
N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester ((5)-149) unter basischen Hydrierbedingungen in CD3;OD mit
Zuordnung der Signale.

Am weitesten im Tieffeld resoniert das Proton am Stereozentrum bei einer Verschiebung

von 419 ppm. Die Methylenprotonen in  direkter =~ Nachbarschaft zum
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Briickenkopfstickstoff erzeugen zwei Signalsitze bei 3.40 und 3.22 ppm. Weiter im
Hochfeld resonieren die restlichen Methylenprotonen als Multiplett aus drei Gberlagerten
Signalsitzen zwischen 2.26 und 2.11 ppm mit einem Integral von drei Protonen sowie als
weiterer Signalsatz bei 1.37 ppm mit einem Integral von einem Proton. Die Analytik der
neuen Verbindung 151 wurde komplettiert durch die Messung des Schmelzpunkts von
202 °C, sowie durch die Aufnahme ecines IR-Spektrums, in dem charakteristische Banden
fir Methylen-, Amin- und Amid-Schwingungen vorliegen, und durch die Bestimmung der
Zusammensetzung mittels Elementaranalyse.

Unter der Annahme des oben aufgefithrten Mechanismus zur Bildung des
Pyrrolizidins 151 (Schema 4.39) ist die Anwesenheit von Wasserstoff und vom
Ru-Katalysator 146 fir diese Reaktion nicht notwendigerweise essentiell. Insofern ergibt
sich aus diesem unerwarteten Experiment eine interessante Fragestellung fiir die Synthese
von Pyrrolizidinen. Diese wirde allerdings auf die Chemie eines ganz anderen
Verbindungstyps  abzielen, weshalb auf die Optimierung einer  solchen
Pyrrolizidinsynthese verzichtet wurde.

Mit den fehlgeschlagenen Hydrierexperimenten unter Verwendung von
N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester ((5)-149) ist folglich die Synthesesequenz mit der
einleitenden  Hydrierung  von  L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147)  und
anschlieBender N-Acylierung des gebildeten L-Prolinols (($)-148) die einzig mogliche der
beiden geplanten Syntheserouten (vgl. Schema 4.33). Dementsprechend wurde das auf
diesem Weg erhaltene N-Chloracetyl-L-Prolinol ((5)-150) als nichstes mittels TEMPO-
Oxidation selektiv zu N-Chloracetyl-1-Prolinal (($)-136) oxidiert (Schema 4.40).

TEMPO (1 mol%)

NaBr (10 mol%), NaHCO3
Q\/OH NaOCI (1.1 Aq.) Q\(O
C| CH20|, H20 C| H
vgO 0-4°C, 20 min vgO
(S)-150 (S)-136
54%

Schema 4.40: Oxidation von N-Chloracetyl-L-Prolinol ((5)-150) zu N-Chloracetyl-L-Prolinal ((5)-136) mit
TEMPO.

Fir diese Oxidation wurden die im Organikum beschriebenen Reaktionsbedingungen mit
1 mol% TEMPO, 10 mol% Natriumbromid und einem leichten Uberschuss von
Natriumhypochlorid in einem Zweiphasensystem bei pH 9.5 unter Kontrolle der
Reaktionstemperatur zwischen 0 und 4°C verwendet.'¥3 Nach einer kurzen
Reaktionszeit von 20 min und extraktiver Aufarbeitung wurde N-Chloracetyl-L-
Prolinal ((5)-136) als gelb-orangefarbenes Ol mit einer Ausbeute von 54% erhalten. Eine
weitere Aufreinigung des Produkts mittels Sdulenchromatographie scheiterte, da es
wihrend der Chromatographie offenbar schnell zur entsprechenden Siure oxidierte.
Somit wurde auf eine Aufreinigung verzichtet und der Aldehyd (5)-136 wurde bis zur

Weiterverarbeitung kihl gelagert, um die Autooxidation zu unterbinden. Die leichten
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Verunreinigungen machten sich auch im "H-NMR-Spektrum durch weitere kleine Signale
und durch inexakte Integralverhaltnisse der Produktsignale bemerkbar (Abbildung 4.35).
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Abbildung 4.35: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von N-Chloracetyl-L-Prolinal (($)-136) aus der
TEMPO-Oxidation von N-Chloracetyl-L-Prolinol (($5)-150) in CDCl; mit Zuordnung der Signale.

In diesem Fall lag das Produkt bedingt durch zwei verschiedene, riumliche Ausrichtungen
des Acylsubstituenten in zwei Konfigurationen im Verhaltnis von etwa 1:9 vor, wie die
Integrale der nicht uberlagerten Doppelsignale zeigten. Diese Dopplung ist an den
Signalen des Aldehydprotons bei einer Verschiebung von 9.60 bzw. 9.56 ppm, des
Protons am Stereozentrum bei 4.57 bzw. 4.53 ppm und der Methylenprotonen des
Acylsubstituenten bei 4.10 bzw. 4.07 ppm deutlich zu erkennen. Die Multipletts bei
3.68 ppm und zwischen 2.14 und 1.93 ppm werden von den restlichen sechs
Ringprotonen erzeugt. Der bisher nicht literaturbekannte Aldehyd ((5)-136) wurde auch
mittels hochaufl6sender Masse charakterisiert, deren gemessener Wert mit 1.59 ppm nur
minimal von dem berechneten Wert abweicht. Die Bildung von N-Chloracetyl-L-
Prolinal ((5)-136) erfolgte Gber die TEMPO-Oxidation insgesamt mit eher moderater
Ausbeute, die noch optimiert werden kann. Grundsitzlich ist mit dieser Methodik aber
der nichste Schritt in Richtung einer alternativen Vildagliptin-Syntheseroute gesetzt.

Der Aldehyd (§)-136 wurde anschlieBend gemill der geplanten Syntheseroute
unter den gut etablierten Reaktionsbedingungen mit Hydroxylamin zum Aldoxim (5)-137
kondensiert (Schema 4.41). Nach einer Reaktionszeit von 3 h bei Raumtemperatur im
wissrigen System konnte mittels DC-Analytik ein vollstindiger Umsatz ermittelt werden.
Durch extraktive Aufarbeitung des Ansatzes und siaulenchromatographische Aufreinigung
des Rohprodukts wurde FE/Z-N-Chloracetyl-L-Prolinaloxim (($)-E/Z-137) in einer
Ausbeute von 45% isoliert. Diese verhiltnismaB3ig geringe Ausbeute ist auf eine
ineffektive Extraktion zuriickzufiihren, durch die das polare Produkt ($)-E/Z-137

offenbar nicht komplett in die organische Phase uberfithrt werden konnte. Auch in
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diesem Fall ist eine Erhchung der Ausbeute durch Optimierung der Aufarbeitung

wahrscheinlich.

NH,OH-HCI (1.5 Aq.)
Q\(O NaCOj; (1.5 Aq.) Q\//NV‘”OH
H H,0
| 2 |
c vgo RT.3h c o)

(5)-136 (S)-E/z137
45%

Schema 4.41: Synthese von E/Z-N-Chloracetyl-L-Prolinaloxim ((5)-E/Z-137) aus N-Chloracetyl-L-
Prolinal (($)-136) mit NH>OH.

Die Signalsitze im 'H-NMR-Spektrum von Aldoxim (§)-E/Z-137 deuten auf eine
Mischung aus vier unterscheidbaren Isomeren hin (Abbildung 4.36).
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Abbildung 4.36:  Ausschnitt  aus  dem  'H-NMR-Spekttum  von  E/Z-N-Chloracetyl-L-
Prolinaloxim ((5)-E/Z-137) aus der Kondensation des Aldehyds ($)-136 mit NH,OH in CDCl; mit
Zuordnung der Signale.

Zum Einen sind die E- und Z-Isomere aufgrund der charakteristischen, unterschiedlichen
Verschiebungen des jeweiligen Oximprotons an der C-N-Doppelbindung und des
Protons am direkt benachbarten Sterecozentrum deutlich zu erkennen. Die
Integralverhiltnisse dieser Protonen spiegeln ein E/Z-Verhiltnis von 3:1 wider. Zum
Anderen liegen sowohl das E- als auch das Z-Isomer bedingt durch zwei mogliche
Ausrichtungen des Acylsubstituenten in jeweils zwei unterschiedlichen Konfigurationen
vor, was zu einer Signaldopplung fihrt. Aus den Integralverhiltnissen dieser
Doppelsignale ergibt sich fiir das E-Isomer ein Verhiltnis von etwa 5:6 und fir das Z-
Isomer im Verhiltnis von etwa 5:7 bezogen auf die Rotationsisomere. Zusitzlich dazu
sind die Signale durch komplexe Aufspaltungsmuster geprigt, die aufgrund der
diastereotopen Positionen in diesem chiralen Molekil entstehen.

Die Signale der Hydroxyprotonen sind nur schwach ausgeprigt und liegen stark

verbreitert im tiefen Feld bei einer Verschiebung von 8.61 ppm fiir die Z-Isomere bzw.
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8.28 ppm fiir die E-Isomere. Die Signale des Oxim-Protons an der C-N-Doppelbindung
liegen von den E-Isomeren deutlich weiter im Tieffeld bei 7.45 und 7.33 ppm als von den
Z-Isomeren, dessen Signale bei 6.73 ppm tiberlagern. Etwas weiter im Hochfeld befinden
sich die Signale des Protons am Stereozentrum, wobei in diesem Fall die Signale des
Z-Isomers bei 5.23 und 5.06 ppm ins Tieffeld verschoben gegeniiber denen des
E-Isomers bei 4.76 und 4.63 ppm liegen. Die Signale der Methylenprotonen des
Acylsubstituenten von allen vier Isomeren Uberlagern in einem Verschiebungsbereich
zwischen 4.14 und 3.96 ppm. SchlieBlich resonieren auch die restlichen sechs
Methylenprotonen der vier Isomere als tberlagerte Signalsitze bei Verschiebungen
zwischen 3.70 und 3.55 ppm und zwischen 2.35 und 1.87 ppm. Die konkrete Zuordnung
der Signale gelang unter Zuhilfenahme von Spektren aus 2D-NMR-Experimenten. Auch
die Messung einer hochauflésenden Masse mit nur geringen Abweichungen von 1.99 ppm
vom berechneten Wert bestitigt die erfolgreiche Bildung des bisher nicht in der Literatur
beschriebenen Aldoxims ((5)-E/Z-137).

Die letzte Reaktion der angestrebten alternativen Vildagliptinsyntheseroute
bestand in der Dehydratisierung des Prolinaloxims (5)-E/Z-137 zur Ausbildung des
Nitrilschliisselbausteins ($)-132, der gleichfalls als vorletzte Stufe in der herkommlichen
Syntheseroute des Wirkstoffs (§)-124 von Novartis Pharma vorkommt.201 Da die
biokatalytische Dehydratisierung von Aldoximen mit vergleichbarer Molekulstruktur
tehlschlug (vgl. Abbildung 4.28), wurde fiir diesen Fall die etablierte Kupfer-katalysierte
Methode verwendet (Schema 4.42).

Q\//NWOH Cu(OAc); (5 mol%) Q\CN
_Cu(OAC), (5 mol)
MeCN
CI\/§o 90°C, 21h Clv&o
(S)-EIZ-137 (5)-132

96%
93% Reinheit

Schema 4.42: Metall-katalysierte Dehydratisierung von E/Z-N-Chloracetyl-L-Prolinaloxim ((5)-E/Z-137)
zu (5)-1-(2-Chloracetyl)pyrrolidin-2-carbonitril ((5)-132) mit Cu(OAc)2 und MeCN.

Unter den tiblichen Reaktionsbedingungen mit 5 mol% des Katalysators Kupfer!-Acetat
in siedendem Acetonitril wurde nach einer Reaktionszeit von 21 h mittels
DC-Reaktionskontrolle ein vollstindiger Umsatz des Prolinaloxims (5)-FE/Z-137 ermittelt.
In diesem Fall war die Isolierung des Produkts mittels Sdulenchromatographie so effektiv,
dass das literaturbekannte3%] Produkt (§)-1-(2-Chloracetyl) pyrrolidin-2-
carbonitril ((5)-132) mit einer sehr hohen Ausbeute von 96% erhalten wurde. Jedoch
konnte das zur Isolierung verwendete Losungsmittel Ethylacetat auch durch intensives
Trocknen des isolierten Materials im Hochvakuum nicht vollstindig vom Produkt
entfernt werden, wie die !'H-NMR-Analytik bestitigte (Abbildung 4.37). Der
GroBenvergleich  der Integrale der Produktsignale mit den Integralen der
Ethylacetatsignale ergab unter Berticksichtigung der jeweiligen molaren Massen ein Anteil
von ~7% Ethylacetat. Dementsprechend liegt das Nitril (5)-132 mit einer Reinheit von
~93% vor.
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Abbildung 4.37:  Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von (5)-1-(2-Chloracetyl)pyrrolidin-2-
carbonitril ((5)-132) aus der Kupfer-katalysierten Dehydratisierung von E/Z-N-Chloracetyl-L-
Prolinaloxim (($)-E/Z-137) in CDCl3 mit Zuordnung der Signale.

Auch in dem TH-NMR-Spektrum des Nitrils (5)-132 manifestiert sich die Existenz von
zwei Konfigurationsisomeren, die durch die unterschiedliche raumliche Ausrichtung des
Acylsubstituenten vorliegen. So ergeben sich wie in den vorherigen Spektren fiir einige
der Protonen doppelte Signalsitze, in diesem Fall in einem Verhiltnis von etwa 1:6. Die
Chiralitit des Molekiils bewirkt aufgrund der diastereotopen Protonen eine zusitzliche
Aufspaltung der Signale. Das Proton am Stereozentrum erzeugt dementsprechend zwei
Signalsitze bei 4.87 und 4.77 ppm. Weiter im Hochfeld resonieren die Methylenprotonen
des Acylsubstituenten im Bereich zwischen 4.23 und 4.03 ppm, in dem auch das Quartett
der Methylengruppe des Ethylacetatriickstands liegt. Auch die Ringprotonen in direkter
Nachbarschaft zum Stickstoffatom erzeugen zwei Signalsitze bei 3.73 bzw. bei 3.57 ppm.
Die restlichen vier Methylenprotonen resonieren im Hochfeld und uberlagern als
Multipletts zwischen 2.44 und 2.11 ppm.

Analog zu den Ergebnissen aus der Synthesesequenz fir die Darstellung der mit
einer Boc-Gruppe versehenen Modellverbindungen (§)- und (K)-141, die unter Retention
der Stereoinformation gebildet wurden, ist auch fur die Synthese von
(§)-1-(2-Chloracetyl)pyrrolidin-2-carbonitril ((5)-132) zu erwarten, dass auf der gewahlten
Darstellungsroute keine Racemisierung am Stereozentrum stattfand. Zwar wurde fir das
Nitril ($)-132 keine geeignete HPLC- bzw. GC-Methode gefunden, mit der die
Enantiomerenreinheit nachgewiesen werden konnte, jedoch wird die These gestiitzt durch
die Messung der optischen Rotation, die einen spezifischen Drehwinkel von oy = —147°
(¢ = 1.01, CH2Cl) ergab. So war die Darstellung des Schlisselbausteins (5)-132 fir die
Synthese von Vildagliptin (§)-124 auf dem neu erarbeiteten Reaktionspfad insgesamt
erfolgreich, wenngleich fiir die einzelnen Reaktionsschritte durchaus noch
Optimierungspotential ~ vorhanden  ist. ~ Die  Ergebnisse  zur  alternativen

Vildagliptinsynthese wurden in einer Publikation verdffentlicht.l307]
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4.4  Ausblick

Die biokatalytische Dehydratisierung von chiralen Aldoximen mit Oxds wurde als
Cyanid-freie Alternative zur Darstellung von chiralen Nitrilen erfolgreich angewandt. Auf
diese Weise konnten arylaliphatische, offenkettige und alicyclische Substrate umgesetzt
werden, teilweise sogar mit hoher Stereoselektivitit. Aus diesen Ergebnissen kristallisierte
sich eine Leitstruktur fiir eine besonders effektive Nitrilsynthese heraus. Arylaliphatische
Aldoxime, die am Stereozentrum in o-Position zur Oximfunktionalitit einen kleinen
Substituenten, wie eine Methylgruppe und einen grof3en, starren Substituenten, wie einen
Phenylrest, tragen, wurden mit besonders hoher Selektivitit umgesetzt. In Abhingigkeit
von der E/Z-Isomerie wurde in einigen Fillen sogar ein Wechsel der Enantiopriferenz
beobachtet, sodass das E-Oxim bevorzugt das (§)-Nitril und das Z-Oxim bevorzugt das
(R)-Nitril ausbildete. Diese Ergebnisse stellen eine interessante Grundlage fir eine
weiterreichende Forschung auf dem Gebiet der Cyanid-freien Nitrilsynthese mit Oxds
dar. Fur einen effektiven Syntheseprozess im grofleren Mal3stab kann die von den Oxds
tolerierte  Substratkonzentration auf der einen Seite moglicherweise durch die
Verwendung eines geeigneten Kosolvenz erhoht werden. Auf der anderen Seite ist aber
auch die Reduzierung der notwendigen Enzymmenge ein relevanter Faktor fiir
groBmalstibige Biotransformation mit Oxds. Hierzu kann sowohl ein Screening von
moglicherweise aktiveren bzw. stabileren Mutanten als auch eine Immobilisierung der
bisher immer in Form von Biofeuchtmasse eingesetzten Enzyme hilfreich sein. Auch die
Rickintegration der Synthesesequenz zur Darstellung relevanter Aldehyde, beispielsweise
durch Hydroformylierung von Alkenen, stellt hinsichtlich der Substratzuginglichkeit
einen spannenden Forschungsansatz dar.

Um das interessante Phidnomen der enantiospezifischen Nitrilbildung in
Abhingigkeit von der E/Z-Konfiguration der Substrate detailliert verstehen zu koénnen,
kann ein Computermodeling mit genauer Betrachtung der Enzym-Substrat-Interaktionen
moglicherweise eine Erklirung fir dieses Verhalten liefern. Das auf diese Weise
gewonnene Verstindnis wirde wiederum dazu beitragen, die Oxds mittels gezielter
Mutation noch besser mal3schneidern zu kénnen, um auch Aldoxime mit einer anderen
Molekilstruktur mit hoher Aktivitit und moglichst selektiv umzusetzen.

Fir die Synthese des Wirkstoffs Vildagliptin gegen Diabetes mellitus Typ 11 wurde
aufbauend auf den FErgebnissen zur Cyanid-freien Nitrilsynthese ein alternativer
Reaktionspfad entwickelt, bei dem auf die Verwendung verschiedener gefihtlicher und
teratogener Chemikalien, wie Dimethylformamid und Phosphoroxychlorid, verzichtet
werden kann. Zwar war die Verwendung von Oxds zur Ausbildung eines
Nitrilschlisselbausteins nicht erfolgreich, jedoch eignete sich auch die Kupfer-katalysierte
Methode zur Dechydratisierung von Aldoximen in diesem Fall als eine gute,
umweltfreundlichere Alternative. Ausgehend von enantiomerenreinem

L-Prolinmethylester, der als chiral pool-Baustein gut verfugbar ist, wurde die direkte
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Vorstufe von Vildagliptin in einer fiinfstufigen Synthesesequenz erfolgreich synthetisiert.
Ohne Optimierung der Finzelschritte wurde der Baustein allerdings bisher nur in einer
geringen Gesamtausbeute von ~4% erhalten, wobei hierzu vor allem die erste Stufe der
Route, eine Metall-katalysierte Hydrierung, mit einer bisher nicht optimierten Ausbeute
von 25% signifikant beitridgt. Durch Optimierung der einzelnen Teilschritte hinsichtlich
Raum-Zeit-Ausbeute und gegebenenfalls auch tiber eine Kombination mehrerer Schritte
in einem sequenziellen Modus oder im Eintopfverfahren sollten eine Erhéhung der
Gesamtausbeute und eine Effektivierung der alternativen Syntheseroute moglich sein. Ein
Verzicht auf die Isolierung der einzelnen Zwischenstufen mittels Sdulenchromatographie,
die fir eine umfassende Analytik der teils in der Literatur noch nicht bekannten
Verbindungen unerlisslich war, sollte den Reaktionspfad zudem durch Abfallreduzierung

und Zeiteinsparung noch effektiver werden lassen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Aspekte der Biokatalyse mit verschiedenen
Fragestellungen adressiert. Im ersten Teil lag der Fokus auf dem Aspekt der Kombination
von Bio- und Chemokatalyse zur Synthese der Bulkchemikalie e-Caprolacton (34), einem
Monomerbaustein fiir die Kunststoftherstellung. Dabei gelang es, die Metall-katalysierte
Hydrierung von  Phenol (40) mit der kirzlich etablierten  enzymatischen
Oxidationskaskade von Cyclohexanol (38) uber Cyclohexanon (39) zu e-Caprolacton (34)

in eleganter Weise zu verkniipfen (Schema 5.1).

OH OH Lk-ADH (40 U) o
Rh-SBA-15 (0.2 mol% Rh(0)) Ac-BVMO (3.82 U)
@ H, (20 bar) @ O, (aus der Luft) 0
H,O (20 mL) Phosphatpuffer (60 mM, pH 7.0, mit
. 40°C,6h s MgCl, (200 mg/L)), NADP* (2 pmol)
4 : .
500 mM >99%, (insg. 5 mL Roeakﬂonsvolumen) 99%
auf 40 mM 25°C,16h

verdinnt

Schema 5.1:  Zweistufenprozess zur Darstellung von e-Caprolacton (34) aus Metall-katalysierter
Hydrierung von Phenol (40) und enzymatischer Doppeloxidation der Zwischenstufe Cyclohexanol (38)
ohne Aufarbeitung der Reaktionsmischung aus der Hydrierung,.

In einem Katalysatorscreening fur die Phenolhydrierung zeigte sich, dass Phenol (40) mit
einem Uberdruck Wasserstoff und mit katalytischen Mengen von Rhodiumnanopartikeln,
die in mesoporosem Kieselgel eingebettet sind (Rh-SBA-15), vollstindig und selektiv zu
Cyclohexanol (38) umgesetzt werden konnte. Da die Reaktion im Wissrigen ablief,
konnte die wissrige Reaktionsmischung nach Entfernen des Katalysators durch simple
Filtration ohne Isolierung der Zwischenstufe direkt in der Enzymreaktion eingesetzt
werden. Die enzymatische Doppeloxidationskaskade lieferte unter den etablierten
Reaktionsbedingungen mit dem Filtrat aus der Hydrierung und mit kommerziellem
Cyclohexanol (38) nahezu identische Ergebnisse, bei denen e-Caprolacton (34) mit
Umsitzen von 99% gebildet wurde. Im Hinblick auf die potentielle Zuginglichkeit von
Phenol (40) aus Zucker oder Lignin deutet diese Reaktionskaskade eine alternative
Syntheseroute zur Darstellung von e-Caprolacton (34) aus nachwachsenden Rohstoffen
an.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich im Bereich der Materialwissenschaften
mit dem Aspekt der Verwendung von Biokatalyse zur gezielten Darstellung eines starren,
dreidimensionalen Molekilgeriists. Nach dem Konzept der chiralititsunterstiitzten
Synthese wurde erstmals das Molekulgeriist sy7-82, welches aus zwei in gyn-bikonkaver
Orientierung tber eine Dioxineinheit verknlpften, gewdlbten Tribenzotriquinacen-
Einheiten (TBTQ-Einheiten) besteht, erfolgreich dargestellt und charakterisiert
(Schema 5.2).
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(e KOH (8 Aq.)
. """ .. MeOH, H,0
O \, 100°C > RT, 24 h
CHQOAC
71 (P)-87
>99% ee
C50,Cl> (2.1 Ag.) ) m-CPBA (7 Aq.) O
DMSO (4.1 Aqg.) CHCly
_NEt; (16 Aq.) _ _0°CRT.89h n
CH2C|2 .. KOH (8.4 Aq) ..
78°C, 25 h MeOH HZO
OH
(P)-89
940/ 47%

Cu(MeCN)4PFg (20 mol%)

NIS (1 Aq.) Cs,CO5 (4 Aq.)
TFA (1 Aq.) Molsieb
—_—
MeCN Xylol
RT, 24 h 140°C,49h
(M)-90 syn-82
53% 10%

Schema 5.2: Syntheseroute zur chiralititsunterstiitzten Darstellung von gyn-bikonkavem bis-TBTQ sy»-82
ausgehend von centro-Methyl-TBTQ (71) mittels enzymatischer Racematspaltung.

Der dafiir benotigte, enantiomerenreine TBTQ-Benzylester (P)-87 wurde zuvor durch
Monofunktionalisierung von  centro-Methyl-TBTQ (71), die zunichst zu einem
racemischen Gemisch fihrte, ber mehrere Stufen inklusive einer enzymatischen
Racematspaltung mit einer Lipase synthetisiert. Durch Verseifung wurde der optisch reine
TBTQ-Benzylalkohol (P)-86 erhalten, welcher mit einer Swern-Oxidation zuerst zum
TBTQ-Aldehyd (P)-85 oxidiert und anschlieBend mittels Baeyer-177//iger-Oxidation und
Verseifung der Formiatzwischenstufe in das TBTQ-Phenol (P)-89 tGberfithrt wurde. Eine
aromatische lodierung lieferte das TBTQ-lIodphenol (M)-90, mit dem dber ecine
kreuzweise, doppelte  Ullmann-artige Verkniipfung das Zielmolekil sy»-82  mit
ausschlieBlich syz-bikonkaver Anordnung der beiden TBTQ-Schalen erhalten wurde. Die
Rontgenkristallstruktur — bestitigt die dreidimensionale Geometrie dieses starren
Molekiilgertsts.

Die Darstellung des optisch reinen Schliisselbausteins TBTQ-Phenol (M)-89
gelang anschlieBend auch auf einer verkiirzten Synthesesequenz (Schema 5.3). Wahlweise
war die racemische Schlisselkomponente, Acetoxy-TBTQ 74c-91, ausgehend von dem
unsubstituierten centro-Methyl-TBTQ (71) oder von Methoxy-TBTQ rac-93, dessen
Methoxygruppe bereits beim Aufbau des TBTQ-Gertists vorhanden war, zuginglich. Auf
der ersten Route wurde das TBTQ 71 durch Acetylierung in das Acetyl-TBTQ rac-92
tberfithrt, welches mittels Baeyer-17illiger-Oxidation das Acetoxy-TBTQ rac-91 lieferte. Auf
der zweiten Route wurde durch Etherspaltung das TBTQ-Phenol 72,89 erhalten, welches
anschlieffend zu Acetoxy-TBTQ rac-91 verestert wurde.

161



Zusammenfassung

AcCl (8 Aq.) BBr; (1.2 Aq.)
A r3 (1.2 AqQ.
AlICl; (8 Ag.) 56% CH,Cl, 39%
CH.Cly RT, 1h
0°C, 45 min . '
m-CPBA (4 Aq.)
TfOH (15 mol%) AcCl (2 Aq.)
CHyCl> Pyridin

0°C ”RT,69h
_—
87%

110°C,2.5h
-—
75%

CAL-A (100 Gew.%)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
Toluol
25°C,30h

. o
0 +
L o ity

(M)-89 (P91
33% 56%
>99% ee 64% ee

Schema 5.3: Alternative Syntheserouten zur Darstellung von enantiomerenreinem TBTQ-Phenol (M)-89
ausgehend von centro-Methyl-TBTQ (71) oder Methoxy-TBTQ rac-93.

Ein Screening von 32 Lipasen und zwei Esterasen lieferte fiinf Enzymformulierungen, die
Acetoxy-TBTQ rac-91 als Substrat fiir eine enzymatische Esterspaltung akzeptierten. Von
diesen Enzymen setzte die immobilisierte Candida antarctica Lipase A (CAL-A) das
(M)-Substrat besonders selektiv um, sodass das enantiomerenreine TBTQ-Phenol (M)-89
in einem optimierten Reaktionsprozess mit einer Ausbeute von 33% und einem
exzellenten ee-Wert von >99% erhalten werden konnte.

Im dritten Teil dieser Arbeit konnte das Substratspektrum  von
Aldoximdehydratasen (Oxds), die Aldoxime enzymatisch in Nitrile iiberfithren, um einige
chirale Substrate erweitert werden. Dazu wurden die funf Enzyme OxdA, OxdB, OxdRE,
OxdRG und OxdFG verwendet, von denen jeweils mindestens eines einen Grof3teil der
untersuchten, racemischen Substrate stereoselektiv umsetzte. Abhingig von der E- bzw.
Z-Konfiguration der Aldoxime erfolgte die Dehydratisierung fiir einige Substrate dabei
mit entgegengesetzter Enantiopriferenz, sodass mit dem gleichen Enzym bei
Verwendung des Z-Aldoxims das andere Nitrilenantiomer bevorzugt gebildet wurde als
bei Verwendung des E-Aldoxims. Aus dem Screening von neun strukturell
unterschiedlichen Substraten sind die besten Ergebnisse aus den Biotransformationen mit
guten Umsitzen und hohen Enantioselektivititen in Abbildung 5.1 dargestellt. Die hohe
Stereoselektivitit konnte aufgrund der niedrigen Reaktionstemperatur von 8 °C erreicht

werden, bei der die E-Z-Isomerisierung der Substrate unterdrickt wurde.
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Zusammenfassung

Oxd
Rf§ ~OH  Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) RT

8°C
rac-E/Z-122 (RIS)123

CN

Substrat R < Oxd Reaktionszeit Umsatz Produkt-ee
E-122b @ B 45 min 26% 94% (S)
E-122¢ A 3h 38% 43% (+)
W
Z122¢ B 3h 33% 40% (-)
E-122g @ RE 3h 33% 97% (S)
Z122g & FG 3h 8% 24% (R)
E-122h Q FG 3h 14% 51% (S)
Z-122h cl RE 3h 20% 91% (R)
E-122i Clu B 3h 5% 94% (+)
Z-122i FG 3h 31% 94% (-)

Abbildung 5.1: Ergebnisse aus den Biotransformationen verschiedener racemischer Aldoxime rac-E/Z-122
mit Oxds (Auswahl mit guten Umsitzen und hohen Enantioselektivititen). Bei unbekannter absoluter
Konfiguration des Nitrilenantiomers geben die Symbole (+) und (-) das erste bzw. zweite Signal im
HPLC- bzw. GC-Chromatogramm an.

Wihrend das arylaliphatische Nitril 123b von allen Oxds und in besonderem Mal3e von
OxdB mit hohen ee-Werten von bis zu 94% gebildet wurde, konnten mit dem acyclischen
langkettigen Aldoxim 122¢ nur moderate Enantiomereniiberschiisse mit ee-Werten um
40% erzielt werden. Allerdings zeigte sich hier eine entgegengesetzte Enantiopriferenz
bei der Verwendung des E- bzw. des Z-Isomers. Weitere nicht aufgelistete, offenkettige
und alicyclische Substrate, wie die Oxime der Monoterpenderivate Citronellal, Myrtenal
und Perillaaldehyd, wurden entweder nur unselektiv oder aber gar nicht von den
eingesetzten Oxds umgesetzt. Diese Ergebnisse fihrten zu der Vermutung, dass
insbesondere die Aldoxime mit arylaliphatischer Molekilstruktur wie in 122b mit hoher
Enantioselektivitit umgesetzt werden. Diese Vermutung wurde durch die Ergebnisse aus
den Biotransformationen entsprechender Analoga, die in unterschiedlicher Position
Chlor-substituiert sind, bestitigt. Mit moderaten bis guten Umsitzen zwischen 5% und
33% wurden die chlorierten Substrate 122g, 122h und 122i selektiv umgesetzt, wobei die
Nitrile 123g, 123h und 123i mit ee-Werten zwischen 24% und 97% gebildet wurden.
Durch die unterschiedliche Enantiopriferenz bei der Biotransformation wurden mit den
E-konfigurierten Substraten bevorzugt die (§)-Nitrile und mit den Z-konfigurierten
Substraten die (R)-Nitrile erhalten.

SchlieBlich konnte die zur Synthese der Referenznitrile verwendete Kupfer-

katalysierte Dehydratisierung von Aldoximen in eine alternative Syntheseroute zur
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Zusammenfassung

Darstellung von Vildagliptin ((5)-124), einem Wirkstoff gegen Diabetes mellitus Typ 11,

implementiert werden (Schema 5.4).

o}
(1Aq)
Ru-MACHO (145) (1 mol%) C'%m
KOMe (2 Aq.) 129
o Hs (100 bar) O\/OH NEt, (1 Aq.) O\/OH
cr N THF N CH,CI C|\/l
H 2Cl2
2 OMe 100°C, 17 h 0°C~RT, 2h o]
(9)-147 (9)-148 (S)-150
25% 71%

TEMPO (1 mol%)

NaBr (10 mol%), NaHCO; NH,OH-HCI (1.5 Aq.)
NaOCl (1.1 Aq.) Q\(O Na,COs (1.5 Aq.) QV/N”“OH
CH,Cl, H,0 al H H20 Cl
0-4 °C, 20 min v§0 RT.3h vgo
(S)-136 (S)-137
54% 45%
Z O~
Cu(OAc); (5 mol%) Q\CN Hvl N
) NTeNn . B H
MeCN T 0
90°C, 21h Clvgo HO%/‘\/J
[
(S)132 (S)-124

96%

Schema 5.4:  Alternative Syntheseroute zur Darstellung des Vildagliptin-Schlisselbausteins (§)-132
ausgehend von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) unter Verwendung einer Kupfer-katalysierten
Oximdehydratisierung,.

Dazu wurde eine Synthesesequenz entwickelt, in der das chiral pool-Molekiil
L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) Metall-katalysiert zu L-Prolinol ((5)-148)
reduziert wurde. Durch N-Acylierung wurde der Alkohol (§)-150 erhalten, der mit einer
TEMPO-Oxidation in den Aldehyd (5)-136 tberfithrt wurde. Aus diesem wurde das
Aldoxim (5)-137 generiert, welcher durch Kupfer-katalysierte Dehydratisierung das
Nitril ($)-132 als Schlisselbaustein fiir die Vildagliptinsynthese lieferte.
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Abstract

6 Abstract

In this work different aspects of biocatalysis in various applications were addressed. In
the first part, the combination of bio- and chemo-catalysis for the synthesis of the bulk
chemical e-caprolactone (34), a monomer component for the production of plastics, was
focused. It was possible to connect the metal-catalyzed hydrogenation of phenol (40) to
the recently established enzymatic oxidation cascade of cyclohexanol (38) via

cyclohexanone (39) to e-caprolactone (34) in an elegant manner (Scheme 6.1).

LKk-ADH (40 U)

(0]
OH  Rh-sBA-15 (0.2 mol% Rh(0)) OH Ac-BVMO (3.82 U)
@ Hy (20 bar) © 0, (from the air) o
H,0 (20 mL) phosphate buffer (50 mM, pH 7.0, with
. 40°C.6h s MgCl, (200 mg/L)), NADP* (2 pmol)
4 ; )
500 mM >99%, (total reactl(zn volume: 5 mL) 99%
diluted to 25°C,16h
40 mM

Scheme 6.1: Two-step process for the preparation of e-caprolactone (34), starting from the metal-
catalyzed hydrogenation of phenol (40) in combination with the enzymatic double oxidation of the crude
cyclohexanol (38) without workup of the reaction mixture from the hydrogenation.

A catalyst screening for the hydrogenation revealed that phenol (40) could be transformed
completely and selectively to cyclohexanol (38) with an excess of hydrogen and with
catalytic amounts of rhodium nanoparticles which are embedded in mesoporous silica
(Rh-SBA-15). Since the reaction proceeded in the aqueous phase, the aqueous reaction
mixture could be used directly for the enzymatic reaction after removal of the catalyst by
simple filtration without isolation of the intermediate. The enzymatic oxidation cascade
delivered nearly identical results under the established reaction conditions using either the
filtrate from the hydrogenation or commercial cyclohexanol (38), leading to conversions
of 99% to e-caprolactone (34) in both cases. Regarding the potential accessibility of
phenol (40) from sugar or lignin, this reaction cascade suggests an alternative synthetic
pathway for the preparation of e-caprolactone (34) starting from renewable raw materials.

The application of biocatalysis to the field of material sciences for the construction
of a rigid three-dimensional molecular framework was addressed in the second part of
this thesis. Following the concept of chirality-assisted synthesis, the scaffold sy»-82,
consisting of two bowl-shaped tribenzotriquinacene (TBTQ) units linked in syn-bi-
concave orientation #za a dioxin unit, was successfully synthesized and characterized for
the first time (Scheme 6.2).
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\ T _ KOH@eq)
. """ .. MeOH, H,0
O \, 100°C~rt, 24 h
CHQOAC
71 (P)-87
>99% ee
C,0,Cl> (2.1 eq ) m-CPBA (7 eq.) O
DMSO (4.1 eq.) CH,Cl,
NEt; ( ‘IGeq 0 °C~rt, 89h n
CH2C|2 .. KOH (84eq.) ..
-78°C, 2.5 h MeOH HZO
OH
(P)-89
94°/ 47%

Cu(MeCN)4PFg (20 mol%)

NIS (1 eq.) Cs,CO3 (4 eq.)
TFA (1 eq.) molecular sieves
—_—
MeCN xylenes
rt, 24 h 140°C,49 h
(M)-90 syn-82
53% 10%

Scheme 6.2: Synthetic route for the chirality-assisted preparation of gyz-biconcave bis-TBTQ sy#-82 from
TBTQ 71 by enzymatic resolution.

The required enantiomerically pure TBTQ-based benzyl ester (P)-87 was previously
synthesized in several steps by monofunctionalization of TBTQ 71, including an
enzymatic resolution with a lipase. Ester hydrolysis of the optically pure acetate (P)-87
provided the benzylic alcohol (P)-86, which was then oxidized to TBTQ-aldehyde (P)-85
via Swern oxidation. Subsequently, the aldehyde (P)-85 was transformed into the hydroxy-
TBTQ (P)-89 by Baeyer-17illiger oxidation and hydrolysis of the intermediate formate.
Aromatic iodination afforded the TBTQ-iodophenol (M)-90, which was converted into
the target molecule sy#-82 with exclusively syz-bi-concave orientation of the two TBTQ
bowls, using a twofold crosswise Ulmann-type coupling. The X-ray crystal structure
confirms the three-dimensional geometry of this rigid molecular skeleton.

Furthermore, the optically pure key building block TBTQ-phenol (M)-89 was
successfully synthesized on a shorter reaction sequence (Scheme 6.3). Alternatively, the
racemic key component, TBTQ-based aryl acetate rac-91, was accessible either from the
unsubstituted TBTQ 71 or from the methoxy-TBTQ rac-93, which was prepared in
presence of the methoxy functionality beforehand. On the first route, TBTQ 71 was
acetylated to TBTQ-acetophenone rac-92, which provided the TBTQ-based ester ra-91
by Baeyer-1illiger oxidation. On the second route, the hydroxy-TBTQ 74¢-89 was obtained

by ether cleavage and subsequent esterification to aryl acetate rac-91.
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Scheme 6.3: Alternative synthetic routes for the preparation of enantiomerically pure TBTQ-
phenol (M)-89 from TBTQ 71 or from methoxy-TBTQ rac-93.

A screening of 32 lipases and two esterases provided five enzyme formulations that
accepted TBTQ-based ester 72¢-91 as a substrate for an enzymatic ester hydrolysis.
Immobilized Candida antarctica lipase A (CAL-A) showed the best results. Thus, in an
optimized reaction process, enantiomerically pure TBTQ-phenol (M)-89 could be isolated
in 33% yield and with excellent enantiomeric excess (>99% ee).

