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Abstract in Deutsch

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Gewinnung enantiomerenreiner
Aminosduren und sekundérer Alkohole nach dem Konzept der dynamischen kinetischen
Racematspaltung durchgefiihrt. In Studien zur DKR von Aminosdureestern wurden
signifikante Verbesserungen einer literaturbekannten Methode ausgearbeitet. Wesentliche
Punkte sind hier die Verwendung gut zuganglicher Esterderivate von Aminosauren und die
Reduzierung und Strukturvereinfachung des Racemisierungskatalysators.

Den thematischen Schwerpunkt der Arbeit bildeten grundlegende Studien zur Entwicklung
einer neuen katalytischen Racemisierungsmethode von N-Acylaminosduren mit Hilfe von
Ubergangsmetallkatalysatoren.

AbschliefRend wurden Untersuchungen zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von
sekundéren Alkoholen am Beispiel von 1-Phenylethanol durchgefiihrt. Ausgangspunkt waren
Untersuchungen zur Racemisierungsaktivitét eines neuen Katalysators, der schnelle
Racemisierung bei gleichzeitig milden Reaktionsbedingungen ermdglicht. Es gelang, die neue
Racemisierungsmethode in einer dynamischen kinetischen Racematspaltung von
1-Phenylethanol erfolgreich anzuwenden.

Abstract in english

In the following thesis studies towards the synthesis of optical pure amino acids and
secondary alcohols via dynamic kinetic resolution are described. In the field of the DKR of
amino acid esters significant improvements of the literature-known method could be archived.
The main topics are the use of simplified amino acid esters as substrates and the reduction and
structural simplification of the racemisation catalyst.

The major goal of the work were fundamental studies for the development of a new catalytic
racemisation method for N-acyl amino acids with transition metal catalysts.

Finally studies of the dynamic kinetic resolution of 1-phenyl ethanol were done. In the
beginning studies of the racemisation activity of a new racemisation catalyst, which allows
fast racemisation under mild reaction conditions were undertaken. In the case of 1-phenyl
ethanol the successful application of the new racemisation method could be shown.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Synthese von optisch aktiven Verbindungen ist ein Gebiet mit einer mehr als
hundertfinfzig-jahrigen Geschichte. Im Jahr 1848 gelang Louis Pasteur die erste Trennung
einer racemischen Verbindung in die jeweiligen Enantiomere.™ Im weiteren entwickelte er
mit der Diastereomerentrennung'®und der Fermentation'®! zwei grundlegende Methoden zur
Enantiomerenseparation, die auch in heutiger Zeit noch immer einen bedeutenden Stellenwert
bei industriell praktizierten Racematspaltungen einnehmen.

Vor wenigen Jahrzehnten war eine Trendwende bel der Synthese von optisch aktiven
Verbindungen zu verzeichnen, die bis zu diesem Zeitpunkt haufig in racemischer Form
dargestellt wurden. Die Ursache liegt im wachsenden Bewul3tsein, dal3 jedes Enantiomer einer
chiralen Verbindung unterschiedliche biologische Aktivitat aufweisen kann.!!

Biologisch wirksame Substanzen wie Pestizide oder Pharmaka besitzen zumeist mindestens
ein asymmetrisches Zentrum. Die Aktivitdt der Wirkstoffe beruht hauptsichlich auf chiraler
Erkennung im Zielorganismus. Deshalb ist haufig nur eines der beiden (oder mehreren)
Isomere fur die gewtnschte biologische Aktivitét verantwortlich, andere 1somere verhalten
sich im gunstigsten Fall indifferent.”! Um die Effektivitdt von biologisch wirksamen
Substanzen bzgl. selektiver Wirkung und Dosierung zu steigern, ist es ein erklartes Ziel, das
(eine) relevante, aktive Isomer zu identifizieren und in optisch reiner Form einzusetzen.!®
Damit erkléart sich das grof3e Interesse an Verfahren und chemischen Synthesemethoden, die

es erlauben, optisch reine Produkte zu gewinnen.!”?

Die relevanten Methoden zur Darstellung von Substanzen in enantiomerenreiner Form sind
Fermentation, chemische Modifikation von Verbindungen des ,chiralen Pools* sowie die
asymmetrische Synthese.'®

Erst die asymmetrische Synthese ermdglichte das gezielte Erzeugen von Chiralitétszentren,
die aus prochiralen’ oder meso-Verbindungen®® durch entsprechende Syntheseoperationen
meist unter Mithilfe eines chiralen Auxiliars generiert werden. Besondere Bedeutung kommt
allen Verfahren zu, die einen unterstchiometrischen (und damit katalytischen) Einsatz des
chiralen Hilfsreagenzes ermdglichen.!*” Neben den seit Jahrzehnten entwickelten und sehr
erfolgreichen Chemokatalyse spielt auch die Biokatalyse™® durch eine immer groRer
werdende Anzahl an preiswerten und einfach einzusetzenden Enzymen wie z.B. Hydrolasen

eine immer grofl3er werdende Rolle bei stereoselektiven Umsetzungen.
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Bel den Racematspaltungen ist die Diastereomerenkristallisation ein seit langem erfolgreiches
und in unzdhligen Anwendungen praktiziertes Verfahren zur Enantiomerentrennung. Vor
allem in der industriellen Darstellung optisch aktiver Verbindungen wird sie als eines der
Standardverfahren verwendet.® Grundlage der Trennung der Enantiomeren ist die
stochiometrische Reaktion des Racemates mit einer chiralen und optisch reinen Saure oder
Base. Die Enantiomere werden dadurch in ein Diastereomerenpaar mit unterschiedlichen
chemischen und physikalischen Eigenschaften der einzelnen Diastereomere Uberflihrt, welche
zur Trennung derselben ausgenutzt werden konnen.

Haufig erfolgt die Enantiomerentrennung durch diastereoselektive Kristallisation. Die
maximale theoretische Ausbeute an enantiomerenreinem Produkt liegt hier wie bei alen
klassischen Racematspaltungen bei 50 %, in der Praxis werden bei Diastereomeren-
kristallisationen jedoch haufig nur Ausbeuten um die 40 % bei einem de-Wert von > 95 %
erreicht. Um dieses Verfahren dennoch wirtschaftlich praktizieren zu kdnnen, ist es von
fundamentaler Bedeutung, sowohl das verbleibende Enantiomer schonend und verlustfrei zu
racemisieren (optimalerweise in-situ wadhrend der Reaktion) und dem Prozef3 wieder
zuzufihren, als auch das chirale Hilfsreagenz moglichst quantitativ und ohne Minderung der

Enantiomerenreinheit wiederzugewinnen.

Ein zweites wichtiges Verfahren zur Racematspaltung ist die kinetische Racematspaltung
(Abbildung 1).

k
R R > P R,S: Substratisomere
schnell
P: erwlnschtes Produkt
Q: unerwiinschtes Nebenprodukt
Ks -~ kx: Geschwindigkeitskonstante der
S langsam o Q Teilreaktion X

Abbildung 1: Teilreaktionen einer kinetische Racematspaltung.

Hierbei werden beide Isomere R und S in die korrespondierenden Produkte P und Q
Uberfuhrt. Eine kinetische Racematspaltung liegt vor, falls die Geschwindigkeitskonstanten
beider Teilreaktionen sich deutlich voneinander unterscheiden. Die Reaktion wird sich circa
bei der 50 % Umsatzmarke deutlich verlangsamen, da das schneller reagierende Enantiomer R

nahezu verbraucht ist. Als Produkte werden im Ideafall P und das unverénderte Enantiomer S
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erhalten. Ermdglicht werden Reaktionen dieser Art durch chirale Katalysatoren, in der
Hauptsache handelt es sich um Enzyme, jedoch sind auch Racematspaltungen mit chiralen
Katalysatoren auf chemischer Basis bekannt. Ein Nachteil des Verfahrens ist auch hier die
maximal 50 %-ige Ausbeute an enantiomerenreinem Produkt. Ferner bereitet die
Produktisolierung Probleme, vor alem, wenn einfache Trennoperationen wie Destillation
oder Extraktion nicht angewendet werden kénnen. Haufig stellt sich auch das Problem der
Wieder- bzw. Weiterverwertung des verbleibenden nicht erwiinschten Enantiomers. Daher ist
haufig ein Racemsierungsschritt notwendig, der sich nur selten einfach und
nebenreaktionsfrei bewerkstelligen 1&3t." Weiterhin nachteilig ist die Tatsache, daR die
optische Reinheit des Produktes vom Umsatz der Racematspaltung abhéngig ist, je weiter
fortgeschritten die Reaktion, desto niedriger ist der ee-Wert des Produktes.

Aufgrund der Probleme , klassischer® Racematspaltungen gibt es besonderes I nteresse bessere
Konzepte zur Darstellung enantiomerenreiner Produkte zu entwickeln. Ein wesentliches Ziel
ist es, Racematspaltungen mit quantitativer Umsetzung zu dem Zielenantiomer
durchzufuhren.!*¥ Eines dieser Verfahren, die dynamische kinetische Racematspaltung
(DKR), ist ein relativ neues Konzept, das sich seit seiner Entdeckung*” durch eine immer
groRere Anzahl an Anwendungsméglichkeiten zu einem attraktiven Verfahren entwickelt hat.
Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit war es, neue und bedeutende Substanzklassen wie
N-Acylaminosauren auf ihre Eignung zur Darstellung nach diesem Verfahren zu tberprifen
und bereits bestehende Methoden auf den Gebieten der Aminosdureester und sekundéren
Alkoholen effizienter zu gestalten.
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2 Die dynamische kinetische Racematspaltung

2.1 Allgemeines

Wie bereits im Vorfeld angesprochen, nimmt die dynamische kinetische Racematspaltung
einen immer grofRer werdenden Antell unter den Deracemisierungsreaktionen ein, deren
Prinzip in Abbildung 2 veranschaulicht wird.

Retention _

R > P
e&é‘o{\/
/\{Q&
S

Abbildung 2: Prinzip der Deracemisierung.

Voraussetzung fur Deracecemisierungsreaktionen sind zwel voneinander unabhangige
Reaktionsschritte vom racemischen Edukt zum Produkt P, die streng enantiomer-
differenzierend auf jewells ein Enantiomer angewendet werden. Eine der Transformationen
mul3 unter Retention der Konfiguration, die ergdnzende Transformation entsprechend unter
Inversion der Orientierung verlaufen. Somit wird die Mdglichkeit ertffnet, stochiometrische
Umwandlungen eines Racemates in ein enantiomerenreines Produkt zu erreichen.

Die auf den ersten Blick etwas abstrakt und simpel wirkende Darstellung des Prinzips der
Deracemsierung tauscht Uber die tatsichliche Schwierigkeit zur Verwirklichung solcher
Prozesse in chemischen Reaktionen hinweg. Dennoch filhren viele Arbeiten!***®! mit teilweise
sehr eleganten und phantasievollen Strategien eindrucksvoll vor Augen, dald es sich bel
Deracemisierungen nicht nur um einen zu Papier gebrachten Wunsch nach effizienter und
atomokologischer EPC-(enantiomeric pure compound)-Synthese handelt.

Ein Beispiel fur Deracemisierungsreaktionen ist die dynamische kinetische Racematspaltung,

welche im folgenden genauer erléutert wird.
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2.2 Die dynamische kinetische Racematspaltung

Die eingangs erwadhnten grofdten Nachteile der klasischen Racematspaltung, zum einen die
maximal halbstéchiometrische Ausbeute, zum anderen das Weiterverarbeitungsproblem des
unerwinschten Enantiomers, das Uberwiegend ,reracemisiert” wird, legen den Gedanken
nahe, diese beiden notwendigen Schritte in einem neuen, dem der klassischen
Racematspaltung tberlegenem Verfahren zu vereinigen (Abbildung 3).

k
R R - P R,S: Substratisomere
schnell
P: erwlnschtes Produkt
kinv k_lim,
Q: unerwiinschtes Nebenprodukt
Ks -~ kx: Geschwindigkeitskonstante der
S langsam o Q Teilreaktion X

Abbildung 3: Prinzip der dynamischen kinetischen Racematspaltung.

Zunéchst kommen bei der dynamischen kinetischen Racematspaltung einige aus der
klassischen Racematspaltung bekannte Elemente zu tragen. Wie bereits bekannt werden die
Enantiomere R und S mit Hilfe eines enantiomerdifferenzierenden Schrittes in das
gewinschte Produkt P und das Nebenprodukt Q (ebenfalls zueinander enantiomer)
transformiert. Die prinzipiell parallel ablaufenden Umsetzungen der beiden Enantiomere
finden jedoch abhéngig von der Enantiomerdifferenzierung des chiralen Katalysators mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit (z.B. ks > kg) dStatt, so daf3 diese Diskriminierung
insgesamt zu einer schnelleren Bildung von P im Vergleich zu Q fuhrt. Je hoher die Fahigkeit
des Katalysators ist, selektiv ein Enantiomer umzusetzen (ks » kgr), desto besser ist das
Ergebnis der Racematspaltung. Im optimalen Fall (kg = 0) I&3t sich Produkt P mit 50 %-iger
Ausbeute und 100 % ee isolieren. Dabei wird sich die Reaktion mit fortschreitendem Umsatz
zunehmend verlangsamen bis schliefdlich Umsatzstillstand bel exakt 50 % erreicht wird, da
das reaktive Enantiomer komplett verbraucht worden ist.

Bei der dynamischen kinetischen Racematspaltung findet zusétzlich zur eigentlichen
Umsetzung eine spontane Epimeriserung der Enantiomere S und R statt. Die beiden
Enantiomere sind in der Lage, sich ineinander umzuwandeln, was einer Racemisierung

gleichkommt. Je ausgeprégter die Umwandlung der beiden Enantiomere ist, desto grof3er ist
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die Geschwindigkeit (kin, k™), mit der sich die einzelnen Enantiomere ineinander
umwandeln.

Ist die Epimerisierung der Edukt-enantiomere moglich, so wandelt sich sowohl S als auch R
mit gleicher Wahrscheinlichkeit in S bzw. R um, insgesamt wird demnach das Enantiomer R
vollsténdig in das bei der Umsetzung reaktive Enantiomer S umgewandelt, welches
fortlaufend der Epimerisierung durch Produktbildung entzogen wird. Mit diesem zusétzlichen
Racemisierungsschritt lassen sich folglich Racemate quantitativ in enantiomerenreine
Produkte tberfihren.

2.3 Kinetische Betrachtungen

Es sai an dieser Stelle angemerkt, dal3 aufgrund der Komplexitét eine genaue mathematische
Losung der sich ergebenden Ratengleichungen nicht sinnvoll erscheint, dennoch geben einige
grundlegende Aussagen und Begriffsdefinitionen wertvolle Kriterien zur Charakterisierung
von Racematspaltungen.

Die qualitative Analyse der klassischen Racematspaltung zeigt, dal3 es sich aus kinetischer
Sicht um eine einfache Parallelreaktion handelt (siehe Abbildung 1). Die Geschwindigkeits-
konstanten kg und ks (kg =: schnelle Reaktion, ks =: langsame Reaktion) charakterisieren im
wesentlichen den Prozef3. Als Mal fur die Gite der Racematspaltung ist die dimensionslose
Kenngrole E (,,enantiomeric ratio*) definiert, die aus dem Quotienten der Geschwindigkeits-
konstanten gebildet wird und ebenfalls konstant fur den kompletten Reaktionsverlauf ist.

Je hoher der nominelle Wert von E, desto groR3er ist die Selektivitdt des Katalysators, die die
Qualitéat der Racematspaltung, gemessen an der optischen Gite des Produktes, festlegt.

Bei der dynamischen Kkinetischen Racematspaltung (Abbildung 3) sind die beiden
Parallelreaktionen der Edukte R und S mit Epimerisierungsreaktionen gekoppelt, es handelt
sich also um eine Kombination aus Parallel- und Folgereaktionen. Die Ratengleichungen fir
die zeitabhangige Konzentrationsénderung der Edukte R und S sind im folgenden dargestellt:
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_disl . i

dt (kS + kinv)[S] kinv[ R]
e L i

dt (kR + kinv)[ R] kinv[S]

Mit den Definitionsgleichungen fur den Enantiomerenitiberschul® von Produkt und Edukt 1803t
sich die zeitabhéngige Entwicklung der optischen Reinheit der relevanten Komponenten

abschétzen:

_R-S . _R(t)- S(t)
= Rys ¢ M &O= 0TS
" P+Q TP +Q(1)

Die Enantiomerentberschulwerte fur Edukt und Produkt lassen sich ebenfalls mit der

Definitionsgleichung fur den Umsatz in Beziehung bringen.

U= PO+
R(t = 0) + S(t = 0)

In Abbildung 4 ist en Vergleich der umsatzabhangigen Entwicklung der
Enantiomerenzusammensetzungen fur Edukt und Produkt fir die klassische Racematspaltung
(ee(R) KR bzw. ee(P) KR) und die dynamisch kinetische Racematspaltung (ee(P) DKR)
gegeben. Bei der Berechnung der Graphen wurde ein E-Wert von 10 festgelegt.
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100 — ee(P) EKR _
---------------- ).
) AN
S, ee(R) KR
5 50
=
3 A
ee(P) KR
0 T
0 50 100

Umsatz [%]

Abbildung 4: Vergleich der ee-Wert-Entwicklung aller Komponenten bei klassischer und
dynamisch kinetischer Racematspaltung.

Zu Beginn der klassischen Racematspaltung wird das Produkt in ca. 83 % optischer Reinheit
gebildet, mit steigendem Umsatz féllt der ee-Wert des Produktes jedoch zunehmend, bis er
bei 50 %-igem Umsatz einen Wert von ca. 68 % ee erreicht. Grundsétzlich ist der E-Wert der
Reaktion zwar konstant, jedoch sinkt mit fortschreitender Reaktion die Konzentration an R
und damit die Produktbildungsgeschwindigkeit P(t). Aus diesem Grund gewinnt mit
steigendem Umsatz Q(t) die Nebenproduktbildung immer mehr an Bedeutung, was zu der
beschriebenen Abnahme von ee(P) KR fuhrt.

Hier wird eine weitere Schwéache des Verfahrens deutlich, die in der kontraproduktiven
Beziehung des Produkt-ee-Wertes mit dem Umsatz zu finden ist. Um ein Produkt mit einem
geforderten Mindest-ee-Wert zu erhalten, mul? die Reaktion spétestens an einer festgelegten
Umsatzmarke abgebrochen werden, andernfalls féllt die optische Reinheit des Produktes unter
den Grenzwert.

Zwischen halbstéchiometrischem und quantitativem Umsatz féllt die optische Reinheit des
Produktes von 68 % auf 0 %, das zu Anfang vorliegende Racemat wurde vollstandig zum
racemischen Produkt umgesetzt.

Im Falle der dynamischen kinetischen Racematspaltung betragt der ee-Wert des Produktes zu
Reaktionsanfang wie bel der klassischen Variante ca. 83 %. Die Konzentrationsverringerung
von P (steigendes ee(P) KR) wahrend des weiteren Reaktionsverlaufes wirde auch hier zu

einem Sinken der optischen Produktreinheit fiihren, die Isomerisierung der Eduktenantiomere
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R und S fiihrt jedoch zu einer Nachbildung des schneller abreagierenden Eduktes R aus S, so
dal? unter idealen Bedingungen (kiny = ¥) die Eduktzusammensetzung wahrend der gesamten
Reaktionsdauer gleich bleibt. Damit ist zum einen die bereits angesprochene quantitative
Uberfiihrung racemischer Ausgangsstoffe in optisch reine Produkte moglich, zum anderen ist
die optische Reinheit des Produktes nicht wie im klassischen Fall vom Umsatz abhéngig,
sondern entkoppelt. Folglich bleibt ee(P) DKR wéhrend der Gesamtreaktion konstant
(Abbildung 4) und ist nur von E abhéngig.

Ist die Inversionsgeschwindigkeit ki, der Edukte nicht beliebig schnell im Vergleich zu kg
bzw. ks, so nimmt sie entscheidenden Einflul? auf ee(p) DKR.

100 r
kR/kinv

ee(P) [%]

0 |
0 50 100

Umsatz [%]
E=10

Abbildung 5: Abhangigkeit der optischen Reinheit des Produktes von der relativen
Inversionsgeschwindigkeit in dynamischen kinetischen Racematspaltungen.

Am bereits diskutierten Fallbeispiel der dynamischen kinetischen Racematspaltung zeigt nun
Abbildung 5 die eintretende Situation bei relativ geringen Inversionsgeschwindigkeiten Kipy.
Die optische Reinheit ee(P) wird fur den Fall kgr/kiny =1 kaum beeinfludt, da fur die
Gesamtreaktionsdauer immer noch eine ausreichende Konzentration an R im System erzeugt
wird. Sinkt die Inversionsgeschwindigkeit jedoch unter die Umsetzungsgeschwindigkeit von
R, so verliert die Reaktion zunehmend ihren dynamischen Charakter und der Kurvenverlauf
fur ee(p) DKR gleicht sich dem fur den klassischen Fall der Racematspaltung an (Abbildung
4).
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Fur die erfolgreiche Durchfihrung von DKR-Reaktionen ist aso die Racemisierungs-
geschwindigkeit als einer der entscheidenden Faktoren anzusehen, eine Maximierung dieser
GrolRe hat demnach bei allen derartigen Reaktionen eine hohe Prioritét.

Fur Féalle, in denen die Substratracemisierung als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der
Reaktionsfolge akzeptiert werden muf3, ist die erfolgreiche Durchfihrung der Reaktionen
mal3geblich von der Selektivitét des Katalysators abhangig (Abbildung 6).

- 100 T T
S,
o Kinv/Kr

8or 10
E/ 1

60

40t

20

0 i 1 1
1 5 10 50 100

Abbildung 6: Einflul der Selektivitdt E auf die Produktreinheit bel kritischen kin/kr
Verhéltnissen.

Fur ein gegebenes E falt zundchst auf, dal’ ab einem Verhaltnis von ki /kg = 1 (hier 1 und
10) die optische Reinheit von P nur noch unwesentlich durch eine Erhdhung der
Inversionsgeschwindigkeit positiv beeinflu3t werden kann, die Selektivitdt E ist in diesem
Fall als wichtigste Grol3e zur Prozef3verbesserung anzusehen.

Bei einem Verhdtnis kin/kre = 0.1 kann trotz dieser ausgesprochen unginstigen
Voraussetzungen eine optische Reinheit des Produktes von tber 80 % ee erhalten werden,
sofern eine Selektivitdt E der Umsetzung von mindestens 100 realisierbar ist.



2 Die dynamische kinetische Racematspaltung 11

Die angestellten Betrachtungen lassen die Formulierung einiger Richtlinien zu, die bei der
erfolgreichen Durchfiihrung von dynamischen kinetischen Racematspaltungen beachtet
werden sollten:

Um Umsetzungen mit hoher Selektivitdt zu erhalten, sollte der Racematspaltungsschritt
irreversibel verlaufen.

Die Selektivitdt E der Reaktion sollte mindestens den Wert 20 betragen, damit moglichst
enantiomerenreine Produkte erhalten werden.

Die Racemisierungsgeschwindigkeit kin, muf3 mindestens der Umsetzungsgeschwindigkeit
kr des schneller reagierenden Enantiomers entsprechen, aternativ ist bel geringerem kiny
eine sehr hohe Selektivitéat anzustreben.

Bel Reaktionen mit geringer Selektivitdt (E<20) ist eine vergleichsweise hohe
Racemisierungsgeschwindigkeit (kin/kr> 10) notwendig.

Nebenreaktionen der Edukte, sowie Produktracemisierung missen ausgeschlossen

werden.
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3 Entwicklungen auf dem Gebiet der dynamischen kinetischen
Racematspaltung

3.1 Vorbemerkung

Seit der Entdeckung der dynamischen kinetischen Racematspaltung,™*” die ein groRe Chance
zur Verfahrensverbesserung bel ener Vielzahl von Synthesen enantiomerenreiner
Verbindungen offeriert, ist folgender Trend beobachtbar:

In den ersten, wegbereitenden Arbeiten beschreiben Autoren dynamische kinetische
Racematspaltungen, die mit Verbindungen durchgefihrt werden, die entweder
bekanntermafen racemisierungsanfallig sind (z.B. Hydantoine®”, Oxazolone®) oder durch
kleine Anderungen der Reaktionsfiihrung von einer klassischen in die dynamische Variante
wechseln (z.B. Thioester™). So ist es nicht verwunderlich, daR auch im folgenden Uberblick
Reaktionen mit Racemisierungsmechanismen auf der Basis einfacher reversibler
Protonierungs- und Deprotonierungsreaktionen bzw. Bildungs- und Zerfallsgleichgewichte
vorherrschen. Die aktuelle Entwicklung auf diesem Sektor représentiert dagegen eher den
Wunsch einer generell systematischeren Vorgehensweise mit dem Ziel, die Bedeutung der
DKR abschdtzen zu konnen. Entscheidend dabei ist nicht die Entwicklung der
stereoselektiven Umsetzungsschritte, hier kann man primér auf die gewonnenen Erkenntnisse
der asymmetrischen und enzymatischen Synthese in den letzten Jahrzehnten bauen, sondern
die Bewdltigung der folgenden ungewohnlichen Aufgabe:

Welche konfigurativ stabilen funktionellen Gruppen lassen sich auf bekannte oder noch
unbekannte Weise schonend und effektiv racemisieren, so dal} sie sich in-situ mit einen

vormals klassischen Racematspaltungsschritt kombinieren lassen ?

Belegbar ist diese Tendenz durch die Arbeiten von Chen'®, Backvall™®™ usw., die bei ihren
Arbeiten sich an deutlich schwieriger zu racemisierende Substanzen (sek. Alkohole,
Aminosdureester) als Edukte verwenden.

Es ist voraussehbar, dal3 die Entwicklung von neuen Racemisierungsverfahren fir eine
maoglichst grof’e Anzahl an chirden Verbindungen die Attraktivitdt des Konzeptes der
dynamischen kinetischen Reaktionsfuihrung bei zukiinftigen Prozef3entwicklungen erhoht.
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3.2 Enzymatische DK R-Reaktionen

3.2.1 Carbonsauren

Als eines der ersten Beispiele fur eine dynamische kinetische Racematspaltung unter
Einbezug enzymatischer Methoden gilt die Synthese von ,Ketorolac*!, einer
pharmakologisch wichtigen Verbindung, die entziindungshemmende und schmerzstillende
Eigenschaften*® aufweist (Abbildung 7).

Die elektronenziehenden Gruppen in Verbindung 1 verursachen eine vergleichsweise hohe
Aciditat des Wasserstoffatoms am Chiralitétszentrum, wodurch eine leichte Enolisierbarkeit

und damit Racemisierung der Verbindung unter basischen Bedingungen (pH 9.7) moglich ist.

CO,Et
via 4 N/

CO,Et / CO,Et COy

N Ph Streptomyces
= o} == griseus =
\ N < ~ N\ N >~ NN

pH 9.7, cat. OH" Protease
Ph Ph Ph

O o] o
(R-1 (9-1 (9-2

Abbildung 7: Ketorolac-Synthese nach Fiilling und Siht*".

Die nach der enzymatischen Hydrolyse vorliegende deprotonierte Saure ist bezlglich des
Racemisierungsmechanismus konfigurationsstabil und auf diese Weise mit 92 % Ausbeute
und 85% ee erhdtlich. Durch einmaliges Umkristallisieren ist die enantiomerenreine

Verbindung 2 zuganglich.

Das Konzept der Racemisierung Uber einen Enolisierungsmechanismus wurde auch von
Drueckhammer et al.®'® bei der dynamischen kinetischen Racematspaltung einiger
Thioesterderivate angewandt.

! 5-Benzoyl-1,2-dihydro-3H-pyrrolo[ 1,2-a] pyrrol-1-carbonssure.
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o

. /S
o via o %SEt o 5
Pseudomonas cepacia
- _S _ s
Ph/S;vU\SEt = Ph SEt Li >  Ph OH
H Puffer pH 7.0, Toluol ipase

- 0.5 aquiv. N(octyl);
(9-3 (R)-3 (R)-4
100 %, 96 % ee

Abbildung 8: DKR von (R,S)-2-(Phenylthio)-propionsiurethioethylester.

Im hier skizzierten Zweiphasenprozeld (Toluol/wassr. Pufferlésung) wird die schnelle
hydroxidionenvermittelte Racemisierung von 3 durch Zusatz von 50 mol% Trioctylamin
ermoglicht, welche mit literaturbekannten klassischen enzymatischen Hydrolyse von
Thioestern'®  kombiniert wurde. Obgleich die a-H-Aciditd von Thioestern stark
strukturabhangig ist und sich damit nur ausgewdhlte Thioesterderivate mild enolisieren
lassen, konnten in weiteren Arbeiten einige racemisierungsstabile Verbindungen durch
Variation des Thioesterrestes (z.B. die stark elektronenziehende —S-CH,-CFs-Gruppe)
deutlich aktiviert werden (max. Faktor 20 im Vgl. zum Thioethylderivat). Die ausgesprochen
hydrolyseempfindlichen  Verbindungen konnten mit Hilfe von enzymatischer
Transesterfizierung in die korrespondierenden n-Butylester einer dynamischen kinetischen

Racematspaltung unterzogen werden.

Ein neues Konzept zur Substratracemisierung wird bei der dynamischen kinetischen
Racematspaltung von Cyanhydrinen eingesetzt (Abbildung 9). Hierbei wird die allgemein
bekannte Instabilitét dieser Verbindungsklasse ausgenutzt, die unter alkalischen Bedingungen
mit ihren Edukten Blausaure (oder einer Blausdurequelle) und der Aldehydkomponente im
Bildungsgleichgewicht steht. Neben einer Methode, die aus Mandelsaurenitril durch Einsatz
einer (R)-spezifischen Nitrilase zur Bildung von (R)-Mandelsdure fiihrt!®!, sind vor alem
Verfahren bekannt, die Cyanhydrine durch basenvermittelte Racemisierung mit Lipase-
katalysierter Acylierung kombinierent?*?®  (Abbildung 9). Die hierbei gewonnenen
enantiomerenreinen Cyanhydrinacetate stellen wertvolle Zwischenprodukte dar, well
vielfdltige Folgereaktionen zu Ketonen, a-Hydroxycarbonsuren oder Aminoalkoholen
denkbar sind. Im von Oda et al. entwickelten Verfahren werden eine Reihe von Alkyl- und
Arylcyanhydrinen in-situ aus Acetoncyanhydrin und der entsprechenden Aldehydkomponente
mit Hilfe eines Anionenaustauscherharzes erzeugt. Eine Lipase katalysiert in einer
irreversiblen Acylierung mit Isopropenylacetat die Umsetzung zu den korrespondierenden
und unter Reaktionsbedingungen racemisierungsstabilen Acetylverbindungen. Wahrend die
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Methode exzellente Ausbeuten (80-96 %) und Enantiomerenreinheiten (84-91 %) fur
aromatische Cyanhydrine liefert, missen hinsichtlich Ausbeute (41-88 %) und
Enantomerenreinheit (15-85 %) deutliche Abstriche fur aliphatische Vertreter verzeichnet
werden. Verantwortlich hierfir ist die in diesen Fallen unerwiinschte vergleichsweise hohere
Stahilitéat aliphatischer Cyanhydrine, was sich negativ auf die Gleichgewichtsverteilung
zugunsten der Cyanhydrinmenge und die Racemisierungsgeschwindigkeit auswirkt.

(@]
R =Ph )J\ + HCN R = Ph, 4-CI-Ph, p-Tolyl, pentyl,
R™OH CH,CHPhMe,

PhO
10 mol% Anionen- O/\O PhO =
cat. OH || austauscherharz \©\ \©\
(OH-Form)

R CN

Alcaligenes faecalis
ATCC 8750; (Nitrilase)
pH 8.0, 32 °C

Liapse aus Pseudomonas cepacia
bzw. Ps. species
Diisopropylether, RT

OH

o)J\
91 %, 100 %-ee COH H 70-94%, 60-100 %-ee
R” CN '

Abbildung 9: Produktspektrum der Lipase- bzw. Nitrilase-katalysierten DKR von
Cyanhydrinen.

Weitere Fallbeispiele fir DKR-Reaktionen von aktivierten Alkoholen sind in Abbildung 10
skizziert. Allen Beispielen gemeinsam ist ein Racemisierungsmechanismus auf der Grundlage
eines dynamischen Bildungs- und Zerfallsgleichgewichtes.

Die dynamischen kinetischen Racematspaltungen von van Heuvel!®”!| van der Deen'® und
Thuring!?® bedienen sich reversibler Ringoffnungsreaktionen chiraler Hemiacetalderivate, die
mit Ausnahme der Pyrrolidonverbindung (T = 69 °C) bereits ausreichend schnell bei
Raumtemperatur racemisieren. Verschiedene Lipasen katalysieren mitunter hochselektiv die
enzymatische Acetylierung zu den aufgefiihrten Produkten.

Katalytische Mengen an Triethylamin sind n6tig, um eine Racemisierung der von Taniguchi
und Ogasawara®"?® eingesetzten Acyloinverbindungen tber die intermediare Bildung der

entsprechenden meso-Endiolverbindungen zu erméglichen.
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OAc
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PCL, Vinylacetat
99 %, 76 %-ee

OAc
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(@]
\
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R™=H, Me ; R°=H, Me

Lipase PS, Vinylacatat
100 %, 78-86 %-ee

OAc 0
O
@)

CAL, Vinylacetat
100 %, 99 %-ee
van der Deen et

van den Heuvel 90 %, 99 %-ee

Thuring et al.?® [27]

et al.?% van der Deen et al.?”] al.
AcQ, | OAC OAG
CH,) R
5 (CH2)n MeOZC)\S/\/ ACO\)\S/\/R

Lipase aus Pseudomonas flourescens, Vinylacetat
n=1, 90%, 99%-ee R= Et, 63 %, 95 %-ee R= Et, 87 %, 87 %-ee

n=2, 67 %, 99 %-ee R= OSiEt3, 83 %, 90 %-ee R= n-Hexyl, 85 %, 95 %-ee
Taniguchi, Ogasawaral2%0) Brand et al.[?t}

Lipase PS, Vinylacetat

Dynamische  kinetische Racematspaltung von racemisierenden
Alkoholderivaten: Hemiacetale, Butenolide, Pyrrolidone, Acyloin-
derivate und Hemithioacetale.

Abbildung  10:

Eine Reihe von racemischen Hemithioacetalen bilden sich durch Kondensationsreaktion in-
situ aus einer Thiol- und einer Aldehydkomponente, die (S)-Enantiomere werden bevorzugt
durch eine Lipase aus Pseudomonas fluorescens mit Vinylacetat irreversibel zu den
Acetatverbindungen umgesetzt. Durch Zusatz von Silicagel gelingt es, die Bildung der
Hemithioacetale reversibel zu gestalten, wodurch moderate bis exzellente Ergebnisse erzielt

werden konnen.!?
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3.2.2 Aminosauren
3.22.1 Allgemeines

a-Aminosduren gehdren zu den wichtigsten Naturstoffen, da sie fur eine Vielzahl von
biologischen Prozessen von elementarer Bedeutung sind.®” Die Strukturvielfalt der 20
proteinogenen Aminosauren wird durch eine permanent steigende Anzahl an nicht-
proteinogenen Aminosauren nattrlichen Ursprungs erweitert, deren Anzahl sich Ende der 90-
iger Jahre auf Uber 2000 belaufen durfte. Ferner bereichern zahllose auf chemischem Weg
hergestellte nicht-nattrliche Aminosduren und deren Derivate die Aminosaurepopulation. Die
Aminosauren DL-Methionin (490000 jato, 1995), L-Lysin (340000 jato, 1995) und L-
Glutaminsaure, die hauptsachlich als Futteradditive bzw. SufRstoffvorlaufer Verwendung
finden, dominieren die industrielle Produktion™". Dennoch nimmt eine wachsende Zahl an
biologisch aktiven nattrlichen und nicht-natlirlichen Aminosduren als Komponenten von
pharmakologisch wirksamen Substanzen einen wichtigen Sektor ein.

Neben Synthesemethoden wie Fermentation und chemische Synthese, die bel der aktuellen
industriellen Produktion der drei obengenannten Aminosduren angewendet werden, spielen
enzymatische Methoden vor allem bei der Darstellung anderer Aminosauren eine wichtige
Rolle. Synthesen, Uber die Aminosdurederivate durch dynamische kinetische
Racematspaltungen erhéltlich sind, werden im folgenden vorgestellt.

3.2.2.2 Hydantoine

Hydantoine, erstmals von Bayer 1861 bei der Hydrierung von Allantoin dargestellt, sind als
Aminosdurevorstufen besonders attraktiv, da dsie einfach Uber die Bucherer-Bergs
Syntheseroute darstellbar sind.*¥ Hydantoinasen katalysieren die hydrolytische Ringéffnung
der Verbindungen zu den entsprechenden N-Carbamoyl-aminosduren (Abbildung 11), die in
einer Folgereaktion entweder enzymatisch mit Hilfe von Carbamoylasen® oder auf
chemischem Weg durch Diazotierung zu den freilen Aminosauren umgesetzt werden. Durch
die den Hydantoinasen eigene D-Spezifitat™ lassen sich im Gegensatz zu anderen
enzymatisch katalysierten Hydrolyseverfahren (z.B durch Proteasen, Acylasen) D-

Aminosauren gewinnen, L-selektiv wirkende Enzyme dieser Art sind sehr selten. Der

2 Oftmals enthalten geeignete Mikroorganismen neben Hydantoinase ebenfalls Carbamoylase, in seltenen Fallen
weiterhin eine Hydantoinracemase.
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notwendige Racemisierungsschritt der Hydantoine gelingt besonders leicht, sofern der
Substituent in 5-Position aromatisch ist. Eine schnelle basenvermittelte Racemisierung tber
das Enolintermediat ist bereitsim leicht alkalischen Milieu (pH 7-8) moglich. Fur aliphatische
Hydantoine bedarf es einer Hydantoinracemase, diese Enzyme sind jedoch nicht allgemein
verflgbar.

Kanegafuchi Industries und DEBI Recordati nitzen diese Methode zur Darstellung einiger D-
Aminosduren, in der Hauptsache D-Phenylglycin und D-4-Hydroxyphenylglycin, die in der
Synthese der teilsynthetischen Penicilline Ampicillin und Amoxicillin Verwendung finden.**

O OH
o N o K
N R = Aryl, pH 8-10 N Hydantoinase .
=0 = ~ =0 > R ONH
R N N
H H

R= Alkyl, Hydantoin- R )\
racemase 0] NH»

(L) (D)

Abbildung 11: Enzymatische Hydantoinspaltung zu N-Carbamoyl-aminosiuren.

3.2.2.3 Oxazolone

Die strukturell zu Hydantoinen eng verwandten Oxazol-5(4H)-one® neigen ebenfalls zur
Racemisierung unter neutralen bis leicht alkalischen Bedingungen, was im Vorfeld vor allem
bei Peptidsynthesen negativ in Erscheinung trat, da hier N-Benzoylaminosauren zu einem
gewissen Grad in einer Nebenreaktion zu Oxazolonen zyklisieren. Auf dem Gebiet der
dynamischen kinetischen Racematspaltung konnten nach anfanglichen Selektivitétsproblemen
bei Protease-katalysierten Hydrolysereaktionen Sih et al.*>* einen ersten Durchbruch

erzielen.

% genauer: in 4-Position substituierte 2-Phenyloxazolin-5-one.
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R,, CO,H = P I R._-CO,H
r Asp. sp. Lipase "'f/< OH ﬁ//< PPL Y
- o) O ——> HN

HNYO pH 7.6 Ns(¢ Ns( pH 7.6 YO
Ph Ph

Ph Ph
(D)-6a,b,d 5a-d (L)-6a-c
R: Lipase Produkt ee [%)]
H*/H,0 Alcalase
5a  -(CH,),SMe  Asp. sp. (D)-6a 83
5a -(CHz)ZSMe PPL (L)-6a 80
5b -CH,Ph Asp. sp. (D)-6b 99
R"'(COZH 5b  -CH,Ph PPL (L)-6b 99 RYCOZH

NH2 5c -CH2CH(CH3)2 PPL (L)'GC 87 NH2

5d Ph Asp. sp. (D)-6d 80

Abbildung 12: DKR von Oxazolonen nach Sih et al., die je nach eingesetzter Lipase bei
guantitativem Umsatz zu beiden méglichen Aminosédureenantiomeren fuhren.

Die beiden eingesetzten Lipasen erganzen sich eindrucksvoll durch entgegengesetzte
Enantiomerdifferenzierung, wodurch sowohl D- als auch L-N-Benzoylaminosduren in guter
bis sehr guter Selektivitét erhalten werden.

Die eingangs erwadhnten Probleme der Protease-katalysierten Hydrolyse liegen nicht zuletzt in
der paralel ablaufenden chemischen Hydrolyse der Oxazolone begrindet. Durch ene
Reaktionsfihrung in organischen Reaktionsmedien und gleichzeitigem Wechsel von
Hydrolysereaktion auf Alkoholyse kann dieses Problem umgangen werden, wie Turner bei
der Darstellung von L-tert.-Leucin®” und anderen Aminossurederivaten™® zeigte. (RS)-2-
Phenyl-4-tert.-butyloxazolin-5(4H)-on wird in einer Mischung aus Toluol, n-Butanol und
katalytischen Mengen an Triethylamin mit einer Lipase aus Mucor miehei in 94 % Ausbeute
und 99.5 % ee zu L-N-Benzoyl-tert.-butylleucinbutylester umgesetzt.

3.2.2.4 Aminosiur eester

Fur die Behandlung der Protease-katalysierten Hydrolyse von Aminosaurederivaten im
Rahmen einer dynamischen kinetischen Racematspaltung wird auf Abschnitt 4.1 verwiesen.
Waéhrend der Anfertigung der Dissertation berichteten Sheldon et a. einen neuen, jedoch
vergleichbaren ProzeR®® der die DKR von Aminosdureestern mit enzymatischer
Ammonolyse beschreibt. Die detaillierte Studie Uber den Einflul? verschiedener
Reaktionsparameter wie Losungsmittel, Esterkomponente, Konzentration an Substrat und
Racemisierungskatalysator an der Modellverbindung Phenylglycinamid fuhrt  unter
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optimierten Reaktionsbedingungen bzgl. Ausbeute und Enantioselektivitdt in der in
Abbildung 13 illustrierten Reaktion.

H_O

NH, 2 molo Ho“&o” NH, NH,
> e CAL, NH;
CO,Me = = cCoO,Me ————> CONH
©A 2 t.-BUOH, -20 °C 2 2

85 %, 88 %ee

Abbildung 13: DKR von D,L-Phenylglycinmethylester mit CAL-katalysierter Ammonolyse.
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3.3 DKR-Reaktionen mit enantiomer differenzierenden M etall-
katalysatoren

3.3.1 Vorbemerkung

Chirdle Metall- und Ubergangsmetall-katalysatoren spielen mit ihrer Fahigkeit der
enantiomerdifferenzierenden Erkennung und Umsetzung bei asymmetrischen katalytischen
Reaktionen eine zentrale Bedeutung. Vor diesem Hintergrund ist es erstaunlich, daf3 nur
wenige Beispiele im Bereich der dynamischen kinetischen Racematspaltung literaturbekannt
sind, die sich einem enantioselektiven Schritt bedienen, der durch Metallkatalysatoren
vermittelt wird.™ Bisher wird bei der Aufgabenstellung Racematspaltung® die Verwendung
von Biokatalysatoren im allgemeinen favorisiert. Dennoch ermdglichen Metallkatalysatoren
Umsetzungen, die ein grolleres oder zumindest um einige Bereiche erweitertes

Reaktionsspektrum abdecken, was an den folgenden Beispielen deutlich wird.

3.3.2 DKR von sekundéren Grignardreagenzien und Analogen

Kumadd“®*%? konnte zeigen, da konfigurativ labile sekundére Alkylgrignardverbindungen
enantioselektiv in Uberwiegend sehr guter Ausbeute und Selektivitét (siehe Abbildung 14) in
einer Kreuz-Kupplungsreaktion mit Vinylhalogeniden zu den Produkten umgesetzt werden
konnen. Als  Katalysatoren  dienen  chirale  Nickel- bzw. Palladium-
ferrocenylphosphinkomplexe oder Komplexe mit b-Aminoalkylphosphinliganden. Die
Umsetzung gelingt ebenfalls unter Verwendung von racemischem 1-Phenylethyl-
zinkchlorid!*®! zum analogen Produkt.

Chiradle Palladiumkatalysatoren wurden ebenfalls erfolgreich bel  enantioselektiven
Alkylierungs- und Aminierungsreaktionen von Allylacetaten eingesetzt.***#647l Es handelt
sich hierbei in eigentlichen Sinne nicht um eine dynamische kinetische Racematspaltung, da
der Katalysator im ersten katalytischen Schritt unselektiv Allylacetat unter Ausbildung eines

p-Allyl-Komplexes addiert und erst in der weiteren Reaktionsfolge den enantioselektiven

* abgesehen von Enantiomerentrennungen z.B. durch Kristallisation.
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Additionsschritt des Nukleophils ermoglicht (exemplarische Auswahl an Beispielen siehe
Abbildung 15). Eine in-situ Racemisierung der enantiomeren Ausgangsverbindung findet also

nicht statt, dennoch wird insgesamt das Racemat quantitativ und mit exzellenten
Selektivitaten in ein Enantiomer Gberfuhrt.

micl u, Ml

rasch M2/ L
[— 4>
X -Br

NM Ph,P
@#hz S wen

H
R<& )

L*: Fe Fe PPhZ Me,N Fe 7_\ R: IPr,sekBU,tBU

<, —PPh, @@ Me,N  PPh,

=Tk, e

L1 L2 L3 L4

Mt M?2: L™  Ausbeute [%]  ee-Wert [%)]
Mg Pd L3 95 79
Mg Ni L4 >95 >80
Mg Ni L2 95 66
Zn Pd L1 100 93

Abbildung 14: Ubersicht tiber Kreuz-Kupplungsreaktionen von Grignard-Reagenzien mit

Vinylhalogenid.
th\rph
=
OAc
N Ph Ph
o Ph/Y\Ph _ Nu _ v/\r
PdL Nu
Ph\A/\/Ph
X
OAc
* @Pphz
L Nu Ausbeute [%] ee-Wert [%)] o Fe
I éqli’ihz OH
L1  CH(CO,Me), 96 98 (S) N PPh; ; N{
L2 PhCH,NH, 93 97 (R) = OH
L1 L2

Abbildung 15: Palladium-katalysierte Aminierungs- und Alkylierungsreaktionen an Allyl-
acetaten.
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3.3.3 b-Ketoester

Die selektive Hydrierung von in 2-Position substituierten b-Ketoestern ist eines der ersten
Beispiele dynamischer kinetischer Racematspaltung ohne Enzymbeteiligung!*® (ein kiirzlich
erschienener Beitrag Uber chirale Ketone siehe*?). Ein aktueller Uberblick zu synthetischen
Anwendungen gibt Genet.®™ Die Reaktion erfolgt unter Ruthenium- oder Nickel-Katalyse,
die Ausgangsverbindungen racemisieren rasch Uber die bekannte Keto-Enol-
Tautomerisierung. Besonders attraktiv an diesem Verfahren ist die Bildung zweier
Stereozentren in  unmittelbarer Nachbarschaft (Abbildung 16).
differenzierende Auswahl zwischen (S)-9 und (R)-9 erfolgt hochselektiv und ist hauptsachlich

vom eingesetzten Substrat abhangig. Eine wichtige Rolle spielt bei der Selektion der

Die enantiomer-

| someren die Natur des Substituenten an Position 2.