In the third part of this work, the substrate scope of aldoxime dehydratases
(Oxds), which convert aldoximes enzymatically into nitriles, was extended by several
chiral substrates. For this purpose, the five enzymes OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG and
OxdFG were used, of which at least one of them was able to convert a large part of the
racemic substrates stereoselectively. Depending on the E or Z configuration of the
aldoximes, one or the other corresponding nitrile enantiomer was preferentially formed
with the same enzyme. The best results from these biotransformations with good
conversions and high enantioselectivities are shown in Figure 6.1 as an excerpt from the
screening of nine structurally different substrates. The high stereoselectivities could be
achieved by suppressing the E-Z isomerization of the substrates at low reaction

temperatures of 8 °C.
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Oxd
R %NprvOH phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) RTCN
T 5
rac-E/Z-122 (RIS)-123
substrate R Oxd reaction time conversion ee (product)
E-122b @ B 45 min 26% 94% (S)
E-122¢c A 3h 38% 43% (+)
Y\/\k
Z-122¢ B 3h 33% 40% (-)
E-122g @ RE 3h 33% 97% (S)
Z-122g 2l FG 3h 8% 24% (R)
E-122h /@ FG 3h 14% 51% (S)
Z-122h cl RE 3h 20% 91% (R)
E-122i Clu B 3h 5% 94% (+)
Z-122i FG 3h 31% 94% (-)

Figure 6.1: Results from the biotransformations of vatious racemic aldoximes rac-E/Z-122 with Oxds
(selection with good conversions and high enantioselectivities). If the configuration of the nitrile
enantiomer is unknown, the symbols (+) and (—) indicate the first or second signal in the HPLC or GC
chromatogram.

While the aryl-aliphatic nitrile 123b was produced by all Oxds, and in particular by OxdB,
with high enantiomeric excesses (up to 94% ¢e), only moderate enantiomeric excesses (up
to 43% ee¢) could be achieved with the acyclic long-chain aldoxime 122c. However, the
nitrile 123b was formed with opposite enantiopreference, depending on the E or Z
configuration of the substrate. Other unlisted, acyclic long-chain and cyclic aliphatic
substrates, such as the oximes derived from the monoterpenes citronellal, myrtenal, and
perillaldehyde, have either been converted unselectively or were not accepted at all by the
Oxds. These results led to the assumption that in particular those aldoximes with aryl-
aliphatic molecular structure as in 122b give high enantioselectivities. This assumption
was confirmed by the results of the biotransformations of chloro-substituted aldoximes
with analogue molecular structure. The chlorinated substrates 122g, 122h, and 122i were
converted selectively into the nitriles 123g, 123h, and 123i with moderate to good
conversions (5 to 33%) and with medium to high enantiomeric excesses (24 to 97% ee).
Due to the different enantiopreferences, the (§)-nitriles were preferentially formed by the
substrates with E configuration and the (R)-nitriles resulted from the substrates with
Z configuration.

Finally, the copper-catalyzed dehydration of aldoximes used in the synthesis of the
reference nitriles could be implemented in an alternative synthetic route for the
preparation of vildagliptin ((5)-124), a drug against diabetes mellitus type 11 (Scheme 6.4).
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Scheme 6.4: Alternative synthetic route for the preparation of the vildagliptin key building block (5)-132
starting from L-proline methyl ester hydrochloride ((5)-147) using a copper-catalyzed oxime dehydration.

For this purpose, a synthetic sequence was developed in which the chiral pool molecule
L-proline methyl ester hydrochloride ((§)-147) was reduced to L-prolinol (($)-148) by a
metal-catalyzed hydrogenation. N-acylation gave the alcohol (§)-150, which was then
converted into the aldehyde (5)-136 by TEMPO oxidation. Subsequent formation of the
aldoxime ($)-137 and copper catalyzed dehydration provided the nitrile (5)-132 as a key
building block for the synthesis of vildagliptin ((§)-124) w2 an alternative synthetic
pathway.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Allgemeines

7.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien, Losungsmittel und isolierten, teilweise immobilisierten
Enzyme wurden von den Firmen Acros Organics, Alfa Aesar, Amano, C-I.Ecta, Carl Roth,
Enzgymicals, Fisher, Fiuka, Fluorochem, ]. 'T. Baker, Merck, Sigma Aldrich, Strem, TCI und IVIWR
bezogen. Die Aldehyde wurden vor der Verwendung frisch destilliert, alle anderen
Chemikalien wurden wie erhalten eingesetzt. Die Losungsmittel wurden in p.A.-Qualitit
ohne weitere Aufreinigung verwendet. Fur feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen wurden
tiber Molsieb getrocknete, mit Septum verschlossene Losungsmittel eingesetzt. Fir die
Saulenchromatografie wurden technisches Ethylacetat und destilliertes Cyclohexan
verwendet. Die Gene der Enzyme OxdRE, OxdRG und OxdFG wurden in Codon-
optimierter Form in pET28a-Plasmiden mit sechsfachem N-terminalen His-Tag von
GeneArt (Thermo Fisher Scientific) bezogen. Das Gen des Enzyms Oxd-B befindet sich auf
einem pUC 18-Vektor und wurde zusammen mit dem Gen des Enzyms Oxd-A in einem
pET28a-Plasmid mit C-terminalem His-Tag vom Arbeitskreis Asano (Universitit Toyama,
Japan) zur Verfugung gestellt. Die ADH [A-(R)ADH(-) stammt aus dem Arbeitskreis

Hummel (Forschungszentrum Jilich).

7.1.2 Gerate

IH- und BC-NMR-Spektren wurden bei Raumtemperatur mit den FT-NMR-
Spektrometern ,,DRX 500, ,,Avance III 500 und ,,Avance III 500 HD* (1H: 500 MHz,
13C: 125 MHz) sowie mit dem Spektrometer ,,Avance 600“ ("H: 600 MHz, 13C: 150 MHz)
von Bruker aufgenommen. Alle Proben wurden als Lésung in CDCl3, CD2Clz, DMSO-ds,
CDsOD oder D2O aufgenommen. Die Spektren wurden auf die Losungsmittelsignale
kalibriert (CDCls: H: 7.26 ppm / 13C: 77.16 ppm; CD2Clz: 'H: 5.32 ppm / 13C: 54.00
ppm; DMSO-ds: 'H: 2.50 ppm / 13C: 39.52 ppm; CD;OD: 'H: 3.31 ppm / 13C: 49.00
ppm; D20O: H: 479 ppm). Die Kopplungskonstanten sind in Hz und die
Spinmultiplizititen sind als s (Singulett), bs (breites Singulett), d (Dublett), dd (Dublett
eines Dubletts), t (Triplett), dt (Dublett eines Tripletts), q (Quartett), qui (Quintett), sex
(Sextett) und m (Multiplett) angegeben. Die Angabe der verhiltnismafBigen Integralgrof3e
von Signalen im BC-NMR-Spektrum erfolgt durch die Kennzeichnung maj (major,
groBeres Signal) und min (minor, kleineres Signal).

ESI-Massenspektren wurden mit dem Ionenfallen-Massenspektrometer ,,Esquire
3000 von Bruker Daltonic im positiven oder negativen Modus aufgenommen. Die

Aufnahme von El-Massenspektren erfolgte am  Sektorfeld-Massenspektrometer
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»AutoSpec X*“ von Fisons. Die Bestimmung der Feinmassen wurde an dem TOF-LC-
Massenspektrometer ,,6220% von _Agilent durchgefiihrt.

Die automatische Saulenchromatographie wurde mit der ,,Isolera One* von Biotage
durchgefithrt. Es wurden Kieselgelkartuschen ,,SNAP Ultra® mit 10 g, 25 g, 50 g oder
100 g Kieselgel der Qualitit ,,HP-Sphere 25 um® verwendet. Die Auftragung der
Substanzen erfolgte entweder als Loésung direkt auf die Kartusche, oder als Losung
adsorbiert an Kieselgel-Samplets ,,SNAP Ultra® mit 1 g, 3 g oder 10 g Kieselgel der
Qualitat ,,HP-Sphere 25 pum® oder aber als Feststoff adsorbiert an Kieselgel 60
(40-63 um) tber ein ,,Dry Load Vessel®. Es wurden Laufmittelgemische aus Ethylacetat
und Cyclohexan oder MTBE und Cyclohexan mit unterschiedlichen Gradienten
eingesetzt. Reversed phase Chromatographie erfolgte mit einer 30 g Kartusche ,,SNAP
KP-C18-HS*, wobei die Substanz als Losung direkt auf die Kartusche aufgetragen wurde.
Hierfiir wurde ein Laufmittelgemisch aus Wasser und Acetonitril mit unterschiedlichen
Gradienten verwendet.

HPLC-Messungen wurden an zwei Geritesystemen von Jasco (Pumpen PU-
2080Plus, automatischer Riickdruckregler BP-2080Plus, Sdulenthermostat CO-2060Plus,
Multiwellenlingen-Detektor MD-2010Plus, Autosampler AS-2059-SFPlus und Entgaser
DG-2080-53) durchgefithrt. Fir reversed phase HPLC wurde die Sdule Nucleodur c18htec
von Macherey-Nagel mit einem Laufmittelgemisch aus Wasser und Acetonitril 70:30 (v/v),
FlieBgeschwindigkeiten von 1.0-1.5 mL/min und einer Siulentemperatur von 40 °C
benutzt. Die Detektion der Substanzen erfolgte mit einem UV-Detektor bei den
Wellenlingen 210 nm und 220 nm. Fur chirale HPLC-Messungen wurden die Sdulen
Chiralcel OJ-H und Chiralcel OB-H von Daice/ verwendet. Als Laufmittel kamen
Losungsmittelgemische aus tiberkritischem CO; und zso-Propanol sowie aus #-Hexan und
iso-Propanol unterschiedlicher Zusammensetzung, angegeben in Volumenverhiltnissen
(v/v), mit FlieBgeschwindigkeiten von 0.7-2.0 mL. zum Einsatz. Die Temperatur der
Sdulen betrug 20 °C. Die Detektion der Substanzen erfolgte mit einem UV-Detektor bei
den Wellenlingen 210 nm und 220 nm.

GC-Chromatogramme wurden an den drei Gaschromatographen ,,GC-2010% von
Shimadzn mit den Siulen ,,BP5SMS* (0.25 mm ID x 30.0 m L, 0.25 pm film) von SGE,
,BGB-174* (0.25 mm ID x 30.0 m L, 0.25 pm film) von BGB, ,,Lipodex E* (0.25 mm ID
x25.0m L, 0.25 um film) von Macherey-Nage/ und ,,CP-Chirasil-Dex CB* (0.32 mm ID x
25 m L, 0.25 pm film) von Agzlent aufgenommen. Als Triagergas diente No.

Drehwertmessungen wurden an dem Polarimeter ,,Modell 341 von Perkin Elmer
durchgefithrt. Die Messungen erfolgten in einer Kivette mit einer Schichtdicke von 1 cm
bei Raumtemperatur und bei einer Wellenlinge von 589 nm (Natrium-D-Linie). Die
Substanzen wurden als Losungen mit Konzentrationen von ~1g/100 mL in
Dichlormethan vermessen.

CD-Spektren wurden an dem CD-Spektrometer J-810 von Jasco gemessen.
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IR-Spektren wurden an dem FT-IR-Spektrometer mit ATR-Zelle ,,Thermo 380 von
Nicolet aufgenommen. Die Substanzen wurden unverdinnt als Feststoff oder Fliissigkeit
vermessen.

Elementaranalysen wurden an dem ,EURO EA Elemental Analyser"
durchgefiihrt.

Schmelzpunkte wurden mit einem ,,Melting Point B-540° von Biichi bestimmt und
sind unkorrigiert.

Die Rontgenstruktur wurde an dem Rigaku Diffraktometer von SuperNova gelost.

Hochdruck-Experimente wurden in dem Autoklaven-System ,,LLimbo* von Biich:
durchgefithrt. Der Stahlreaktor mit der Reaktionsmischung wurde vor der Beladung mit
H> drei Mal mit 50 bar Nz gespult. Nach der Reaktion wurde iberschiissiges Hz
abgelassen und der Reaktor wurde vor dem Offnen drei Mal mit 50 bar N gespiilt.

Zum Kihlen von Reaktionsgefilen wurde der Kryostat ,,CF31“ von Julabo
verwendet.

Kleine Reaktionsansitze wurden mit den Thermomixern ,,comfort” von Eppendorf
und ,,MT 100% von Universal Labortechnik in Eppendorf-Gefillen geschiittelt und temperiert.
Fir alle weiteren Reaktionen wurden die Magnetrithrer-Heizplatten ,,RCT basic* und
»RCT classic* von IKA zum Ruhren und Erhitzen eingesetzt.

Zur Homogenisierung wurden Suspensionen im Ultraschallbad ,,Sonorex RK100%
von Bandelin behandelt.

Die UV-Absorption von NADP)* bzw. NADP)H in Ansitzen zur
Aktivititsbestimmung der Alkoholdehydrogenase I&-(R)YADH(-) und der Baeyer-1/illiger-
Monooxygenasen Ac-BVMO und As-BVMO wurde mit dem UV/Vis-
Spektrophotometer ,,V-630° von Jasco bestimmt.

Zur Verringerung von Mulmschichten beim Extrahieren und zur schnellen
Sedimentation von (Enzym-)Suspensionen wurden die Zentrifugen ,,CT 15RE* von himac
und ,,Multifuge 3S-R* von Heraens wurden verwendet.

Extraktionen im 1-15 ml.-Maf3stab wurden in Eppendorf-Getilie oder Falon-Tubes
am ,,Analog Vortex Mixer von WK durchgefiihrt. Ebenso wurde der Mixer zum
Aufschlimmen von (Enzym-)Suspensionen eingesetzt.

Definierte Substanzmengen wurden an den Waagen ,,CPA225D* und ,,MC1* von

Sartorius abgewogen.

7.1.3 Durchfihrung der Experimente

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Reaktionen unter Umgebungsatmosphire
(Raumtemperatur, Luft) ausgefihrt. Luft- bzw. feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen
wurden unter Verwendung der Standard-Schlenk-Technik unter Ausschluss von Luft und
Feuchtigkeit durchgefiihrt. Als Inertgas wurde durch Calciumchlorid und Trockenperlen
geleitetes Argon verwendet. Das Vakuum wurde mit der Drehschieberpumpe ,,RZ 2.5

von Vacunbrand erzeugt.
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Das Entfernen von Losungsmitteln erfolgte am Rotationsverdampfer ,,Rotavapor R-200%
von Biichi bei vermindertem Druck, erzeugt durch die Membran-Vakuumpumpe
»MZ 2C“ von Vacuubrand, und bei einer Wasserbadtemperatur von 40 °C im Heizbad
»Heating Bath B-490“ von Biichi, wenn nicht anders angegeben. Weiterhin anhaftende
Losungsmittel wurden im Hochvakuum entfernt, wenn nicht anders beschrieben.

Fir die analytische Dinnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60
beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator Fass von Merck und von Macherey-
Nagel verwendet. Weiterhin wurden Aluminiumfolien beschichtet mit Kieselgel 60 RP-18
mit Fluoreszenzindikator Fasa von Merck fur reversed phase Dinnschichtchromatographie
eingesetzt. Die Flecken wurden unter UV-Licht bei Wellenlingen von 254 nm und
366 nm oder durch Eintauchen der DC-Folien in lod-Dampf, Kaliumpermanganat-
Lésung oder Molybdatophosphorsidure-Losung detektiert.

Alternativ. zu der automatischen Sidulenchromatographie von Biofage wurden
manuelle Sdulenchromatographien mit Kieselgel 60 (KorngréBe 40-63 pm) durchgefiihrt.
Die Zusammensetzungen der Losungsmittelgemische sind in Volumenverhiltnissen (v/v)

angegeben.

7.2 Hydrierung von Phenol

7.2.1 Hydtierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit Rh/AIO(OH) im

Tischautoklav
OH RHAIO(OH) (1 mol% Rh(0))  OH o
H, (Gasballon)
+
Lésungsmittel
RT, 3-68 h
40 38 39

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von Park ef al. durchgefihrt.[110]
In einem Tischautoklav mit Glasreaktor wurde Phenol (40) (94.1 mg, 1.00 mmol)
entweder mit #-Hexan (2 ml) oder mit Wasser (2 mL) versetzt. Nach Zugabe des
Katalysators Rh/AIO(OH) (5 Gew.% Rh, 20.0 mg, 1 mol% Rh(0)) wurde der Autoklav
verschlossen und unter Rithren evakuiert, bis das Losungsmittel leicht siedete. Darauthin
wurde der Autoklav mit Argon beliiftet, erneut evakuiert und durch Aufsetzen eines Ho-
Ballons mit Ha befiillt. Nach unterschiedlicher Reaktionszeit wurde die Reaktion durch
Entfernen des Ballons und Offnen des Autoklaven beendet. Je nach verwendetem
Losungsmittel wurde die Reaktionsmischung unterschiedlich aufgearbeitet:
a) Aufarbeitung der 7-Hexan-haltigen Reaktionsmischung

Die Reaktionsmischung wurde zum Entfernen des Katalysators durch eine Fritte
(Porengrofie 4) filtriert und diese mit Ethylacetat (6 mL) nachgespiilt. Zum Recycling des
Katalysators wurde dieser an der Luft getrocknet. Das Losungsmittel des Filtrats wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde per 'H-NMR-Spektroskopie

vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.1 dargestellt.
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b) Aufarbeitung der wissrigen Reaktionsmischung
Die Reaktionsmischung wurde mit Wasser (5 mL) und Ethylacetat (6 mL) versetzt und in
einem Falon-Tube am Vortexer extrahiert. Die organische Phase wurde mit einer Pipette
abgenommen, um die wissrige Phase erneut mit Ethylacetat (6 mL) auf die gleiche Weise
zu extrahieren. Die organischen Phasen wurden vereint und das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde per 'H-NMR-Spektroskopie
vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.1 dargestellt. Zum Recycling des Katalysators
wurde die wissrige Phase zentrifugiert (14000 U/min, RT, 10 min). Der Feststoff wurde
durch Abdekantieren von der Flussigkeit getrennt und anschlieBend an der Luft

getrocknet.

Tabelle 7.1: Reaktionsbedingungen fur die Hydrierung von Phenol (40) mit Rh/AIO(OH) im
Tischautoklav und per 'H-NMR-Spektroskopie ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen.

Solvenz Reaktionszeit Anteil Anteil Anteil
Phenol Cyclohexanon  Cyclohexanol
[h] [*] [*] [“o]
n-Hexan 16 45 44 11
n-Hexan 68 2 2 96
Wasser 3 70 22 8
Wasser 65 55 26 19

Phenol (40): TH-NMR (500 MHz, CD>Cly): 4 [ppm] = 7.24 (dd, }] = 8.5 Hz, /] = 7.5 Hz, 2
H, Hre), 6.91 (¢, 3] = 7.4 Hz, 1 H, Hrov), 6.83 (dd, 3] = 8.6 Hz, 4] = 1.0 Hz, 2 H, Hoo),
530 (s, 1 H, OHD).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[114]

Cyclohexanon (39): TH-NMR (500 MHz, CD»CL): 6 [ppm] = 2.31 (t, /] = 6.7 Hz, 4 H,
C(O)CHy), 1.89-1.82 (m, 4 H, C(O)CH>CH3), 1.75-1.69 (m, 2 H, C(O)CH.CH,CHL).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[113]

Cyclohexanol (38): 'TH-NMR (500 MHz, CD2Cly): 6 [ppm] = 3.60 (m, 1 H, COH)H),
1.89-1.82 (m, 2 H, C(OH)CH#), 1.75-1.69 (m, 2 H, C(OH)CH,CH#), 1.53 (m, 1 H,
C(OH)CH,CH,CH#), 1.33-1.12 (m, 5 H, C(OH)CH=~CH=CH=).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[116]
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7.2.2  Losungsmittelfreie Hydrierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit
Rh/AIO(OH) im Tischautoklav

OH Rh/AIO(OH) (0.1 mol% Rh(0)) OH 0
H> (3 bar)
+
75°C, 18-26 h
38 39

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von Park ef al. durchgefihrt.[110]

40

In einem Tischautoklav mit Glasreaktor wurde Phenol (40) (1.88 g, 20.0 mmol) vorgelegt.
Nach Zugabe des Katalysators Rh/AIO(OH) (5 Gew.% Rh, 41.0 mg, 0.1 mol% Rh(0))
wurde der Autoklav verschlossen und unter Rihren evakuiert. Daraufthin wurde der
Autoklav mit Argon beliftet, erneut evakuiert und mit H> (3 bar) befillt. Die
Reaktionsmischung wurde auf 75 °C erhitzt. Nach unterschiedlicher Reaktionszeit wurde
die Reaktion durch Abkiihlen auf Raumtemperatur und Offnen des Autoklaven beendet.
Die Reaktionsmischung wurde durch eine Fritte (Porengréfle 4) filtriert und der
Rickstand mit Ethylacetat (5 mL) gewaschen. Zum Recycling des Katalysators wurde
dieser an der Luft getrocknet. Das Losungsmittel des Filtrats wurde unter vermindertem
Druck entfernt. Der Rickstand wurde per 'H-NMR-Spektroskopie vermessen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 7.2 dargestellt.

Tabelle 7.2: Reaktionsbedingungen fir die losungsmittelfreie Hydrierung von Phenol (40) mit
Rh/AIO(OH) im Tischautoklav und per 'H-NMR-Spektroskopie ermittelte Zusammensetzung der
Reaktionsmischungen.

Reaktionszeit Anteil Anteil Anteil
Phenol Cyclohexanon Cyclohexanol
[h] [%] [%] [%]
18 71 20 9
26 69 20 11

Phenol (40): TH-NMR (500 MHz, CD>Cly): 6 [ppm] = 7.23 (dd, 7] = 8.5 Hz, 7] = 7.4 Hz, 2
H, Hre), 6.91 (¢, 3] = 7.4 Hz, 1 H, Hrov), 6.83 (dd, 3] = 8.6 Hz, 4] = 1.0 Hz, 2 H, Howo),
5.23 (s, 1 H, OH.

Die Daten stimmen mit der Literatur Uberein.[114]

Cyclohexanon (39): TH-NMR (500 MHz, CD>CL): 6 [ppm] = 2.31 (t, /] = 6.7 Hz, 4 H,
C(O)CHy), 1.88-1.82 (m, 4 H, C(O)CH:CH3), 1.74-1.69 (m, 2 H, C(O)CH2CH,CHY).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[113]

Cyclohexanol (38): 'TH-NMR (500 MHz, CD2Cly): 6 [ppm] = 3.60 (m, 1 H, COH)H),
1.88-1.82 (m, 2 H, C(OH)CH#), 1.74-1.69 (m, 2 H, C(OH)CH.CH#), 1.53 (m, 1 H,
C(OH)CH,CH,CH#), 1.32-1.15 (m, 5 H, C(OH)CH=CH=CH=).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[110]
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7.2.3 Synthese einer Suspension von Rh-Nanopartikeln in Wasser

NaBH,,
(o
Pt

47

H0O
RT

RhCls - x H0 Rh(0)

Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Bhorali et al. durchgefithrt.1%%]
Polyvinylpyrrolidon (47) (0.02 g) wurde in H>O (100 mL) gelést und NaBHy (0.10 g,
2.64 mmol) hinzugegeben. Diese farblose Losung wurde unter Rihren schnell zu einer
tiefroten Losung aus RhClz © x H2O (40 Gew.% Rh, 0.10 g, 0.4 mmol Rh) in H2O
(100 mL) gegeben, wobei die Reaktionsmischung stark aufschiumte und ein schwarzer
Niederschlag ausfiel. Die Suspension wurde direkt zur FEinlagerung von Rh-Nanopartikeln
in mesoporoses Kieselgel SBA-15 verwendet.

7.2.4 Synthese von Rh-SBA-15

SBA-15

Rh(0) Rh-SBA-15

Hy
RT,5h

Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Bhorali et al. durchgefithrt.1%%]
Eine Suspension von SBA-15 (1.00 g) in H2O (50 mL) wurde bei Raumtemperatur 2 h
kriftig gertihrt. Unter Rithren wurde eine frisch erstellte wissrige Suspension von
Rh-Nanopartikeln (40 mg bzw. 0.4 mmol Rh(0), 200 mL) hinzugegeben und die so
erhaltene schwarze Suspension wurde bei Raumtemperatur 5h kriftig gerthrt. Die
Reaktionsmischung wurde durch eine Fritte (Porengrof3e 4) filtriert und der Riickstand
mit H2O (3 x 60 mL) gewaschen. Der schwarze Feststoff wurde im Trockenschrank 16 h
bei 100 °C getrocknet. Es wurde Rh(0)-SBA-15 (1.00 g) als graubraunes, volumindses,
leichtes Pulver in einer Massenausbeute von 96% erhalten. Der Katalysator wurde dunkel

und trocken gelagert.

7.2.5 Hydrierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit Rh-SBA-15 im

Stahlautoklav
OH Rh-SBA-15 (0.2-1.9 mol% Rh(0)) OH o
H» (15-20 bar)
'
H,0
27-40 °C, 2-18 h
40 38 39

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von Bhorali et al. durchgefihrt.[1%]
In einem Stahlreaktor wurden Phenol (40) (0.94 g, 10.0 mmol) und Rh-SBA-15 (50.0 mg,
0.2 mol% Rh(0)) in H2O (20 mL) suspendiert. Nach Spiilen mit N> wurde der Reaktor
mit Ha (15 oder 20 bar) beladen. Die Reaktionsmischung wurde tiber unterschiedliche
Reaktionszeiten bei verschiedenen Temperaturen geriihrt. Zum Beenden der Reaktion
wurde der Uberdruck abgelassen und der Reaktor mit Na gespiilt. Die schwarze
Suspension wurde durch eine Fritte (Porengrofe 4) filtriert und der Riickstand mit H2O

(10 mL) gewaschen. Zum Recyceln des Katalysators wurde der gewaschene Riickstand
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6 h im Trockenschrank bei 100 °C getrocknet, wobei ein graues Pulver zuriickerhalten
wurde. Das Filtrat wurde mit Ethylacetat (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet. Das Loésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, wobei ein farbloses Ol zuriickblieb. Der Riickstand wurde

per TH-NMR-Spektroskopie vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.3 dargestellt.

Tabelle 7.3: Reaktionsbedingungen fiir die Hydrierung von Phenol (40) mit Rh-SBA-15 im Stahlautoklav
und per '"H-NMR-Spektroskopie ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen.

Menge Substrat- Ho- Tempera-  Reaktions- Anteil Anteil Anteil
Rh-SBA-15 konzentra- Druck tur zeit Phenol  Cyclo- Cyclo-
[mg] tion hexanon  hexanol
(mol% Rh(0)) [mM] [bar] [°C] [h] [%0] [%0] [%0]
50.0 (1.9)m 670l 15 27 2.5 - 2 98

50.0 (0.2) 500 15 27 2 86 4 10

50.0 (0.2) 500 15 27 18 55 2 43

50.0 (0.2) 500 20 40 16.5 - - >99
50.0 (0.2) 500 20 40 6 - - >99
50.00 500 20 40 6 77 1 22

l: Folgende Mengen wurden verwendet: Phenol (40) (94.1 mg, 1.0 mmol) und Wasser (15 mL).
bl: Finmalig recycelter Katalysator (es lagen keine Hinweise fiir Leaching der Rh-Partikel und dber die
absolute Menge des verbliebenen Rh vor).

Phenol (40): tH-NMR (500 MHz, CD>Cl): 6 [ppm| = 7.24 (dd, ’] = 8.5 Hz, 7] = 7.5 Hz, 2
H, Hrey, 6,92 (t, 3] = 7.4 Hz, 1 H, Hro), 6.83 (dd, 3] = 8.6 Hz, 4] = 1.0 Hz, 2 H, Hov),
521 (s, 1 H, OH).

Die Daten stimmen mit der Literatur Uberein.[114]

Cyclohexanon (39): TH-NMR (500 MHz, CD>CL): 6 [ppm] = 2.31 (t, ] = 6.7 Hz, 4 H,
C(O)CHy), 1.89-1.82 (m, 4 H, C(O)CH>CH), 1.74-1.68 (m, 2 H, C(O)CH.CH,CH).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[113]

Cyclohexanol (38): 'H-NMR (500 MHz, CD2Cly): § [ppm] = 3.61 (m, 1 H, COH)H),
1.89-1.82 (m, 2 H, C(OH)CH#), 1.74-1.68 (m, 2 H, C(OH)CH,CH#), 1.53 (m, 1 H,
C(OH)CH,CH,CH#), 1.33-1.11 (m, 5 H, C(OH)CH=~CH~CH=).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[110]

7.2.6 Hydrierung von Phenol (40) zu Cyclohexanol (38) mit Rh-SBA-15 im

Schlenkkolben
OH Rh-SBA-15 (0.5-1.9 mol% Rh(0)) OH 0
H, (Gasballon)
+
H,O
75 °C, 17-24 h
40 38 39

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von Bhorali et al. durchgefihrt.[19%]
In einem 25mL-Schlenkkolben wurde Phenol (40) (94.2-377 mg, 1-4 mmol) in
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H2O (2-4 mL) suspendiert. Nach Zugabe des Katalysators Rh-SBA-15 wurde der Kolben
tber die Olive mit Hahn evakuiert, bis das Wasser gelinde siedete, anschlieBend mit Ar
beltftet, erneut evakuiert und durch Anschluss eines H>-Ballons an die Olive mit Hz
befillt. Unter Rihren wurde die Reaktionsmischung bei gedffnetem Hahn zum Ballon im
Olbad auf 75 °C erhitzt. Nach unterschiedlicher Reaktionszeit wurde die Reaktion durch
Abkiihlen auf Raumtemperatur, Entfernen des Ballons und Offnen des Kolbens beendet.
Die Reaktionsmischung wurde durch eine Fritte filtriert und der Riickstand mit
H20O (5-10 mL) gewaschen. Der Katalysator wurde zum Recycling 6 h im Trockenschrank
bei 100 °C getrocknet. Das Filtrat wurde in einem Messkolben auf ein definiertes
Volumen aufgefullt. 500 puL. des Filtrats wurden in einem Eppendorf-Gefall mit Ethylacetat
(3x 500 uL) am Vortexer extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden im
Messkolben mit Ethylacetat auf 2 mL aufgefillt, in ein Glasgefil3 Gberfithrt und per GC

vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.4 dargestellt.

Tabelle 7.4: Reaktionsbedingungen fiir die Hydrierung von Phenol (40) mit Rh-SBA-15 im Schlenkkolben
und per GC ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen.

Menge Substrat- Reaktions- Anteil Anteil Anteil
Rh-SBA-15 [mg] konzentration zeit Phenol Cyclohexanon  Cyclohexanol
(mol% Rh(0)) [M] [h] [%] [%] [%]

50.0 (1.9) 0.5 24 1 0 99

25.7 (1.0) 0.5 20 1 0 99

51.5 (1.0) 1.0 24 1 1 98

25.7 (0.5) 1.0 17 1 0 99

51.5 (0.5) 2.0 19 57 29 14

51.504 1.0 24 1 2 97

51.11) 1.0 24 57 19 24

l: Einmalig recycelter Katalysator. Pl: Zweifach recycelter Katalysator. Es lagen keine Hinweise fiir
Leaching der Rh(0)-Partikel und tber die absolute Menge des verbliebenen Rh(0) vor.

GC: BGB-174 (chiral) (0.25 mm ID x 30.0 m L, 0.25 pm film), 70 °C Starttemperatur
(1 min); 40 °C/min Temperaturrampe; 180 °C; 2 °C/min Temperaturrampe; 190 °C;

40 °C/min Temperaturrampe; 200 °C Endtemperatur; Ry = 3.2 min (Cyclohexanol (38)),
R/ = 3.6 min (Cyclohexanon (39)), R;s = 4.2 min (Phenol (40)).

7.2.7 Aktivitdtsassay fur die [L&-ADH

Die Aktivitit der LA-ADH wurde analog zu der Vorschrift von Staudt et all34
photometrisch tiber den Verbrauch von NADPH zu NADP* durch die Reduktion des
Standardsubstrats Acetophenon bestimmt.?%8 Dazu wurden Acetophenon (500 L,
20 mM in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)), Phosphatpuffer (470 pL, 50 mM, pH 7.0)
und NADPH (20 pI., 10 mM in H20) in einer Kivette vorgelegt und die Absorption
dieser Mischung auf null gesetzt. Nach Zugabe des ADH-Rohextraktes (10 uL, 1:1000
verdinnt mit Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)) wurde die Abnahme der Absorption bei

einer Wellenlinge von 340 nm uber einen Zeitraum von 60 s, in dem die Absorption
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linear abnimmt, verfolgt. Die Enzymaktivitit A (U-ml!) kann dber die
Absorptionsinderung, die der Steigung der Geraden AE (min') entspricht, nach
Gleichung (I) mit den Variablen V (Gesamtvolumen der Assay-Probe (1 mL)),
f (Verdinnungsfaktor des Enzym-Rohextraktes (1000)), e (Extinktionskoeffizient von
NADPH bei A = 340 nm (6.3-10° mL-pmol'lcm™)), v (Volumen des Enzymrohextraktes
(0.01 mL)) und d (Schichtdicke der Kuvette (1 cm)) berechnet werden.

_AEVS

eved

A 0y

7.2.8 Aktivititsassay fur die A+ und As-BVMO

Die Aktivitit der A+ und As-BVMO wurde analog zu der Vorschrift von Staudt et al.[34
photometrisch tber den Verbrauch von NADPH zu NADP* durch die Baeyer-177lliger-
Oxidation des Standardsubstrats Cyclohexanon (39) bestimmt.3% Dazu wurden
Cyclohexanon (39) (500 pL, 20 mM in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)), Phosphatpuffer
(470 uL, 50 mM, pH 7.0) und NADPH (20 uL, 10 mM in HO) in einer Kivette
vorgelegt und die Absorption dieser Mischung auf null gesetzt. Nach Zugabe des gelésten
BVMO-Lyophilisats (20.64 mg'mL-! in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)) bzw. BVMO-
Rohextraktes (10 uL) wurde die Abnahme der Absorption bei einer Wellenlinge von
340 nm uber einen Zeitraum von 60 s, in dem die Absorption linear abnimmt, verfolgt.
Die Enzymaktivitit A (U-ml) kann tiber die Absorptionsinderung, die der Steigung der
Geraden AE (min') entspricht, nach Gleichung (I) mit den Variablen V (Gesamtvolumen
der Assay-Probe (1 mL)), f (Verdunnungsfaktor des Enzym-Rohextraktes (1)), e
(Extinktionskoeffizient von NADPH bei A =340 nm (6.3-10° mL-pmollcm)), v
(Volumen des Enzymrohextraktes (0.01 mL)) und d (Schichtdicke der Kuvette (1 cm))

berechnet werden.

7.2.9 Reaktionskaskade von Phenol (40) zu e-Caprolacton (34) (Hydrierung im

Stahlreaktor)
Lk-ADH (40 U)

OH Rh-SBA-15(0.2mol% (Rh(0) | OH Ac-BVMO (3.82 U)

Hz (20 bar) 0, (aus der Luft) o

H,O (20 mL) Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0, mit

40°C,6h MgCl, (200 mg/L)), NADP* (2 mol)
40 38 (insg. 5 mL Reaktionsvolumen) 34

500 mM >99%, 25°C, 24 h

auf versch.
Konzentrationen
verdunnt

Gemill Reaktionsvorschrift 7.2.5 wurde zuerst Phenol (40) (0.94¢, 10.0 mmol)
vollstindig zu Cyclohexanol (38) hydriert. Die Reaktionsmischung wurde filtriert und das
Filtrat mit H>O auf ein Gesamtvolumen von 50 mL aufgeftllt. Verschiedene Aliquote der
somit erhaltenen Cyclohexanol-Lésung (0.2 M) wurden durch Zugabe unterschiedlicher
Mengen H>O verdinnt, sodass nach weiterer Zugabe des jeweils gleichen Volumens
Phosphatpuffer (100 mM, pH 7.0) Cyclohexanol-Konzentrationen von 20 mM, 30 mM,
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40 mM und 50 mM in Phosphatpuffer (50 mM, pH = 7.0) erhalten wurden. In vier
10 mLL Rundkolben wurden jeweils Le-ADH (40 U, 62 uL, Rohextrakt in Phosphatpuffer
(50 mM, pH7.0), A-BVMO (@3.82U, 500 pL, 20.64 mg:mlL! Lyophilisat in
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)) und Phosphatpuffer (1.838 mL, 50 mM, pH 7.0, mit
MgClz (200 mg-L1)) vorgelegt. Dazu wurde jeweils eine der vorbereiteten unterschiedlich
konzentrierten Cyclohexanol-Lésung (2.5 mL) gegeben. Die Reaktionsmischungen
wurden 5 min im Wasserbad bei 25 °C gerthrt. Zum Start der Reaktion wurde NADP*
(100 pL, 20 mM in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)) hinzugegeben, sodass fiir jede
Reaktion ein Reaktionsvolumen von insgesamt 5 mL in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
erhalten wurde. Der Kolben wurde nicht verschlossen, um die Oz-Zufuhr zu
gewihrleisten. Nach 1, 2, 16, 20 und 24 h Reaktionszeit wurden zur Reaktionskontrolle
jeweils 500 uL. der Reaktionsmischungen entnommen und in einem Eppendorf-Getil3 mit
Ethylacetat (3 x 500 uL) am Vortexer extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden im Messkolben mit Ethylacetat auf 2 mL aufgefillt, in ein Glasgefil3 tberfthrt
und per GC vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.5 dargestellt.

Tabelle 7.5: Per GC ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen aus dem kombinierten
Prozess aus Hydrierung im Stahlreaktor und Doppeloxidation von Phenol (40) zu e-Caprolacton (34) fiir
verschiedene Substratkonzentrationen nach unterschiedlicher Reaktionszeit.

Substrat- Reaktionszeit Anteil Anteil Anteil
konzentration Cyclohexanol Cyclohexanon e-Caprolacton
[mM] [h] [%] [%] [%]
20 1 73 1 26
20 2 43 0 57
20 16 0 0 >99
20 20 0 0 >99
20 24 0 0 >99
30 1 87 1 12
30 2 71 2 27
30 16 0 0 >99
30 20 0 0 >99
30 24 0 0 >99
40 1 85 1 14
40 2 69 1 30
40 16 0 0 >99
40 20 0 0 >99
40 24 0 0 >99
50 1 90 1 9

50 2 79 1 20
50 16 0 1 99
50 20 0 1 99
50 24 0 1 99
401 1 89 3 8
40l 2 80 3 17
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Substrat- Reaktionszeit Anteil Anteil Anteil
konzentration Cyclohexanol Cyclohexanon e-Caprolacton
[mM] [h] [%] [%] [%]

401l 16 0 0 >99

401l 20 0 0 >99

401 24 0 0 >99

lal: Vergleichsexperiment mit kommerziellem Cyclohexanol.

GC: BP5MS (0.25 mm ID x 30.0 m L, 0.25 pm film), 70 °C Starttemperatur (3.8 min);
40 °C/min Temperaturrampe; 200 °C Endtemperatur; R/ = 3.26 min
(Cyclohexanol (38)), Rz = 3.31 min (Cyclohexanon (39)), Rs = 6.06 min
(e-Caprolacton (34)).

7.2.10 Reaktionskaskade von Phenol (40) zu e-Caprolacton (34) (Hydrierung im

Schlenkkolben)
Lk-ADH (40 U)
OH Rh-SBA-15 (1.0 mol% (Rh(0)) OH As-BVMO (3.82 U) 0
H» (Gasballon) O, (aus der Luft) o
H20, Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0, mit
75°C, 24 h MgCl; (200 mg/L)), NADP* (2 umol)
40 38 (insg. 5 mL Reaktionsvolumen) 34
10M 98%. 25°C,27.5h

auf 50 mM
verdunnt

Gemil} Reaktionsvorschrift 7.2.6 wurde zuerst Phenol (40) (0.19 g, 2.00 mmol) zu
Cyclohexanol (38) hydriert. Die Reaktionsmischung setzte sich folgendermallen
zusammen: Cyclohexanol (38): 98%, Cyclohexanon (39): 1%, Phenol (40): 1%. Die
Reaktionsmischung wurde filtriert und das Filtrat mit H>O auf ein Gesamtvolumen von
8 mL aufgefillt. Zu dem Filtrat wurde Phosphatpuffer (8 mL, 100 mM, pH 7.0) gegeben,
sodass daraus eine Cyclohexanol-Losung (16 mL, 125 mM in Phosphatpuffer (50 mM,
pH 7.0)) resultierte. In einem 10 mL. Rundkolben wurden LA-ADH (40 U, 20 uL,
Rohextrakt in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)), As-BVMO (3.82U, 2.183 mL,
Rohextrakt in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)) und Phosphatpuffer (0.597 mL, 50 mM,
pH 7.0, mit MgCl> (200 mg-L1)) vorgelegt. Dazu wurde die vorbereitete Cyclohexanol-
Losung (2.0 mL) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 5 min im Wasserbad bei 25 °C
gerihrt. Zum Start der Reaktion wurde NADP* (200 pL, 10 mM in Phosphatpuffer
(50 mM, pH 7.0)) hinzugegeben, sodass ein Reaktionsvolumen von insgesamt 5 mL in
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) und eine Substratkonzentration von 50 mM erhalten
wurde. Der Kolben wurde nicht verschlossen, um die Oz-Zufuhr zu gewihrleisten. Nach
0.5, 1.5, 2.5, 7.5, 24 und 27.5h Reaktionszeit wurden zur Reaktionskontrolle jeweils
500 pL der Reaktionsmischung entnommen und in einem Eppendorf-Gefil mit
Ethylacetat (3 x 500 uL) am Vortexer extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden im Messkolben mit Ethylacetat auf 2 mL aufgefillt, in ein Glasgefil3 tberfthrt
und per GC vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.6 dargestellt.
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Tabelle 7.6: Per GC ermittelte Zusammensetzung der Reaktionsmischungen aus dem kombinierten
Prozess aus Hydrierung im Schlenkrohr und Doppeloxidation von Phenol (40) zu e-Caprolacton (34) nach
unterschiedlicher Reaktionszeit.

Reaktionszeit Anteil Anteil Anteil Anteil
Phenol  Cyclohexanon Cyclohexanol e-Caprolacton

[h] [%] [%] [%] [%]

0.5 1 4 92 3

1.5 1 6 79 14

2.5 1 8 66 25

7.5 1 11 20 68

24 1 10 0 89

27.5 1 9 0 90

0.5l - 2 96

1.50] - 5 88 7

2.5 - 6 79 15

7.50] - 9 42 49

24la] - 10 2 88

27.50] - 10 1 89

[al: Vergleichsexperiment mit kommerziellem Cyclohexanol.

GC: BGB-174 (chiral) (0.25 mm ID x 30.0 m L, 0.25 um film), 70 °C Starttemperatur
(1 min); 40 °C/min Temperaturrampe; 180 °C; 2 °C/min Temperaturrampe; 190 °C;
40 °C/min Temperaturrampe; 200 °C Endtemperatut; Ry = 3.2 min (Cyclohexanol (38)),
Rz =3.6min  (Cyclohexanon (39)), Rs=42min (Phenol (40)), Rx = 5.7 min
(e-Caprolacton (34)).

7.3 Synthese eines konkav-konkav-geformten Dioxins

7.3.1 Rizeche-Formylierung von 4b!-Methyltribenzotriquinacen (71) zu rac-2-Formyl-4b'-
methyltribenzotriquinacen (rac-85)

CIYO\
Mo )

TiCls (1.3 Aq.) a
CH,Cl, O..O
0°C~RT,24h
CHO
71 rac-85

69%
Die Synthese wurde nach der Literaturvorschrift von Greschner et al. durchgefihrt.['9] Eine
Losung von centro-Methyl-TBTQ (71) (4.66 g, 15.8 mmol) in Dichlormethan (100 mL)
wurde im Eisbad auf 0 °C abgekiihlt. Unter Rihren wurde eine Mischung aus TiCly
(1.3 Aq., 2.15ml, 19.3mmol) und Dichlormethylmethylether (1.5 Aq., 2.15mlL,
23.7 mmol) tber einen Zeitraum von 30 min langsam hinzugetropft. Die rotschwarze
Reaktionsmischung wurde 4 h bei 0 °C gerithrt. Im Anschluss daran wurde die braunrote
Suspension langsam auf Raumtemperatur aufgetaut und 20 h gerithrt. Nach der

portionierten Zugabe von Wasser (160 mL) wurde die gelbe Suspension 1.5h bei
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Raumtemperatur gertihrt. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase wurde mit
Dichlormethan (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit
Wasser und ges. wissr. NaHCO3-Losung (je 100 mL) gewaschen, tiber MgSO4 getrocknet
und filtriert. Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum wurde ein gelbes, viskoses
Ol (6.41 g) erhalten. Mittels automatischer Siulenchromatographie (Kieselgel 25 pm,
MTBE (2-20% Gradient) in Cyclohexan) wurde TBTQ-Aldehyd ra-85 (3.52 g, Ry= 0.45
(10% MTBE in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 69% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 9.96 (s, 1 H, CHO), 7.95 (s, 1 H, H-Arom), 7.71
(d, ] = 7.8 Hz, 1 H, HAw9),7.60 (d, 7] = 7.8 Hz, 1 H, HAwea), 7.50 (m, 1 H, HA), 7.45
(m, 3 H, HA), 7.22 (m, 4 H, H4), 4.53 (s, 1 H, CH), 4.53 (s, 1 H, CH), 4.52 (s, 1 H, CH),
1.71 (s, 3 H, CHS).

13C-NMR (125 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 192.1 (CHO), 152.9 (C1), 146.8 (C1), 145.6 (C9),
145.4 (C9), 144.7 (Cd), 144.3 (C9), 136.4 (C9), 130.2 (CY), 128.02 (C), 127.97 (CY), 127.91
(Ch, 127.83 (C), 125.5 (C), 125.1 (CY), 124.70 (C), 124.60 (CY), 124.56 (CY), 124.49 (C),
63.8 (CH), 63.7 (CH), 63.1 (CH), 61.1 (C«CH3), 27.6 (CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 323.3 (18) [M + HJ*, 345.2 (83) [M + Na|*, 361.2 (27)
[M + KJ*, 667.2 (100) [2 M + Nal*.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[169]

7.3.2  Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 (AAV 1): Baeyer-17illiger-Oxidation von 2-Formyl-
4b!-methyltribenzotriquinacen (85) zu 4b!-Methyltribenzotriquinacen-2-
formiat (88)

m-CPBA (7 Aq.)
_—

CH4Cly
0°C~RT, 72-96 h

CHO

85

Die Synthesen wurden analog zu einer Vorschrift von Greschner durchgefihrt.[16ll Eine
Losung des TBTQ-Aldehyds 85 in Dichlormethan (30 mL) wurde im Eisbad auf 0 °C
gekiihlt. Unter Riihren wurde 7#-CPBA (3.5 Aq.) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung
wurde auf Raumtemperatur aufgetaut und 48 h gertihrt. Dann wurde erneut -
CPBA (3.5 Aq.) hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde je nach Ansatz weitere
24-48 h bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Reduktion der Gberschiissigen Peroxide wurde
eine wissr. Na2S203-Losung hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde 30 min
gerithrt. AnschlieBend wurden die Phasen getrennt und die wissrige Phase wurde drei Mal
mit Dichlormethan (1:1) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iber

MgSOy4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
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Riickstand wurde mittels automatischer Saulenchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat)

aufgereinigt.

7.3.3  Baeyer-Villiger-Oxidation von rac-2-Formyl-4b!-methyltribenzotriquinacen (rac-85)
zu rac-4b'-Methyltribenzotriquinacen-2-formiat (rac-88)

_m-CPBA (7 Aq)_
Ry ey O“O
0°C~RT,72h

OCHO

rac-88 rac-89
48% 16%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 1. Zu einer Losung des TBTQ-Aldehyds rac-85
(0.74 g, 2.29 mmol) in Dichlormethan (30 mL) wurden im Abstand von 48 h zwei
Portionen 7-CPBA (je 1.84 g, 8.01 mmol) gegeben. Nach einer weiteren Reaktionszeit

von 24 h wurde eine wissr. NaxS:Os-Losung (3.84 ¢ in 20 mL. H>O) hinzugegeben.
Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer Siulenchromatographie
(Kieselgel 25 pm, Ethylacetat (5-27% Gradient) in Cyclohexan) wurde das TBTQ-Formiat
rac-88 (374 mg, Ry = 0.60 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff in einer
Ausbeute von 48% erhalten. In einer zweiten Fraktion wurde TBTQ-Alkohol 72,89
(113 mg, Ry= 0.36 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff erhalten.

TBTQ-Formiat 72c-88: TH-NMR (500 MHz, CDCLy): 6 [ppm] = 8.27 (s, 1 H, OC(O)H),
7.42 (m, 5 H, H*), 7.20 (m, 5 H, H4), 6.95 (dd, ’] = 8.2 Hz, 4] = 1.7 Hz, 1 H, HArr),
449 (s, 1 H, CH), 4.48 (s, 1 H, CH), 4.46 (s, 1 H, CH), 1.69 (s, 3 H, CH}).

13C-NMR (125 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 159.7 (OC(OYH), 149.7 (Cd), 147.4 (C9), 145.6
(C9), 145.5 (Cd), 145.1 (C9), 144.8 (C9), 143.8 (Cd), 127.87 (C1), 127.79 (CY), 127.77 (CY),
127.72 (CY), 125.4 (CY), 124.63 (C), 124.61 (C), 124.44 (CY), 124.41 (C), 120.4 (C), 117.1
(C), 63.7 (CH), 63.5 (CH), 63.1 (CH), 61.5 (C«CHs), 27.6 (CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 361.2 (100) [M + Na]*, 377.2 (16) [M + KJ*, 699.2 (8)
[2M + Nal*.

TBTQ-Alkohol 740-89: 1TH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.44 (m, 2 H, H%), 7.40
(m, 2 H, H%), 7.27 (d, )] = 7.6 Hz, 1 H, HAwea) 719 (m, 4 H, HA), 6.89 (d, ] = 1.9 Hz,
1 H, HAroo), 6.66 (dd, 3] = 8.2 Hz, 4] = 2.1 Hz, 1 H, HAmm) 4.60 (s, 1 H, OH), 4.46 (s,
1 H, CH), 4.40 (s, 2 H, CH), 1.68 (s, 3 H, CH>).
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7.3.4  Baeyer-Villiger-Oxidation von rac-2-Formyl-4b!-methyltribenzotriquinacen (rac-85)
und Verseifung des Intermediates zu rac-2-Hydroxy-4b!-
methyltribenzotriquinacen (rac-89)

a) m-CPBA (7 Aq.)
CH,Cl,
0°C~RT,9 h
b) KOH (8.4 Aq.)

MeOH, H,0
RT, 23 h

rac-89
40%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 1. Zu einer Losung des TBTQ-Aldehyds ra~-85
(1.01 g, 3.12 mmol) in Dichlormethan (60 mL) wurden im Abstand von 48 h zwei
Portionen 7-CPBA (je 2.23 g, 10.9 mmol) gegeben. Nach einer weiteren Reaktionszeit

von 48 h wurde eine wisst. NaxS2O3-Losung (5.22 g in 20 mL H>O) hinzugegeben. Nach
Extraktion und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde ein blassgelber Feststoff
(1.87 g) erhalten, welcher in einem Gemisch aus Methanol und Wasser (5:1, 100 mL)
suspendiert wurde. Nach Zugabe von KOH-Pellets (8.4 Aq., 26.1 mmol, 1.54 g) wurde
die Suspension 23 h bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der zuriickgebliebene braunrote Feststoff wurde nach Zugabe von Wasser
(30 mL) mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
tber MgSOy4 getrocknet und filtriert. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum
wurde ein briunliches Ol mit Feststoff (1.10 g) erhalten. Mittels automatischer
Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (5-40% Gradient) in Cyclohexan)
wurde TBTQ-Alkohol 72-89 (390 mg, Ry = 0.34 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) als

farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 40% erhalten.
Schmelzpunkt: 95.8-97.2 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 7.44 (m, 2 H, H4), 7.40 (m, 2 H, H4), 7.27 (d,
5] = 7.7 Hz, 1 H, HAweta) 719 (m, 4 H, HA), 6.89 (d, 4] = 2.0 Hz, 1 H, HAwm), 6,66 (dd,
5] = 8.2 Hz, # = 2.1 Hz, 1 H, HArobo), 458 (s, 1 H, OH), 4.46 (s, 1 H, CH), 4.40 (s, 2 H,
CH), 1.68 (s, 3 H, CHj).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 155.4 (COH), 147.3 (C9), 145.9 (C9), 145.7 (C9),
145.4 (Cd), 145.3 (C9), 138.0 (C9), 127.66 (CA), 127.59 (C), 127.55 (C4), 127.50 (CY), 125.2
(C), 124.55 (C), 124.53 (CY), 124.49 (C1), 124.44 (C), 115.0 (C), 111.0 (CY, 63.64 (CH),
63.56 (CH), 62.9 (CH), 61.5 (C1CHs), 27.7 (CH3).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 328.3 (76) [M + NHq]*, 643.2 (100) [M + Na]*.

Exakte Masse (ESI): C23H19O" ([M + HJ*), berechnet 311.1430, gefunden 311.1433.
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7.3.5 Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 (AAV 2): Aromatische lodierung von 2-Hydroxy-
4b!-methyltribenzotriquinacen (89) zu 2-Hydroxy-3-iod-4b!-
methyltribenzotriquinacen (90)

NIS (1 Aq.)
TFA (1 Aq.)

MeCN
RT, 24-47 h

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von  Bergstrom et al.
durchgefithrt.'’”1 Zu einer Lésung des TBTQ-Alkohols 89 in Acetonitril wurde unter
Rithren zuerst N-Iodsuccinimid (1 Aq.), dann Trifluoressigsiure (1 Aq.) hinzugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde je nach Ansatz 24 oder 47 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Zur Reduktion des nicht abreagierten N-Iodsuccinimids wurde eine wissr. NaxS203-
Losung hinzugegeben und die Suspension wurde 30 min gerithrt. AnschlieBend wurde die
Phasen Reaktionsmischung drei Mal mit Dichlormethan (1:1) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden tiber MgSOs getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Ruckstand wurde mittels automatischer

Sdulenchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat) aufgereinigt.

7.3.6 Aromatische Iodierung von rac-2-Hydroxy-4b!-methyltribenzotriquinacen (rac-89)
zu rac-2-Hydroxy-3-iod-4b!- methyltribenzotriquinacen (rac-90)

NIS (1 Aq.)
TFA (1 Aq.)

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 2. Eine Mischung von TBTQ-Alkohol 789
(500 mg, 1.61 mmol), N-Iodsuccinimid (362 mg, 1.61 mmol) und Trifluoressigsaure
(0.12 mL, 1.61 mmol) in Acetonitril (25 mL) wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde eine wissr. Na2SO3-Losung (20.0 g in 28 mL. H20O) hinzugegeben.
Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer Siulenchromatographie
(Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-21% Gradient) in Cyclohexan) wurde TBTQ-
Iodphenol 7ac-90 (323 mg, Ry = 0.43 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) als blassgelber

Feststoff in einer Ausbeute von 46% erhalten.
Schmelzpunkt: 189.9-192.1 °C (Braunfirbung der Probe ab 152 °C).
'H-NMR (500 MHz, CDCl3): ¢ [ppm] = 7.66 (s, 1 H, HAnbo@))7.44 (m, 2 H, H?), 7.38

(m, 2 H, HA), 7.21 (m, 4 H, H4), 7.06 (s, 1 H, HAwmOH) 513 (s, 1 H, OH), 4.45 (s,
1 H, CH), 4.38 (s, 2 H, CH), 1.67 (s, 3 H, CH3).
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13C-NMR (125 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 154.3 (C9), 148.6 (C9), 145.5 (C9), 145.4 (C9),
145.2 (Cd), 144.7 (C9), 140.1 (C9), 133.6 (CY), 127.83 (C), 127.77 (CA, 127.75 (C), 127.73
(C), 124.61 (CY), 124.56 (CY), 124.46 (CY), 124.41 (CY), 110.7 (CY), 84.8 (C4), 63.6 (CH), 63.2
(CH), 62.5 (CH), 61.8 (C+CH3), 27.7 (CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 437.2 (100) [M + H]*, 459.0 (20) [M + Na*.

Exakte Masse (ESI): C23Hi7IONa* ([M + Na]*), berechnet 459.0216, gefunden 459.0208.

7.3.7 Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 (AAV 3): Ullmann-Kupplung von 2-Hydroxy-3-iod-
4b!-methyltribenzotriquinacen (90) zu bikonkavem, Dioxin-verbricktem bis-
Tribenzotriquinacen 82

Cu(MeCNy4)PFg (20 mol%)
Cs,CO5 (4 Aq.)
Molsieb
Xylol
140 °C, 48-49h

OH

90
Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von — Kalinin et al.
durchgefithrt.181 [161] In einem ausgeheizten und mit Argon belifteten Zweihalskolben
mit Riickflusskithler wurden Molsieb (4 A), TBTQ-Iodphenol 90, Cs,CO3 (4 Aq.), Xylol
und Cu(MeCN)4PFs (20 mol%) in dieser Reihenfolge vorgelegt. Die Mischung wurde je
nach Ansatz 48 oder 49 h zum Rickfluss erhitzt. Nach Abkithlen auf Raumtemperatur
wurde die Reaktionsmischung durch eine Fritte (Porengrofle 4) filtriert und der
Filterkuchen mit Toluol gewaschen. Das Losungsmittel des mit der Waschlosung
vereinten Filtrats wurde im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mittels zweifacher
automatischer Sdulenchromatographie (zuerst mit SiO2 und Cyclohexan/Ethylacetat,

dann mit C18-Material und Wasser/Acetonitril) aufgereinigt.

7.3.8  Ullmann-Kupplung von rac-2-Hydroxy-3-iod-4b!-
methyltribenzotriquinacen (rac-90) zu  anti- und  syn-bikonkavem, Dioxin-
verbriicktem bis—Tribenzotriquinacen anti-82 und syn-82

Cu(MeCN,)PFg (20 mol%) O O
C52C03 (4 Aq
“uo O - X On"
Xylol .
140 °C, 48h O O

anti- 82 (Czh syn- 82 (Cz\,)

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 3. Eine Mischung von Molsieb (50.0 mg), TBTQ-
Iodphenol 7290 (100 mg, 0.23 mmol), Cs2CO;3 (299 mg, 0.92 mmol), Xylol (2 mL) und
Cu(MeCN)4PFs (18.1 mg, 0.05 mmol) wurde 48 h zum Rickfluss erhitzt. Durch Filtration
der Reaktionsmischung und Aufreinigung mittels zweifacher automatischer
Siulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (5-40% Gradient) in Cyclohexan
und C18-Kieselgel, Wasser (50-0% Gradient) in Acetonitril) wurde das an#i-bikonkave,
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Dioxin-verbriickte bis-TBTQ an#-82 (5.1 mg) als blassgelber Feststoff in einer Ausbeute
von 7% erhalten. Aus einer weiteren Fraktion ging ein blassgelber Feststoff (1.6 mg, 2%)
hervor, der aus einer Mischung von sy»-82 und an#-82 in einem Verhiltnis von 7:3
besteht.

anti-bis-TBTQ anti-82: Schmelzpunkt: >410 °C (Zersetzung; Braunfirbung der Probe ab
268 °C ohne Schmelzen).

IH-NMR (500 MHz, CDCly): 8 [ppm] = 7.44 (m, 4 H, H), 7.36 (m, 4 H, H*), 7.20 (m,
8 H, HA), 6.82 (s, 4 H, HAY, 4.43 (s, 2 H, CH), 4.31 (s, 4 H, CH), 1.64 (s, 6 H, CH).

13C-NMR (125 MHz, CDCLy): 6 [ppm] = 145.5 (4 Cd), 145.3 (4 C1), 141.8 (4 C9), 140.6
(4 C1), 127.70 (4 C), 127.66 (4 C), 124.6 (4 C), 124.4 (4 C, 111.7 (4 C), 63.6 (2 CH),
63.2 (4 CH), 61.7 (2 C+CHs), 27.6 (2 CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 639.2 (100) [M + NaJ*, (29) 655.2 [M + K]*.
Exakte Masse (ESI): C4sH3202Nat ([M + Na]*), berechnet 639.2295, gefunden 639.2297.

syn-bis-TBTQ syn-82: TH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.41 (m, 4 H, HA), 7.32
(m, 4 H, HA), 7.16 (m, 8 H, H"), 6.84 (s, 4 H, H4), 4.43 (s, 2 H, CH), 4.32 (s, 4 H,
CH), 1.66 (s, 6 H, CH3).

7.3.9 Verseifung von (P)-2-Acetoxymethyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-87) zu
(P)-2-Hydroxymethyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-86)

n _ KOH(8Aq) Aq.)
stevli v ey
100 °C~ RT 24h
CHQOAC CHQOH
(P)-87 (P)-86

94%
Die Synthese wurde nach der Literaturvorschrift von Greschner et al. durchgefihrt.[19] Der
TBTQ-Benzylester (P)-87 (1.71 g, 4.67 mmol) wurde in einem Gemisch aus Methanol
und Wasser (5:1, 120 mlL) vorgelegt. AnschlieBend wurde KOH (8 Aq., 2.47 g,
37.4 mmol) hinzugegeben und die Suspension wurde 3h zum Riickfluss erhitzt.
Schlieflich wurde die Reaktionsmischung 21h bei Raumtemperatur gerithrt. Nach
Entfernen des Loésungsmittels im Vakuum wurde der zuriickgebliebene blassgelbe
Feststoff in Wasser (20 mL) aufgenommen und die Mischung wurde mit Ethylacetat (4 x
50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tiber MgSOy getrocknet und
filtriert. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde TBTQ-
Benzylalkohol (P)-86 (1.43 g) als blassgelber Feststoff in einer Ausbeute von 94% erhalten

und ohne weitere Aufarbeitung in der nachsten Synthesestufe eingesetzt.
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IH-NMR (500 MHz, CDCl3): § [ppm] = 7.45 (m, 6 H, H*), 7.22 (m, 5 H, H*), 4.64 (s,
2 H, CHb), 4.48 (s, 1 H, CH), 4.47 (s, 2 H, CH), 1.69 (s, 3 H, CH.).

13C-NMR (125 MHz, CDCLy): 6 [ppm] = 146.1 (Cd), 145.6 (C1), 145.50 (C9), 145.47 (C1),
145.35 (Ci), 145.28 (Ci), 140.5 (C9), 127.67 (C), 127.64 (C), 127.62 (2 CA, 126.7 (CY),
124.63 (C%), 124.55 (2 CY), 124.53 (C1), 124.46 (C/, 123.3 (CY), 65.6 (CHa), 63.7 (CH), 63.6
(CH), 63.4 (CH), 61.1 (C+CH3), 27.7 (CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 307.2 31) [M + H — HOJ*, 342.3 (26) [M + NH4]",
347.2 (100) [M + Na]*, 363.2 (10) [M + KJ*, 671.3 (61) [2 M + Na]*.

HPLC: Daice/ Chiracel OJ-H (chiral), 20 °C, sc-COz/#so-Propanol 9:1, 2.0 mL/min,
230 nm; Ry = 18.9 min.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[169]

7.3.10 Swern-Oxidation von (P)-2-Hydroxymethyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-86)
zu (P)-2-Formyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-85)

C202C|2 (21 Aq)
DMSO (4.1 Aq.)
NEt; (16 Aq.)

CH,Cly
-78°C,2.5h

Die Synthese wurde nach der Literaturvorschrift von Greschner et al. durchgefithrt.l199 In
einem ausgeheizten und mit Argon belifteten Schlenkkolben wurde Oxalylchlorid
(2.1 Ag., 0.76 mL, 8.80 mmol) in Dichlormethan (25 mL) gel6st. Die Lésung wurde unter
Rithren im Aceton-Trockeneis-Bad auf —78 °C abgekiihlt. Uber einen Tropftrichter wurde
eine Losung von Dimethylsulfoxid (4.1 Aq., 1.22 mL, 17.2 mmol) in Dichlormethan
(25 mL) innerhalb von 10 min hinzugetropft. Danach wurde die Reaktionsmischung
10 min bei —78 °C gerithrt und anschlieBend wurde eine Losung des TBTQ-
Benzylalkohols (P)-86 (1.36 g, 4.20 mmol) in Dichlormethan (25 mL) innerhalb von
40 min langsam unter Rihren hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 30 min bei
—78 °C gerithrt und im Anschluss daran wurde Triethylamin (16 Aq., 9.32 ml,
67.2 mmol) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde eine weitere Stunde bei —78 °C
gerihrt. Nach dem Auftauen auf Raumtemperatur wurde Wasser (25 mL) zu der
Reaktionsmischung gegeben, um diese zu extrahieren. Die wissrige Phase wurde mit
weiterem Dichlormethan (3 x 25 mlL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden mit ges. wisst. NaCl-Losung, 1%ige Schwefelsiure, Wasser und ges. wisst.
NaHCOs-Losung (je 25 mL) gewaschen, tber MgSO4 getrocknet und filtriert. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde ein blassgelber Feststoff (1.45 g)
erhalten. Mittels automatischer Siulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat

189



Synthese eines konkav-konkav-geformten Dioxins

(2-19% Gradient) in Cyclohexan) wurde TBTQ-Aldehyd (P)-85 (1.27 g, Ry = 0.65 (20%
Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 94% erhalten.

Schmelzpunkt: 154.2-156.0 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 9.96 (s, 1 H, CHO), 7.95 (s, 1 H, HoAromo), 7.71
(d, ’] = 7.8 Hz, 1 H, HAwo), 759 (d, 3] = 7.8 Hz, 1 H, HAsww), 750 (m, 1 H, HAY, 7.45
(m, 3 H, H4), 7.22 (m, 4 H, H*), 453 (s, 1 H, CH), 4.53 (s, 1 H, CH), 4.52 (s, 1 H, CH),
1.71 (s, 3 H, CH3).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 192.1 (CHO), 152.9 (C9), 146.8 (C9), 145.6 (C9),
145.4 (Cd), 144.7 (Cd), 144.3 (C9), 136.4 (C9), 130.2 (CA, 128.03 (CY), 127.98 (C), 127.92
(C), 127.83 (C), 125.5 (C), 125.2 (CY), 124.70 (CA), 124.61 (C1), 124.57 (C), 124.50 (CY),
63.8 (CH), 63.7 (CH), 63.1 (CH), 61.1 (C#CH3), 27.6 (CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 323.2 (30) [M + HJ*, 345.2 (59) [M + Na]*, 361.1 (24)
M + KJ*, 386.2 (46) [M + MeCN + Na]*, 667.2 (100) [2 M + Na]*.

HPLC: Daice/ Chiracel OJ-H (chiral), 20 °C, sc-CO2/iso-Propanol 9:1, 2.0 mL/min,
230 nm; Ry7 = 18.5 min.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[169]

7.3.11 Baeyer-Villiger-Oxidation von (P)-2-Formyl-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-85)
und Verseifung des Intermediates zu (P)-2-Hydroxy-4b!-
methyltribenzotriquinacen ((P)-89)

1) m-CPBA (7 Aq.)
CH2C|2
0°C~RT, 89h
—_—

2) KOH (8.4 Aq.)
MeOH, H,O
RT,3h

(P85 (P)-89
47%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 1. Zu einer Losung des TBTQ-Aldehyds (P)-85
(1.20 g, 3.73 mmol) in Dichlormethan (45 ml) wurden im Abstand von 48 h zwei
Portionen 7-CPBA (je 2.93 g, 13.1 mmol) gegeben. Nach einer weiteren Reaktionszeit
von 41 h wurde eine wisst. NaxS2O3-Losung (6.25 g in 25 mL H>O) hinzugegeben. Nach
Extraktion und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde ein blassgelber Feststoff
(2.72 ) erhalten, welcher in einem Gemisch aus Methanol und Wasser (5:1, 120 mL)
suspendiert wurde. Nach Zugabe von KOH (8.4 Aq., 2.09 g, 31.3 mmol) wurde die
Suspension 3h bei Raumtemperatur gerithrt. Das Loésungsmittel wurde im Vakuum
eingeengt und die zuriickgebliebene braunrote Suspension wurde nach Zugabe von
Wasser (30 mL) mit Ethylacetat (6 x 40 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden tber MgSO4 getrocknet und filtriert. Nach Entfernen des Loésungsmittels im

Vakuum wurde ein gelber Feststoff (0.92g) erhalten. Mittels automatischer
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Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (5-40% Gradient) in Cyclohexan)
wurde TBTQ-Alkohol (P)-89 (539 mg, Ry = 0.34 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) als
farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 47% mit einem ee-Wert von >99% erhalten.
Schmelzpunkt: 95.2-96.8 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 8 [ppm] = 7.44 (m, 2 H, H4), 7.40 (m, 2 H, H4), 7.27 (d,
5] = 7.0 Hz, 1 H, HAwwe) 7.19 (m, 4 H, HA4Y, 6.89 (d, /] = 1.6 Hz, 1 H, HAsom), 6.66 (dd,
3] = 6.8 Hz, 4] = 1.8 Hz, 1 H, HAmomo) 458 (s, 1 H, OH), 4.46 (s, 1 H, CH), 4.40 (s, 2 H,
CH), 1.67 (s, 3 H, CHj).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 155.4 (COH), 147.2 (C9), 145.9 (C9), 145.7 (C9),
145.4 (Cd), 145.3 (C1), 138.0 (C9), 127.66 (CY), 127.59 (C), 127.55 (CA), 127.50 (CY), 125.2
(C), 124.55 (C), 124.53 (CY), 124.49 (C1), 124.44 (C), 115.0 (C), 111.0 (CY, 63.64 (CH),
63.56 (CH), 62.9 (CH), 61.5 (C1CHs), 27.7 (CH3).

MS (—ESL MeCN): m/7 (%) = 345.0 (100) [M + CIJ--

HPLC: Daicel Chiracel OJ-H (chiral), 20 °C, sc-COz/éso-Propanol (0.75 mL/min),
Lésungsmittelgradient: 99:1 (50 min), 99:1 — 90:10 (10 min), 90:10 (120 min), 230 nm;
R/ = 154 min.

Spezifischer Drehwinkel: oy = —61° (¢ = 1.02, CH2Cl).

Exakte Masse (ESI): C23H19O" (M + HJ*), berechnet 311.1430, gefunden 311.1423.

7.3.12 Aromatische Iodierung von (P)-2-Hydroxy-4b!-methyltribenzotriquinacen ((P)-89)
zu (M)-2-Hydroxy-3-iod-4b!- methyltribenzotriquinacen ((M)-90)

g - O

C e Q“O
OH

(P)-89 (M)-90

53%
Die Synthese erfolgte analog zu AAV 2. Eine Mischung von TBTQ-Alkohol (P)-89
(460 mg, 1.48 mmol), N-Iodsuccinimid (334 mg, 1.48 mmol) und Trifluoressigsaure
(0.11 mL, 1.48 mmol) in Acetonitril (20 mL) wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde eine wisst. NaxS203-Losung (18.4 g in 25 mLL H2O) hinzugegeben.
Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer Siulenchromatographie
(Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-16% Gradient) in Cyclohexan) wurde TBTQ-
Iodphenol (M)-90 (340 mg, Ry = 0.43 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser

Feststoff in einer Ausbeute von 53% erhalten.
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Schmelzpunkt: 190.0-191.3 °C (Braunfirbung der Probe ab 152 °C).

IH-NMR (500 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 7.66 (s, 1 H, HAsal)), 7.44 (m, 2 H, H4), 7.38
(m, 2 H, H4), 7.21 (m, 4 H, H4), 7.06 (s, 1 H, HAsoOH) 513 (s, 1 H, OH), 4.45 (s,
1 H, CH), 4.38 (s, 2 H, CH), 1.66 (s, 3 H, CH3).

13C-NMR (125 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 154.3 (C9), 148.5 (Cd), 145.5 (C9), 145.4 (Ci),
145.2 (Cd), 144.7 (C9), 140.1 (C9), 133.6 (CY), 127.83 (C), 127.77 (CA), 127.75 (CY), 127.72
(C), 124.61 (CY), 124.56 (CY), 124.46 (C1), 124.41 (CY), 110.7 (CY), 84.8 (C4), 63.6 (CH), 63.2
(CH), 62.5 (CH), 61.8 (C«CHs), 27.7 (CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 437.2 (100) [M + H]*, 459.1 (49) [M + Na]*.
Spezifischer Drehwinkel: oy = +60° (¢ = 0.99, CH2Cl).

Exakte Masse (ESI): C23Hi7IONa* ([M + Na]*), berechnet 459.0216, gefunden 459.0204.

7.3.13 Ullmann-Kupplung von (M)-2-Hydroxy-3-iod-4b!-
methyltribenzotriquinacen ((M)-90) zu syz-bikonkavem, Dioxin-verbricktem bis-
Tribenzotriquinacen syn-82

Cu(MeCN,4)PFg (20 mol%)
Cs,CO3 (4 Aq)

Sy
Sasn NI
J @

140 °C, 49h

syn-82 (Cy,)
10%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 3. Eine Mischung von Molsieb (60.0 mg), TBTQ-
Iodphenol (M)-90 (115 mg, 0.26 mmol), Cs2CO3 (345 mg, 1.06 mmol), Xylol (7 mL) und
Cu(MeCN)4PFs (19.9 mg, 0.05 mmol) wurde 49 h zum Rickfluss erhitzt. Abweichend
von AAV 3 wurde die Reaktionsmischung heil3 durch eine Fritte (Porengro3e 4) filtriert
und der Filterkuchen wurde mit 100 °C warmem Xylol (20 mL) gewaschen. Das
Losungsmittel des mit der Waschlésung vereinten Filtrats wurde im Vakuum entfernt,
wobei ein  brauner Feststoff (164 mg) zurtckblieb. Mittels automatischer
Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (5-34% Gradient) in Cyclohexan)
wurde ein farbloser Feststoff in blassgelbem Ol (102 mg) erhalten. Dieser wurde mit
eiskaltem Acetonitril (1 mL) versetzt, wobei sich das Ol verdiinnte und der Feststoff sich
nicht 16ste. Die Mischung wurde durch einen Bichnertrichter filtriert. Der Filterkuchen
wurde mit eiskaltem Acetonitril (1 mL) gewaschen und im Vakuum getrocknet, wodurch
das syn-bikonkave, Dioxin-verbriickte bis-TBTQ sy7-82 als blassgelber Feststoff (8.5 mg)
in einer Ausbeute von 10% in reiner Form isoliert wurde. Durch sehr langsames
Verdampfen des Losungsmittels einer Losung von bis-TBTQ sy#-82 in CH2Clz/MeOH
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(20:1, 2.2 mL) uber einen Zeitraum von drei Wochen wurde das sy#-82-CH2Cl>-Addukt in

Form von klaren, farblosen Kristallen erhalten.

Schmelzpunkt (Kristall): >410 °C (Zersetzung; Braunfirbung der Probe ab 324 °C ohne
Schmelzen).

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.42 (m, 4 H, H*), 7.32 (m, 4 H, H*), 7.16 (m,
8 H, HA), 6.85 (s, 4 H, HAY, 4.43 (s, 2 H, CH), 4.33 (s, 4 H, CH), 1.66 (s, 6 H, CH3).

13C-NMR (125 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 145.4 (4 C9), 145.2 (4 C9), 141.7 (4 C9), 140.6
(4 C1), 127.70 (4 C), 127.65 (4 CY), 124.6 (4 C), 124.4 (4 C, 111.7 (4 C), 63.6 (2 CH),
63.2 (4 CH), 61.7 (2 C«CHs), 27.7 (2 CHs).

Exakte Masse (MALDI-ToF, DCTB): CsH3302 (IM + HJ]*), berechnet 617.2480,
gefunden 617.2455.
Dioxin-verbriicktem

7.3.14 Rontgenstrukturanalyse syn-bikonkavem,

bis-TBTQ sy7-82

von

Die Vermessung des unter 7.3.13 beschriebenen Einzelkristalls des gyn-82-CHClp-
Addukts wurde von Newumann durchgefihrt und die Struktur wurde von Stammier unter
Benutzung von Olex2B% mit dem ShelXSB! Strukturaufklirungsprogramm tiber die
Direktmethode bestimmt und mit dem ShelXLB! Verfeinerungspaket utber die
Kleinstquadratminimierung optimiert (Tabelle 7.7).

Tabelle 7.7: Kristalldaten und Strukturverfeinerung von sy»-82-CHCly,

Summenformel Cy7H34CLO>
Molekulargewicht 701.64 g/mol
Messtemperatur/K 100.01(10)
Kristallsystem monoklin
Raumgruppe P2i/n

a/ 15.06176(8)

b/A 15.46024(5)

c/A 15.43277(6)

o/° 90

g/° 103.7683(5)

v/° 90

Volumen/A3 3490.39(3)

Z 4

Qcalcg/ cm? 1.335

@/ mm-! 1.987

F(000) 1464.0
KiristallgroBe/mm? 0.391 x 0.262 x 0.216
Strahlung/A CuKa (A = 1.54184)

20 Bereich fur die Datenerhebung/°
Indexbereiche

Anzahl der gesammelten Reflexionen
unabhingige Reflexionen

9.332 to 144.248

18<h=<18,-19=<k=19,-19=<1=<19

123184

6850 [Rine = 0.0281, Ryigma = 0.0082]
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Tabelle 7.8 (Forts.): Kristalldaten und Strukturverfeinerung von syn-82-CH2CI2.

Reflexionen mit I > 2¢(]) 6801
Daten/Einschrinkungen/Parameter  6850/0/462
Anpassungsgiite auf F2 1.023

tinale R Indizes [ [ > 2¢(]) | Ri = 0.0484, wR2 = 0.1291
tinale R Indizes [all data] Ri = 0.0486, wR2 = 0.1292

aroBte Differenz peak/hole / e A3 0.58/-0.82

Weiterfuhrende Daten zur Struktur konnen unter der CCDC-Nummer 1828661 im
Cambridge Crystallograhic Data Centre unter www.ccde.cam.ac.uk/conts/retrieving.html

frei zuginglich eingesehen werden.