O O OH O OH O
> +
OMe (R)-BINAP-RU OMe OMe
NHAC NHAC NHAC
(S)-9 (2S,3R)-10 (2S,3S)-10
98 %-de
98 %-ee
krac
2 -
. OMe R)BINAPRU T OMe () : OMe
NHAC NHAC NHAC
(R)-9 (2R,3R)-10 (2R,3S)-10
o ¢ H, Ho @
> 95 %de, 93 %-ee
O (R)-BINAP-Ru O
11 12
> 97 %de, 92 %-ee
MeO (R)-BINAP-Ru MeO
13 14

Abbildung 16: Ru-BINAP-katalysierte selektive Hydrierung von b-Ketoesterderivaten.
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Die Selektivitéat der Hydrierung (hier z.B. (2S3R-10) ? (2R,3S-10) héngt ausschliefdlich von
der Stereochemie des eingesetzten BINAP-Liganden ab. Aus dem moglichen
Produktspektrum gelingt es in vielen Beispielen, ein Produkt in quantitativer Ausbeute hoch
enantio- und diastereoselektiv zu erhalten. Das Produktspektrum der in der Hauptsache
erhdltlichen anti-Produkte der Ru-katalysierten Hydrierung kann durch aternativ
durchfiihrbare enzymatische Reduktionen,®™ die vornehmlich unter syn-Selektivitét
verlaufen, komplettiert werden. Damit sind in gunstigen Féllen alle vier Stereoisomere mit

hohen Ausbeuten isomerenrein erhaltlich (siehe Abbildung 17).1%%3

H H

EtOZC/,'C_;O/OMe EtOZC\CO/OMe
98 %, 98 %-de, 99 %-ee 100 %, 97 %-de, 96 %-ee
Ru-(R)-BINAP, H,
O

Etozc\i‘:©/0|v|e

e}
110

Rhizopus
arrhizus

Backerhefe Ru-(S)-BINAP, H,
OH OH
Etozc\©©/0|v|e EtO,C,,, (V:©/0Me
70 %, 98 %-de, 95 %-ee 93 %, 93 %-de, 86 %-ee

Abbildung 17: Die Kombination von Ru-BINAP-katalysierter und enzymatischer Hydrierung
eroffnet die hocheffiziente Darstellung aller denkbaren Stereoisomere des

gezeigten b-Ketoesters.

Eine Vielzahl von b-Hydroxyestern mit syn-Orientierung werden ebenfalls durch

rekombinante E. coli erhalten.>!
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3.3.4 Waeitere Beitrage

Auf der Grundlage einer sdurekatalytischen Umlagerung von Enolesterepoxiden in a-
Acyloxyketone® gelang Sih eine zweistufige Deracemisierungsreaktion einer Reihe von
Expoxidverbindungen in a-Acyloxyketone (Gleichung 1). Die erste Teilreaktion ist eine
klassische Racematspaltung racemischer Epoxide, die durch chirale Ti-Binol-Komplexe
vermittelt wird. Anschlielend erfolgt unter Inverson des chiralen Zentrums die

saurekatalysierte Umlagerung der verbleibenden Epoxidverbindung in die Zielverbindung.*®

BzO o . BzO O (0] 0]
5 mol% [(R)-BINOL],-Ti(O Pr)4= <, OBz __10mol% TsOH \OBz
Et,0,0°C CH,Clp, 0°C
(S.9)
(RR) (R.R) (R) (R)

78 %, 93 % ee

Gleichung 1: Deracemisierung von Enolesterepoxiden nach Sih et al.
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3.4 DKR-Reaktionen mit Enzym-M etallkombinationen
3.4.1 Vorbemerkung

In den nachfolgend vorgestellten Beispielen werden enantioselektive enzymatische
Transformationen mit Metall-vermittelter Racemisierung des Substrates kombiniert. In den
Beispielen kommt der angewendeten Racemisierungsstrategie besondere Bedeutung zu, da
konfigurativ  stabile Ausgangsverbindungen effektiv. und unter enzymkompatiblen
Bedingungen racemisiert werden muissen.

3.4.2 Optisch aktive Amine

Reetz et al. berichteten Uber die klassische Racematspaltung chiraler Amine durch Lipase-
katalysierte N-Acylierung, die mit 25-43 % Ausbeute und 96-98 % ee verlaufen.l®” Dieser
Beitrag kann als Ausgangspunkt fir die Entwicklung der dynamischen Kkinetischen
Racematspaltung von 1-Phenylethylamin angesehen werden.!®® Das Hauptproblem bestand
im Auffinden eines Racemisierungskatalysators, der die Enzymaktivitét nicht vollstandig
neutralisiert. Aufbauend auf Arbeiten von Murahashi et al., die Racemisierungsreaktionen
chiraler Amine mit Palladium auf Aktivkohle untersuchten,’® konnte die in Abbildung 18
illustrierte Reaktion entwickelt werden. Wasserstoffgeséttigtes Palladium auf Aktivkohle
dient as Racemsierungskatalysator, Novozym 435 katalysiert die in Triethylamin
durchgefiihrte Acetylierung von (R)-1-Phenylethylamin mit Etylacetat als Acylierungsmittel.
Nach 8 Tagen Reaktionszeit konnten 64 % enantiomerenreines N-Acetyl-1-Phenylethylamin
isoliert werden. Da nach bereits 2 Tagen Reaktionszeit halbstochiometrischer Umsatz zu
verzeichnen ist, stellt die Palladium-katalysierte Racemisierung den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der DKR dar.

‘n,, NHy NH, NHACc
Pd/C Novozym 435‘
T =50-55°C EtOAc

64 %, 99 %-ee

(S) (R) (R)

Abbildung 18: Lipase-katalysierte Acetylierung von 1-Phenylethylamin mit Pd-vermittelter
in-situ Racemisierung des Substrates.
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3.4.3 Optisch aktive Alkohole

Die vorteilhafte Kombination zweier bislang als unvereinbar geltender Teilgebiete der
Chemie, Biokatalyse und Chemokatalyse, gelang Williams et a. die erstmaligen
Verwirklichung einer dynamischen kinetischen Racematspaltung von Alkoholen. In Form
ihrer Allylacetate werden die Produkte durch eine Kombination von enzymatischer Hydrolyse
und Palladium-katalysierter Racemisierung erhalten.'®® Die an zwei konkreten Beispielen
erfolgreich durchgefihrte Resaktion besitzt trotz der erforderlichen extrem langen
Reaktionszeiten (bis zu 19 Tagen durch sehr geringe Racemisierungsgeschwindigkeit) grol3e
Bedeutung, well das Konzept der DKR auf eine Verbindung mit nicht aktiviertem

stereogenem Zentrum angewendet werden konnte.

Ph Ph Ph

WOAC 5 mol% PdCl,(MeCN), OAc 0.1 m Phosphatpuffer OH
~ 37-40°C,pH 7.0 PFL

81 %, 96 %-ee

Abbildung 19: DKR zyklischer Allylacetate.

Bemerkenswert ist Durchfihrung der Reaktion im wéldrigen Medium, das fur eine Vielzahl
von Enzymen immer noch als tberlegenes Reaktionsmedium anzusehen ist. Eine praktische
Anwendung dieser Reaktion beschreiben Ogasawara und Mitarbeiter.!!

Die oben gezeigte Racematspaltung I|a3t sich ebenfalls in organischen Medien
bewerkstelligen, wie Kim et al. zeigen konnten. Mit dem Wechsel von Hydrolysereaktion auf
Alkoholyse und einem Pd(0)-Katalysator in organischen Ldsungsmitteln sind eine Reihe
weiterer, nicht zyklischer Allylalkohole zuganglich, die die von Williams bekannte Variante
bisher nicht abdecken konnte.!®? Die Reaktionsgeschwindigkeiten konnten deutlich erhoht
werden, quantitativer Umsatz wird meist nach maximal 3 Tagen erreicht, jedoch senken
Eliminierungss und Substitutionsreaktionen als auftretende Nebenreaktionen des

intermediéren p-Allyl-Palladiumkomplexes die erzielbaren Ausbeuten (Abbildung 20).
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OAc Lipase, THF / 2-Propanol OH

/%\AR . /'\/AR

=
T T (R)

Pd(PPhg),, dppf R: Lipase  Ausbeute [%)] ee [%]
Ph CAL 71 98
4-Cl-Ph CAL 67 97
4-Me-Ph CAL 70 o8
2-Furyl PCL 78 99
1-Naphthyl CAL 61 98

Abbildung 20: DKR von nicht zyklischen Allylacetaten nach Kim et al..

Eine weitere Moglichkeit einen Racematspaltungsprozef} fuir Alkohole zu erhaten, ist die in-
situ Racemisierung der freien Alkohole, welche dann enantioselektiv mit Hilfe einer Lipase
acyliert werden (Abbildung 21).°¥ Die Racemisierung freier Alkohole macht ein neues
Racemisierungskonzept notwendig: durch eine reversible Oxidations-Reduktionssequenz
unter Beteilligung eines Wasserstoff-Transfer-Katalysators und eines notwendigen
Redoxpartners in Gestalt einer dem Alkohol strukturanalogen Ketonverbindung gelingt die

| somerisierung.

OH ‘\\OH ‘\\OAC
3 mol% [Rh[cod)Cl], PEL
~ = > 76 %, 80 %-ee(R)
6 mol% Phenantrolin > 0Ac
1 equiv. Acetophenon
20 mol% KOH

Abbildung 21: Erste erfolgreiche DKR von 1-Phenylethylalkohol mit in-situ Racemisierung
des freien Alkohols.

Nach 6 Tagen Reaktionszeit bel 50 °C wurde mit 76 % Umsatz (R)-Methyl-phenylacetat in
80 %-iger optischer Reinheit gewonnen. Der im Vergleich zu vorangehenden Arbeiten
deutlich angestiegene Schwierigkeitsgrad der Substratracemisierung wird mit einer Vielzahl
an verschiedenen Hilfsreagenzien bezahlt. Neben dem Rhodiumkomplex sind Acetophenon
als Hydridakzeptor und Phenantrolin als Coligand sowie Kaliumhydroxid als Base nétig, die

bzgl. ihrer einzusetzenden Menge der Reaktion einen unbkonomischen Charakter verleihen.
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Eine deutliche Verbesserung der Reaktion beschreiben Béackvall und Mitarbeiter. Eine
reversible Oxidations/Reduktions-Sequenz der Alkohole wird ebenfalls mit irreversibel

verlaufender Acylierung gekoppelt.

Tabelle 1: Ru-katalysierte DKR von sekundare Alkoholen und Diolen nach der Methode von

Backvall.
PhO o Ph
OH () OAc OH OH (ii) OAc OAc oh ~u” &Ph
Rl}\RZ Rl/\Rz /%\st\ /'\RS/\ \"Ph Ph—/
Ph Ru—H—Ru Ph
(R,S) (R) (R,S, meso) (R,R) oc / \'"/,C o
ocC Kat. CcOo
Substrat Produkt Ausbeute [%] ee (Rbzw. R R/meso) [%]
OH (:)AC
(j/k @A 80 99
OH QAC
co o ™ .
OH pAc
(O O 79 %9
OH (:)AC
OJ\ ©/O\/\ 88 99
OH OAc
)\W )\A( 63 99 (86/14)
OH OAc
OH OH OAc (:)AC
)\©A 76 99 (98/2)
OH IIBZI OH OAc EISZI (:)AC
N ANCAL 64 96 (89/11)

(i): 2.0 mmol Substrat, 2 mol% Kat., 3 equiv. 4-Cl-PhOAc, 5.0 mL Toluol, Novozym 435, 70 °C
(ii): 0.5 mmol Substrat, 4 mol% Kat., 3 equiv. 4-CI-PhOAc, 1.0 mL Toluol, Novozym 435, 70 °C.

Der verwendete dimere Katalysator zur Alkoholracemisierung zerféllt in Lésung (Toluol) in

ein Metall-Hydrid- und ein Metall-Alkoxid-Fragment, welches als Base fungiert. Eine

zusétzliche Base ist dementsprechend nicht nétig. Das Acylierungsmittel 4-Chlorphenylacetat
verbindet sehr gute Reaktivitdt und Selektivitdt bei der enzymatischen Produktbildung mit

einem sich nach erfolgter Acylierung indifferent verhaltendem Folgeprodukt 4-Chlorphenol.
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Mit diesem System gelingt die enantiomerenreine Darstellung von (R)-1-Phenylethylacetat in
80 %-iger Ausbeute. In weiteren Arbeiten'®*® konnte sowohl das Anwendungsspektrum der
Reaktion auf eine Vielzahl von einfachen sekundéren Alkoholen und Diolverbindungen® mit
beeindruckenden Ausbeuten (64-88 %) und Selektivitédten (96-99 % ee) erweitert werden.
Besonders attraktiv ist der Verzicht des Ketonaquivalents, ohne da3 merkliche
Produkteinbuf3en zu verzeichnen sind.

Ohne Ketonaquivalent kommt auch der von Park und Mitarbeitern eingesetzte Katalysator
(?°-Indenyl)RuCl(PPhs), aus, der mit Sauerstoff als Redoxaquivalent in einer sonst den
Backvallbedingungen identischen Reaktionsfolge eingesetzt wird.®®®”! Die erzielten
Ausbeuten (60-98 %) und Enantioselektivitdten von vergleichbaren Alkoholen (82-99 % e€)
sind ebenfalls sehr gut, sie liegen im Schnitt aber etwas hinter den Béckvall-Ergebnissen

zuriick.

® Der maximal erreichbare Umsatz bei der klassischen Racematspaltungen von Diolen liegt bei 25 %, da im
allgemeinen 50 % der Diolverbindung as indifferente meso-Verbindung vorliegt.
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4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Diplomar beit

4.1 Themaund Zielsetzung der Arbeit

In der Diplomarbeit wurden Arbeiten auf dem Gebiet der dynamischen kinetischen
Racematspaltung von a-Aminosaureestern durchgefihrt. Ausgangspunkt der eigenen
Untersuchungen waren Arbeiten von Chen et al., die, beginnend mit klassischen
Racematspaltungen von Aminosaureestern'®® die erste erfolgreiche dynamische kinetische
Racematspaltung von Aminoséureestern verwirklichten®® (Abbildung 22). Eine Reihe von
racemischen  Aminosdurestern  wird enzymatisch hoch  stereoselektiv.  zu  den
korrespondierenden L-Aminosauren umgesetzt. Der in der Reaktionddsung sich anreichernde
D-Aminosaureester wird in-situ mit Hilfe von Pyridoxal-5-phosphat racemisiert.

Alcalase
)N\Hz T =40°C )N\Hz NH,
= + -
RY Cco,R? pH=85 RY>Co,R? RY >COLH
(O.L) (D) (L)
T Racemisierung mit

20 mol% Pyridoxalphosphat

R Me, Et, n-Pr, n-Bu, Bzl.

Abbildung 22: Dynamische kinetische Racematspaltung von Aminosaureestern nach Chen.

Die freilen Produktaminosauren werden in sehr guter Ausbeute (87-95 %) und optischer
Reinheit (90-98 %) mit einer Reaktionszeit von wenigen Stunden gewonnen. Neben der
Qualitét der Produkte und der sehr einfachen Produktisolierung spricht die leichte
Verfugbarkeit der preiswerten Alcalase fur dieses Verfahren.

Zu den Schwéachen des Verfahrens zéhlt unter anderem der zur in-situ Racemisierung
verwendete Aldehyd Pyridoxal-5-phosphat, der zwar schnelle Racemisierung des
D-Aminosaureesters redlisiert, aber sowohl von seiner Verfiigbarkeit (27.30 DM/g®) als auch
von der eingesetzten Menge mit 20 mol% bzgl. des Aminosaureesters als ungeeignet fur eine
grof3ere technische Anwendung erscheint.

® Quelle: Aldrich Handbook of fine Chemicals and Laboratory Equippment 2000-2001.
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Ein weiterer entscheidender Nachteil des von Chen et al. entwickelten Verfahrens zeigt sich
in der Art des verwendeten Esters zur Racematspaltung. Benzylester bieten zwar im Vergleich
zu einfacheren Alkylesterderivaten eine Reihe von verfahrenstechnischen Vorteilen wie z.B.
ausgezeichnete chemische Hydrolysebestandigkeit, jedoch sind sie bei den zuvor
durchzufihrenden Esterfizierungsreaktionen Uberwiegend in nur 40-60 % Ausbeute
darstellbar. Die Ausbeutevorteile der dynamischen kinetischen Racematspaltung gegentiber
der klassischen Variante werden folglich bei der Synthese der Substrate verloren.

In eigenen Arbeiten sollten alternative Racemisierungskatalysatoren gefunden werden, die
nicht die Nachteile des bekannten Systems aufweisen. Durch eine vereinfachte
Aldehydstruktur sollte die Verbindung besser verfigbar und preiswerter sein. Die relevanten
funktionellen Gruppen zur Racemisierung sollten durch ein breit angelegtes Screening
identifiziert werden. Um chemische Desaktivierung des Aldehyds wahrend der Reaktion zu
vermeiden, sollte dieser ausreichend redoxstabil sein.

Zur Losung dieser Aufgabe war es sinnvoll, Racemisierungsreaktionen an einer nicht
aktivierten Modellverbindung (D-Phenylalaninbenzylester) mit den in Frage kommenden
Aldehyden durchzufiihren. Nachdem geeignete Racemisierungskatalysatoren identifiziert
werden konnten, die selektiv den Aminosdureester und nicht die freile Aminosaure
racemisieren, bestand die weitere Aufgabe darin, die Menge des benttigten Katalysators zu
reduzieren. Um das Verfahren weiter zu verbessern, war es wichtig, alternative

Esterverbindungen in der dynamischen kinetischen Racematspaltung zu untersuchen

Damit ergaben sich konkret folgende Aufgabenstellungen:

1. Synthese racemischer und optisch aktiver Aminosiureester.

2. Untersuchungen zur Racemisierung der Modellverbindung D-Phenylalaninbenzylester mit
verschiedenen Aldehyden. Dabel sollen wesentliche Strukturelemente erkannt werden, die
fur effektive Racemisierung verantwortlich sind.

3. Anwendung der neu gefundenen Racemisierungskatalysatoren in der dynamischen
kinetischen Racematspaltung von DL-Phenylalaninbenzylester bei  gleichzeitiger
Optimierung relevanter Reaktionsparameter.

4. Entwicklung dynamischer kinetischer Racematspaltungen von verschiedenen Estern von
Phenylalanin.

5. Verallgemeinerung der Methode durch Anwendung auf andere Aminosauren.
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4.2 Ergebnisse der Diplomar beit

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen von Chen et al.1*%; in denen
Aminosaurebenzylester in tert.-Butanol/Wasser einer Alcalase-katalysierten dynamischen
kinetischen Racematspaltung in Gegenwart von 20 mol% Pyridoxalphosphat unterzogen
werden. In eigenen Arbeiten konnten die publizierten Ergebnisse nicht nachvollzogen werden,
trotzdem konnte eine effektive Methode zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von
Aminosaureestern entwickelt werden.

Die Grundlage dazu bildeten  Untersuchungen  zur  Racemisierung  von
D-Phenylalaninbenzylester mit verschiedenen im Vergleich zu Pyridoxalphosphat strukturell
einfacheren Aldehyden.

Als racemisierungsaktive Aldehyde konnten 3,5-disubstituierte Salicylaldehyde wie
3,5-Dinitro-, 3,5-Dichlor- und 3,5-Dibromsalicylaldehyd sowie 5-substituierte Salicyl-
aldehyde identifiziert werden. Abbildung 23 zeigt eine Auswahl an racemisierungsaktiven
Aldehyden im direkten Vergleich. Ein Aldehyd racemisiert besonders schnell, wenn sich der
Anteil an L-Enantiomer des Aminosaureesters sich der 50 %-Marke ndhert (dies entspricht
dem Racemat).
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Abbildung 23: Racemisierungsreaktionen von in 3- und 5-Position substituierten
Salicylaldehyden
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Eine aternative Methode zur Einschdtzung der Racemsierungsaktivitét besteht in der
kontinuierlichen Beobachtung des Drehwertes der Reaktionddsung in einem Polarimeter. In
Abbildung 24 wird gezeigt, dal3 die Racemisierungsaktivitét des nattrlichen Vorbildes
Pyridoxal von 3,5-Dinitrosalicylaldehyd noch tbertroffen werden konnte. Diese Verbindung

ist der aktivste Racemisierungskatalysator, der im Rahmen der Arbeit gefunden werden
konnte.
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Abbildung 24: Polarimetrisch verfolgte Racemisierungsreaktionen von D-Phenylalanin-
benzylester mit Pyridoxalhydrochlorid und 3,5-Dinitrosalicylaldehyd

Nach Abschiu? der Untersuchungen gelang es, ene Rehe von alternativen
Racemisierungskatalysatoren zu identifizieren, die in der dynamischen Kkinetischen
Racematspaltung prinzipiell genutzt werden konnen (Abbildung 25).

3,5-Dinitrosalicylaldehyd
5-Nitrosalicylaldehyd

idoxalhvdrochiorid steigende Reaktivitét
Pyridoxalhydrochlori fur Racemisierungen
3,5-Dihalogensalicylaldehyde von Aminosiureestern

3-Nitrosalicylaldehyd
5-Bromsalicylaldehyd

Abbildung 25: Uberblick aller racemisierungsaktiver Aldehydverbindungen, geordnet nach
relativer Geschwindigkeit
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Wie in Tabelle 2 gezeigt, gelingt besonders unter Verwendung von 3,5-Dichlorsalicylaldehyd
bei dynamischen kinetischen Racematspaltungen die Isolierung von NMR-reinen

Aminosauren in exzellenten Ausbeuten und Selektivitaten.

Tabelle 2: Uberblick tber die wichtigsten dynamischen kinetischen Racematspaltungen von
Phenylalanin- und Tyrosinesterderivaten.

Substrat Aldehyd Ausbeute ee(L)-Wert

D-PheOBzl 10 mol% B 71 % 86 %
DL-PheOBzI 10 mol% B 87 % 88 %
DL-PheOEt 5 mol% B 72% 98,3 %
DL-PheOnBu 5 mol% B 63 % 92,3 %
DL-TyrOBZ| 5 mol% A 95 % 99,2 %
DL-TyrOEt 5 mol% B 92 % 98,0 %
DL-TyrOiPr 5 mol% B 92 % 98,6 %

A: 3,5-Dinitrosalicylaldehyd B: 3,5-Dichlorsalicylaldehyd

Der wesentliche Erfolgsfaktor fur die Entwicklung einer neuen effizienten Methode zur
dynamischen kinetischen Racematspaltung von Aminosiureestern liegt in der Verwendung
des Losungsmittels Acetonitril mit geringem Wasserantell. Alle anderen verwendeten
Losungsmittel erwiesen sich in den Untersuchungen als weit unterlegen. Eine welitere
Verbesserung der Methode konnte durch Verringerung der Aldehydmenge von 20 mol% auf

5 mol% erreicht werden.

Die Vorteile der neuen Methode sind zusammengefalit:

1. Einfache und praktikable Durchfiihrung im Labormal3stab.

2. Verwendung kostengunstigerer Aldehydkatalysatoren im Vergleich zu friher bekannten
Systemen.

3. Einsatz einfacher n-Alkylester statt der bisher verwendeten Benzylester.

4. Sehr einfache Produktisolierung im Fall von Tyrosin.
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5 Zielsetzung und Planung der Arbeit

Ziel und Anliegen der vorliegenden Arbeit war es, Beitrége zur dynamischen kinetischen
Racematspaltung zu leisten, neue Konzepte zu entwickeln und diese auf ihre
Leistungfahigkeit und ihr Anwendungsspektrum zu Gberprifen.

Hierzu sollten schwerpunktmaliig folgende Untersuchungen angestellt werden:

1. Fortsetzung der Arbeiten auf dem Gebiet der dynamischen kinetischen
Racematspaltung von Aminosaureestern. Das bereits in der Diplomarbeit entwickelte
Verfahren fur Phenylalanin- und Tyrosinderivate sollte hinsichtlich  seiner
Ubertragbarkeit auf andere Aminosiuren abgeschétzt werden. Begleitende
Untersuchungen zur Aufkldrung racemisierungsrelevanter Substrukturen der
Aldehydkomponente sollten zum besseren Verstandnis des
Racemisierungsmechanismus durchgefihrt werden.

2. Entwicklung einer dynamischen kinetischen Racematspaltung von
N-Acylaminosiauren mit  Ubergangsmetall-katalysierter  Racemisierung  eines
Reaktionspartners.  Schwerpunktmallig sollten grundlegende Arbeiten zum
Racemisierungsschritt unternommen werden, die, je nach Erfolg eine realistische
Abschétzung erlauben, ob diese bis dato vollig unbekannte Racemisierungsmethode zu
verwirklichen ist.

3. Beitrage zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von sekundaren Alkoholen.
Auffinden von neuen aktiveren Racemisierungskatalysatoren, die eine vergleichsweise
schnelle Racemisierung in Kombination mit enzymatischer Racematspaltung erlauben.
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6 Die dynamische kinetische Racematspaltung von Aminosaur e-
estern

6.1 Allgemeine Betrachtungen

Wie im Vorfeld bereits angesprochen, sollte nun die in der Diplomarbeit ausgearbeitete
Methode der dynamischen kinetischen Racematspaltung auf andere Aminosauren angewendet
werden. Das Hauptaugenmerk lag dabel auf der Reaktion von aliphatischen Aminosiureester
von z.B. Alanin, Leucin, Norleucin und Methionin. Es war zu erwarten, dal3 die
vergleichsweise hohe Wasserloslichkeit dieser Aminosauren (vgl. Tabelle 3)1” zu Problemen
bei der Produktisolierung fuhrt. Obwohl die Racematspaltungsreaktionen in wasserarmen
Ldsungsmittelgemischen durchgefiihrt werden sollten, war auch hier eine erheblich grofere

Loslichkeit der untersuchten Aminosauren wahrscheinlich.

Tabelle 3: Lodlichkeit von Aminosduren [g/1000 g H,O] bel ausgewahlten Temperaturen.

Temperatur 0°C 20°C 40 °C
L-Alanin 127.3 157.8 195.7
DL-Alanin 121.1 160.2 202.9
L-Leucin 22.7 23.7 26.6
DL-Leucin 8.0 9.4 12.0
DL-Methionin 18.2 30.0 48.2
DL-Norleucin 8.4 10.7 145
L-Phenylalanin 19.8 27.4 37.7
DL-Phenylalanin 10.0 131 18.2
L-Tyrosin 0.20 0.38 0.75
DL-Tyrosin 0.15 0.29 0.64
DL-Valin 59.6 68.1 81.7

Weiterhin von Bedeutung war die Frage, mit welcher Aktivitdt und Selektivitdt das
verwendete Enzym an den neuen Substraten operiert. Eine grobe Einschétzung kann aus
Tabelle 4 abgeleitet werden. Obwohl in eigenen Arbeiten die Verwendung von
Methylesterderivaten aufgrund ihrer bekannten chemischen Hydrolyseempfindlichkeit



38 6 Die dynamische kinetische Racematspaltung von Aminosaureestern

vermieden werden sollte, lie? sich dennoch eine Reaktivitdtsrangfolge bzgl. der
enzymspezifischen Hydrolyseaktivitét aufstellen.

Neben sehr schnell reagierenden Aminosaureestern wie L-AlaOMe oder L-PheOMe weisen
eine ganze Reihe von Verbindungen wie L-TyrOMe, L-Leu-OBzl, L-LeuOMe oder
L-MetOMe durchschnittliche Aktivitét auf.

Tabelle 4: Relative Hydrolysegeschwindigkeit verschiedener Aminosaureester mit Alcalase.

Substrat verbleibender Substrat verbleibender
Ester [%] Ester [%]

L-AlaOMe <3 D-Phe-OMe 90
L-PheOMe <3 D-Tyr-OMe > 95
L-TyrOMe 10 L-Ala-OBzI <3
L-TrpOMe 10 L-Leu-OBzI 20
L-LeuOMe 30 D-Ala-OBzI 75
L-MetOMe 60

Bed.: 0.1 mL Alcalase (A = 2.5 AU), 30 mL NaHCOs-Lsg (0.2 m, pH 8.2),
2.0 mmol Substrat, 25 °C, 50 min. Der angegebene Wert entspricht dem
prozentualen Restanteil an nicht hydrolisierter Esterverbindung.

6.2 Praktische Ergebnisse

6.2.1 Erste Ergebnisse

Die im Abschnitt 6.1 angestellten Uberlegungen lieRen eine erfolgreiche Erweiterung der
Anwendbarkeit der bereits bestehenden Methode plausibel erscheinen. Dennoch mufdte ein
Wechsel des Losungsmittelgemisches von MeCN/H,O 4/1 auf 9/1 vorgenommen werden,
was sich in der signifikant h6heren Wasserldslichkeit der Aminosduren begrindet. Durch den
Einsatz eines neuen Autotitrators waren zundchst mehrere klassische Racematspaltungen
notwendig, um die grundlegenden Dynamik- und Titrierparameter des Gerdtes an die
Reaktion anzupassen. Die wahrend der Diplomarbeit eingesetzte Enzymcharge konnte in
dieser Qualitat (Aktivitéat 2.4 AU/ mL) nicht mehr bezogen werden, aus diesem Grund wurde
mit einer Enzymcharge veringerter Aktivitét (0.6 AU/ mL) gearbeitet. In einer ersten Reaktion
wurde die DKR von DL-Tyrosinbenzylester zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse unter den neuen Gegebenheiten untersucht (Eintrag 4, Tabelle 5). Das sehr gute
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Ergebnis entspricht mit einer Ausbeute von 93 % und einem ee-Wert von 95 % trotz des

L 6sungsmittelwechsels und veranderter Enzymaqualitét genau den Erwartungen.

Tabelle 5: Erste Ergebnisse der dynamischen kinetischen Racematspaltung von neuen

Aminosaureestern.
Eintrag Substrat pH Zeit [d] Ausbeute[%] ee(L) [%]
1 DL-Ala-OiPr 8.0 5 43 80
2 DL-NLeu-Bzl 8.5 7 23 74
3 DL-Leu-OBz 8.5 8 95 91
4 DL-Tyr-OBz 8.5 3 93 95
5 DL-2-Aminobutter- 8.5 7 0 -
saurebenzylester

Bed.: 20 mmol Substrat, 1.0 mmol 3,5 Dichlorsalicylaldehyd, 1.0 mL Alcalase
(600 U), 100 ml LM, T = 35-40 °C, gemal3 AAV 7 (Abschnitt 10.2.1.7).

Es zeigt sich, daR alle neuen Substrate bei Umsatzstillstand” mit Ausnahme von Eintrag 3 eine
vergleichsweise niedrige Ausbeute (0-43%) bei befriedigenden bis guten Produkt-
selektivitdten liefern. Weiterhin falt auf, dal3 im Vergleich zu 4 die Reaktionszeiten der neuen
Substrate trotz niedriger Ausbeute deutlich langer sind.

In der DKR mit Alanin (Eintrag 1) wurde der Isopropylester wegen anfanglicher
Syntheseschwierigkeiten des Benzylesterderivates eingesetzt. Der pH-Wert der Reaktion ist
unter Berticksichtigung der leichteren chemischen Hydrolyse auf 8.0 gesenkt worden. Die
geringe Ausbeute von 43 % ist mit einer nicht quantitativen Umsetzung zu erkléren. Die
Reaktion zeigt nach 3 Tagen Umsatzstillstand, eine erneute Enzymzugabe fuhrt zu keiner
Wiederaufnahme der Reaktion.

Zusétzlich ausbeutevermindernd wirkt sich die hohe Léslichkeit der Aminosdure aus, die nach
der bisher Ublichen Aufarbeitung (pH-Wert des Ansatzes auf 6.5, Produkt bei 0 °C ausféllen
und isolieren) auf noch deutlich in der Mutterlauge nachzuweisen war. Der ee-Wert der
isolierten Aminosaure ist befriedigend (80 % ee€).

Analog verhalten sich Norleucinbenzylester (Eintrag 2) und das Produkt Norleucin in der
dynamischen kinetischen Racematspaltung. Bei Umsatzstillstand nach 4 Tagen Reaktionszeit
[t sich nach 7 Tagen nur 23 % reines Norleucin durch Féllung gewinnen.
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Im Fall von DL-Leucinbenzylester (Eintrag 3) liegen die experimentellen Daten &hnlich,
jedoch konnte hier erstmals ein nahezu quantitativer Umsatz beobachtet werden (nur Spuren
des Esters konnte in einem Dinnschichtchromatogramm nachgewiesen werden). Es sei
jedoch angemerkt, dal3 bei der Aufarbeitung des Produktes anders verfahren wurde. Durch die
bisher praktizierte Fallung konnten 46 % des Produktes (89.9 % ee) direkt gewonnen werden.
Weitere 49 % (92.3 % ee) liel3en sich durch komplettes Entfernen des Ldsungsmittels der
Mutterlauge und erneutes Filtrieren einer Suspension aus dem gewonnenen Rickstand in
20mL tert-Butanol/Wasser 9/1 isolieren. Es zeigt sich jedoch, dal3 diese
Aufarbeitungsmethode nicht generell fir andere Aminosauren erfolgreich anwendbar ist.

Weiterhin 183t sich feststellen, dal3 Alcalase keine préparativ nutzbare Aktivitét bzgl.
2-Aminobuttersaurebenzylester zeigt, eine Produktbildung konnte nur in Spuren tber DC
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wird auf weitere Reaktionen mit diesem Substrat

verzichtet.

Zusammenfassend &3t sich sagen, dal3 sich als Hauptprobleme der Reaktion zum einen
niedriger Umsatz und zum anderen hohe Produktlslichkeiten abzeichnen.

6.2.2 Evaluierung kritischer Versuchsparameter

A) Substratracemisierung

Die bisherigen Untersuchungen zur Racemisierungsaktivitdt der ausgewahlten
Aldehydverbindungen wurden ausschlie3lich an D-Phenylalaninbenzylester vorgenommen.
Das Problem des verfriihten Reaktionsstillstandes kdnnte durch mangelhafte Racemisierungs-
geschwindigkeit  zuriickzufiihren sein.  Racemisierungsexperimente® mit  L-Ala-OFEt,
L-NLeu-OBzl und L-Met-OMe zeigten jedoch, dal3 da bel allen Aminosaureestern spétestens
nach 24 Stunden Reaktionszeit komplette Racemisierung beobachtet wurde.

" Die Resktionen werden bei nicht quantitativem Umsatz 24 Stunden nach dem letzten Zugabe von NaOH-
L6sung des Autotitrators abgebrochen.

8 Klassisches Racemisierungsexperiment: 0.686 mmol Ester, 20 mol% 3,5-Dichlorsalicylaldehyd, 2 mL H,0,
8 mL DME, pH 8.5, RT.
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B) Reaktionstemperatur, pH-Wert

Die Reaktionstemperatur (bisher Variationen von 20-40 °C) war as kritischer Parameter der
Reaktion zu betrachten. Die Wahl des pH-Wertes bestimmt zwar einerseits Enzymaktivitét
und das Ausmal’} basenkatalysierter chemischer Hydrolyse, welche die Enantiomerenreinheit
des Produktes mitbestimmen, doch die vorgenommenen Variationen (pH 7.5-8.5) lagen im
Bereich optimaler Enzymwirksamkeit!™ (pH 6-9.5).

C) Enzymaktivitéat

Esist allgemein bekannt, dal3 Enzymcharakteristika wie Stabilitét, Aktivitéat und Selektivitét,
entscheidend von mehreren Einflu3gréf3en wie z.B. dem organischen Losungsmittel, dem pH-
Wert, der Wasseraktivitdt und der Enzymform abhéngen. Eine aktuelle Ubersicht zu
Anwendungen und Eigenschaften von Enzymen in organischen Losungsmitteln geben Carrea
und Riga!"?

Im Fall eines Ldsungsmittelsystems aus Wasser und einem mit Wasser mischbaren
Losungsmittels sind die Zusammenhange zwischen Reaktionsmedium und Enzymaktivitét
jedoch noch nicht aufgeklart. Als Faustregel gilt jedoch, dal3, unabhéngig vom gewahlten
Enzym und seiner Verwendungsform, fir ausreichende Enzymaktivitdt ein

Mindestwassergehalt von etwa 5 Vol% gegeben sein mul3.

Fur die eigenen Arbeiten war der entscheidende Gesichtspunkt neben der Aktivitdt zu
Reaktionsbeginn die Langzeitstabilitdt des Enzyms, weil die Umsetzungen zum Tell
Reaktionszeiten von mehr als 5 Tagen erforderten.

Es ist bekannt, dal} ein Zusammenhang zwischen makroskopischer Enzymverteilung im
Reaktionsmedium und Enzymaktivitét besteht. Optimale Aktivitét ist gewdahrleistet, sofern die
Enzympréparation sich vollstandig im Losungsmittel verteilt und eine tribe, milchig
erscheinende zweiphasige Fest-flissig-Suspension entsteht. Im zeitlichen Verlauf der
Reaktion kommt es zu einer teilweisen Aggregation der Enzymbestandteile, die sich zuerst in
fein verteilten Proteinflocken bemerkbar macht. Halt die Flockenbildung an, so setzt sich in
zunehmendem Mal3e das aggregierte Enzym an der Gefal3wand ab und die Reaktionsldsung
klart auf. Ist die Lésung wieder vollig klar, so verhdlt das Enzym weitgehend inaktiv.

Dieser recht einfache Zusammenhang lief3 eine unkomplizierte, qualitative Beurteilung der

Eignung verschiedener Losungsmittel als Reaktionsmedium zu. Zu diesem Zweck wurden
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verschiedene Mischungen aus Acetonitril und Wasser mit Alcalase auf ihr zeitliches
Verhalten untersucht. Tabelle 6 gibt einen Uberblick zur Alterung der Enzymidsungen
aufgeschliisselt nach den untersuchten Ldsungsmittelgemischen.

Tabelle 6: Einfache Ruhrexperimente zur Ermittlung besser geeigneter L 6sungsmittel

L 6sungsmittel 1 Stunde 24 Stunden 3 Tage 5Tage
H.O klare Losung klare Losung leichte Flockenb. deutliche Flockenb.
MeCN/H,O /2  milchige Susp. milchige Susp. leichte Flockenb. deutliche Flockenb.
MeCN/H,O /1  milchige Susp. milchige Susp. leicht Flockenb.  deutliche Flockenb.
MeCN/H,O 2/1  milchige Susp. leichte Flockenbildung deutl. Flockenb.. klare Losung
MeCN/H,O5/1 milchige Susp.  deutliche Flockenb.  deutl. Flockenb. klare Losung
MeCN/H,O 10/1 milchige Susp.  deutliche Flockenb. klare Losung klare Losung

Bed.: 20 mL Ldsungsmittel, 1.0 mL Alcalase, RT. Die Mischung wird langsam mit Hilfe eines
Magnetrihrgerétes durchmischt.

Es zeigt sich, dal3 Alcalase in Mischungen von MeCN/H,0 10/1 bis 1/2 in 24 Stunden nicht
guantitativ ausfallt. Dennoch zeichnet sich, abgestuft nach steigendem Anteil an organischem
Cosolvenz, eine schnellere Enzymalterung ab. Fir die beabsichtigten Langzeitreaktionen
kommen deshalb nur Gemische mit einem maximalen Acetonitrilanteil von 50 Vol% in
Frage. Diese bindren Mischungen besitzen trotz erheblicher Enzymausflockung nach 5 Tagen
Rihrzeit immer noch einen gewissen Tribheitsgrad.

Es ist wahrscheinlich, dal3 ein hoherer Acetonitrilanteil mit einer schnelleren Deaktivierung
des Enzyms einhergeht. Ist die Annahme des Zusammenhangs zwischen Enzymaktivitdt und
Aussehen der Reaktionsldsung richtig, so eignen sich Lodsungsmittelgemische mit einem
mindestens 50 %-igem Wasseranteil.

6.2.3 Reaktionen in Acetonitril/Wasser 1/1

Nach Abwé&gen der moglichen Fehlerquellen im vorherigen schien es von Vorteil, das
Losungsmittel zu &ndern. Dadurch sollte es moglich sein, eine deutliche Umsatzsteigerungen
zu erreichen. Ferner schien es ratsam, die Arbeitsvorschrift bzgl. des Aminosdureesters zu
andern. Um die Natriumchloridbeladung der Reaktion zu minimieren, wurde das Aminosdure-
esterhydrochlorid vor der Zugabe zuerst in den freien Ester Uberfihrt (sehe Abschnitt
10.2.1.8).
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Tabelle 7 faldt die Ergebnisse der dynamischen kinetischen Racematspaltungen in Acetonitril /
Wasser-Mischungen (1/1) zusammen.

Tabelle 7: DKR verschiedener Aminosaureester in MeCN/H»0 1/1

Eintrag Substrat MeCN/H,O pH Zeit[d] Umsatz[%] Ausbeute[%] ee (L) [%)]

1  DL-Leu-OBzI 19/1 8.5 2 ca. 25° 20 80
2 DL-Leu-OBzI* 11 8.5 7 > 95° 38 26
3 DL-Leu-OBzI 11 8.0 4 > 95° 42 0
4 DL-Met-OMe 1/1 8.0 4 > 05% 67 78
5 DL-Met-OMe 1/1 7.5 4 > 95° 68 69
6  DL-NLeu-OBzl 11 8.5 5 > 95° 20 91
7 DL-NVal-OBz 1/1 8.5 5 > 05% 0 49
8 DL-Tyr-OEt 11 7.5 2 > 95° 92 96

Bed.: 20 mmol Substrat, 1.0 mmol 3,5-Dichlorsalicylaldehyd, 1.0 mL Alcalase (600 U),

100 ml LM, T = RT, gema3 AAV 8 (Abschnitt 10.2.1.8).

@ Im Dunnschichtchromatogramm einer Probe des Ansatzes lie} sich das Edukt nicht mehr
nachweisen.

® Umsatzbestimmung durch Extraktion und Riickwiegen des Eduktes.

¢ Reaktionstemperatur 35-40 °C.

Erfreulicherweise kann mit dem L6sungsmittelwechsel von MeCN/H,0 4/1 auf 1/1 in alen
Reaktionen trotz teilweise recht langer Reaktionszeiten (bis zu 7 Tagen, siehe Eintrag 2)
quantitativer Umsatz erreicht werden. Die Uberlegenheit dieses Ldsungsmittels kann an den
Versuchen 1-3 verdeutlicht werden. Der mit 5Vol% extrem niedrige Wassergehalt des bei
Eintrag 1 eingesetzten Losungsmittels ist fur eine schnelle Enzymdesaktivierung und fur den
damit verbundenen frihzeitigen Umsatzstillstand bei etwa 25 % verantwortlich. Die
enzymatische Aktivitdt bel den Racematspaltungen 2 und 3 bleibt stattdessen bis zum
vollstandigem Verbrauch des Substrates erhalten. Das wasserarme Losungsmittel ist nur bzgl.
der Produktisolierung deutlich tberlegen (20 % Ausbeute bei 25 % Umsatz), da bereits nach
30 Minuten Reaktionszeit Leucin zu kristallisiert beginnt. Die Produktausbeuten (38 bzw.
42% bei mind. 95 % Umsatz) fir Eintrag 2 und 3 sind bel der konventionellen
Aufarbeitungsweise zu niedrig. Weiterhin bemerkenswert sind die beobachteten starken
Schwankungen der Enzymselektivitdt, die durch die geringen Anderungen von
Reaktionstemperatur und pH-Wert nicht stichhaltig zu erkléren sind, dennoch kann mit 3 ein
sehr gutes und reproduzierbares Ergebnis erhalten werden.
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Methioninmethylester (4, 5) 183t sich innerhalb von 4 Tagen Reaktionszeit quantitativ mit 69
bzw. 78 % Enantioselektivitdt zu Methionin umsetzen. Auch hier sorgt die hohe Loslichkeit
der Aminosaure fur eine niedrige Ausbeute (67 bzw. 68 %). Noch gravierender wirkt sich die
Produktloslichkeit bei Norleucin und Norvalin (6 und 7) aus, da hier im Fall von Norleucin
nur 20 % isolierbar waren und keine Ausbeute (durch Fallung) bei der Reaktion mit Norvalin
erhalten wurde. Dagegen sorgt die relative Schwerldslichkeit von Tyrosin (Eintrag 8) auch in
diesem Losungsmittelgemisch fuir eine nahezu optimale Produktausbeute (92 %) und Enantio-
selektivitat (96 % ee).

Es 183t sich zu diesem Zeitpunkt zusammenfassen, dal3 sich alle untersuchten Verbindungen
mit gutem bis sehr guten Umsdtze (mind. 95 % Umsatz, 49-96 % ee) zu den freien
L-Aminosauren gemal? der dynamischen kinetischen Racematspaltung umsetzen lief3en. Es
sollte noch darauf hingewiesen werden, dal3 in allen Féllen die Loslichkeit der Aminosaure in
racemischer Form geringer ist als die enantiomerenreine Form. Die kristallisierte Aminoséaure
besitzt demnach eine geringere Enantiomerenreinheit als die in Lésung verbleibende. Die
angegebenen ee-Werte charakterisieren mit Ausnahme von 7 die durch Féllung isolierbare
Aminosdure. Die beschriebene Selektivitét ist also als ein Mindestwert zu verstehen.

Die bestehenden Aufarbeitungprobleme, die zu hohem Produktverlust fiihrten, gaben den
Anla3, alternative |solierungsmethoden zu suchen, die einen besseren Produktzugang

erlauben.

6.2.4 Aufarbeitungsversuche

Bevor auf konkrete Aufarbeitungsversuche eingegangen wird, soll nochmals die typische
Zusammensetzung der Reaktionsmischung charakterisiert werden. Bei Abbruch der Reaktion
liegen in einer 1/1 Mischung aus Acetonitril und Wasser neben der zum Teil ausgefallenen
freien Aminosdure noch die Aldehydverbindung (2.5-5 mol%), Reste an Aminosaureester,
Schiff’ scher Base, Enzympraparation (homogen und heterogen vorliegend) und wechselnde
Mengen an NaCl vor. Die im allgemeinen sehr volumings ausfallende Aminosaure ist fir eine
brelartige Konsistenz der Reaktionsmischung verantwortlich.

Die bislang verwendete Methode zur Aufarbeitung bestand im Dekantieren der Losung bzw.
Suspension aus dem Reaktionskolben in ein weiteres Gefdl3, um Enzymablagerungen
abzutrennen. Der pH-Wert der Losung wurde mit IN HCl auf den isoelektrischen Punkt
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neutraler Aminosduren (5.5-6.5) eingestellt. Der Ansatz wurde 30-60 Minuten im Eisbad bei
0°C gerihrt, im Anschlu® wurde die ausgefallene Verbindung abfiltriert und mit reinem
Acetonitril gewaschen. Eine Nachfdllung war in einigen Féllen durch Verdinnen der
Mutterlauge mit 100 mL DME, erneuter Temperierung auf O °C und wiederholter Filtration
madglich, die einzelnen Fallfraktionen wurden zur Produktcharakterisierung vereinigt.

Wie bereits mehrfach angesprochen, war das Problem die nicht vollstandige
Produktgewinnung, die Aminosduren lief3en sich wegen ihrer hohen Wasserloslichkeit nicht
quantitativ féllen.

Eine Zusammenfassung der ersten Aufarbeitungsversuche ist nachfolgend tabellarisch
gezeigt. Als Experimentierlosung diente die Mutterlauge nach konventioneller Aufarbeitung.

1) Entfernen des Acetonitrils bel RT im Vakuum.
Effekt: keine weitere Fallung.

2) Zusatz von Acetonitril.
Effekt: minimale Fallung.

3) Volumenreduzierung der Mutterlauge auf ca. 20 %.

Effekt: keine quantitative Aminosaurefallung, zuvor I6sliche Enzymbestandteile und NaCl
verunreinigten den Niederschlag.

4) Extraktion mit CH,Cl, zur Abtrennung der Aldehydverbindung, dann Reduzierung der
Wasserphase bis zur Trockene und erneutes Suspendieren in tert.-Butanol/H,O 19/1 um NaCl
Zu losen.

Effekt: Nach der Trocknung verblieb ein Rickstand zéher Konsistenz (ausgefallene
Bestandteile der Enzympraparation), der sich nicht mehr suspendieren lief3.

5) Extraktion mit CH,Cl,, anschlief3ende Acetylierung der freien Aminfunktion und bei pH 3
erneute Extraktion des acetylierten Produktes.

Effekt: Die Acetylierung verlief nicht quantitativ, zusétzlich wurde ene signifikante
Racemisierung der Acetylverbindung festgestellt.

6) analog 5, jedoch Benzylierung der Aminosaure
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Effekt: Reaktionsschritt nicht quantitativ, Produktracemisierung (ee-Wert der Aminosaure

(hier: Leucin) in Lésung vor der Benzylierung 90 % ee, nach der Derivatisierung 80 % ee)

Nachdem alle Versuche mit unbefriedigendem Ergebnis verlaufen waren, wurde noch ein
Verfahren mit Hilfe von lonentauschermaterial in Betracht gezogen. Dabei sollte eine
selektive Absorption der Aminosaure erreicht werden. Es bieten sich in der experimentellen
Realisierung zum einen der saulenchromatographische Aufbau an, zum anderen kann auch ein
Batchexperiment durchgefihrt werden, in dem die sich in Losung befindliche Aminosaure mit
dem Tauschermaterial gertihrt wird. Die am Tauschermaterial gebundene Aminoséure wird
anschlief3end Uber Filtration und Waschoperationen von allen Nebenprodukten abgetrennt und
durch einen geeigneten Eluenten (z.B. 1IN NHs-L6sung) wieder freigesetzt. Eine geeignete
Vorschrift zur Durchfiihrung der lonentauscherchromatgraphie wurde in Lit!™ gefunden. Es
muidte jedoch beim Nachvollziehen der Vorschrift festgestellt werden, dald zwar eine
quantitative Absortion der Aminosaure am Kationentauschermaterial erfolgt, das
Tauschermaterial jedoch ene schnelle hydrolytische Aminosdureesterspaltung zur
Aminosaure bewirkt, die natlrlich erheblichen EinfluR auf die optische Reinheit des
Produktes hat. Man kann nun entgegenhalten, dal3 der Ester im Vorfeld durch Extraktion
abzutrennen wére, jedoch ist die Schiff*sche Base durch den stark polaren und damit
hydrophilen Aldehydpart nicht vollstandig extrahierbar. Damit ist auch diese Methode der
Aufarbeitung fur das hier gestellte Problem nicht geeignet.

Nach den verschiedenen gescheiterten Experimenten wurde entschieden, die
Aufarbeitungsproblematik zunéchst nicht weiter zu verfolgen. und die nicht mogliche

guantitative Gewinnung der Aminosaure hinzunehmen.

6.2.5 Weitere Optimierung der Reaktion

Um einen exakten Vergleich der Reaktion einzelner Aminosdurederivate vornehmen zu
koénnen, wurden alle Aminosauren als Ethylesterderivate dargestellt und unter identischen
Bedingungen der dynamischen kinetischen Racematspaltung unterworfen. Fur die genaue
Umsatzbestimmung wurden fur Produkt und Edukt jeder Aminosdure GC bzw. HPLC-
Methoden entwickelt. Um das Verfahren weiter zu optimieren, wurde als
racemisierungsaktiver Aldehyd 3,5-Dinitrosalicylaldenyd eingesetzt, die zugesetzte
katalytische Menge ist mit 2.5 mol% nochmals um 50 % reduziert worden. Dieser Aldehyd ist
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der racemisierungsaktivste Vertreter, daher sollte trotz der vorgenommen Reduzierung der
katalytischen Menge eine vergleichbare Racemisierungsgeschwindigkeit (verglichen mit
5.0 mol% 3,5-Dichlorsalicyl-aldehyd) gewahrleistet sein. Die bewdhrte Durchfiihrung der
Reaktion bel Raumtemperatur (siehe Tabelle 8) sowie der durch einen Autotritrator konstant
gehaltene pH-Wert von 7.5 fur Ethylesterderivate von Aminosauren wurde beibehalten.

Tabelle 8: 3,5-Dinitrosalicylaldehyd-katalysierte DKR verschiedener Aminosaureethylester
Eintrag Substrat Zeit[d] pH Ausbeute[%] ee(L) [%]

1 ©vh£4 2 75 93 99
CO,Et
2 HO NH, 1 75 87%P 97
mCOZEt

3 )I\fé e 3 7.5 93 90
4 /\)I\Té e 4 7.5 98 64
5 )\/N{'é e 3 7.5 99 98
6 H3C\5/\)N\Hé e 2 7.5 96 89

Bed.: 20 mmol Substrat, 1 mL Alcalase, 50 mL MeCN, 50 mL H,0,
2.5 mol% 3,5-Dinitrosalicylaldehyd, RT.

& Ausbeute

P 94 9% Ausbeute, 95 % ee nach 2 Tagen Reaktionszeit.

Die Eintrdge 1-6 zeigen, dal} alle Aminosdureester in nahezu quantitativen Umsatzen
(93-99 %) mit sehr guter bis absoluter Selektivitét (89-99 % ee) zu den Produkten umgesetzt
werden konnen. Die auch hier zu verzeichnende mél3ige Selektivitat im Fall von Norvalin ist
angesichts der dbrigen Ergebnisse einer geringeren Enzymselektivitét zuzuschreiben, alle
anderen Parameter der Reaktion sind gemessen an den Ergebnissen im optimalen Bereich.
Die Reduzierung der Aldehydmenge wirkt sich wie erhofft nicht negativ bzgl. Reaktionszeit
oder Produktselektivitdt aus. Vorteilhafterweise ist eine Selektivitétssteigerung und eine
signifikante Verkirzung aller Reaktionszeiten eingetreten (zum Vergleich: Eintrége 3,4,5,7
Tabelle 7). Als eine mogliche Erklarung kann folgende Uberlegung dienen: Die sehr aktiven
Aldehydverbindungen kondensieren nicht nur mit den Aminosdureestern zu Schiff’schen
Basen, sondern binden sich ebenfalls an die Proteinstruktur des Enzyms, wodurch eine
Konformationsanderung des Enzyms durch die eintretende Anderung der Proteinoberflache
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denkbar ist. Eine hohe Aldehydkonzentration fihrt entsprechend in einem hoheren Ausmal}
zu Kupplungreaktionen mit dem Enzym, wodurch sowohl Aktivitdt und Selektivitéat negativ
beeinfluf3t werden kénnen. Eine Erniedrigung der Aldehydmenge kann im Umkehrschiul3 zu
hoherer Enzymaktivitét und Selektivitét fuhren, wie sie hier beobachtbar wird.

Es sai an dieser Stelle darauf hingewiesen, daf3 bifunktionelle Aldehydverbindungen ein
héufig eingesetztes Mittel zur Fixierung von Enzymen an Tragermateriadien sind. Die
immobilisierten Enzyme weisen oftmals vorteilhafte Eigenschaften im Vergleich zu ihren
nativen Vertretern auf. Generell besitzen sie jedoch eine geringere spezifische Aktivitéat unter
Standardbedingungen.!”

6.2.6 Simultane Beobachtung der zeitlichen Entwicklung der Enantiomer en-
ver haltnisse der beteiligten Verbindungen

Um Ruckschlisse auf die relativen Geschwindigkeiten der Eduktracemisierung und der
enzymatischen Hydrolyse zu gewinnen, war es sinnvoll, die zeitliche Entwicklung der
Enantiomerenverhéltnisse zu verfolgen. Zu diesem Zweck sollte eine Analysenmethode
entwickelt werden, die ohne Derivatisierungsschritte neben einer Umsatzbestimmung auch
die gleichzeitige Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse von Produkt und Edukt zul&ft.
Im Fall der Stoffpaare Phenylalanin/Phenylalaninethylester und Methionin/Methionin-
ethylester ist dies via HPLC gelungen. Fur die besonders interessante Kombination mit
Norvalin gelang dies leider nicht. Die Ergebnisse fir Methionin/Methioninethylester zeigt
Abbildung 26.
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ee [%]

Met
MetOEt

92

Umsatz [%]

Bed.: 20 mmol MetOEt, 1.0 mL Alcalase, 50 mL MeCN, 50 mL H->0, 2.5 mol% 3,5-Dinitro-
salicylaldehyd, pH 7.5, RT.

Abbildung 26: Enantiomereniiberschiisse von L-Methionin und D-Methioninethylester in
Abhéngigkeit des Umsatzes

Es zeigt sich, dal3 sowohl Methionin as auch Methioninethylester ein nahezu konstantes
Enantiomerenverhdltnis unabhangig von Umsatz bewahren. Der mit etwa 50 % ee zu
beziffernde Enantiomerentiberschuld von Met-OEt bedeutet eine prozentuale Enantiomeren-
zusammensetzung von 75 %D zu 25 %L in Losung. Damit verschlechtert sich bel kontantem
E-Wert des Enzyms die Selektivitat der Produktbildung im Vergleich zu einer racemischen
Mischung (50 %D, 50 %L) um den Faktor 3. Trotzdem ist das erzeugte Methionin mit etwa 90
% ee (95 %L, 5 %D) hoch enantiomerenrein, was auf einen aul3erordentlich hohen E-Wert des
Enzyms schlief3en 1803t.

Die Umsatzunabhangigkeit der Enantiomerenzusammensetzungen 183t aus kinetischer Sicht
auf einen konstanten k.oo/kin-Wert schliefRen. Berticksichtigt man die Tatsache, dal3 bei der
Eduktracemisierung unabhangig von der Eduktenantiomerenzusammensetzung nur mit 50 %-
iger Wahrscheinlichkeit das L-Enantiomer entsteht, so ist die Racemisierungsgeschwindigkeit
im hier beobachteten Fall mindestens doppelt so hoch wie die Produktbildungs-
geschwindigkeit (Abbildung 27). Phenylalanin wird zwischen 65 % und 96 % Umsatz mit
konstant hoher Selektivitdt gebildet. Der minimale Selektivitétsverlust gegen Ende der
Reaktion ist moglicherweise durch eine Verschiebung der Eduktenantiomeren-verhdtnisse zu
ungunsten des L-Esters zu erklaren.
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Umsatz

Bed.: 20 mmol PheOEt, 1.0 mL Alcalase, 50 mL MeCN, 50 mL H,0, 2.5 mol% 3,5-Dinitro-
salicylaldehyd, pH 7.5, RT.

Abbildung 27: Enantiomereniiberschiisse von L-Phenylalanin und D-Phenylalaninethylester in
Abhéngigkeit des Umsatzes

Die umsatzbezogene Entwicklung der Esterzusammensetzung folgt keinem einheitlichen
Trend, was als Indiz fur eine wechselnde Racemisierungs- oder Hydrolysegeschwindigkeit
gelten konnte. Dennoch liegt der Ester mit einem durchschnittlichen ee-Wert von 33 % in
einem Enantiomerenverhéltnis von 66 %D zu 33 %L vor, bei gegebenem E-Wert sinkt die
Selektivitét der Produktbildung im Vergleich zum Racemat nur um den Faktor 2. Auch in
dieser Umsetzung besitzt das Enzym einen hohen E-Wert, da das Produkt trotzdem fast

enantiomerenrein gebildet wird.

6.2.7 Neue Untersuchungen zur Racemisierung von Aminosaur estern
6.2.7.1 Kenntnisstand

Die Racemisierung von Aminosdureestern mit Hilfe von Aldehyden oder Ketonen ist ein
intensiv untersuchtes Gebiet, erlaubt es doch im Vergleich zur thermischer Racemisierung
eine sehr viel kirzere und schonendere Reaktionsfihrung (héufig 50-100 °C satt 100-
200 °C).1"™ Damit lassen sich Nebenreaktionen der Verbindungen auf ein Minimum
reduzieren (Substanzwiedergewinnung: 70-100 %).!"™
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Der Racemisierungsmechanismus verlauft zundchst mit der reversiblen Kondensation von
Ester und Carbonylkomponente zur Schiff’ schen Base, welche sich im Vergleich zum Ester
durch eine erhdhte Aciditdt des a-Wasserstoffatoms auszeichnet (Mechanismus siehe
Abschnitt 6.2.8.1). Die nachfolgende De- und Reprotonierung der Schiff’ schen Base vollzieht
sich Uiber die Keto-Enol-Tautomerisierung.!™

Von besonderem Interesse sind Verfahren, die eine in-situ Kombination mit einer
fraktionierten Diastereomerenkristallisation zulassen. Dadurch kann prinzipiell analog zur
dynamischen  Kkinetischen Racematspaltung das enantiomerenreine  Produkt in
stochiometrischer Ausbeute gewonnen werden. Verfahren dieser Art sind  flr
Phenylglycinester,l’”  Phenylglycinamide, /"% phenylalaninmethylester™ und andere

Verbindungen!®¥ beschrieben.

6.2.7.2 Eigene Unter suchungen

Die Kombination von aldehydvermittelter Racemisierung mit enzymatischer Hydrolyse ist
von Chen fiir Aminosauren® und von Williams'®® fir 2-Phenylpropionsaure geschildert
worden, doch sind keine Arbeiten Uber einen Vergleich des Racemisierungspotentials
verschiedener Aldehyde an einem Substrat bekannt.

Obwohl in eigenen Arbeiten (siehe Diplomarbeit) eine Reihe von aktiven Verbindungen
gefunden werden konnte, schien es lohnenswert im Sinne einer mdglichen welteren
Verbesserung des DKR-Verfahrens, mit einem Screening weitere Aldehydverbindungen auf
ihre Aktivitat zu prifen. Besonderer Augenmerk sollte dabei auf strukturell einfacher
aufgebaute und damit preiswertere Verbindungen gelegt werden.

Hierzu eigneten sich Experimente, die die zeitliche Racemisierung einer enantiomerenreinen
Verbindung unter Zusatz der Aldehydkomponente beschreiben. Fir die nachfolgenden
Versuche wurden jeweils nach 1,2,4,8 und 24 Stunden Proben der Reaktionsldsung
entnommen und die Enantiomerenverteilung mittels GC bestimmt.

Die Ergebnisse der Racemisierung von D-Phenylalaninbenzylester sind in Abbildung 28

zusammengefal3t.
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100 0 =& Pyridoxal-5-phosphat
80 - —&— 3 5-Dinitrosalicylaldehyd
g 60 - == 3,4-Dichlorbenzaldehyd, pH 5.5
% 40 - \ =—&— Dichlorbenzaldehyd, pH 8.5
20 - \ =& 2-Pyridylcarbaldehyd
0 \ | — ‘ ‘ ——o =—8— 2 6-Dinitrobenzol

0 4 8 12 16 20 24 —&— 5-Sulfonylsalicylaldehyd
Zeit [h]

Bed.: 200 mg D-PheOBzl, 20 mol% Aldehyd, 10 mL DME/H,0 3/1, pH = 8.5, RT.

Abbildung 28: Kinetiken zur Racemisierung von D-Phenylalaninbenzylester mit
verschiedenen Aldehydverbindungen.

Es zeigt sich eindeutig, dal? keine der neu untersuchten Verbindungen eine Racemisierung in
befriedigender Geschwindigkeit gewahrleistet, mit Ausnahme von 5-Sulfonylsalicylaldehyd,
bei welchem eine sehr langsame aber stetige Abnahme der optischen Reinheit der
Referenzverbindung zu beobachten war. Dies bestédtigt die bisherige Annahme, dafi3
racemisierungsaktive  Verbindungen neben elektronenziehenden Substituenten am
aromatischen Ring zusétzlich eine Hydroxygruppe in ortho-Position zur Aldehydfunktion
aufweisen missen.

In weiteren Experimenten wurden Benzaldehyd, substituierte Benzaldehyde,
Fluorenonderivate und andere Verbindungen analog untersucht, die in Tabelle 9 dargestellten
Ergebnisse wurden jedoch groftenteils nicht selbst durchgefiihrt (eigene Versuche sind mit *

markiert).’

° Die Experimente wurden von Dr. Thomas Riermeier (Aventis Research & Technologies) durchgefiihrt und
freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
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Tabelle 9: : Screening zur Racemisierungsaktivitét verschiedener Verbindungen an der
Referenzsubstanz L-PheOEt.

Racemisierungskatalysator pH-Wert Zeit [h] ee-Wert
Benzaldehyd’ 8.5 24 96
Benzaldehyd 85 24 100
Benzaldehyd + LiBr 85 24 100
Benzaldehyd + Sc(CF;SO;); 8.5 24 100
Salicylaldehyd’ 8.5 24 93
Salicylaldehyd 85 24 68
Salicylaldehyd + LiBr 85 24 60
Salicylaldehyd + Sc(CF3SO3); 8.5 24 24
2-Hydroxy-1-naphthaldehyd 8.5 24 56
4-Carboxybenzaldehyd” 85 24 98
2-Carboxybenzaldehyd 7.7 24 54
3-Carboxybenzaldehyd 7.5 24 100
2-Carboxybenzaldehyd 5.0 120 46
2-Carboxybenzaldehyd 7.0 120 12
2-Carboxybenzaldehyd 9.0 120 40
1-Carboxy-8-naphtaldehyd 8.5 24 100
2,2"-Dihydroxybenzophenon 85 24 100
5-Chlor-2-hydroxy-benzophenon 8.5 24 100
9-Fuorenon 7.8 24 100
9-Fuorenon-1-carbonséure 5.0 120 62
9-Fluor enon-1-car bonsdure 7.0 120 2
9-Fuorenon-1-carbonséure 9.0 120 36
|satin 8.5 24 100
3-Nitro-5-bromsalicylaldehyd” 85 24 0
4-Nitrobenzaldehyd’ 8.5 24 100
ohne’ 8.5 24 98
ohne 8.5 24 100

Bed.: 10 mmol L-Phe-OEt, 10 mol% Kat., MeCN/H,0 9/1, 40 °C.
* 0.686 mmol Ester, 20 mol% 3,5-Dichlorsalicylaldehyd, 2 mL H,0,
8 mL DME, pH 8.5, RT.
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Das erweiterte Screening umfaldte neben der Variation des Katalysator an sich ebenso
Modifikationen im pH-Wert der ReaktionsfUhrung. In enigen Experimenten wurden
zusétzlich Salze wie LiBr oder Sc(CF;SOs3); eingesetzt.

Es ist festzustellen, dal’ in keinem Experiment Verbindungen oder Bedingungen gefunden
werden konnten, die eine nutzbare Racemisierungsaktivitét erkennen lassen. Als Ausnahme
ist nur das Experiment mit 3-Nitro-5-bromsalicylaldehyd zu nennen, welches den
Erwartungen (hohe Racemisierungsaktivitdt) bei Verwendung eines elektronenarmen
Derivates des Salicylaldehydes entspricht. Die Verbindung ist zwar eine gleichwertige
Alternative zu den bisherigen Verbindungen, das kompliziertere Substitutionsmuster am
Aromatenring unterstiitzt die Bestrebungen der angestrebten Vereinfachung der
Gesamtreaktion allerdings nicht.

Die Variation des pH-Wertes bei Reaktionen mit 2-Carboxybenzadehyd und 9-Fluorenon-1-
Carbonsédure ergibt zwar bei pH = 7 im Vergleich zu pH = 5, bzw. pH = 9 eine signifikante
Steigerung bei der Racemisierung, dennoch ist die Geschwindigkeit der Racemisierung fur
préparative Zwecke nicht ausreichend.

In einigen Fallen wurden Salze als Additive zugesetzt, Motivation hierzu war die Uberlegung,
daR Salze bekanntermalen stabile Komplexe mit Schiff’ schen Basen bilden konnen.[#*8¥ Die
Komplexierung erfolgt fur gewohnlich an der Aldimin- und Esterfunktion, in den
Experimenten mit Salicylaldehyd alternativ Uber die 2-Hydroxygruppe. Eventuell kann durch
diese Komplexierung eine weitere Aktivierung des a-Wasserstoffatoms im Hinblick auf eine
vereinfachte Enolisierung der noch nicht ausreichend reaktiven Schiff’schen Base erreicht
werden. Die experimentellen Daten stiitzen diese Uberlegungen jedoch nicht.

Als Resiimee der Untersuchungen Uber alternative Racemisierungskatalysatoren kann
festgehalten werden, dal} keine neuen potentiell interessanten Alternativen zu den bereits
bekannten Racemisierungskatalysatoren wie den 3,5-disubstituierten Salicylaldehyden
gefunden werden konnten, die folglich immer noch als Katalysatoren der Wahl gelten.
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6.2.8 Synthese und Char akterisierung von Schiff schen Basen
6.2.8.1 Hintergrund

Die in dieser Arbeit durchgefihrte dynamische Kinetische Racematspaltung von
Aminosdureestern ist im wesentlichen von zwe Einflu3gréf3en abhangig. Zum einem
bestimmt die Enzymselektivitdt bei der Hydrolyse der Aminosdureester die
Enantiomerenreinheit des Produktes, zum anderen muf3 durch geeignete Katalysatoren eine
ausreichende Racemisierungsgeschwindigkeit des Aminosaureesters gewdahrleistet werden,
damit die enzymatische Verseifung des erwiinschten L-Enantiomers bis hin zu quantitativem
Umsatz aufrechterhalten werden kann. Der Mechanismus der Pyridoxal-katalysierten

Racemisierung ist in Abbildung 29 gezeigt.

N
s »
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HO™ N OPO(OH), HO™ N (OH),
Z OPO(OH 4
o) - H,0 (OH), (@]
+H20
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+H20 H.O
-2
NH2 R”>CO,R NH
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+H+ _H+
OPO(OH),

Abbildung 29: Racemisierung von Aminosaureestern mit Pyridoxal-5-phosphat

Im ersten Schritt kondensieren Aminosaureester und Pydridoxal zur korrespondierenden
Schiff'schen Base. Durch die stattgefundene Derivatisierung der Aminogruppe zur
Aldiminfunktion wird die Stabilitét des chiralen Zentrums des Aminosaureesterfragmentes
erniedrigt, so dal? bereits ein neutrales bis leicht alkalisches Reaktionsmilieu ausreicht, die
Schiff'sche Base reversibel zu deprotonieren. Dieser Schritt fUhrt zur Racemisierung des

Aminosdureesters. Die Kondensationsreaktion zur Schiff'schen Base selbst ist in ein
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dynamisches Bildungs- und Zerfallsgleichgewicht eingebunden, was zur Folge hat, dai3 die
Verbindung wieder in ihre Spaltprodukte Pyridoxal und Aminosaureester zerféllt.

In der eigenen Arbeit konnten sowohl eine Reihe von selektiven Racemisierungskatalysatoren
identifiziert als auch grundlegende Richtlinien zur Abschétzung der Racemisierungswirkung
von Aldehydverbindungen formuliert werden. Dennoch bestand weiterhin Bedarf an
strukturell einfach aufgebauten Racemisierungskatalysatoren. Eine genauere Studie zur Art
und Weise der Aktivierung von Aminosaureestern war deshalb sinnvoll. Die Aktivierung des
a-Wasserstoffatoms des Aminossureester sollte sich unter anderem *H-NMR-spektroskopisch
nachvollziehen lassen. Weiterflihrende Informationen kénnten moglicherweise aus einer
Rontgenstruktur von racemisierungsaktiven Schiff’schen Basen erhalten werden.

Daher wurde versucht, eine Reihe von Schiff'schen Basen von Aminosauren und
racemisierungaktiven bzw. inaktiven Aldehyden darzustellen und CUber NMR-
spektroskopische Methoden zu charakterisieren.

6.2.8.2 Ergebnisse

Fur die Darstellung der entsprechenden Verbindungen muf3ten verschiedene Aminosaureester
mit racemisierend wirkenden Aldehydverbindungen bzw. mit Salicylaldehyd als inaktive
Aldehydverbindung kondensiert werden.® Arbeitsvorschriften zur Darstellung Schiff scher
Basen finden sich in der Literatur'®®® die angewendeten Synthesemethoden sind in
Abschnitt 10.2.3 beschrieben, die Reaktion ist in Gleichung 2 gezeigt.

H-1
R%_Y_CO,R®
_O H2 Y
oH NH, - H,0 NN
R?>” “CO,R® OH
R? R?
R? R?

R H, Cl,NO, RZ CH,-Ph, CH,-(4-OH-Ph), CH; R® Et, Bzl
Gleichung 2: Allgemeine Darstellung Schiff'scher Basen aus Aminosdureestern und
Aldehyden

10 Zunéchst sollte zur optimalen Vergleichbarkeit der auftretenden Effekte eine Reihe Schiffscher Basen mit dem

Fragment Phenylaaninbenzylester dargestellt werden. Auftretende Probleme bei  Synthese und
Charakterisierung (nicht identifizierbare Produkt-Edukt Gemische) fuhrten zum Einsatz anderer
Aminosaureesterderivate.
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Waéhrend die Synthese von Salicylaldehydderivaten unproblematisch verlief, stellten sich
erhebliche Syntheseschwierigkeiten bel der quantitativen Kondensationsreaktion mit
racemisierungsaktiven Verbindungen wie 3,5-mono- bzw. disubstituierten Salicylaldehyd-
derivaten ein. Obwohl gerade diese Verbindungen bei dynamischen Kkinetischen
Racematspaltungen unmittelbar mit dem vorhandenen Aminosdurester kondensieren, muf3 an
dieser Stelle festgestellt werden, dal3 ein schwierig zu beeinflussendes Gleichgewicht
zwischen dem Kondensationsprodukt (Schiff’sche Base) und seinen Fragmenten (Aldehyd
und Aminosdureester) besteht. Selbst unter Verwendung von trockenen Losungsmitteln mit
wasserentziehenden Substanzen wie z.B. Molsieb, lief3 sich keine vollstandige Kondensation
erzwingen, was vor alem die Charakterisierung der Produkte erschwerte. Dennoch konnten
die in Tabelle 10 gezeigten Verbindungen NMR-spektroskopisch nachgewiesen und
charakterisiert werden. Als Vergleich sind die chemischen Verschiebungen der
Wasserstoffatome der freilen Aminosaureester aufgeftihrt (die Aminosaureesterhydrochloride

sind neutralisiert und deren Spektren in CDCl3 aufgenommen worden).

Tabelle 10: NMR-spektroskopischen Resonanzen interessanter Wasserstoffatome

Eintrag Verbindung H-1 H-2
1 N-(2-Hydroxybenzyliden)-alaninethylester ~ 4.30 8.61
2 N-(2-Hydroxy-5-nitrobenzyliden)- 4.15 8.25
alaninethylester

3 Alaninethylester 4.01 -

4 N-(2-Hydroxy-3,5-Dichlorbenzyliden)- 4.15 7.74
phenylalaninbenzylester

5 Phenylalaninbenzylester 4.22 -

6 N-(2-Hydroxybenzyliden)- 4.08 7.95
phenylalaninethylester

7 N-(2-Hydroxy-5-nitrobenzyliden)- 4.17 7.89
phenylalaninethylester

8 Phenylalaninethylester 4.00 -

9 N-(2-Hydroxy-3,5-dinitrobenzyliden)- 4.81 8.21
tyrosinbenzylester

10 N-(2-Hydroxy-5-nitrobenzyliden)- 4.42 7.91
tyrosinbenzylester

11 Tyrosinbenzylester 4.29 -

Die Anderung der chemischen Verschiebungen der a-Wasserstoffatome beim Ubergang von

der freien Aminosdureesterverbindung zur Schiff’schen Base folgt nicht wie erwartet einem
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einheitlichen Trend. Es kann sowohl eine aufféllige Tieffeldverschiebung des Signals fir das
a-Wasserstoffatom beim Vergleich von Tyrosinbenzylester (H-1 4.29 ppm, Eintrag 11) zu
N-(2-Hydroxy-3,5-dinitrobenzyliden)-tyrosinbenzylester (H-1 4.81, Eintrag 9), as auch ein
leichte Verschiebung zu hohem Feld im Fall von Verbindung 4 und Phenylalaninbenzylester
beobachtet werden. Ein Vergleich von racemisierungsinaktiven Schiffschen Basen und
aktiven Verbindungen zeigt am Beispiel der Phenylalaninethylesterderivate (Eintrage 6,7,8),
da sich die chemischen Verschiebungen der beiden Schiff'schen Basen von der
Ausgangsverbindung wenig unterscheiden.

In gleicher Weise unspezifisch verhalten sich die Signale der Wasserstoffatome der
Aldimingruppen. Die chemischen Verschiebungen der Aldiminprotonen von den
Verbindungen 1 (H-28.61 ppm) und 6 (H-2 7.95ppm) sind etwas mehr zu tiefem Feld
verschoben, als die korrespondierenden Signale der racemisierungsaktiven Schiff’schen
Basen 2 (H-2 8.25 ppm) und 7 (H-2 7.89 ppm).

Die meisten Verbindungen fallen als Ole an, die in seltenen Fallen nach langerer Zeit zu
kristallisieren beginnen, das Zichten rontgenféhiger Kristalle war in keinem Fall mdglich. Es
mui3 festgehalten werden, dal3 eine Einschétzung der Reaktivitét von Schiff’schen Basen nicht
Uber die chemischen Verschiebungen der an der Racemisierung beteiligten Wasserstoffatome

maoglich ist.
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6.2.9 Eine weitere mogliche Anwendung der Aldehyd-katalysierten
Racemisier ung von Aminosaur eestern ?

6.2.9.1 Hintergrund

In dieser Arbeit wurden aktive und schnelle Katalysatoren fur die Racemisierung einer Reihe
von Aminosdureestern erkannt, die sich zudem vorteilhaft mit der enzymatischen
Hydrolysereaktion kombinieren lief3en, womit eine effektive dynamische kinetische
Racematspaltung von Aminosaureesterderivaten moglich wurde. Fihrt man sich die bisher
literaturbekannten Anwendungen (siehe auch Abschnitt 6.2.7.1) der Aminosdure-
esterracemisierung vor Augen, die prinzipiell das Potential einer quantitativen Gewinnung
optisch reiner Folgeprodukte haben, so 143t sich folgende vereinfachte Ubersicht skizzieren.

NH,

R >CONH,

Ammonolyse

NH> ~_Diastereomeren- NH, Aldehyd NH; Hydrolyse

Rl)*\COZRZ kristallisation Rl C02R2 Rl/\COZRZ

Acylierung ?

0
HN™ RS

PN

RY” ~Co,R?

Abbildung 30: Bekannte Anwendungen der in-situ Racemisierung von Aminosaureestern

Neben der fraktionierten Diastereomerentrennung, die als weitaus industriell relevante
Methode mit zahlreichen Anwendungen einzuschétzen ist, sind die dynamischen kinetischen
Racematspaltungen von Chen,®? die eigene vorliegende Arbeit und der Beitrag von
Sheldon™® zu nennen. Auffallig an den Arbeiten mit Enzymbeteiligung ist, daR die
stereoselektiven Transformationen zu den racemisierungsstabilen Folgeprodukten sich auf die
geschiitzte Carboxylgruppe beschranken. Die Vielzahl an Arbeiten, die effektive und
praktikable enzymatische Tranformationen unter C-O-Bindungsbildung oder -bruch

- e :
Rl/\

NH,

CO,H
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beschreibent™ machen diese Strategie verstandlicherweise besonders attraktiv. Dennoch
sollte spétestens nach dem Erscheinen von wegweisenden Arbeiten tber die enzymatische
Acylierung von racemischen Aminen® 9! aych diese Moglichkeit der Reaktionsfiihrung bei
der DKR von Aminoséureestern Beachtung finden. An dieser Stelle sei nochmals auf die erste
dynamische kinetische Racematspaltung von 1-Phenylethylamin hingewiesen.®” Nach der
Veroffentlichung eines Patentes zur Lipase-katalysierten enantioselektiven Acylierung von
Phenylalaninmethylester!® schien es vielversprechend, diese Racematspaltung mit der selbst
entwickelten Racemisierungsmethode zu kombinieren.

Die angesprochene Racematspaltung sei am Beispiel von Phenylalaninmethylester gezeigt.

o)
NH NH
2 (@] /O\)J\NH = 2
COo,Me O Mo~ COo,Me
> +
Novozym 435 COMe
MTBE, RT
t=8h
(D.L) 42 %, 99 %ee(L)

46 %, 97.5 %ee(D)

Gleichung 3: Racematspaltung von DL-Phe-OMe durch Lipase-katalysierte Methoxy-
acetylierung

Die Racematspaltung verlauft mit minimaler Enzymmenge (ca. 1 Gewichtsprozent Novozym
435 bzgl. bL-PheOMe) bei Raumtemperatur. Nach nur 8 Stunden Reaktionszeit lassen sich
46 % anndhernd enantiomerenreiner (97.5 % ee) N-Methoxyacetylphenylalaninmethylester

isolieren.

6.2.9.2 Eigene Ergebnisse

Um eine dynamische Variante dieser Racematspaltung zu realisieren, erschien es zundchst
sinnvoll zu Uberprifen, ob sich die Aminosiureester im Losungsmittel MTBE durch
geeignete Aldehydverbindungen racemisieren lassen. Eine Racemisierung in einem
organischen Losungsmittel ohne signifikanten Wasseranteil konnte sich as schwierig
herausstellen, da Wasser mehrere wichtige Funktionen bei der Racemisierung der
Schiff’ schen Base besitzt (siehe Racemisierungsmechanismus Abschnitt 6.2.8.1).

Die Racemisierungsreaktionen wurden wiederum mit D-Phenylalaninbenzylester als
Testsubstanz und 20 mol% 3,5-Dichlorsalicylaldehyd durchgefiihrt, da die Ergebnisse sich
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erfahrungsgemal’ auf andere Esterderivate Ubertragen lassen. Da sich zu diesem Zeitpunkt die
Geschwindigkeit der Racemisierung nicht abschétzen lief3, wurde eine relativ grol3e Menge
Racemisierungskatalysator gewahlt. Eine weitere Einflul3grofe der Racemisierung ist der pH-
Wert der Reaktion, ale im Vorfeld durchgefiihrten Racemisierungsreaktionen wurden bei
pH = 8.5 untersucht. Um die Bedeutung des pH-Wertes bel Reaktionen in MTBE abschétzen
zu kénnen, wurde die Losung des Aminosdureesters vor der Reaktion mit einer wassrigen
Pufferlésung behandelt, um so den pH-Wert des Reaktionsmediums zu definieren.

Testsubstanz pH-Einstellung Zeit [h] ee(D)
D-PheOBzI 8.5 8 3
D-Phe-OBz 55 8 10

Bed.: 200 mg D-Phe-OBzl, 20 mol% 3,5-Dichlorsalicylaldehyd,
10 mL MTBE, Vorbehandlung durch wassrige Pufferlosung, T = 40 °C

Die erhaltenen Ergebnisse nach 8 Stunden Reaktionszeit zeigen erfreulicherweise die nahezu
komplette Racemisierung der Testsubstanz. Weiterhin fallt auf, dal? der pH-Wert der Losung
entgegen bisheriger Annahmen keine entscheidende Einfluf3grof3e der Racemisierung zu sein
scheint. Wie spétere Untersuchungen zur Loslichkeit von Wasser in MTBE ergeben sollten,
liegt der Wassergehalt der MTBE-L6sung durch die Behandlung mit wassriger Pufferlosung
bei max. 1 Vol%. Es kann also davon ausgegangen werden, dal3 geringe Wassermengen im
Losungsmittel bzw. das bei der Kondensationsreaktion von Aminosaureester und Aldehyd
zwischenzeitlich freigesetzte Wasser fir die Racemisierung ausreichend sind.

Diese Tatsache ist besonders erfreulich, da grof3ere Mengen an Wasser die Gefahr mit sich
bringen, bei der enzymatischen Acylierung zu storen. Wasser as aktives Nukleophil wirde
mit Hilfe der Lipase das reaktive Acylierungsmittel Methoxyessigsaureethylester zu
Methoxyessigsaure hydrolisieren.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde nun versucht, eine dynamische kinetische
Racematspaltung von DL-Phenylalaninethylester durchzufiihren. Die Arbeitsvorschrift des
Patentes®¥ zur klassischen Racematspaltung via Methoxyacetylierung des racemischen
Aminosdureesters (siehe Gleichung 3) wurde bel Reduzierung der Ansatzgroéf3e und
Durchfiihrung der Reaktion unter Argonatmosphére tibernommen. Auf eine vorherige
Einstellung des pH-Wertes wurde dementsprechend verzichtet. Die Freisetzung des
Aminosaureesters aus der Hydrochloridverbindung erfolgte durch mehrmalige Extraktion der
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wassrigen Losung bel pH 8-9 mit Ethylacetat, welches nach Trocknung wieder am Vakuum

entfernt wurde.

Tabelle 11: Erste Versuche der Lipase-katalysierten DKR von DL-Phe-OEt

Eintrag  Substrat  Aldehydmenge T [°C] t[h] Ausbeute[%] ee(D)[%]

1 DL-Phe-OEt 5 mol% RT 20 0 -
2 DL-Phe-OEt 5 mol% 40 24 0 -
3 DL-Phe-OEt kein RT 24 0 -

Bed.: 16.0 mmol DL-Phe-OEt, 20 mL MTBE, 16.8 mmol Methoxyessigsiure-
ethylester, 100 mg Novozym 435.

Die durchgefiihrten Reaktionen 1 und 2 zeigen vollig Uberraschend keinen Umsatz, nicht
einmal Spuren an Produkt konnten nachgewiesen werden.
Es galt nun mogliche Ursachen fir das Scheitern der Reaktion zu finden. Folgende Ursachen

wurden in Erwagung gezogen:

1. Qualitét aller beteiligten Reagenzien, wie Losungsmittel, Acylierungsmittel, Substrat.
2. Enzymaktivitét.

3. Eignung von DL-Phe-OEt.

4. storender Aldehydeinfluf3 auf die Reaktion.

Zunéchst kann man annehmen, dal3 die Aldehydverbindung 3,5-Dichlorsalicylaldehyd das
Enzym (hier: Novozym 435) inhibiert. Deshalb wurde versucht, die klassische
Racematspaltung des Patentes nachzuvollziehen (Eintrag 3). Es zeigte sich jedoch, dal3 die
Patentvorschrift ebenso nicht reproduziert werden konnte. Die Prasenz des
Racemisierungskatalysators im Reaktionsmedium war demnach nicht primédr fir das
Nichtgelingen der Reaktion verantwortlich.

Die Aktivitdt der Enzymcharge wurde an der enantioselektiven Methoxyacetylierung von
racemischen 1-Phenylethylamin getestet, die nach Literaturvorschrift’®” durchgefiihrt wurde.
Fur diese Reaktion, die unter Argonatmosphédre durchgefihrt wurde, sind Gber Natrium
absolutiertes MTBE und die unter Schutzgas destillierten Verbindungen 1-Phenylethylamin
und Methoxyessigsaureethylester eingesetzt worden. Nach 24 Stunden Reaktionszeit konnte
N-M ethoxyacetyl-1-phenylethylamin in 53 % Ausbeute und mit einem ee-Wert von 84 %(D)
erhalten werden, was den Literaturwerten (52 %, 93 % ee(D)) gut entspricht. Damit schied auf
der Suche nach der entscheidenden Fehlerquelle der beabsichtigen Reaktion das
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immobilisierte Enzym ebenfalls aus. Fir alle weiteren Reaktionen wurden nun die gereinigten
Verbindungen in absoluten MTBE verwendet.

Eine Rucksprache mit R. Stirmer (einem der Erfinder des genannten Racematspaltungs-
patentes) erbrachte ein weiteres fur die Reaktion wichtiges Faktum: Die Reaktion lauft nur
dann zufriedenstellend, wenn sich keine Spuren von Chloridionen in der Reaktionsldsung
befinden. Diese wurden méglicherweise bei der im Vorfeld notwendigen Freisetzung des
Aminosaureesters aus der Hydrochloridverbindung in die organische Phase verschleppt.

Um die eventuelle Anwesenheit von Chlorid zu Uberprifen, wurde in einem typischen
Extraktionsexperiment nach der Freisetzung der Esterverbindung mit AgNOs-Lésung auf
Chlorid getestet, wobei Chlorid nicht nachgewiesen werden konnte.

Mit den erwahnten Optimierungen des Verfahrens werden nun die Reaktionen wiederholt.
Tabelle 12 zeigt die gemittelten Ergebnisse der jeweils 2-fach durchgefiihrten Reaktionen.

Tabelle 12: Reaktionen unter optimierten Bedingungen

Eintrag  Substrat  Aldehydmenge T [°C] t[h] Ausbeute[%] ee(D)[%)]

1 DL-Phe-OEt kein RT 72 28 30
2 DL-Phe-OMe kein RT 48 24 33
3 DL-Phe-OEt 5 mol% RT 24 21 35

Bed.: 16.0 mmol Substrat, 20 mL MTBE, 16.8 mmol Methoxyessigsaureethylester,
100 mg Novozym 435, 3,5-Dichlorsalicylaldehyd.

Die Ergebnisse (Eintrag 1,2) zeigen, dal? mit Hilfe der vorgenommenen Anderungen bei der
Realiserung der Reaktionen zum ersten Mal das Produkt isoliert werden konnte. Jedoch sind
sowohl Ausbeute (21-28 %) als auch Enantiomerenreiheit (30-35 % ee) unbefriedigend.
Eintrag 3 zeigt weiterhin, dal3 der Racemisierungkatalysator die Reaktion nicht negativ
beeinfluldt. Dennoch ist festzustellen, dal3 die Enzymaktivitdt und Selektivitat bei weitem
nicht ausreichen, um befriedigende Ergebnisse zu erhalten. Die teilweise geringe Aktivitat
von Enzymen hoher Reinheit in Acylierungsreaktionen von einigen Aminen ist
literaturbekannt!®Y.  Enzympraparationen geringer Reinheit erweisen sich als deutlich
Uberlegen. In einem breit angelegten Enzymscreening wurden alle vorrétigen Lipasen (siehe
verwendete Enzyme, Abschnitt 10.1) an der gewiinschten Reaktion getestet. Novozym 435
erwies sich jedoch mit seiner bekannten geringen Aktivitét nichtsdestotrotz als die aktivste
Spezies.

Da die in der Patentvorschrift eingesetzte Enzympraparation (Lipase aus Burkholderia
plantarii) nicht allgemein verfiugbar ist, und die Wahl eines geeigneten Enzyms nach den
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bisherigen Ergebnissen der entscheidende Faktor zum Erfolg der Reaktion zu sein schien, war
es nicht sinnvoll, auf diesem Gebiet weitere Arbeiten anzustrengen.
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7 Arbeiten zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von

N-Acylaminosauren

7.1 Hintergrund

Die klassische enzymatische Racematspaltung von N-Acylaminosduren hat sich seit ihrer
Entdeckung®**? und ersten grundlegenden Untersuchungen®®®! vor mehr als einem
Jahrhundert als praktikable und wertvolle Methode erwiesen, eine Vielzahl von optisch reinen
Aminosauren aus ihren Racematen freizusetzen (Gleichung 4).®¥ Das Verfahren wurde auch
im industriellen MaRRstab eingesetzt!®” und ist als Standardverfahren zur Darstellung von
enantiomerenreinen Aminosauren einzuschatzen. Die wirksamen Enzyme (Acylase!l und
Acylase I1) konnten von Greenstein erstmals aus einem Schweinenierenextrakt (hog kidney)

isoliert und charakterisiert werden.[*®

NH
HNJ\ Acylase | . /?\2 .\ HNJ\
A H,0 R” ~CO.H B

DL-N-Acetylaminoséaure L-Aminosaure D-N-Acetylaminosaure

Gleichung 4: Enzymatische Racematspaltung von DL-N-Acetyl-aminosduren mit Acylase |

Die herrausragende Bedeutung von Acylase | begrindet sich in der geringen
Substratspezifitét bei gleichzeitig hoher Enantioselektivitét, die vielfdltige Anwendungen in
Racematspaltungen sowohl natiirlicher als auch nicht-nattirlicher Aminosauren zulagt.[#+%)

Die klassische Racematspaltung liefert als Produkte zum einen die gewiinschte L-Aminosaure,
zum anderen jedoch das verbleibende nicht hydrolysierte D-N-Acetyl-Enantiomer, das der
Racematspaltung wieder zugefihrt werden muf3, um den Gesamtprozeld wirtschaftlich zu
gestalten. Gangige Methoden zur obligaten Racemisierung von N-Acylaminosduren sind
thermische Racemisierungen der Verbindungen in Gegenwart von Keten!’™ oder
Saureanhydriden!1®:102103104 hei  80-200 °C  (Gleichung 5). Die sauren Bedingungen
begiinstigen die in-situ Zykliserung der N-Acylaminosduren zu Azlactonen, welche
vergleichsweise leicht racemisieren.
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R* % "CO,H 5 o 5 OH
Gleichung 5: Racemisierung von N-Acylaminosduren mit Saureanhydriden

Die bei der Reaktion unter anderem vorliegenden Saureanhydride missen nach der Reaktion
hydrolisert werden, was die Attraktivitét des Verfahrens durch hohen S&ure- und

Basenverbrauch und daraus anfallendem Salzballast einschrank.

Eine weitere praktizierte Methode zur Racemisierung von N-Acylaminosauren ist die
Behandlung mit Basen wie Metallhydroxidenl™ oder Aminen,**%! der Mechanismus der
Reaktion ist in Abbildung 31 skizziert. Doch auch hier werden drastische
Reaktionsbedingungen (80-150 °C) bendtigt, damit diese Racemisierungen in praparativ
nutzbarer Geschwindigkeit ablaufen.

0 0 0
HNJ\ + OH" HNJJ\ + OH" H )J\
R/k;_"COZH +H R/k:'coz' wH L

Basenkatalyse:

RO co,

Abbildung 31: Allgemeiner Mechanismus zur Basen-katalysierten Racemisierung von N-
Acylaminosauren

7.2 Motivation

Auch auf dem Gebiet der Acylase-katalysierten Racematspaltungen sind die Vorteile einer
dynamischen Reaktionsfihrung gegeniiber der klassischen Variante offensichtlich (Gleichung
6). Die quantitative Umsetzung racemischer N-Acylaminosauren, die praparativ in vielfaltiger
Weise gut zuganglich sind, zu enantiomerenreinen Verbindungen spart den
Racemisierungsschritt. Ferner liefert dieser naturgemald nur 50 % erneut spatbares Material
aus dem urpringlichen pD-Enantiomer, das fur die anschlielende Racematspaltung zur
Verflgung steht.
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0] 0]
Racemisierung Acylase NH;
PN 1 N HNJ\ y \
= 17N
Rl/'\CO H R COLH NG
2 2 100 %, 100 %ee
D-N-Acylaminoséure L-N-Acylaminosaure L-Aminosaure
Schritt 1 Schritt 2

Gleichung 6. Konzept der dynamischen Kkinetischen Racematspaltung von N-
Acylaminosauren

Der kritische Punkt bei der Entwicklung der dynamischen kinetischen Racematspaltung ist,
ob sich eine geeignete milde und damit enzymkompatible Racemisierungmethode finden 1&f3t,
die sich fur die notwendige in-situ Substratregeneration einsetzen a3t (Schritt 1). Die
enzymatischen Methoden zur Produktbildung (Schritt 2) sind wohlbekannt und an vielfachen
Beispielen beschrieben, sollten aso bei enzymkompatiblen Racemisierungsbedingungen

ohne besondere grofRe Schwierigkeiten anzuwenden sein.