7.3.15 Acetylierung von  4b!-Methyltribenzotriquinacen (71)  zu  rac-2-Acetyl-4b'-
methyltribenzotriquinacen (rac-92)

AcCI (8 Aq.)
AICI; (8 Aq.)
—_—

CH2C|2
0°C, 45 min

Die Synthese wurde nach der Literaturvorschrift von Greschner et al. durchgefithrt.l169 In
einem ausgeheizten und mit Argon beliifteten Dreihalskolben mit Tropftrichter wurde
AICls (8 Aq., 10.9 g, 81.5 mmol) in Dichlormethan (350 mL) suspendiert. Die gelbe
Suspension wurde im Eisbad unter Rithren auf 0 °C abgekiihlt. Uber den Tropftrichter
wurde anschlieBend eine Losung von Acetylchlorid (8 Aq., 5.82 mL, 81.5 mmol) in
Dichlormethan (24 mL) Gber einen Zeitraum von 20 min hinzugetropft. Nach beendeter
Zugabe wurde die Reaktionsmischung 30 min bei 0 °C gerithrt. Dann wurde eine Losung
von centro-Methyl-TBTQ (71) (3.00 g, 10.2 mmol) in Dichlormethan (100 mL) tGber einen
Zeitraum von 30 min langsam hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde weitere
15 min bei 0 °C gerithrt und schliellich wurde vorsichtig Wasser (120 mL) zur Hydrolyse
hinzugegeben. Nach Zugabe von Ethylacetat (50 mL) wurde die Reaktionsmischung
extrahiert. Die wissrige Phase wurde mit Dichlormethan (2 x 50 mL) und mit Ethylacetat
(50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit Ethylacetat (250 mL)
versetzt, sodass die Tribung verschwand. Die organische Phase wurde mit ges. wisst.
NaHCOs3-Losung und mit Wasser (je 150 mL) gewaschen, tiber MgSO4 getrocknet und
filtriert. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde ein farbloser Feststoff
(3.61 g) erhalten. Mittels automatischer Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um,
Ethylacetat (2-25% Gradient) in Cyclohexan) wurde Acetyl-TBTQ r2+-92 (1.93 g, Ry =
0.47 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 56%

erhalten.
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IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 8.03 (s, 1 H, HAm0) 7.80 (d, 3] = 7.9 Hz, 1 H,
H-4Y, 7.51 (m, 2 H, H4), 7.44 (m, 3 H, H4), 7.22 (m, 4 H HA4), 451 (s, 3 H, CH), 2.57
(s, 3 H, C(O)CH3), 1.70 (s, 3 H, CHj).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 197.9 (C(O)), 151.2 (C9), 146.3 (C9), 145.6 (C9),
145.4 (C1), 144.9 (C9), 144.5 (Cd), 137.0 (C9), 128.3 (C), 127.91 (CY), 127.87 (CY), 127.86
(C), 127.76 (C), 124.66 (C), 124.57 (2 C), 124.54 (C), 124.47 (2 C), 63.8 (CH), 63.6
(CH), 63.3 (CH), 61.1 (C«CH3), 27.6 (CH3), 26.9 (C(O)CH3).

MS (+ESL MeCN): m/z (%) = 337.2 (20) [M + HJ*, 354.3 (6) [M + NH4]*, 359.2 (100)
[M + Nal*, 375.2 (12) [M + KJ*, 695.2 (22) [2 M + Na]*.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[169]

7.3.16 Screening zur Optimierung der Baeyer-17illiger-Oxidation mit unterschiedlichen
katalytischen Zusatzen

m-CPBA (2 Aq.)
versch. Zusétze

CH,Cly
0°C~RT,24h

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von  Kotsuki et al.
durchgefithrt.'88] Fir das Screening wurden drei Ansdtze mit einer Losung von Acetyl-
TBTQ rac-92 (100 mg, 0.30 mmol) in Dichlormethan (1.5 mL) vorbereitet. Zum ersten
Ansatz wurde kein Zusatz, zum zweiten Ansatz wurde Sc(OTf)s (5 mol%, 7.3 mg,
15 umol) und zum dritten Ansatz wurde TfOH (10 mol%, 2.6 pL, 30 umol)
hinzugegeben. Nach Abkiihlen auf 0°C wurde zu allen Ansitzen »-CPBA (2 Aq.,
133 mg, 0.59 mmol) hinzugefigt. Das Eisbad wurde entfernt und die Reaktionsmischung
wurde 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Reduktion der tiberschiissigen Peroxide
wurde eine Loésung von NazS:03 (2 Aq., 148 mg, 0.59 mmol) in Wasser (1.5 mlL)
hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde 15 min gerithrt. Nach Zugabe von
Wasser (2 mL) wurde die Mischung mit Dichlormethan (3 x 5 mL) extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden tber MgSO4 getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und eine Probe des Riickstands wurde mittels
H-NMR-Spektroskopie analysiert. Die Umsitze zu Acetoxy-TBTQ rac-91 aus den

verschiedenen Ansitzen sind in Tabelle 7.9 angegeben.

Tabelle 7.9: Umsatz zu Acetoxy-TBTQ rac-91 aus der Baeyer-177lliger-Oxidation von Acetyl-TBTQ rac-92
mit verschiedenen Zusitzen.

Ansatz Zusatz [mol%] Umsatz zu rac-91 (per NMR bestimmt) [%o]

1 / 82
2 Sc(OTH); [5] 83
3 TfOH [10] >99
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Acetoxy-TBTQ r2¢-91: TH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.41 (m, 5 H, H4), 7.21
(m, 4 H, H"), 7.14 (s, 1 H, HAwm), 6.90 (d, 3] = 7.9 Hz, 1 H, HAmmo) 4474 (s, 1 H,
CH), 4.471 (s, 1 H, CH), 4.4 (s, 1 H, CH), 2.28 (s, 3 H, C(O)CH3), 1.68 (s, 3 H, CH3).

Acetyl TBTQ 72¢-92: 'H-NMR (500 MHz, CDCLy): § [ppm] = 8.03 (s, 1 H, Hemor) 7.80
(d,?] = 8.2 Hz, 1 H, H4), 7.51 (m, 2 H, H4), 7.41 (m, 3 H, H4), 7.21 (m, 4 H H"), 4.51
(s, 1 H, CH), 4.50 (s, 2 H, CH), 2.57 (s, 3 H, C(O)CH3), 1.70 (s, 3 H, CHj).

3-Chlorbenzoesiure: TH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 8.10 (s, 1 H, H-), 8.00 (d,
3] = 7.7 Hz, 1 H, HY¥), 7.60 (d, }] = 7.9 Hz, 1 H, H4©), 7.41 (m, 1 H, HA0),

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[312l

7.3.17 Baeyer-Villiger-Oxidation von  rac-2-Acetyl-4b!-methyltribenzotriquinacen (rac-92)
zu rac-2-Acetoxy-4bl-methyltribenzotriquinacen (rac-91)

m-CPBA (4 Aq.)
TfOH (15 mol%)
_—

CH4Cly
0°C~RT, 69h

Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Kotsuki et al. durchgefiihrt.[188]
Eine Losung von Acetyl-TBTQ rac-92 (1.00 g, 2.97 mmol) in Dichlormethan (15 mL)
wurde im Eisbad auf 0 °C abgekihlt. Unter Rihren wurde zuerst TEFOH (10 mol%,
26.1 ul., 0.29 mmol) und im Anschluss daran 7-CPBA (2 Aq., 1.33 g, 5.94 mmol) zu der
Reaktionsmischung gegeben. Nach Auftauen auf Raumtemperatur wurde die Suspension
24 h gerihrt. Es wurde erneut Dichlormethan (25 ml) hinzugegeben und die
Reaktionsmischung wurde weitere 17 h bei Raumtemperatur gerithrt. Dann wurde erneut
m-CPBA (2 Aq., 1.33 g, 5.94 mmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde 4 h
bei Raumtemperatur gerithrt. Schlielich wurde erneut TfOH (5 mol%, 13.1 uL,
0.15 mmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde nochmals 24 h bei
Raumtemperatur gerthrt, bis die DC-Reaktionskontrolle einen vollstindigen Umsatz
anzeigte. Zur Reduktion der Uberschussigen Peroxide wurde eine ges. wissr. Losung von
NaxS:03 (2.95 g in 30 mLL. Wasser) hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde
30 min gerithrt. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase wurde mit
Dichlormethan (3 x 25 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges.
wisst. NaHCOs3-Losung (30 mL) gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet und filtriert. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde ein farbloser Feststoff (1.13 g) erhalten.
Mittels automatischer Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-13%
Gradient) in Cyclohexan) wurde Acetoxy-TBTQ (r2-91) (0.91¢g, Ry = 0.67 (20%
Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 87% erhalten.

Schmelzpunkt: 96.1-97.4 °C.
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IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.42 (m, 5 H, HAY, 7.20 (m, 4 H, HA), 7.14 (s,
1 H, HAsmo), 6.90 (d, 3] = 8.2 Hz, 1 H, HAmmo) 447 (s, 2 H, 2CH), 4.45 (s, 1 H, CH),
2.29 (s, 3 H, C(O)CH3), 1.68 (s, 3 H, CHj).

13C-NMR (125 MHz, CDCLy): 6 [ppm] = 169.9 (C(O)), 150.4 (C9), 147.0 (C9), 145.6 (C9),
145.5 (C9), 145.3 (C9), 145.0 (C9), 143.2 (C9), 127.8 (CY), 127.69 (2 C), 127.66 (C/), 125.1
(Ch, 124.6 (2 C), 124.49 (CH, 124.45 (C%, 120.9 (C), 117.6 (CY), 63.7 (CH), 63.5 (CH),
63.1 (CH), 61.5 (C/CHs), 27.7 (CH3), 21.3 (C(O)CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 370.3 (7) [M + NH4]*, 375.2 (100) [M + Na]*, 391.2 (11)
M + KJ*, 727.2 (9) [2 M + Na]*.

Exakte Masse (ESI): C2sH2102" (IM + HJ ), berechnet 353.1536, gefunden 353.1533.

7.3.18 Clazsen-Kondensation ~ von  Dimethylphthalat (94) und  Pentan-3-on  zu
2-Methylindan-1,3-dion (95)

a) Pentan-3-on (0.93 Aq.)

0 NaH (0.97 Aq.) o
Toluol
o~ 110°C, 16 h
O b) HCI (37%), H,0
o o)
94 95

65%
Die Synthese wurde nach der Literaturvorschrift von Mosher et al. durchgefithrt.°1 In
einem mit Argon durchgesptilten Dreihalskolben wurde Natriumhydrid (60% in
Paraffinol, 0.97 Aq., 20.0 g, 0.50 mol) in Toluol (500 mL) suspendiert. Unter Rihren
wurde eine Mischung aus Dimethylphthalat (94) (100 g, 0.52 mol) und Pentan-3-on
(0.93 Aq., 41.1 g, 0.48 mmol) innerhalb einer Stunde langsam in die graublaue Suspension
getropft. Nach beendeter Zugabe wurde die orangefarbene Suspension 16 h zum
Rickfluss erhitzt. Die dunkelrote Suspension wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt, im
Vakuum filtriert und mit Toluol (100 mL) gewaschen. Der dunkelrote Feststoff wurde im
Vakuum getrocknet und anschlieBend in Wasser (1300 mL) gel6st. Durch Zugabe von
konz. Salzsdure (37%, 65 mL) fielen gelbe Kristalle aus. Nach 48 h Kiihlen bei 4 °C
wurde die Mischung filtriert und die Kristalle wurden im Vakuum getrocknet.
2-Methylindan-1,3-dion (95) (49.5g) wurde als gelber, kristalliner Feststoff in einer
Ausbeute von 65% rein erhalten. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung

weiterverwendet.

IH-NMR (500 MHz, CDCly): 4 [ppm] = 7.97 und 7.84 (AA’BB‘-Spinsystem, je 2 H,
Hinian), 3,05 (q, ’] = 7.7 Hz, 1 H, CH), 1.40 (d, ’] = 7.8 Hz, 3 H, CH3).

13C-NMR (125 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 201.3 (2 C(O)), 142.1 (2 C9), 135.8 (2 C/, 123.4
(2 CY), 48.9 (CH), 10.6 (CH3).
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Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[191,157,192]

7.3.19 Kondensation von 2-Methylindan-1,3-dion (95) mit (4-Methoxyphenyl)(phenyl)-
methanol (96) zu  2-((4-Methoxyphenyl)(phenyl)methyl)-2-methylindan-1,3-
dion (97)

OMe
2 OH PTSA (3 mol%)

__ Molsieb O. Q
"
©[§7 TquoI
o OMe 110°C,25h Q

95 96 97
46%

Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Kuck et al. durchgefithrt.[157]
Eine Lésung von 2-Methylindan-1,3-dion (95) (8.78 g, 54.8 mmol), Benzhydrol 96 (1 Aq.,
11.8 g, 54.8 mmol) und para-Toluolsulfonsiure-Monohydrat (3 mol%, 0.55 g, 2.74 mmol)
in Toluol (120 mL) wurde an einem Soxhlet-Aufsatz mit Molsieb (4 A, 7.90 g) 2.5 h zum
Rickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der griine, Slige
Rickstand wurde in Chloroform (45 mL) geldst. Die Losung wurde mit wisst. Na2COs-
Losung (5%ig, 40 mL) und mit Wasser (40 mL) gewaschen. Das Losungsmittel der
organischen Phase wurde im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde auf 50 °C erhitzt
und mit Methanol (40 mL) versetzt. Der dabei ausgefallene Niederschlag wurde nach
Abkthlen auf Raumtemperatur  abfiltriert und im  Vakuum  getrocknet.
2-((4-Methoxyphenyl) (phenyl)methyl)-2-methylindan-1,3-dion (97) (11.9 g) wurde als
blassgelber Feststoff in einer Ausbeute von 46% rein erhalten. Das Produkt wurde ohne

weitere Aufreinigung weiterverwendet.
Schmelzpunkt: 145 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 7.83 und 7.70 (AA’BB*-Spinsystem, je 2 H,
HoAslday 7,43 (d, 3] = 7.2 Hz, 2 H, HAwm) 737 (d, 3] = 8.8 Hz, 2 H, HAOM.0m0) 716
(t, ’] = 7.6 Hz, 2 H, HAwer) 7.07 (t, ] = 7.7 Hz, 1 H, HAwa9), 6.70 (d, 3] = 8.8 Hz, 2 H,
HAOMg.mey 453 (s, 1 H, CH), 3.69 (s, 3 H, OCH3), 1.29 (s, 3 H, CHCHL).

13C-NMR (125 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 204.5 (2 C(O)), 158.4 (CAtOMopariy 1416
(2 Colndary 140.3 (CAsipwi), 135.7 (2 Clndan) 132.1 (CATOMehipsi) 130.9 (2 CAMOMeportto)y 1297
(2 CAroriiy, 128.4 (2 CAwneriy| 126.8 (CArpard), 1232 (2 Chlndary| 113.8 (2 CA(OMgmeta) | 58,5
(C/CH3), 57.2 (CH3CeCH), 55.3 (OCH3), 20.2 (C/CHs).

MS (EL 70 €V): m/z (%) = 356.2 (1) [M]**, 197.1 (100) [PhCH(CHsOCH3)]*, 165.1 (10)
[C13Ho] ™.

Elementaranalyse: C4H2003, berechnet C 80.88%, H 5.66%, gefunden C 79.82%,
H 5.60%.
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7.3.20 Reduktion von 2-((4-Methoxyphenyl)(phenyl)methyl)-2-methylindan-1,3-dion (97)
zu  2-((4-Methoxyphenyl)(phenyl)methyl)-2-methylindan-1,3-diol ~ (@//-cis-  und
cis-trans-98)

OMe OMe

. () "
O’ LiAlH, (1.35 Ag) Aq.) O’
+
T
o) Q 70°C > RT, 23h Q

97 all-cis-98 3.7 cis-trans-98
(insg. 66%)

Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Kuck et al. durchgefihrt.[157 In
einem ausgeheizten und mit Argon belifteten Schlenkkolben mit Riickflusskihler wurde
LiAlHs (1.35 Aq., 1.66 g, 43.8 mmol) in trockenem THF (30 mL) vorgelegt. Unter
Rihren wurde eine Lésung von 2-((4-Methoxyphenyl) (phenyl)methyl)-2-methylindan-1,3-
dion (97) (11.5 g, 32.4 mmol) in trockenem THF (110 mL) langsam zu der Suspension
getropft. AnschlieBend wurde die graue Suspension 4 h zum Riickfluss erhitzt und nach
dem Abkithlen weitere 19 h bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der graue feste Rickstand wurde in Diethylether (50 mL)
aufgenommen. Unter Eisbadkihlung wurde Eiswasser (25 mlL) langsam hinzugetropft.
AnschlieBend wurde die organische Phase abdekantiert und die wissrige Suspension
wurde mit Diethylether (3 x 30 mL) extrahiert. Nach Zugabe von ges. wissr. Na2COs-
Losung (10 mL) zur wissrigen Phase wurde diese nochmals mit Diethylether (2 x 20 mL)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSOy4 getrocknet und filtriert.
Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum wurde ein gelbes Ol (9.21 g) erhalten.
Das Verhiltnis von Indandiol a/-cis-98 zu Indandiol cis-trans-98 im Rohprodukt betragt
etwa 3:7. Mittels automatischer Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat
(0-40% Gradient) in Cyclohexan) wurde reines a/-cis-98 (26.2 mg, Ry = 0.32 (20%
Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von <1% erhalten.
In der zweiten Fraktion wurde eine Mischung von a/-cis-98 und cis-trans-98 in einem
Verhiltnis von 40:60 (3.70 g) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 32% erhalten.
In der dritten Fraktion wurde eine Mischung von a/-cs-98 und cis-trans-98 in einem
Verhiltnis von 20:80 (2.37 g) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 20% erhalten.
98%iges cis-trans-98 (1.65 g, Ry = 0.23 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) wurde in einer
vierten Fraktion als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 14% erhalten. Die
Gesamtausbeute des Indandiols 98 betragt 66% (7.75 g).

all-¢is-98: Schmelzpunkt: 131.0-132.0 °C.

IH-NMR (500 MHz, CD2Cly): 6 [ppm] = 7.55 (d, ?] = 7.3 Hz, 2 H, HAn0), 748 (m, 2 H,
HAr0Mg.metd) 7 43 und 7.34 (AA’BB*-Spinsystem, je 2 H, His), 7.35 (t, 3] = 7.5 Hz, 2 H,
HoArmta) 725 (t, 3] = 7.4 Hz, 1 H, HAwori) 6,90 (m, 2 H, HAOMom 516 (s, 1 H,
CH5;CCH), 4.51 (d, /] = 7.3 Hz, 2 H, CHOH), 3.80 (s, 3 H, OCH3), 2.26 (d, ’] = 7.1 Hz,
1 H, CHOH), 2.24 (d, }] = 7.4 Hz, 1 H, CHOH), 0.83 (s, 3 H, CH3CCH).
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13C-NMR (125 MHz, CD2Cl): 6 [ppm] = 158.8 (CAsirsi), 145.7 (Calndar, 145.6 (Calndar),
1431 (CAOMopar)| 134.6 (CAMOMipsr) 1315 (2 CAtOMgmers), 130.5 (2 CAnortid), 129.6
(Ctlndony 129.5 (Chlndni), 128.9 (2 CAnmeti) 126.8 (CArpard), 126.7 (Ctlndan), 126.6 (Chlndar,
114.3 (2 CAOMgomo) 82 3 (CHOH), 82.2 (CHOH), 55.8 (OCHs3), 53.9 (CH3CCH), 48.6
(CH;CCH), 20.8 (CH;CCH).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 383.3 (100) [M + Na]*, 743.4 (27) [2 M + Na]*.
Exakte Masse (ESI): C24H24O3Na*t ([M + Na]*), berechnet 383.1618, gefunden 383.1607.
cis-trans-98 (~1:1-Mischung von Diastereomeren): Schmelzpunkt: 96.5-98.3 °C.

IH-NMR (500 MHz, CD>Cl): 6 [ppm] = 7.63 (d, ’] = 7.3 Hz, 1 H, HAwm), 756 (d, 3] =
7.1 Hz, 1 H, HAmomo) 756 (d, 3] = 8.5 Hz, 1 H, HAOMgm) 749 (d, 5] = 8.7 Hz, 1 H,
HAOMgmta) 740 — 7.22 (m, 7 H, HAweu Hinda HAwar) 692 (d, 3] = 8.7 Hz, 1 H,
HAO0M9om0) 6,88 (d, 3] = 8.8 Hz, 1 H, HAOMo) 546 (d, 7] = 4.3 Hz, ~0.5 H,
CHOH#), 5.45 (d, }] = 4.2 Hz, ~0.5 H, CHOH#), 4.83 (s, ~0.5 H, CH;CCH), 4.81 (s,
~0.5 H, CH;CCH), 4.705 (d, }] = 4.5 Hz, ~0.5 H, CHOH®), 4702 (d, ] = 4.5 Hz,
~0.5 H, CHOH<), 3.795 (s, ~1.5 H, OCH3), 3.785 (s, ~1.5 H, OCH3), 1.78 (d, 7] =
4.6 Hz, ~0.5 H, CHOH%), 1.75 (d, ’] = 4.6 Hz, ~0.5 H, CHOH%), 1.06 (s, ~1.5 H,
CH3CCH), 1.05 (s, ~1.5 H, CH3CCH), 1.05 (d, ’] = 4.6 Hz, ~0.5 H, CHOH"), 1.00 (d,
5] = 4.6 Hz, ~0.5 H, CHOH"»).

13C-NMR (125 MHz, CD2Cly): 6 [ppm] = 159.2 (C9), 158.8 (C1), 145.12 (C4), 145.06 (C9),
143.7 (C9), 143.3 (C9), 142.1 (C9), 142.0 (C9), 135.2 (C4), 134.8 (C4), 131.6 (CH, 131.3 (CY),
130.5 (C1), 130.2 (CY, 129.6 (C), 129.4 (CA, 128.9 (C), 128.6 (CY), 127.4 (CY, 126.9 (CY),
125.7 (€, 125.6 (CY), 125.10 (CY), 125.08 (C), 114.7 (CY), 114.3 (CY), 81.7 (CHOH), 81.63
(CHOH), 81.55 (CHOH), 81.4 (CHOH), 56.16 (CH;CCH), 56.12 (CH;CCH), 55.79
(OCH3), 55.75 (OCH3), 55.1 (CH3CCH), 54.9 (CH3CCH), 15.6 (CH;CCH).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 383.3 (100) [M + Nal]*, 393.4 (72) [M + MeOH + HJ*,
743.4 (25) [2 M + Na]*.

Exakte Masse (ESI): C24H24O3Na*t ([M + Na]*), berechnet 383.1618, gefunden 383.1608.

Mischung von all-cis- und cis-trans-98: MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 383.3 (100)
[M + Na]*, 399.2 (52) [M + K], 424.2 (6) [M + MeCN + Na]*, 743.3 (33) [2 M + Na]*.

Elementaranalyse: C24H2403, berechnet C 79.97%, H 6.71%, gefunden C 79.04%,
H 6.95%.
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7.3.21 Cyclodehydratisierung von 2-((4-Methoxyphenyl)(phenyl)-methyl)-2-methylindan-
1,3-diol (all-cis- und cis-trans-98) zu rac-2-Methoxy-4b!-tribenzotriquinacen (rac-93)

OMe
OH Q
O’ HaPO, (85%, 74 mol%)
Xylol
OH Q 140 °C, 6 h
98 rac-93
cis-trans / all-cis = 4:1 24%

Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Kuck et al. durchgefithrt.[157]
Eine 4:1-Mischung aus ws-frans- und all-cis-Indandiol 98 (1.59 g, 4.40 mmol), Xylol
(20 mL) und ortho-Phosphorsiure (85%ig, 0.22 mL, 3.30 mmol, 74 mol%) wurde 6 h an
einem Dean-Stark-Wasserabscheider zum Ruckfluss erhitzt. Die heille, braun-schwarze
Reaktionsmischung wurde durch eine KoCOs3-Schicht (1.5 cm x 2.5 cm) filtriert und mit
heilem Xylol (25 ml) gewaschen. Das Losungsmittel des braunen Filtrats wurde im
Vakuum entfernt. Mittels zweifacher automatischer Sdulenchromatographie (Kieselgel
25 um, Ethylacetat (0-5% Gradient) in Cyclohexan und C18-Kieselgel, Wasser (48-6%
Gradient) in Acetonitril) wurde Methoxy-TBTQ rac-93 (338 mg) als farbloser Feststoff in

einer Ausbeute von 24% erhalten.
Schmelzpunkt: 87.3-89.9 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 7.48 (m, 3 H, H4), 7.45 (m, 1 H, H4), 7.37 (d,
3] = 8.4 Hz, 1 H, HAwme), 7.24 (m, 4 H, H4), 7.01 (d, /] = 2.3 Hz, 1 H, HAr0), 6.80 (dd,
5] = 8.4 Hz, *] = 2.4 Hz, 1 H, HArom) 451 (s, 1 H, CH), 4.47 (s, 1 H, CH), 4.46 (s, 1 H,
CH), 3.81 (s, 3 H, OCH3), 1.72 (s, 3 H, CHs).

13C-NMR (125 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 159.7 (C9), 146.9 (Cd), 145.9 (C9), 145.7 (Ci),
145.40 (C9), 145.35 (C9), 137.9 (Cd), 127.62 (C), 127.57 (C), 127.55 (CY), 127.46 (CY),
125.0 (C), 124.6 (C), 124.51 (C), 124.49 (C), 124.44 (C/, 113.7 (CY), 109.7 (CY), 63.7
(CH), 63.6 (CH), 62.9 (CH), 61.5 (C/CH3), 55.6 (OCH3), 27.7 (CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 325.2 (86) [M + HJ*, 342.2 (100) [M + NHa]*, 347.2 (34)
[M + Na]*.

Exakte Masse (ESI): C24H210* ([M + H]*), berechnet 325.1587, gefunden 353.1580.
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7.3.22 Entschiitzung von  rac-2-Methoxy-4b!-tribenzotriquinacen (rac-93) zu  rac-2-
Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen (rac-89) mit BBr3

Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Punna et al. durchgefithrt.l19 In
einem  ausgeheizten und mit  Argon  belifteten  Schlenkkolben — wurde
Methoxy-TBTQ 72¢-93 (67.8 mg, 0.21 mmol) in Dichlormethan (2 mL) vorgelegt. In die
gelbe Lésung wurde BBr3 (1.2 Aq., 25.0 ul., 0.26 mmol) unter Riihren {iber eine Spritze
durch ein Septum langsam hinzugetropft. Die braune Loésung wurde 1h bei
Raumtemperatur gerthrt und anschlieBend wurde langsam Fiswasser (5 mL)
hinzugegeben, bis sich kein Gas mehr entwickelte. Die Reaktionsmischung wurde mit
Ethylacetat (4 x 5 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit Wasser
(10 mL) und mit ges. wissr. NaCl-Losung (10 mL) gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet
und filtriert. Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum wurde ein gelbes Ol
(55.7 mg) erhalten. Mittels automatischer Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um,
Ethylacetat (2-20% Gradient) in Cyclohexan) wurde TBTQ-Alkohol 72c-89 (25.2 mg, Ry =
0.30 (10% Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 39%

erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 7.45 (m, 2 H, HA4), 7.40 (m, 2 H, H4), 7.27 (d,
3] = 8.3 Hz, 1 H, HAwe), 7.19 (m, 4 H, H4), 6.90 (d, /] = 2.2 Hz, 1 H, H4o9), 6.66 (dd,
5] = 8.2 Hz, 4] = 2.0 Hz, 1 H, HAmm) 4,61 (s, 1 H, OH), 4.46 (s, 1 H, CH), 4.40 (s, 2 H,
CH), 1.68 (s, 3 H, CHj).

BC-NMR (125 MHz, CDCl): d [ppm] = 155.4 (COH), 147.3 (C9), 145.9 (C9), 145.7 (C9),
145.4 (Ca), 145.3 (C9), 138.0 (C9), 127.66 (C?), 127.59 (C/), 127.56 (C%, 127.50 (C%), 125.2
(C), 124.55 (C)), 124.53 (C/), 124.49 (C)), 124.44 (C/), 115.0 (CH, 111.0 (C¥, 63.64 (CH),
63.56 (CH), 62.9 (CH), 61.5 (C«CHs3), 27.7 (CH3).

MS (-ESI, MeCN): m/z (%) = 309.0 (100) [M — H]~.

Exakte Masse (ESI): C23H19O* (M + HJ*), berechnet 311.1430, gefunden 311.1435.
HPLC: Daicel Chiracel OJ-H (chiral), 20 °C, sc-COz/iso-Propanol (0.75 mL/min),

Losungsmittelgradient: 99:1 (50 min), 99:1 — 90:10 (10 min), 90:10 (120 min), 230 nm;
Ry = 143 min (M)-89, Ry = 154 min (P)-89.
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7.3.23 Entschiitzung von  rac-2-Methoxy-4b!-tribenzotriquinacen (rac-93) zu  rac-2-
Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen (rac-89) mit HBr

Aliquat-336 (12 mol%)
HBr (47%)

Toluol
80°C,28h

Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von  Waghmode et al.
durchgefithrt.971 Zu einer Lésung von Methoxy-TBTQ rac-93 (190 mg, 0.59 mmol) in
Toluol (2 mL) wurde unter Rihren zuerst Aliquat-336 (12 mol%, 33.4 mg, 0.07 mmol),
dann wissr. HBr (47%ig, 0.22ml, 3.96 mmol) hinzugegeben. Die gelbe
Reaktionsmischung wurde 28 h bei 80 °C gerithrt. Anschlieend wurde Wasser (4 mL)
hinzugegeben und die Mischung wurde mit Ethylacetat (4 x 4 mlL) extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden tber MgSOs getrocknet und filtriert. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde ein braunes Ol (155 mg) erhalten.
Mittels automatischer Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-20%
Gradient) in Cyclohexan) wurde TBTQ-Alkohol 72-89 (48.9 mg, Ry = 0.24 (10%
Ethylacetat in Cyclohexan)) als hellbrauner Feststoff in einer Ausbeute von 27% erhalten.

Schmelzpunkt: 95.3-96.6 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 7.45 (m, 2 H, HA4), 7.40 (m, 2 H, H4), 7.27 (d,
3] = 8.2 Hz, 1 H, HAwe), 7.19 (m, 4 H, HY), 6.89 (d, ¥ = 1.9 Hz, 1 H, H45o9), 6.66 (dd,
3] = 8.6 Hz, 4] = 1.7 Hz, 1 H, HAmm) 458 (s, 1 H, OH), 4.46 (s, 1 H, CH), 4.40 (s, 2 H,
CH), 1.68 (s, 3 H, CHj).

13C-NMR (125 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 155.4 (COH), 147.3 (C1), 145.9 (C1), 145.7 (C9),
145.4 (Cd), 145.3 (C1), 138.0 (C9), 127.66 (C1), 127.59 (C), 127.56 (C1), 127.50 (CY), 125.2
(C), 124.55 (C), 124.53 (CY), 124.49 (CY), 124.44 (C), 115.0 (C), 111.0 (C), 63.64 (CH),
63.56 (CH), 62.9 (CH), 61.5 (C«CHs), 27.7 (CH3).

MS (+ESL MeCN): m/z (%) = 333.2 (100) [M + Nal*, 349.2 (25) [M + KJ*, 643.0 (32)
[2M + Nal*.

Exakte Masse (ESI): C23H19O* ([M + HJ*), berechnet 311.1430, gefunden 311.1432.
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7.3.24 Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 (AAV 4):  Acetylierung von 2-Hydroxy-4b!-
tribenzotriquinacen (89) zu 2-Acetoxy-4b!-methyltribenzotriquinacen (91)

AcCl (2 Aq.)

Pyridin
110°C,2.5h

89 91
Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von Raju ef al. durchgefiithrt.[18]
Zu einer Losung des TBTQ-Alkohols 89 in Pyridin wurde Acetylchlorid (2 Aq.) gegeben.
Die Suspension wurde 2.5h bei 110 °C gertihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur
wurde Salzsiure (2-3 M) hinzugegeben. Die Mischung wurde vier Mal mit Dichlormethan
(1:1) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges. wissr. NaHCOs-
Losung (1:1) gewaschen, tiber MgSO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde
im  Vakuum entfernt und der Rickstand wurde mittels automatischer

Sdulenchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat) aufgereinigt.

7.3.25 Acetylierung von rac-2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen (r2c-89) zu rac-2-Acetoxy-
4b!-methyltribenzotriquinacen (rac-91)

AcCl (2 Aq.)
_—

Pyridin
on 110 C,25h

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 4. Eine Suspension von TBTQ-Alkohol 7489
(196 mg, 0.63 mmol) und Acetylchlorid (90.2 pL, 1.26 mmol) in Pyridin (5.6 mL) wurde
2.5h bei 110 °C gerthrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde Salzsdure (3 M,
19.8 mL)) hinzugegeben. Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer
Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (1-10% Gradient) in Cyclohexan)
wurde Acetoxy-TBTQ 72¢-91 (133 mg, Ry= 0.33 (5% Ethylacetat in Cyclohexan)) als

farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 75% isoliert.
Schmelzpunkt: 96.6-98.6 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 7.42 (m, 5 H, HA4), 7.20 (m, 4 H, H4), 7.14 (d,
9] = 13 Hz, 1 H, HAw), 6.90 (dd, ’] = 8.2 Hz, 4] = 1.6 Hz, 1 H, HAY, 4.47 (s, 2 H,
CH), 4.45 (s, 1 H, CH), 2.28 (s, 3 H, C(O)CH3), 1.68 (s, 3 H, CHj).

15C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 169.9 (C(O)), 150.4 (C9), 147.0 (C9), 145.6 (C9),
145.5 (Cd), 145.3 (C9), 145.0 (C9), 143.2 (C9), 127.8 (CY), 127.69 (2 C), 127.66 (CY), 125.1
(Ch, 124.6 (2 C), 124.49 (CH, 124.45 (C%, 120.9 (C), 117.6 (CY), 63.7 (CH), 63.5 (CH),
63.1 (CH), 61.5 (C/CH3), 27.7 (CH3), 21.3 (C(O)CH3).
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MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 370.3 (6) [M + NH4]*, 375.2 (100) [M + Na]*, 727.2 (6)
[2 M + Nal*.

Exakte Masse (ESI): C2sH2102" (IM + HJ ), berechnet 353.1536, gefunden 353.1538.

7.3.26 Enzymscreening  fur  die  Esterverseifung  von  rac-2-Acetoxy-4bl-
methyltribenzotriquinacen (rac-91) zu 2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen (89) mit
verschiedenen Lipasen und Esterasen

Lipasen und Esterasen
Bromthymolblau (0.01%)

Phosphatpuffer (10 mM, pH 7.4)
Toluol
RT, 28 h

Eine Serie von 32 Lipasen und 2 Esterasen wurde auf ihre Hydrolyse-Aktivitit gegentiber
Acetoxy-TBTQ rac-91 getestet (Tabelle 7.10). Dazu wurde in einer Mikrotiterplatte mit
96 Wells eine Suspension des jeweiligen Enzyms (100 mg/mlL) in Phosphatpuffer
(10 mM, pH 7.4, 20 uL.) mit einer frisch angesetzten Losung von Bromthymolblau
(0.01%) in Phosphatpuffer (10mM, pH 7.4, 180 pl) versetzt. Fir jede
Enzymformulierung wurden 2 Wells vorbereitet. Zu jeweils einem der beiden Wells
wurde eine Losung von Acetoxy-TBTQ 7a¢-91 in Toluol (250 mM, 20 uL) gegeben. Die
Mikrotiterplatte wurde 28 h langsam bei Raumtemperatur geschiittelt. Dabei wurde der
Farbumschlag der einzelnen Ansitze von blau-griin nach gelb nach 0, 1, 2, 4, 6, 24 und
28 h kontrolliert. Fur diejenigen Vergleichs-Enzymmischungen, bei denen auch ohne
Ester 7ac91 ein Farbumschlag beobachtet wurde, wurde das Screening mit hoher

verdiinnten Enzymsuspensionen (1:10 oder 1:40) wiederholt.

Tabelle 7.10: Fir das Enzymscreening zur Esterverseifung von Acetoxy-TBTQ ra-91 verwendete Lipasen
und Esterasen.

Nr. Enzymname Herkunft Aktivitit Verdiinnung
ja(+) / nein(-)

01 Lipase CE 5 Amano - 1:10
02 Lipase L 5 Amano - -
03 Lipase R 10 Amano - -
04 Lipase D 20 Amano + -
05 Lipase AY 30 Amano - -
06 Lipase N Conc Amano - 1:10
07 Lipase PS immobilisiert auf toyonite-200-P.  Awmano - -
08 Lipase GC 4 Amano - -
09 Lipase PS immobilisiert auf diatomite Amano - -
10 Lipase R-10 Amano - -

11 Lipase F-AP 15 Amano - 1:10
12 Lipase G Amano - 1:10
13 Lipase M-AP 10 Amano - 1:10
14 Lipase AP6 Amano - 1:10
15 Lipase M 10 Amano - 1:10
16 Lipase PS SD Amano - -
17 Lipase AYS Amano - -
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Nr. Enzymname Herkunft Aktivitit Verdiinnung
ja(+) / nein(-)

18 Lipase immobilisiert TOYOBO - -

19 Lipase A (aspergillus niger) Amano - -
20 Lipase (penicillinm camamberti) Fluka - -
21 Lipase PS (pseudomonas cepacia) Amano - -
22 Lipase (hog pancreas) (unbekannt) - 1:10
23 Lipase AYG Amano - -
24 Lipase PS IM Amano - -
25 Lipase (hog pancreas) Fluka - 1:10
26 Lipase (porcine pancreas) Sigma - 1:10
27 Lipase AK Amano - 1:40
28 Lipase (rbizopus nivens) Sigma - 1:10
29 CAL-B lyophilisiert C-LEcta + 1:10
30 CAL-B immobilisiert C-LEcta + -

31 CAL-B immobilisiert Sigma + -
32 CAL-A immobilisiert Sigma + -
33 Eresterase (porcine liver) (unbekannt) - 1:10
34 Cholesterinesterase (pseudomonas) Boehringer M. — -

7.3.27 Parameterscreening  fir  die  Esterverseifung  von  rac-2-Acetoxy-4bl-
methyltribenzotriquinacen (r2¢-91) zu 2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen (89) mit
hydrolytisch aktiven Lipasen

Lipasen

Puffer (50 mM, pH 7.0-9.0)
Toluol oder MTBE
25-80°C, 24 h

Da Reaktionsansitze mit den Enzymformulierungen CAL-A (immobilisiert, Sigma
Aldrich), CAL-B (immobilisiert, Sigma Aldrich), CAL-B (immobilisiert, C-L.E¢ta), CAL-B
(Iyophilisiert, C-LLE¢ta) und Lipase D 20 (Amano) im qualitativen Aktivititsassay eine
Farbinderung anzeigten, wurden Aktivitit und Selektivitit dieser Enzyme gegeniiber
Acetoxy-TBTQ rac-91 daher in weiteren Reaktionsansitzen unter unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen tberprift. Dazu wurde eine Mischung aus Enzymformulierung
(5-52 mg) und Ester 7ac-91 (9-52 mg) in Puffer (AMP-Puffer: 50 mM, pH 9.0 oder
Phosphatpuffer: 50 mM, pH 7.0 oder pH 7.4, 0.5-10 mL)) und Ldsungsmittel (MTBE
oder Toluol, 0.05-10 mL) 24 h bei 25-80 °C geriithrt. AnschlieBend wurden die Phasen
getrennt und die wissrige Phase wurde mit MTBE oder Toluol gewaschen. Die vereinten
organischen Phasen wurden tber MgSO4 getrocknet. Von der organischen Lésung wurde
ein Teil (0.3—1.5 mL) in ein Glasgefd3 tiberfihrt und per chiraler HPLC analysiert, um
den Umsatz und den ee-Wert des gebildeten TBTQ-Alkohols 89 zu bestimmen
(Tabelle 7.11).
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Tabelle 7.11: Parameterscreening der gegeniiber Acetoxy-TBTQ rac-91 hydrolytisch aktiven Lipasen und
dessen Ergebnisse (Umsatz zu TBTQ-Alkohol 89, ¢e-Wert und E-Wert).