Eine Moglichkeit Racemisierungen von N-Acylaminosduren unter milden Bedingungen
durchzufihren, bieten Enzym-katalysierte Racemisierungen. Die bis dato gefundenen
Racemasen'™ wirken jedoch tiberwiegend auf die freien Aminosauren, bendtigen in einigen
Félen Cofaktoren und zeigen meist hohe bis moderate Substratspezifitdt, was ihren
Einsatzbereich stark einschréankt. Der einzige dokumentierte Fall eines industriell
durchgefuihrten Prozesses ist die Produktion von L-Lysin unter Mitwirkung der ACR-
Racemase,['9"1%! die das zyklische Zwischenprodukt a-Amino-d-valerolacton racemisiert
bevor eine Hydrolase diese Verbindung zu L-Lysin hydrolisiert.

Unter den Racemasen ist bisang ein einziger Vertreter bekannt, der Racemisierungsaktivitét
bzgl. N-Acylaminosduren bei gleichzeitiger geringer Substratspezifitéat zeigt.

Die N-Acylaminosdure-Racemase aus Streptomyces atratus racemisiert selektiv eine Reihe
von sowohl D- as auch L-N-Acylaminosauren,'® eine technische Anwendung des Enzyms
ist allerdings bis dato nicht bekannt.

Alle Vertreter dieser Enzymklasse sind nicht kommerziell verfligbar, was eine Untersuchung

ihrer Eignung in einer dynamischen kinetischen Racematspaltung in dieser Arbeit verhindert.
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Es zeigt sich, dal3 zur Realiserung der Racemisierung von N-Acylaminosauren eine neue
Racemisierungsmethode entwickelt werden muf3. Das Verfahren muld3 vor alem unter
maoglichst schonenden Reaktionsbedingungen ablaufen und dabei gleichzeitig auf Reagentien
wie reaktive Mineralsauren oder Basen verzichten kdnnen.

Als besonders attraktiv wurde eine katalytische Variante der Racemisierung mit Hilfe von
Ubergangsmetallen bzw. Metallkomplexen erachtet.

Derartige katalytische Methoden zur Racemisierung von N-Acylaminosduren sind bislang
unbekannt. Daher sollen in primdren Screeningversuchen zundchst Metalle und
Metallkomplexe, die eine bekannte Aktivitét in Hydrierungsreaktionen oder Wasserstoff-
transferhydrierungen zeigen, auf ihre Eignung tberprift werden, da eine Racemisierung Uber
einen reversiblen Redoxmechanismus als moglicherweise erfolgreiche Strategie angesehen

wird.

7.3 Racemisier ungsr eaktionen von N-Acylaminosauren
7.3.1 DieWahl der Modellreaktion

Die angestrebten Racemisierungstests erforderten eine standardisiertes Reaktionssystem, um
die auftretenden Beobachtungen optimal deuten und eventuell positive Einzeleffekte
wirkungsvoll miteinander kombinieren zu kodnnen. Als Indikatorgrof3e fir auftretende
Racemisierung diente die nach der Reaktion resultierende Enantiomerenzusammensetzung
einer vormals enantiomerenreinen Verbindung. Zu diesem Zweck war die Wahl einer
Modellverbindung notwendig, die sich durch folgendes Eigenschaftsprofil auszeichnen sollte.

1. Einfache Enantiomerenbestimmung durch GC- bzw. HPL C-Methoden.

2. Leicht darstellbare bzw. gut verfligbare Verbindung.

3. Natirlich vorkommendes Aminosdurederivat.

3. Moglichst allgemeine Aminsdurestruktur ohne aktivierende funktionelle Gruppen.

4. Innert gegen thermische Racemisierung.

Unter Berticksichtigung aler Kriterien fiel die Wahl fur das Testsubstrat auf die Aminosdure
L-N-Acetylphenylalanin. Dennoch wurden in den anstehenden Screeningversuchen auch
andere Verbindungen stichprobenartig eingesetzt, um eine Verallgemeinerung der

Testergebnisse zu Uberprifen und gegebenenfalls zu sichern.
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Abbildung 32: Modellreaktion zur Racemisierung von N-Acylaminosauren

Um die Anzahl der Versuche zu begrenzen, war die Wahl ener geeigneten
Reaktionstemperatur sinnvoll. Im Hinblick auf die enzymatische Umsetzung wurde diese
zun&chst auf 40 °C festgelegt.
Die Bearbeitung dieses Kapitels der Arbeit erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. M. Hateley.
Die Ergebnisse der Experimente wurden somit von einem weiteren Experimentator auf ihre
Reproduzierbarkeit Gberpruft.

7.3.2 Ergebnis des ersten Screenings

Das primére Screening zur Racemisierung von N-Acetylphenylalanin umfaldte Katalysator-
und Losungsmittelvariationen, Reaktionen mit Zusdtzen von Sauren, Basen und
Benzophenon, sowie Reaktionen mit L-Phenylalanin als Testsubstrat. Alle verwendeten
Komponenten sind in Tabelle 13 zusammengefal3t.

Tabelle 13: Ubersicht zu verwendeten Reagentien und Reaktionsmedien in
Racemisierungsreaktionen

Katalysatoren: Pd/C, Pd(OAC),, Rh(cod)acac, Rh(cod),BF, [Rh(cod)Cl]2,
Rh(PPhs)3Cl, [Ir(cod)Cl]2, [Ru(cod)Cly],

L 6sungsmittel: H,0, MeOH, 'Bu-OH, MeCN, THF, Dioxan, DMF, NEts, und bindre
Mischungen

Additive Benzophenon, NaOAc, NaHCOs, Ac,O

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe (0.48 mmoal), 5 mol% Katalysator, 10 mL LM, 40 °C, t =48 h.
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Zusammenfassend 183t sich sagen, dal3 in den weit Gber 100! durchgefihrten
Einzelexperimenten keine Kombination an Losungsmittel und Katalysator gefunden wurde,
die eine reproduzierbare Mindestabnahme des ee-Wertes von 100 % ee auf < 90 % ee
innerhalb von 2 Tagen Reaktionszeit bewirkte.

7.3.3 Racemisierungen bei erhohter Reaktionstemper atur

Eine Steigerung der Reaktionstemperatur von 40 °C auf 60 °C sollte die Racemisierung
erleichtern. Daher wurden bis auf weliteres alle Experimente bei dieser Reaktionstemperatur
durchgeftihrt.

Eine erste deutliche Racemisierung der Modellverbindung konnte bei 60 °C mit dem
Wilkinson Katalysator in Acetonitril beobachtet werden.

Tabelle 14: Racemisierungsreaktionen mit dem Katalysator Rh(PPhs)sCl

Eintrag Substrat L 6sungsmittel Katalysator Zeit [h]  ee(L) [%0]

1 . MeCN Rh(PPhs)sCl 24 87
2 MeCN ohne 24 100
3 )]\NH MeCN Rh(PPhg)sCl 48 62
4 COH MeCN ohne 48 o7
5 EtOAcC Rh(PPhg)sCl 48 99
6 EtOAC ohne 48 100
7 NHA MeCN Rh(PPhs)sCl 48 61
8

©ACOZH MeCN ohne 48 63

Bed.: 0.48 mmol Substrat, 5 mol% Katalysator, 10 mL LM, 60 °C.

Tabelle 14 falit die erhaltenen Ergebnisse zusammen. Mit 5 mol% Rh(PPhs)sCl als
Katalysator 183t sich enantiomerenreines L-N-Acetylphenylalanin in Acetonitril nach 24
Stunden Reaktionszeit auf 87 % ee, nach 48 Stunden auf 62 % ee racemisieren (Eintrag 1, 3).
Die Kontrollexperimente ohne Katalysator (Eintrége 2, 4) zeigen, dald die Racemisierung
eindeutig der Rhodiumverbindung zuzuschreiben ist. Ethylacetat ist als Losungsmittel
ungeeignet, L-N-Acetylphenylalanin zeigt keine Racemisierung. Die Eintréage 7 und 8 zeigen,
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da3 das Phenylglycinderivat bereits thermisch ohne Katalysator gleichermal3en wie mit
Katalysator racemisiert, L-N-Acetylglycin ist als Testsubstrat daher ungeeignet.

Es bleibt festzuhalten, dal3 mit Rh(PPhs)sCl ein erster aktiver Katalysator gefunden werden
konnte, der L-N-Acetylphenylalanin zu racemisieren vermag. Aus diesem Grund erschienen
weitere Versuche mit dieser Verbindung sinnvoll, insbesondere sollte untersucht werden,
inwieweit sich eine Variation der relativen Katalysatormenge auf die Geschwindigkeit der
Racemisierung auswirkt. Zu diessm Zweck wurde die Racemisierung von
L-N-Acetylphenylalanin in Reaktionen mit 0.5-10 mol% Wilkinsonschem Katalysator in
MeCN bei 60 °C durchgefiihrt.

100+

95+

901

ee(L) [%]

857
80+

75
ohne 05 10 20 5.0 10.0

Katalysatormenge [mol%]

Abbildung 33: Abhangigkeit der Racemisierungsgeschwindigkeit von der Katalysatormenge

Die Experimente belegen nach 24 Stunden Reaktionszeit den erwarteten linearen
Zusammenhang zwischen Katalysatormenge und Racemisierungsgeschwindigkeit. Je héher
die Katalysatormenge, desto groRer ist die Racemisierungsgeschwindigkeit der
N-Acylaminosédure, die sich durch stetiges Abfallen der Enantiomerenreinheit auszeichnet.
Die Verringerung der Racemisierung beim Ubergang von 5 mol% auf 10 mol% Katalysator
kann nicht plausibel erklart werden, das Uberraschende Ergebnisist jedoch reproduzierbar.

Obwohl mit Rh(PPhg)sCl eine erste aktive Katalysatorspezies gefunden werden konnte, waren
die Einsatzmoglichkeiten dieser Verbindung aufgrund der sehr langsamen
Substratracemisierung begrenzt. Es erschien jedoch lohnenswert, weitere Rhodium(l)-

verbindungen auf ihre katalytische Aktivitét zu prifen.



72 7 Arbeiten zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von N-Acylaminosduren

Tabelle 15: Andere Rhodiumkatalysatoren im Vergleich
Eintrag  LOsungsmittel Katalysator Zeit[h]  ee(L) [%0]

1 MeCN Rh(PPhs)3Cl 48 67
2 MeCN [Rh(cod)Cl],? 48 83
3 MeCN Rh(cod)acac 48 32,79, 94
4 MeCN Rh(cod)acac 24 86
5 MeCN Rh(cod),BF, 48 88

Bed.: 0.48 mmol L-N-Ac-Phe, 5 mol% Katalysator, 10 mL LM, 60 °C
a) 10 mol% ,,Rh*“.

Die Untersuchungen zeigen, daf3 sowohl kationische as auch neutrale Rhodiumkomplexe
deutliche Racemisierungsaktivitét zeigen, sie sind jedoch mit Ausnahme von Rh(cod)acac
weniger aktiv als Rh(PPhg)sCl. Die mit Rh(cod)acac als Katalysator erhaltene Racemisierung
erweist sich mit 32 % ee (Eintrag 3) als deutlich schneller als die unter Eintrag 1, dieser
Katalysator liefert jedoch nach mehreren Wiederholungsversuchen allerdings keine
reproduzierbaren Ergebnisse (Eintrag 3,4).

Neben dem Auffinden eines aktiveren Katalysators spielte im Hinblick auf den
enzymatischen Hydrolyseschritt auch die Wahl des Ldsungsmittels eine entscheidende Rolle.
Als besonders geeignete Reaktionsmedien konnten Wasser und Mischungen organischer
Losungsmittel mit Wasser als Cosolvens angenommen werden. Aus diesem Grund wurde
bereits zu diesem friihen Stadium der Einflufd von Wasser auf die Racemisierungsaktivitét von
Rh(PPhs)sCl untersucht. Als Losungsmittel wurden bindre Mischungen aus Acetonitril und
Wasser mit einem Wasseranteil von 5-50 Vol% unter den bisherigen Reaktionsbedingungen
der Racemisierung eingesetzt. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten jedoch, dald bereits bel
5 Vol% Wasseranteil die Racemisierung nicht stattfindet (95 % ee nach 48 h).

Die weiteren Untersuchungen zur Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin in reinem
Acetonitril dienten zur Klarung der Frage, ob die Aktivité der Rhodiumkatalysatoren durch
weitere Zusétze gesteigert werden kann. Interessant war vor allem im Hinblick auf die bisher
erzielten Ergebnisse mit dem Wilkinson Katalysator als phosphanhaltige Verbindung die
Frage, inwieweit die Pr&senz von PPh; die Katalysatoraktivitét beeinfluft. Sofern die aktive
Katalysatorspezies Phosphorliganden enthélt, konnte durch Zusatz von PPhs aus nicht
phosphanhaltigen Rhodiumkomplexen eine aktivere Spezies erzeugt werden. Weiterhin sollte
der Einflul3 von schwachen Sduren, Basen und die Rolle von Chloridionen auf die
Racemisierungsgeschwindigkeit untersucht werden.
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Tabelle 16: Untersuchungen zum Einflu verschiedener Additive auf die Rhodium-
katalysierte Racemisierung von L-N-Ac-Phe

Eintrag Katalysator Additive Zeit [h]  ee(L) [%]
1 Rh(cod)acac ohne 24 86
2 Rh(cod)acac 30 mol% PPhs 24 85
3 Rh(cod)acac 3 equiv. PPh3 48 2
4 Rh(cod)acac 5 mol% AcOH 48 49
5 Rh(cod)acac 5 mol% DBU 48 62
6 [Rh(cod)Cl],? ohne 24 98
7 [Rh(cod)Cl],* 30 mol% PPh; 24 70
8 [Rh(cod)Cl],* 3 equiv. PPh; 48 1
9 Rh(PPhs)3Cl ohne 24 87
10 Rh(PPhs)sCl 1 equiv. AQ(CFsSOs;) 24 87
11 Rh(PPhs)sCl 5 mol% DBU 48 75
12 Rh(PPhs)sCl 5 mol% AcOH 48 72
13 ohne 3 equiv. PPh3 48 67
14 ohne 5 mol% AcOH 48 98
15 ohne 5 mol% DBU 48 96

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe (0.48 mmol), 5 mol% Katalysator, 10 mL
MeCN, 60 °C. a) 10 mol% ,Rh*“.

Die Ergebnisse der Racemisierungen mit Rh(cod)acac as Katalysator (Eintrage 1,4,5) zeigen,
dal3 geringe Mengen an Essigsaure und DBU (49 % ee, 62 % ee) die Reaktion geringflgig
beschleunigen. Die Eintrdge 14 und 15 belegen, dal3 die Racemisierung nicht allein durch
Séaure oder Base vermittelt wird, sondern nach wie vor durch den Metallkatalysator bewirkt
wird. Interessant sind die Ergebnisse mit PPhs-Zusatz: Wéahrend 30 mol% PPhs nach 24
Stunden Reaktionszeit (Eintrag 2) keine Wirkung auf die Racemisierung haben, findet
komplette Racemisierung des Substrates mit 3 Equivalenten PPh; innerhalb von 48 Stunden
statt (Eintrag 3). PPhs allein zeigt zwar mit 67 % ee nach 48 h Reaktionszeit (Eintrag 13)
ebenfalls eindeutige Aktivitéat in der Substratracemisierung, dennoch stellt die Kombination
von Rh(cod)acac/PPhs das bislang aktivste Katalysatorsystem dar.

Eine vergleichende Aktivierung des Katalysators zeigt PPh; auch im Fall von [Rh(cod)Cl],
(Eintrége 6-8). Wahrend 30 mol% PPhs nur eine geringfligige Beschleunigung der Reaktion
verursachen, kann eine vollstdndige Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin bei
Verwendung von 3 Equivalenten PPh; mit 5 mol% [Rh(cod)Cl], festgestellt werden.
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Die Reaktionen mit Rh(PPhs)sCl zeigen den bereits fur die Umsetzungen mit Rh(cod)acac
beschriebenen leicht beschleunigenden Effekt von Essigsdure und DBU (Eintrage 9,11,12).
Bemerkenswert ist der Befund, da? die Chloridionen des Wilkinson Katalysators keinen
wesentlichen Einflul3 auf die Reaktion haben (Eintrag 9,10). Es wurde im Vorfeld spekuliert,
da3 das quantitative Entfernen der stark koordinierenden Chloridionen mit Silbertriflat
entweder eine Aktivitdtssteigerung des Katalysators (Demaskierung einer inaktiven Rh-Cl-
Spezies zur aktiven Form) mit resultierender Beschleunigung der Racemisierung mit sich
bringt, oder genau das Gegenteil erreicht wird.

Insgesamt kann festgehalten werden, dal3 Kombinationen von Rh(1)-Katalysatoren mit PPhs-
Zusatz as Uberlegenes Racemisierungssystem gefunden werden konnten. NatUrlich ist die
verwendete Menge am PPhs mit 3 Aquivalenten bezogen auf die zu racemisierende
N-Acylaminosaure viel zu grol3.

7.3.4 Der Einflul von Triphenylphosphan auf die K atalysator aktivit&t

Um diesen wichtigen Effekt der Phophan-vermittelten Aktivierung des Rhodiumkatalysators
genauer zu charakterisieren, wurden in weiteren Experimenten Racemisierungsreaktionen
durchgefihrt, die den Zusammenhang von Katalysatoraktivitét und Phosphanzusatz aufklaren
sollten.

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse von Racemisierungsreaktionen von L-N-Acetylphenylalanin
mit Rh(cod)acac mit unterschiedlichen Mengen an PPhs in Acetonitril zusammengefaldt. Das
Rh:P-Verhdltnis variiert zwischen 10:1 und 1:10.
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Tabelle 17: Einflul® der PPhs-Menge auf die Rh(cod)acac-vermittelte Racemisierung von L-N-
Acetylphenylalanin
Eintrag  PPhs [mol%] Rh:P ee(L) [%]

1 2 5:2 60
2 2 5:2 59
3 5 11 82
4 5 11 81
5 10 1:2 85
6 10 1:2 80
7 25 1:5 75
8 25 1:5 59
9 50 1:10 22
10 50 1:10 25
11 0.5 10:1 81
12 0.5 10:1 96
13 1 51 85
14 1 51 97
15 4 54 86
16 4 54 86

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe (0.48 mmol), 5 mol%
Rh(cod)acac, 10 mL MeCN, 60 °C, 48 h.

Es ist festzustellen, da kein einheitlicher Trend zwischen der Racemisierungs-
geschwindigkeit und der PPhs-Menge existiert. Eine Reproduzierung der Experimente
untermauert die erhaltenen Ergebnisse. Demzufolge findet bei einem Rh:P-Verhdltnis von
10:1 eine schnelle Racemisierung des Substrates statt (Eintrége 9,10).

Mit sinkender PPhs-Menge stagniert die Reaktionsgeschwindigkeit (Eintrag 7,8) bis zu einem
Rh:P-Verhditnis von 1:2 hbis 1:1 eine konstante Geschwindigkeit erreicht wird.
Uberraschenderweise steigt die Geschwindigkeit der Racemisierung bei einem Rh:P-
Verhdltnis von 5:2 reproduzierbar wieder an (Eintrége 1,2). Um dieses Phanomen weiter zu
untersuchen, werden nun Reaktionen mit unterstchiometrischen Mengen an PPhs bzgl.
Rhodium durchgefuihrt (Eintrage 11-16).
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Die Auswertung der Experimente zeigt jedoch, dal3 keine signifikante Racemisierung
beobachtbar ist, zum Telil treten Probleme bei der Reproduzierbarkeit auf. Offensichtlich sind
derartige Katalysatormischungen fir die angestrebte Reaktion ungeeignet.

Analoge Untersuchungen zum Einflu@ von PPh; auf einen anderen Prékatalysator
[Rh(cod)Cl], sollten zeigen, ob diese Rh(l)-Katalysatorvorstufe sich in ihrer Eignung
signifikant unterscheidet.

Tabelle 18: Variationen der PPhs-Menge bei der [Rh(cod)Cl],-katalysierten Racemisierung
Eintrag  PPhs [mol%] Rh:P ee(L) [%]

1 2 511 89, 93
2 5 2:1 86, 86
3 10 11 82, 80
4 25 1:25 53,50
5 50 1.5 32,33

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe (0.48 mmol), 5 mol%
[Rh(cod)Cl]2, 10 mL MeCN, 60 °C, 48 h.

Die Ergebnisse der jeweils zweifach durchgefiihrten Reaktionen zeigen ein dhnliches Bild
bzgl. des Einflusses der PPhs-Menge. Der lineare Zusammenhang zwischen abnehmendem
Rh:P-Verhdltnis und steigender Racemisierung ist Uber den gesamten Bereich gegeben, beste
Ergebnisse (32 % ee, 33 % ee) werden bei einem Rh:P-Verhdtnisvon 1:5 erzielt (Eintrag 5).

7.3.5 Untersuchungen zur Eignung alter nativer Phosphanver bindungen

Die Untersuchungen zur Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin zeigten, daf3 die
Rhodium-katalysierte Reaktion bei Anwesenheit von Triphenylphosphan beschleunigt wird.
Je niedriger das Rh:P-Verhdltnis, desto aktiver verhielt sich das Katalysatorsystem. PPhs
wurde mit Erfolg in den ersten Experimenten als typischer Vertreter dieser Ligandklasse
eingesetzt, es konnte jedoch davon ausgegangen werden, daf3 sich mit einem Screening
weiterer  Phosphanverbindungen in Racemisierungsreaktionen die Reaktivitdt des
Katalysatorsystems steigern 1af3t.

Der beobachtete Zusammenhang zwischen Triphenylphosphanmenge und katalytischer
Aktivitdt konnte zu diesem Zeitpunkt nicht verallgemeinert werden, daher war in den
folgenden Umsetzungen gleichzeitig eine Variation im Rh:P-Verhdltnis sinnvoll. Zu diesem
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Zeitpunkt zeigte sich noch keine Rhodiumquelle als Uberlegen, deshalb wurden sowohl
Rh(cod)acac, [Rh(cod)Cl], und andere Katalysatoren eingesetzt.

Tabelle 19 gibt einen Uberblick iber die Ergebnisse der Racemisierungsreaktionen mit
Rh(cod)acac.

Tabelle 19: Ligandenscreening der Rh(cod)acac-katalysierten Racemisierung von L-N-Ac-Phe

Eintrag Phosphan Menge [mol %] Rh:P ee(L) [%]
1 Tris-o-tolylphosphan 5 1.1 61
2 Tris-o-tolylphosphan 15 1:3 63
3 Tris-o-tolylphosphan 25 1.5 74
4 Tri-p-Fluorphenylphosphan 5 11 82
5 Tri-p-Fluorphenylphosphan 15 1:3 81
6 Tri-p-Fluorphenylphosphan 25 1.5 79
7 Tricyclohexylphosphan 2 5:2 47
8 Tricyclohexylphosphan 5 1:1 69
9 Tricyclohexylphosphan 25 1.5 37

10 DPPE 2.5 11 96

11 DPPE 125 1.5 94

12 1,1"-Bis(diphenylphosphino)- 25 1.1 95
ferrocen

13 1,1"-Bis(diphenylphosphino)- 12.5 1.5 95
ferrocen

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe (0.48 mmol), 5 mol% Rh(cod)acac, 10 mL MeCN, 60 °C,
48 h.

Es zeigt, dal3 im Vergleich zu den Ergebnissen mit PPh; sowohl das sterisch anspruchsvollere
Tris-o-tolylphosphan (Eintrége 1-3) as auch das weniger basische
Tris-p-Fluorphenylphosphan (Eintrage 4-6) keine Verbesserung der Racemisierungs-
geschwindigkeit bewirken. Das basische Tricyclohexylphosphan (Eintrage 7-9) erweist sich

in Verbindung mit dem Katalysator als das reaktivere System, mit 25 mol% PCys |&3t sich
eine Racemisierung der N-Acylaminosaure bis auf 37 % ee erreichen (vgl. 59, 75 % ee,
Eintrage 7,8, Tabelle 17).

Bemerkenswert sind die Ergebnisse mit den chelatiserenden Bisphosphanverbindungen
(Eintrage 10-13), welche die Racemisierung des Substrates vollsténdig verhindern. Es sai an
dieser Stelle darauf hingewiesen, dai die allein durch Rh(cod)acac vermittelte Racemisierung
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der Testverbindung zu einer Racemisierung von 86 % ee nach 24 Stunden (vgl. Eintrag 1,
Tabelle 16) bel vergleichbaren Versuchsbedingungen fihrt. Die cis-Koordination des
Chelatliganden am Metall scheint die Racemisierungsfahigkeit des Katalysators effektiv zu
unterdriicken.

In den néchsten Versuchen wurde der Komplex [Rh(cod)Cl], als Katalysatorprecursor
eingesetzt.

Tabelle 20: Screening verschiedener Phosphanverbindungen in der [Rh(cod)Cl].-katalysierten
Racemisierung von L-N-Ac-Phe

Eintrag Phosphan Menge [mol %] P.Rh  eeL) [%]
1 Tris-tert-butylphosphan 10 1.1 50
2 Tris-tert-butylphosphan 20 2:1 61
3 Tris-tert-butylphosphan 50 5:1 68
4 DPPE 25 51 98
5 DPPB 25 51 73
6 PCys 2 1.5 88, 88
7 PCys 10 1:1 33
8 PCys 20 2:1 82, 27
9 PCys 30 31 70, 24
10 PCys 40 4:1 85, 26
11 PCys 25 5:2 25, 43
12 PCys 50 51 41,11
13 PCys5? 50 - 72

Bed.: 100 mg (0.48 mmol) L-N-Ac-Phe, 5 mol% [Rh(cod)Cl], 10 mL
MeCN, 60 °C, 48 h. a) kein Rhodiumkatalysator.

Die Versuche mit Tris-tert-butylphosphan (Eintrage 1-3) zeigen mit den verbleibenden ee-
Werten von 50-68 % nach 48 Stunden Reaktionszeit eine geringe Beschleunigung der
Rhodium-katalysierten Racemisierung, das stark basische und sterisch ansprucksvolle
Phosphan ist nicht fir die schnelle Racemisierung des Substrates geeignet.

Auch bei diesem Prékatalysator wirken chelatisierende Bisphosphanverbindungen wie DPPE
und DPPB der Racemisierung entgegen (Eintrége 4,5). Die im Vergleich zu DPPE
fortgeschrittene Racemisierung bel DPPB (73 % ee) dirfte auf das geringere Ausmal? des

Chelatisierungsgrades zurtickzufihren sein. Dieser sinkt typischerweise mit dem steigenden
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Abstand der Phosphoratome im Molekil und damit der Ringgrof3e des resultierenden
Diphosphanmetallkomplexes.

Die Verwendung von Tricyclohexylphosphan fihrt bei einem Rh:P-Verhéltnis von 1:5 zur
vollsténdigen Racemisierung des Testsubstrates (Eintrag 12). Diese Reaktion wurde als
Referenzreaktion bei weiteren Untersuchungen oftmals wiederholt (mind. 20 Reaktionen),
wobei sich das Ergebnis, von 2 Ausnahmen abgesehen, immer reproduzieren lief3. Alle
Experimente mit hohem Rh:P-Verhdltnis fuhren zu stark unterschiedlichen bzw. nicht
zuverldssig reproduzierbaren Ergebnissen. Die Racemisierung mit 50 mol% PCys; und
5 mol% [Rh(cod)Cl]. ist erfreulicherweise dem bisher aktivsten System mit PPhs deutlich
Uberlegen (33 % ee, 32% ee, siehe 9,10, Tabelle 18). Das aktive Phosphan racemisiert alleine
ohne Rhodiumkatalysator die Testverbindung auf 72 % ee (Eintrag 13), doch die Ergebnisse
mit Katalysator sind eindeutig Uberlegen.

7.3.6 Variationen der Rhodiumkatalysatoren

Die gefundene Kombination aus 5 mol% [Rh(cod)Cl], und 50 mol% PCys fuhrte innerhalb
von 48 Stunden Resktionszeit bei 60 °C zur vollsténdigen Racemisierung von
L-N-Acetylphenylalanin. Mit diesem Wissen war zu diesem Zeitpunkt ein erneutes Screening
zur Eignung anderer Rhodiumkatalysatoren sinnvoll (Tabelle 21).

Tabelle 21: Racemisierungsreaktionen mit PCy; und verschiedenen Rhodiumverbindungen
Eintrag  Katalysator Rh:P  Zet[h] eelL) [%]

1 [Rh(nbd)Cl]. 1.1 48 85
2 [Rh(nbd)Cl]. 1:2 48 27
3 [Rh(nbd)Cl], 1.5 48 18
4 Rh(cod),BF, 1:1 48 52
5 Rh(cod),BF, 1:2 48 51
6 Rh(cod),BF,4 1.5 48 50
7 (CO)2Rhacac 1.5 24 87, 88
8 (CO)2Rhacac 1.5 48 70, 78
9 RhCl; 1.5 48 70

Bed.: 100 mg (0.48 mmol) L-N-Ac-Phe, 5 mol%
Katalysator, 10 mL MeCN, 60 °C.
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Die Reaktionen mit [Rh(nbd)Cl]. (Eintrdge 1-3) zeigen deutliche Racemisierungsaktivitét, die
Geschwindigkeit liegt jedoch etwas hinter der [Rh(cod)Cl],-katalysierten Reaktion zurick.
Der kationische Komplex Rh(cod),BF, zeigt sich unabhéngig der zugesetzten PCys-Menge
als nur méidig reaktiv (Eintrége 4-6).

Als Ursache kann die erschwerte Koordination des Phosphanliganden vermutet werden, die
die Verdrangung eines Dienliganden voraussetzt. Vergleichsweise einfach sollte die
Verdrangung aller Koordinationspartner im (CO),Rh(acac)-Komplex vonstatten gehen, da das
Reaktionsmedium zum einen durch die N-Acylaminosaure einen leicht sauren Charakter
besitzt, zum anderen Acetonitril als Losungsmittel stark koordinierende Eigenschaften besitzt.
Dennoch ist diese Verbindung mit 70% ee bzw. 78 % ee verbleibender Enantiomerenreinheit
des Substrates vergleichsweise inaktiv (Eintrag 8). Es sai daran erinnert, dal3 PCys ohne
Katalysator eine Racemisierung dieser Grofenordnung erwirkt (Eintrége 13, Tabelle 20).
Rhodiumchlorid (Eintrag 9) wére aufgrund seiner vergleichsweise gunstigen Verfligbarkeit
ein attraktiver Katalysator, doch auch diese Verbindung zeigt sich nur wenig aktiv.

Ein weiterer Aspekt der Rhodium-katalysierten Racemisierung mit PCys war die Frage, wie
effektiv das System bel einer Erniedrigung der Katalysatorkonzentration bei konstantem
Rh:P-Verhdltnis die Referenzverbindung racemisiert (Tabelle 22).

Tabelle 22: Untersuchungen zur Reduzierung der Katalysatormenge

Eintrag Katalysatormenge [mol%] ee(L) [%0]

1 5 0,1
2 25 57,71
3 1 80, 80
49 1 22

5°) 5 55, 58

Bed.: 100 mg (0.48 mmol) L-N-Ac-Phe, PCys
(Rh:P =1:5), 10 mL MeCN, 60 °C, 48 h. a) 500
mg L-N-Ac-Phe b) T =50 °C.

Eintrag 1 zeigt zundchst mit 0% ee bzw. 1 % ee Enantiomerenzusammensetzung das
gewohnte Ergebnis der Reaktion mit 5 mol% Rhodiumkatalysator. Die Halbierung der Menge
an Katalysator und Phosphan flihrt mit einer optischen Reinheit des Substrates von 57% ee
bzw. 71 % ee zu einer deutlichen Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit (Eintrag 2),
was noch deutlicher bel Verwendung von 1 mol% [Rh(cod)Cl], in Erscheinung tritt
(Eintrag 3). Eintrag 4 beschreibt ein Experiment, bei dem die Ublichen Mengen an Katalysator
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und Phosphan eingesetzt wurden, jedoch die Substratmenge verfinffacht wurde. Das Ergebnis
(22 % ee, Eintrag 5) zeigt, da?® diese Variante der Reaktionsoptimierung eine bessere
Alternative darstellt. Die Erniedrigung der Reaktionstemperatur von 60 °C auf 50 °C fuhrt zu
einer deutlichen Verringerung (55 % ee, 58 % ee) der Racemisierungsgeschwindigkeit, die
Racemisierung findet aber immerhin noch statt. Dieses Ergebnis ist vor alem im Hinblick auf
den noch zu integrierenden enzymatischen Teilschritt der Reaktion von Bedeutung, da im
allgemeinen moglichst tiefe Reaktionsbedingungen fur gute Aktivitdt, Selektivitdt und
Langzeitstabilitdt des Enzyms ausschlaggebend sind.

7.3.7 Alternative L 6sungsmittel

Alle durchgefiihrten Racemisierungsreaktionen von L-N-Acetylphenylalanin erfolgten bislang
unter Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel, da in den ersten Screeningergebnissen
Racemisierungsaktivitét des Wilkinson Katalysators mit diesem Lodsungsmittel beobachtet
werden konnte. Im Laufe der Optimierung der Reaktion stand bislang nur die Steigerung der
Katalysatoreffektivitét durch Entwickeln eines moglichst aktiven Katalysatorsystems im
Vordergrund. Im Sinne einer schrittweisen Verbesserung des Verfahrens bei Variation einer
Einflul3grof3e standen nun Arbeiten zur Losungsmitteloptimierung im Vordergrund. Diese
Arbeiten waren aus folgenden Griinden von Bedeutung:

1. Weitere potentielle Aktivitétsverbesserung und damit Reaktionsbeschleunigung der
Racemisierung.

2. Eine Auswahl an geeigneten Reaktionsmedien erhoht die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgreichen Kombination der Racemisierung mit der enzymatischen Racematspaltung zur
dynamischen kinetischen Racematspaltung.

3. Die enzymatische Hydrolyse der Amidbindung der N-Acylaminoséure erfordert Wasser.

Alle in Tabelle 23 aufgefihrten Experimente sind mit 100 mg L-N-Acetylphenylalanin,
5 mol% [Rh(cod)Cl], und 50 mol% PCy; durchgefiihrt worden.

Acetonitril zeichnet sich durch hohe Polaritét, stark koordinierende Eigenschaften und die
beliebige Mischbarkeit mit Wasser aus. Deshalb sind verschiedene Gesichtspunkte bei der
Auswahl der organischen Lodsungsmittel, wie Loseeigenschaften, Polaritdét, maogliche
Koordinationsfahigkeit und unterschiedliche funktionelle Gruppen berticksichtigt worden.
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Tabelle 23: Racemisierung von L-N-Ac-Phe in verschiedenen organischen L ésungsmitteln

Eintrag LM Zeit [h]  ee(L) [%0]
1 DMSO 48 99
2 Aceton 48 97
3 CHCl3 48 99
4 Dioxan 48 100
5 THF 48 100
6 EtOH 48 100
7 | sobuttersaurenitril 48 52
8 Propionsaurenitril 48 93
9 Malonsauredinitril 48 80

Bed.: 100 mg (0.48 mmol) L-N-Ac-Phe, 5 mol%
[Rh(cod)Cl]2, 10 mL Loésungsmittel, 60 °C.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin in keinem
untersuchten LoOsungsmittel unter den angegebenen Reaktionsbedingungen madglich ist
(Eintrége 1-6). Eine Ausnahme bilden Nitrilgruppen enthaltende L6sungsmittel (Eintrage 7-
9), die in ihrer Eignung jedoch ebenfalls deutlich hinter Acetonitril einzustufen sind. In
weiteren Reaktionen mit THF, Dioxan und EtOH wurden unterschiedliche Katalysatoren wie
Rh(PPhz)s, Rh(cod)acac und (CO),Rhacac eingesetzt. Jedoch ist in keinem Experiment eine
signifikante Racemisierung nachweisbar.

In zahlreichen weiteren Experimenten wurden bindre Mischungen von Wasser
(Anteil 5-100 Vol%) und organischen Lésungsmitteln wie MeCN, EtOH, MeOH sowohl mit
dem bestehenden Racemisierungskatalysatorsystem als auch mit anderen Katalysatoren wie
z.B. (CO);Rhacac/TPPTS-Kombinationen auf ihre Eignung dberprift. Jedoch konnte auch
hier keine Racemisierung beobachtet werden.

Diese Ergebnisse sowie die erwdhnten Versuche untermauerten die Sonderstellung von

MeCN als Losungsmittel der Wahl bei Racemisierungsreaktionen von N-Acylaminosauren.
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7.3.8 Erweiterung der Anwendung der Racemisier ungsmethode auf andere
Acylderivate von Phenylalanin

Die erfolgreiche Methode zur Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin sollte nun
hinsichtlich ihrer Leistungsfahigkeit beli unterschiedlichen Acylderivaten der Aminosaure
Uberprift werden. Auch hier kdnnen mogliche alternativ einsetzbare Strukturen fur Acylase-
katalysierte  Anwendungen von Vortell sein  (insbesondere  Phenacetyl- und
Methoxyacetylreste). Zu diesem Zweck sind die in Tabelle 24 aufgefihrten
enantionmerenreinen N-Acylderivate von Phenylalanin dargestellt worden und unter
Standardbedingungen der Racemisierung ausgesetzt worden. Fir jede in der Tabelle
dargestellten Verbindung wurde in zusétzlichen Kontrollexperimenten sichergestellt, dal3 sie
weder thermisch noch unter aleinigem Einflul® von PCys erwahnenswert racemisieren.

Die Resultate fur L-N-Acetylphenylalanin sind bereits fir 48 Stunden Reaktionszeit bekannt,
bemerkenswert ist jedoch, dal3 bereits nach 24 Stunden ein verbleibender ee-Wert von ca.
17 % erreicht wird, die Racemisierung ist also bereits nach einem Tag zum Uberwiegenden
Teil vollzogen. Anndhernd quantitative Racemisierung wird ebenfalls mit L-N-Phenacetyl-
phenylalanin erreicht. Dieser Acylrest besitzt eine einzigartige Aktivitdt und Selektivitdt bei
enzymatischen Umsetzungen mit Penicillin G Amidase, welche neben den konventionellen
Acylasen aus der Schweineniere oder Acylasen mikrobiellen Ursprungs eine moglicherweise
wichtige Ergénzung bei der Verwirklichung der DKR von N-Acylaminosduren darstellt.

Das Benzoylderivat racemisiert mit einem verbleibenden ee-Wert von ca. 26 % ebenso noch
vergleichbar schnell. Die Phenylalaninderivate mit Methoxyacetyl- und Trifluoracetylrest
zeigen, dal} die Racemisierungsgeschwindigkeit mit steigendem elektronenziehendem
Charakter der Gruppe sinkt. Eine Racemisierung bis auf ca. 52 % ee ist bel dem
Methoxyacetylderivat  beobachtbar, wahrend bel  Trifluoracetylphenylalanin  keine
Racemisierung mehr festgestellt werden kann.
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Tabelle 24: Rhodium-katalysierte Racemisierung verschiedener Acylderivate von

Phenylalanin
JOJ\ 5 mol% [Rh(cod)Cl], )OJ\
: COH MeCN, 60 °C, 48 h COH
Verbindung Zeit [h] ee(L) [%]
O
N-Acetyl- " L 24 20,15
phenylalanin COzH 48 0,1
(0]
N-Trifluoracetyl- Hl;IJJ\CF3 24 100,100
phenylalanin COH 48 95, 96
O
N-Methoxyacetyl- H,;,J\/O\ 24 80, 82
phenylalanin COzH 48 51, 54

N-Phenacetyl- N)Q@ 24 79,25

phenylalanin COH 48 14,0
N-Benzoyl- 9 24 58,73
phenylalanin 48 21,31

7

CO,H

Bed.: 0.48 mmol Substrat , 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol% PCy; 10 mL MeCN,
60 °C.

Es kann also zusammengefaldt werden, dal3 schnelle Racemisierung bei Acetyl-, Benzoyl- und

Phenacetylderivaten moglich ist, Acylreste mit elektronenschiebenden und mehr noch mit

elektronenziehenden Gruppen verringern die Racemisierungsgeschwindigkeit.

7.3.9 Erweiterung der Racemisierung auf andere N-Acetyl-aminosauren

Zu Beginn der Arbeiten zum Thema Racemisierung von N-Acylaminosauren war mit der

Wahl der Modellverbindung N-Acetyl-phenylalanin ein Vertreter gewdahlt worden, der

gewdhrleisten sollte, dal? alle Mal3nahmen und Erkenntnisse zur erstmaligen Ermoglichung

und insbesondere zur Optimierung der Reaktion sich auf andere Aminosduren Ubertragen

lassen. Zu diesem Zeitpunkt sollte diese Annahme Uberprift werden. Dazu wurden eine Reihe
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von enantiomerenreinen N-Acetylaminosduren unter den optimierten experimentellen
Bedingungen auf ihre Racemisierungsaktivitdt tberprift (Tabelle 25). Auch hier wurden
Experimente zur thermischen Racemisierbarkeit bzw. zur PCys-katalysierten Racemisierung
aller Verbindungen durchgeftihrt.

Tabelle 25: Ubersicht zur Racemisierung anderer N-Acetylaminosiuren

)OJ\ 5 mol% [Rh(cod)Cl], )OJ\
HN 50 mol% PCy3 DL HN
L = . > )
R co,n  MeCN. 60 °C, 48 h RXCOZH
Verbindung Zeit [h] ee(L) [%]
g 1,0
L-N-Acetyl-alanin HYY 48 ’
7 coH 43° 99°
(0]
J 11,6
L-N-Acetyl-valin HY 48
YCOZH 642 99°
(0]
L 47, 47
L-N-Acetyl-leucin )\ﬁ 48
COH 822, 100
oo 01
L-N-Acetyl-prolin ;& 48
© 1007, 100
(0]
L-N-Acetyl- HQJJ\ 48 24,26
methionin s ™" con 35% 94°
(0]
L-N-Acetyl- H,;,J\ 48 93,94
asparaginsaure MO2Ccon 55° 4P

Bed.: 0.48 mmol Substrat , 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol% PCys;
10mL MeCN, 60 °C. a) Reaktion ohne [Rh(cod)Cl], b) N-
Acylaminosdure in MeCN.

Die Ergebnisse mit N-Acetylalanin (0% ee, 1% ee) und N-Acetylvalin (6 % ee, 11 % ee)
zeigen eindrucksvoll, dal3 neutrale, aliphatische Aminosauren innerhalb von 2 Tagen
Reaktionszeit einer kompletten Racemisierung unterliegen. Die Ubertragung der bei
N-Acetylphenylalanin gefundenen Methode ist hier demnach ohne Reaktivitétsverlust
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madglich. Die Racemisierungsgeschwindigkeit von N-Ac-Leu (47 % ee, 47 % ee) ist
signifikant langsamer.

Als Grund kann die relative Schwerldslichkeit der Verbindung in Acetonitril genannt werden,
selbst bel Erreichen der Reaktionstemperatur von 60 °C bleibt die Verbindung zum
Uberwiegenden Teil ungel6st. Eine effektive und reproduzierbare Racemisierung ist auch bel
dem zyklischen N-Acetylprolin (0% ee, 1% ee) und dem schwefelhaltigem N-
Acetylmethionin (24 % ee, 26 % ee) mdglich. Keine Racemisierung kann dagegen bei der
sauren Aminosdure N-Acetylasparaginsdure (93% ee, 94% ee) beobachtet werden.
Moglicherweise koordiniert die zweite Carboxylgruppe zusédtzlich an den Katalysator,
wodurch eine Racemisierung nicht mehr moglich ist.

Keine der untersuchten N-Acetylaminosauren zeigt in Acetonitril thermische Racemisierung
bei 60°C (Versuche mit Indizes b). Damit ist die alleinige Wirksamkeit des
Katalysatorsystems belegt. Die PCys-katalysierte Racemisierung (Versuche mit Indizes a) ist
bei N-Acetyladanin (43% ee), N-Acetylvalin (64 % ee), N-Acetylmethionin (35% ee)
signifikant, jedoch langsamer as die des kompletten Katalysatorsystems. Einzige Ausnahme
ist N-Acetylasparaginsdure (55% ee), welche sich unter Standardbedingungen als
racemisierungsstabil zeigt, aber im Einflul? von PCy; ohne Rh-Katalysator der beobachteten
Racemisierung unterliegt. Die PCys-vermittelte Racemisierung verléuft moglicherweise Uber
die reversible Deprotonierung der N-Acylaminosdure am chiralen Kohlenstoffatom unter
gleichzeitiger Bildung einer kationischen Phosphoniumspezies. Dieser Prozef3 sollte parallel
zur schnelleren Rhodium-katalysierten Racemisierung ablaufen, jedoch bleibt unklar, weshalb
das im UberschuR vorliegende PCys im Fall von N-Acetylasparaginsaure nicht in derselben
Weise wirken kann.

Es kann zusammengefaldt werden, dal3 das Katalysatorsystem aus [Rh(cod)Cl], und PCys in
MeCN sich fur Racemisierungen einer Reihe von N-Acylderivaten wie Acetyl-, Benzoyl-,
Phenacetyl- und eingeschrankt fir Methoxyacetylderivate von Phenylalanin eignete.
Weiterhin  konnte eine allgemeine Anwendbarkeit des Verfahren an verschiedenen
N-Acetylaminosauren belegt werden, wobei sich insbesondere aiphatische und zyklische
N-Acetylaminosauren eigneten. Die Kombination der Ergebnisse der Untersuchungen zur
Variation des Acylrestes und zur Variation der N-Acetylaminosaure belegten plausibel, dafi3
sich eine Vielzahl weiterer Aminosdurederivate schnell und effektiv racemisieren lief3en.
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7.3.10 Neue Arbeiten zur Racemisierung von N-Acylaminosauren in alter nativen
L dsungsmitteln

Wie die bisherigen Arbeiten zum Einsatz anderer Ldsungsmittel als Reaktionsmedium
zeigten, war die Racemisierung von N-Acylaminosduren einzig und allein in MeCN madglich.
Es war davon auszugehen, dal3 MeCN eine essentielle Rolle im Mechanismus der Rhodium-
katalysierten Racemisierung spielen mul3. Bei Einsatz von anderen LoOsungsmitteln wie
Toluol, Ethylacetat, THF und Dioxan war immer ein MeCN-Anteil von mindestens 50 Vol%
notig, um schnelle Racemisierung zu gewéhrleisten (z.B. N-Ac-Phe, Kat., Toluol/MeCN 1/1,
60 °C, 48 h, 20 % ee). Eine Anwendung der Reaktion in anderen Lésungsmitteln konnte also
nur erfolgreich sein, wenn es gelang, die Funktion von Acetonitril durch andere geeignete
Zusétze zu ersetzen. Die stark koordinierenden Eigenschaften von MeCN, die als wichtiges
Merkmal dieses Losungsmittels einzustufen sind, konnen evtl. durch andere koordinierend
wirkende Substanzen wie z.B. Nitril- oder Halogenidionen simuliert werden. Um die
Loglichkeit der Verbindungen Zu gewahrleisten, wurden  vorzugsweise
Tetraalkylammoniumverbindungen eingesetzt. Tabelle 26 zeigt die erste Versuchsreihe zur

Racemisierung von N-Acetylphenylalanin in Gegenwart von Salzadditiven.

Tabelle 26: Racemisierungsreaktionen mit Salzadditiven

Eintrag Salz L 6sungsmittel ee(L) [%0]
1 (Bu)sNCN MeCN 29
2 (Bu)sNCN EtOAC 45
3 (Bu)aNCN Toluol/EtOAC 9/1 34
4 (Bu)sNBr EtOAC 2

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe, 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol% PCys, 50
mol% Ammoniumsalz, 60 °C, 48 h.

Das Ergebnis aus Eintrag 1 zeigt, dal3 die Anwesenheit von [(Bu)sN]CN die Racemisierung
von L-N-Acetylphenylalanin zwar nicht verhindert, wohl aber deutlich die Geschwindigkeit
der Reaktion herabsetzt. Wird die Reaktion in EtOAc unter identischen
Reaktionsbedingungen durchgefuhrt (Eintrag 2), so kann erstmals eine deutliche
Racemisierung (45 % ee) der Testverbindung in einem anderen Losungsmittel als MeCN
erreicht werden. Im Losungsmittelgemisch Toluol/EtOAc 9/1 (EtOAc ist nodtig, um die
Verbindungen zu 16sen) ist die Racemisierung ebenfalls moglich, die Reaktion verlauft im
Vergleich zu 2 sogar mit leicht erhohter Geschwindigkeit (34 % ee nach 48 h, Eintrag 3). Eine
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komplette Racemisierung des Substrates wird unter Verwendung von 50 mol% [(Bu)4N]Br
erreicht (Eintrag 4). Die Geschwindigkeit der Reaktion in EtOAc ist vergleichbar mit der
Racemisierung unter Standardbedingungen in MeCN.

Die Menge des Ammoniumsalzes war mit 50 mol% vergleichsweise grof3, die weiteren
Arbeiten sollten zeigen, inwieweit sich die Racemisierungsgeschwindigkeit bei Reduzierung
der (Bu)4sNBr-Menge andert. Bei den aufgefiihrten Experimenten wurde der (Bu)sNBr-Gehalt
schrittweise von 2-50 mol% variiert.

60
50
40

30

ee(L) [%]

20

2 5
Salzmenge [mol%]

Abbildung 34: Einfluf der (Bu)sNBr-Menge auf die Racemisierungsgeschwindigkeit von
L-N-Ac-Phe in EtOAc unter Standardbedingungen

Sie belegen, dal? schnelle Racemisierung der Testverbindung bereits mit 10 mol% (Bu)sNBr
(10% ee nach 48 Stunden) erfolgt. Eine geringerer Anteill an Salz erniedrigt die
Racemisierungsgeschwindigkeit erheblich (26 % ee bel 5mol%, 51 % ee bei 2 mol%).
Dennoch ist die Racemisierung in EtOAc mit einem vergleichsweise geringem Anteil
(10 mol%) der Salzverbindung dhnlich effektiv, wie die entsprechende Reaktion in MeCN
ohne Salzzusatz.

Zu diesem Zetpunkt waren weitere Untersuchungen zur Eignung anderer
Ammoniumverbindungen sinnvoll, da evtl. aktivere Verbindungen als (Bu)sNBr gefunden

werden kénnen. Um die jeweiligen Unterschiede besser zu verdeutlichen, wurde zum einen
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die katalytische Menge der Additive auf 25mol% erhoht, zum anderen die
Enantiomerenzusammensetzung von N-Ac-Phe zusétzlich nach 24 Stunden bestimmt. In den
ersten Untersuchungen sollte gezeigt werden, welche Rolle das Anion bei der Racemisierung
von L-N-Acetylphenylalanin  spielt. Zu diesem Zweck sind alle Tetrabutyl-

ammoniumhalogenide in der Reaktion eingesetzt worden.

Tabelle 27: Screening zur Wirkung verschiedener Ammoniumverbindungen bei
Racemisierungsreaktionen in Ethylacetat

Eintrag Salz ee(L) [%] 24 h ee(L) [%] 48 h
1 (Bu)4NBr 9 2
2 (Bu)4NF 95 83
3 (Bu)sNCl 28 5
4 (Bu)sNI 5 (6)
5 (Bu)sNOH 9 94
6 (Bu)sNCN 59 46
7 (Et)sNI 63 35
8 (Octyl)4sNBr 16 3
9 (Bu)sNBF;* - 88
10 (Bu)sNNO5* - 78
11 (Bu)4sNHSO4 - 96
12 Bu,NBr - 100

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe, 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol%
PCys, 25 mol% Ammoniumsalz, 60°C. & 10 mol%
Ammoniumsalz b) ohne PCys.

Es zeigt sich, dal? die Halogenidionen in der Reihenfolge F < Cl < Br < | die Racemisierung
beschleunigen (Eintrage 1-4). Die Racemisierung mit BusNI gelingt zwar am schnellsten,
doch setzt deren racemisierende Wirkung nach spatestens 24 Stunden aus, als Indiz hierfr
kann der konstant gebliebene ee-Wert bei 48 Stunden herangezogen werden. Weiterhin ist
ersichtlich, dal3 sich BusNCN in seiner Aktivitat bei 25 mol% (46 % ee, 48 h, Eintrag 6)
deutlich von BusNBr (2 % ee, 48 h, Eintrag 1) unterscheidet, damit liegt dessen Reaktivitét
zwischen BusNF (83 % ee) und BusNCl (5 % ee).

Um zu belegen, dald3 die racemisierende Wirkung den entsprechenden Halogenidionen
zuzuschreiben ist, wurden weitere Reaktionen mit Ammoniumverbindungen durchgefihrt, die
ein nicht koordinierendes Anion besitzen, bzw. das Anion im sauren Reaktionsmedium
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neutralisert werden kann (OH™ im Fal von BusNOH). Die erhaltenen Werte der
Enantiomerenzusammensetzung von L-N-Acetylphenylalanin  bestdtigen, dald weder
Ammoniumkationen noch nicht-koordinierende Anionen fir die auftretende Racemisierung
verantwortlich sind. Der geringe Einfluld des Ammoniumions auf die Geschwindigkeit der
Reaktion wird auch an den Ergebnissen fur EtsNI (35 % ee, 48 Stunden, Eintrag 7) und
OctylsNBr (3 % ee, 48 Stunden, Eintrag 8) im Vergleich zu BusNBr (2 % ee, 48 Stunden)
deutlich. Ein Kontrollexperiment (Eintrag 12) bestétigt, dal3 nach wie vor die Anwesenheit
von PCy; fur die Racemisieung essentiell ist, BusNBr allein wirkt demzufolge nicht

racemisierend auf die N-Acylaminosdure.

Es kann festgehalten werden, dal3 der Zusatz von BusNBr eine effektive Racemisierung in
Ethylacetat gewdhrleistete. Entscheidender Faktor bei der Racemisierung war die
Anwesenheit des Anions, die Natur des Kations spielte eine untergeordnete Rolle und
garantierte nur eine ausreichende L6slichkeit der Verbindung im organischen L ésungsmittel.

Weitere Untersuchungen sollten nun kléren, ob mit dem Zusatz der in organischen
Losungsmitteln l6slichen Salze auch in anderen Medien Racemisierung moglich ist. Um
besonders geeignete Losungsmittel zu identifizieren, wurde der Anteil an BusNBr auf 5 mol%

gesenkt.

Tabelle 28: Bus,NBr vermittelte Racemisierung von L-N-Ac-Phe in verschiedenen organischen

L 6ésungsmitteln
Eintrag Ldsungsmittel ee(L) [%] 24h  ee(L) [%] 48 h
1 Dioxan 69 43
2 Chloroform 78 63
3 Aceton 20 1,0
4 Toluol/EtOAC 9/1 83 56
5 THF 99 99
6 MTBE 75 59
7 Methanol - 95
8 tert-Butanol - 70

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe, 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol% PCys,
5 mol% Ammoniumsalz, 60 °C.

Die Ergebnisse zeigen, da3 mit Ausnahme von THF und MeOH (Eintrag 5,7) in allen
Losungsmitteln eine deutliche Racemisierung beobachtbar ist, die ohne Salzzusatz in diesem
Ausmal3 bisher nicht mdglich war. Besonders gut gelingt die Reaktion in Aceton (0 % ee,
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1 % ee, Eintrag 3) sowie in Dioxan (43 % ee, Eintrag 1). Das Ergebnis der Reaktion in THF
ist im Hinblick auf die anderen Ergebnisse Uberraschend (99 % ee, Eintrag 5).

Die Eignung von Aceton as Losungsmittel bei der Racemisierung von N-Acylaminosduren
eroffnete die Moglichkeit, Untersuchungen mit Aceton/Wasser-Mischungen durchzufthren.
Es sei daran erinnert, dald die Anwesenheit von Wasser im Loésungsmittel eine
Grundvoraussetzung fur die enzymatische Hydrolyse ist. Die theoretisch notwendige
Mindestmenge an Wasser liegt bei quantitativer Hydrolyse bei 0.48 mmol, was ca. einer
Menge von 8.6 mL entspricht, dennoch kann ein wesentlich hoherer Wasseranteil fur die
Sicherstellung der Enzymaktivitée und aus kinetischen Grinden (Verschiebung des
chemischen Gleichgewichtes zugunsten der Amidhydrolyse durch hohen Wassertiberschuf?)

notwendig sein.

Tabelle 29: Racemisierung von L-N-Ac-Phe in wéassrigen Acetonldsungen

Eintrag L 6sungsmittel T ee(L) [%] 48 h
1 Aceton/Wasser 19/1 60 52, 53
2 Aceton/Wasser 19/1 50 53, 54
3 Aceton 50 21
4 Aceton/Wasser 8/2° 60 82

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe, 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol% PCys,
10 mol% BusNBr, 60 °C. b) 20 mol% BusNBr.

Wie die Ergebnisse zeigen, sinkt die Aktivitét des Katalysatorsystems bei Anwesenheit von
Wasser deutlich ab. Die Enantiomerenzusammensetzung von N-Acetylphenylalanin steigt
bereits bei 5 Vol% Wasser im Vergleich zu reinem Aceton von 0 % ee (Eintrag 3, Tabelle 28)
auf ca. 52 % ee (Eintrag 1), obwohl die BusNBr-Menge von 5 mol% auf 10 mol% verdoppelt
wurde. Interessanterweise erhdt man die gleichen Ergebnisse bei einer Reaktionstemperatur
von 50 °C (Eintrag 2), auch hier erweist sich die in reinem Aceton durchgefiihrte Reaktion
mit 21 % ee (Eintrag 3) als schneller. Die weitere Erhthung des Wassergehaltes auf 20 Vol%
fuhrt trotz der vorgenommenen weiteren Verdopplung der BusNBr-Menge auf 20 mol%

nahezu zum Erliegen (82 % ee) der Racemisierung.
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Unter suchungen zur Kombination des Racemisier ungsschrittes mit
enzymatischer Racematspaltung

7.3.10.1 Vorbemerkung

Die eingeschlagene Strategie zur Entwicklung der dynamischen kinetischen Racematspaltung
von N-Acylaminosauren lag in der getrennten Betrachtung der Teilreaktionen Racemisierung
und enzymatische Racematspaltung. Da zu Beginn der Arbeiten unklar war, ob und unter
welchen Bedingungen sich die bislang unbekannte Ubergangsmetall-katalysierte
Racemisierung von N-Acylaminosduren bewerkstelligen 1&3t, wurde das Hauptinteresse auf
die Losung dieser Problematik gelegt. Mit der Entdeckung des Katalysatorsystems aus
[Rh(cod)Cl], und PPhs bzw. PCy; und dessen erfolgreiche Anwendung in
Racemisierungsreaktionen bei einer Reihe von N-Acylaminosduren in MeCN war die
Grundlage fur Untersuchungen zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von
N-Acylaminosauren geschaffen worden.

7.3.10.2 Die Wahl des Enzyms

Wie bereits in Abschnitt 7.1 skizziert wurde, kommen als Enzyme flr Racematspaltungen von
N-Acylaminosduren hauptséchlich Acylase | und Acylase Il aus unterschiedlichen
biologischen Quellen in variierenden Einsatzformen zum Einsatiz. Die erfolgreiche
Anwendung dieser Enzyme in den eigenen Arbeiten war jedoch wenig wahrscheinlich, da die
erforderlichen Bedingungen fur die Aktivitét der Enzyme nicht gegeben waren. Problematisch
ist neben der geringen Temperaturstabilita!™® die nur méRige Toleranz von organischen
Cosolventien.™™ In der Regel werden Racematspaltungen in reinem Wasser oder in
wassrigen Pufferlésungen bei pH-Werten zwischen 6 und 9 durchgefiihrt, eine Steigerung der
Enzymaktivitét kann durch Zugabe von Cobalt(l1)-ionen erreicht werden.

Ein alternativ zu verwendendes Enzym ist die Penicillin G Amidase. Dieses Enzym weist eine
einzigartige Aktivitat bzgl. Phenacetylgruppen und &hnlich aufgebauten Strukturen auf.
Die synthetischen Anwendungen des Enzyms liegen in der stereoselektiven Spaltung dieser
Gruppen von Amin- oder Alkoholfunktionen und umgekehrt in der Acylierung dieser
Funktionen mit entsprechenden Acylierungsreagentien.

Die erforderlichen Reaktionsbedingungen zur Sicherstellung der Enzymaktivitét sind zwar
mit den Bedingungen fur Acylase |,I1 vergleichbar, doch ist Penicillin G Amidase als CLEC-
Praparation (Cross-Linked-Enzyme-Crystals) verfiigbar. CLEC-EC® zeichnet sich durch eine



7 Arbeiten zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von N-Acylaminosduren 93

erhdhte Temperaturstabilitdt aus und ist laut Hersteller™ ebenso in einer Reihe von
organischen Ldsungsmitteln  bzw. Ldsungsmittelgemischen mit  hohem organischem
L 6sungsmittelanteil (> 50 Vol%) einsetzbar.

7.3.10.3 Eigene Ergebnisse

Zunéchst sollte die Aktivitdt der erworbenen Enzymcharge an einer Kklassischen
Racematspaltung von DL-N-Phenacetylphenylalanin Gberprift werden.

O O

HN)k/Ph @IHZ )J\/Ph

- HN
CLEC-EC CO,H N @]
COzH > + COzH
Hz0 OH

(O.L) (L) (D)

Gleichung 7: Racematspaltung von DL-N-Phenacetylphenylalanin mit Penicillin G Amidase

Dazu wurden 200 mg Substrat in 10.0 mL Wasser gelést und der pH-Wert der Losung mit
0.1IN NaOH auf 8.0 gestellt. Durch Zugabe von 100 m. CLEC-EC®-Lésung startet die
Racematspaltung. Nach 24 Stunden Reaktionszeit ergibt die DC-Analyse, dal3 sich neben dem
Edukt auch erhebliche Mengen an freiem Phenylalanin nachweisen lassen.

Mit der bestétigten Aktivitét des CLEC-EC®-Katalysators sollte nun dessen Eignung in einer
DKR mit DL-N-Phenacetylphenylalanin untersucht werden, die unter den typischen
Bedingungen der Rhodium-katalysierten Racemisierungsreaktion realisiert werden sollte. Das
Enzym wurde in der handelsiiblichen Form as Suspension in einem Phosphatpuffer
eingesetzt, die Menge (ca. 100 m.) des auf diese Weise zugesetzten Wassers sollte die

Hydrolyse der N-Acylaminosdure gewéahrleisten.

1 Altus Biologics I nc.
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Tabelle 30: Versuche einer DKR von N-Acylaminossuren mit dem CLEC-EC® Enzym

Eintrag Substrat Phosphan Produkt
1 DL-N-Phenac-Phe PPh; nicht nachweisbar
2 DL-N-Phenac-Phe PCys nicht nachweisbar
3 DL-N-Ac-Phe PPhs nicht nachweisbar
4 DL-N-Ac-Phe PCys nicht nachweisbar

Bed.: 200 mg L-N-Ac-Phe, 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol% Phosphan,
10 mL Acetonitril, 60 °C, 100 m. CLEC-EC®-L6sung, 96 h.

Die Resultate aller durchgefihrten Reaktionen zeigen, dal3 nach 4 Tagen Reaktionszeit das
Produkt Gber DC nicht nachzuweisen ist. Dafir kdnnen mehrere Ursachen in Erwégung
gezogen werden.

1. Der pH-Wert der Losung liegt auf3erhalb des Aktivitétsbereiches des Enzyms.

2. Der Wassergehalt des Reaktionsmediums (hier 1 Vol%) ist zu niedrig.

3. Die zur Racemisierung notwendigen Verbindungen [Rh(cod)Cl], , PPhs bzw. PCy; oder
ihre Folgeprodukte wirken inhibierend auf das Enzym.

4. Das Enzym ist in Acetonitril nicht aktiv.

zul)

Der Ladungszustand des Enzyms ist zweifelsohne eine sehr wichtige Einflu3grofie fur die
Enzymaktivitét. Wahrend in wassrigen LAsungen diese Grofie sehr einfach Uber den pH-Wert
festgelegt werden kann, ist in organischen Losungsmitteln die Einstellung des pH-Wertes
schwierig.’? 1314 Als besonders problematisch sind Reaktionen einzuschétzen, die eine
Veranderung der Saure- oder Basenkonzentration wadhrend des Reaktionsverlaufes mit sich
bringen, wie es in den eigenen Arbeiten durch die Freisetzung von Phenylessigsaure der Fall
ist (siehe Gleichung 7).

Da dieser Umstand jedoch erst mit fortschreitender Reaktion an Bedeutung gewinnt, kann er

nicht als Ursache fur die beobachtete generelle Inaktivitdt des Enzyms herangezogen werden.

12 Der pH-Wert ist ein MaR fiir die Hydroniumionenkonzentration in Wasser. Die Ubertragbarkeit dieser GroRe
in organische Losungsmittel ist zweifelhaft. Dennoch kann durch Verwendung von Enzymen, die aus
wassrigen Losungen (oder wassr. Pufferlésungen) mit definiertem pH-Wert geféllt oder lyophilisiert werden,
der Ladungszustand des Enzyms festgelegt werden, der im organischen Ldsungsmittel aufgrund des nicht
madglichen Ladungsaustausches beibehalten wird.
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zu 2)

Enzyme, die in organischen Lésungsmitteln eingesetzt werden, benétigen zur Gewahrleistung
ihrer Aktivitdt geringe Mengen an Wasser. Als Faustregel gilt fur polare, mit Wasser
mischbare Losungsmittel ein  empfohlener Wasseranteil von 1-5Vol%.™>™  Die
Untersuchungen zur Racemisierung von N-Acylaminosduren in wasserhaltigem Acetonitril
zeigen jedoch, dal3 bereits bei 5Vol% Wasseranteil die Racemisierung nicht mehr moglich
ist. Sollte sich der Wassergehalt von Acetonitril als entscheidende Grof3e erweisen, so ist
festzustellen, dald nach bisherigem Kenntnisstand die jeweiligen Anforderungen der

Teilreaktionen in diesem Punkt unvereinbar sind.

zu 3 und 4)
Der Einflu® des Losungsmittels bzw. der eingesetzten Komponenten kann an verschiedenen

Modellreaktionen untersucht werden, was im folgenden beschrieben wird.

Zu diesem Zweck wurden einfache Hydrolysereaktionen von L-N-Phenac-Phe mit dem
CLEC-EC®-Katalysator im Milliliter-Ma3stab durchgefiihrt. Das primare Interesse galt der
Beobachtung der Enzymaktivitét, daher eignete sich als Substrat auch das L-Enantiomer . Die
qualitative Auswertung der Reaktionen erfolgte mittels DUnnschichtchromatographie.

Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle 31 zusammengefalit.

Tabelle 31: Untersuchung zur Wirkung einzelner Komponenten und Ldsungsmittel auf die

Enzymaktivitat
Eintrag  LOsungsmittel zugesetzte Produktbildung
Verbindung
1 MeCN/H20 9/1 keine nein
2 MeCN/H.0 /1 keine Spuren
3 H,O/Aceton 4/1 keine deutlich
4 H,O/Aceton 4/1 PPhs deutlich
5 H,O/Aceton 4/1 [Rh(cod)Cl]. deutlich
6 H,O/Aceton 4/1  PPhg/[Rh(cod)Cl]. deutlich

Bed.: 1.0 mL Losungsmittel, 20 mg L-Phenacetylphenylalanin, 25 m.
CLEC-EC-L6sung, evtl. 10 mg PPhs bzw [Rh(cod)Cl],, 60 °C, 48 h.

Es zeigt sich, da? im Losungsmittelgemisch Acetonitril/Wasser 9/1 keine Aktivitdt des
Enzyms beobachtbar ist (Eintrag 1). Selbst bel einem Wassergehalt von 50 Vol% sind nur
Spuren des Produktes (Phenylalanin) nachweisbar (Eintrag 2). Die moglichen Auswirkungen
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von PPhs und des Rhodiumkatalysators auf die Enzymaktivitdt wurden ebenfalls untersucht.
Die erhaltenen Ergebnisse bestéatigen, dal3 weder PPh; noch [Rh(cod)Cl], die enzymatische
Hydrolyse vollstandig unterbinden (Eintrdge 3-6). In Kontrollexperimenten wurde
sichergestellt, dald Phenacetylphenylalanin keiner nachweisbaren chemischen Hydrolyse
unterliegt. Zusétzlich wurde Uberprift, ob das gewdahite Losungsmittelgemisch (Cosolvenz
Aceton zur Verbesserung der Lodichkeit von PPhs- und [Rh(cod)Cl];) Enzymaktivitét
gewahrleistet.

Es bleibt festzuhalten, dai? die Inaktivitat des CLEC-EC®-Katalysators in Gegenwart von
Acetonitril as Ursache fur das Scheitern der dynamischen kinetischen Racematspaltung
anzusehen war. Die entwickelte Methode zur Racemisierung von N-Acylaminosauren war
aufgrund ihrer signifikanten Empfindlichkeit gegentiber Wasser as Cosolvens und der
geringen algemeinen Ldsungsmitteltoleranz nicht ausreichend flexibel, die notwendigen
experimentellen Anforderungen der enzymatischen Hydrolyse zu erfillen.

Diese experimentellen Befunde erforderten weitere Arbeiten zur Verbesserung des Verfahrens
zur Racemisierung von N-Acylaminosauren. Ziel der Bemihungen sollte eine erweiterte
Anwendbarkeit der Reaktion in alternativen Losungsmitteln sein. Die Studien hierzu sind in
Abschnitt 7.3.10 zusammengefaldt. Diese Arbeiten ebneten den Weg zur Durchfiihrung der
Racemisierungsreaktion in Aceton, Dioxan und Ethylacetat. Auch hier muf3te in
Untersuchungen mit wassrigen Acetonlosungen der negative Effekt von Wasser auf die
Racemisierungsgeschwindigkeit hingenommen (Tabelle 29) werden, dennoch waren
Racemisierungen in Aceton bei 5Vol% Wasseranteil (evtl. auch mit 10 Vol%) moglich. Es
schien also lohnenswert, erneute Untersuchungen zur Enzymaktivitét von CLEC-EC® in
wassrigen Acetonldsungen anzustreben.

Zunédchst wurde die Aktivitdt des Enzyms in Aceton/Wasser 8/2 und 9/1 sowie in wassriger
Pufferldsung mit Hilfe von Penicillin G als Testsubstrat bestimmt. Die Versuchsdurchfiihrung
erfolgte analog der Vorschrift zur Bestimmung der Aktivitdt von Penicillin G Amidase

(Activity Assay).”

13 Quelle: Altus Biologics, ChiroCLEC-EC® Informationsbroschiire.
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Tabelle 32: Aktivitatsbestimmung des CLEC-EC®-Katalysators unter Standardbedingungen
und wasserhaltigen Acetonldsungen.

L ésungsmittel Aktivitat [umol* min™*mg™]
Phospatpuffer, pH 8.0 15.3
Aceton/H,0 8/2, pH 8.0 1.7
Aceton/H,0 9/1, pH 8.0 0

Bed.: 1.12 g Penicillin G Kaliumsalz, 10 mL 0.2M Phosphatpuffer,
90 mL Wasser, pH 8.0, 28 °C. Eine 20 mL-Probe dieser Ldsung
wird eingesetzt, Autotitrator (0.05N NaOH, pH 8.0), 25m. CLEC-
EC®-Losung. Der NaOH Verbrauch wird nach 5 Minuten
Reaktionszeit ermittelt. Weitere Details zur Berechnung der
Aktivitét siehe®.

Die Ergebnisse zeigen, dai? die Aktivitét des Katalysators von 15.3 nmol*min*mg™ unter
Standardbedingungen auf 1.7 umol*min*mg™ im Lésungsmittelgemisch Aceton/H,O 8/2
sinkt, das entspricht einer relativen Aktivitdt von ca. 11%. In Aceton mit 10 Vol%
Wasseranteil ist keine Aktivitat (nach Korrektur mit dem NaOH-Verbrauch bei chemischer
Hydrolyse) mehr zu beobachten. Damit ist klar, daf3 in einer Mischung von Acetorn/H,0 19/1
ebenfalls keine Aktivitét beobachtet werden kann.

Trotz der unglinstigen Voraussetzungen sind Versuche zur klassischen Racematspaltung mit
DL-N-Phenacetylphenylalanin in Aceton/H,O 9/1 unter pH-Kontrolle eines Autotitrators
unternommen worden. Es war jedoch nicht mdglich, das Produkt Phenylalanin nach 4 Tagen
Reaktionszeit in mehr as 3%Ausbeute und 80% ee zu isolieren. Die
Enantiomerenzusammensetzung des Produktes lie3 darauf schlielen, dal3 das Enzym
zumindest Uber einen sehr kurzen Zeitraum aktiv ist und mit mindestens befriedigender
Selektivitat™ das Produkt freisetzte.

Ferner stellte sich heraus, dai3 die Gegenwart von [Rh(cod)Cl], und PCys in der Reaktion zu
einem erheblichen NaOH-Verbrauch wéahrend der Reaktion fuhrte. Verantwortlich dafir war
die basenvermittelte Bildung von Oxidationsprodukten der Phosphan(l11)-verbindung.

14 Esist weiterhin zu bedenken, dai? innerhalb von 4 Tagen Reaktionszeit mdglicherweise chemische Hydrolyse
des Substrates den ee-Wert negativ beeinflusst.
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7.3.11 Die Palladium-katalysierte Racemisierung von N-Acylaminosauren

Die Probleme bei der Kombination von Rhodium-katalysierter N-Acylaminosdure-
racemisierung und enzymatischer Racematspaltung dieser Verbindungen erforderten weitere
Verbesserungen des Racemisierungsschrittes. Zu diesem Zweck sollte die Eignung anderer
Ubergangsmetallverbindungen Giberpriift werden. Moglicherweise kann Racemisierungs-
aktivitdt bei zu Rh(I)-Verbindungen isoelektronischen Ru(ll)- oder Pd(0)-Komplexen
beobachtet werden. In den allerersten Screeningexperimenten wurden Vertreter dieser
Verbindungsklasse zwar Uberprift, doch war deren potentielle Racemisierungsaktivitét
aufgrund der zu niedrig gewahlten Reaktionstemperatur von 40 °C moglicherweise tbersehen

worden.

Tabelle 33: Ru(l1)- und Pd(0)-Katalysatoren bei der Racemisierung von L-N-Ac-Phe
Eintrag Katalysator Phosphan [mol%] ee(L) [%], 24 h ee(D) [%], 48 h

1 [Ru(cod)Cl] ohne - 91

2 [Ru(cod)Cl], PCys; - 74

3 [(p-Cymol)RuCl], ohne - 97

4 [(p-Cymol)RuCl] PCys - 69

5 Pd(PPhs), ohne 13, 48 5,18

6 Pd/C 5% ohne - 99, 99
Bed.: 100 mg N-Ac-Phe, 5 mol% Kat.(30 mg Pd/C), 25 mol% PCy;, 10 mL
MeCN, 60 °C.

In Tabelle 33 sind die Resultate des ersten Screenings bei 60 °C zusammengefaldt. Die
Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin mit dem Rutheniumanalogon [Ru(cod)Cl], zu
[Rh(cod)Cl], ist mit dem Katalysator selbst nicht moglich (91% ee, Eintrag 1). In
Kombination mit 25 mol% PCys zeigt sich eine Racemisierung des Substrates auf 74 % ee
(Eintrag 2), ein Ergebnis, das bereits von PCys; ohne weitere Katalysatoren erreicht wird.
Vergleichbare Ergebnisse werden mit [(p-Cymol)RuCl], alleine (97 % ee, Eintrag 3) und der
entsprechenden Kombination mit PCys (69 % ee, Eintrag 4) erhaten. Inaktiv verhdt sich
ebenso der heterogene Katalysator Pd/C (99 % ee).

Eine schnelle Racemisierung (5% ee, 18 % ee, 48 Stunden, Eintrag 5) wird dagegen in
Gegenwart von 5 mol% Pd(PPhs), beobachtet. Die Reproduktion des Ergebnisses zeigt zwar
eine signifikante Schwankung in der Reaktionsgeschwindigkeit (vgl. 13 % ee bzw. 48 % ee
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nach 24 Stunden), dennoch bleibt festzuhalten, dal3 diese Ergebnisse weitere Untersuchungen

mit diesem Pd-Katalysator rechtfertigen.

Die nahezu vollstandige Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin mit 5 mol% Pd(PPhgz)4
legte nahe, Auswirkungen der Racemisierungsgeschwindigkeit bei Verringerung der
Katalysatormenge zu untersuchen. Die mangelhafte Reproduzierbarkeit der Racemisierung
konnte auf die relative Instabilitét der Pd(0)-Verbindung zurtickgefihrt werden, da wahrend
der Reaktionen die Bildung von Palladiumschwarz beobachtbar war. Die Ursache hierfur lag
maoglicherweise in der Uberméidigen Dissoziation der stabilisierenden PPhs-Liganden. Diese
Ligandabspaltung sollte durch zusétzlich eingebrachtes PPhs zuriickgedréngt werden, damit
sollten letztendlich die Ergebnisse der Einzelexperimente geringeren Schwankungen
unterlegen sein.

Ein vor alem im Hinblick auf die Anwendung der Racemisierung in der dynamischen
kinetischen Racematspaltung wichtiger Punkt waren Untersuchungen zu Ldsungsmittel-
variationen, einer der Hauptschwéche der bisher entwickelten Methoden. Tabelle 34 faldt die

erhaltenen Ergebnisse zusammen.

Tabelle 34: Racemisierungen von L-N-Ac-Phe mit 1 mol% Pd(PPhs)4

0 6
) HN)J\ 1 moi% Pd(PPhs)s oL HNJ\
L MeCN, 60 °C, 48 h BY
R” “CO,H R” TCO,H
Eintrag  Katalysator Phosphan LM ee(L) [%], 48 h
1 Pd(PPhs)4 ohne MeCN 14, 32
2 Pd(PPhs). 1 mol% PPhs MeCN 17,12, 17, 13
3 Pd(PPhs)4 6 mol% PPhs MeCN 11, 10, 11, 10
4 Pd(PPhs)4 ohne THF 97, 97
5 Pd(PPhs)4 ohne Toluol 98, 96
6 Pd(PPhgs), ohne EtOAc 96, 95
7 Pd(PPhs)4 ohne Aceton 97, 97

Bed.: 100 mg N-Ac-Phe, 1 mol% Pd(PPhsz)4, 10 mL LM, 60 °C.

Die Racemisierung der Testverbindung erfolgt selbst mit nur 1 mol% Pd(PPhz)4 sehr schnell
(14 % ee, 32 % ee, Eintrag 1), auch hier zeigt sich die nicht befriedigende Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse.  Trotzdem ist mit Pd(PPhs)s der mit Abstand aktivste
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Racemisierungskatalysator gefunden worden, was der Vergleich zum Rhodiumsystem
eindeutig belegt (1 mol% [Rh(cod)Cl], /5 mol% PCy; « 80 % ee, Eintrag 3 Tabelle 22).

Der zusétzliche Einsatz von PPhs fuhrt bereits bei einer zugesetzten Menge von 1 mol% zur
Stabiliserung des Katalysators (Eintrag 2). Die Ergebnisse der Substratracemisierung
(ca. 15 % ee) liegen genau im Bereich der ,,guten” Racemisierungs-reaktion aus Eintrag 1.
Setzt man der Reaktion 6 mol% PPhs zu (Pd:P-Verhdtnis 1:10), so ist die Streuung der
Ergebnisse der  Einzelexperimente noch  geringer (Eintrag 3) und die
Racemisierungsgeschwindigkeit nochmals leicht erhdht (11 % ee). Beide Effekte kdnnen der
PPhs-vermittelten Stabilisierung des aktiven Katalysator zugeschrieben werden.

Die Versuche zur Eignung aternativer Losungsmittel belegten auch im Fall von Palladium-
katalysierter N-Acylaminosdureracemisierung die Sonderstellung von MeCN als
Losungsmitel, in keinem der verwendeten Reaktionsmedien konnte eine Racemisierung der
Testverbindung L-N-Acetylphenylalanin beobachtet werden.

Es dellte sich herraus, da? Pd(PPhs), as weit Uberlegener Katalysator zur
Aminosdureracemisierung erkannt wurde. Es bestand jedoch nur eine geringe
Wahrscheinlichkeit einer Anwendung in der DKR aufgrund der auch hier festgestellten
Ausnahmestellung von MeCN als Losungsmittel. Trotzdem waren die Ergebnisse so attraktiv,
dal? die Untersuchungen zur Palladium-katalysierten Racemisierung intensiviert wurden. Hier
nicht aufgefiihrte Untersuchungen zeigten, dal3 die synthetisierte Pd(PPhs)4-Charge nicht Gber
langere Zeit lagerfahig war, deshalb sollte ein gleichwertiger Ersatz fur diese Verbindung
gesucht werden. Demzufolge waren stabilere Pd(0)- sowie Pd(I1)-Katalysatoren Gegenstand

weiterer Arbeiten.
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Tabelle 35 zeigt die erhaltenen Ergebnisse mit Pd,(dba); und Pd(OAC), als Prakatalysatoren.
Mit den Katalysatorvorstufen Pdy(dba); und PPhs (1 mol% Pd, 5 mol% PPhs) 183t sich ein zu
Pd(PPhs), gleichwertiger in-situ Katalysator generieren, der L-N-Acetylphenylalanin
innerhalb von 48 Stunden Reaktionszeit nahezu zur racemischen Verbindung umwandelt
(11 % ee, 13 % ee, Eintrag 1).

Tabelle 35: Racemisierungen mit Pd,(dba)s- Pd(OACc),-Phosphankombinationen

Eintrag Katalysator Phosphan ee(L) [%], 48 h
1 Pd.(dba)® 5 mol% PPhs 11, 13
2 1 mol% Pd(OAC): 5 mol% PPhs 6, 10
3 2.5 mol% Pd(OAC), 12.5 mol% PPhg 2
4 1 mol% Pd(OAC), 5 mol% PCy; 76
5 5 mol% Pd(MeCN),Cl, 25 mol% PPhg 97, 97

Bed.: 100 mg N-Ac-Phe, 10 mL MeCN, 60 °C.
a) 1 mol% Pd as Pd,(dba)s.

Das Racemisierungsvermdgen von 2.5 mol% Pd(OAc)y/ 125 mol% PPhs ist mit der
erhaltenen Enantiomerenzusammensetzung von 2 % ee ebenfalls sehr hoch einzuschétzen
(Eintrag 3). Wird nur 1 mol% Katalysator eingesetzt, kann das verwendete Substrat
L-N-Acetylphenylalanin zu 6 % ee bzw. 10 % ee racemisiert werden (Eintrag 2). Die bel
Untersuchungen zu [Rh(cod)Cl], erzielte Beschleunigung der Racemisierungs-
geschwindigkeit beim Ubergang von PPh; auf PCys ist bei Verwendung von Pd(OAc), als
Katalysator nicht zu beobachten. Die Kombination aus Pd(OAc),/PCys fuhrt mit einem ee-
Wert von 76 % ee zur deutlichen Reduzierung der Racemisierung. PA(MeCN).Cl; ist trotz der
verwendeten hohen Katalysatormenge inaktiv, moglicherweise stéren Chloridionen den

Racemisierungsprozef3 (97 % ee, Eintrag 5).

Im folgenden sollte die Anwendbarkeit der Pd-katalysierten Racemisierung an anderen
N-Acetylaminosduren untersucht werden. In weiteren Untersuchungen wurde die mogliche
Anwendung des Pd(OAc)./PPhs-Katalysatorsystems in  verschiedenen organischen
Losungsmitteln  wie THF, Toluol, Aceton, Dioxan, Ethanol und wassrigen
Acetonitrillésungen™ mit 20 mol% BusNBr getestet, jedoch konnte in keinem Experiment
eine Substratracemisierung beobachtet werden.

15 |n wassrigen Acetonitril- bzw. Ethanollésungen wurde anstatt PPh; TPPTS verwendet.
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Tabelle 36: Racemisierung verschiedener N-Acetylaminosduren mit 1 mol% Pd,(dba)s/
5 mol% PPhs

Eintrag Substrat ee(L) [%],48h  Eintrag Substrat ee(L) [%], 48 h

1 Q 11, 13 4 Q 58, 74
HI;IJJ\ HI;IJJ\
P com HsCrg™com
2 Q 49, 51 5 Q 94, 95
Hl}IJ\ HI;IJ\
YCOzH HOLC Ao
3 Q 31,30 6 Q 83, 87
L A

CO,H Ph” >CO,H

Bed.: 100 mg N-Ac-Phe, 10 mL MeCN, 60 °C. 1 mol% Pd als Pd,(dba)s, 5 mol% PPhs.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 neben L-N-Acetylphenylalanin sich auch L-N-Acetylleucin mit
durchschnittlich 30 % ee (Eintrag 3) sehr gut unter den gewdahlten Bedingungen racemisieren
l&R’t. Maltige Racemisierbarkeit liegt bei L-N-Acetylvalin (50 % ee, Eintrag 2) und L-N-
Acetylmethionin  vor (caa 66 % ee Eintrag 4). Die Racemiserung von
L-N-Acetylasparaginsdure mit 94% ee und L-N-Acetylphenylglycin mit 85 % ee
(Eintrége 5, 6) verbleibender Enantiomerenzusammensetzung gelingt  vergleichsweise
schlecht.

Die Resultate der Untersuchungen zeigten, dal3 sich L-N-Acetylphenylalanin unter den
gewahlten Bedingungen am besten racemisieren lief3, mit deutlichem Abstand folgten alle
anderen untersuchten N-Acetylaminosduren. Es wurde angenommen, dal3 die
Racemisierungs-geschwindigkeit bei allen Aminosdurederivaten durch eine Erhdhung der
Reaktionstemperatur gesteigert werden kann, deshalb schien as nachster Schritt
Racemisierungsexperimente bei 80 °C sinnvoll.

Tabelle 37 zeigt die Ergebnisse einer kleinen Auswahl an N-Acetylaminosauren, die

Palladium-katalysiert bei 80 °C racemisiert werden.
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Tabelle 37: Racemisierung von N-Acetylaminosauren mit Pd,(dba)s/PPhs bel 80 °C

Eintrag Substrat ee(L) [%], 48 h

1 Q 0,1

HI;IJJ\
F)h\/-\cozH
2 Q 6, 21
HI;IJJ\

Ph/\cozH

3 o 23,5
A

CO,H
4 11
Q CO,H
o
Bed.: 100 mg N-Ac-Phe, 10 mL MeCN, 80 °C.
1 mol% Pd als Pd,(dba)s, 5 mol% PPhs.

Unter diesen Bedingungen &3t sich die komplette Racemisierung von
L-N-Acetylphenylalanin (0 % ee, 1% ee, Eintrag 1) erreichen. In gleicher Weise fuhrt die
Erhohung der Resaktionstemperatur bel L-N-Acetylleucin mit durchschnittlichen 14 % ee
(Eintrag 3) zu weit fortgeschrittener Racemisierung (vgl. 30 % ee bei 60 °C, Eintrag 3,
Tabelle 36). Das Katalysatorsystem zeigt bzgl. der Racemisierung von L-N-Acetylalanin
identische Reaktivitdt (ca. 14 % ee, Eintrag 2), ahnlich effektiv reagiert es bei der
Racemisierung des zyklischen N-Acetylprolins (11 % ee, Eintrag 4).

Insgesamt zeigte sich, dai’ der sich aus Pdx(dba)s und 5 Aquivalenten PPhs bildende in-situ
Katalysator bei 60 °C effektiv L-N-Acetylphenylalanin zu racemisieren vermochte. Moderate
Racemisierungsaktivitét konnte bei Derivaten wie L-N-Acetylvalin , L-N-Acetylleucin und
L-N-Acetylmethionin beobachtet werden. Sehr gute Racemisierungsergebnisse lief3en sich bei
allen getesteten N-Acylaminosduren durch eine Reaktionsfuihrung bei 80 °C erzielen.

In nachfolgenden Experimenten wurden vergleichbare Reaktionen mit dem Pd(OAc),/PPhs-
Katalysator beschrieben. Auch hier wurde zundchst die Anwendungsbreite der Reaktion mit
1 mol% Pd(OAc), und 5 mol% PPh; an einer Reihe von N-Acetylaminosauren bei 60 °C
abgeschétzt (Tabelle 38).
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Tabelle 38: Racemisierung verschiedener N-Acetylaminosduren mit 1 mol%Pd(OAcC)./
5 mol% PPhs

Eintrag Substrat ee(L) [%],48h  Eintrag Substrat ee(L) [%], 48 h
1 9 8,8 4 9 30, 35
0 A
F)h\/'\cozH ' CO,H
2 9 36, 28 5 Q 76, 77
HI;IJ\ HI;IJJ\
~ScoH HiCs g ™~"coLm
3 Q 27,29 6 . 23,28
W [ o

N
YCOZH /&o

Bed.: 100 mg N-Ac-Phe, 10 mL MeCN, 60 °C. 1 mol% Pd(OAC),, 5 mol% PPhs.

Es ist ersichtlich, dai die bereits beobachtete Uberlegenheit von Pd(OAc), im Vergleich zu
Pd,(dba); bei der Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin (8 % ee, Eintrag 1, Tabelle 38,
11%ee, Eintrag 1, Tabelle 36) sich ebenfalls bei Verwendung aller anderen N-
Acetylaminosduren zeigt. Die einzige Ausnahme bildet L-N-Acetylmethionin, das sich mit
Pd(0)-Katalysator auf durchschnittlich 66 % ee (Eintrag 4, Tabelle 36), mit Pd(OAc), jedoch
nur bis zu ener Enantiomerenzusammensetzung von 77 % ee racemisieren |ai3t. Das
Racemisierungsverhalten der einzelnen aliphatischen Aminosduren ist mit verbleibenden
32% ee Enantiomereniberschul? fur L-N-Acetyldanin (Eintrag 2), 28% ee fir
L-N-Acetylvalin (Eintrag 3) und 33 % ee im Fall von L-N-Acetylleucin (Eintrag 4) nahezu
identisch. In analoger Weise gelingt mit 26 % ee (Eintrag 6) die effektive Racemisierung von
L-N-Acetylprolin.

Zur Verbesserung der Racemisierungsergebnisse sind in weiteren Studien zum einen die
eingesetzte Palladiumacetatmenge mit Beibehaltung des Pd:P Verhdtnisses von 1:5 von
1mol% auf 2.5mol% erhdht (Tabelle 39), zum anderen unter Beibehaltung der
urspriinglichen Katalysatormenge die Reaktionstemperatur auf 80 °C gesteigert worden
(Tabelle 40).
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Tabelle 39: Racemisierungsreaktionen von N-Acetylaminosduren mit 2.5 mol%

Pd(OAC),/12.5 mol% PPhs
Eintrag Substrat ee(L) [%],48h  Eintrag Substrat ee(L) [%], 48 h
1 o 2,1 4 o 5 12
v A
F)h\/'\cozH ' CO,H
2 o 3,7 5 O 9, 65
HI;IJ\ HI;IJJ\
~ScoH HiCs g ™~"coLm
3 i 18, 24 6 Do 12,15

HN N
YCOZH /g 0

Bed.: 100 mg N-Ac-Phe, 10 mL MeCN, 60 °C. 2.5 mol% Pd(OAC),, 12.5 mol% PPhs

Die erhaltenen Enatiomerenzusammensetzungen aller getesteten N-Acetylaminosaurederivate
bestétigen die allgemeine Reaktionsbeschleunignung unter Verwendung der 2.5-fachen
Menge an Racemisierungskatalysator. Mit Ausnahne von L-N-Acetylmethionin sind alle
Reaktionen mit nur minimalen Schwankungen in den Einzelergebnissen reproduzierbar.
Vollstandige Racemisierung gelingt mit L-N-Acetylphenylalanin (ca. 2 % ee, Eintrag 1), L-N-
Acetylalanin (ca. 5 % ee, Eintrag 2) und L-N-Acetylleucin (ca. 9 % ee, Eintrag 4), eine nahezu
abgeschlossene Racemisierung ist fur L-N-Acetylvalin (ca. 21 % ee, Eintrag 3) und
L-N-Acetylprolin (ca. 14 % ee, Eintrag 6) feststellbar.

Tabelle 40: Racemisierung von N-Acetylaminosduren mit 1 mol% Pd(OAc)./5 mol% PPhs

bei 80 °C
Eintrag Substrat ee(L) [%], 48 h
1 L-N-Ac-Phe 2,3
2 L-N-Ac-Ala 7,16
3 L-N-Ac-Vad 2,5
4 L-N-Ac-Leu 10, 17
5 L-N-Ac-Met 4,21
6 L-N-Ac-Pro 8, 11

Bed.: 100 mg N-Ac-Phe, 10 mL MeCN, 80 °C.
1 mol% Pd(OAC)2, 5 mol% PPhs.
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Auch mit diesem Katalysatorsystem (vgl. Pdx(dba); Tabelle 36, 60 °C und Tabelle 37, 80 °C)
sollte sich durch Erhéhung der Reaktionstemperatur um 20°C eine allgemeine

Beschleunigung der Reaktion erzielen lassen, was die Ergebnisse in) feststellbar.

Tabelle 40 bestétigen. Der Grad der Reaktionsbeschleunigung, die durch die vorgenommene
Temperaturerhbhung erzielt werden kann, ist vergleichbar mit den Resultaten, die bel
Erhéhung der Katalysatormenge beobachtet werden.

Es konnte gezeigt werden, dal? die selektive Racemisierung von N-Acylaminosduren mit dem
Wechsel vom Rhodiumsystem auf Palladiumkatalysatoren eine eindeutige Verbesserung des
Verfahrens darstellt. Neben der Tatsache, daf3 Palladiumverbindungen im allgemeinen
preiswerter als Rhodiumverbindungen sind’®, erméglichen die Palladiumkatalysatoren
gleichwertige bzw. Uberlegene Racemisierung einer Vielzahl von N-Acylaminosiuren bei
gleichzeitiger erheblicher Reduzierung der notwendigen Katalysatormenge (1 bzw. 2.5 mol%
Pd « 10 mol% Rh).

Ferner kann auf den Einsatz von PCy; zugunsten des wesentlich preiswerteren PPhg verzichtet
werden."’

Die auch hier gegebene deutliche Reduzierung der notwendigen Einsatzmenge von 50 mol%
(im Fall von PCys) auf 5 bzw. 12.5 mol% ermdglicht eine 6konomischere Reaktionsfiihrung,
die vor allem bel Reaktionen im grof3erem Mal3stab von Bedeutung sind.

16 1 mmol PdCl, 18 DM, 1 mmol RhCl; 66 DM (Strem 1999-2001).
71 mol PPh; 33 DM, 1 mol PCy; 4650 DM (Aldrich 2000-2001).
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7.3.11.1 Kontinuierliche Beobachtung der Palladium- und Rhodiumkatalysierten
Racemisier ungsr eaktion

In den Studien zur Racemisierung von N-Acylaminosauren wurde ein Verfahren entwickelt,
das sich auf die katalytische Aktivitét von Rhodium- und von Palladiumkatalysatoren stiitzt.
Die Entwicklung und Optimierung der Racemisierung beruhte auf der Bestimmung der
Enantiomerenzusammensetzung der vormals optisch reinen Testverbindung. Dazu wurden
routinemaidig Proben im Verlauf der Racemisierungsreaktion entnommen, in der Regel nach
24 bzw. 48 Stunden Reaktionszeit, welche anschlieffend Uber geeignete chirale GC-Analytik
charakterisiert wurden.