Lipase Menge Menge  Losungs- Pufferlel Temp. Umsatz ee- E-
Enzym  Substrat mittel (pH/Menge zu 89 Wert Wert
[mg]  [mg]  ([mL]) [mL]) [°Cl [l [%]
CAL-BR 25 50 MTBE (7) Phos. (7.0, 7) 50 3 88 17
CAL-Br 50 9 Toluol (0.05)  AMP (9.0,0.5) 25 16 84 15
CAL-BRI 52 52 Toluol (7) Phos. (7.0, 7) 80 6 94 36
CAL-Br 50 9 Toluol (0.05)  Phos. (7.4,0.5) 25 9 74 8
CAL-BPI 5 9 Toluol (0.05)  Phos. (7.4,0.5) 25 20 38 2
D 201 5 9 Toluol (0.05)  Phos. (7.4,0.5) 25 7 38 2
CAL-BHdI 49 9 Toluol (0.05)  Phos. (7.0,0.5) 25 23 88 25
CAL-B4I 51 9 Toluol (0.05)  AMP (9.0,0.5) 25 25 92 40
CAL-Ad 52 9 Toluol (0.05)  Phos. (7.0,0.5) 25 52 48 5
CAL-Ad 30 30 Toluol (10) Phos. (7.0, 10) 25 40 92 45

ll: C-LE¢ta (immobilisiert); Pl: C-LE¢ta (Iyophilisiert); < Amano; 1: Sigma Aldrich (immobilisiert); le: Phos.:
Phosphatpuffer; AMP: 2-Amino-2-methyl-1-propanol-Puffer.

7.3.28 Selektive Verseifung von rac-2-Acetoxy-4b!-methyltribenzotriquinacen (rac-91) zu
(M)-2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen ((M)-89) mit CAL-A

CAL-A (100 Gew.%)

(3 Q Ry

.. Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0 .‘ ..
S W it N W W
OAc

Toluol

25°C,30h
rac-91 (M)-89 (P)-91
33% 56%
>99% ee 64% ee

Eine Mischung aus Acetoxy-TBTQ 7291 (200 mg, 0.57 mmol) und CAL-A (200 mg,
Sigma  Aldrich, immobilisiert an Immobead 150, rekombinant aus _Aspergillus oryzae,
Aktivitit: 1612 U/g) in Toluol (50 mL) und Phosphatpuffer (50 mL, 50 mM, pH = 7.0)
wurde 30 h bei 25 °C mit 850 rpm gerithrt. Nach Zugabe von ges. wisst. NaCl-Losung
(15 mL) wurden die Phasen getrennt und die wissrige Phase wurde mit Dichlormethan
(3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tiber MgSOy getrocknet
und filtriert. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde ein farbloses,
viskoses Ol (293 mg) erhalten. Mittels automatischer Siulenchromatographie (Kieselgel
25 um, Ethylacetat (2-19% Gradient) in Cyclohexan) wurde in der ersten Fraktion
Acetoxy-TBTQ (P)-91 (111 mg, Ry= 0.41 (10% Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser
Feststoff in einer Ausbeute von 56% mit einem ee-Wert von 64% zuriickgewonnen. In
einer zweiten Fraktion wurde TBTQ-Alkohol (M)-89 (75.6mg, Ry= 0.20 (10%
Ethylacetat in Cyclohexan)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 33% mit einem
ee-Wert von >99% erhalten.

Acetoxy-TBTQ (P)-91 (64% e¢): 'H-NMR (500 MHz, CDCLy): 6 [ppm] = 7.42 (m, 5 H,
HA), 7.20 (m, 4 H, HY), 7.14 (d, ¥] = 1.6 Hz, 1 H, HAmm), 6.90 (dd, 7] = 8.2 Hz, #] =
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1.8 Hz, 1 H, H*), 4.47 (s, 2 H, CH), 4.44 (s, 1 H, CH), 2.28 (s, 3 H, C(O)CH3), 1.68 (s,
3 H, CH)).

13C-NMR (125 MHz, CDCLy): 6 [ppm] = 169.9 (C(O)), 150.4 (C9), 147.0 (C9), 145.6 (C9),
145.5 (C9), 145.3 (C9), 145.0 (C9), 143.2 (C9), 127.8 (CY), 127.69 (2 C), 127.66 (C/), 125.1
(Ch, 124.6 (2 C), 124.49 (CH, 124.45 (C%, 120.9 (C), 117.6 (CY), 63.7 (CH), 63.5 (CH),
63.1 (CH), 61.5 (C/CHs), 27.7 (CH3), 21.3 (C(O)CHs).

HPLC: Daicel Chiracel OJ-H (chiral), 20 °C, sc-COz/éso-Propanol (0.75 mL/min),
Lésungsmittelgradient: 99:1 (50 min), 99:1 — 90:10 (10 min), 90:10 (120 min), 230 nm;
Ry = 87 min (M)-91, R,> = 89 min (P)-91.

TBTQ-Alkohol (M)-89 (>99% e¢): Schmelzpunkt: 96.0-97.2 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL): § [ppm] = 7.44 (m, 2 H, H4), 7.39 (m, 2 H, H4), 7.27 (d,
3] = 7.4 Hz, 1 H, HAwe), 7.9 (m, 4 H, HY), 6.89 (d, /] = 2.2 Hz, 1 H, H4o9), 6.66 (dd,
3] = 8.2 Hz, 4] = 2.2 Hz, 1 H, HAmm) 4,62 (s, 1 H, OH), 4.46 (s, 1 H, CH), 4.40 (s, 2 H,
CH), 1.68 (s, 3 H, CHj).

13C-NMR (125 MHz, CDCL3): 6 [ppm| = 155.4 (COH), 147.3 (C1), 145.9 (C1), 145.7 (C9),
145.4 (Cd), 145.3 (C1), 138.0 (C9), 127.67 (CA), 127.59 (C), 127.56 (C1), 127.50 (CY), 125.2
(C), 124.56 (C), 124.53 (CY), 124.49 (C1), 124.44 (C), 115.0 (C), 111.0 (CY, 63.65 (CH),
63.57 (CH), 62.9 (CH), 61.5 (C1CHs), 27.7 (CH3).

HPLC: Daicel Chiracel OJ-H (chiral), 20 °C, sc-COz/éso-Propanol (0.75 mL/min),
Lésungsmittelgradient: 99:1 (50 min), 99:1 — 90:10 (10 min), 90:10 (120 min), 230 nm;
Ry = 143 min.

Spezifischer Drehwinkel: o = +60° (¢ = 1.00, CH>CL).

7.3.29 Aromatische Iodierung von (M)-2-Hydroxy-4b!-
methyltribenzotriquinacen (()-89) zu (P)-2-Hydroxy-3-iod-4b!-
methyltribenzotriquinacen ((P)-90)

O O

1) TFA (1 Aq.)
O..O RMES;‘ h O“O OH

(M)-89 (P)-90
24%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 2. Eine Mischung von TBTQ-Alkohol (M)-89
(70.0 mg, 0.23 mmol), N-lodsuccinimid (1.1 Aq,, 56.9mg, 0.25mmol) und
Trifluoressigsaure (17.3 pL,, 0.23 mmol) in Acetonitril 2 mL) wurde 47h bei
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Raumtemperatur gerithrt. AnschlieBend wurde abweichend von AAV 2 eiskaltes
Wasser (2 mL) hinzugegeben. Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer
Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-20% Gradient) in Cyclohexan)
wurde TBTQ-Iodphenol (P)-90 (23.2 mg, Ry = 0.43 (20% Ethylacetat in Cyclohexan)) als

blassgelber Feststoff in einer Ausbeute von 24% erhalten.
Schmelzpunkt: 189.1-192.3 °C (Braunfirbung der Probe ab 154 °C).

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.66 (s, 1 H, HArmal), 7.44 (m, 2 H, H"), 7.37
(m, 2 H, HA), 7.21 (m, 4 H, H4), 7.06 (s, 1 H, HAwmoOH) 513 (s, 1 H, OH), 4.45 (s,
1 H, CH), 4.38 (s, 2 H, CH), 1.67 (s, 3 H, CH»).

1BC-NMR (125 MHz, CDCls):  [ppm] = 154.3 (C1), 148.5 (C1), 145.5 (Cd), 145.4 (Ci),
145.2 (C9), 144.7 (C9), 140.1 (C9), 133.6 (CA), 127.83 (CA), 127.76 (CA, 127.75 (CH, 127.72

(Ch, 124.61 (CH, 124.56 (C), 124.46 (C1, 124.41 (C%), 110.7 (C?), 84.8 (C9), 63.6 (CH), 63.2
(CH), 62.5 (CH), 61.8 (C+CH3), 27.7 (CHs).

MS (=ESI, MeCN): m/z (%) = 434.8 (100) [M — HJ~.
Spezifischer Drehwinkel: oy = —62° (¢ = 1.02, CH2Cl).

Exakte Masse (ESI): C23Hi7IONa* ([M + Na]*), berechnet 459.0216, gefunden 459.0205.

7.3.30 Acetylierung von (M)-2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen ((M)-89) zu
(M)-2-Acetoxy-4b!-methyltribenzotriquinacen ((M)-91)

g AcCl (2 Aq.) O
O..O 11opygd|2n 5h O..O OAc
(m)-89 (M)-91

92%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 4. Eine Suspension von TBTQ-Alkohol (M)-89
(7.4 mg, 24 pmol) und Acetylchlorid (3.4 pL, 48 pmol) in Pyridin (1 mL) wurde 2.5 h bei
110 °C gerithrt. Nach Abkithlen auf Raumtemperatur wurde Salzsiure (2 M, 2 mlL)
hinzugegeben. Durch  Extraktion und  Aufreinigung mittels automatischer
Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (1-10% Gradient) in Cyclohexan)
wurde Acetoxy-TBTQ (M)-91 (7.7 mg, Ry= 0.43 (5% Ethylacetat in Cyclohexan)) als

farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 92% isoliert.

Schmelzpunkt: 96.2-98.9 °C.
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IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 7.41 (m, 5 H, HA4), 7.20 (m, 4 H, H4), 7.14 (d,
[ = 1.9 Hz, 1 H, HAm), 6.89 (dd, 3] = 8.2 Hz, 4] = 2.1 Hz, 1 H, HAY, 447 (5, 2 H,
CH), 4.44 (s, 1 H, CH), 2.28 (s, 3 H, C(O)CH3), 1.68 (s, 3 H, CHj).

BC-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 169.9 (C(O)), 150.4 (C9), 147.0 (C9), 145.6 (C4),
145.5 (C9), 145.3 (C4), 145.0 (C9), 143.2 (C9), 127.8 (C/), 127.69 (2 C, 127.67 (C/), 125.1
(C), 124.6 (2 CY), 124.50 (C!), 124.46 (C/), 120.9 (C4, 117.6 (C), 63.7 (CH), 63.5 (CH),
63.1 (CH), 61.5 (C4«CH3), 27.7 (CH3), 21.3 (C(O)CH3).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 375.2 (100) [M + Na]*, 391.1 (8) [M + K]*.

Spezifischer Drehwinkel: o) = +56° (¢ = 0.95, CH2Cly).

Exakte Masse (ESI): CasH20O2Nat ([M + Na]*), berechnet 375.1356, gefunden 375.1358.

7.3.31 Acetylierung von (P)-2-Hydroxy-4b!-tribenzotriquinacen ((P)-89) zu
(P)-2-Acetoxy-4b'-methyltribenzotriquinacen ((P)-91)

§9
n AcCl (2 Aq.)
.. Pyridin
O O 110°C, 2.5 h
OH
(P)-89 (P)-91

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 4. Eine Suspension von TBTQ-Alkohol (P)-89
(8.9 mg, 29 pmol) und Acetylchlorid (4.1 pL., 58 pmol) in Pyridin (1 mL) wurde 2.5 h bei
110 °C geriihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde Salzsiure (2 M, 2 mlL)
hinzugegeben. Durch  Extraktion und  Aufreinigung mittels automatischer
Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (1-10% Gradient) in Cyclohexan)
wurde Acetoxy-TBTQ (P)-91 (9.0 mg, Ry= 0.43 (5% Ethylacetat in Cyclohexan)) als

farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 89% isoliert.
Schmelzpunkt: 96.8-99.4 °C.

IH-NMR (500 MHz, CDCL3): 6 [ppm] = 7.41 (m, 5 H, HA4), 7.20 (m, 4 H, H4), 7.14 (d,
4] = 1.9 Hz, 1 H, HAmri) 6.90 (dd, ’] = 8.2 Hz, 4] = 2.1 Hz, 1 H, HAY), 447 (s, 2 H,
CH), 4.44 (s, 1 H, CH), 2.28 (s, 3 H, C(O)CH3), 1.68 (s, 3 H, CH3).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 169.9 (C(O)), 150.4 (C9), 147.0 (C9), 145.6 (C9),
145.5 (C9), 145.3 (C9), 145.0 (C9), 143.2 (C1), 127.8 (C1), 127.69 (2 CY, 127.67 (CA, 125.1
(C), 124.6 (2 C), 124.50 (C), 124.46 (C), 120.9 (CA, 117.6 (CY, 63.7 (CH), 63.5 (CH),
63.1 (CH), 61.5 (C/CHs3), 27.7 (CH3), 21.3 (C(O)CHs).
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MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 370.2 (3) [M + NH4]*, 375.2 (100) [M + Na]*, 391.1 (3)
M + KJ*, 727.1 3) [2 M + Na]*.

Spezifischer Drehwinkel: oy = —58° (¢ = 0.98, CH2Cl).

Exakte Masse (ESI): CosH21O2*" ([M + H]"), berechnet 353.1536, gefunden 353.1540.

7.4 Synthese chiraler Nitrile mittels Aldoximdehydratasen

7.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift 5 (AAV 5): Synthese von Oximen 122 aus

Aldehyden 135
o NH,OH* HCI (1.5 Aq.)
R%k Na,CO; (1.5 Aq.) R %NwOH
H —_—
R2 Hx0 R2
RT, 2-21 h
(RIS)-135 (RIS)-E/Z-122

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von  Metzner et al.
durchgefiihrt.?50 Der Aldehyd (R/S)-135 wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-
Hydrochlorid (1.5 Aq.) und Natriumcarbonat (1.5 Aq.) in Wasser gegeben und die
Reaktionsmischung wurde je nach Ansatz 2-21 h bei Raumtemperatur gerithrt. Bei sehr
schlechter Loslichkeit des Aldehyds wurde Ethanol zugesetzt. Die Umsetzung zum Oxim
wurde mittels DC (Cyclohexan/Ethylacetat) verfolgt. Nach vollstindigem Umsatz wurde
die Reaktionsmischung drei Mal mit FEthylacetat (1:1) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden tiber MgSOs getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt. Zur Isolierung der E- und Z-Isomere wurde das Rohprodukt
mittels Sdulenchromatographie oder mittels automatischer Saulenchromatographie

(Cyclohexan/Ethylacetat) aufgereinigt.

7.4.2 Kondensation von  rac-2-Phenylpropionaldehyd (rac-135b)  zu  rac-E/Z-2-
Phenylpropionaldoxim (rac-E/Z-122b)

NH,OH" HCI (1.5 Aq.)
_0 NayCOs (1.5 Ag.) _N.,
B — ] OH
H,0
RT,2.5h

rac-135b rac-E/Z-122b
99%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. rac-2-Phenylpropionaldehyd (72c-135b) (13.4 mL,
100 mmol) wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (10.4 g, 150 mmol)
und Na2CO3 (15.9 g, 150 mmol) in H2O (100 mL) gegeben und die farblose Suspension
wurde  2.5h  gerithrt.  Durch  Aufarbeitung und  Aufreinigung  mittels
Sdulenchromatographie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde rac-E/Z-2-
Phenylpropanaloxim (rae-F/ Z-122b) (14.8 g, Ry = 0.36 und Ry = 0.30) als farbloses Ol in

einer Ausbeute von 99% mit einem E/Z-Verhiltnis von 3:2 erhalten.
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Um das E- bzw. das Z-Isomer des Oxims anzureichern, wurden nacheinander kleine
Mengen von rac-E/Z-122b (0.75¢g, 0.55g, 0.20 g und 0.53 g) mittels automatischer
Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (3-24% Gradient) in Cyclohexan)
aufgetrennt.  So wurden in der ersten Fraktion ra-E-122b (0.47 g, Rp = 0.36
(Cyclohexan/Ethylacetat 7:1)) mit einem E/Z-Verhiltnis von 98:2 und in der zweiten
Fraktion rac-E/Z-122b (0.18 g, Ry = 0.36 und Rp = 0.30 (Cyclohexan/Ethylacetat 7:1))

mit einem E/Z-Verhaltnis von 1:1 jeweils als farbloses Ol erhalten.

rac-E-2-Phenylpropanaloxim (re-FE-122b): TH-NMR (500 MHz, CD2Cl): 6 [ppm] = 7.50
(d, ] = 6.1 Hz, 1 H, CHNOH), 7.38 (bs, 1 H, CHNOH), 7.34-7.23 (m, 5 H, H), 3.66
(qui, ’] = 6.9 Hz, 1 H, PHCH), 1.43 (d, }] = 7.1 Hz, 3 H, CH3).

13C-NMR (125 MHz, CD:ClL): § [ppm] = 155.3 (CNOH), 142.9 (Cit), 129.2 (Cr), 127.9
(Co), 127 4 (Crrd), 40.9 (CHCH3), 19.3 (CHCHS).

RP-HPLC: Macherey-Nage/ Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.0 mI./min,
40 °C, 220 nm, R,y = 11.3 min.

NP-HPLC: Daicel Chiracel OJ-H, n-Hexan/iso-Propanol 95:5, 0.7 mL/min, 20 °C,
220 nm, Ry = 34.7 min (5), R = 41.3 min (R).

rac-Z-2-Phenylpropanaloxim (rac-Z-122b): TH-NMR (500 MHz, CD2Clz): ¢ [ppm] = 7.69
(bs, 1 H, CHNOH), 7.34-7.23 (m, 5 H, H*), 6.81 (d, ’] = 7.3 Hz, 1 H, CHNOH), 4.41
(qui, ’] = 7.2 Hz, 1 H, PHCH), 1.41 (d, ’] = 7.1 Hz, 3 H, CH3).

13C-NMR (125 MHz, CD:Cly): 6 [ppm] = 155.3 (CNOH), 143.2 (Ci#%), 129.1 (C#), 127.7
(Co), 127.2 (Crrd), 35.5 (CHCH3), 19.0 (CHCHS).

RP-HPLC: Macherey-Nagel Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.0 mL/min,
40 °C, 220 nm, Ry = 12.8 min.

NP-HPLC: Daice/ Chiracel OJ-H, n-Hexan/#so-Propanol 95:5, 0.7 ml./min, 20 °C,

220 nm, Ry = 24.7 min (S), Rz = 38.0 min (R).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[250]
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7.4.3 Kondensation von rac-Melonal (rac-135¢) zu rac-E/ Z-2,6-Dimethylhept-5-enaloxim
(rac-E/ Z-122c¢)

NH,OH* HCI (1.5 Aq.)

w NerC0n (18R] M
X _0 H,0 X =N,

RT,21h
rac-135¢ rac-E/Z-122¢
99%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. rac-Melonal (rac-135¢) (14.0 g, 100 mmol) wurde
zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (10.4 g, 150 mmol) und Na,COs3
(15.9 g, 150 mmol) in H2O (100 mL) gegeben und die farblose Suspension wurde 21 h
gerithrt. Durch Aufarbeitung und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde rac-E/ Z-2,6-Dimethylhept-5-enaloxim (rac-E/ Z-122c)
(15.7 g, Ry = 0.35 und Rp = 0.29) als blassgelbes Ol in einer Ausbeute von 99% mit
einem E/Z-Verhiltnis von 1:2 erhalten.

OH

Um das E- bzw. das Z-Isomer des Oxims anzureichern, wurden nacheinander
kleine Mengen von rac-E/Z-122c¢ (0.77¢g und 0.80¢g) mittels automatischer
Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (3-19% Gradient) in Cyclohexan)
aufgetrennt. So wurden in der ersten Fraktion rac-E-2,6-Dimethylhept-5-enaloxim (rac-E-
122¢) (1.04 g, Ry = 0.35 (Cyclohexan/Ethylacetat 7:1)) mit einem E/Z-Verhiltnis von
85:15 und in der zweiten Fraktion rar-Z-2,6-Dimethylhept-5-enaloxim (rac-Z-122c)
(0.18 g, Ry = 0.29 (Cyclohexan/Ethylacetat 7:1)) mit einem E/Z-Verhiltnis von 5:95

jeweils als farbloses Ol erhalten.

rac-E-2,6-Dimethylhept-5-enaloxim (rae-E-122¢): TH-NMR (500 MHz, CD>Cly): 4 [ppm] =
7.34 (bs, 1 H, CHNOH), 7.27 (d, ’] = 6.9 Hz, 1 H, CHNOH), 5.09 (t, ’J = 7.2 Hz, 1 H,
(CH3):C=CH), 2.34 (h, }] = 6.9 Hz, 1 H, CHsCH), 1.99 (q, }] = 7.3 Hz, 2 H,
CH3;CHCH>CHb), 1.68 (s, 3 H, (CH3),C=CH), 1.60 (s, 3 H, (CH3),C=CH), 1.51-1.35 (m,
2 H, CH;CHCH2CH,), 1.06 (d, }] = 6.8 Hz, 3 H, CH5CH).

13C-NMR (125 MHz, CD2Cly): 6 [ppm] = 157.0 (CHNOH), 132.5 ((CH3)>C=CH), 124.4
((CH3:C=CH), 352 (CH;CHCH.CH,), 34.5 (CH3;CH), 26.0 ((CH3):C=CH), 25.9
(CH;CHCH,>CHb), 18.3 ((CH3)2C=CH), 17.9 (CH;CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 85°C Starttemperatur (17.5 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 165 °C Endtemperatur (3.5 min), Ry = 19.2 min, R> = 21.6 min.
rac-Z-2,6-Dimethylhept-5-enaloxim (rac-Z-122c): 'TH-NMR (500 MHz, CD2Clz): 6 [ppm] =
7.62 (bs, 1 H, CHNOH), 6.50 (d, ’J= 7.7 Hz, 1 H, CHNOH), 5.09 (t, ’]= 7.2 Hz, 1 H,
(CH3),C=CH), 3.10 (h, ’)] = 7.1 Hz, 1 H, CH;CH), 1.99 (q, ’)] = 7.3 Hz, 2 H,
CH;CHCH:CHy), 1.68 (s, 3 H, (CH3)2C=CH), 1.60 (s, 3 H, (CH3).C=CH), 1.51-1.35 (m,
2 H, CH;CHCH2CH>), 1.06 (d, ’] = 6.9 Hz, 3 H, CH3CH).
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13C-NMR (125 MHz, CD2Cb): ¢ [ppm] = 158.0 (CHNOH), 132.4 ((CH3)>C=CH), 124.5
((CH3)2C=CH), 35.3 (CH3CHCH:CH»), 29.7 (CH3CH), 26.3 ((CH3):C=CH), 206.0
(CHsCHCH2CH), 17.9 ((CH3).C=CH), 17.7 (CH5CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 85°C Starttemperatur (17.5 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 165 °C Endtemperatur (3.5 min), Ry = 19.2 min, R2 = 21.6 min.

7.44 Kondensation von rac-Citronellal (rac-135d) zu  rac-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-
enaloxim (rac-E/ Z-122d)

NH,OH" HCI (1.5 Aq.)

(\) NayCOs (1.5 Aq.) W
I —— N ~OH
)\/\/g\) H,0 ~ N*"

RT,3h
rac-135d rac-E/Z-122d
99%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. rac-Citronellal (ra--135d) (18.2 mL, 100 mmol)
wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (10.4 g, 150 mmol) und NaxCO3
(15.9 g, 150 mmol) in H,O (100 mL) gegeben und die farblose Suspension wurde 3 h
gerithrt. Durch Aufarbeitung und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde rac-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim (rac--E/Z-122d)
(16.7 g, Ry = 0.32 und Ry = 0.23) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 99% mit einem
E/Z-Verhiltnis von 1:1 erhalten.

rac-E=-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim (rac-E-122d): TH-NMR (500 MHz, CDCl3): ¢ [ppm] =
7.68 (bs, 1 H, CHNOH), 742 (t, ’] = 6.5 Hz, 1 H, CHNOH), 508 (m, 1 H,
(CH3)2.CCH), 2.37 (m, 1 H, CH2CHNOH), 2.24 (m, 1 H, CH2CHNOH), 2.04 (m, 1 H,
CH;CH), 1.99 (m, 2 H, (CH3):CCHCH), 1.68 (s, 3 H, (CH3),CCH), 1.60 (s, 3 H,
(CH3),CCH), 1.36 (m, 1 H, CH;CHCH2CHz), 1.23 (m, 1 H, CH3CHCH2CH>), 0.95 (d, ]
= 6.7 Hz, 3 H, CH3CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 160 °C, 2°C/min Temperaturrampe, 172.5°C Endtemperatur,
Ry = 42.2 min.

rac-Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim (rac-Z-122d): 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] =
8.05 (bs, 1 H, CHNOH), 6.74 (t, ’] = 55 Hz, 1 H, CHNOH), 5.08 (m, 1 H,
(CH3)2CCH), 2.37 (m, 1 H, CH2CHNOH), 2.24 (m, 1 H, CH2CHNOH), 2.04 (m, 1 H,
CH3;CH), 1.99 (m, 2 H, (CH3):CCHCHy), 1.68 (s, 3 H, (CH3).CCH), 1.60 (s, 3 H,
(CH3)2CCH), 1.36 (m, 1 H, CH;CHCH2CHy>), 1.23 (m, 1 H, CH;CHCH2CHy), 0.93 (d, 7]
= 0.7 Hz, 3 H, CH3CH).
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GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 160 °C, 2°C/min Temperaturrampe, 172.5°C Endtemperatur,
Ry = 42.2 min.

rac-E/ Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim  (rac-E/Z-122d): '3C-NMR (125 MHz, CD:Cl):
3 [ppm] = 152.6 (CNOH), 152.1 (CNOH), 132.0 (CH3)2C), 124.92 (CH3),CCH), 124.88
(CH3).CCH), 37.4 (CH,CHCHs), 372 (CH.CHCH:3), 369 (CH.CNOH), 32.3
(CH:CNOH), 315 (CH,CHCH3), 31.1 (CH.CHCHj), 26.01 ((CH3):C), 25.96
((CH3)2CCHCHy), 25.94 ((CH3),CCHCH,), 20.0 (CH,CHCH3), 19.8 (CH,CHCH3), 17.9
((CH3)20).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[313l

7.4.5 Kondensation von (R)-Citronellal (R)-135d) zu (R)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-
enaloxim ((R)-E/Z-122d)

NH,OH* HCI (1.5 Aq.)

? N82C03 (1.5 Aq) )\/\/‘\/\
—_— X OH
)\/\/k) H,O x N7

RT,6h
(R)-135d (R)-E/Z-122d
7%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. (K)-(+)-Citronellal ((R)-135d) (0.51 g, 3.0 mmol)
wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (0.31 g, 4.5 mmol) und NaxCOs
(0.48 g, 4.5 mmol) in HxO (5 mlL) gegeben und die farblose Suspension wurde 6 h
gerithrt. Durch Aufarbeitung und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde (R)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim ((R)-E/Z-122d)
(0.39 g, Ry = 0.34 und Ry = 0.24) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 77% mit einem
E/Z-Verhiltnis von ~1:1 erhalten.

(R)-E-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim ((R)-E-122d): TH-NMR (500 MHz, CDCL): § [ppm] =
742 (t, )] = 6.5 Hz, 1 H, CHNOH), 5.08 (m, 1 H, (CH3)>CCH), 2.37 (m, 1 H,
CHCHNOH), 2.24 (m, 1 H, CH,CHNOH), 2.04 (m, 1 H, CH;CH), 1.99 (m, 2 H,
(CH3),CCHCHy), 1.68 (s, 3 H, (CH3),CCH), 1.60 (s, 3 H, (CH3),CCH), 1.36 (m, 1 H,
CH3;CHCH2CH,), 1.23 (m, 1 H, CHsCHCH2CHb), 0.95 (d, ’] = 6.7 Hz, 3 H, CH3CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 160 °C, 2°C/min Temperaturrampe, 172.5°C Endtemperatur,
Ry = 42.2 min.

(R)-Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim ((R)-Z-122d): TH-NMR (500 MHz, CDCls): 8 [ppm] =
6.74 (t, 7] = 55 Hz, 1 H, CHNOH), 5.08 (m, 1 H, (CH3)>CCH), 2.37 (m, 1 H,
CH2CHNOH), 2.24 (m, 1 H, CH,CHNOH), 2.04 (m, 1 H, CH;CH), 1.99 (m, 2 H,
(CH3)>CCHCHYy), 1.68 (s, 3 H, (CH3)>CCH), 1.60 (s, 3 H, (CH3)>CCH), 1.36 (m, 1 H,
CH3;CHCH2CH,), 1.23 (m, 1 H, CHsCHCH2CHb), 0.93 (d, ’] = 6.7 Hz, 3 H, CH3CH).
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GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 160 °C, 2°C/min Temperaturrampe, 172.5°C Endtemperatur,
Ry = 42.2 min.

7.4.6 Kondensation von (8)-Citronellal ((5)-135d) zu (5)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-
enaloxim ((5)-E/Z-122d)

NH,OH* HCI (1.5 Aq.)

H (‘) N32C03 (1.5 Aq) )\/\/E\/\
: T . A\ #OH
)\/\/\) H,O X N7

RT,6h
(S)-135d (S)-E/Z-122d
82%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. (§)-(—)-Citronellal ((5)-135d) (0.48 g, 3.0 mmol)
wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (0.31 g, 4.5 mmol) und Na2COs
(0.48 g, 4.5 mmol) in HxO (5mlL) gegeben und die farblose Suspension wurde 6 h
gerithrt. Durch Aufarbeitung und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde (5)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim (($)-E/Z-122d)
(0.41 g, Ry = 0.32 und Ry = 0.25) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 82% mit einem
E/Z-Verhiltnis von ~1:1 erhalten.

(5)-E-3,7-Dimethyloct-G6-enaloxim ((5)-E-122d): 'H-NMR (500 MHz, CDCLy): 4 [ppm] =
742 (t, )] = 65 Hz, 1 H, CHNOH), 5.08 (m, 1 H, (CH3)>CCH), 2.37 (m, 1 H,
CHCHNOH), 2.24 (m, 1 H, CH,CHNOH), 2.04 (m, 1 H, CH;CH), 1.99 (m, 2 H,
(CH3),CCHCHb), 1.68 (s, 3 H, (CH3),CCH), 1.60 (s, 3 H, (CH3),CCH), 1.36 (m, 1 H,
CH3;CHCH2CH>), 1.23 (m, 1 H, CHsCHCH2CHb), 0.95 (d, ’] = 6.7 Hz, 3 H, CH3CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 160 °C, 2°C/min Temperaturrampe, 172.5°C Endtemperatur,
Ry = 42.2 min.

(5)-Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim ((5)-Z-122d): TH-NMR (500 MHz, CDCL): 6 [ppm] =
6.74 (t, 7] = 55 Hz, 1 H, CHNOH), 5.08 (m, 1 H, (CH3)>CCH), 2.37 (m, 1 H,
CHCHNOH), 2.24 (m, 1 H, CH,CHNOH), 2.04 (m, 1 H, CH;CH), 1.99 (m, 2 H,
(CH3)>CCHCHYy), 1.68 (s, 3 H, (CH3)>CCH), 1.60 (s, 3 H, (CH3)>CCH), 1.36 (m, 1 H,
CH3;CHCH2CH>), 1.23 (m, 1 H, CHsCHCH2CHb>), 0.93 (d, ’] = 6.7 Hz, 3 H, CH3CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min

Temperaturrampe, 160 °C, 2°C/min Temperaturrampe, 172.5°C Endtemperatur,
Ry = 42.2 min.
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7.4.7 Kondensation von (1R)-Myrtenal ((1R)-135¢) zu (1R)-E-6,6-
Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-en-2-carbaldehydoxim ((1R)-E-122e)

NH,OH* HCI (1.5 Aq.)

/o Na,CO5 (1.5 Aq.) /N,OH
HQO

60°C,20h

(1R)-135¢ (1R)-E-122e
48%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. (1K)-(—)-Myrtenal ((1R)-135e) (6.21 g, 40.0 mmol)
wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (4.17 g, 60.0 mmol) und Na2COs3
(6.36 g, 40 mmol) in H2O (50 mL) gegeben und die farblose Suspension wurde 20 h
abweichend von AAV 5 bei 60 °C gertihrt. Durch Aufarbeitung und Aufreinigung mittels
Sdulenchromatographie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat 10:1) wurde (1R)-E-06,6-
Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-en-2-carbaldehydoxim ((1R)-E-122e) (3.18 g, Ry = 0.34) als

farblose, feine Kristalle in einer Ausbeute von 48% ausschlief3lich als E-Isomer erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD2Cly): 6 [ppm] = 7.71 (s, 1 H, CHNOH), 7.48 (s, 1 H, CHNOH),
589 (m, 1 H, CH=CCHNOH), 2.74 (m, CH=CCHC(CHs),), 2.48-2.36 (m, 3 H,
CH2CH=C, CH=CCHCHy), 2.15 (m, 1 H, CHCH,CH=C), 1.32 (s, 3 H, C(CH3)2), 1.15
(d, *] = 8.9 Hz, 1 H, CH=CCHCH,), 0.81 (s, 3 H, C(CHz),).

13C-NMR (125 MHz, CD:Cl): 6 [ppm] = 152.0 (CHNOH), 143.3 (C/CHNOH), 132.0
(CH=C/CHNOH), 41.3 (CH=CCH), 41.1 (CHCH,CH=C), 38.1 (C(CHs)), 32.9
(CH,CH=C), 31.5 (CH=CCHCH,), 26.3 (C(CH3)5), 21.2 (C(CHs)»).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 110°C Starttemperatur (8 min), 10 °C/min
Temperaturrampe, 180 °C Endtemperatur (2 min), Ry = 13.6 min.

7.4.8 Kondensation von  (S)-Perillaaldehyd ((5)-135f) zu  (§)-E-4-(Prop-1-en-2-
yl)cyclohex-1-en-1-carbaldehydoxim (Perillartin) (($)-E-122f)

NH,OH* HCI (1.5 Aq.)

P Na,CO3 (1.5 Aq.) ,N-OH
> < > poo a5 Aq) | 2 < > y

RT, 2h
(S)-135f (S)-E-122f
62%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. (5)-(—)-Perillaaldehyd (($)-135f) (1.64 g,
10.0 mmol) wurde zu einer Lésung von Hydroxylamin-Hydrochlorid (1.04 g, 15.0 mmol)
und Na,COs3 (1.59 g, 15.0 mmol) in H2O (10 mL) gegeben und die farblose Suspension
wurde 2 h gertihrt. Abweichen von AAV 5 wurde das nach der Aufarbeitung erhaltene
Rohmaterial mittels Umbkristallisation aus Cyclohexan/Ethylacetat 7:1 aufgereinigt. Nach
Trocknung wurde (§)-Perillartin ((5)-E-122f) (1.04 ) als farblose, nadelférmige Kristalle

in einer Ausbeute von 62% ausschlieBlich als E-Isomer erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD2Cly): 6 [ppm] = 7.73 (s, 1 H, CHNOH), 7.70 (s, 1 H, CHNOH),
6.05 (m, 1 H, CH=CCHNOH), 4.74 (m, 2 H, CH,=CCH3), 2.41 (m, 1 H, CH=CCHy),
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232 (m, 1 H, CHCH,CH=C), 2.24-2.06 (m, 3 H, CHCH,CH=C, CH=CCHb,
CHCH,CH=C), 1.88 (m, 1 H, CH=CCH,CH>), 1.75 (s, 3 H, CH,=CCH3), 1.49 (m, 1 H,
CH=CCH,CHb).

13C-NMR (125 MHz, CDsCl): § [ppm] = 153.5 (CHNOH), 150.0 (C/CHNOH), 135.8
(CH=CsCHNOH), 133.0 (CH,=CsCH3), 109.2 (CH,=CsCH3), 41.4 (CHCH,CH=C9),
318 (CHCH,CH=Cs), 27.4 (CH=C/«CH,CH,), 244 (CH=CsCH.CHj), 21.0
(CH,=CsCHs).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 130°C Starttemperatur (8 min), 10 °C/min
Temperaturrampe, 180 °C Endtemperatur (2 min), Ry = 12.5 min.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[270]

7.4.9 Allgemeine Arbeitsvorschrift 6 (AAV 6): Synthese von Nitrilen 123  aus

Oximen 122
R%@%NWOH Cu(OAC); (1-10 mol%) R1YCN
R2 MeCN R2
90°C > RT, 3-22h
(RIS)-EIZ-122 (RIS)-123

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von Ma et al. durchgefithrt.?44 Zu
einer Losung des Oxims (R/S)-E/Z-122 in Acetonitril wurde Kupfer!l-acetat (1-10 mol%)
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde je nach Ansatz 3-22 h unter Rihren zum
Riickfluss erhitzt. Die Umsetzung zum Nitril wurde mittels DC (Cyclohexan/Ethylacetat)
verfolgt. Nach vollstindigem Umsatz wurde das Losungsmittel der Reaktionsmischung
im Vakuum entfernt. Die Isolierung des Nitrils erfolgte tber zwei unterschiedliche
Varianten:

I) Der Ruckstand wurde ohne wissrige Aufarbeitung direkt mittels
Saulenchromatographie oder automatischer Saulenchromatographie
(Cyclohexan/Ethylacetat oder MTBE) aufgereinigt.

IT) Der Rickstand wurde in Wasser und ges. wissr. NaCl-Losung aufgenommen
und die Mischung wurde drei bis vier Mal mit Ethylacetat (1:1) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden tiber MgSOs getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Ruckstand wurde mittels Sdulenchromatographie

oder mittels automatischer Siulenchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat) aufgereinigt.

7.4.10 Cu-katalysierte Dehydratisierung von rac-E/Z-2-Phenylpropionaldoxim (rac-E/Z-
122b) zu rac-2-Phenylpropionitril (rac-123b)

_No, Cu(OACc), (1 mol%)
OH ——————> CN
MeCN
90°C,3h

rac-E/Z-122b rac-123b
98%

Die Synthese etfolgte analog 2zu AAV 6. Eine Losung von rac-E/Z-2-
Phenylpropanaloxim (rac-E/Z-122b) (0.31 g, 2.10 mmol) in Acetonitril (5 mL) wurde mit
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Kupferacetat (1 mol%, 3.8 mg, 0.02 mmol) 3 h unter Rithren zum Riickfluss erhitzt.
Durch  Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, MTBE) wurde
rac-2-Phenylpropionitril (rac-123b) (0.26 g, Ry = 0.92) als blassgelbes Ol in einer Ausbeute

von 98% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD2Cl): 6 [ppm] = 7.41-7.32 (m, 5 H, H4), 3.92 (q, ] = 7.3 Hz,
1 H, CHCN), 1.63 (d, ] = 7.3 Hz, 3 H, CHj).

13C-NMR (125 MHz, CD>Cl): 6 [ppm]| = 138.0 (Ci#), 129.6 (Cretdy, 128.5 (Crard), 127.3
(o), 122.2 (CN), 31.8 (CHCH3), 21.8 (CHCHS).

RP-HPLC: Macherey-Nage/ Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.0 mI./min,
40 °C, 210 nm, Ryy = 21.0 min.

NP-HPLC: Daice/ Chiracel OJ-H, n-Hexan/iso-Propanol 95:5, 0.7 mL/min, 20 °C,
220 nm, Ry = 16.5 min (R), R = 17.5 min ().

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[250]

7.4.11 Cu-katalysierte Dehydratisierung von rac-E/Z-2,6-Dimethylhept-5-enaloxim (rae-
E/Z-122c¢) zu rac-2,6-Dimethylhept-5-encarbonitril (rac-123c)

PO U S |
e T,
X z N““OH MeCN X CN

90°C, 22 h
rac-E/Z-122¢ rac-123c
49%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Losung von rac-E/ Z-2,6-Dimethylhept-5-
enaloxim (rac-E/Z-122¢) (3.10 g, 20.0 mmol) in Acetonitril (20 mL) wurde mit
Kupferacetat (2 mol%, 72.9 mg, 0.40 mmol) 22 h unter Rihren zum Ruckfluss erhitzt.
Durch Extraktion und Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde rac-2,6-Dimethylhept-5-encarbonitril
(rac-123c) (1.34 g, Ry = 0.53) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 49% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDsCl): 6 [ppm] = 5.11 (m, 1 H, (CH3):C=CH), 2.66 (m, 1 H,
CH5CH), 2.22 (m, 2 H, CH;CHCH2CHb), 1.78-1.57 (m, 2 H, CH;CHCHCH>), 1.76 (s,
3 H, CH3£C=CH), 1.70 (s, 3 H, CH32C=CH), 1.37 (d, ’] = 7.1 Hz, 3 H, CH3CH).