Um genauere Informationen zum Fortgang der Racemisierung zu erhalten, ist eine
kontinuierliche Beobachtung des Racemisierungsprozesses Uber die gesamte Reaktionsdauer
nutzlich. Als sehr gut geeignete Methode stellte sich die kontinuierliche Beobachtung der
Racemisierung durch ein polarimetrisches Verfahren heraus. Dabei wurde die zeitabhéngige
Veranderung des optischen Drehwertes a der gesamten Reaktionsmischung unter
Standardreaktionsbedingungen in Gegenwart von Rhodium- as auch eine Palladium-
Katalysatoren beobachtet.

Die erhatenen Ergebnisse sind in Abbildung 35 dargestellt. Nachdem Ldseschwierigkeiten
mit 50 mol%PCy; auftraten, wurde im Fall der Rhodium-katalysierten Racemisierung als
Testreaktion die Racemiserung von 100 mg L-N-Acetylphenylalanin mit 2.5 mol%
[Rh(cod)Cl], und 25 mol% PCys als Testreaktion untersucht. Ergénzend hierzu wurde die
Racemisierungswirkung von 25 mol% PCy; Uberprift. Fir die Palladium-katalysierten
Reaktionen wurde eine Umsetzung von 100 mg L-N-Acetylphenylalanin mit 1 mol%
Pd(PPhs), ausgewdhit. Als Vergleich diente auch hier eine Untersuchung zur PPhs-
katalysierten Racemisierung, die im Hinblick auf die mit Pd(OAc),-katalysierten Reaktionen
mit einer Menge von 5 mol% durchgefuhrt wurde.

Es sei darauf hingewiesen, dald die erhaltenen Werte nicht direkt Aufschluf3 Uber die
Enantiomerenzusammensetzung geben kdnnen, da die gemessenen spezifischen Drehwerte
die gesamte Losung einschlieflich aller Reaktionspartner charakterisieren. Dieser Effekt
fuhrte beispielsweise zu unterschiedlichen Startwerten des absoluten (gemessenen)
Drehwertes a aller Einzelreaktionen (Schwankungen um + 15 % bzgl. des gemittelten

Startwertes). Deswegen ist in den Abbildungen der zeitliche Verlauf des relativen Drehwertes
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angegeben. Die einzelnen dargestellten Datenpunkte entsprechen den Drehwerten nach einem

Zeitintervall von 50 Minuten.*®

25 mol% PCy,, MeCN
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Abbildung 35: Kontinuierliche Beobachtung der zeitlichen Entwicklung des relativen

Drehwertes a verschiedener Racemisierungsreaktionen mit  L-N-

Acetylphenylalanin

18 Arbeitsvorschrift: In einem 10 mL Eichkolben werden die jeweils erforderlichen zuvor fein vermalenen
Reagentien in 10 mL heilem Acetonitril (T = 60°C) méglichst zligig gelost. Sehr gut eignet sich hierflr ein

temperiertes (T =65°C) Ultraschallbad. Die Experimente werden gestartet,

indem die gesamte

Reaktionsmischung in eine Kivette tberfuhrt wird, die Uber einen angeschlossenen Wasserkreislauf ebenfalls
auf 60°C temperiert ist. Der Nullabgleich des Polarimeters erfolgt zuvor mit dem entsprechenden
gleichtemperierten Ldsungsmittel. Wéahrend der ersten Stunden Reaktionszeit muR die Mel3zelle auf ewvtl.
auftretende Gashlaschen und Niederschldge Uberpriift werden. Das Polarimeter ermittelt kontinuierlich den
Durchschnittswert des spezifischen Drehwertes der Losung Uber einen Zeitraum von 50 Sekunden. Die
Datenausgabe erfolgt mit Hilfe eines an das Polarimeter angeschlossenen Druckers. Aus den mehr as 3000

erhaltenen Drehwertdaten pro Experiment wird jeder 60igste ausgewahlt.
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Die Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin zeigt ab Beginn der Messung eine stetiges
Abfallen des relativen Drehwertes ohne erkennbare Induktionsperiode. Der Verlauf der Kurve
deutet auf eine konstante Racemisierungsgeschwindigkeit hin, die naturgemald bei
fortschreitender Racemisierung zu einer allméahlichen Abflachung des Graphen fuhrt. Nach
3000 Minuten (50 Stunden) Reaktionszeit ist der Drehwert auf ca. 40 % des Ursprungswertes
abgesunken.

Der zeitliche Verlauf der PCys-katalysierten Racemisierung zeigt dhnliche Charakteristika.
Auch hier sinkt der gemessene Drehwert stetig und ohne Induktionsperiode. Das Sinken des
Drehwertes erfolgt im Vergleich zur vorherigen Reaktion erwartungsgemald wesentlich
langsamer. Nach 50 Stunden Reaktionszeit sinkt der optische Drehwert auf ca. 80 % des
Startwertes ab, damit kann auf eine langsam fortschreitende Racemisierung der
Testverbindung geschlossen werden.

Im Fal der PPhs-katalysierten Racemisierung sind Schwankungen in der zeitlichen
Entwicklung des Drehwertes zu beobachten, die nicht erklart werden konnen. Insgesamt
spiegelt der eher lineare Verlauf der erhaltenen Werte eine kaum feststellbare Racemisierung
von L-N-Acetylphenylalanin wieder.

Einen unerwarteten Kurvenverlauf zeigt das Experiment zur Pd(PPhg)s-katalysierten
Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin. Der relative optische Drehwert erhoht sich ab
Reaktionsbeginn innerhalb von 350 Minuten auf 120 %. Der Quotient der relativen Anderung
des Drehwertes pro Zeiteinheit steigt ebenfalls bis zum Zeitpunkt von 350 Minuten an, was
dem Graphen in

Abbildung 35 eine parabelformiges Aussehen verleiht.”® Bei einer Reaktionszeit von 350
Minuten setzt diese beobachtete Tendenz jedoch aus und im weiteren Kurvenverlauf sinkt der
optische Drehwert stetig und zeigt ein zu den anderen Graphen vergleichbares Verhalten.
Dieser ungewonliche Kurvenverlauf kann durch eine nicht genauer bekannte
Palladiumspezies, die an die Aminosdure koordiniert erklért werden. Bei der Koordination
entsteht ein chiraler Palladiumkomplex, der den gemessenen optischen Drehwert additiv
beeinflul3t. Um das beobachtete Verhalten des Graphen zu erklaren, mufdte der spezifische
Drehwert dieses Palladium-Aminosaure-Komplexes den 20-fachen Absolutwert der freien
Aminosiure besitzen, was aber unwahrscheinlich ist (L-N-Ac-Phe [a]p® = 40°
(c=1, MeOH)). Weiterhin konnten keine experimentellen Befunde (Gasblaschen oder

9 Dieser Effekt ist reproduzierbar, jedoch verursachte ein Glithlampendeffekt des Polarimeters vorzeitigen
Reaktionsabbruch.
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Niederschlége im Strahlengang der Mef3zelle) bel der Ausfihrung des Experimentes gefunden
werden. Die anfangliche Erhohung kann demnach nicht stichhaltig erklart werden.

In Gegenwart von Pd(PPhs), ist nach 50 Stunden Reaktionszeit der gemessene Drehwert auf
ca 15 % des Anfangswertes abgesunken. Insgesamt konnte die Uberlegene Reaktivitét der
Palladium-katalysierten Racemisierung im Vergleich zur Rhodiumvariante demonstriert
werden.

Abbildung 36 stellt graphisch die erhaltenen Ergebnisse der Rhodium-katalysierten
Racemisierung in Ethylacetat dar. L-N-Acetylphenylalanin wird mit 5 mol% [Rh(cod)Cl],,
25 mol% PCys und 10 mol% BusNBr zur Reaktion gebracht.
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Abbildung 36: Racemisierung von L-N-Acetylphenylalanin in Ethylacetat

Das Kurvenverhalten ist mit der bereits beschriebenen Rhodium-katalysierten Variante in
MeCN vergleichbar. Aufféllig ist jedoch eine Induktionsphase von ca. 150 Minuten, in der
sich die Geschwindigkeit der Racemisierung auf ein konstantes Niveau erhoht. Nach
48 Stunden Reaktionszeit sinkt der urspriingliche Drehwert auf ca. 65 % ab. Damit ist trotz
doppelter Rhodiummenge (5 mol% [Rh(cod)Cl],) diese Reaktion deutlich langsamer als die
Rhodium-katalysierte Reaktion in MeCN (2.5 mol% [Rh(cod)Cl]>).
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7.3.12 Eine mogliche Racemisier ung von Peptiden ?
7.3.12.1 Motivation und Hintergrund

Nach der erfolgreichen Racemisierung von N-Acylaminosduren, stellte sich die Frage, ob
Peptide, insbesondere Dipeptide, ebenfalls mit den gefundenen Katalysatoren racemisierbar
sind. Die strukturelle Ahnlichkeit von N-Acylaminosiuren und Peptiden ist in Abbildung 37
dargestellt.

R O R O] R
B | O R
N )\ HoN
HoN N“ ~COOH 2 \H\NJ\COOH )J\NJ\COOH
o R R M H
n
Allgemeiner Peptidaufbau Dipeptid N-Acylaminosaure

Abbildung 37: N-Acylaminosdurestruktur in Peptiden

Peptide erfiillen wichtige physiologische und biochemische Lebensfunktionen™® und sind
demzufolge als pharmokologisch wirksame Substanzen bedeutsam.''” Die generelle
Bedeutung der Peptide und ihre Eigenschaften sind dabel von ihrer Grol3e unabhangig, wie
zwei bekannte Beispiele Aspartam (Asp-Phe-OMe) und Insulin (aus 51 Aminosduren
aufgebaut) belegen mogen. Die Verfahren zur Darstellung von Peptiden umfassen sowohl
einfache chemische Darstellungsmethoden wie im Fall von Aspartam!™® als auch
Chemosynthese in Losung unter Einsatz von Schutzgruppenchemie und unterschiedlicher
Kupplungsmethoden, sowie Festphasensynthese und gentechnische Methoden, wie sie im Fall
zur Darstellung von I nsulint****2%21 angewendet werden.

Im Rahmen der Entwicklung von neuen Strategien zur effektiven pharmazeutischen
Wirkstoffsuche, wurden in der neunziger Jahren die Synthese von Peptidbibliotheken
untersucht!*®?, die Hunderttausende von verschiedenen Einzelpeptiden enthalten kénnen.
Durch geeignete Testverfahren kann der Weg zum Auffinden einzelner aktiver Strukturen
heute erheblich verkiirzt werden.!*?

Die Anwendungsmoglichkeiten eines Peptidracemisierungsverfahrens sind  schwer
abzuschétzen. Beispielsweise konnte die vorgegebene Strukturvielvalt von Peptidbibliotheken
durch eine schonende Racemisierung der Peptidaminosduren um ein Vielfaches erweitert
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werden. Bel selektiver Racemisierung einzelner Aminosduren oder Positionen in der
Peptidstruktur kdnnten gezielte Variationen in bereits bestehende Peptide eingefiihrt werden.
Diese denkbaren Anwendungen lassen eine Untersuchung der Racemisierung von Peptiden

interessant erscheinen.

7.3.12.2 Vorgehensweise

Die Racemisierungstendenz verschiedener N-Acylaminosduren war aus den vergangenen
Arbeiten bereits in den Grundziigen bekannt, deshalb sollten zundchst Peptidstrukturen mit
racemisierungsaktiven Aminosauren eingesetzt werden. Es konnte erwartet werden, dal3 in
Abhangigkeit von ihrer Position im Peptid, Unterschiede in der Racemisierungsneigung
einzelner Peptidaminosduren bestehen. Prinzipiell konnen folgende drei Falle unterschieden
werden: N-terminale, C-terminale und interne Aminosauren.

Um eine mogliche Racemisierung zu quantifizieren, mul3ten Verfahren zur Bestimmung der
|somerenzusammensetzung jeder einzelnen chiralen Aminosdure im intakten Peptid
ausgearbeitet werden. Um den analytischen Aufwand moglichst Uberschaubar zu halten,
wurden ausschlief3lich Dipeptide fur die folgenden Untersuchungen ausgewahlt, da in diesem
Fall nur 4 mogliche Stereoisomere quantitativ getrennt werden missen. Zur Entwicklung der
Isomerentrennungen war es notwendig, das komplett racemische Dipeptid (1RS2RS)
herzustellen. Durch achirale saulenchromatographische Methoden konnten aus dieser
Verbindung zwei zueinander diastereomere Fraktionen erhalten werden, die jewells aus zwei
enantiomeren Verbindungspaaren bestanden (Abbildung 38). Die so erhaltenen einzelnen
Diastereomerenpaare reduzierten die Anzahl der notwendigen Synthesen an isomerenreinen
Verbindungen, da auf diese Weise nur 2 weitere isomerenreine Dipeptide zur vollstandigen
| dentifizierung aller Einzelisomeren erforderlich waren.

Eine weitere Moglichkeit den Schwierigkeitsgrad der analytischen Aufgabenstellung zu
erniedrigen, war die Verwendung eines Dipeptides, das an einer Stelle den achiraen
Aminosaurebaustein  Glycin enthdlt. Damit reduzierte sich die mogliche Anzahl an

Stereoisomeren auf zwel.
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Abbildung 38: Trennung der 4 Stereoisomeren eines Dipeptides in 2 Diastereomeren-
fraktionen

7.3.12.3 Erste Ergebnisse

Gemal der zuletzt angestellten Uberlegungen sind zundchst die enantiomerenreinen und

racemischen Dipeptide N-Acetylphenylalanylglycin  und N-Acetylglycylphenylalanin

dargestellt und in Racemisierungsreaktionen getestet worden. Tabelle 41 zeigt die erhaltenen

Ergebnisse mit L-N-Phe-Gly.

Tabelle 41: Racemisierungsversuche von L-N-Acetylphenylalanylglycin mit Rhodium- und

Palladiumkatalysatoren

Substrat Katalysator Phosphan ee(L) [%]

L-N-Ac-Phe-Gly-OH
5 mol% [Rh(cod)Cl], 50 mol% PCy; 100
Ph
O H 5mol% Pd(OAc), 25 mol% PPhg 100
)J\ N._-CO,H
H 5 mol% Pd(OAC); 25 mol% PPhs 100
© : 100

Bed.: 100 mg Substrat, 8 mL MeCN, 60 °C, 48 Stunden.

Die erhaltenen Ergebnissen zeigen, dal3 eine Racemisierung des Substrates weder unter

Verwendung des Rhodium- noch des Palladiumsystems moglich ist. Das Peptid zeigt sich
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ebenso innert gegen thermische Racemisierung bei 60 °C. Das Ergebnis deutet darauf hin, dal3
eine Racemisierung von N-Acetylaminosiureamidverbindungen nicht méglich ist.

In einer Versuchsrelhe mit identischen Reaktionsbedingungen wurde dann die

Racemisierungsneigung von L-N-Acetylglycylphenylalanin untersucht.

Tabelle 42: Racemisieungsversuche von L-N-Acetylglycylphenylalanin mit Rhodium- und
Palladiumkatalysatoren

Substrat Katalysator Phosphan ee(L) [%]
L-N-Ac-Gly-Phe-OH 5 mol% [Rh(cod)Cl], 50 mol% PCy; 30
5 mol% [Rh(cod)Cl], 50 mol% PCy; 32
O
)J\N/\H/H\/COZH 5mol% Pd(OAC) 25 mol% PPhs 6
H § \ 5mol% Pd(OAC), 25 mol% PPhs 2
Ph 100

Bed.: 100 mg Substrat, 8 mL MeCN, 60 °C, 48 Stunden.

Die Resultate der Untersuchungen zeigen, dal3 das Dipeptid L-N-Acetylglycylphenylalanin
sich sowohl unter Rhodium- als auch unter Palladiumkatalyse racemisieren 183t. Dabei zeigt
sich auch hier die gréRere Effizienz des Palladium/PPhs-Systems in der beabsichtigten
Racemisierung. Unter Verwendung von 5 mol% [Rh(cod)Cl]./50 mol% PCys; kann die zu
Reaktionsbeginn enantiomerenreine Verbindung bis auf eine | somerenzusammensetzung von
durchschnittlich 31 % ee racemisiert werden, unter Palladiumkatalyse ist nahezu vollstéandige
Racemisierung (ca. 4 % ee) moglich. Mit dem Kontrollversuch zur thermischen Stabilitét des
Dipeptides (100 % ee, 48 Stunden) ist die racemisierende Wirkung der eingesetzten
Katalysatoren bestétigt.

Berticksichtigt man die Ergebnisse beider Substrate, so wird deutlich, dal3 die Racemisierung
von Dipeptiden bevorzugt an der C-terminalen Aminosdure erfolgt. Die beobachtete
Selektivitdt soll am Beispiel des Dipeptides (1S29)-N-Acetylphenylalanylphenylalanin
Uberprift werden. Ist die aufgestellte These korrekt, sollte eine Racemisierung lediglich am

2% Fghrt man sich die Probleme bei der Entwicklung der DKR von N-Acylaminosduren vor Augen, so erdffnet
sich eine zusétzliche Méglichkeit der Reaktionsfiihrung. Sollte sich das racemisierungsstabile Verhalten auch fir
N-Acetylphenylalaninamid bestdtigen, kann als alternativer enzymatischer Schritt bei der DKR eine
Ammonolysereaktion erwogen werden. Zu diesem Thema wurden alerdings keine Untersuchungen
durchgefihrt.



7 Arbeiten zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von N-Acylaminosduren 115

C-terminalen Ende stattfinden. Bel der experimenteller Durchfuhrung der Racemisierung mit
(1S29- N-Acetylphenylalanylphenylalanin stellt sich jedoch heraus, dal3 die Verbindung in
Acetonitril schwerlodlich ist. Alternative Losungsmittel wie Aceton zeigen ebenfalls keine
signifikant besseren L6seeigenschaften. Zusédtze wie (Octyl)sNOH, die die Ldodslichkeit des
Dipeptides in MeCN erhdhen sollen, erweisen sich als ineffektiv.

Zur Erhdéhung der Loslichkeit der Dipeptide bietet sich eine Verlangerung des Alkylrestes der
Acetylgruppe der N-terminalen Aminosaure an (z.B. C;H35CO- statt CH3CO-), doch ist in
diesem Fall eine erneute Entwicklung der 1somerentrennung mit zusétzlicher Synthese von
mindestens 3 welterer Dipeptidverbindungen erforderlich. Daher wurde von dieser
Moglichkeit zur Verbesserung der L 6seeigenschaften vorerst abgesehen.

Mit den Dipeptiden N-Acetylalanylphenylalanin und N-Acetylphenylalanylalanin sind zwei
weitere Verbindungen dargestellt und analytisch erfolgreich charakterisiert worden. Eine
Racemisierung der C-terminalen Aminosdure sollte sich auch an diesem Dipeptidpaar
eindeutig nachweisen lassen. Leider muf3te auch hier festgestellt werden, dal3 das Dipeptid N-
Ac-Ala-Phe-OH mangelhafte Loslichkeit in MeCN besitzt, daher sind hier nur die Ergebnisse

der Racemisierung von N-Ac-Phe-Ala-OH gezeigt.

Tabelle 43: Racemisierung von (1S,25)-N-Ac-Phe-Ala-OH mit Rhodium- und Palladium-

katalysatoren

Substrat Katalysator Phosphan Losungsmittel  de [%]

(1S29-N-Ac-Phe-AlaOH 5 mol% [Rh(cod)Cl], 50 mol% PCys MeCN 34

5 mol% [Rh(cod)Cl], 50 mol% PCys MeCN 0

oh 5 mol% [Rh(cod)Cl], 50 mol% PCys Aceton® 82

)(J)\ /Q(H con 5 mol% [Rh(cod)Cl], 50 mol% PCys Aceton® 80

i Y7 5mo%Pd(OAQ; 25mol%PPh;  MeCN 73

5mol% Pd(OAc), 25 mol% PPhs MeCN 46

- - MeCN 95

Bed.: 100 mg Substrat, 8 mL MeCN, 60 °C, 48 Stunden. a) zusétzlich 10 mol% BusNBr.

Die HPL C-Chromatogramme zeigen fir alle Versuche eindeutige Racemisierung. Dabei wird
als selektives Racemisierungsprodukt das Diastereomerenpaar mit (1S2RS)-Konfiguration
gebildet. Mit diesem Ergebnis wird die getroffene Annahme der selektiven und
positionsabhangigen Racemisierung der C-terminalen Aminosaure unterstiitzt. Die Ergebnisse
der Rhodium-katalysierten Racemisierung (0 %de, 34 %de) in Acetonitril sind relativ starken
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Schwankungen unterworfen. Dennoch ist mit durchschnittlich 17 % Diastereomeren-
Uberschuf? die Geschwindigkeit der Racemisierung vergleichsweise hoch (vgl. Racemisierung
von N-Ac-Ala unter identischen Bedingungen ergibt 0 % ee, Tabelle 25). Wird die Reaktion
in  Aceton durchgefiihrt, ist ene geringere, aber sehr gut reproduzierbare
Substratracemisierung festzustellen (80 %de, 82 %de). Die Geschwindigkeit der Palladium-
katalysierten Reaktion falt mit ca. 60 %de Uberraschenderweise geringer aus als die
Rhodium-katalysierte Variante, auch hier ist die starke Schwankung der Ergebnisse auffalig.

Die bisherigen Ergebnisse der Untersuchungen zur Racemisierung von Dipeptiden lassen zum
aktuellen Zeitpunkt den Schluf3 zu, dal3 Racemisierung vorzugsweise am C-terminalen
Aminosaurebaustein stattfindet.

7.3.13 Racemisierung anderer Verbindungen

Die Arbeiten zur Entwicklung effizienter Racemisierungskatalystoren fir N-Acylaminosduren
wurden wdahrend der gesamten Dauer von Untersuchungen zur Racemisierung anderer
funktioneller Verbindungen begleitet. Der Grundgedanke bestand darin, ob sich die
ausgearbeiteten Methoden auch an anderen besonders interessanten optisch aktiven
V erbindungsklassen anwenden lassen.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, daf3 fir Verbindungsklassen wie chirae Amine,
Alkohole, a-Hydroxycarbonsauren u.&. bis dato kaum schonende Racemisierungsprozeduren
existieren oder die bestehenden Verfahren den Wunsch nach Verbesserungen offenlassen.
Hier zeigt sich wieder der besonders hohe Schwierigkeitsgrad, einfache mono- bzw. wenig
funktionalisierte optisch aktive Verbindungen unter milden Reaktionsbedingungen zu
racemisieren.

Angesichts der industriellen Bedeutung vieler sekundérer Amine oder Alkohole wurden
Vertreter dieser Verbindungsklassen und verschiedene Derivate als Substrate mit den
ausgearbeiteten Racemisierungsmethoden getestet. Jede der in Tabelle 44 aufgefihrten
Verbindungen wurde als enantiomerenreine und racemische Verbindung synthetisiert (aul3er
(9-Methylphenylcarbinol, (R)-1-Phenylethylamin). Auf3erdem wurde eine fir die jeweilige
Verbindung geeignete Enatiomerenanalytik ausgearbeitet. Der  Schwerpunkt der
Untersuchungen lag auf 1-Phenylethanol bzw. 1-Phenylethylamin und deren Derivate. Eine
gangige Methode zur Racemisierung von chiralen Aminen ist die Umsetzung mit Wasserstoff
bei Temperaturen von 140-300 °C. Metallkatalysatoren wie Pdi**¥, Co,**® oder Nil**®
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katalysieren die Racemisierung Uber einen reversiblen Redoxprozeld. Quellen, die Auskunft
Uber gangige Racemisierungsmethoden von Alkoholen geben, sind nicht bekannt.
Naheliegend ist jedoch ein ein- oder zweistufiger Prozefd Uber das korrespondierende
Ketonintermediat.

Die dargestellten Verbindungen stellen in der Mehrzahl gut zugéngliche Ester- und
Amidderivate dar, die auch bei einer Darstellung im grof3eren Malistab keinen erheblichen
Syntheseaufwand nach sich ziehen. Ferner gelingt es auf diese Weise, die wichtigen
Teilstrukturen von racemisierbaren N-Acylaminoséduren in das zu untersuchende Zielmolekl
Zu integrieren.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dal3 mit 1-Phenylethylamin, 1-Phenylethanol und deren
Derivaten unter den angewendeten Methoden keine Racemisierung moglich ist. Die
erhaltenen ee-Werte liegen bei alen Versuchen Uber 90% ee. Tabelle 44 zeigt eine
Zusammenstellung aller getesteten Verbindungen. Ferner erweisen sich die nicht explizit
aufgefuhrten Verbindungen L-N-BOC-Phenylalanin und L-N-FMOC-Phenylalanin als
racemisierungsstabil unter den genannten Standardbedingungen.
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Tabelle 44: Zusammenstellung aller in Racemisierungsreaktionen getesteten Verbindungen

Verbindung Methode Racemisierung ?| Verbindung Methode Racemisierung ?
NHz 1 nein ~OH 2 nein
é 2 nein b 3 nein
H v 1 nein "\OTI/ 2 nein
O
O
2 nein 3 Zersetzung
NHZ O n i
= on _ /L 2 ein
1 nein o Ph
CO,H 3 nein
O (@) CO,H |
P Y\/ 2 2 nein
H 1 nein ©
(\/OH 3 nein
Ph
Q 3 2 nein OMe
N” Ph ©ACOZH 1 nain
H .
d;zH 3 nein
H Y\/COZH 2 nein HO NH,
E:j 0 3 nein 1 nein

Racemisierungsmethoden: 1: 5 mol% [Rh(cod)Cl]2/ 50 mol% PCys, MeCN, 60 °C, 48 h; 2: wie 1
T =100 °C; 3: 5 mol% Pd(OAC)./25 mol% PPhs, MeCN, 60 °C, 48 h.

Gegenstand weiterer Untersuchungen zur Anwendung der etablierten Racemisierungs-
methoden war schwerpunktméllig die Klasse der a-Hydroxycarbonsduren und ihre
acetylierten Derivate. Diese Verbindungen stellen wertvolle chirale Syntheseintermediate dar,
weil sie vielfédltige weitere Umsetzungen zu chiralen Folgeprodukten erlauben. Zahlreiche
enzymatische Umsetzungen zur Racematspaltung von Alkoholen und Derivaten (wie
a-Hydroxycarbonsauren) sind in der Literaturl™ bekannt und erdffnen eventuell die
Moglichkeit einer Kombination mit der gefundenen Racemisierung. Haufig sind die zur
Racematspaltung verwendeten Enzyme Lipasen, die sich im Vergleich zu Acylasen durch
eine grolRere Temperaturstabilitdt und eine hoherer Toleranz gegeniiber organischen
Reaktionsmedien auszeichnen. Unter diesem Gesichtspunkt scheint die Durchfiihrung einer
Racematspaltung unter den gegebenen Racemisierungsbedingungen als eher realisierbar.
Tabelle 45 zeigt die Racemisierungsergebnisse der zwei ausgewahlten Testverbindungen
(S-Mandelséure und (S)-Phenylmilchsiure.
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Tabelle 45: Untersuchungen zur Rhodium-katalysierten Racemisierung von a-
Hydroxycarbonsauren und deren Acetylderivaten

Eintrag Verbindung ee(L) [%]
C:)H
1 @A COH 87, 91
(0]
A
2 22,0

0
©ACOZH

CO,H
3 @Ar 03, 98
OH
CO,H
4 mY 16, 4

O

Bed.: 0.48 mmol Substrat, 5 mol% [Rh(cod)Cl],,
25 mol% PCys, MeCN, 60 °C, 48 Stunden.

Wie Eintrag 1 zeigt, verhdlt sich (S-Mandelsdure mit den resultierenden Enantiomeren-
zusammensetzung von durchschnittlich 89 % ee weitgehend racemisierungsstabil. Die
entsprechende Acylverbindung (Eintrag 2) la3t sich dagegen mit ca. 11 % ee sehr effektiv
racemisieren. Ein &hnliches Verhalten zeigen (S)-Phenylmilchsdure und (S)-O-Acetyl-
phenylmilchsaure. Wéhrend letztere Verbindung durch die angewendete Racemisierungs-
methode nahezu vollstandiger Racemisierung unterliegt (ca. 10 % ee, Eintrag 4), verhdlt sich
(9)-Phenylmilchsaure racemisierungsstabil (Eintrag 3).

Damit ist gezeigt, dald die Rhodium-katalysierte Racemisierung ein geeignetes System zur

DKR von a-Acetoxycarbonsauren ist.

Im folgenden wurde ein ausgepragtes Enzymscreening zum Auffinden einer geeigneten
Lipase durchgefihrt. Als aktivstes Enzym der in Wasser durchgefiihrten Reaktion (Gleichung
8) stellten sich Novozym 435 und Lipase PS (Amano) heraus. In weiteren Testreaktionen
zeigte sich, dal3 Novozym 435 bel einer Reaktionstemperatur von 60 °C Aktivitét in MeCN,
Aceton und Toluol (jeweils 1 Vol% Wasseranteil) zeigt.
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Gleichung 8: Enzymatische Deacylierung von (S)-O-Acetylmandelséure

Versuche zur DKR von (R,S-O-Acetylmandelsdure konnten dennoch nicht erfolgreich
durchgefuihrt werden, da sich in weiteren Studien zur Enzymaktivitét herausstellte, dal3
Novozym 435 durch Phosphanverbindungen wie PPhs, PCys und TPPTS deaktiviert wird. Die
folgenden Tabellen zeigen exemplarisch die Ergebnisse eines DKR-Versuches mit parallel

durchgefihrter klassischer Racematspaltung in Toluol.

Tabelle 46: Klassische Racematspaltung von (R,S)-O-Acetylmandelsdure in Toluol.
Zeit [d] Umsatz  ee-(9-Substrat [%] ee-(R)-Produkt [%]

1 28 54 100
2 29 54 94
3 29 - -
4 29 46 85
5 31 55 88
6 31 55 84

Bed.. 100 mg (RS-O-Acetylmandelsdure, 10 mL Toluol,
25m Wasser (3 Aquiv.), 100 mg Novozym 435 T =65°C,
geschuittelt.

Wie der Vergleich der Umsdtze beider Reaktionen zeigt (Tabelle 46 und Tabelle 47), ist die
Enzymaktivitat bel der dynamischen kinetischen Racematspaltung deutlich vermindert. Die
im Verlauf von 6 Tagen Reaktionszeit leicht beobachtete Steigerung des Umsatzes ist vor
alem im Hinblick auf das zeitliche Verhalten der Enantiomerenzusammensetzung von
Produkt und Edukt hauptsachlich unselektiver chemischer Hydrolyse zuzuschreiben. Die
Racmatspaltung liefert unter vergleichbaren Bedingungen nach einem Tag Reaktionszeit
immerhin 28 % enantiomerenreines Produkt. Im Anschlu3 dirfte die beobachtete
Umsatzsteigerung unter Beriicksichtigung der fallenden Enantiomerenreinheit des Produktes

ebenfalls auf chemische Hydrolyse zurtickzufuhren sein.



7 Arbeiten zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von N-Acylaminosduren 121

Tabelle 47: Versuch einer DKR von (R,S)-0O-Acetylmandelsdure in Toluol.
Zeit [d] Umsatz  ee-(S-Substrat [%] ee-(R)-Produkt [%]

1 12 16 62
2 16 17 46
3 18 16 40
4 20 15 32
5 35 17 29
6 37 17 28

Bed.:, 400 mg (R,S)-O-Acetylmandelsaure, 10 ml Toluol,
100m H,O, 400 mg Novozym, 2,5mol% [Rh(cod)Cl],,
25 mol% PCys, 10 mol% BusNBr, T = 65 °C, geschiittelt.

Zusammenfassend zeigt sich, dal3 das Rhodium-katalysierte Racemisierungsverfahren sich fr
selektive Racemisierung von a-O-Acetylcarbonsduren eignet, was an zwei Beispielen belegt
wurde. Die korrespondierenden freien a-Hydroxycarbonsduren verhaten sich unter
identischen Racemisierungsbedingungen inert. Die Kombination mit Lipase-katalysierter
Deacylierung ist jedoch nicht moglich. Entscheidend fur den Mif3erfolg der dynamischen
kinetische Racematspaltung war die deaktivierende Wirkung von Phosphanverbindungen auf
Novozym 435. Der Einsatz von Phosphanen ist jedoch zur Sicherstellung effektiver in-situ

Racemisierung unvermeidbar.
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7.3.14 Unter suchungen zum M echanismus der Racemisierung von N-Acyl-
aminosaur en

7.3.14.1 Allgemeine Bemer kungen und M otivation

Bei der Entwicklung jeder neuen katalytischen Reaktion wie z.B. der Ubergangsmetall-
katalysierten Racemisierung von N-Acylaminosduren sind gesicherte Erkenntnisse tber den
Reaktionsmechanismus besonders wertvoll, da sie zum besseren Verstdndnis der Reaktion
beitragen. Weiterfihrende Reaktionsoptimierungen kénnen somit zielgerichteter und deshalb
effizienter erfolgen. Deshalb sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur
Aufklarung des Reaktionsmechanismus durchgefiihrt werden.

7.3.14.2 Erste Untersuchungen

Die selektive Racemisierung von N-Acylaminosduren gelingt unter Einsatz von [Rh(cod)Cl],
mit monodentaten Phophanen wie PCys in MeCN bei 40-60 °C. Ferner kénnen mit diesem
Katalysatorsystem a-Acetoxycarbonsiuren racemisiert werden.

Zunéchst erschien es sinnvoll, Arbeiten zur Aufklarung der Wirkung des Katalysators
durchzufihren. Die Racemisierung von N-Acylaminosduren kann im Prinzip auf dreierlel
Arten erfolgen:

1. Basen-vermittelte Racemisierung (siehe Abschnitt 7.1)

2. Saurekatalysierte Racemisierung (siehe Abschnitt 7.1)

3. Racemisierung mit Hilfe eines Redox-Prozesses.

Die Racemisierung, welche einem Mechanismus nach Punkt 1 oder 2 folgt, sollte sich durch
Zusétze von Saure- oder Basendguivalenten beeinflussen lassen. Zu diesem Zweck wurde der
Effekt von NEt;, DBU und AcOH auf die Geschwindigkeit der Racemisierungsreaktion nach
Standardvorschrift (5 mol% Rh(cod)Cl];, 50 mol% PCys, MeCN, 60°C) mit
L-N-Acetylphenylalanin untersucht. Die Menge der eingesetzten Additive betrégt 20 mol%.
Aulerdem werden im Fall von NEt; 110 mol% bzgl. der N-Acylaminosauremenge eingesetzt.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dal3 weder Sauren noch Basen die Rhodium-katalysierte
Reaktion wesentlich beeinflussen. L-N-Acetylphenylalanin kann mit 20 mol% DBU und NEt3
auf 17 bzw. 21 % ee (nach 48 Stunden) racemisiert werden, der Einsatz von 20 mol% AcOH
fihrt zu einem verbleibenden ee-Wert von 25 %. Der Zusatz von 1.1 Aquivalenten NEt3 zur
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Racemisierungsreaktion verhindert die Racemisierung. Daraus 183t sich schlief3en, dal3 eine
guantitative Deprotonierung der N-Acylaminosdure sich nachteilig auswirkt.

In weiteren Experimenten sollte geklart werden, ob die Racemisierung moglicherweise Uber
einen Reduktions-Oxidations-Prozef3 verlauft. In diesem Fall mifite die Racemisierung der
N-Acylaminosdure  Uber  eine  Dehydrierung/Hydrierung am  asymmetrischen
C-2-Kohlenstoffatom verlaufen. Dabel ist damit zu rechnen, dal3 der abstrahierte Wasserstoff
intermedi&r vom Rhodiumkatalysator aufgenommen wird. An dieser Stelle s auf die
Arbeiten zur enantioselektiven Hydrierung von ungeséttigten Zimtsaureamiden zu den
korrespondierenden N-Acylaminosdureestern hingewiesen (Gleichung 9).*?” Ein chiraler
Rhodium(l)-katalysator addiert oxidativ Wasserstoff unter Ausbildung einer Rh(l1I)-
Dihydridspezies und tbertrégt diesen auf das ungeséttigte Substrat.

0 0
)J\NH /U\NH
Z>co,Me LRh/H, SCOo,Me

Gleichung 9: Rhodium-katalysierte Enantioselektive Hydrierung von Acetamidozimtsiure-
methylester

Es kann vermutet werden, dald im Fall der katalytischen Racemisierung ein vergleichbarer
Prozef3 zum Tragen kommt.

Daher sollte in ersten Experimenten die Ubliche Racemisierungsreaktion unter
Wasserstoffatmosphére durchgefihrt werden. Verhdt sich der Katalysator nach wie vor aktiv,
so mufdte der Einbau von Deuteriumatomen am C-2-Kohlenstoffatom der N-Acylaminoséure
bei Verwendung von Deuterium statt Wasserstoff nachzuweisen sein.

Weitere Untersuchungen, die einen Redox-mechanismus unterstitzen, wurden wie folgt
durchgeftihrt:

Der Zusatz von Acetamidozimtsdure sollte die Geschwindigkeit der Racemisierung erhdhen,
da die Konzentration des vom Katalysator erzeugten Intermediats erhtht wird. Der Zusatz
von Styrol zur Racemisierungsreaktion mifite dazu fuhren, dal3 die Racemisierung nicht bzw.
eingeschrénkt stattfindet, da Styrol eine hohere Aktivitét bzgl. der Hydrierung aufweist. Als

Folgeprodukt der Reaktion sollte sich demnach Ethylbenzol nachweisen lassen.
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Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 48 zusammengestellt. Eintrag 1 zeigt, dald die
Racemisierungsgeschwindigkeit der Reaktion in Gegenwart von H, sinkt, so dal3 nach 48
Stunden ein mittlerer ee-Wert von ca 60% ee erhaten wird. Die Experimente in
Deuteriumatmosphére verlaufen jedoch schneller, die vollstdndige Racemisierung des
Substrates ist zu beobachten (0, 1 % ee, Eintrag 2). Die Aminosdure wurde isoliert und mittels
NMR- und IR-Spektrokopie auf ihren Deuteriumgehalt untersucht, es konnte jedoch keine
Deuterierung festgestellt werden. Wie Eintrag 3 zeigt, ist die Racemisierung des Substrates
bei Gegenwart von Acetamidozimtsdure nicht moglich.

Die Présenz von Styrol wirkt sich allgemein verlangsamend auf die Reaktion aus, die
vermutete Hydrierung zu Ethylbenzol findet nicht statt.

Tabelle 48: Experimente zur Aufklarung des Reaktionsmechanismus

Eintrag Einflu3grofie ee(L) [%0]
1 H,-Atmosphére 57, 62
2 D,-Atmosphére 1,0
3 1 Aquiv. Acetamindozimtsiure 92
4 10 mol% Styrol 57
5 100 mol% Styrol 30

Bed.: 100 mg L-N-Ac-Phe, 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol%
PCys, MeCN, 60 °C, 48 Stunden

Alle erhaltenen Ergebnisse koénnen einen Redox-Mechanismus weder ausschliefen noch
eindeutig belegen.

Um genauere Informationen tber den sich bildenden in-situ Katalysator aus [Rh(cod)Cl], und
PPhs zu erhalten, wurde in NMR-Experimenten das Verhalten der Katalysatormischung in
Acetonitril bei 60°C mit und ohne N-Acylaminosdure untersucht (RhW/As 1/1). Ohne
N-Acylaminosiure ist die erwartete schnelle Bildung des Wilkinson Katalysators (**P-NMR )
neben freiem PPh; zu beobachten, weitere Rh-Spezies sind nicht detektierbar. Die Zugabe
von 1 Aquivalent N-Acetylphenylalanin fiihrt zu keiner Verdnderung der Signale im
3p.gpektrum (auch nach einer Resktionszeit von 24 Stunden bei 60 °C). Die jetzt fir N-
Acetylphenylalanin detektierbaren Signale im **C- und 'H-NMR-Spektrum sind mit den
Signalen der freilen N-Acylaminosdure identisch, was darauf hindeutet, dal3 die Aminosiure
keine Wechselwirkungen mit der im System vorhandenen Spezies eingeht bzw. diese
Wechselwirkung spektroskopisch nicht belegbar ist.
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Da auch diese Experimente keine weiteren RUckschlisse zulief3en, war es sinnvoll, ein
maogliches Katalyseintermediat darzustellen. In der Literatur sind zahlreiche Beispiel Uber

Aminosaure-Metallkomplexe bekannt!*?291%  ehenso {iber rhodiumhaltige  Carbonyl-

komplexe mit Aminosauren*3%13

und Uber Rhodium-Cyclooctadien-komplexe von
Aminosauren.™ Es verwundert jedoch, dai? keine Komplexe von N-Acylaminosiuren mit
Rh(I)-Verbindungen beschrieben sind. Die Synthese und Charakterisierung dieser Komplexe
ist besonders interessant, da Informationen Uber den Bindungmodus des Aminosaureliganden
erhalten werden konnen (?'- oder ?*Koordination der Carboxylgruppe, Koordination der
Acylgruppe Uber Stickstoff oder Carbonylsauerstoff). Zu diesem Zweck wurde folgende
Synthese des Komplexes (cod)Rh(L-N-Ac-Phe-O) versucht. Die eingeschlagene
Syntheseroute ist in Gleichung 10 gezeigt.

Die Charakterisierung des erhaltenen Produktes |&13t jedoch entscheidende Fragen offen. Die
Signale des Aminoséureliganden im *H- und *C-NMR-Spektrum entsprechen in ihrer
chemischen Verschiebung den Signalen des N-Acetylphenylalanin-Natriumsalzes. Im

Massenspektrum des Reaktionsproduktes konnte das Molekulionensignal nicht gefunden

werden.
THF + . N-Ac-Phe-ONa . .
[Rh(cod)CI], + AgBF4 —————> Rh(cod)(THF),'BF, > (cod)Rh"(N-Ac-Phe-O)
- AgCl - NaBF,

Gleichung 10: Synthese des Komplexes (cod)Rh"(N-Ac-Phe-O)

Die Elementaranalyse ergibt folgende Zusammensetzung des Produktes: C 53.06 %,
H 5.83 %, N 3.28 % (berechnet: C 54.09 %, H 5.80 %, N 3.36%). Das IR-Spektrum der
Verbindung kann leider keinen Aufschluf3 Gber den Bindungmodus der Carboxylgruppe und
der Acylgruppe geben, da die Signale der symmetrischen und anti-symmetrischen XCO,)-
Bande und der Amid-1 bzw. Amid-11-Bande im gleichen Wellenzahlenbereich beobachtbar
sind. Eine Zuordnung der Signale kann deshalb nicht getroffen werden. Die Verbindung
besitzt einen spezifischen Drehwert von [a]p® =-12.97°, (c =0.05, CHCl3). Trotz der
durchgefiihrten Charakterisierung kann nicht zweifelsfrei belegt werden, dald3 der Komplex
tatsachlich vorhanden ist, oder das Aminosaurefragment neben einer Rhodiumspezies mit
identischen LoOse- und Fallungseigenschaften vorliegt. Rontgenfahige Kristalle der
Verbindung konnten nicht erhalten werden. Die Synthese wurde mehrfach mit anderen N-
Acylaminosauren durchgefihrt, fihrte jedoch ebenfalls nicht zum Erfolg.
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Somit konnte keine sicheren Informationen zum Mechanismus der Racemisierung gewonnen

werden. Weitere Arbeiten zur Aufklérung des Mechanismus sind daher sinnvoll, insbesondere

auf dem Gebiet der Palladium-katalysierten Variante.
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8 Die dynamische kinetische Racematspaltung von sekundaren
Alkoholen

8.1 Kenntnisstand

Eine dynamische kinetische Racematspaltung von sekundéaren Alkoholen kann prinzipiell
Uber 2 mogliche Strategien erreicht werden:

1) In-situ Racemisierung des racemischen Alkohols in Kombination mit einer
enantioselektiven Derivatiserung zum optisch stabilen Produkt (z.B. enzymatische
Acylierung der Alkohole).

2) Kombination ener in-situ Racemisierung von racemischen Alkoholderivaten (z.B.

Acetatverbindungen) mit stereoselektiver Freisetzung eines Alkoholenantiomers.

Beide Moglichkeiten wurden bereits mit Erfolg verwirklicht!®*®%, die bisherigen Arbeiten zur
dynamischen kinetischen Racematspaltung von sekundéren Alkoholen sind in Abschnitt 3.4.3
zusammengefal3t.

8.2 Motivation

Auf der Suche nach neuen aktiven Katalysatoren zur Racemisierung von N-Acylaminosiuren
haben wir uns dem Studium der Literatur zu asymmetrischen Transferhydrierungen
gewidmet.[*****) |n neueren Arbeiten von Noyori et a. werden auBergewdhnlich reaktive
chirde Metallkomplexe eingesetzt, mit denen bedeutende Fortschritte bei dieser Reaktion
erzielt werden konnten.!*36*3"138 Besonderes Interesse erweckten Ruthenium(l1)-Komplexe
mit chiradlen Diaminliganden, die die enantioselektive Reduktion prochiraer
Ketonverbindungen unter besonders milden Reaktionsbedingungen katalysieren. Als
Reduktionsmittel kénnen Alkohole wie 2-Propanol!**¥ oder Ameisensaure*****Y verwendet
werden. Im Zusammenhang mit dynamischen kinetischen Racematspaltungen ist eine neuere
Arbeit von besonderem Interesse!’*? In diesem Beitrag katalysiert ein chiraler
Rutheniumkatalysator'*¥ effektiv und unter besonders milden Reaktionsbedingungen die
kinetische Racematspaltung einer Reihe von sekundéren Alkoholen durch stereoselektive
Oxidation eines Alkoholenantiomers zur Ketonverbindung (Gleichung 11). Als
Oxidationsmittel dient das Losungsmittel Aceton. Der ungewOhnlich aktive 16-Eletronen
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Komplex 15 katalysiert die Racematspaltung ohne weitere Zusétze von starken Basen wie
KOH, die normalerweise fur derartige Umsetzungen notwendig sind. Ferner findet die
Reaktion bei Raumtemperatur statt.

OH O OH : :

0.2 mol% (S,S)-1 = OH |
> Ru
©/K Aceton, 28 °C ©)}\ + ©/\ + )\ HN/ \N_TS
36h

(R,S)-1-Phenylethanol 50 %, 92 %ee @

(S,S)-15

Gleichung 11: Kinetische Racematspaltung von (R,S)-1-Phenylethanol durch den chiralen
Rutheniumkatalysator 15

In den eigenen Arbeiten sollte der chirale Komplex nicht den stereoselektiven Schritt
katalysieren, sondern als Racemisierungskatalysator eingesetzt werden. Dazu sind folgende
Modifikationen notwendig:

1. Synthese und Einsatz des racemischen Katalysators 15.

2. Verzicht auf das Oxidationsmittel Aceton und Verwendung einer zum Alkohol

korrespondierenden Ketonverbindung.

In diesem Reaktionssystem reduziert die (S,9-Form von 15 das Keton zum (R)-Alkohol. Als
Wasserstoffquelle dient bereits vorhandener Alkohol, wobei der Katalysator in der Lage ist,
sowohl vom (R)- as auch vom (S)-Enantiomer des Alkohols den notwendigen Wasserstoff zu
beziehen. Das (RR)-Enantiomer des Katalysators erzeugt dementsprechend aus der
Ketonverbindung den (S)-Alkohol.

Der entscheidende Faktor, der eine Racemisierung der Alkohole zuldfdt ist, dal3 die
Enantioselektivitat der Reduktion der Ketonverbindung unabhanigig von der Chiralitét der
Wasserstoffdonoren ist.*! In Kombination mit dem (R R)-Katalysator wird demnach der
racemische Alkohol erzeugt, unabhéngig von der Chiralitdt des bereits vorhandenen Alkohols.
In der Summe der Einzelreaktionen entspricht dies einer Racemisierung des Alkohols.