BC-NMR (125 MHz, CD2Cl): § [ppm] = 133.9 ((CH3):C=CH), 123.7 (CN), 122.9
((CH5).C=CH), 34.7 (CHsCHCH:CHz), 26.03 (CH3CHCH:CH.), 25.96
(CH;CHCH2CH»), 25.4 (CH32C=CH), 18.4 (CH3“C=CH), 18.0 (CH3;CHCH2CHy).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 85°C Starttemperatur (17.5 min), 40 °C/min

Temperaturrampe, 165 °C Endtemperatur (3.5 min), Ry = 14.1 min, R> = 15.1 min.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[314
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7.4.12 Cu-katalysierte Dehydratisierung von rac-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim (rac-
E/Z7-122d) zu rac-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitril (rac--123d)

W OH CuDAd)2 @ malt) )\/\/i/
_—
= SN MeCN X CN

90°C,35h
rac-E/Z-122d rac-123d
61%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Loésung von rac-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-
enaloxim (rac-E/Z-122d)  (3.39 g, 20 mmol) in Acetonitril (20 mL) wurde mit
Kupferacetat (2 mol%, 72.3 mg, 0.40 mmol) 3.5 h unter Rihren zum Ruckfluss erhitzt.
Durch Extraktion und Aufreinigung mittels Sidulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde rac-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitril (ra-123d) (1.86 g,
Ry = 0.55) als blassgelbes Ol in einer Ausbeute von 61% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD2Cl): 4 [ppm] = 5.09 (t, ] = 7.2 Hz, 1 H, (CH3),C=CH), 2.32
(dd, 2] = 16.7 Hz, ] = 5.6 Hz, 1 H, CH2CN), 2.23 (dd, 2] = 16.7 Hz, }] = 7.0 Hz, 1 H,
CH:CN), 2.01 (m, 2 H, C=CHCHy), 1.84 (0, ’] = 6.7 Hz, 1 H, (CH;CH), 1.68 (s, 3 H,
CH3EC=CH), 1.61 (s, 3 H, CH3?C=CH), 1.44 (m, 1 H, CH;CHCH2CH,), 1.33 (m, 1 H,
CH3;CHCH2CH>), 1.05 (d, ’] = 6.7 Hz, 3 H, CH3CH).

13C-NMR (125 MHz, CD,CL): § [ppm] = 132.6 ((CH3):C=CH), 124.1 ((CH3)2C=CH),
119.5 (CN), 364 (CH;CHCH.CH,), 30.6 (CHsCH), 26.0 (CH3;*C=CH), 258
(C=CHCH,), 24.9 (CH,CN), 19.7 (CH;CH), 17.9 (CH5*C=CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 160 °C, 2°C/min Temperaturrampe, 172.5°C Endtemperatur,
Ry = 32.2 min (5), R = 32.9 min (R).

7.4.13 Cu-katalysierte  Dehydratisierung  von  (R)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim
(R)-E/Z-122d) zu (R)-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitril ((R)-123d)

)\/\/‘\/\ O CulORS)2 (2 mol%) )\/\/‘\/
H —— == "7
A \Nr" MeCN XN CN

90°C, 5 h
(R)-E/Z-122d (R)-123d
82%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Losung von (R)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-
enaloxim ((R)-E/Z-122d) (98.9 mg, 0.59 mmol) in Acetonitril (2mL) wurde mit
Kupferacetat (2 mol%, 2.2 mg, 0.12 mmol) 5h unter Rithren zum Riickfluss erhitzt.
Durch Extraktion und Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 7:1)  wurde  (R)-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitril ((R)-123d)
(72.7 mg, Ry = 0.59) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 82% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 5.07 (t, }] = 7.1 Hz, 1 H, (CH3):C=CH), 2.33
(dd, 2] = 16.6 Hz, }] = 5.6 Hz, 1 H, CH2CN), 2.24 (dd, 2] = 16.6 Hz, }] = 7.1 Hz, 1 H,
CH:2CN), 2.01 (m, 2 H, C=CHCH3), 1.87 (o0, ’] = 6.6 Hz, 1 H, (CH;CH), 1.69 (s, 3 H,
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CH3EC=CH), 1.61 (s, 3 H, CH32C=CH), 1.46 (m, 1 H, CH;CHCH,CH,), 1.34 (m, 1 H,
CH3;CHCH2CH>), 1.08 (d, ’] = 6.7 Hz, 3 H, CH3CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 160 °C, 2 °C/min Temperaturrampe, 172.5 °C Endtemperatur,
Ry = 33.3 min (5) 9%), Rz = 33.7 min (R) (91%).

7.4.14 Cu-katalysierte — Dehydratisiertung  von  (5)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-enaloxim
(($)-E/ Z-122d) zu (5)-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitril ((5)-123d)

o pon Seoteam s
H .
x SN MeCN S CN

90°C, 5 h
(S)-Eiz-122d (S)-123d
65%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Losung von (5)-E/Z-3,7-Dimethyloct-6-
enaloxim ((5)-E/Z-122d) (98.1 mg, 0.59 mmol) in Acetonitrii (2 ml) wurde mit
Kupferacetat (2 mol%, 2.4 mg, 0.12 mmol) 5h unter Rithren zum Riickfluss erhitzt.
Durch Extraktion und Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde (5)-3,7-Dimethyloct-6-encarbonitril ((5)-123d)
(57.3 mg, Ry = 0.57) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 65% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 5.07 (t, }] = 7.1 Hz, 1 H, (CH3):C=CH), 2.33
(dd, 2] = 16.1 Hz, }] = 5.6 Hz, 1 H, CH2CN), 2.24 (dd, 2] = 16.6 Hz, }] = 6.8 Hz, 1 H,
CH:2CN), 2.01 (m, 2 H, C=CHCHy), 1.87 (0, ’] = 6.7 Hz, 1 H, (CH;CH), 1.69 (s, 3 H,
CH3EC=CH), 1.61 (s, 3 H, CH3?C=CH), 1.45 (m, 1 H, CH;CHCH2CH,), 1.34 (m, 1 H,
CH3;CHCH2CH>), 1.08 (d, ’] = 6.7 Hz, 3 H, CH5CH).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 70°C Starttemperatur (37 min), 40 °C/min
Temperaturrampe, 160 °C, 2 °C/min Temperaturrampe, 172.5 °C Endtemperatur,
R/ = 32.8 min () (99%), Rz = 34.4 min (R) (1%).

7.4.15 Cu-katalysierte Dehydratisierung von (1R)-E-6,6-Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-en-
2-carbaldehydoxim ((1R)-E-122e) zu (1R)-6,6-Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-en-2-
carbonitril ((1KR)-123e)

N-OH  Cu(OAc)z (2 mol%)
/ —_—
MeCN CN
90°C~RT,19.5h

(1R)-E-122¢ (1R)-123e
59%

Die Synthese erfolgte analog 2zu AAV 6. FEine Losung von (1R)-E-6,6-
Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-en-2-carbaldehydoxim ((1R)-E-122¢) (0.49 g, 3.00 mmol) in
Acetonitril (10 mL) wurde mit Kupferacetat (2 mol%, 10.9 mg, 0.06 mmol) 3.5 h unter
Rithren zum Rickfluss erhitzt und anschlieBend abweichend von AAV 6 zusitzliche 16 h
bei Raumtemperatur gerithrt. Durch Extraktion wund Aufreinigung mittels
Sdulenchromatographie  (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat 7:1) wurde (1R)-06,6-
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Dimethylbicyclo[3.1.1]Thept-2-en-2-carbonitril ((1K)-123e)  (0.26 g, Ry =10.60)  als
blassgelbes Ol in einer Ausbeute von 59% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD:CL): 6 [ppm] = 6.56 (m, 1 H, CH=CCN), 2.50 (m, 1 H,
CH=CCHCHy), 2.46 (m, 1 H, CH,CH=C), 2.43 (m, 1 H, CH,CH=C), 2.39 (m, 1 H,
CHCH,CH=C), 2.15 (m, 1 H, CH=CCHC(CHs)2), 1.32 (s, 3 H, C(CH3),), 1.24 (d, 7] =
9.4 Hz, 1 H, CH=CCHCHb), 0.88 (s, 3 H, C(CH3)2).

13C-NMR (125 MHz, CD.Cl): 6 [ppm] = 142.8 (CH=CCN), 121.3 (CH=CCN), 119.0
(CH=CCN), 452 (CH=CCHC(CHs)), 40.5 (CHCH,CH=C), 38.6 (C(CHs);), 33.2
(CH=CCHCH,), 31.7 (CHCH2CH=C), 25.9 (C(CH3)2), 21.2 (C(CHs),).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 110°C Starttemperatur (8 min), 10 °C/min
Temperaturrampe, 180 °C Endtemperatur (2 min), Rz = 9.0 min.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[313]

7.4.16 Cu-katalysierte Dehydratisierung von (§)-Perillartin ((5)-E-122f) zu (§)-4-(Prop-1-
en-2-yl)cyclohex-1-encarbonitril ((5)-123f)

N-OH  Cu(OAc), (2 mol%)
O e X e
90 °C ~ RT, 19.5h
(S)-E-122f (S)-123f
62%
Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Losung von (§)-Perillartin ((5)-E-122f)
(0.50 g, 3.0 mmol) in Acetonitril (10 mL) wurde mit Kupferacetat (2 mol%, 10.9 mg,
0.06 mmol) 3.5 h unter Rithren zum Ruckfluss erhitzt und anschlieBend abweichend von
AAV 6 zusitzliche 16h bei Raumtemperatur gerithrt. Durch Extraktion und
Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat 7:1)
wurde (§)-4-(Prop-1-en-2-yl)cyclohex-1-encarbonitril ((5)-123f) (0.28 g, Ry = 0.42) als
blassgelbes Ol in einer Ausbeute von 62% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD»CL): 6 [ppm] = 6.64 (m, 1 H, CH=CCN), 4.78 (m, 1 H,
CH2=CCHy), 471 (m, 1 H, CH,=CCH3), 2.32 (m, 1 H, CHCH2CH=C), 2.30 (m, 2 H,
CH=CCHy), 2.19 (m, 1 H, CHCH,CH=C), 2.09 (m, 1 H, CHCH,CH=C), 1.87 (m, 1 H,
CH=CCH,CHb), 1.74 (s, 3 H, CH,=CCH3), 1.51 (m, 1 H, CH=CCH,CH>).

13C-NMR (125 MHz, CD,Cl): 6 [ppm] = 148.8 (CH,=CCHs), 145.2 (CH,=CCH), 120.1
(CN), 112.5 (CH=CCN), 109.9 (CH=CCN), 39.8 (CHCH,CH=C), 31.5 (CHCH.CH=C),
27.6 (CH=CCH:CHb,), 26.9 (CH=CCH2CHb), 20.9 (CH,=CCHy).

GC:  Macherey-Nagel  Lipodex E, 130°C Starttemperatur (8 min), 10 °C/min
Temperaturrampe, 180 °C Endtemperatur (2 min), R = 6.2 min.
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7.4.17 Uberexpression der Oxds

Die Uberexpressionen der Oxds erfolgten in Anlehnung an die Literaturvorschrift von
Metzner et al.?>1  Fir die Vorkultur wurde LB-Medium (10 mL) und je nach
Antibiotikaresistenz des E. c/i-Klons Kanamycin (50 pg/mL) (OxdA, OxdRE, OxdRG
und OxdFG) bzw. Catbenicillin (100 pg/mL) und Chloramphenicol (34 pg/mL) (OxdB)
in einem 100 mL-Erlenmeyerkolben mit dem entsprechenden rekombinanten E. co/-Klon
beimpft und 24 h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.

Fir  die  Hauptkultur ~ wurde  Autoinduktionsmedium  (100-450 ml,
Zusammensetzung fir 1 L: TB-Medium (890 mL, pH 7.0), Glucose (10 mI., 50 g/L) und
Lactose (100 mL, 20g/L)) in 100-500 mL-Eflenmeyerkolben mit der Vorkultur
(1.0 Vol.%) beimpft und Kanamycin (50 pg/mL) (OxdA, OxdRE, OxdRG und OxdFG)
bzw. Catbenicillin (100 pg/mL) und Chloramphenicol (34 pg/mlL) (OxdB) hinzugefligt.
Die Kultur wurde 1 h bei 37 °C und 180 rpm und anschlieBend 72 h bei 180 rpm und
15 °C (OxdA, OxdRE, OxdRG und OxdFG) bzw. 30 °C (OxdB) inkubiert.

Zum Ernten der Zellen wurde die Kultur 15 min bei 4 °C und 4000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abdekantiert und das Enzympellet wurde zweifach mit
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation unter den
gleichen Bedingungen und Abdekantieren des Uberstandes wurde das Pellet gewogen, um
die Biofeuchtmasse (BFM) zu bestimmen. SchlieBlich wurde das Pellet in Phosphatpuffer
(50 mM, pH 7.0) resuspendiert, um eine 50- bis 100-fach konzentrierte Zellsuspension zu
erhalten, die in einem mdoglichst kleinen Gefial3 mit Argon tUberschichtet bei 4 °C gelagert
wurde. Die SDS-PAGE zur Uberpriifung der Expressionslevel der Oxds wurden von
Betke und Oike durchgefiihrt.[?78]

Die verwendeten Plasmide der Oxds fiir die Transformation in E. ¢/ sind in
Tabelle 7.12 aufgelistet. Die jeweiligen Gen- und Proteinsequenzen sowie weitere
Eigenschaften der Oxds konnen aus den angegebenen Literaturstellen entnommen

werden.

Tabelle 7.12: Verwendete Plasmide der Oxds fur die Transformation in E. co/i.

Vektor/Plasmid Quellorganismus Oxd Herkunft

pET28_OxdA(C) Pseundomonas chlororaphis B23 OxdAl272273] Arbeitsgruppe Asano
pUC19_0OxdB Bacillus sp. OxB-1 OxdBR™ Arbeitsgruppe Asano
pET28_OxdRE(N)  Rhodococcus sp. N-771 OxdREIZ7] Thermo Fisher Scientific
pET28_OxdRG(N)  Rhodococcus globernlus A-4 OxdRGI?76] Thermo Fisher Scientific
pET28_OxdFG(N)  Fusarium graminearnm MAFF305135  OxdFGE™ Thermo Fisher Scientific
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7.4.18 Allgemeine Arbeitsvorschrift 7 (AAV 7): Aktivititsassay fiir die Biotransformation

von Oximen 122 zu Nitrilen 123 mit Oxds
a) Oxd (BFM, 50 pL)

Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
insg. 500 pL Reaktionsvolumen

R! sNPFOH 8°C, 850 rpm, 1 min R!_.CN
R2 b) I) HCI (100 mM in H,0, 200 pL), MeCN (300 pL) R2
oder 1) CH,Cl, (500 L)
(RIS)-E/Z-122 (RIS)-123

(200 mM in DMSO, 12.5 pL)
Der Aktivititsassay der Oxds erfolgte in Anlehnung an die Literaturvorschrift von
Metzner et al..>] Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) wurde in einem 1.5 mL-Eppendorf-
Gefil3 vorgelegt. Der Puffer wurde in einem Thermomixer auf 8 °C gekuhlt. Nach
Zugabe der Oxd-Zellsuspension (50 uL.) wurde die Mischung 5 min unter Schitteln mit
850 rpm inkubiert. Zum Start der Reaktion wurde das Aldoxim 122 (200 mM in DMSO,
12.5 uL) hinzugegeben. Die Menge des Phosphatpuffers wurde so gewihlt, dass das
Reaktionsvolumen bei einer Substratkonzentration von 5mM und einer DMSO-
Konzentration von 2.5 Vol.% insgesamt 500 pL. betrug. Die Reaktionsmischung wurde
1 min bei 8 °C mit 850 rpm geschiittelt. Der Abbruch der Reaktion und die Analyse der
Mischung erfolgten je nach Substrat Giber zwei unterschiedliche Varianten:

I) Zu der Reaktionsmischung wurde HCI (100 mM in H>O, 200 pL) und MeCN
(300 uL) hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung zentrifugiert (21500 g,
4 °C, 5 min). Der Uberstand (800 ul.) wurde in ein weiteres Eppendorf-Gefil3 iiberfithrt
und erneut zentrifugiert (21500 g, 4 °C, 5 min). SchlieBlich wurde der Uberstand (700 ulL.)
in ein Glasgefa3 gegeben und der Inhalt per reversed phase-HPLC analysiert.

IT) Zu der Reaktionsmischung wurde CH2Clz (500 pL) hinzugegeben. Die wissrige
Phase wurde durch Schiitteln extrahiert, kurz zentrifugiert und die organische Phase
abgetrennt. Auf diese Weise wurde die wissrige Phase noch zwei weitere Male mit CH2Cl»
(jeweils 500 uL) extrahiert. Die organischen Phasen wurden in einem 2 ml-Messkolben
vereint und mit CH2Cl> auf ein Volumen von 2ml aufgefillt. Der Inhalt des
Messkolbens wurde schlief3lich in ein Glasgefal3 tiberfiihrt und per chiraler GC analysiert.

In beiden Varianten wurde Umsatz mit Hilfe von Kalibrierreihen tber die
Peakfliche des Produkts bestimmt. Die Enzymaktivitit A (U/mg@ryy) kann nach
Gleichung (II) tber die Variablen yniwi (Anteil des Nitrils in der Reaktionsmischung),
V (Gesamtvolumen der Assayprobe (mL)), f (Verdinnungsfaktor der Zellsuspension),
t (Reaktionszeit (min)), v (Volumen der Zellsuspension (mL)) und Boxa (BFM der Oxd

(mg/L)) berechnet werden.
— XNitril.V‘f (II)

t'V.B Oxd
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7.4.19 Aktivititsassay fur die Biotransformation der Aldoxime 122a-f

a) Oxd (BFM, 50 pL)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
insg. 500 uL Reaktionsvolumen

1 ~ OH o : 1
RYH\Nprv 8°C, 850 rpm, 1 min R._~CN
R2 b) 1) HCI (100 mM in H,O, 200 pL), MeCN (300 pL) R2
oder 1) CH,Cl, (500 pL)
(RIS)-E/Z-122a-f (RIS)-123a-f

(200 mM in DMSO, 12.5 L)

R1
A
R R2 EIZ iﬁz Eiz

@ 5:95 e(1R) @“ 100:0
“h :
b (rac) @ CHs 590§520 £(S) Y@ 100:0

I3

= + 85:15
CHs 5:95

+ .
d (rac) M H 50:50

Der Aktivititsassay erfolgte analog zu AAV 7. Fir die Substrate 122a-b wurde zur
Aufarbeitung der Reaktion Methode I) verwendet, fiir die Substrate 122c-f Methode 1I).
Die Ergebnisse der Aktivititsassays sind in Tabelle 7.13 dargestellt.

Tabelle 7.13: Ergebnisse aus den Aktivitdtsassays fiir die Biotransformationen der Substrate 122a-f mit
den Oxds OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG.

Substrat E/Z Oxd Aktivitit
[U/mg@rw)]
122a 5:95 A 0.22
122a 5:95 B 0.61
122a 5:95 RE 0.22
122a 5:95 RG 0.38
122a 5:95 FG 0.16
122b 98:2 A 0.10
122b 98:2 B 0.26
122b 98:2 RE 0.14
122b 98:2 RG 0.26
122b 98:2 FG 0.11
122b 50:50 A 0.10
122b 50:50 B 0.27
122b 50:50 RE 0.16
122b 50:50 RG 0.26
122b 50:50 FG 0.14
122¢ 85:15 A 0.05
122¢ 85:15 B 0.19
122¢ 85:15 RE 0.05
122¢ 85:15 RG 0.06
122¢ 85:15 FG 0.03
122¢ 5:95 A 0.01
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Substrat E/Z Oxd Aktivitit
[U/mg@rw)]

122¢ 5:95 B 0.08
122¢ 5:95 RE 0.04
122¢ 5:95 RG 0.07
122¢ 5:95 FG 0.04
122d 50:50 A 0.08
122d 50:50 B 0.17
122d 50:50 RE 0.06
122d 50:50 RG 0.08
122d 50:50 FG 0.04
122¢ 100:0 A 0.005
122¢ 100:0 B 0.01
122¢ 100:0 RE 0.004
122¢ 100:0 RG 0.004
122¢ 100:0 FG 0.006
122f 100:0 A 0.01
122f 100:0 B 0.02
122f 100:0 RE 0.008
122f 100:0 RG 0.007
122f 100:0 FG 0.01

7.4.20 Allgemeine Arbeitsvorschrift 8 (AAV 8): Biotransformation von Oximen 122 zu
Nitrilen 123 mit Oxds

a) Oxd (BFM, 0.01-0.2 U)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)

R! sNﬁOH 8°C R!_.CN
R2 b) 1) HCI (100 mM in H,0), MeCN R2
oder Il) CH,Cl,
(RIS)-E/Z-122 (RIS)-123
(5 mM)

Die Biotransformationen erfolgten in Anlehnung an die Literaturvorschrift von
Metzner et al.?>] Sie wurden je nach Ansatzgrofle auf zwei unterschiedliche Varianten
durchgefiihrt:

a) Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) wurde in einem 1.5 mL-EppendorfGefil3
vorgelegt. Der Puffer wurde in einem Thermomixer auf 8 °C gekiihlt. Nach Zugabe der
Oxd-Zellsuspension (mit definierter Aktivitit bezogen auf das Standardsubstrat Z-122a)
wurde die Mischung 5 min unter Schitteln mit 850 rpm inkubiert. Zum Start der
Reaktion wurde das Aldoxim 122 (200 mM in DMSO, 12.5 pL) hinzugegeben. Die Menge
des Phosphatpuffers wurde so gewihlt, dass das Reaktionsvolumen bei -einer
Substratkonzentration von 5mM und einer DMSO-Konzentration von 2.5 Vol.%
insgesamt 500 uL. betrug. Die Reaktionsmischung wurde 3 h bei 8 °C mit 850 rpm
geschiittelt. Der Abbruch der Reaktion und die Analyse der Mischung erfolgten je nach
Substrat tiber zwei unterschiedliche Varianten:

I) Zu der Reaktionsmischung wurde HCI (100 mM in H>O, 200 pL) und MeCN
(300 puL)) hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung zentrifugiert (21500 g,
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4 °C, 5 min). Der Uberstand (800 ul) wurde in ein weiteres Eppendorf-Gefil3 iiberfithrt
und erneut zentrifugiert (21500 g, 4 °C, 5 min). SchlieBlich wurde der Uberstand (700 ulL.)
in ein Glasgefill gegeben und der Inhalt per reversed phase-HPLC analysiert, um den
Umsatz zu bestimmen. Fir die Bestimmung des e¢ wurde der Inhalt aus dem Glasgefil3 in
ein weiteres Eppendorf-Getil3 gegeben und mit MTBE (700 pL) durch Schiitteln extrahiert.
Die organische Phase wurde abgetrennt und in ein Glasgefi3 tGberfithrt. Zu der
organischen Phase wurde MTBE (300 pL) gegeben und die Probe wurde mit chiraler
HPLC vermessen.

IT) Zu der Reaktionsmischung wurde CH2Clz (500 pL) hinzugegeben. Die wissrige
Phase wurde durch Schiitteln extrahiert, kurz zentrifugiert und die organische Phase
abgetrennt. Auf diese Weise wurde die wissrige Phase noch zwei weitere Male mit CH2Cl>
(jeweils 500 uL)) extrahiert. Die organischen Phasen wurden in einem 2 ml-Messkolben
vereint und mit CH2Cly auf ein Volumen von 2ml aufgefillt. Der Inhalt des
Messkolbens wurde schlief3lich in ein Glasgefdl3 tiberfiihrt und per chiraler GC analysiert.

b) Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) wurde in einem 10 mL-Rundkolben vorgelegt.
Der Puffer wurde in einem Kryostat-gekithlten Wasserbad auf 8 °C abgekthlt. Nach
Zugabe der Oxd-Zellsuspension (mit definierter Aktivitit bezogen auf das
Standardsubstrat Z-122a) wurde die Mischung 5 min unter magnetischem Ruhren bei
600 rpm inkubiert. Zum Start der Reaktion wurde das Aldoxim 122 (200 mM in DMSO,
25 uL) hinzugegeben. Die Menge des Phosphatpuffers wurde so gewihlt, dass das
Reaktionsvolumen bei einer Substratkonzentration von 5mM und einer DMSO-
Konzentration von 2.5 Vol.% insgesamt 1 mL betrug. Die Reaktionsmischung wurde
0.5-20 h bei 8 °C mit 600 rpm gerithrt. Der Abbruch der Reaktion und die Analyse der
Mischung erfolgten je nach Substrat tiber zwei unterschiedliche Varianten:

I) Zu der Reaktionsmischung wurde HCl (100 mM in H>O, 400 pL) und MeCN
(600 uL) hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung zentrifugiert (21500 g,
4 °C, 5 min). Der Uberstand (1.6 mL) wurde in ein weiteres Eppendorf-Gefil3 iiberfithrt
und erneut zentrifugiert (21500 g, 4 °C, 5 min). SchlieBlich wurde der Uberstand (700 uL.)
in ein Glasgefill gegeben und der Inhalt per reversed phase-HPLC analysiert, um den
Umsatz zu bestimmen. Fir die Bestimmung des e¢ wurde der Inhalt aus dem Glasgefil3 in
ein weiteres Eppendorf-Gefill gegeben und mit MTBE (700 pL) durch Schiitteln extrahiert.
Die organische Phase wurde abgetrennt und in ein Glasgefil3 tberfithrt. Zu der
organischen Phase wurde MTBE (300 pL) gegeben und die Probe wurde mit chiraler
HPLC vermessen.

IT) Zu der Reaktionsmischung wurde CH2Cl> (1 mL) hinzugegeben. Die wissrige
Phase wurde durch Schiitteln extrahiert, kurz zentrifugiert und die organische Phase
abgetrennt. Auf diese Weise wurde die wissrige Phase noch zwei weitere Male mit CH2Cl»
(jeweils 1 mlL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden auf zwei 2 mL-
Messkolben aufgeteilt. Deren Inhalte wurden mit CH2Cly auf ein Volumen von 2 mL

aufgefillt und in einem Glasgefil3 vereint. Nach kurzem Schiitteln wurde der Inhalt auf
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zwei Glasgefile aufgeteilt und per chiraler GC analysiert. Die Messwerte wurden
gemittelt.

In allen Varianten wurde Umsatz mit Hilfe von Kalibrierreihen tber die
Peakfliche des Produkts bestimmt. Der e-Wert wurde uber das Verhiltnis der

Peakflichen der Produktenantiomere ermittelt.

7.4.21 Biotransformation der Aldoxime 122b-f mit verschiedenen Oxds

a) Oxd (BFM, 0.1-0.2 U)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)

R%‘M%NﬂvOH 8°C RHP,VCN
R2 b) 1) HCI (100 mM in H,0), MeCN R2
oder 1) CH.Cly
(RIS)-E/Z-122b-f (R/S)-123b-f
(5 mM)
4 R
R R2 Eiz i“z EiZ

b (rac) @ Wém 94:6 e(1R) % 100:0
¢ (rac) = wéHs 855:5155 £(S) Y® 100:0

d (rac) M ﬁ 50:50

Die Biotransformation erfolgte analog zu AAV 8. Fur das Substrat 122b wurden zur

Durchftihrung der Reaktion Methode b) mit 0.2 U der Oxd mit einer Reaktionszeit von
45 min und zur Aufarbeitung Methode I) verwendet. Die Reaktion mit dem Substrat 122¢
wurde nach Methode a) mit 0.1 U der Oxd durchgeftihrt, aber die Aufarbeitung erfolgte
nach Methode II). Fur die restlichen Substrate 122d-f wurden Methode b) mit 0.2 U der
Oxd mit einer Reaktionszeit von 20 h und Aufarbeitung II) verwendet. Die Ergebnisse
der Biotransformationen sind in Tabelle 7.14 dargestellt.

Tabelle 7.14: Ergebnisse aus den Biotransformationen der Substrate 122a-f mit den Oxds OxdA, OxdB,
OxdRE, OxdRG und OxdFG.

Substrat E/Z Oxd Umsatz (Nitril) ee-Wert Nitrill2l E-Wert

[%] [%]
122b 946 A 26 91 (5) 28
122b 946 B 26 94 (5) 47
122b 946 RE 25 93 () 37
122b 946 RG 26 92 (5) 31
122b 946 FG 25 92 (5) 32
122¢ 8515 A 38 43 (+) <10
122¢ 8515 B 11 22 () <10
122¢ 8515 RE 42 22 (+) <10
122¢ 8515 RG 50 25 (+) <10
122¢ 8515 FG 40 9 (+) <10
122¢ 595 A 40 10 <10
122¢ 595 B 33 40 () <10
122¢ 595 RE 39 2 (+) <10
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Substrat E/Z  Oxd Umsatz (Nitril) ee-Wert Nitrillal E-Wert

[%] [%]
122¢ 595  RG 30 3 (1) <10
122¢ 595  FG 11 19 O <10
122d 5050 A 89 18 (R) 0
122d 50:50 B 99 18 (R) 0
122d 50:50  RE 60 18 (R) 0
122d 5050 RG 79 17 (R) 0
122d 5050  FG 80 18 (R) 0
122¢ 100:0 A 1 99 (1R) /
122¢ 100:0 B 1 99 (1R) /
122¢ 100:0 RE 1 99 (1R) /
122¢ 100:0 RG 1 99 (1R) /
122¢ 100:0 FG 1 99 (1R) /
122f 1000 A 4 99 (5) /
122f 100:0 B 3 99 () /
122f 100:0 RE 4 99 () /
122f 100:0 RG 4 99 () /
122f 100:0 FG 6 99 () /

l2: Bei unbekannter absoluter Konfiguration des Nitrils geben die Symbole (+) und (-) das erste bzw.
zweite Signal im Chromatogramm an.

7.4.22 Biotransformation des Aldoxims rac-E-122b mit verschiedenen Oxds nach
unterschiedlichen Reaktionszeiten

a) Oxd (BFM, 0.2 U)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)

insg. 1 mL Reaktionsvolumen H
8°C -
Non CN
b) HCI (100 mM in H,0), MeCN
rac-E-122b (S)-123b

(EIZ = 94:6)
(5 mM)

Die Biotransformation erfolgte analog zu AAV 8. Fur das Substrat rac-E-122b wurden zur
Durchfihrung der Reaktion Methode b) mit 0.2 U der Oxd und zur Aufarbeitung
Methode I) verwendet. Fir jede Oxd erfolgten 5 Durchliufe mit unterschiedlichen
Reaktionszeiten (45 min, 4h, 8h, 16h wund 20h). Die FErgebnisse der
Biotransformationen sind in Tabelle 7.15 dargestellt.

Tabelle 7.15: Ergebnisse aus den Biotransformationen des Substrats rac-E-122b (E/Z = 94:6) mit den
Oxds OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG nach unterschiedlichen Reaktionszeiten.

Reaktionszeit [h] Oxd Umsatz Nitril ee-Wert (5)-Nitril E-Wert
[0] [“6]
0.75 A 26 91 28
4 A 56 79 38
8 A 56 75 25
16 A 56 78 40
20 A 59 67 18
0.75 B 26 94 47
4 B 53 89 73
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Reaktionszeit [h]  Oxd Umsatz Nitril ece-Wert (5)-Nitril E-Wert
[%] [%]
8 B 52 90 80
16 B 52 90 85
20 B 50 84 31
0.75 RE 25 93 37
4 RE 54 85 60
8 RE 51 77 19
16 RE 58 73 26
20 RE 63 56 13
0.75 RG 26 92 31
4 RG 54 81 36
8 RG 52 75 17
16 RG 58 74 34
20 RG 601 62 20
0.75 FG 25 92 32
4 FG 51 84 33
8 FG 48 81 21
16 FG 52 83 31
20 FG 54 70 14

7.4.23 Allgemeine  Arbeitsvorschrift 9 (AAV 9):  Nitroaldolkondensation — von
Benzaldehyden 138 mit Nitromethan zu 2-Nitrovinylaromaten 139

MeNO, (6.5 Aq.)
No  NH,OAc (10 mol%) XNO;
AcOH
R 120°C, 18 h R
138 139

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von Wong et al. durchgefiithrt.[281]
Zu einer Losung des Benzaldehyds 138 in Eisessig wurde unter Rithren Ammoniumacetat
(10 mol%) gegeben. Nachdem sich dieses gel6st hatte, wurde Nitromethan (6.5 Aq.)
hinzugefigt. Die Reaktionsmischung wurde 18 h zum Riickfluss erhitzt. Nach Abkthlen
auf Raumtemperatur wurde Wasser hinzugegeben. Wenn ein Feststoff ausfiel, so wurde
dieser im Vakuum abfiltriert und aus Ethanol umbkristallisiert. Wenn kein Feststoff ausfiel,
so wurde die Reaktionsmischung drei Mal mit Ethylacetat (1:1) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. SchlieBlich
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde mittels
Sdulenchromatographie  (Cyclohexan/Ethylacetat) oder durch  Umkristallisation

aufgereinigt.
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7.4.24 Nitroaldolkondensation von 2-Chlorbenzaldehyd (138a) mit Nitromethan zu
1-Chlor-2-(2-nitrovinyl)benzol (139a)

MeNO, (6.5 Aq.)
@O NH4OAc (10 mol%) @f\/NOZ
e T
Cl AcOH o
120°C, 18 h
138a 139a

51%
Die Synthese erfolgte analog zu AAV 9. 2-Chlorbenzaldehyd (138a) (4.50 mL, 40.0 mmol)
wurde in Eisessig (20 mL) mit Ammoniumacetat (0.31 g, 4.00 mmol) und Nitromethan
(14.0 mL, 260 mmol) versetzt. Nach Erhitzen wurde Wasser (50 mL) hinzugegeben.
Durch Extraktion und Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 10:1) wurde 1-Chlor-2-(2-nitrovinyl)benzol (139a) (3.71 g, Ry =
0.41) als kriftig gelber, kristalliner Feststoff in einer Ausbeute von 51% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD:Cl): 6 [ppm] = 8.40 (d, ’] = 13.7 Hz, 1 H, O,.N-CH=CH), 7.63
(dd, ’] = 7.9 Hz, %] = 1.6 Hz, 1 H, Hm4), 7.62 (d, ’] = 13.7 Hz, 1 H, O:N-CH=CH), 7.52
(dd, 7] = 8.1 Hz, 4] = 1.2 Hz, 1 H, Ho), 7.45 (td, 3] = 7.7 Hz, 4] = 1.6 Hz, 1 H, Hoet),
7.36 (td, 3] = 7.6 Hz, 4] = 0.9 Hz, 1 H, Hpar).

13C-NMR (125 MHz, CD,CL): § [ppm] = 139.5 (ConCh, 1364 (Ctw), 135.5 (O:N-
CH=CH), 133.5 (O2N-CH=CH), 131.2 (Cr), 129.2 (Cpari), 129.1(Corint), 128.1 (Creti),

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[316,317]

7.4.25 Nitroaldolkondensation von 3-Chlorbenzaldehyd (138b) mit Nitromethan zu
1-Chlor-3-(2-nitrovinyl)benzol (139b)

~o MeNO, (6.5 Aq.) - NO,
NH4OAc (10 mol%)
R A
AcOH
Cl 120°C, 18 h Cl

138b 139b
40%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 9. 3-Chlorbenzaldehyd (138b) (5.00 mL,
40.0 mmol) wurde in FEisessig (20 mL) mit Ammoniumacetat (0.31 g, 4.00 mmol) und
Nitromethan (14.0 mL, 260 mmol) versetzt. Nach Erhitzen wurde Wasser (50 mL)
hinzugegeben. Durch Extraktion und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie
(Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat 10:1) wurde 1-Chlot-3-(2-nitrovinyl)benzol (139b)
(290 g, Ry = 0.40) als sattgriiner, kristalliner Feststoff in einer Ausbeute von 40%

erhalten.

TH-NMR (500 MHz, CD2Cly): 8 [ppm] = 7.95 (d, ’J = 13.7 Hz, 1 H, O:;N-CH=CH), 7.60
(d, ’] = 13.7 Hz, 1 H, O;2N-CH=CH), 7.57-7.40 (m, 4 H, H).

13C-NMR (125 MHz, CD»CL): 6 [ppm] = 138.8 (C#%), 137.9 (O:N-CH=CH), 135.8
(Crtacly 132.6 (O:N-CH=CH), 132.4 (Crerat) 131.2 (Crard), 129.3 (Cor), 127.9 (Corto).
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Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[317]

7.4.26 Nitroaldolkondensation von 4-Chlorbenzaldehyd (138c) mit Nitromethan zu
1-Chlor-4-(2-nitrovinyl)benzol (139c¢)

X0 MeNO, (6.5 Aq.) x_NO,
NH,OAC (10 mol%) /@N
Cl AcOH cl

138¢ 120 °C, 18 h 139¢

54%
Die Synthese erfolgte analog zu AAV 9. 4-Chlorbenzaldehyd (138c) (5.64 g, 40.0 mmol)
wurde in Eisessig (20 mL) mit Ammoniumacetat (0.31 g, 4.00 mmol) und Nitromethan
(14.0 mL, 260 mmol) versetzt. Nach Erhitzen wurde Wasser (50 mL) hinzugegeben.
Durch Umkristallisation aus Ethanol (17 mL) wurde 1-Chlor-4-(2-
nitrovinyl)benzol (139¢c) (3.91 g) als lindgriiner, kristalliner Feststoff in einer Ausbeute

von 54% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.97 (d, }] = 13.7 Hz, 1 H, O,N-CH=CH), 7.56
(d, }] = 13.7 Hz, 1 H, O;.N-CH=CH), 7.50 und 7.44 (AA’BB*-Spinsystem, 4 H, H-.