Damit dieser Prozeld ablaufen kann, missen alle Reaktionen in einem reversiblen
Gleichgewicht stehen. Die Reversibilitét der Transferhydrierung ist fir diesen Katalysator

gezeigt.'*!
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8.3 Erste Ergebnisse

Die im letzten Abschnitt angestellten Uberlegungen miissen nun experimentell belegt werden.
Dazu wurde der racemische Katalysator 15 dargestellt™®® und mit einem optisch aktiven
Alkohol zur Reaktion gebracht (gemal3 Abschnitt 10.2.6.1, AAV 11). Als Testsubstrat wurde
(9-1-Phenylethanol eingesetzt. Als korrespondierendes Ketondguivalent wurden 10 mol%
Acetophenon verwendet (Gleichung 12).

WOH OH
1 mol% (S,S)-(R,R)-15

5 -
10 mol% ©)K
(S)-1-Phenylethanol

Gleichung 12: Uberpriifung der Racemisierungsfahigkeit des Katalysators an (S)-1-
Phenylethanol

Da die Reaktion nicht in Aceton durchgefiihrt werden kann (Reduktion des Ldsungsmittels),
sind mehrere Losungsmittel auf ihre Eignung untersucht worden. Tabelle 49 falit die

erhaltenen Ergebnisse zusammen.

Tabelle 49: Ergebnisse der Racemisierung von (S)-1-Phenylethanol

Eintrag Losungsmittel  ee(S) [%],24h  ee(S [%] 48 h
1 Toluol 69 55
2 MTBE 91 89
3 tert-Butanol 93 88

Bed.: ca 100 m. (S-Alkohol, 10 mol% Acetophenon, 1 mol% Kat.,
2.5 mL Losungsmittel, RT.

Eintrag 1 zeigt, dal3 eindeutige Racemisierung (69 % ee) des Substrates im Ldsungsmittel
bereits nach 24 Stunden Reaktionszeit beobachtbar ist. Nach weiteren 24 Stunden sinkt das
Enantiomerenverhaltnis auf 55 % ee ab. MTBE (Eintrag 2) und tert.-Butanol (Eintrag 3) sind
als Reaktionsmedien im Vergleich zu Toluol weniger geeignet.

Damit kann bestétigt werden, dald der synthetisierte racemische Ru(ll)-Katalysator in der
Lage ist, bei Raumtemperatur und ohne weiteren Basenzusatz (S)-1-Phenylethanol Gber eine
reversible Oxidations-Reduktionssequenz zu racemisieren.

In zwei weiteren Reaktionen wurde zum einen die Racemisierungsaktivitét des Katalysators
bei leicht erhdhter Reaktionstemperatur (T =40 °C) Uber einen langeren Zeitraum beobachtet,
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zum anderen sollte Methylenchlorid as weiteres LOosungsmittel eingesetzt werden. Das
Verhdltnis von Substrat / Keton / Kat. von 100/10/1 wurde beibehalten (Abbildung 39).

100+

.\‘
80 \.\’\
60- \

40- -\_

—=— Toluol \_

— e Dichlormethan

— ¢

20+

ee-(S)-1-Phenylethanol

0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120

Zeit [h]

Abbildung 39: Vergleich der Racemisierung von (S)-1-Phenylethanol in Toluol und CH,Cl,
Uber einen Zeitraum von 6 Tagen

Auch hier zeigt sich die deutliche Uberlegenheit von Toluol als Ldsungsmittel. Nach 48
Stunden Reaktionszeit entspricht das Enantiomerenverhdtnis von 1-Phenylethanol in Toluol
49 % ee und in CH»Cl, 80 % ee. Nach einer Reaktionszeit von ca. 72 Stunden kann in beiden
L 6sungsmitteln das Auftreten eines weil3en Niederschlags beobachtet werden, der vermutlich
abgespaltenem Diaminliganden entspricht. Ferner bildet sich ein Rutheniumspiegel am
Reaktionsgefald. Daher kann davon ausgegangen werden, dal3 die katalytische Aktivitat des
Komplexes aufgrund seiner Zersetzung vermindert wird. Weiterhin &ndert sich die Farbe der
Reaktionsmischung bei fortschreitender Reaktion von tiefviolett nach braun. Der Farbwechsel
deutet auf die Bildung der hydrierten Form™*?! des Katalysators hin.

In weiteren Experimenten wurde der Zusammenhang zwischen Acetophenonmenge und
Racemisierungsgeschwindigkeit des Alkohols geklart. Dartiberhinaus wurde der Einfluf3 von
NEt; auf die Racemisierungsgeschwindigkeit dokumentiert. Die in der Legende von
Abbildung 40 aufgefihrten Zahlenverhaltnisse entsprechen den relativen Verhaltnissen von
Alkohol / Keton / Katalysator / (Triethylamin). Die Ketonmenge wurde von 0.5 mol% bis
20 mol% variiert. Alle Umsetzungen wurden bei 40 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 40: Zeitliche Beobachtung der Racemisierungsgeschwindigkeiten von (S)-1-
Phenylethanol bei variablem Alkohol/Ketonverhaltnis

Die Ergebnisse der einzelnen Reaktionen zeigen den erwarteten Zusammenhang zwischen
Racemisierungsgeschwindigkeit und Acetophenonmenge. Je héher der Antell an Keton, desto
schneller verlauft die Racemisierung von (S)-1-Phenylethanol.

Bemerkenswert ist der Einflul von Triethylamin auf die Reaktion. Selbst die vergleichsweise
geringe Menge von 2mol% NEt; fihrt zu einer deutlichen Erhohung der
Reaktionsgeschwindigkeit. Ein Vergleich der eigenen Ergebnisse (z.B. 1 mol% Kat., 10
mol% Acetophenon, 2 mol% NEts, 40 °C, 48 Stunden, 11 % ee) mit den Racemisierungs-
ergebnissen von Backvalll**¥ (2 mol% Kat., 100 mol% Acetophenon, 70 °C, 0 % e€) zeigt
trotz der nicht identischen Racemisierungsbedingungen, dal3 der eigene Katalysator in seiner
Reaktivitéat mindestens gleichwertig ist.

Die bisher erhaltenen Ergebnisse bestétigen die Racemisierungsaktivitét des racemischen
Katalysators. Die Geschwindigkeit der Racemisierung der Referenzverbindung sind
ausreichend, um Untersuchungen Kombination der Racemisierung mit einer enzymatischen

Racematspaltung durchzufihren.
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8.4 Arbeiten zur dynamischen kinetischen Racematspaltung

Die dynamische kinetische Racematspaltung von sekunddren Alkoholen sollte nach
Gleichung 13 mit enzymatischer Acylierung des Alkohols verwirklicht werden.

OH Ko
2 3 Aquiv.
e ST Y
h Ts Novozym 435 oder
Ph,, Amano PS Lipase
h N

(S)-Alkohol  p (R)-Alkohol (R)-Acetat

Gleichung 13: Reaktionsfolge der DKR von sekundéren Alkoholen mit eigenem Ru-
Katalysator am Beispiel von 1-Phenylethanol

Um sich der dynamischen kinetischen Racematspaltung von 1-Pheylethanol experimentell zu
ndhern, wurden zunéchst einleitende Arbeiten zur klassischen Racematspaltung dieser
Verbindung, d.h. zur enantioselektiven Acylierung von (R)-1-Phenylethanol zu
(R)-Essigséure-1-phenylethylester durchgefuihrt. Als Ldsungsmittel wurde das bel den
Racemisierungsreaktionen erfolgreich eingesetzte Toluol verwendet. Der Racematspaltungs-
schritt wurde bzgl. eingesetztem Enzym und Acylierungsmittel analog den optimierten
Bedingungen von Backvall™¥ durchgefiihrt (Gleichung 14).

OH Adui \OH
3 Aquiv. R
AT Y
Novozym 435, Toluol

(R)-Acetat (S)-Alkohol

Gleichung 14: Klassische Racematspaltung von (R,S)-1-Phenylethanol nach Backvall
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Tabelle 50: Variationen des Substrat/Enzym-Verhdltnisses bei der klassischen Racemat-
gpaltung von (R,S)-1-Phenylethanol
Eintrag Enzymmenge Umsatz [%] ee(S) Alkohol [%] ee(R) Acetat [%]

1 200 mg 53 2 %
2 100 mg 53 -2 95
3 50 mg 52 -2 96
4 20 mg 50 100 97
5 10 mg 50 100 99
6 5mg 50 100 99

Bed.: 100 m. (R,9-1-Phenylethanol, 3 Aquiv. 4-Chlorphenylacetat, 2.5 mL
Toluol, 40 °C, 24 Stunden. a) keine Bestimmung des Enantiomerenverhdytnis.

Die Ergebnisse in Tabelle 50 zeigen eindrucksvoll, da3 nur 5 mg an Enzymimmobilisat
notwendig sind, um vollstandigen Umsatz bel der Racematspaltung innerhalb von 24 Stunden
Reaktionszeit zu erreichen. Die Selektivitét der Umsetzung ist selbst bei unnétig (und damit
nachteilig) hoher Enzymmenge als hervorragend zu bezeichnen (Eintrdge 1-5,
ee(Acetat) 96-99 %).

Mit diesen Ergebnissen scheint nun die Kombination der beiden getrennt untersuchten
Teilreaktionen zu einer DKR moglich. Um erste Informationen zur den relativen
Geschwindigkeiten der enzymatischen Umsetzung und der Ru-katalysierten Racemisierung
zu erhalten, die zur Optimierung des Gesamtprozesses dienen konnen, wurde die
Katalysatormenge variiert. Zusétzlich ist auch hier die Enantiomerenzusammensetzung des
Alkohols bestimmt worden. Tabelle 51 zeigt die erhaltenen Ergebnisse.

Tabelle 51: Erste Versuche zur DKR von 1-Phenylethanol
Eintrag Enzymmenge Kat.-menge Umsaiz  eg(S)-Alkohol ee(R)-Acetat

[mg] [mol%] [%0] [%0] [%0]
1 10 mg 1 mol % 50.5 100 98.(6)
2 10 mg 5 mol% 534 100 97.(4)

Bed.: 100 m. 1-Phenylethanol, 10 mol% Acetophenon, 10 mol% NEts,
Novozym 435, 2.5 mL Toluol, 40 °C, 48 Stunden.
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Die DKR von 1-Phenylethanol 1&3t sich laut der Ergebnisse nicht erreichen. Nach 48 Stunden
Reaktionszeit sind ca. 50 % Umsatz bel beiden Reaktionen beobachtbar. Die ee-Werte des
Produktes sind mit 98 bzw. 97 % ee as sehr gut zu bezeichnen. Damit steht fest, dal3 das
Enzym nicht nachteilig durch den Ru-Kataysator beeinflu@ wird. Die
Enantiomerenzusammensetzung des Alkohols im Reaktionsmedium mit jeweils 100 % ee
zeigt eindeutig, dal’3 zu keinem Zeitpunkt der Reaktion eine Racemisierung des Alkohols
erfolgte. Der Katalysator ist demnach nicht in der Lage, unter den kombinierten DKR-
Bedingungen den in-situ Racemisierungsschritt zu gewahrleisten.

Mit diesem Resultat kann davon ausgegangen werden, dal3 eine oder mehrere Komponenten,
die fir den Racematspaltungsschritt erforderlich sind, den Katalysator deaktivieren. In hier
nicht weiter aufgefiihrten Testreaktionen konnte festgestellt werden, dald sowohl das
Acylierungsreagenz 4-Chlorphenylacetat als auch das Enzymimmobilisat Novozym 435 die
Racemisierung des Alkohols unterbinden. Daraufhin wurden alle an der Reaktion beteiligten
Reagenzien (4-Chlorphenylacetat, 1-Phenylethanol, Acetophenon, NEt;) auf einen
Mindestreinheitsgrad von 99 % (GC-Analyse) gereinigt und unter Schutzgasatmosphare
destilliert bzw. umkondensiert. Auf diese Weise sollten Verunreinigungen oder Wasserspuren
madglichst vollstandig entfernt werden.

Das Enzymimmobilisat wurde 1 Stunde am Hochvakkum entgast bzw. getrocknet und unter
Argon aufbewahrt.

Mit den gereinigten und getrockneten Reagenzien zeigte sich in weiteren Testversuchen, dafi
die Katalysatoraktivitét weniger stark beeintréchtigt wurde. Dennoch muf3 nach wie vor
hingenommen werden, da3 neben Novozym 435 vor alem grol3ere Mengen an 4-
Chlorphenylacetat (die Reaktion bendtigt 3 Aquivalente !) die Effizienz des Katalysators
deutlich mindern.?* In weiteren Versuchen wurde versucht, Novozym durch andere Lipasen
wie z.B. durch Amano PS Lipase zu ersetzen. Die Umsetzungen verlaufen jedoch mit
geringerer Selektivitat zum Produkt (20-65 % ee).

Eine wesentliche Verbesserung der Reaktion ist erst mit deutlicher Erhéhung der
Reaktionstemperatur moglich. Um eine schnelle Racemisierung des Alkohols zu
gewdhrleisten und der beobachteten Deaktivierung des Katalysators entgegenzuwirken,
werden statt 1 mol% Katalysator jetzt 5mol% eingesetzt. Ferner wird die Menge an

21 Besonders deutlich werden die beschriebenen Beobachtungen an folgenden Racemisierungsexperimente mit
optisch reinem Alkohol (Bedingungen analog Bed., Tabelle 51):

mit Zusatz vom10 mg Novozym: 49 % ee nach 24 Stunden Reaktionszeit.

mit Zusatz von 348 m. (3 Aquiv.) 4-Chlorphenylacetat: 96 % ee nach 24 Stunden Reaktionszeit.
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Triethylamin von 10 mol% auf 100 m. (ca. 1 Aquiv.) erhoht und die Menge an verwendetem

Enzym von 10 mg auf 1-2 mg gesenkt.

Tabelle 52: DKR von 1-Phenylethanol bel erhdhter Reaktionstemperatur

Eintrag Reaktions- Reaktionszeit Umsatz ee(S) Alkohol  ee(R) Acetat

temperatur [°C] [h] [%0] [%0] [%0]
1 70 24 56 96 96
48 67 78 95

2 80 24 61, 61 96, 96 99, 98

48 77,80 96, 96 99, 99

72 80, 87 - 97, 96

96 88,° a 96, ®

Bed.: 100 m. (R,S)-1-Phenylethanol, 10 mol% Acetophenon, 100 m. NEt;, 5mol% Kat.,
1-2 mg Novozym 435, 3 Aquiv. 4-Chlorphenylacetat. @) Enantiomerenbestimmung nicht
gelungen.

Mit dem Experiment unter Eintrag 1 kann zum ersten Ma bewiesen werden, dafd die
dynamische kinetische Racematspaltung von 1-Phenylethanol mit dem neuen racemischen
Ru-Katalysator moglich ist. Nach 48 Stunden Reaktionszeit betragt der Umsatz der Reaktion
67 % bel einer optischen Reinheit von 95 % ee des Produktes. Diese Werte kdnnen bei einer
klassischen Racematspaltung nicht erreicht werden. Die Enantiomerenzusammensetzung des
Alkohols verdeutlicht mit 96 % ee nach 24 Stunden Reaktionszeit, dal3 die Racemisierung
nach wie vor trotz der vorgenommenen Optimierungen relativ langsam ablauft.

Dies ist auch daran zu erkennen, dal3 sich zwischen 24 und 48 Stunden Reaktionszeit der
Umsatz nur um 11 % erhéht, was nicht durch mangelhafte Enzymaktivitét verursacht wird,
sondern durch die schieppend verlaufende Racemisierung des Alkohols.

Eintrag 2 beschreibt die Reaktion unter identischen Reaktionsbedingungen bei 80 °C
Reaktionstemperatur. Die Reaktionsgeschwindigkeit beider Reaktionen ist im Vergleich zu
Eintrag 1 leicht erhdht (61 %, 24 Stunden bzw. ca. 79 %, 48 Stunden). Auch hier deutet der
aulRerordentlich hohe ee-Wert (96 % ee) des verbleibenden Alkohols in Lésung an, dal? die
Ru-katalysierte Racemisierung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist. Nach
72 Stunden Reaktionszeit ist das Produkt mit 80 bzw. 87 % Umsatz und einem

Enantiomerenverhdltnis von 97 bzw. 96 % ee gebildet worden. Wie die Ergebnisse bei 96
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Stunden Reaktionszeit zeigen, findet spatestens ab 72 Stunden Reaktionsdauer kein Umsatz
mehr statt.

Es ist festzuhaten, dal die DKR von 1-Phenylethanol trotz beobachteter
Katalysatordeaktivierung bei 70 bzw. 80 °C mdglich ist. Das beste Ergebnis ist mit 87 %
Umsatz bel einem ee-Wert von 96 % nach 3 Tagen Reaktionszeit erhalten worden (Eintrag 2,
Tabelle 52). Bemerkenswert ist die aul3erordentliche Stabilitét des Enzyms, welches trotz
minimaler Menge (1-2 mg) in ausreichender Geschwindigkeit hochselektiv die
Racematspaltung katalysiert.

Aufgrund der positiven Resultate bei 80 °C wurden weitere Reaktionsoptimierungen
durchgefuihrt. Tabelle 53 fafdt die erhaltenen Ergebnisse zusammen. Eintrag 1 zeigt, dal? die
DKR von 1-Phenylethanol bei 80 °C Reaktionstemperatur befriedigend reproduzierbar (vgl.
Tabelle 52) ist. Auch hier wird das acylierte Produkt nach 48 Stunden Reaktionsdauer mit
durchschnittlich 83 % Umsatz und ca. 95 % ee erhalten. Die Abwesenheit von Acetophenon
(Eintrag 2) wirkt sich negativ auf den Umsatz der Resaktion (und damit die
Racemisierungsgeschwindigkeit des Alkohols) aus, nach 2 Tagen sind nur 66 % Umsatz
beobachtbar. Trotzdem wird das Produkt in hoher Enantioselektivitét (95 % ee) gebildet.
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Tabelle 53: DKR von 1-Phenylethanol bei 80 und 100 °C mit und ohne Acetophenon

Eintrag Reaktions- Reaktionszeit Umsatz ee(S) Alkohol ee(R) Acetat
temperatur [°C] [h] [%] [%] [%]
1 80 24 64, 58 89,-° 97,2
48 90, 75 98, 97 97, 94
2 80 24 54 94 97
48 66 96 95
3 100 24 49, 54 50, 58 98, 98
48 55, 61 66, 80 96, 97
4 100° 24 62 92 97
48 66 96 95
5 90 24 41, 43 88, 87 97, 96
48 53, 53 85, 85 98, 98

Bed.: 100 m. (R,9-1-Phenylethanol, 10 mol% Acetophenon, 100 m. NEt;, 5 mol% Kat.,
1-2 mg Novozym 435, 3 Aquiv. 4-Chlorphenylacetat. *) ohne Acetophenon
a) Enantiomerenbestimmung nicht gelungen.

Die Ergebnisse der DKR bei 100 °C mit Acetophenon (Eintrag 3) zeigen mit einem
durchschnittlichen Umsatz von ca. 52% nach 24 Stunden, da3 die Acylierungs
geschwindigkeit und damit die Enzymaktivitat unter diesen Reaktionsbedingungen sinkt.
Trotzdem findet die Umsetzung zum Produkt hochselektiv (98 % ee) satt. Die
korrespondierende Enantiomerenzusammensetzung des Alkohols (ca. 54 % ee) kann nicht
eindeutig interpretiert werden, weil der Umsatz der Reaktion im Vergleich zu 1 geringer
ausfallt. Die Reaktion ohne Acetophenon (Eintrag 4) zeigt bzgl. Umsatz und ee-Wert des
Produktes dhnliche Charakteristikawie 3, die erhaltenen Werte der Reaktion werden auch hier
vornehmlich durch die allmahlich stattfindende Deaktivierung von Racemisierungskatalysator
und Enzym bestimmt. Aufféllig ist jedoch die mit 92 bzw. 96 % ee (Eintrag 4) wesentlich
langsamer verlaufende Racemisierung des Alkohols als bei Eintrag 3 (ca. 54 % ee bzw. ca
73 % ee). Die Anwesenheit der Ketonverbindung bei Eintrag 3 beschleunigt denmach die
Racemisierungsgeschwindigkeit.

Die Ergebnisse der DKR bei 90 °C (Eintrag 5) deuten mit den schlechten Umsétzen ebenfalls
an, dal3 bessere Reaktionsbedingungen bei 80 °C gegeben sind.
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Es bleibt festzuhalten, dal3 das Screening zur Reaktionstemperatur gezeigt hat, dal3 die besten
Ergebnisse bei 80 °C in Gegenwart von 10 mol% Acetophenon erreicht werden (siehe
Eintrag 1, Tabelle 53, Eintrag 2, Tabelle 52).

Jetzt war es sinnvoll, die Ubertragbarkeit des entwickelten Verfahrens der DKR von 1-
Phenylethanol auf andere Substrate abzuschdtzen. Dazu werden folgende Substrate
ausgewahlt:

1) 1-(4-Chlorphenyl)ethanol

2) 1-(4-Methoxyphenyl)ethanol
3) 1-Indanol

4) 2-Octanol

Vor dem Einsatz der neuen Substrate war es notwendig, diese Verbindungen, die
entsprechenden Acetatverbindungen und die korrespondierenden Ketone darzustellen und
jeweilige Enantiomeren- und Umsatzanalytik zu entwickeln. Dies ist mit Ausnahme der

Enantiomerenanalytik von 2-Octanol gelungen.

In einer ersten Erprobung aler Substrate in der DKR bei standardisierten
Reaktionsbedingungen (siehe Bed. Tabelle 52, Eintrag 2) zeigte sich, dald der Umsatz bei
allen Umsetzungen bei ca. 50-55% nach 48 Stunden Resktionszeit liegt und die
Acetatverbindungen hochselektiv (ee aller Produkte > 90 %) gebildet werden. Die
unbefriedigenden Umsdize werden durch die nicht stattfindende Ru-katalysierte
Alkoholracemisierung erklart.

Wahrscheinlich kommt es zu einer Katalysatordeaktivierung durch Nebenreaktion des
eingesetzten Liganden. Weitere Untersuchungen mit anderen Ligandensystemen (z. B. dem
Dimethylaminoderivat des eingesetzten Liganden) konnten jedoch nicht mehr im Rahmen
dieser Arbeit durchgeftihrt werden.
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9 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Gewinnung enantiomerenreiner
Aminosduren und sekundérer Alkohole nach dem Konzept der dynamischen kinetischen
Racematspaltung durchgefiihrt. In Studien zur DKR von Aminosdureestern wurden
signifikante Verbesserungen einer literaturbekannten Methode ausgearbeitet. Wesentliche
Punkte sind hier die Verwendung gut zuganglicher Esterderivate von Aminosauren und die
Reduzierung und Strukturvereinfachung des Racemisierungskatalysators.

Den thematischen Schwerpunkt der Arbeit bildeten grundlegende Studien zur Entwicklung
einer neuen katalytischen Racemisierungsmethode von N-Acylaminosduren mit Hilfe von
Ubergangsmetallkatalysatoren. Die Anwendbarkeit der gefundenen Methoden in einer
dynamischen kinetischen Racematspaltung von N-Acylaminosduren sollte abgeschétzt
werden.

Dieses bislang nicht realisierte Verfahren vereinigt die Vortelle der preiswerten Synthese
racemischer N-Acylaminosduren mit potentiell quantitativer Gewinnung enantiomerenreiner
Aminosauren.

AbschliefRend wurden Untersuchungen zur dynamischen kinetischen Racematspaltung von
sekundéren Alkoholen am Beispiel von 1-Phenylethanol durchgefiihrt. Ausgangspunkt waren
Untersuchungen zur Racemisierungsaktivitét eines neuen Katalysators, der schnelle
Racemisierung bei gleichzeitig milden Reaktionsbedingungen ermdglicht. Es gelang, die neue
Racemisierungsmethode in einer dynamischen kinetischen Racematspaltung von

1-Phenylethanol erfolgreich anzuwenden.
Die dynamische kinetische Racematspaltung von Aminosaur eestern

Zu Beginn der Arbeit stand die Weiterentwicklung der in der Diplomarbeit erarbeiteten
Methode der dynamischen Kkinetischen Racematspaltung von Phenylalanin- und
Tyrosinesterderivaten im Vordergrund. Eine Ubertragung des Verfahrens auf andere
natirliche Aminosdureester war durch Verwendung des Losungsmittelgemisches
Acetonitril/Wasser 1/1 moglich. Es konnte gezeigt werden, dal3 sich bei korrekter
Abstimmung der Reaktionsparameter wie pH-Wert, Reaktionstemperatur, Enzymmenge und
Losungsmittel einfach zugangliche racemische Aminosiureethylester in beinahe quantitativen
Umsdtzen zu hoch enantiomerenreinen Aminosauren umsetzen lassen. Ferner gelang es, die
notwendige Menge an Racemisierungskatalysator auf 2.5 mol% zu senken. Damit ist die
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Katalysatormenge des Racemisierungsschrittes im Vergleich zur literaturbekannten Methode
um den Faktor 8 gesenkt worden. Die gleichzeitige Beobachtung der Enantiomeren-
verhdltnisse von allen beteiligten Reaktionspartnern wéhrend der dynamischen kinetischen
Racematspaltung zeigte an den Beispilen von DL-Methioninethylester  und
DL-Phenylalaninethylester, dal3 eine gute Abstimmung der relativen Geschwindigkeiten von
Racemisierung und enzymatischer Hydrolyse gelungen ist. Eine Reihe racemischer
Aminosdureethylester konnte nach einer standardisierten Reaktionsvorschrift effektiv zu den

korrespondierenden Aminosauren umgesetzt werden.

@)

Jé[OH

NH, O,N NO, NH, Alcalase NH;
R™OCOEt ) R COLE R™>COLH
Eintrag  Substral  Zet[d] Ausbeute[%]  ee(l) [%]

1 PheOEt 2 93 99

2 TyrOEt 2 94 97

3 AlaOEt 3 93 90

4 NVaOEt 4 98 64

5 LeuOEt 3 99 98

6 MetOEt 2 96 89

Bed.: 20 mmol Substrat, 1 mL Alcalase, 50 mL MeCN, 50 mL H-0,
2.5 mol% 3,5-Dinitrosalicylaldehyd, RT, pH 7.5.

Die schnelle und selektive Racemisierung von Aminosdureestern mit  aktivierten
Salicylaldehydderivaten wie 3,5-Dichlor- oder 3,5-Dinitrosalicylaldehyd zeigt eine breite
Anwendbarkeit bzgl. der untersuchten Aminosiureester und ist, wie am Beispiel von
Phe-OMe gezeigt wurde, in einem pH-Bereich von 5.5-8.5 auch ohne Gegenwart von Wasser
anwendbar. Studien zur Racemisierungsaktivitét von einfacher aufgebauten Verbindungen
zeigten die Sonderstellung der eingesetzten Aldehyde.
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Die Entwicklung einer Ubergangsmetall-katalysierten Racemisierung von N-Acyl-

aminosaur en

Der Haupttell der Arbeit widmete sich der Entwicklung einer milden katalytischen
Racemisierungsmethode fiir N-Acylaminosiuren, welche mit Hilfe von Ubergangsmetallen
realisert werden sollte. An der Modellverbindung L-N-Acetylphenylalanin wurde ein breit
angelegtes Screening zur Racemisierungsaktivitdt verschiedener einfacher Metallkomplexe in
unterschiedlichen Lésungsmitteln durchgefihrt.

Nachdem erste Anzeichen der katalytischen Aktivitdét von Rhodium(l)-verbindungen in
Acetonitril erkannt worden waren, fihrten weitere Experimente mit Rhodium/Phosphan-
Kombinationen in MeCN zur Entwicklung der ersten Ubergangsmetall-katalysierten
Racemisierung von N-Acylaminosauren. Als besonders aktiv stellte sich  ein
Katalysatorsystem aus 5mol% [Rh(cod)Cl], und 50 mol% PCys in MeCN heraus.

O o)

H'é'J\ HNJ\

5 mol% [Rh(cod)ClI],
50 mol% PCys;

MeCN, 60 °C, 48 h

CO,H

CO,H

Y

L-N-Ac-Phe DL-N-Ac-Phe

Mit diesem Kataysatorsystem gelingt die vollstdndige Racemisierung von
L-N-Acetylphenylalanin (verbleibender ee-Wert 0-10 %) bei 60 °C in MeCN innerhalb von 48
Stunden Reaktionszeit.

WeiterfUhrende Untersuchungen zur allgemeinen Anwendbarkeit der Methode zeigten, dafi3
sich Phenylalaninderivate mit unterschiedlichen N-substituierten Acylresten effektiv
racemisieren lassen. Schnelle Racemisierung 183t sich neben N-Acetylphenylalanin auch mit
dem aus enzymatischer Sicht wichtigen N-Phenacetylphenylalanin erzielen. Wahrend
Benzoyl- und Methoxyacetylderivate von Phenylalanin ebenfalls racemisiert werden kénnen ,
verhindern eletronenziehende Acylreste wie in  N-Trifluoracetylphenylalanin  die
Racemisierung.
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)OJ\ gomol% [Rh(cod)CI], )OJ\

COH MeCN, 60 °C, 48 h COH

Verbindung Zeit [h] ee(L) [%]
N-Acetylphenylalanin 48 0
N-Trifluoracetylphenylalanin 48 96
N-M ethoxyacetylphenylalanin 48 53
N-Phenacetylphenylalanin 48 7
N-Benzoylphenylalanin 48 26
Bed.: 0.48 mmol Substrat , 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol% PCys 10 mL

9 Zusammenfassung

MeCN, 60 °C.

Die allgemeine Anwendbarkeit der Racemisierungsmethode wurde in Untersuchungen zur

Racemisierbarkeit anderer N-Acetylaminosauren bestétigt. Aliphatische wie zyklische

N-Acetylaminosduren lassen sich schnell und selektiv racemisieren, Ausnahme bildet

N-Acetylasparaginsaure, welches sich unter standardisierten Reaktionsbedingungen als

racemisierungsstabil zeigt.

O o)
5 mol% [Rh(cod)Cl],
L = > ,
R™ O COLH MeCN, 60 °C, 48 h R}\COZH
Verbindung ee(L) [%] Verbindung ee(L) [%]
O
L-N-Acetyl- HNJ\ 0 L-N-Acetyl- Q coe 0
alanin A coH prolin o)
(0] O
L-N-Acetyl- HNJ\ L-N-Acetyl- HNJ\ o5
valin VCOZH methionin N o
2H
O O
L-N-Acetyl- HNJJ\ 47 L-N-Acetyl- HNJJ\ 94
leucin )\A COM asparaginsdure  HO.C._~.g ,
2 2

Bed.: 0.48 mmol Substrat , 5 mol% [Rh(cod)Cl],, 50 mol% PCyz; 10 mL MeCN, 60 °C,

48 Stunden.
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Die Racemisierung von N-Acylaminosiuren gelang zundchst nur mit Acetonitril als
Losungsmittel. Durch Zusétze wie Tetraalkylammoniumhalogenide lassen sich die Rhodium-
katalysierten Racemisierungen in Aceton, Ethylacetat, Dioxan und Toluol durchfiihren. Die
entscheidende Rolle spielt dabel das zugesetzte Halogenidion, mit steigender Ordnungszahl
erhoht sich die Fahigkeit, Racemisierung zu vermitteln.

Trotz der erfolgreichen Entwicklung der ersten Ubergangsmetall-katalysierten Racemisierung
von N-Acylaminosduren sind die Mengen der einzusetzenden Katalysatoren (5 mol%
[Rh(cod)Cl]»/50 mol% PCys) als sehr hoch zu bezeichnen. Eine deutliche Verbesserung der
Reaktion ist im folgenden mit der Verwendung von Palladium(0)-Verbindungen wie
Pd(PPhs)4 gelungen. Aufgrund der Instabilitdt dieser Verbindung ist mit einem gleichwertigen
Palladium(0)-katalysator aus Pdy(dba); und PPh; gearbeitet worden, dartiber hinaus zeigen
selbst luftstabile Pd(11)-Vorstufen wie Pd(OAc), gleichwertige Reaktivitéat. Auch mit diesen
Katalysatoren lassen sich mit Ausnahme von N-Acetylasparaginsaure ale verwendeten
N-Acylaminosduresubstrate unter milden Bedingungen racemisieren. Die Geschwindigkeit
der Paladium-katalysierten Racemisierung ist so hoch, da ene Reduzierung der
katalytischen Menge von Metallvorstufe und Phosphan um den Faktor 10 mdglich war.
Ferner sind neben der erheblichen Mengenreduzierung die Kosten der Katalysatoren durch
den Wechsel von Rhodium auf Palladium und von PCy; auf PPhs erheblich gesenkt worden.
Nachfolgende Tabelle faldt ausgewahlte Resultate der Palladium-katalysierten Racemisierung
mit Pd(OAC), zusammen.

Eintrag Substrat Bedingungen ee(L) [%], 48 h
1 L-N-Ac-Phe 1,23 2,81
2 L-N-Ac-Ala 1,23 12,32,5
3 L-N-Ac-Va 1,23 4,28, 21
4 L-N-Ac-Leu 1,23 13, 33, 8
5 L-N-Ac-Met 1,23 15, 76, 9
6 L-N-Ac-Pro 1,23 10, 25, 13
Bed.: 1) 100 mg Substrat, 10 mL MeCN, 80 °C, 1 mol% Pd(OAc),, 5
mol% PPhg.

2) 100 mg Subgtrat, 10 mL MeCN, 60 °C, 1 mol% Pd(OACc).,
5 mol% PPha.

3) 100 mg Substrat, 10 mL MeCN, 60 °C, 2.5 mol% Pd(OACc)-,
12.5 mol% PPha.
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Anwendung der Racemisierungsmethoden in der dynamischen kinetischen

Racematspaltung von N-Acylaminosauren

Die in-situ Kombination von Rhodium- bzw. Palladium-katalysierter Racemisierung mit
enzymatischer Hydrolyse ist nicht gelungen. Die Racemisierungskatalysatoren werden bereits
durch geringe Mengen an Wasser im Losungsmittel stark gehemmt, die Durchfiihrung der
Racemisierung ist auf wenige Losungsmittel wie Acetonitril, Dioxan, Aceton, und Toluol
beschrankt.

Die bei der enzymatischen Racematspaltung von N-Acylaminosduren vielfach verwendeten
Enzyme Acylase 1,11 unterschiedlicher biologischer Quellen sind einerseits nicht in der Lage,
Langzeitaktivitdt bei erhdhten Temperaturen wie z.B. 60 °C zu gewahrleisten, andererseits
verlieren die Enzyme ihre Aktivitdt in Losungsmitteln mit hohen organischen
Cosolvenzanteil. Auch eine CLEC-Version von Penicillin G Amidase, welche sich bel 60 °C
als langer aktiv zeigte, ist nicht in der Lage enzymatische Aktivitét in Acetonitril zu
gewahrleisten.

Der hohe Schwierigkeitsgrad der DKR von N-Acylaminosduren liegt nach bisherigem

Kenntnisstand in der Unvereinbarkeit der jeweils erforderlichen Reaktionsbedingungen.

Die dynamische kinetische Racematspaltung von sekundaren Alkoholen

Ansto3 fur den Einstieg in diesen Themenbereich gab ene Idee, enen bereits
literaturbekannten chiralen Rutheniumkatalysator in modifizierter Form auf seine Fahigkeit

fur Racemisierungsreaktionen von sekundéren Alkoholen zu tberprafen.

“OH 1 mol% (S,S)-(R,R)-1 OH — >

10 mol% Acetophenon Rl’u

> 1 HN™ 'N—Ts
2 mol% NEtz, 40 °C, 48 h

100 %ee 11%ee

Der racemische Rutheniumkatalysator 15 (p-Cymol)Ru[(1S29)-(1R,2R)-TsDPEN] ist, wie
anschlief3ende Studien zur Racemisierung von 1-Phenylethanol zeigten, ein hochreaktiver
Racemisierungskatalysator fur sekundére Alkohole, der schnelle Racemisierung unter milden
Reaktionsbedingungen ermoglicht. In welteren Arbeiten wurde gezeigt, dal3 sich die
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Racemisierungsgeschwindigkeit mit steigender Menge an Ketonaquivalent erhéht, doch sind
bereits 10 mol% an Redoxaquivalent fir schnelle Racemisierung ausreichend. Dieser
Katalysator konnte erfolgreich in einer dynamischen kinetischen Racematspaltung von
1-Phenylethanol eingesetzt werden. Als geeigneter enzymatischer Schritt wurde die
enantioselektive Acylierung mit 4-Chlorphenylacetat und Novozym 435 ausgewahlt. Der
beobachtete Reaktivitétverlust des Racemisierungskatalysators bei Gegenwart von Enzym
und Acylierungsmittel fihrten zu einer erzwungenen Resktionsfihrung bel  erhohter
Temperatur. Damit kommt die herrausragende Eigenschaft des Katalysators schnelle
Racemisierung bel niedrigen Temperaturen wie 25 oder 40°C zu vermitteln vorerst nicht zum
Tragen.

OH Ko
2 3 Aquiv.
. ST Y
h Ts Novozym 435 oder
Amano PS Lipase

(S)-Alkohol P (R)-Alkohol (R)-Acetat

In weiteren Untersuchungen wurden Parameter wie Katalysatormenge, Reaktionstemperatur
und Resktionszeit optimiert. Das beste Ergebnis konnte mit einem Umsatz von
durchschnittlich 84 % bel 97 % optischer Reinheit an 1-Phenylethylacetat bei 80 °C nach
einer Reaktionszeit von 48 Stunden erzielt werden.

Erste Arbeiten zur Ubertragung der DKR auf andere Substrate wie substituierte
1-Phenylethanole, 1-Indanol und 2-Octanol zeigten, dal3 wunter kombinierten
Reaktionsbedingungen der Racemisierungskatalysator nicht aktiv war.
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10 Experimenteller Tell

10.1 Allgemeine Arbeitstechnik und Char akterisierung

Allgemeines

Alle durchgefihrten klassischen bzw. dynamisch kinetischen Racematspaltungen, die
Hydroxid- oder Hydronium-ionen wéhrend der Reaktion verbrauchen, wurden mit einem
Autotitrator der Fa. Schott (Titrolinie alpha) auf konstantem pH-Wert gehalten. Soweit nicht
anders angegeben, ist auf eine Reaktionsfiihrung unter Inertgasbedingungen verzichtet
worden. Umsetzungen mit immobilisierten Enzymen wurden mit einem thermostatisierbaren
Schittelgerét der Fa. Eppendorf durchmischt.

I nertgastechnik

Soweit notwendig (in der entsprechenden Vorschrift erwdhnt) wurden die chemischen
Umsetzungen unter sorgféltigem Ausschluf3 von Luft und Feuchtigkeit in ausgeheizten,
standardisierten Glasapparaturen (Schlenkrohrtechnik) durchgefuhrt. Als Schutzgas wurde
Schweil3argon der Reinheit 5.0 verwendet, das Uber ein Reduzierventil und einen
Feindruckminderer auf etwa 200 mbar Uberdruck eingestellt wurde. Geschlossene
Glasapparaturen waren durch Oliberdruckventile gesichert.

Zum Trocknen von Kolben und Substanzen im Vakuum wurde mit einer Anlage gearbeitet,
die Uber zwei mit flissigem Stickstoff geflllte Kuohifallen an eine zweistufige
Oldrehschieberpumpe (p < 10? mbar) angeschlossen war. Das Einengen von Lésungen
erfolgte, soweit nicht anders vermerkt, im Vakuum an einer Membranpumpe (p > 20 mbar).

L dsungsmittel

Die fir die Racematspaltungen von sekundéren Alkoholen verwendeten, absoluten
Losungsmittel wurden von der Fa. Fluka bezogen und unter Argon gelagert. Die
Losungsmittel THF, Diethylether, Benzol, Toluol und n-Hexan wurden tber Natriumdraht
einen Tag in ener Umlaufapparatur refluxiert und nach der Destillation unter Argon
zusammen mit Molekularsieb (4 A) aufbewahrt. Acetonitril wurde analog mit CaH»
absolutiert. Die fur die NMR-Spektroskopie verwendeten deuterierten Losungsmittel (CgDe,
CDCl3, CD3sOD, CD3CN) wurden einen Tag Uber CaH, bel Raumtemperatur gerihrt,
umkondensiert und unter Argon gelagert. Die deuterierten Losungsmittel DM SO-ds und D0

wurden ohne weitere Reinigungsschritte eingesetzt.
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Saulen- und Diunnschichtchromatogr aphie

Fur die saulenchromatographische Reinigung von Reaktionsprodukten wurden technische
Losungsmittel verwendet, die vor Gebrauch einmal destilliert wurden. Als stationdre Phase
wurde Kieselgel 60 (63 — 200mm) der Fa. Merck verwendet. Fir die dunnschicht-
chromatographische Identifizierung / Charakterisierung (Re-Wert) der Verbindungen wurden
mit Kieselgel 60 Fzs4 beschichtete DC-Platten der Fa. Merck benutzt. Die Detektion erfolgte
durch UV-Absorption oder mit Hilfe geeigneter Farbereagentien wie Ninhydrin, KMnO, oder
Vanillin.

Gaschromatogr aphie

Zur qualitativen Analyse (GC-MS) der Reaktionsprodukte wurde ein Gaschromatograph GC
HP 5890 der Fa. Hewlett Packard, der mit einem Massenspektrometer Engine der Fa. Hewlett
Packard gekoppelt war, verwendet. Die Trennung erfolgte auf einer Kapillarsdule vom Typ
HP-5.

Quantitative und qualitative Analysen flissiger Reaktionsmischungen wurden mittels eines
HP 6890 Gaschromatographen (Fa. Hewlett Packard) mit einem Flammenionisationsdetektor
(FID) durchgefihrt. Zur Trennung wurde eine Kapillarséaule des Typs HP 5, HP 1, bzw.
Carbowax eingesetzt. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe interner Standards wie

Diethylenglykoldi-n-butylether, 1,2-Dichlorbenzol oder Hexadecan.

Flussigkeitschr omatogr aphie
Die Methoden, die zur quantitativen Enantiomerenanalytik eingesetzt wurden, sind bei den

jeweiligen V erbindungen genau beschrieben.

K er nresonanzspektr oskopie

Die NMR-Spektren wurden auf einem Gerét vom Typ Bruker ARX 400 aufgenommen. Die
MeRfrequenzen fiir die Kerne betrugen fir *H 400.13 MHz, fur *C 100.63 MHz und fir 3P
161.98 MHz. Die C- bzw. 3'P-NMR-Spektren waren routinemaRig protonen-
breitbandentkoppelt.

Fur die NMR-Messungen wurden hochreine deuterierte Losungsmittel der Fa. Deutero GmbH
verwendet. Die Angabe der chemischen Verschiebung erfolgt nach der d-Konvention in ppm
relativ zum Restsignal des deuterierten Losungsmittel as internem Standard. Im Falle von
3 p.NMR-Spektren diente 85 %-ige Phosphorsiure als externer Standard. Relativ zum
Standard tieffeldverschobene Signale tragen ein positives Vorzeichen. In Klammern sind die
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Signalmultiplizitét, die Kopplungskonstanten (in Hertz) ohne Angabe des Vorzeichens, das
Integral und die Zuordnung angegeben. Die in der graphischen Darstellung der jeweiligen
Verbindung verwendete Numerierung bezieht sich nur auf die Signalzuordnung und nicht auf
die korrekte Nomenklatur nach IUPAC.

I nfrar otspektr oskopie

Zur Aufnahme der Infrarotspektren wurden Verreibungen der jeweiligen Verbindung mit
Kaliumbromid hergestellt und Differenzspektren erstellt. Die Messungen wurden an einem
Nicolet Magna 550-Spektrometer durchgefihrt. Die Lage der Absorptionsbanden wird in
Wellenzahlen A" [cm™] angegeben.

M assenspektrometrie

Die Massenspektren wurden auf einem AMD 402/3-Spektrometer der Fa. AMD Intectra
GmbH aufgenommen. Als lonisationsmethoden wurden EI (lonisation mit 70 eV) und CI
(Reaktandgas. i-Butan) angewandt. Fir FAB-Differenzspektren wurde die Substanz in eine
Matrix aus m-Nitrobenzylalkohol eingebettet und mit Casium-1onen beschossen.

Elementaranalytik
Die Elementaranalysen wurden im mikroanalytischen Labor der Technischen Universitét
Munchen und am Ingtitut fir Organische Katalyseforschung in Rostock durchgefihrt.

Reagenzien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle eingesetzten Reagenzien von den Firmen Aldrich,
Fluka, Merck, Strem und Nova Biochem bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Enzymscreening
Enzymscreeningreaktionen wurden im 1-2 mL Mal3stab in einem rihr- und beheizbaren
Thermomixer der Fa. Eppendorf (max. 24 Reaktionsgefélie) durchgefihrt.

Verwendete Enzyme

Alle Enzyme wurden gemal3 den Herstellerempfehlungen aufbewahrt.

Lipase von Pseudomonas cepacia, Aktivitat: 40 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka.
Lipase aus Schweinepankreas, Aktivitéat: 21 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka.
Lipase aus Rhizopus niveus, Aktivitét: 2.6 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka
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Lipase aus Candida cylindracea, Aktivitét: 2.4 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka.
Lipase aus Aspergillus niger, Aktivitéat: 1.0 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka

Lipase aus Candida antarctica, Aktivitét: 3.2 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka.

Lipase aus Pseudomonas fluorescens, Aktivitét: 42.5 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka.
Lipase aus Rhizopus arrhizus, Aktivitét: 2.0 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka.

Lipase aus Mucor miehei, Aktivitét: 1.3 U/mg, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle: Fluka.

Alcalase: Proteinase aus Bacillus licheniformis, Aktivitdt 600 U/mL, EC 3.4.21.62,
Bezugsquelle: Novo Nordisk, Danemark.

NOVOZYM 435, Lipase immobilisiert aus Candida antarctica, EC 3.1.1.3, Bezugsquelle:
Novo Nordisk, Danemark. Dieses Enzym wurde vorab 24 Stunden am Hochvakuum bei RT
getrocknet und unter Argon gelagert.

a-Chymotrypsin aus bovine pancreas, Aktivitét: 50 U/mg, EC 3.4.21.1, Bezugsquelle: Fluka.
Penicillin Amidase aus E. coli, Aktivitét: 8-16 U/mg, EC 3.5.1.11, Bezugsquelle: Fluka.
Penicillin Amidase aus E. coli, immobilisiert auf Eupergit C, Aktivitét 100 U/g, EC 3.5.1.11,
Bezugsguelle: Fluka.

10.2 Allgemeine Arbeitsvor schriften

10.2.1 Arbeitsvorschriften zum Themengebiet: DKR von Aminosaur eestern

10.2.1.1 Dar stellung von racemischen und optisch aktiven Aminosaur ealkylester -
hydrochloriden (AAV 1).

200 mmol Aminosaure werden in 750 mL des entsprechenden Alkohols suspendiert,
anschlieffend wird bel RT eine Losung aus 220 mmol Thionylchlorid in 100 mL Toluol
innerhalb 15 Minuten zugetropft. Die entstandene Losung wird 30 Minuten ohne
Warmezufuhr gerthrt, im Anschlul? mindestens 8 Stunden zum Ruckflul® erhitzt. Nach
Umsatzstillstand (Kontrolle mittels DC) [&3t man die Losung erkalten, entfernt das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer und kristallisiert das Rohprodukt in einer Mischung
aus Ethylacetat und des entsprechenden Alkohols um. Eventuell ist es nétig, die Produkte
durch Animpfen in kristalliner Form zu gewinnen. Die Ausbeuten liegen zwischen 80 und
100 %.
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10.2.1.2 Dar stellung von racemischen und optisch aktiven Aminosaur eestertosylaten
(AAV 2).