13C-NMR (125 MHz, CD.Cl): 6 [ppm] = 138.7 (Cre), 138.2 (O,N-CH=CH), 131.3
(C#%), 130.9 (2 Cov), 130.2 (2 Cretd), 129.5 (O,N-CH=CH).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[317.318]

7.4.27 Allgemeine Arbeitsvorschrift 10 (AAV 10): Michael-Addition von Methylgrignard
an 2-Nitrovinylaromaten 139 zu rac-2-(1-Nitroprop-2-yl)aromaten rac-140

@/\/NOZ M @/kNoz
2 Etgcc)c,:TZIEOI 5
139 rac-140

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von Yao et al. durchgefiihrt.[282]
Das Nitroalken 139 wurde einem ausgeheizten und mit Argon belifteten Schlenkkolben
vorgelegt und der Kolben wurde mit einem Septum verschlossen. Uber eine Spritze
wurde trockenes Toluol hinzugegeben. Die Lésung wurde unter Rihren im Eisbad auf
0 °C abgekihlt. AnschlieBend wurde langsam Methylmagnesiumbromid (3 M in
Diethylether, 1.5 Aq.) mit einer Spritze innerhalb einer Stunde hinzugetropft. Die
Reaktionslésung wurde 4h bei 0 °C gerithrt und anschlieBend auf Raumtemperatur
erwirmt. Nach Zugabe von wissriger Ammoniumchloridlésung (10%ig) fiel ein
blassgelber Niederschlag aus. Die Suspension wurde weitere 30 min bei Raumtemperatur
gerithrt und anschlieBend drei Mal mit Dichlormethan (1:1) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. SchlieBlich

wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels automatischer

Sdulenchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat) aufgereinigt.
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7.4.28 Michael-Addition von Methylgrignard an 1-Chlor-2-(2-nitrovinyl)benzol (139a) zu
rac-1-Chlor-2-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140a)

@Noz MeMgBr (1.5 Aq.) : i1 NO,
cl E%?éTZ|EO| ol
139a rai—s;ll:/toa
Die Synthese erfolgte analog 2zu AAV 10. Eine Losung von 1-Chlor-2-(2-
nitrovinyl)benzol (139a) (3.53 g, 19.2mmol) in Toluol (BOmL) wurde mit
Methylmagnesiumbromid (3 M in Diethylether, 9.60 mL) versetzt. Zum Beenden der
Reaktion wurde wissr. NH4Cl-Losung (10%ig, 40 mL) hinzugegeben. Durch Extraktion
und Aufreinigung mittels automatischer Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um,
Ethylacetat (2-18% Gradient) in Cyclohexan) wurde 7a¢c-1-Chlor-2-(1-nitroprop-2-
ylbenzol (rac-140a) (1.87 g, Ry = 0.44 (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als gelbes Ol in

einer Ausbeute von 49% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD2Clo): 6 [ppm] = 7.41 (m, 1 H, HA), 7.32-7.22 (m, 3 H, HA),
4.68 (dd, 2] = 12.1 Hz, }] = 6.6 Hz, 1 H, O2NCHb), 4.50 (dd, 2] = 12.4 Hz, ’] = 8.3 Hz,
1 H, O,NCHb), 4.16 (sex, ] = 7.0 Hz, 1 H, CH;CH), 1.38 (d, }] = 7.0 Hz, 3 H, CH;CH).

13C-NMR (125 MHz, CD2Cl): 6 [ppm] = 138.8 (C#+), 134.2 (Coinch, 130.6 (Crets), 129.2
(CoroHy 128.0 (Crard), 127.9 (Crets), 80.6 (O2NCHy), 35.4 (CH3CH), 18.0 (CH;CH).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[319

7.4.29 Michael-Addition von Methylgrignard an 1-Chlor-3-(2-nitrovinyl)benzol (139b) zu
rac-1-Chlor-3-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac--140b)

XxNO2 )
MeMgBr (1.5 Aq.) NO2
Et,O, Toluol
Cl 0°C,4h al

139b rac-140b
43%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 10. Eine Loésung von 1-Chlor-3-(2-
nitrovinyl)benzol 139b) (2.78 g, 15.1 mmol) in Toluol (30 mL) wurde mit
Methylmagnesiumbromid (3 M in Diethylether, 7.60 mL) versetzt. Zum Beenden der
Reaktion wurde wissr. NH4Cl-Lésung (10%ig, 40 mL) hinzugegeben. Durch Extraktion
und Aufreinigung mittels automatischer Sidulenchromatographie (Kieselgel 25 um,
Ethylacetat (2-18% Gradient) in Cyclohexan) wurde 7ac-1-Chlor-3-(1-nitroprop-2-
ylbenzol (rac-140b) (1.30 g, Ry = 0.39 (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als gelbes Ol in

einer Ausbeute von 43% erhalten.
'H-NMR (500 MHz, CD2ClL): ¢ [ppm] = 7.31-7.24 (m, 3 H, H%), 7.15 (m, 1 H, H*),

456 (dd, 2] = 12.4 Hz, 7] = 7.9 Hz, 1 H, O:.NCHD>), 4.51 (dd, 2] = 12.4 Hz, ’] = 7.6 Hz,
1 H, O:NCHb), 3.61 (sex, }] = 7.3 Hz, 1 H, CHsCH), 1.36 (d, }] = 7.1 Hz, 3 H, CH3CH).
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13C-NMR (125 MHz, CD>Cly): § [ppm] = 143.9 (C#%), 135.1 (CretaChy, 130.8 (CretaH), 128.2
(Crar), 127.7 (Crtv), 125.9 (Coroy, 81.9 (O:NCHo), 38.9 (CH;CH), 19.1 (CH;CH).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[31°

7.4.30 Michael-Addition von Methylgrignard an 1-Chlor-4-(2-nitrovinyl)benzol (139¢) zu
rac-1-Chlor-4-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140c)

/@/\/NOZ MeMgBr (1.5 Aq.) /@/EVNO2
: R
139¢ rag—21020c
Die Synthese erfolgte analog zu AAV 10. Eine Loésung von 1-Chlor-4-(2-
nitrovinyl)benzol (139¢) (3.93 g, 21.4mmol) in Toluol (40ml) wurde mit
Methylmagnesiumbromid (3 M in Diethylether, 10.7 mL) versetzt. Zum Beenden der
Reaktion wurde wissr. NH4Cl-Losung (10%ig, 40 mL) hinzugegeben. Durch Extraktion
und Aufreinigung mittels automatischer Sidulenchromatographie (Kieselgel 25 um,
Ethylacetat (2-18% Gradient) in Cyclohexan) wurde 7aec-1-Chlor-4-(1-nitroprop-2-
ylbenzol (rac-140c) (2.21 g, Ry = 0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als blassgelbes Ol

in einer Ausbeute von 52% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD>Cly): 6 [ppm] = 7.33 und 7.20 (AA’BB*-Spinsystem, 4 H, H-A,
454 (dd, 2] = 12.2 Hz, ’] = 7.9 Hz, 1 H, O;.NCH>), 4.51 (dd, 2] = 12.2 Hz, ’] = 7.6 Hz, 1
H, O-NCHD>), 3.62 (sex, ’] = 7.3 Hz, 1 H, CH;CH), 1.35 (d, ’] = 7.0 Hz, 3 H, CH3CH).
13C-NMR (125 MHz, CD»CL): 6 [ppm] = 140.3 (Cit), 133.6 (Crer), 129.5 (Crt), 129.0
(Comiv), 82.1 (O:2NCHy), 38.7 (CH5CH), 19.1 (CH3CH).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[319,320]

7.4.31 Allgemeine Arbeitsvorschrift 11 ( AAV 11): Reduktion von rac-2-(1-Nitroprop-2-
yl)aromaten 7a¢-140 zu rac-E/ Z-2-Arylpropanaloximen rac-E/ Z-122

BnBr (1.1 Aq.)
KOH (1.05 Aq.)
n-Bu)4NI (5 mol%
NO; ( hols(ieb ) Z N””OH
THF
R RT, 4 h R
rac-140 rac-E/Z-122

Die Synthesen wurden analog zu der Literaturvorschrift von  Cgekelius et al.
durchgefiithrt.[?83 In einem ausgeheizten und mit Argon beliifteten Schlenkkolben wurde
Molsieb (4 A) vorgelegt. Nach Zugabe von frisch destilliertem THF und Kaliumhydroxid
(85%ig, 1.05 Aq.) im Ar-Gegenstrom wurde der Kolben mit einem Septum verschlossen.
Zum Trocknen des Losungsmittels und der Kaliumhydroxid-Plitzchen wurde der
Kolbeninhalt 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden Benzylbromid
(1.1 Aq.) und Tetrabutylammoniumiodid (5 mol%) hinzugefiigt, woraufhin die Mischung
weitere 20 min bei Raumtemperatur gertihrt wurde. Schliefllich wurde das Nitroalkan rae-
140 hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 4 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei

nach ca. 1 h ein farbloser Feststoff ausfiel. Dann wurde Wasser hinzugegeben, sodass sich
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der Feststoff wieder l6ste. Das Reaktionsgemisch wurde drei Mal mit Dichlormethan (1:1)
extrahiert und die vereinten organischen Phasen wurden tber Magnesiumsulfat
getrocknet und filtriert. SchlieBlich wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt mittels automatischer Sidulenchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat)

aufgereinigt.

7.4.32 Reduktion von rac-1-Chlot-2-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140a) zu rac-E/Z-2-(2-
Chlorphenyl)propanaloxim (rac--E/Z-122g)

BnBr (1.1 Aq.)
KOH (1.05 Aq.)
(n-Bu)4NI (5 mol%)
NO i N,
2 Molsieb =z OH
THF
Cl RT, 4 h Cl

rac-140a rac-E/Z-122g

80%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 11. In dem ausgeheizten Schlenkkolben wurden
Molsieb (300 mg), Tetrahydrofuran (20 mL) und Kaliumhydroxid (85%ig, 359 mg,
5.30 mmol) vorgelegt. AnschlieBend wurden Benzylbromid (656 uL, 5.50 mmol) und
Tetrabutylammoniumiodid ~ (92.5 mg, 0.25 mmol) hinzugegeben. Zuletzt wurde
rac-1-Chlor-2-(1-nitroprop-2-yl)benzol (rac--140a) (1.00 g, 5.00 mmol) hinzugeftigt. Durch
Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer Sdulenchromatographie (Kieselgel
25 um, Ethylacetat (1-20%  Gradient) in  Cyclohexan) wurden  rac-E-2-(2-
Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E-122g)  (0.36 g, Ry =0.26 (Cyclohexan/Ethylacetat
10:1)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 39% mit einem E/Z-Verhiltnis von
>99:1 und  rac-Z-2-(2-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-Z-122g)  (0.38 g, Ry =0.17
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 41% mit
einem E/Z-Verhiltnis von <1:99 erhalten.

rac-E-2-(2-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-EE-122g):  'H-NMR (500 MHz, CD2Cly):
0[ppm] = 7.55 (dd, 3] = 5.1 Hz, 4] = 1.8 Hz, 1 H, H#), 7.39 (d, 3] = 7.6 Hz, 1 H,
CHNOH), 7.29-7.19 (m, 3 H, H4), 7.15 (s, 1 H, CHNOH), 4.18 (qui, 3] = 7.0 Hz, 1 H,
CH3CH), 1.43 (d, 3] = 7.0 Hz, 3 H, CH3CH).

13C-NMR (125 MHz, CD»Cl): 6 [ppm] = 154.0 (CHNOH), 140.3 (Cit), 134.1 (CorhoCh),
130.3 (CoroH), 129.0 (Crets), 128.7 (Crerd), 127.8 (Crete), 37.4 (CH5CH), 18.1 (CH;CH).

IR (trocken): » [cm] = 3248, 3055, 2979, 2909, 1472, 1438, 1375, 1296, 1257, 1197, 1165,
1147, 1110, 1069, 1035, 1017, 942, 927, 865, 777, 756, 732, 700, 682, 641, 595, 536, 485,
446, 422, 412.

RP-HPLC: Macherey-Nagel Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mL/min,
40 °C, 210 nm, Ry = 16.9 min.
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NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mlL./min, 20 °C, 210 nm,
Ry = 19.2 min, Ry = 27.3 min.

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 183.9 (55) [M + H]*, 206.0 (100) [M + Na]*.

rac-Z-2-(2-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-Z-122g): 'TH-NMR (500 MHz, CD2Cly): J [ppm]
= 7.60 (s, 1 H, CHNOH), 7.38 (dd, 3] =7.9 Hz, 4/ = 1.0 Hz, 1 H, H»#), 7.32 (dd,
3] =7.7Hz, 4] = 1.6 Hz, 1 H, H»"), 7.27 (dt, 3] = 7.5 Hz, 4] = 1.4 Hz, 1 H, Hr), 7.20
(dt, 3] = 7.6 Hz, 4] = 1.7 Hz, 1 H, H”#), 6.86 (d, 3] = 6.6 Hz, 1 H, CHNOH), 4.68 (qui,
3] =7.0 Hz, 1 H, CH:CH), 1.42 (d, 3] = 7.2 Hz, 3 H, CH3CH).

13C-NMR (125 MHz, CD»Cl): 6 [ppm] = 154.7 (CHNOH), 141.2 (Cit), 134.0 (CorhoCh,
130.3 (CoroH), 128.6 (Crets), 128.5 (Crerd), 127.8 (Ct9), 33.5 (CH3CH), 18.4 (CH;CH).

IR (trocken): » [cm 1] = 3172, 3063, 3027, 2972, 2853, 1471, 1457, 1439, 1375, 1309, 1273,
1256, 1200, 1062, 1027, 937, 902, 866, 821, 745, 711, 669, 585, 567, 533, 460, 447, 417.

RP-HPLC: Macherey-Nage/ Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mI./min,
40 °C, 210 nm, Ryy = 16.9 min.

NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, COz/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
R+2=26.0 min.

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 184.0 (68) [M + H]*, 205.9 (100) [M + Na]*.

Elementaranalyse: CoHioCINO, berechnet C 58.87%, H 5.49%, N 7.63%, gefunden
C 58.96%, H 5.51%, N 7.58%.

7.4.33 Reduktion von rac-1-Chlot-3-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140b) zu rac-E/Z-2-(3-
Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E/Z-122h)

BnBr (1.1 Aq.)
KOH (1.05 Aq.)
NO, (n-Bu)4NI (5 mol%) _N
Molsieb “OH
THF
al RT,4h Cl
rac-140b rac-E/Z-122h

41%
Die Synthese erfolgte analog zu AAV 11. In dem ausgeheizten Schlenkkolben wurden
Molsieb (250 mg), Tetrahydrofuran (20 mL) und Kaliumhydroxid (85%ig, 281 mg,
4.20 mmol) vorgelegt. AnschlieBend wurden Benzylbromid (525 uL, 4.40 mmol) und
Tetrabutylammoniumiodid ~ (74.0 mg, 0.20 mmol) hinzugegeben. Zuletzt wurde
rac 1-Chlor-3-(1-nitroprop-2-yl)benzol (rac-140b) (0.80 g, 4.00 mmol) hinzugeftigt. Durch
Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer Sdulenchromatographie (Kieselgel
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25 um, Ethylacetat (2-18%  Gradient) in  Cyclohexan) wurden rac-E-2-(3-
Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E-122h)  (0.19 g, Ry = 0.24 (Cyclohexan/Ethylacetat
10:1)) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 26% mit einem E/Z-Verhiltnis von >99:1
und rac-Z-2-(3-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-Z-122h) 0.11 g, Ry =0.19
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 15% mit
einem E/Z-Verhiltnis von <1:99 erhalten.

rac-E-2-(3-Chlorphenyl)propanaloxim (rae-E-122h): TH-NMR (500 MHz, CD,CL): 8 [ppm]
=748 (d,3] = 6.1 Hz, 1 H, CHNOH), 7.28 (m, 1 H, H4), 7.23 (m, 2 H, H4), 7.18 (s, 1
H, CHNOH), 7.14 (m, 1 H, H4), 3.65 (qui, 3 = 7.0 Hz, 1 H, CH;CH), 1.43 (,
3] = 6.1 Hz, 3 H, CH5CH).

13C-NMR (125 MHz, CD:CL): 6 [ppm] = 154.6 (CHNOH), 144.9 (Ci%), 134.8 (CreraCh),
130.6 (Cretaty, 128.1 (Cotio), 127.5 (Crerd), 126.4 (Coi), 40.6 (CH5CH), 19.1 (CH3CH).

IR (trocken): » [cm] = 3240, 3088, 2970, 2931, 2873, 1737, 1653, 1595, 1572, 1474, 1450,
1427, 1374, 1300, 1229, 1217, 1198, 1082, 1024, 999, 931, 879, 826, 783, 696, 669, 599.

RP-HPLC: Macherey-Nage/ Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mI./min,
40 °C, 210 nm, Ry = 18.3 min.
NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, COz/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
Rz = 21.1 min, Ry = 21.9 min.

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 184.0 (77) [M + HJ*, 206.0 (100) [M + Na]*.

Elementaranalyse: CoHioCINO, berechnet C 58.87%, H 5.49%, N 7.63%, gefunden
C 58.98%, H 5.56%, N 7.42%.

rac-Z-2-(3-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-Z-122h): TH-NMR (500 MHz, CD2CL): 6 [ppm]
= 17.87 (s, 1 H, CHNOH), 7.28 (m, 2 H, H%), 7.23 (m, 1 H, H%), 7.19 (m, 1 H, H?),
0.78 d, 3/ =73 Hz, 1 H, CHNOH), 440 (qui, 3] =7.2Hz, 1 H, CHsCH), 1.41 (d,
3] =7.1 Hz, 3 H, CH3CH).

13C-NMR (125 MHz, CD>Cl): 6 [ppm] = 155.1 (CHNOH), 145.2 (C#%), 134.8 (CreraCh)
130.5 (Cretatly, 128.0 (Cotio), 127.3 (Crard), 126.1 (Co), 35.2 (CH5CH), 18.8 (CH3CH).

IR (trocken): » [em™1] = 3202, 3068, 3024, 2970, 2932, 2874, 1740, 1656, 1594, 1569, 1472,

1455, 1425, 1373, 1326, 1263, 1229, 1217, 1193, 1136, 1109, 1081, 1027, 998, 928, 894,
875, 828, 787, 721, 692, 670, 534, 442, 418.
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RP-HPLC: Macherey-Nage/ Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mI./min,
40 °C, 210 nm, R,y = 21.3 min.
NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
Ry = 24.4 min, Ry = 26.4 min.

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 184.0 (26) [M + HJ*, 206.0 (100) [M + Na]*.

Elementaranalyse: CoHioCINO, berechnet C 58.87%, H 5.49%, N 7.63%, gefunden
C 58.75%, H 5.56%, N 7.24%.

7.4.34 Reduktion von rac-1-Chlor-4-(1-Nitroprop-2-yl)benzol (rac-140¢) zu rac-E/Z-2-(4-
Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E/ Z-122i)

BnBr (1.1 Aq.)
KOH (1.05 Aq.)
/@/LNOZ (n-Bu)sNI (5 mol%) /@/QN@
Molsieb OH
cl THF cl
RT,4 h
rac-140c rac-E/Z-122i

54%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 11. In dem ausgeheizten Schlenkkolben wurden
Molsieb (300 mg), Tetrahydrofuran (20 mL) und Kaliumhydroxid (85%ig, 362 mg,
5.30 mmol) vorgelegt. AnschlieBend wurden Benzylbromid (656 uL, 5.50 mmol) und
Tetrabutylammoniumiodid ~ (92.9 mg, 0.25 mmol) hinzugegeben. Zuletzt wurde
rac-1-Chlor-4-(1-nitroprop-2-yl)benzol (rac-140c) (1.00 g, 5.00 mmol) hinzugefigt. Durch
Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer Siulenchromatographie (Kieselgel
25 um, Ethylacetat (2-18%  Gradient) in  Cyclohexan) wurden rac-E-2-(4-
Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E-122i) (0.34 g, Ry = 0.19 (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1))
als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 36% mit einem E/Z-Verhiltnis von >99:1
und rac-Z-2-(4-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-Z-1221i) 0.16 g, Ry =0.15
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 18% mit
einem E/Z-Verhiltnis von <1:99 erhalten.

rac-E-2-(4-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E-122i): TH-NMR (500 MHz, CD2Cl): 6 [ppm]
=747 (d, 3] =6.1 Hz, 1 H, CHNOH), 7.31 und 7.19 (AA’BB‘-Spinsystem, 4 H, H?),
7.21 (s, 1 H, CHNOH), 3.65 (qui, 3] = 7.0 Hz, 1 H, CHsCH), 1.42 (d, 3] = 7.1 Hz, 3 H,
CH3CH).

13C-NMR (125 MHz, CD:Cl): § [ppm] = 154.8 (CHNOH), 141.4 (Ci=), 133.0 (Cpem),
129.4 (Cor), 129.3 (C#), 40.3 (CH5CH), 19.1 (CH;CH).

IR (trocken): » [cm1] = 3262, 2980, 2906, 1479, 1434, 1411, 1373, 1325, 1294, 1282, 1101,
1090, 1066, 1012, 941, 929, 825, 781, 720, 666, 658, 621, 574, 535, 453.
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RP-HPLC: Macherey-Nage/ Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mI./min,
40 °C, 210 nm, R,y = 19.0 min.

NP-HPLC: Daicel Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
Ry = 27.3 min, Ry = 32.1 min.

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 184.0 (72) [M + HJ*, 408.3 (100) [2 M + KJ*.

Elementaranalyse: CoHioCINO, berechnet C 58.87%, H 5.49%, N 7.63%, gefunden
C 59.35%, H 5.64%, N 7.52%.

rac-Z-2-(4-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-Z-122i): TH-NMR (500 MHz, CD2Clz): ¢ [ppm]
= 7.44 (s, 1 H, CHNOH), 7.31 und 7.23 (AA’BB‘*-Spinsystem, 4 H, H%), 6.76 (d,
3] =7.3 Hz, 1 H, CHNOH), 4.40 (qui, >/ = 6.9 Hz, 1 H, CH3CH), 1.40 (d, 3] = 7.1 Hz,
3 H, CH3CH).

13C-NMR (125 MHz, CD,CL): § [ppm] = 155.3 (CHNOH), 141.7 (Ci+), 132.8 (Cror),
129.22 (Co), 129.20 (Cre4i), 34.9 (CH3CH), 18.9 (CH;CH).

IR (trocken): » [em™1] = 3195, 3068, 2970, 2860, 1738, 1653, 1489, 1452, 1435, 1404, 1372,
1319, 1257, 1230, 1217, 1112, 1093, 1024, 1011, 931, 893, 882, 824, 756, 723, 707, 692,
669, 637, 625, 558, 514, 484.

RP-HPLC: Macherey-Nage/ Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mI./min,
40 °C, 210 nm, Ryy = 22.1 min.

NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
R, = 30.9 min, Ry = 33.4 min.

MS (+ESIL, MeCN): m/z (%) = 184.0 (10) [M + H]*, 206.0 (20) [M + Na]*, 408.3 (100)
2 M + K]*.

Elementaranalyse: CoHioCINO, berechnet C 58.87%, H 5.49%, N 7.63%, gefunden
C 58.60%, H 5.66%, N 7.68%.
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7.4.35 Cu-katalysierte ~ Dehydratisierung  von  rac-Z-2-(2-Chlorphenyl)propanaloxim
(rac-£-122g) zu rac-2-(2-Chlorphenyl)propionitril (rac-123g)

QH
_N Cu(OAc); (5 mol%) cN
MeCN
al 90°C, 19 h cl

rac-Z-122g rac-123g
68%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Losung  von
rac-Z-2-(2-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-Z-122g) (70.0 mg, 0.38 mmol) in
Acetonitril (3 mL)) wurde mit Kupferacetat (5 mol%, 3.50 mg, 0.02 mmol) 19 h unter
Rihren zum Ruckfluss erhitzt. Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer
Siulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-18% Gradient) in Cyclohexan)
wurde rac-2-(2-Chlorphenyl)propionitril (rac-123g) (43.0 mg, Ry = 0.64
(Cyclohexan/Ethylacetat 7:1)) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 68% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD>Cl): 6 [ppm] = 7.58 (dd, }] = 7.7 Hz, 4 = 1.7 Hz, 1 H, H),
7.42 (dd, ’] = 7.9 Hz, 4] = 1.4 Hz, 1 H, H*), 7.36 (dt, ’] = 7.6 Hz, 4] = 1.5 Hz 1 H, H),
730 (dt, ’] = 7.7 Hz, 4] = 1.7 Hz 1 H, H4), 4.36 (q, ’] = 7.2 Hz, 1 H, CH;CH), 1.62 (d,
3] = 7.2 Hz, 3 H, CH;CH).

13C-NMR (125 MHz, CD»CL): 6 [ppm] = 135.5 (C##sC), 133.0 (Cir), 130.5 (CorinH),
130.1 (Creri), 128.8 (C), 128.3 (C), 30.3 (CN), 29.4 (CH3CH), 20.2 (CH;CH).

RP-HPLC: Macherey-Nage/ Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mI./min,
40 °C, 210 nm, Ryy = 31.0 min.

NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
Ry = 10.0 min (5), R = 11.7 min (R).

7.4.36 Cu-katalysierte ~ Dehydratisierung  von  7ac-E-2-(3-Chlorphenyl)propanaloxim
(rac-E-122h) zu rac-2-(3-Chlorphenyl)propionitril (rac-123h)

N
Z S OH  Cu(OAc); (5 mol%) CN
_Cu(OAc), (5 mal%)
MeCN
90 °C, 16 h

Cl Cl

rac-E-122h rac-123h
42%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Losung  von
rac-E-2-(3-Chlorphenyl)propanaloxim (rac-E-122h) (26.0 mg, 0.14 mmol) in
Acetonitril (2 mL) wurde mit Kupferacetat (5 mol%, 1.3 mg, 0.01 mmol) 16 h unter
Rithren zum Ruckfluss erhitzt. Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer
Siulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-18% Gradient) in Cyclohexan)
wurde rac-2-(3-Chlorphenyl)propionitril (rac-123h) (10.0 mg, Ry = 0.40
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 42% erhalten.
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IH-NMR (500 MHz, CD>CL): 8 [ppm] = 7.37-7.27 (m, 4 H, H*), 3.91 (q, }] = 7.3 Hz,
1 H, CH;CH), 1.63 (d, ’] = 7.3 Hz, 3 H, CH5CH).

13C-NMR (125 MHz, CD»Cl): 6 [ppm] = 139.9 (C#acl), 135.4 (Cir+), 131.0 (CraH), 128.8
(Co), 127.5 (Crar), 125.7 (Cor), 100.6 (CN), 31.5 (CH5CH), 21.7(CH3CH).

RP-HPLC: Macherey-Nagel Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mL/min,
40 °C, 210 nm, Ry = 29.8 min.

NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
Ry = 15.4 min (5), Rz = 18.4 min (R).

7.4.37 Cu-katalysierte ~ Dehydratisierung  von  7ac-E-2-(4-Chlorphenyl)propanaloxim
(rac-E-122i) zu rac-2-(4-Chlorphenyl)propionitril (rac-123i)

N.
/©/§V OH  Cu(OAc); (5 mol%) /@/LCN
_Cu©Ac), (5 mol%e)
cl MeCN cl

90°C, 18 h
rac-E-122i rac-123i

75%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Losung  von
rac-E-2-(4-Chlorphenyl)propanaloxim (rae-E2-1224i) (52.0 mg, 0.28 mmol) in
Acetonitril 3 mL)) wurde mit Kupferacetat (5 mol%, 2.6 mg, 0.01 mmol) 18 h unter
Rihren zum Riickfluss erhitzt. Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer
Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-18% Gradient) in Cyclohexan)
wurde rac-2-(4-Chlorphenyl)propionitril (rac-123i) (35.0 mg, Ry =0.33
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 75% erhalten.
TH-NMR (500 MHz, CD2CL): ¢ [ppm] = 7.39 und 7.32 (AA’BB‘-Spinsystem, 4 H, H),
391 (q,’] = 7.3 Hz, 1 H, CHCN), 1.62 (d, ’] = 7.3 Hz, 3 H, CHCH3).

13C-NMR (125 MHz, CD>Cly): 6 [ppm] = 136.5 (Cre), 134.3 (Citw), 129.7 (2 Coio), 128.8
(2 Cre4i), 121.8 (CN), 31.3 (CH;CH), 21.7 (CH3;CH).

RP-HPLC: Macherey-Nagel Nucleodur Cis HTec, Wasser/Acetonitril 70:30, 1.5 mL/min,
40 °C, 210 nm, R = 30.9 min.

NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,

Ry = 14.4 min, Ry = 16.8 min.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[321l
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7.4.38 Aktivititsassay fir die Biotransformation der Aldoxime 122a-b und 122g-i

a) Oxd (BFM, 50 pL)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
insg. 500 pL Reaktionsvolumen
R! stOH 8 °C, 850 rpm, 1 min R'_.CN

R2 b) HCI (100 mM in H,0, 200 pL), MeCN (300 pL) R2

rac-E/Z-122a-b+g-i (RIS)-123a-b+g-i
(200 mM in DMSO, 12.5 L)

*
Rl R2 EIZ R R2 Eiz

cl
@ + 5:95 g (rac) @; S, To0
cl

+ 98:2 + 99:1

b (rac) CHs 5050 h (rac) CHa 1:99

cl
. “+ 99:1
i (rac) CHa 1:99

Der Aktivititsassay erfolgte analog zu AAV 7. Fir alle Substrate 122a-b und 122g-i wurde

zur Aufarbeitung der Reaktion Methode I) verwendet. Die FErgebnisse der
Aktivitdtsassays sind in Tabelle 7.16 dargestellt.

Tabelle 7.16: Ergebnisse aus den Aktivititsassays flr die Biotransformationen der Substrate 122a-b und
122g-i mit den Oxds OxdA, OxdB, OxdRE, OxdRG und OxdFG.

Substrat E/Z Oxd Aktivitit
[U/mg@rm)]
122a 5:95 A 0.22
122a 5:95 B 0.61
122a 5:95 RE 0.22
122a 5:95 RG 0.38
122a 5:95 FG 0.16
122b 98:2 A 0.10
122b 98:2 B 0.26
122b 98:2 RE 0.14
122b 98:2 RG 0.26
122b 98:2 FG 0.11
122b 50:50 A 0.10
122b 50:50 B 0.27
122b 50:50 RE 0.16
122b 50:50 RG 0.26
122b 50:50 FG 0.14
122¢ 99:1 A 0.13
122¢ 99:1 B 0.21
122¢g 99:1 RE 0.14
122¢ 99:1 RG 0.25
122¢g 99:1 FG 0.08
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Substrat E/Z Oxd Aktivitit
[U/mg@em)]
122g 1:99 A 0.07
122g 1:99 B 0.25
122g 1:99 RE 0.14
122g 1:99 RG 0.13
122g 1:99 FG 0.13
122h 99:1 A -la]
122h 99:1 B -
122h 99:1 RE -
122h 99:1 RG -
122h 99:1 FG -
122h 1:99 A -
122h 1:99 B -
122h 1:99 RE -
122h 1:99 RG -
122h 1:99 FG -
1221 99:1 A -
1221 99:1 B -
122i 99:1 RE -
122i 99:1 RG -
122i 99:1 FG -
122i 1:99 A -
122i 1:99 B -
1221 1:99 RE -
122i 1:99 RG -
122i 1:99 FG -

l: Unter den oben angegebenen Assaybedingungen konnte kein Umsatz zum entsprechenden Nitril
nachgewiesen werden.
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7.4.39 Biotransformation der Aldoxime 122g-i mit verschiedenen Oxds

RT . ~OH
\NJJ“

a) Oxd (BFM, 0.1 U)

Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0)
insg. 500 pL Reaktionsvolumen

8°C, 850 rpm, 3 h

R2 b) HCI (100 mM in H,0, 200 L), MeCN (300 uL)

rac-E/Z-122g-i

(200 mM in DMSO, 12.5 L)

i
R R? EiZ
cl
99:1
9 (rac) @; CHs 1:99
cl
+ 99:
h (rac) CHs 19
cl
. 99:1
i(rac) u CHs 1:99

R!_.CN
Y
RZ
(RIS)-123g-i

Die Biotransformation erfolgte analog zu AAV 8. Fir alle Substrate 122g-i wurden zur

Durchfihrung der Reaktion Methode a) mit 0.1 U der Oxd mit einer Reaktionszeit von

3h

und zur

Aufarbeitung  Methode I)  verwendet. Die

Biotransformationen sind in Tabelle 7.17 dargestellt.

Ergebnisse

der

Tabelle 7.17: Ergebnisse aus den Biotransformationen der Substrate 122g-i mit den Oxds OxdA, OxdB,
OxdRE, OxdRG und OxdFG.
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Substrat E/Z Oxd Umsatz (Nitril)l2]  ee-Wert Nitrilltl E-Wertlcl
[%] [%]
122g 99:1 A 12 97 () 70
122g 99:1 B 2 87 (5) 14
122g 99:1 RE 33 97 () 108
122g 99:1 RG 16 99 (5 >200
122¢ 99:1 FG 12 91 () 24
122¢ 1:99 A 5 25 -
122¢ 1:99 B 2 22.(5) -
122¢ 1:99 RE 1 26 (R) <10
122g 1:99 RG 6 2 (K -
122g 1:99 FG 8 24 (R) -
122h 99:1 A - - -
122h 99:1 B 1 10 (5) -
122h 99:1 RE 1 39 () -
122h 99:1 RG - - -
122h 99:1 FG 14 51 (9 <10
122h 1:99 A 10 93 (R) 32
122h 1:99 B 3 67 (R -
122h 1:99 RE 20 91 (R 28
122h 1:99 RG 9 91 (R 22
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Substrat E/Z Oxd Umsatz (Nitril)l2]  ee-Wert Nitrilltl E-Wertlcl
(%] (%]
122h 1:99 FG 37 87 (R) 25
122i 99:1 A - - -
122i 99:1 B 5 94 (+) 32
122i 99:1 RE - - -
122i 99:1 RG - - -
122i 99:1 FG 4 85 (+) 13
122i 1:99 A - - -
122i 1:99 B 4 39 (5 <10
122i 1:99 RE - - -
122i 1:99 RG - - -
122i 1:99 FG 31 94 (-) 51
l: -: Es konnte kein Umsatz nachgewiesen werden. Pl Bei unbekannter absoluter Konfiguration des

Nitrils geben die Symbole (+) und (-) das erste bzw. zweite Signal im Chromatogramm an. I: -: Die
Angabe cines E-Wertes ist aufgrund eines zu geringen Umsatzes und/oder ee hinfillig.

7.4.40 Biotransformation der Aldoxime rac-E-122g  mit OxdRE und rac-Z-122h mit
OxdFG mit erhohter Substrat- und DMSO-Konzentration

a) Oxd (BFM, 1.2 mL)
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) (0.4 mL)
insg. 2 mL Reaktionsvolumen ;
8 °C, 850 rpm R CN
N

b) 0.5 mL Reaktionsmischung + R2
HCI (100 mM in H,0, 0.1 mL), MeCN (0.4 mL)

Ry < OH
R2

rac-E/Z-122g-h
(125 mM in DMSO, 0.4 mL)

(RIS)-123g-h

Rl R2 EiZ
cl
+ :
g @L Ch, 991
cl
h JéHg 1:99

Die Biotransformation erfolgte analog zu AAV 8. Fir beide Substrate rac-E-122g und
rac-Z-122h wurde zur Durchfiihrung der Reaktion Methode a) verwendet, allerdings mit
1.2 mL der Oxd-Zellsuspension und mit einer erthohten Konzentrationen von 25 mM
Substrat und 20 Vol.% DMSO bei einem Gesamtvolumen der Reaktionsmischung von
2 mL. Nach unterschiedlichen Reaktionszeiten (0.5 h, 2.5 h und 5 h) wurden jeweils
0.5 mLL des Gemisches aus der Reaktion entnommen und nach Methode I) aufgearbeitet.

Die Ergebnisse der Biotransformationen sind in Tabelle 7.18 dargestellt.
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Tabelle 7.18: Ergebnisse aus den Biotransformationen der Substrate rac-E-122g mit OxdRE und
rac-Z-122h mit OxdFG nach unterschiedlichen Reaktionszeiten.

Substrat E/Z Oxd Reaktionszeit Umsatz (Nitril)

[h] [74]
122g 99:1 RE 05 6
122 99:1 RE 25 18
122 99:1 RE 5 24
122h 1:99  FG 05 8
122h 1:99  FG 25 10
122h 1:99  FG 5 16

7.4.41 Biotransformation des Aldoxims rac-FE-122g mit OxdRE im priparativen MaB3stab

a) OxdRE (12 mL, 116 mg BFM)

Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) (4 mL) :
/N\OH 8°C,850rpm,5h cN
b) MTBE
Cl Cl

rac-E-122g (S)-123g
(125 mM in DMSO, 4 mL) 15%
96% ee

Eine Mischung aus Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0, 4.0 mL) und OxdRE (12.0 mL,
116 mg BFM) wurde mit Argon uberschichtet. Die Mischung wurde mit einem
Magnetrithrer gerthrt und in einem per Kryostat gekiihlten Wasserbad (5 °C) auf 8 °C
abgekihlt. Zum Start der Reaktion wurde das Aldoxim rac-E-122g (125 mM in DMSO,
12.0 mL)) hinzugegeben und die Reaktionsmischung 5h bei 8 °C gerthrt. Zur
Umsatzkontrolle wurden 0.5 mL des Gemisches aus der Reaktion entnommen und nach
Methode I) aus AAV 8 aufgearbeitet. Der Rest der Reaktionsmischung (19.5 mL) wurde
mit MTBE (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges.
wissr. NaCl-Losung (20 mL) gewaschen, tber MgSO4 getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Durch Aufreinigung mittels automatischer
Siulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-18% Gradient) in Cyclohexan)
wurde (5)-2-(2-Chlorphenyl)propionitril (($)-123g) (12.8 mg, Ry = 0.66
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 15% mit und

einem ee-Wert von 96% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CH2Cly): & [ppm] = 7.58 (dd, ] = 7.7 Hz, 4/ = 1.7 Hz, 1 H, H"),
7.42 (dd, }] = 7.9 Hz, 4] = 1.4 Hz, 1 H, H*), 7.37 (dt, 3] = 7.6 Hz, 4] = 1.5 Hz 1 H, H),
7.32 (dt, ’] = 7.7 Hz, 4] = 1.7 Hz 1 H, H*), 437 (q, ’] = 7.2 Hz, 1 H, CH;CH), 1.62 (d,
3] =7.2 Hz, 3 H, CH5CH).

Spezifischer Drehwinkel: oy = —40° (¢ = 0.92, CHCl3).

NP-HPLC: Daicel Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
R/; = 11.3 min (§), Rz = 12.9 min (R).
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Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[283]

7.4.42 Biotransformation des Aldoxims rac-Z-122h mit OxdFG im praparativen MalB3stab

OH a) OxdFG (12 mL, 110 mg BFM)
N Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) (4 mL)
Z 8°C, 850 rpm, 5 h CN
b) MTBE

cl cl
rac-Z-122h (R)-123h
(125 mM in DMSO, 4 mL) 8%

96% ee

Eine Mischung aus Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0, 4.0 mL) und OxdFG (12.0 mL,
110 mg BFM) wurde mit Argon uberschichtet. Die Mischung wurde mit einem
Magnetrithrer gerthrt und in einem per Kryostat gekiihlten Wasserbad (5 °C) auf 8 °C
abgekihlt. Zum Start der Reaktion wurde das Aldoxim rac-Z-122h (125 mM in DMSO,
12.0 mL)) hinzugegeben und die Reaktionsmischung 5h bei 8 °C gerthrt. Zur
Umsatzkontrolle wurden 0.5 mL des Gemisches aus der Reaktion entnommen und nach
Methode I) aus AAV 8 aufgearbeitet. Der Rest der Reaktionsmischung (19.5 mL) wurde
mit MTBE (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges.
wissr. NaCl-Losung (20 mL) gewaschen, tber MgSO4 getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Durch Aufreinigung mittels automatischer
Siulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (2-18% Gradient) in Cyclohexan)
wurde (R)-2-(3-Chlorphenyl)propionitril ((R)-123h) (6.7 mg, Ry = 0.45
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1)) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 8% mit und einem
ee-Wert von 96% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD>CL): 8 [ppm] = 7.37-7.27 (m, 4 H, H*), 3.91 (q, }] = 7.3 Hz,
1 H, CHsCH), 1.63 (d, ’] = 7.3 Hz, 3 H, CH5CH).

Spezifischer Drehwinkel: ofy = +20° (¢ = 1.00, CHCl3).

NP-HPLC: Daice/ Chiracel OB-H, CO2/iso-Propanol 98:2, 1.0 mL/min, 20 °C, 210 nm,
Ry = 10.9 min (5), Rz = 12.8 min (R).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[283]

7.4.43 Kondensation von N-Boc-L-Prolinal ((5)-142) zu E/Z-N-Boc-L-Prolinaloxim
(($-E/Z-143)
T L
oo "I o
(S)-142 (S)-143

67%
ElZ =21

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. N-Boc-L-Prolinal ((5)-142) (199 mg, 1.00 mmol)
wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (104 mg, 1.50 mmol) und
Na2COs (159 mg, 1.50 mmol) in Wasser (3 mlL) gegeben und Ethanol (2 mL) wurde
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hinzugefiigt. Die milchig-triibe Reaktionsmischung wurde 20h bei Raumtemperatur
gerthrt. Durch Aufarbeitung und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 2:1) wurde E/Z-N-Boc-L-Prolinaloxim ((5)-143) (143 mg, Ry =
0.23 (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1)) als farbloses, hochviskoses Ol in einer Ausbeute von
67% mit einem E/Z-Verhiltnis von 2:1 erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 8.05 (s, ~0.3 H, Z-CHNOH), 7.81 (s, ~0.7 H,
Z-CHNOH), 7.64 (s, ~0.6 H, E-CHNOH), 7.59 (s, ~0.4 H, E-CHNOH), 7.42 (s,
~0.4 H, E-CHNOH), 7.32 (s, ~0.6 H, E-CHNOH), 6.75 (s, ~0.3 H, Z-CHNOH), 6.70
(m, ~0.7 H, Z-CHNOH), 4.90 (s, ~0.3 H, Z-CHCHNOH), 4.83 (m, ~0.7 H,
Z-CHCHNOH), 4.46 (s, ~0.4 H, E-CHCHNOH), 4.32 (s, ~0.6 H, E-=CHCHNOH),
3.41 (m, 2 H, NCHCH2CH,), 2.28-1.80 (m, 4 H, NCH.CH2CHb>), 1.45 (s, ~7.5 H, CHj),
1.42 (s, ~1.5 H, CHs).

3C-NMR (500 MHz, CDCLy): 6 [ppm] = 1545 (NCO»), 151.9 (CHNOH), 80.1
(C(CH3)3), 562 (CHCHNOH), 465 (NNCH:CH.CH»), 28.6 (3CHs), 27.0
(NCH.CH,CH.).

GC: Aglent CP-Chirasil-Dex CB, 160 °C Starttemperatur (7 min), 2 °C/min
Temperaturrampe, 180 °C Endtemperatur, Ry = 12.3 min.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[293]

7.4.44 Kondensation von N-Boc-D-Prolinal (R)-142) zu E/Z-N-Boc-D-Prolinaloxim
(R)-E/Z-143)

NH,OH'HCI (1.5 Aq.)
Qw,/(o Na,COs (1.5 Aq.) [NX,,yNMOH
_ e Ve R
%\ P H20, EtOH %\ A
0" o RT, 24 h 0" 7o
(R)-142 (R)-143
81%
EIZ=31

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. N-Boc-D-Prolinal ((R)-142) (199 mg, 1.00 mmol)
wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (104 mg, 1.50 mmol) und
NaxCO3 (159 mg, 1.50 mmol) in Wasser (3 mL) gegeben und Ethanol (2 mL) wurde
hinzugefiigt. Die milchig-triibe Reaktionsmischung wurde 24h bei Raumtemperatur
gerithrt. Durch Aufarbeitung und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel,
Cyclohexan/Ethylacetat 2:1) wurde E/Z-N-Boc-D-Prolinaloxim ((R)-143) (177 mg,

Ry = 0.34) als farbloses, hochviskoses Ol in einer Ausbeute von 81% mit einem
E/Z-Verhiltnis von 3:1 erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCL): 6 [ppm] = 8.05 (s, ~0.3 H, Z-CHNOH), 7.81 (s, ~0.7 H,
Z-CHNOH), 7.64 (s, ~0.6 H, E-CHNOH), 7.58 (s, ~0.4 H, E-CHNOH), 7.41 (s,
~0.4 H, E-CHNOH), 7.32 (s, ~0.6 H, E-CHNOH), 6.76 (s, ~0.3 H, Z-CHNOH), 6.70
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(m, ~0.7 H, Z-CHNOH), 4.90 (s, ~0.3 H, Z-CHCHNOH), 4.83 (m, ~0.7 H,
Z-CHCHNOH), 4.47 (s, ~0.4 H, E-CHCHNOH), 4.32 (s, ~0.6 H, E-CHCHNOH),
3.41 (m, 2 H, NCH,CH2CH,), 2.27-1.80 (m, 4 H, NCH.CH2CHb>), 1.45 (s, ~7.5 H, CHs),
1.42 (s, ~1.5 H, CHs).

13C-NMR (500 MHz, CDCly): & [ppm] = 1545 (NCO), 151.6 (CHNOH), 80.0
(C(CH3)3), 563 (CHCHNOH), 465 (NCH:CH.CH»), 28.6 (3CHs), 27.0
(NCH.CH,CH.).

GC: Agient CP-Chirasil-Dex CB, 160 °C Starttemperatur (7 min), 2 °C/min
Temperaturrampe, 180 °C Endtemperatur, Ry = 10.7 min.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[293]

7.4.45 Cu-katalysierte Dehydratisierung von E/Z-N-Boc-L-Prolinaloxim ((5)-E/Z-143)
zu (§)-N-Boc-Pyrrolidin-2-carbonitril ((§)-141

Nvon Cu(OAC), (2 mol%) O\CN

Jﬁolo M—CN’JFL

90 °C > RT, 23 h o o
(S)-143 (S)-141
(EIZ = 2:1) 86%

97% ee
Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Loésung von E/Z-N-Boc-L-
Prolinaloxim ((5)-E/Z-143) (123 mg, 0.57 mmol) in Acetonitril (7 mL) wurde mit
Kupferacetat (2 mol%, 2.58 mg, 11.5 umol) 7 h unter Rithren zum Ruckfluss erhitzt und
abweichend von AAV 6 anschlieBend weitere 16 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Abweichend von AAV 6 wurde die Reaktionsmischung nicht extraktiv aufgearbeitet,
sondern nach Entfernen des Losungsmittels direkt mit einer Sdulenchromatographie
(Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat 2:1) aufgereinigt, worauthin ()-N-Boc-Pyrrolidin-2-
carbonitril ((5)-141) (97 mg, Ry = 0.63) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 86%

erhalten wurde.

IH-NMR (500 MHz, CDCL): § [ppm] = 4.57 (m, ~0.4 H, CHCN), 4.45 (m, ~0.6 H,
CHCN), 3.51 (m, 1 H, NCH2CH:CH>), 3.35 (m, 1 H, NCH,CH,CH,), 2.29-1.98 (m,
4 H, NCH.CH2CHb), 1.51 (s, ~5.4 H, CH3), 1.48 (s, ~3.6 H, CH3).

13C-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 153.17 (maj, NCOy), 153.15 (min, NCO»),
119.27 (maj, CHCN), 119.21 (min, CHCN), 81.6 (maj, C(CH3)3), 81.1 (min, C(CH3)3),
473 (maj, CHCN), 47.2 (min, CHCN), 46.1 (min, NCH,CH,CH,), 45.9 (maj,
NCH,CH,CH,), 31.8 (maj, NCH.CH.CHy), 31.0 (min, NCH.CH.CHy), 28.5 (3CHs),
24.8 (min, NCH,CH>CHb), 24.0 (maj, NCH,CH2CHb).

GC: Aglent CP-Chirasil-Dex CB, 160 °C Starttemperatur (7 min), 2 °C/min
Temperaturrampe, 180 °C Endtemperatur, Ry = 3.9 min (97% ee).
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Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[322l

7.4.46 Cu-katalysierte Dehydratisierung von E/Z-N-Boc-D-Prolinaloxim ((R)-E/Z-143)
zu (R)-N-Boc-Pyrrolidin-2-carbonitril ((K)-141

Q'//,//NMOH Cu(OAC); (2 mol%) OWCN
BN

N
_HERCR e MmO
MeCN %\ PN
%\O 0 90°C > RT, 23 h 0" "o
(R)-143 (R)y-141
(EIZ=3:1) 88%

99% ee
Die Synthese erfolgte analog zu AAV 6. Eine Losung von E/Z-N-Boc-D-
Prolinaloxim ((R)-E/Z-143) (161 mg, 0.75 mmol) in Acetonitril (7 mL) wurde mit
Kupferacetat (2 mol%, 2.73 mg, 15.0 umol) 7 h unter Rithren zum Rickfluss erhitzt und
abweichend von AAV 6 anschlieBend weitere 16 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Abweichend von AAV 6 wurde die Reaktionsmischung nicht extraktiv aufgearbeitet,
sondern nach Entfernen des Losungsmittels direkt mit einer Sdulenchromatographie
(Kieselgel, Cyclohexan/Ethylacetat 2:1) aufgereinigt, worauthin (R)-N-Boc-Pyrrolidin-2-
carbonitril (R)-141) (130 mg, Ry = 0.62) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 88%

erhalten wurde.

IH-NMR (500 MHz, CDCly): é [ppm] = 4.57 (m, ~0.4 H, CHCN), 4.45 (m, ~0.6 H,
CHCN), 3.51 (m, 1 H, NCH2CH:CH>), 3.35 (m, 1 H, NCH,CH,CH,), 2.29-1.98 (m,
4 H, NCH.CH2CHb), 1.51 (s, ~5.4 H, CH3), 1.48 (s, ~3.6 H, CH3).

GC: Agient CP-Chirasil-Dex CB, 160 °C Starttemperatur (7 min), 2 °C/min
Temperaturrampe, 180 °C Endtemperatur, Ry = 4.0 min (99% ee).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[323l

7.4.47 Biotransformation der Aldoxime (§)- und (R)-E/Z-143 mit verschiedenen Oxds
nach unterschiedlichen Reaktionszeiten

A oo s
%\O 0 a) Oxd (BFM, 0.01-0.16 U) o o

(S)-E/Z-143 Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.0) (S)141
(EIZ = 2:1) FMN (0.25 mM) 2-6%
25 mM insg. 500 pL Reaktionsvolumen
8°C

b) HCI (100 mM in H,0), EtOAc

N
[ )u// ™ [ Bw,
N OH N CN
/%dgb /%dgo
(R)-E/Z143 (R)-141
(EIZ =3:1) 1-5%
25 mM

Die Biotransformation erfolgte analog zu AAV 8. Zur Durchfiihrung der Reaktion wurde

Methode a) angewendet, allerdings mit einer erhohten Substratmenge (25 pL, 500 mM in
DMSO) und mit 0.16 U OxdA bzw. OxdB oder 0.01 U OxdRE. Zusitzlich wurde FMN
(125 pL, 1 mM in H2O) hinzugefigt. Fir jedes Substrat und jede Oxd erfolgten drei
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Durchliufe mit unterschiedlichen Reaktionszeiten (1 h, 2 h und 24 h). Zur Aufarbeitung
der Ansitze wurde Methode II) gewihlt, allerdings wurde zum Beenden der Reaktion
lediglich HCI (100 mM in H2O, 100 pL) hinzugegeben. Die Mischung wurde zentrifugiert
und mit Ethylacetat (2 x 500 pL) extrahiert. Die Ergebnisse der Biotransformationen sind
in Tabelle 7.19 dargestellt.

Tabelle 7.19: Ergebnisse aus den Biotransformationen der Substrate (5)- und (R)-E/Z-143 mit den Oxds
OxdA, OxdB und OxdRE.

Substrat E/Z  Oxd Reaktionszeit Umsatz (Nitril)

[h] [%]
(5143 21 A 1 4
($-143 2.1 A 2 4
($-143 2.1 A 24 5
($-143 2.1 B 1 4
(143 21 B 2 5
(143 21 B 24 5
(143 21 RE 1 4
(143 21 RE 2 2
($-143 2.1 RE 24 6
(R-143 31 A 1 1
(R-143 31 A 2 3
(R-143 31 A 24 4
(R-143 31 B 1 4
(R-143 31 B 2 4
(R-143 31 B 24 5
(R-143 31 RE 1 5
(R-143 31 RE 2 4
(R-143 31 RE 24 4

7.4.48 Solvenz-Screening zur Cu-katalysierten Dehydratisierung von E/Z-N-Boc-L-
Prolinaloxim ((5)-E/Z-143)  mit  variierenden =~ Mengen = MeCN  und
unterschiedlichen Kosolvenzien

N o
Q\// “OH Cu(OAc), (2 mol%) Q\CN
MeCN (1-64 Aq.

Lésungsmittel o "0

(S)-E/Z-143 70°C,5h (9141
(EIZ = 2:1)

Die Reaktionen wurden in 2 ml.-Glasgefilen durchgefithrt. Fir jeden Ansatz wurden
E/Z-N-Boc-L-Prolinaloxim (($)-E/Z-143) (643 mg, 300 pmol) und Kupferacetat
(2 mol%, 1.1 mg, 6.0 umol) vorgelegt. Zu den Ansitzen fir das Screening variierender
Mengen MeCN wurden Ethylacetat (1 mL) und verschiedene Mengen MeCN (1-20 Aq.)
hinzugegeben. Zusitzlich wurde ein Ansatz ausschlieBlich mit MeCN (1 mL, 64 Aq.)
ohne Ethylacetat vorbereitet. Fir das Screening von Kosolvenzien wurden MeCN

(10 Aq., 157 pL) und verschiedene Losungsmittel (1 mL) zu den Ansitzen gegeben. Die
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Gefil3e wurden verschlossen und die Reaktionsmischungen wurden 5 h bei 70 °C geriihrt.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde Wasser (2 mL) zu dem Riickstand
gegeben. Die Mischung wurde mit Dichlormethan (3 x 2 ml) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden tber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Die Bestimmung des Umsatzes erfolgte mit 'H-NMR-Spektroskopie
des Riuckstands tber den Vergleich der Integrale von Substrat- und Produkt-Protonen.

Die Ergebnisse des Solvenz-Screenings sind in dargestellt.

Tabelle 7.20: Ergebnisse aus dem Solvenz-Screening zur Cu-katalysierten Dehydratisierung von
Prolinaloxim (5)-E/Z-143 mit variierenden Mengen MeCN und unterschiedlichen Kosolvenzien.

Losungsmittel Menge Acetonitril  Umsatz Nitril
[Aq] [7e]
Ethylacetat 1 54
Ethylacetat 2 57
Ethylacetat 4 71
Ethylacetat 6 74
Ethylacetat 8 78
Ethylacetat 10 81
Ethylacetat 15 92
Ethylacetat 20 92
Acetonitril 64 92
Cyclohexan 10 88
Toluol 10 89
Wasser 10 46
Ethanol 10 80
Methanol 10 74
2-Methyl THF 10 70
Dimethylcarbonat 10 94

7.4.49 Hydrierung von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) zu L-Prolinol ((5)-148)

Ru-MACHO (145) (1 mol%)

KOMe (2 Aq.)
O\(o Ha (100 bar) OVOH
CIN? THE N
H
2 OMe 100 °C, 17 h H
(S)147 (5)-148

25%
Die Synthese wurde in Anlehnung an die Literaturvorschrift von Kuriyama et al.
durchgefihrt.?%8] L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) (2.00 g, 12.0 mmol) wurde
in einem Hochdruckstahlreaktor in THF (25 mlL) gelést und KOMe (2 Aq., 1.68 g,
24.0 mmol) wurde hinzugefiigt. Der Reaktor wurde mit Ar durchgespilt, wahrenddessen
der Katalysator Ru-MACHO (145) (1 mol%, 72.8 mg, 0.12 mmol) hinzugegeben wurde.
Der Reaktor wurde luftdicht verschlossen und mit Wasserstoff (100 bar) beladen. Die
Reaktionsmischung wurde 17 h bei 100 °C mechanisch gerithrt. Zum Beenden der
Reaktion wurde der Uberdruck abgelassen und Wasser (15 mL) zur Reaktionsmischung
gegeben. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x
20 mL), Dichlormethan (2 x 20 mL) und 2-Methyl-THF (2 x 15 mL) extrahiert. Die

vereinten organischen Phasen wurden tber MgSOs getrocknet und filtriert. Nach
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Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde ein gelber Feststoff erhalten, der mit
Methanol versetzt wurde. Die unl6slichen Komponenten wurden durch Filtration
entfernt. Nach Entfernen des Losungsmittels vom Filtrat im Vakuum wurde
L-Prolinol ((£)-148) (300 mg, Ry = 0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1)) als blassgelbes Ol

in einer Ausbeute von 25% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD;OD): § [ppm] = 3.50 (m, 2 H, CH.OH), 3.14 (m, 1 H,
CHCH,OH), 2.94 (m, 1 H, NHCH>CH>CH>), 2.82 (m, 1 H, NHCH,CH>CH>), 1.86 (m,
1H, NHCH.CH,CHp), 177 (m, 2H, NHCH,CH;CHj), 147 (m, 1H,
NHCH,CH,CH,).

3C-NMR (125 MHz, CD;0D): ¢ [ppm] = 68.3 (min, CH;OH), 65.4 (maj, CH,OH), 61.2
(maj, CHCH,OH), 60.1 (min, CHCH,OH), 48.7 (min, NHCH,CH,CH>), 47.0 (maj,
NHCH,CH2CHy), 30.0 (min, NHCH,CH,CH,), 28.7 (maj, NHCHCH.CHz), 26.2 (maj,
NHCH2CH2CH?2), 25.0 (min, NHCH2CH2CH>).

Die Daten stimmen mit der Literatur Uberein.[324

7.4.50 Acylierung von L-Prolinol (($)-148) zu N-Chloracetyl-L-Prolinol (($)-150)

o
(1Aq)
C'ka
129
O\/OH NEt; (1 Aq.) Q\/OH
- >
N CHCly al
0°C > RT,2h o
(S)-148 (S)-150

71%
Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Vasiloiu et al. durchgefithrt.304
L-Prolinol ((5)-148) (10.0 g, 99.0 mmol) wurde in Dichlormethan (150 mL) gel6st. Unter
kriftigem Rithren wurde Triethylamin (1 Ag., 13.7 mL, 99 mmol) hinzugegeben. Nach
Abkiihlen der blassgelben Losung auf 0 °C im Eisbad wurde tber einen Tropftrichter
Chloressigsiurechlorid (129) (1 Aq., 7.9 mL, 99 mmol) innerhalb von 5 min unter Rithren
langsam hinzugetropft. Die Suspension wurde 5 min bei 0 °C gerithrt und dann innerhalb
2h unter Rihren langsam auf Raumtemperatur erwirmt. Der entstandene Feststoff
wurde durch Filtration abgetrennt und das Losungsmittel des Filtrats wurde im Vakuum
entfernt. Der zur Trockne eingeengte Riickstand wurde in Diethylether suspendiert. Die
Suspension wurde mit Unterdruck durch eine Fritte (Porengréle 4) filtriert und der
Filterkuchen wurde mit kleinen Mengen Diethylether gewaschen. Das Losungsmittel der
vereinten organischen Phasen wurde im Vakuum entfernt. Mittels automatischer
Sdulenchromatographie (Kieselgel 25 pum, Methanol (3-15% Gradient) in Dichlormethan)
des Riickstands wurde N-Chloracetyl-L-Prolinol ((5)-150) (12.5 g) als gelbes Ol in einer

Ausbeute von 71% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CD»Cl): 6 [ppm] = 4.26 (bs, 1 H, CH,OH), 4.14 (m, 1 H,
CHCH.OH), 4.08 (s, 2 H, C(O)CH2Cl), 3.59 (m, 2 H, CH,OH), 3.57 (m, 1 H,
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NCH:CH2CHy), 3.50 (m, 1 H, NCH2CH2CHy>), 2.05 (m, 1 H, NCH2CH2CHb>), 1.97 (m,
1 H, NCH2CH2CH»), 1.88 (m, 1 H, NCH2CH2CHy), 1.64 (m, 1 H, NCH2CH>CH»).
I3C-NMR (125 MHz, CD2CL): d [ppm] = 167.6 (maj, NC(O)), 166.3 (min, NC(O)), 66.7
(maj, CHCH2OH), 64.9 (min, CHCH:OH), 62.6 (maj, CHCH2OH), 59.9 (min,
CHCH:OH), 48.6 (maj, NCH:CH:CH), 46.6 (min, NCH2CH:CH2), 43.3 (maj,
C(O)CH2Cl), 43.0 (min, C(O)CH:Cl), 28.7 (min, NCH>CH>CH), 28.6 (maj,
NCH>CH2CH>), 25.0 (maj, NCH2CH2CHy>), 22.4 (min, NCH2CH>CH)y).

MS (+ESIL, McOH): m/z (%) = 177.9 (5) [M + H]*, 199.9 (21) [M + Na]*, 377.1 (100)
[2 M + Nal*.

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[304

7.4.51 Acylierung von L-Prolinmethylester-Hydrochlorid (($)-147) zu N-Chloracetyl-1-
Prolinmethylester ((5)-149)

0
(1Aq.)
a
129
O\(o NEt; (2 Ag.) Q\(O
CI N+
H M CH2C|2 C| OME
2 OMe . RT 16h vgO
(S)-147 (S)-149

81%
Die Synthese wurde analog zu der Literaturvorschrift von Vasiloiu et al. durchgefithrt.304
L-Prolinmethylester-Hydrochlorid ((5)-147) (5.0 g, 30 mmol) wurde in Dichlormethan
(30 mL) gelost. Nach Abkthlen der Losung auf 0°C im FEisbad wurde
Triethylamin (2 Aq., 8.6 mL, 60 mmol) hinzugegeben, wobei ein farbloser Feststoff
ausfiel. Unter Rithren wurde iiber einen Tropftrichter Chloressigsiurechlorid (129) (1 Aq.,
2.4 mL, 30 mmol) langsam hinzugetropft. Die Suspension wurde 1.5 h bei 0 °C und nach
Entfernen des Eisbads weitere 14 h bei Raumtemperatur gerithrt. Zu der Suspension
wurde Wasser (10 mI) gegeben und die Phasen wurden getrennt. Die wissrige Phase
wurde mit Dichlormethan (3 x 15 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden iber MgSOy4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel des Filtrats wurde im
Vakuum entfernt. Mittels automatischer Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um,
Ethylacetat  (12-87%  Gradient) in  Cyclohexan) wurde  N-Chloracetyl-L-
Prolinmethylester ((5)-149) (5.0 g, Ry = 0.78 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1)) als blassgelber

Feststoff in einer Ausbeute von 81% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDsOD): ¢ [ppm] = 4.74 (dd, ’] = 8.3 Hz, ’] = 8.2 Hz, ~1/6 H,
CHCO2CH3), 4.48 (dd, ’] = 8.9 Hz, ’] = 8.6 Hz, ~5/6 H, CHCO2CH3), 4.32-4.07 (m,
2 H, C(O)CHCI), 3.79 (s, ~0.5 H, CO2CH3), 3.75-3.52 (m, 2 H, NCH2CH2CH>), 3.74 (s,
~2.5 H, CO:CH3), 2.30 (m, 1 H, NCH2CH2CHy), 2.12-1.84 (m, 3 H, NCH.CH2CHo,
NCH2CH2CHb).
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13C-NMR (125 MHz, CD;0D): 4 [ppm] = 173.9 (maj, CO-CH3), 173.5 (min, CO,CH3),
168.0 (min, NC(O)), 176.6 (maj, NC(O)), 61.5 (min, CHCO,CH3), 60.8 (maj,
CHCO>CH3), 53.3 (min, CO.CH3), 52.8 (maj, CO2CH3), 48.32 (maj, NCH,CH,CH,),
48.16 (min, NCH,CH,CHy), 42.8 (maj, C(O)CH.Cl), 42.7 (min, C(O)CHaCl), 32.0 (min,
NCH,CH,CHs), 30.1 (maj, NCH,CH,CHz), 25.8 (maj, NCH,CH.CH), 232 (min,
NCH:CH:2CHy).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[323]

7.4.52 Versuche zur Hydrierung von N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester (($)-149)

Ru-Kat. 144, 145 oder 146 (1 oder 5 mol%)

Base (0-2Aq.)
O\(o H, (60 - 175 bar) O\/OH
N N
MeOH oder THF
C|v§0 OMe 80 oder 100 °C, 16 - 72 h CI\/&O
(S)-149 (S)-150

Die Synthesen wurden in Anlehnung an die Literaturvorschriften von Spasyuk et al. >’
Kuriyama et all?°®\  und ~ Werkmeister et all?%30  durchgefithrt.  N-Chloracetyl-L-
Prolinmethylester ((5)-149) 0.7-2.1 g, 3.3-10.0 mmol) wurde in einem
Hochdruckstahlreaktor in Methanol oder THF (10-50 mL) gel6st und je nach Katalysator
wurde entweder keine Base, KOMe (2 Aq.) oder NaOMe (1 Aq.) hinzugefiigt. Der
Reaktor wurde mit Ar durchgespiilt, wihrenddessen einer der Katalysatoren Guser-
Katalysator (144) (1 oder 5 mol%), Ru-MACHO (145) (1 mol%) oder Ru-MACHO-
BH (146) (1 oder 5 mol%) hinzugegeben wurde. Der Reaktor wurde luftdicht
verschlossen und mit Wasserstoff (60-175 bar) beladen. Die Reaktionsmischung wurde
16-72 h bei 80 oder 100 °C mechanisch gerthrt. Zum Beenden der Reaktion wurde der
Uberdruck abgelassen. Die basischen Ansitze wurden mit Salzsiure (2 M) auf pH 6
angesduert, wihrend zu den Ansitzen ohne Basenzusatz Wasser (10-15 mlL)
hinzugegeben wurde. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase wurde mit
Dichlormethan (3-4 x 20 mL) und ggf. Ethylacetat (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet und filtriert. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wurde der Rickstand per 'H-NMR-Spektroskopie zur
Bestimmung des Umsatzes zu N-Chloracetyl-L-Prolinol ((5)-150) vermessen. Die
Ergebnisse sind in dargestellt.

Tabelle 7.21: Ergebnisse aus den Hydrierversuchen mit N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester ((5)-149) unter
Verwendung der Ru-Katalysatoren Guser-Katalysator (144), Ru-MACHO (145) oder Ru-MACHO-
BH (146) mit unterschiedlichen Reaktionsbedingungen.

Kat. Konz. Base Loésungs- Temp. Zeit Ho- Umsatz
(Menge (5149 mittel Druck zu $150
[mol%]) [mmol]) [°C] [h] [bar] [“0]

144 (1) 166 KOMe MeOH 80 19 75 0

144 (1) 146 KOMe MeOH 80 72 60 0

144 (1) 166 KOMe MeOH 80 24 100 0

144 (5) 128 KOMe MeOH 80 17 175 0
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Kat. Konz. Base Losungs- Temp. Zeit Ho- Umsatz
(Menge (8149 mittel Druck zu $150
[mol%])  [mmol]) [°C] [h] [bar] [%0]

144 (1) 157 KOMe THF 80 17 100 0

145 (1) 1000 NaOMe MeOH 100 16 75 0

146 (1) 163 - THF 80 40 100 0

146 (5) 146 - THF 100 17 100 0

7.4.53 Synthese von 2-Chlor-1-hydroxy-5,6,7,7a-tetrahydro-3H-pyrrolizin-3-on (151) aus
N-Chloracetyl-L-Prolinmethylester ((5)-149)

Ru-MACHO-BH (146) (1 mol%)

KOMe (2 Aq.)
Q\(O Ha (90 bar) lr\}_ﬁz/)/OH
OMe THF
cl
vgo 80°C, 23 h d
(S)-149 151

44%
N-Chloracetyl-L-prolinmethylester ((5)-149) (1.5¢g, 7.3 mmol) wurde in einem
Hochdruckstahlreaktor in THF (20 mL) gelést und KOMe (2 Aq., 0.98 g, 14.6 mmol)
wurde hinzugefiigt. Der Reaktor wurde mit Ar durchgespilt, wihrenddessen der
Katalysator Ru-MACHO-BH (146) (1 mol%, 43.0 mg, 0.07 mmol) hinzugegeben wurde.
Der Reaktor wurde luftdicht verschlossen und mit Wasserstoff (90 bar) beladen. Die
Reaktionsmischung wurde 23 h bei 80 °C mechanisch gertihrt. Zum Beenden der
Reaktion wurde der Uberdruck abgelassen und die Reaktionsmischung wurde mit
Salzsdure (2 M) auf pH 6 angesduert. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase
wurde mit Dichlormethan (4 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden iber MgSOy4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel des Filtrats wurde im
Vakuum entfernt. Mittels Umkristallisation des gelben Riickstands aus Chloroform wurde
2-Chlor-1-hydroxy-5,6,7,7a-tetrahydro-3 H-pyrrolizin-3-on (151) (0.95 g)  als  farbloser

Feststoff in einer Ausbeute von 44% erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDsOD): ¢ [ppm] = 4.19 (dd, ’] = 6.0 Hz, ’)] = 6.3 Hz, 1 H,
CHC(OH)), 3.40 (m, 1 H, NCH2CH:CH>), 3.22 (m, 1 H, NCH2CH2CH>), 2.26-2.11 (m,
3 H, NCH.CH2CH2, NCH2CH2CH)>), 1.37 (m, 1 H, NCH.CH2CH)).

BC-NMR (125 MHz, CDs;OD): ¢ [ppm] = 175.6 (CHC(OH)), 172.1 (NC(O)), 97.1
(C(O)C(CL), 64.8 (CHC(OH)), 44.5 (NCH2CH:CH), 29.3 (NCH2CH:2CH2), 29.1
(NCH2CH:2CH>).

IR: » [em-!] = 2888 (m, CH>), 2584 (m, Amin), 1599 (s, Amid), 1373 (s, Amid).

MS (+ESIL, MeOH): m/z (%) = 173.9 (15) [M + HJ*, 195.9 (30) [M + Na]*, 369.1 (100)
[2 M + Nal*, 541.9 (8) [3 M + Nal*.
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Schmelzpunkt: 202 °C.

Elementaranalyse: C7HsCINOg, berechnet C 48.43%, H 4.65%, N 8.07%, gefunden
C 47.05%, H 4.80%, N 7.57%.

7.4.54 TEMPO-Oxidation von N-Chloracetyl-L-Prolinol (($)-150) zu IN-Chloracetyl-L-
Prolinal ((5)-136)

TEMPO (1 mol%)
NaBr (10 mol%), NaHCO3
Q\/OH NaOCI (1.1 Aq.) Q\(O
Cl CH,CI, H,O cl H
vgO 0-4 °C, 20 min vgo
(S)-150 (S)-136
54%

Die Synthese wurde analog zu der Vorschrift im Organikum durchgefithrt.[183]
N-Chloracetyl-L-Prolinol (($)-150) (3.01 g, 16.9 mmol) wurde in Dichlormethan (8 mL)
gelost und TEMPO (1 mol%, 26.5 mg, 0.17 mmol) hinzugegeben. Zu der gelben Losung
wurde unter Rihren eine Losung von NaBr (10 mol%, 178 mg, 1.69 mmol) in Wasser
(1 mL) gegeben. Nach Abkithlen der Mischung im Eis-Kochsalz-Bad wurde unter Rihren
eine NaOCl-Losung (1.1 Aq., 1.96 M, mit festem NaHCOs; auf pH 9.5 eingestellt,
18.3 mmol, 9.53 mL) innerhalb 20 min so zugetropft, dass die Temperatur der
Reaktionsmischung 4 °C nicht iiberstieg. AnschlieBend wurde die triibe braune Mischung
20 min bei 0 °C geriihrt. Nach Trennung der Phasen wurde die wissrige Phase mit
Dichlormethan (4 x 10 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden dann
mit Salzsaure (2N, 10 mL, mit Kaliumiodid (0.34 mmol, 56.1 mg) versetzt), wasst.
Na2S203-Lésung (0.1 N, 10 mL), wissr. NaHCOs3-Losung (10%, 10 mL) und Wasser
(10 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde tber MgSO4 getrocknet und filtriert.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde N-Chloracetyl-L-Prolinal (($)-136)
(1.61 @) als gelb-orangefarbenes Ol in einer Ausbeute von 54% erhalten. Das Produkt

wurde ohne weitere Aufreinigung in der nichsten Stufe eingesetzt.

IH-NMR (500 MHz, CDCL): 4 [ppm] = 9.60 (s, ~0.1 H, CHO), 9.56 (s, ~0.9 H, CHO),
457 (m, ~0.1 H, CHCHO), 4.53 (m, ~0.9 H, CHCHO), 4.10 (s, ~1.8 H, C(O)CH.C)),
4.07 (s, ~0.2 H, C(O)CHC)), 3.68 (m, 2 H, NCH2CH,CH,), 2.14-1.93 (m, 4 H,
NCH,CH,CH)).

BC-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 198.4 (maj, CHO), 198.0 (min, CHO), 165.8
(NC(O)), 65.8 (min, CHCHO), 65.4 (maj, CHCHO), 47.43 (maj, NCH.CH2CH>), 47.39
(min, NCH2CH2CH>), 41.9 (min, C(O)CH2Cl), 41.8 (maj, C(O)CH2Cl), 27.9 (min,
NCH2CH2CH), 25.9 (maj, NCH2CH2CH»), 25.0 (maj, NCH2CH2CHy), 22.3 (min,
NCH2CH2CHy).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 175.9 (4) [M + H]*, 197.9 (100) [M + Na]*, 238.9 (13)
[M + MeCN + Nal*, 373.1 (42) [2 M + Na]*,
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Exakte Masse (ESI): CyH11CINO2* (IM + H]*), berechnet 176.0473, gefunden 176.0470.

7.4.55 Kondensation von  N-Chloracetyl-L-Prolinal ((§)-136) zu  (§)-E/Z-1-(2-
Chloracetyl)pyrrolidin-2-carbaldoxim ((5)-E/Z-137)

NH,OH-HCI (1.5 Aq.)
Q\(O Na,COj3 (1.5 Aq.) Q\//N”"OH
_—_— >
H H0
| 2 |
c v§0 RT,3h c v§0

(S)-136 (S)-E/1Z137
45%

Die Synthese erfolgte analog zu AAV 5. N-Chloracetyl-L-Prolinal ((5)-136) (0.30 g,
1.7 mmol) wurde zu einer Losung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid (0.18 g, 2.6 mmol)
und Na,COs3 (0.27 g, 2.6 mmol) in H2O (3 mL) gegeben und die Suspension wurde 3 h
gerthrt. Durch  Extraktion  und  Aufreinigung  mittels automatischer
Saulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (10-100% Gradient) in Cyclohexan)
wurde (S)-E/ Z-1-(2-Chloroacetyl)pyrrolidin-2-carbaldoxim ((5)-E/Z-137) (0.15 g,
Ry=0.61 (Ethylacetat)) als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 45% mit einem
E/Z-Verhiltnis von 3:1 erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): é [ppm] = 8.61 (bs, ~0.1 H, CHNOH) 8.28 (bs, ~0.2 H,
CHNOH), 7.45 (d, ’] = 4.2 Hz, ~0.4 H, E-CHNOH), 7.33 (d, /] = 6.3 Hz, ~0.3 H,
E-CHNOH), 6.73 (d, ’] = 7.1 Hz, ~0.2 H, ZCHNOH), 6.72 (d, ] = 5.4 Hz, ~0.1 H,
Z-CHNOH), 5.23 (m, ~0.1 H, Z-CHCHNOH), 5.06 (m, ~0.2 H, Z-CHCHNOH), 4.76
(m, ~0.4 H, E-CHCHNOH), 4.63 (m, ~0.3 H, E-CHCHNOH), 4.14-3.96 (m, 2 H,
C(O)CH2Cl), 3.70-3.55 (m, 2 H, NCH2CH>CH>), 2.35-1.87 (m, 4 H, NCH,CH>CHD»).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 166.2 (maj, Z-NC(O)), 165.8 (min, 165.5
NC(O)), 165.6 (min, NC(O)), 165.5 (maj, E-NC(O)), 152.9 (min, Z-CHNOH), 151.3
(min, E-CHNOH), 149.8 (maj, Z-CHNOH), 149.5 (maj, E-CHNOH), 56.6 (maj,
Z-CHCHNOH), 56.5 (maj, E-CHCHNOH), 53.9 (min, CHCHNOH), 52.0 (min,
CHCHNOH), 47.5 (min, E-NCH:CH>CH>), 47.2 (min, Z-NCH>CH>CH,), 47.1 (maj,
E-NCH>CH>CH>), 47.0 (maj, Z-NCH>CH>CH>), 42.2 (maj, E-C(O)CH.CI), 42.1 (min,
E-C(O)CH:CI), 41.9 (maj, Z-C(O)CH.Cl), 41.7 (min, Z-C(O)CH:Cl), 31.6 (min,
Z-NCH>CH,CH>), 31.3 (maj, ZNCH,CH>CH>), 29.3 (min, E-NCH,CH>CH>), 28.5 (maj,
E-NCH>CH»CH>), 25.6 (min, E-NCH>CH2CHy), 24.5 (maj, E-NCHCH,CH,), 23.3
(min, Z-NCH,CH>CHb), 22.2 (maj, Z-NCH,CH,CHo,).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 213.0 (42) [M + Na]*, 403.1 (100) [2 M + Na]*.

Exakte Masse (ESI): C7H12CIN2O2* (M + H]"), berechnet 191.0582, gefunden 191.0578.
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7.4.56 Cu-katalysierte Dehydratisierung  von  (5)-E/Z-1-(2-Chloracetyl)pytrolidin-2-
carbaldoxim  (($)-E/Z-137) zu  (5)-1-(2-Chloracetyl)pyrrolidin-2-carbonitril

(($)-132)
L M MNeon cu(0A0) (5 mo) &CN

N

N b diaite
Clvgo 90“‘{‘8?5‘1 h CI\/go

(S)-E/1Z-137 (S)132
96%

Die Synthese erfolgte analog 2zu AAV 6. Eine Loésung von (5)-E/Z-1-(2-
Chloroacetyl)pyrrolidin-2-carbaldoxim (($)-E/Z-137) (114 mg, 0.60 mmol) in
Acetonitril (8 mL)) wurde mit Kupferacetat (5 mol%, 5.6 mg, 0.03 mmol) 21 h unter
Rithren zum Ruckfluss erhitzt. Durch Extraktion und Aufreinigung mittels automatischer
Siulenchromatographie (Kieselgel 25 um, Ethylacetat (10-100% Gradient) in Cyclohexan)
wurde  (5)-1-(2-Chloracetyl)pyrrolidin-2-carbonitril ((5)-132) (100 mg, Ry = 0.58
(Ethylacetat)) als farbloses Ol in einer Ausbeute von 96% und einer Reinheit von 86%

erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCLs): 6 [ppm] = 4.87 (d, }] = 7.6 Hz, ~1/7 H, CHCN), 4.77 (d, ]
= 7.8 Hz, ~6/7 H, CHCN), 4.17 (m, ~2/7 H, C(O)CHCl), 412 (q, ’] = 7.1 Hz,
~0.33 H, CH;CO:CH2CH3), 4.05 (m, ~12/7 H, C(O)CHCl), 3.73 (m, 1 H,
NCH>CH>CHb), 3.57 (m, 1 H, NCH>CH,CHs), 2.44-2.11 (m, 4 H, NCH,CH>CH>), 2.04
(s, ~0.5 H, CH3CO,CH>CHS3), 1.26 (t, }] = 7.1 Hz, ~0.5 H, CH;CO2CH,CHj).

BCNMR (125 MHz, CDCly): § [ppm] = 1654 (NC(O)), 117.9 (CHCN), 60.5
(CH3CO,CH>CH3), 47.1 (CHCN), 46.7 (NCH.CH.CH,), 41.6 (C(O)CH.CI), 30.2
(NCH.CH:CH»), 254  (NCH,CH:CHz), 212  (CH;CO.CH,CH3),  14.4
(CH3CO,CH,CHs).

MS (+ESI, MeCN): m/z (%) = 172.9 (5) [M + HJ*, 190.0 (5) [M + NH4]*, 194.9 (27)
[M + Na]*, 236.0 (4) [M + MeCN + Na]*, 367.1 (100) [2 M + Nal*.

Spezifischer Drehwinkel: ofy = —147° (¢ = 1.01, CH,CL).

Die Daten stimmen mit der Literatur iberein.[300]
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