200 mmol Aminosaure, 200 mmol p-Toluolsulfonsduremonohydrat und 500 mmol des
entsprechenden Alkohols werden mit 750 mL Toluol versetzt und an einer
Wasserabscheiderapparatur (Ausfiihrung fur Flissigkeiten, die leichter als Wasser sind) fir
mindestens 12 Stunden zum Ruckflul3 erhitzt. Hat sich das theoretisch berechnete Volumen
an Wasser (400 mmol = 7.2 mL ) abgeschieden (auch Umsatzkontrolle via DC), wird das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird in einer Mischung aus
Hexan/Dibutylether oder Tert.-butyl-methylether mit ener geringen Menge des
entsprechenden Alkohols umkristallisiert.

Die Ausbeuten liegen zwischen 40 und 100 %.

10.2.1.3 Uberfuihrung von Aminosaur eestertosylaten in die kor respondier enden
Hydrochloridver bindungen (AAV 3).

200 mmol Aminosaureestertosylat wird in 500 mL Wasser suspendiert, der pH-Wert der
Emulsion wird mittels IN NaOH auf 8.5 eingestellt. Anschlief3end wird mindestens 3 mal mit
200 mL Diethylether extrahiert, der pH-Wert der walirigen Phase wird mehrmals kontrolliert
und gegebenenfalls korrigiert. Nach Trocknung der vereinigten organischen Phasen wird in
diese Losung 15 Minuten lang HCI-Gas eingeleitet, worauf das Hydrochlorid ausféllt bzw.
ausdlt und isoliert werden kann. Die Ausbeuten an Hydrochlorid liegen zwischen 60 und
90 %.

10.2.1.4 Uberfuhrung von Aminosiuren und Carbonsiur ederivaten in die ent-
sprechenden M ethylester im analytischen M al3stab zur Enantiomer en-
bestimmung (AAV 4).

5.0-10.0 mg der Aminosdure wird in einem gut funktionierenden Abzug auf einem Uhrglasin
etwa 3mL Methanol gelost, anschliefend werden 200-300 m. Trimethylsilyl-
diazomethanldsung (ca. 1 molare Losung in Hexan, Bezugsquelle Fluka) zupipettiert. Die
Menge des zugegebenen Methylierungsreagenzes sollte so gewéhlt werden, dal3 die Ldsung
mindestens 30 Sekunden eine deutlich gelbe Farbe aufweist. Nach grindlicher
Durchmischung der Losung 183t man bis zur Trockene eindampfen und nimmt anschlief3end
den Rickstand in 1.0-2.0 mL Methanol auf.
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10.2.1.5 Uberfuihrung von Aminosiur eester n in die entsprechenden M ethylester im
analytischen Maf3stab zur Enantiomer enbestimmung (AAV 5).

In einem Schlenkgefél3 werden ca 20 mL Methanol unter starkem RuUhren solange
tropfenweise mit Acetylchlorid versetzt bis die Losung zu sieden beginnt (Achtung, stark
exotherme Reaktion !). 5.0-10.0 mg des Aminosdureesters werden nun mit 1.0 mL der noch
heiRen Losung in einem druckbestandigem Schraubglas (Volumen 1.5 mL, Fa. Wesaton)
versetzt und gut verschlossen mindestens 1 Stunde bel 110 °C im Trockenschrank temperiert
(Achtung, erheblicher Uberdruck im ReaktionsgefaR? !). Nach zehnminitiger Abkiihiphase
wird das Schraubglas vorsichtig gedffnet und die Losung im Gefal3 selbst am Stickstoff- bzw.
Argonstrom bis zur Trockene eingeengt. Der Veresterungsprozeld wird einmal wiederholt,
anschlief3end wird das Methylesterderivat in 1.0 mL Methanol aufgenommen.

10.2.1.6 N-Funktionalisierung von Aminosaur emethylester n im analytischen M af3stab
zur Enantiomer enbestimmung (AAV 6).

Die Derivatiserung der Aminogruppe wird tblicherweise im Anschlul? an evtl. notwendige
Veresterungsreaktionen ausgeftihrt, daher kann dieser Schritt direkt im vorher benutzen
Schraubgeféld vollzogen werden. Da diese Derivate sehr leicht zersetzlich sind, erfolgte die
Enantiomerenanalytik moglichst unverziglich nach der Derivatisierung.

N-Perfluorpropionyl- und N-Trifluoracetyl-derivate:

5.0-10.0 mg der Aminosaureesterverbindung werden unter dem Abzug sehr vorsichtig mit
200 m.des entsprechenden Saureanhydrids versetzt (Achtung, mdglicherweise stark
exotherme Reaktion) und kréfig geschittelt. Das Uberschiissige Saureanhydrid wird im
Stickstoff- bzw. Argonstrom entfernt. Anschlie3end 16st man den 6ligen Rickstand mit 1.0
mL Methanol (Vorsicht, evtl. exotherme Reaktion durch restliches Sdureanhydrid moglich).

N-Acetylderivate:

Etwa 10 mg des Aminosduremethylesters werden in 2.0 mL MeOH gel6st und auf ein Uhrglas
pipettiert. Nach dem Eindunsten unter dem Abzug nimmt man in 4 mL CH,Cl, auf, gibt
400 m. Essigsdureanhydrid, dann 400 m. NEt3z zu, deckt mit einem Uhrglas ab, und wartet 5

Stunden. Dann entfernt man das Uhrglas und 183t die Losung Uber Nacht eindampfen.



152 10 Experimenteller Teil

Anschlieffend wird die Probe in Methanol aufgenommen und mit entsprechender GC-
Methoden die Enantiomerenzusammensetzung bestimmt.

10.2.1.7 Dur chfuhrung von dynamisch kinetischen Racematspaltungen von Amino-
saur eester n in wasser ar men Acetonitrilldsungen unter pH-stationaren
Bedingungen (AAV 7).

20 mmol Aminosdureesterhydrochlorid werden in einem 100 mL Mef3zylinder unter
intensiven Rihren in 50 mL Acetonitril/\Wasser (4/1) gelést und der pH-Wert der Losung mit
einem pH-Meter und 1IN Natronlauge auf ca. 7.0 eingestellt. Wahrend der Neutralisation
kommt es zur Phasenseparation, die Wasserphase wird verworfen. Die organische Phase wird
in einen 100 mL Mehrhalskolben Uberfihrt und die entsprechende Menge an
Aldehydverbindung (2.5-10 mol%) zugesetzt. Die Reaktion wird mit Hilfe eines Olbades auf
die gewlinschte Reaktionstemperatur gebracht (die Temperaturkontrolle erfolgt tber einin die
Reaktiond 6sung tauchendes Kontaktthermometer) und an den Autotitrator angeschlossen.

Der Autotitrator (Titrationddosung: 2N NaOH, Programm: permanente pH-stationdre
Titration, Reaktionstendenz: sinkender pH-Wert, maximale Dosiermenge: 50 m./min) wird
aktiviert und dient zur genauen Einstellung des gewdahlten pH-Wertes der Racematspaltung.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 1.0 mL Alcalase gestartet (bel Reaktionen mit

Tyrosinderivaten werden 200 m. Alcalase verwendet).

10.2.1.8 Dur chfuhrung von dynamischen kinetischen Racematspaltungen von
Aminosaur eestern in walirigen Acetonitrillésungen unter pH-stationaren
Bedingungen (AAV 8).

20 mmol Aminosduresterhydrochlorid werden in 50 mL Wasser gelost, der pH-Wert der
Losung wird mit IN NaOH auf pH 8.0 eingestellt. Nach dreimaliger Extraktion mit 20 mL
Methylenchlorid werden die vereinigten organischen Phasen mit MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel am Vakuum entfernt. Der Rickstand wird in 50 mL Acetonitril aufgenommen
und mit 50 mL Wasser versetzt. Die weitere Verfahrensweise erfolgt analog Abschnitt
10.2.1.7.
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10.2.2 Enzymatisch dar gestellte Ver bindungen

Alanin

3.07 g (20.0 mmol) pL-Alaninethylesterhydrochlorid wurden nach AAV 8 bei RT mit
106.1 mg (0.50 mmol) 3,5-Dinitrosalicylaldehyd und 1.0 mL Alcalase bei pH 7.5 umgesetzt
(3 Tage Reaktionszeit).
Ausbeute: 93 % ee-Wert: 90 %

NH,

}\COZH
1

3

'"H-NMR (400.1 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d=1.01(d, 3H, 3J(H,H) = 7.1 Hz, H-3) ; 3.65 (pss, br, 1H, H-2).
3C{*H} NMR (100.6 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d=14.5(C-3) ; 50.3 (C-2) ; 173.3 (C-1).

Leucin

3.91 g (20.0 mmol) DL-Leucinethylesterhydrochlorid wurden nach AAV 8 bei RT mit
106.1 mg (0.50 mmol) 3,5-Dinitrosalicylaldehyd und 1.0 mL Alcalase bei pH 7.5 umgesetzt
(3 Tage Reaktionszeit).

Ausbeute: 99 % ee-Wert: 98 %

1
H,N_2_CO,H

5\9;
6

'"H-NMR (400.1 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d=1.02 (t, 6H, 3J(H,H)= 5.6 Hz, H-5, H-6) ; 1.86 (M, 2H, H-3) ; 1.99 (m, 1H, H-4) ; 4.34 (m,
1H, H-2).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CF5CO,D, 297 K):

d=19.7 (C-5) ; 20.3(C-6) ; 24.2 (C-4) ; 38.9 (C-3) ; 52.7 (C-2) ; 173.7 (C-1).
Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil-Val, Alltech, 90°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):

Leucin als N-Perfluorpropionyl-O-methylesterderivat
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D-Enantiomer: 6.60 min

L-Enantiomer: 7.69 min
Norleucin

5.43 g (20.0 mmol) pL-Norleucinbenzylesterhydrochlorid wurden nach AAV 8 bel RT mit
191.0 mg (1.0 mmol) 3,5-Dichlorsalicylaldehyd und 1.0 mL Alcalase bei pH 8.5 umgesetzt
(4 Tage Reaktionszeit).

Ausbeute: 20 % ee-Wert: 91 %

'"H-NMR (400.1 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d=0.95 (t, 3H, 3J(H,H) = 7.0 Hz, H-6) ; 1.39-1.58 (m, 4H, H-5, H-4) ; 2.05-2.22 (m, 2H,
H-3) ; 4.36 (pst, 1H, 3J(H,H) = 6.1 Hz, H-2).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CF5CO,D, 297 K):

d=14.3(C-6) ; 23.9 (C-5) ; 28.9 (C-4) ; 32.0 (C-3) ; 56.2 (C-2) ; 176.0 (C-1).

M ethionin

4.27 g (20.0 mmol) pL-Methioninethylesterhydrochlorid wurden nach AAV 8 bei RT mit
106.1 mg (0.5 mmol) 3,5-Dinitrosalicylaldehyd und 1.0 mL Alcalase bei pH 7.5 umgesetzt
(2 Tage Reaktionszeit).

Ausbeute: 96 % ee-Wert: 89 %

1
H,N_2 CO,H

b

5/S
'"H-NMR (400.1 MHz, CFsCO,D, 297 K):
d=2.24 (s, 3H, H-5) ; 2.47 (m, 1H, H-3) ; 2.62 (M, 1H, H-3) ; 2.93 (t, 2H, J(H,H) = 6.4 Hz,
H-4) ; 4.65 (dd, 1H, *J(H,H) = 4.7 Hz, %J(H,H) = 7.4 Hz, H-2) ; 8.02 (s, br, 2H, NH,).
3C{*H} NMR (100.6 MHz, CFsCO,D, 297 K):
d=13.0(C-5); 27.1 (C-4) ; 29.1 (C-3) ; 53.9 (C-2) ; 172.9 (C-1).
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Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil-Val, Alltech, 120°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):

Methionin als N-Perfluorpropionyl-O-methylesterderivat

D-Enantiomer: 7.57 min

L-Enantiomer: 8.06 min

oder GC (25 m XE-60, L-Valin-tert.-butylamid, 105°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):
D-Enantiomer: 6.50 min

L-Enantiomer: 7.30 min
Norvalin

3.63 g (20.0 mmol) pL-Norvalinethylesterhydrochlorid wurden nach AAV 8 bei RT mit
106.1 mg (0.5 mmol) 3,5-Dinitrosalicylaldehyd und 1.0 mL Alcalase bei pH 7.5 umgesetzt
(4 Tage Reaktionszeit).

Ausbeute: 98 % ee-Wert: 64 %

1
H,N_2_CO,H

b
5

'"H-NMR (400.1 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d=1.02 (t, 3H, 3J(H,H) = 7.4 Hz, H-5) ; 1.54 (m, 2H, H-4) ; 2.09 (m, 2H, H-3) ; 4.34 (dd, 1H,

3J(H,H) = 5.9 Hz, H-2) ; 7.34 (s, br, 2H, NH,).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d=135(C-5);19.7 (C-4) ; 33.8(C-3) ; 56.3 (C-2) ; 175.6 (C-1).

Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil-Val, Alltech, 90°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):

Norvalin als N-Perfluorpropionyl-O-methylesterderivat

D-Enantiomer: 4.78 min

L-Enantiomer: 5.25 min
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Phenylalanin

4.59 g (20.0 mmol) DL-Phenylalaninethylesterhydrochlorid wurden nach AAV 8 bel RT mit
106.1 mg (0.5 mmol) 3,5-Dinitrosalicylaldehyd und 1.0 mL Alcalase bei pH 7.5 umgesetzt
(2 Tage Reaktionszeit).

Ausbeute: 93 % ee-Wert: 99 %

NH,
21
3 CO,H
4
5 9
6 8

'"H-NMR (400.1 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d =3.58 (dd, 1H, *J(H,H) = 8.7 Hz, 2J(H,H) = 15.0 Hz, H-3) ; 3.86 (dd, 1H, *J(H,H) = 4.7 Hz,
2J(H,H) = 15.0 Hz, H-3) ; 4.88 (dd, 1H, 3J(H,H) = 4.7 Hz, 3)J(H,H) = 8.7 Hz, H-2) ; 7.5-
7.7 (m, 5H, H-5-H-9).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d=37.3(C-3);57.3(C-2) ; 130.8 (C-7) ; 130.9 (C-5, C-9) ; 131.7 (C-6, C-8) ; 133.3 (C-4) ;
174.5 (C-1).

MS (ClI, Isobutan): m/z: 166 ((M+H]""), 147 ; 136 ; 120 ; 103 ; 91 ; 73 ; 60.
Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil-Val, Alltech, 120°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):

Phenylalanin als N-Perfluorpropionyl-O-methylesterderivat

D-Enantiomer: 11.03 min

L-Enantiomer: 11.56 min

Tyrosin

491 g (20.0 mmol) bL-Tyrosinethylesterhydrochlorid wurden nach AAV 8 bei RT mit
106.1 mg (0.5 mmol) 3,5-Dinitrosalicylaldehyd und 0.2 mL Alcalase bei pH 7.5 umgesetzt
(1 Tag Reaktionszeit).

Ausbeute: 87 % ee-Wert: 97 %
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'"H-NMR (400.1 MHz, CFsCO,D, 297 K):

d =3.51 (dd, 1H, 3J(H,H) = 8.7 Hz, 3J(H,H)= 15.1 Hz, H-3) ; 3.72 (dd, 1H, 3J(H,H) = 4.8 Hz,
3J(H,H) = 15.1 Hz, H-3) ; 4.84 (dd, 1H, %J(H,H) = 4.8 Hz, 3J(H,H) = 85 Hz, H-2) ; 7.22 (d,
2H, 3J(H,H) = 8.5 Hz, H-5, H-9) ; 7.45 (d, 2H, *J(H,H) = 8.5 Hz, H-6, H-8).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CF5CO,D, 297 K):

d =345 (C-3) ; 55.1 (C-2) ; 116.6 (C-6, C-8) ; 125.1 (C-5, C-9) ; 130.6 (C-4) ; 154.2 (C-7) ;
172.5 (C-1).

Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil-Val, Alltech, 130°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):

Tyrosin als N-Perfluorpropionyl-O-methylesterderivat

D-Enantiomer: 18.04 min

L-Enantiomer: 19.08 min

10.2.3 Andere Verbindungen

Alaninmethylester hydrochlorid

Enantiomerenreine Verbindungen wurden wie das Racemat gemal3 AAV 1 dargestellt.
Eingesetzte Mengen: 17.81 g (200 mmol) Alanin, 26.17 g (220 mmol) SOCl,, 750 mL MeOH
D,L-Alaninmethylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 87 % ; Smpkt.: 105 °C (Lit: 105 °C).

NH;"CI

372 CO,—CHjs
1 4

'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-ds, 297 K):
d=1.85(d, 3H, 3J(H,H) = 7.2 Hz, H-3) ; 4.14 (s, 3H, H-4) ; 4.43(q, 1H, *J(H,H) = 7.2 Hz, H-
2) ; 5.15 (s, 3H, NHa).
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MS (El, 70 eV): Mz 139 ([M-CI]*") ; 125; 123 ;111 ;104 ;88;59 ; 44 ; 36 ; 32.
Alaninbenzylester hydrochlorid

Die Darstellung des Racemates erfolgte nach AAV 2 und 3, die L-Verbindung wurde kauflich
erworben.

Eingesetzte Mengen: 17.81 g (200 mmol) bDL-Alanin, 4185 g (220 mmol)
p-Toluolsulfonsaurehydrat, 54.1 g (500 mmol) Benzylalkohol
D,L-Alaninbenzylesterhydrochlorid:

Gesamtausbeute: 75 % ; Smpkt.: 99 °C (Lit: 100-102 °C).

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=1.44 (d, 3H, 3J(H,H) = 7.2 Hz, H-3) ; 4.08 (g, 1H, 3J(H,H) = 7.2 Hz, H-2) ; 5.19 (dd, 2H,
2J(H,H) = 15.5 Hz, 2J(H,H) = 12.6 Hz, H-4) ; 7.30-7.40 (m, 5H, H-arom.) ; 8.83 (s, br, 3H,
NHs).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=16.0 (C-3) ; 48.2 (C-2) ; 67.2 (C-4) ; 128.3, 128.8 (C-arom.) ; 135.6 (C-5) ; 170.2 (C-1).

Alaninethylester hydrochlorid

Die Darstellung des Racemates erfolgte nach AAV 1, die L-Verbindung wurde kéauflich
erworben.

Eingesetzte Mengen: 17.81 g (200 mmol) D,L-Alanin, 26.17 g (220 mmol) SOCly,
750 mL EtOH

D,L-Alaninethylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 91 % ; Smpkt.: 89 °C (Lit: 87-88 °C).

NH5 CI
}\%(OVS
3 4

o)
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'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=1.18 (t, 3H, 3J(H,H) = 7.1 Hz, H-5) ; 1.39 (d, 3H, 3J(H,H) = 7.1 Hz, H-3) ; 3.95 (g, 1H,
3J(H,H) = 7.1 Hz, H-2) ; 4.14 (g, 2H, *J(H,H) = 7.1 Hz, H-4) ; 8.75 (s, 3H, NHa).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=14.3(C-5); 16.0 (C-3) ; 48.1 (C-2) ; 61.9 (C-4) ; 170.2 (C-1).

Alaninisopr opylestertosylat

Die Darstellung des Racemates und der L-Verbindung wurde nach AAV 2 durchgefiihrt.
Eingesetzte Mengen: 1781 g (200 mmol) Alanin, 4185 g (220 mmol)
p-Toluolsulfonsaurehydrat, 30.0 g (500 mmol) 2-Propanol

S
0] 5
"HaN.2 J4\
3 10 6 *
3

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d = 1.41 (2d, 6H, %J(H,H) = 3.2 Hz, 3J(H,H) = 6.2 Hz, H-5, H-6) ; 1.55 (d, 3H, 3J(H,H) =
7.1 Hz, H-3) ; 2.48 (s, 3H, CHa-tosyl) ; 4.22 (m, 1H, H-2) ; 5.17 (hept., 1H, 3J(H,H) = 6.2 Hz,
H-4) ; 7.30 (d, 2H, 3J(H,H) = 7.7 Hz, CH-tosyl) ; 7.67 (d, 2H, 3J(H,H) = 7.7 Hz, CH-tosyl) ;
8.47 (s, br, 3H, NHa).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d = 16.0 (C-5, C-6) ; 21.1 (CHstosyl) ; 21.7 (C-3) ; 48.3 (C-2) ; 70.0 (C-4) ; 125.8 (CH-
tosyl) ; 128.5 (CH-tosyl) ; 138.2 (CHs-tosyl) ; 145.7 (C-tosyl) ; 169.9 (C-1).

O3

L eucinethylester hydrochlorid

Das Racemat wurde gemal3 AAV 1 dargestellt.

Eingesetzte Mengen: 26.22 g (200 mmol) D,L-Leucin, 26.17 g (220 mmol) SOCly,
750 mL EtOH

D,L-Leucinethylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 63 % ; Smpkt.: 147 °C (Lit: 145 °C).
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'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d = 1.07 (d, 6H, J(H,H) = 6.5 Hz, H-5, H-6) ; 1.41 (t, 3H, 3J(H,H) = 7.1 Hz, H-8) ; 1.83 (m,
2H, H-3) ; 1.95 (hept., 1H, J(H,H) = 6.5 Hz, H-4) : 4.05 (t, 1H, 3J(H,H) = 7.1 Hz, H-2) ; 4.37
(0, 2H, 2J(H,H) = 7.1 Hz, H-7) ; 8.87 (s, br, 3H, NH3).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=14.3(C-8) ; 22.3, 22.4 (C-5, C-6) ; 24.1 (C-4) ; 39.6 (C-3) ; 50.8 (C-2) ; 62.0 (C-7) ; 170.1
(C-1).

M ethioninmethylester hydrochlorid

Das Racemat und die L-Verbindung wurden gemal3 AAV 1 dargestellt.

Eingesetzte Mengen: 29.81 g (200 mmol) Methionin, 26.17 g (220 mmol) SOClIy,
750 mL MeOH

D,L-Methioninmethylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 78 % ; Smpkt.: 84 °C (Lit: 81-82 °C).

L-Methioninmethylesterhydrochlorid:
Ausbeute: 82 % ; Smpkt.: 149 °C (Lit: 151-153 °C) ; [a]p®% +26.2°, ¢ =1, H,0) (Lit:
[a]p? = 25.9° (c = 1, H,0).
0]
-+ 6
Cl H3N 2 1 O/CH3

3
4

5_8S
HsC™

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d =252 (s, 3H, H-5) ; 2.47-2.55 (m, 2H, H-3) ; 2.97 (t, 2H, 3J(H,H) = 6.7 Hz, H-4) ; 4.18 (s,
3H, H-6) ; 4.52 (pst, 1H, 3J(H,H) = 6.0 Hz, H-2) ; 9.22 (s, br, 3H, NHs).

3C{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=14.4(C-5) ; 28.5 (C-4) ; 29.5 (C-3) ; 51.0 (C-6) ; 53.0 (C-2) ; 169.8 (C-1).
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Norvalinethylester tosylat

Das Racemat wurde nach AAV 2 dargestellt.
Eingesetzte Mengen: 2343 g (200 mmol) DL-Norvdin, 41.85 g (220 mmol)
p-Toluolsulfonsdurehydrat, 23.0 g (500 mmol) EtOH

Ausbeute; 71 %.
o) SO5
*HaN_2 0
s 107 Ny
4 3
5

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d = 0.78-0.88 (m, 6H, H-7, H-5) ; 1.26-1.43 (m, 2H, H-4) ; 1.72 (m, 2H, H-3) ; 2.27 (s, 3H,
CHs-tosyl) : 3.85 (g, 2H, *J(H,H) = 7.3 Hz, H-6) ; 3.90 (m, 1H, H-2) ; 7.12 (d, 2H, 3J(H,H) =
7.8 Hz, CH-tosyl) ; 7.49 (d, 2H, 3J(H,H) = 7.8 Hz, CH-tosyl) ; 8.21 (s, br, 3H, NHs).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=13.8(C-5); 14.7 (C-7) ; 18.0 (C-4) ; 21.1 (CHs-tosyl) ; 32.0 (C-3) ; 52.2 (C-2) ; 61.7
(C-6) ; 125.8 (CH-tosyl) ; 128.5 (CH-tosyl) ; 138.4 (C-tosyl) ; 145.3 (C-tosyl) ; 171.4 (C-1).

Norvalinbenzylester hydrochlorid

Das Racemat wurde gemal3 AAV 2 und AAV 3 dargestellt.

Eingesetzte Mengen: 2343 g (200 mmol) DL-Norvdin, 4185 g (220 mmol)
p-Toluolsulfonsaurehydrat, 54.1 g (500 mmol) Benzylalkohol

Ausbeute: 73 % ; Smpkt.: 127 °C (Lit: 124 °C).

(@]
- 6 8
I""HaN_2
CI"Hj 10/\©9
3 12 10
4 11
5

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=0.82 (t, 3H, 3J(H,H) = 7.4 Hz, H-5) ; 1.17-1.45 (m, 2H, H-4) ; 1.78 (m, 2H, H-3) ; 3.99 (t,
1H, 3J(H,H) = 6.6 Hz, H-2) ; 5.21 (2d, 2H, 2J(H,H) = 12.4 Hz, 2J(H,H) = 14.8 Hz, H-6) ; 7.34
(m, 5H, H-8, H-9, H-10, H-11, H-12) ; 8.77 (s, br, 3H, NHa).
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3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):
d = 13.8 (C-5) ; 17.9 (C-4) ; 32.4 (C-3) ; 52.1 (C-2) ; 67.3 (C-6) ; 128.5-128.8 (C-8, C-9,
C-10, C-11, C-12) ; 135.6 (C-7) ; 169.8 (C-1).

Phenylalaninmethylester hydrochlorid

Sowohl die racemische als auch die L-Verbindung wurden nach AAV 1 dargestellt.
Eingesetzte Mengen: 33.16 g (200 mmol) Phenylalanin, 26.17 g (220 mmol) SOCI,, 750 mL
MeOH

D,L-Phenylalaninmethylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 96 % ; Smpkt.: 113 °C.

L-Phenylalaninmethylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 94 % ; Smpkt.: 156 °C (Lit: 159 °C) ; [a]p® = +32.4°, c=2, EtOH) (Lit:
[a]p® = +32.4° (c = 1, EtOH).

'"H-NMR (400.1 MHz, Aceton-ds, 297 K):

d = 3.35-3.49 (ddd, 2H, 3J(H,H) = 6.3 Hz, 3J(H,H) = 7.3 Hz, 2J(H,H) = 14.5 Hz, H-3) ; 3.99
(s, 3H, H-10) ; 4.52 (dd, 1H, 3J(H,H) = 6.3 Hz, 3J(H,H) = 7.3 Hz, H-2) ; 5.03 (s, br, 3H,
NHs) ; 7.45-7.59 (m, 5H, H-5-H-9).

3c{H} NMR (100.6 MHz, Aceton-ds, 297 K):

d = 37.8 (C-3) ; 54.1 (C-10) ; 55.7 (C-2) ; 129.4 (C-7) ; 130.6 (C-5, C-9) ; 130.9 (C-6, C-8) ;
135.8 (C-4) ; 170.9 (C-1).

MS (ClI, Isobutan): m/z 180 ([M-CI]*") ; 143 ; 120 ; 88 ; 65.

Tyraosinbenzylester hydrochlorid
Das Racemat sowie die L-Verbindung wurden gemals AAV 1 dargestellt.

Eingesetzte Mengen: 36.24 g (200 mmol) Tyrosin, 26.17 g (220 mmol) SOCl,, 750 mL
Benzylalkohol
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D,L-Tyrosinbenzylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 76 % ; Smpkt.: 177 °C (Lit: 174-176 °C).

L-Tyrosinbenzylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 80 % ; Smpkt.: 185 °C (Lit: 189-191 °C) ; [a]p** = -23.3°, ¢ =1, IN HCI) (Lit:
[a]p? =-23.4° (c= 1, IN HCI).

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=3.12 (dd, 1H, 2J(H,H) = 14.1 Hz, %J(H,H) = 7.5 Hz, H-3) ; 3.25 (dd, 1H, 3J(H,H) = 5.7 Hz,
2J(H,H) = 14.1 Hz, H-3) ; 4.35 (dd, 1H, 3J(H,H) = 5.7 Hz, H-2) ; 5.28 (s, 2H, H-10) ; 6.82 (d,
2H, 3J(H,H) = 8.3 Hz, H-5, H-9) ; 7.09 (d, 2H, 3J(H,H) = 8.3 Hz, H-6, H-8) ; 7.40-7.51 (m,
5H, H-12-H-16) ; 8.83 (s, 3H, NH3) ; 9.63 (s, 1H, OH).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=35.5(C-3) ; 53.8 (C-2) ; 67.3 (C-10) ; 115.2 (C-6, C-8) ; 124.6 (C-14) ; 128.7 (C-5, C-9,
C-13, C-15) ; 130.8 (C-12, C-16) ; 135.2 (C-11) ; 157.0 (C-7) ; 169.3 (C-1).

Tyrosinethylester hydrochlorid

Das Racemat sowie die L-Verbindung wurden gemal3 AAV 1 dargestellt.

Eingesetzte Mengen: 36.24 g (200 mmol) Tyrosin, 26.17 g (220 mmol) SOCI,, 750 mL EtOH
D,L-Tyrosinethylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 95 % ; Smpkt.: 121 °C.

L-Tyrosinethylesterhydrochlorid:

Ausbeute: 97 % ; Smpkt.: 164 °C (Lit: 166 °C) ; [a]p** = -6.5°, ¢ =2, H,0) (Lit: [a]p*™* = -6.5°
(c =1, H0).
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'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=1.11(t, 3H, 3J(H,H) = 7.1 Hz, H-11) ; 2.94 (dd, 1H, 2J(H,H) = 14.1 Hz, %J(H,H) = 7.4 Hz,
H-3) ; 3.06 (dd, 1H, %J(H,H) = 5.7 Hz, 2J(H,H) = 14.1 Hz, H-3) ; 4.07-4.13 (m, 3H, H-2, H-
10) ; 6.70 (d, 2H, 3J(H,H) = 8.5 Hz, (H-6, H-8) ; 7.00 (d, 2H, %J(H,H) = 8.4 Hz, H-5, H-9) ;
8.58 (s, br, 3H, NHa) ; 9.45 (s, 1H, OH).

3C{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=14.0 (C-11) ; 35.4 (C-3) ; 53.5 (C-2) ; 61.8 (C-10) ; 115.6 (C-6, C-8) ; 130.6 (C-5, C-9) ;
135.5 (C-4) ; 156.9 (C-7) ; 169.2 (C-1).

Valinbenzylestertosylat

Das Racemat sowie die L-Verbindung wurden gemal3 AAV 2 dargestellt.

Eingesetzte Mengen: 2343 g (200 mmol) Vdin, 41.85 g (220 mmol)
p-Toluolsulfonsdurehydrat, 54.0 g (500 mmol) Benzylalkohol

D,L-Vainbenzylestertosylat:

Ausbeute: 74 % ; Smpkt.: 130 °C (Lit: 134-138 °C).

L-Valinbenzylestertosylat:

Ausbeute: 74 % :; Smpkt.: 157 °C (Lit: 158 °C) ; [a]p® = -3.6°, ¢ =2, MeOH) (Lit: [a]p® = -

3.6° (C = 2, MeOH).
o SOy
+ 6 8
47 N5 12 7 10

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=0.91 (2d, 6H, 3J(H,H) = 12.2 Hz, 3J(H,H) = 12.2 Hz, H-4, H-5) ; 2.15 (dq, 1H, %J(H,H) =
12.2 Hz, 3J(H,H) = 4.6 Hz, H-3) ; 2.28 (s, 3H, CHs-tosyl) ; 3.95 (d, 1H, %J(H,H) = 4.6 Hz, H-
2) : 5.23 (2d, 2H, %J(H,H) = 12.2 Hz, 3J(H,H) = 19.5 Hz, H-6) ; 7.11 (d, 2H, 3J(H,H) = 7.8 Hz,
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CH-tosyl) ; 7.33-7.38 (m, 5H, H-8-H-12) ; 7.50 (d, 2H, *J(H,H) = 7.8 Hz, CH-tosyl) ; 8.37 (s,
br, 3H, NHs).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=17.8, 18,5 (C-4, C-5) ; 21.1 (CHs-tosyl) ; 29.2 (C-3) ; 57.6 (C-2) ; 67.5 (C-6) ; 125.9 (CH-
tosyl) ; 128.5-128.9 (C-8, C-9, C-10, C-11, C12) ; 135.4 (C-7) ; 138.3 (CH-tosyl) ; 145.6 (C-
tosyl) ; 169.1 (C-1).

N-(2-Hydr oxybenzyliden)-alaninethylester

20 mmol (24424 mg = 213 m) Salicyladehyd, 2.0 mmol (307.2 mg) D,L-Alanin-
ethylesterhydrochlorid und 1.0 g N&COs werden in einem Schlenkgefald mit 25 mL THF und
5.0 mL Wasser versetzt und 1 Stunde bei RT gertihrt. AnschliefRend wird das Ldsungsmittel
entfernt und 30 mL CH,Cl, und 10 mL Wasser zugegeben und 2 Tage bel RT gertihrt. Nach

Entfernen des Losungsmittels verbleibt ein gelbes Ol.

Ausbeute: 90 % ; M = 221.25 g/mol.

)\ 4
2°CO
3 4 2—\5

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=1.19 (t, 3H, 3J(H,H) = 7.0 Hz, H-5) ; 1.43 (d, 3H, 3J(H,H) = 7.0 Hz, H-3) ; 4.13 (g, 2H,
3J(H,H) = 7.0 Hz, H-4) ; 4.30 (g, 1H, 3J(H,H) = 7.0 Hz, H-2) ; 6.90 (m, 2H, H-10, H-12) ;
7.35 (dt, 1H, 3J(H,H) = 7.8 Hz, “J(H,H) = 1.5 Hz, H-11) ; 7.45 (dd, 1H, 3J(H,H) = 7.5 Hz,
*J(H,H) = 1.5 Hz, H-9) ; 8.61 (s, 1H, H-6) ; 13.17 (s, 1H, OH).

3c{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d = 13.1 (C-5) ; 185 (C-3) ; 60.3 (C-2) ; 65.1 (C-4) ; 116.1 (C-9) ; 118.2 (C-11) ; 130.7
(C-12) ; 132.2 (C-10) ; 160.0 (C-8) ; 165.0 (C-6) ; 170.8 (C-1).

MS (El, 70eV): m/z 221 [M™] ; 205 ; 148 ; 122 ; 77 ; 40.
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N-(2-Hydr oxy-3,5-dichlor -benzyliden)-phenylalaninbenzylester

1.0 mmol (191.0 mg) 3,5-Dichlorsalicylaldehyd, 1.0 mmol (291.0 mg) D,L-Phenylalanin-
benzylesterhydrochlorid und 1.0 g NaCOs; werden in einem Schlenkgefald mit je 20 mL
CH,CI; und Wasser versetzt und 3 Tage bel RT gertihrt. Anschlief3end wird die organische
Phase abgetrennt, mit MgSO. getrocknet und das LOsungsmittel Uber Nacht am Vakuum
entfernt. Es verbleibt ein orangefarbenes Pulver.

Ausbeute: 89 % ; M = 428.31 g/moal.

Cl Cl

HO

=4

N

3 2>COo,—

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d = 3.03 (dd, 1H, 2J(H,H) = 13.6 Hz, *J(H,H) = 9.2 Hz, H-3) ; 3.31 (dd, 1H, 2J(H,H) = 13.6
Hz, 3J(H,H) = 4.5 Hz, H-3) ; 4.15 (dd, 1H, 3J(H,H) = 4.5 Hz, 3J(H,H) = 9.2 Hz, H-2) ; 5.13
(m, 2H, H-7) ; 6.88 (d, 1H, 3J(H,H) = 2.5 Hz, H-6) ; 7.00-7.30 (m, 10 H, H-arom.) ; 7.32 (d,
1H, *J(H,H) = 2.5 Hz, H-5) ; 7.74 (s, 1H, H-4) ; 13.75 (s, 1H, OH).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K): nur teilweise zuordbar

d=40.3(C-3) ; 67.8(C-7) ; 73.0(C-2) ; 119.8 ; 123.1 ; 123.4; 127.6 ; 128.8 ; 129.0 ; 129.1 ;
129.7 ; 129.9 ; 133.0; 135.6 ; 136.5 ; 156.3 (C-4) ; 165.7 (C-OH) ; 170.4 (C-1).

MS (El, 70 eV): m/z 429 [M+H"] ; 336 ; 292 ; 200 ; 91 ; 40.

N-(2-Hydr oxy-5-nitr o-benzyliden)-phenylalaninethylester

1.0 mmol (167.1 mg) 5-Nitrosalicylaldehyd, 1.0 mmol (219.6 mg) D,L-Phenylalanin-
ethylesterhydrochlorid und 200 mg Na,COs werden in einem Schlenkgeféald mit je 20 mL
CH,CI; und Wasser versetzt und 2 Tage bel RT gertihrt. Anschlief3end wird die organische
Phase abgetrennt, mit MgSO, getrocknet und mit 3.0 g Molsieb versetzt. Nach weiteren 2
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Tagen Reaktionszeit wird das Molsieb abfiltriert und das L6sungsmittel am Vakuum entfernt.
Es verbleibt ein orangefarbenes Pulver.

Ausbeute : 54 % ; M = 342.33 g/mol.

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d=1.22 (t, 3H, 3J(H,H) = 7.0 Hz, H-5) ; 3.05 (dd, 1H, %J(H,H) = 13.6 Hz, 3J(H,H) = 9.0 Hz,
H-3) ; 3.33 (dd, 2J(H,H) = 13.6 Hz, %J(H,H) = 4.5 Hz, H-3) ; 4.05-4.20 (m, 3H, H-2, H-4) ;
6.95 (d, 1H, 3J(H,H) = 9.0 Hz, H-9) ; 7.05-7.21 (m, 5H, H-arom.) ; 7.89 (s, 1H, H-6) ; 7.98 (d,
1H, *J(H,H) = 3.0 Hz, H-7) ; 8.12 (dd, *J(H,H) = 9.0 Hz, *J(H,H) = 3.0 Hz, H-8) ; 14.10 (s,
1H, OH).

3C{H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d=14.1 (C-5) ; 39.8 (C-3) ; 61.8 (C-4) ; 72.3 (C-2) ; 118.3 (C-9) ; 127.2-131.6 (8 C-arom.) ;
136.1 (C-quartér) ; 139.5 (C-NO,) ; 165.2 (C-6) ; 167.0 (C-OH) ; 170.1 (C-1).

N-(2-Hydr oxy-5-nitr o-benzyliden)-alaninethylester

1.0 mmol (167.1 mg) 5-Nitrosalicylaldehyd, 1.0 mmol (153.6 mg) D,L-Alanin-
ethylesterhydrochlorid und 200 mg Na,COs werden in einem Schlenkgeféald mit je 20 mL
CH,CI; und Wasser versetzt und 2 Tage bel RT gerthrt. Anschlief3end wird die organische
Phase abgetrennt, mit MgSO, getrocknet und mit 3.0 g Molsieb versetzt. Nach weiteren 2
Tagen Reaktionszeit wird das Molsieb abfiltriert und das L6sungsmittel am Vakuum entfernt.
Es verbleibt ein orangefarbenes Pulver.

Ausbeute: 45 % ; M = 266.25 g/mol.
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'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):
d=1.21(t, 3H, 3J(H,H) = 7.0 Hz, H-5) ; 1.50 (d, 3H, *J(H,H) = 7.0 Hz, H-3) ; 4.15 (2q, 3H,
3J(H,H) = 7.0 Hz, H-2, H-4) ; 7.11 (d, 1H, “J(H,H) = 2.3 Hz, H-10) ; 7.35 (d, 1H, 3J(H,H) =
7.8 Hz, H-10) ; 7.35 (d, 1H, *J(H,H) = 2.3 Hz, H-8) ; 7.89 (dd, J(H,H) = 7.8 Hz, *J(H,H) =
2.3 Hz, H-9) ; 8.25 (s, 1H, H-6) ; 14.17 (s, 1H, OH).
3C{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):
d=14.1(C-5) ; 19.3(C-3) ; 61.7 (C-4) ; 65.3 (C-2) ; 118.4 (C-10) ; 125.9 (C-7) ; 128.0, 128,2
(C-9, C-8) ; 140.1 (C-NO,) ; 164.6 (C-6) ; 166.1 (C-OH) ; 171.0 (C-1).

N-(2-Hydr oxy-3,5-dinitr obenzyliden)-tyr osinbenzylester

1.0 mmol (212.1 mg) 3,5-Dinitrosalicylaldehyd, 1.0 mmol (259.2 mg) freier D,L-
Tyrosinbenzylester und 2.0 mL NEt; werden in einem Schlenkgeféald mit 20 m. CH,Cl, und
5.0 g Molsieb 3 Tage bel RT gerthrt. Anschlie3end wird das Molsieb abfiltriert und das
L6sungsmittel im Vakuum abgezogen. Es verbleibt ein rotes Pulver.

Ausbeute: 87.5% ; M = 465.41 g/mol.

2
02N 21 0 19 N02

22

'"H-NMR (400.1 MHz, MeCN-ds, 297 K):
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d = 3.19 (dd, 1H, 2J(H,H) = 14.3 Hz, 3J(H,H) = 8.0 Hz, H-3) ; 3.32 (dd, 1H, 2J(H,H) = 14.3
Hz, 3J(H,H) = 5.5 Hz, H-3) ; 4.81 (dd, 1H, 3J(H,H) = 5.5 Hz, *J(H,H) = 8.0 Hz, H-2) ; 5.17-
5.23 (m, 2H, H-9) ; 6.66 (d, 2H, *J(H,H) = 8.4 Hz, H-5, H-7) ; 6.93 (d, 2H, 3J(H,H) = 8.4 Hz,
H-4, H-8) ; 7.33 (m, 5H, H-11-H-15) ; 8.21 (s, 1H, H-16) ; 8.34 (d, 1H, *J(H,H) = 2.9 Hz, H-
18) ; 8.67 (d, 1H, *J(H,H) = 2.9 Hz, H-20) ; 14.20 (s, 1H, OH).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, MeCN-ds, 297 K):

d = 38.8 (C-3) ; 65.9 (C-9) ; 68.9 (C-2) ; 116.6 (C-5, C-7) ; 117.5 (C-20) ; 118.4 (C-11,
C-15) ; 126.1 (C-17) ; 128.8 (C-13) ; 129.5 (C-12, C-14) ; 131.7 (C-4, C-8) ; 132.4 (C-18) ;
135.9 (C-23) ; 137.7 (C-21) ; 141.7 (C-10) ; 157.4 (C-6) ; 168.6 (C-22) ; 169.2 (C-16) ; 171.3
(C-1).

N-(2-Hydr oxy-5-nitr obenzyliden)-tyr osinbenzylester

Synthese analog N-(2-Hydroxy-3,5-dinitrobenzyliden)-tyrosinbenzylester.

Eingesetzte Mengen: 259.2 mg (1.0 mmol) D,L-Tyrosinbenzylester, 167.1 mg (1.0 mmol)
5-Nitrosalicylaldehyd

Ausbeute: 92 % ; M = 420.39 g/moal.

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d = 3.08 (dd, 1H, 2J(H,H) = 13.7 Hz, %J(H,H) = 8.0 Hz, H-3) ; 3.24 (dd, 1H, 2J(H,H) = 13.7
Hz, 3J(H,H) = 5.4 Hz, H-3) ; 4.42 (dd, 1H, 3J(H,H) = 5.4 Hz, 3J(H,H) = 8.0 Hz, H-2) ; 5.17
(m, 2H, H-9) ; 6.60 (d, 2H, *J(H,H) = 8.4 Hz, H-5, H-7) ; 6.87 (d, 1H, 3J(H,H) = 9.1 Hz,
H-21) 6.91 (d, 2H, 3J(H,H) = 8.4 Hz, H-4, H-8); 7.02-7.25 (m, 5H, H-11-H-15) ; 7.91 (s, 1H,
H-16) ; 7.98 (d, 1H, *J(H,H) = 2.6 Hz, H-18) ; 8.06 (dd, 1H, 3J(H,H) = 9.1 Hz, “J(H,H) = 2.6
Hz, H-20).
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3¢{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K): (nur partielle Zuordnung mdglich)
d=239.6 (C-3);67.9(C-9) ; 71.7 (C-2) ; 116.2; 119.5;121.0; 128.1; 129.2 ; 129.3; 129.5;
129.6;130.4; 131.7; 132.4; 136.7 ; 156.9 ; 157.4 ; 166.7 ; 167.4 ; 171.1 (C-1).

N-(2-Hydr oxybenzyliden)-phenylalaninethylester

2.0 mmol (244.24 mg = 213 m.) Salicylaldehyd, 2.0 mmol (439.2 mg) D,L-Phenylalanin-
ethylesterhydrochlorid und 1.0 g N&COs; werden in einem Schlenkgefald mit 25 mL THF und
5.0 mL Wasser versetzt und 1 Stunde bei RT gerthrt. Anschlief3end wird das Losungsmittel
entfernt und 30 mL CH,Cl, und 10 mL Wasser zugegeben und 2 Tage bel RT gerdihrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels verbleibt ein gelbes Ol.

Ausbeute: 73 % ; M = 237.35 g/moal.

'"H-NMR (400.1 MHz, CD,Cly, 297 K):

d=1.16 (t, 3H, *J(H,H) = 7.2 Hz, H-11) ; 3.04 (dd, 1H, 3J(H,H) = 8.6 Hz, 2J(H,H) = 13.5 Hz,
H-3) ; 3.27 (dd, 1H, %J(H,H) = 5.2 Hz, 2J(H,H) = 13.5 Hz, H-3) ; 4.08 (dd, q 3H, 3J(H,H) =
7.2 Hz, 3J(H,H) = 5.2 Hz, %J(H,H) = 8.6 Hz, H-10, H-2) ; 6.76 (dt, 1H, 3J(H,H) = 7.6 Hz,
*J(H,H) = 1.0 Hz, H-14) ; 6.83 (m, 1H, %J(H,H) = 8.4 Hz, H-17) ; 7.05-7.25 (m, 7H, H-15, H-
16, H-5-H-9) ; 7.95 (s, 1H, H-12) ; 12.86 (s, 1H, OH).

B3C{H} NMR (100.6 MHz, CD,Cl,, 297 K):

d = 14.3 (C-11) ; 40.3 (C-3) ; 61.7 (C-10) ; 73.3 (C-2) ; 117.2 (C-17) ; 118.9 (C-15) ; 127.1
(C-7) ; 128.8 (C-5, C-9) ; 129.9 (C-6, C-8) ; 132.1 (C-14) ; 133.1 (C-16) ; 137.4 (C-4) ; 161.3
(C-18) ; 167.2 (C-12) ; 171.1 (C-1).
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10.2.4 Arbeitsvor schriften zum Themengebiet: Racemisierung von N-Acyl-
aminosaur en

10.2.4.1 Allgemeine Arbeitsvor schrift zur Dur chfiihrung von Racemisier ungs-
reaktionen von N-Acyl-aminosduren (AAV 9).

In einem verschraubaren Druckreaktionsrohr (Fa. ACE) werden im Argonstrom Nach 24
bzw. 48 Stunden Reaktionszeit werden im Argonstrom Proben entnommen, die nach
Entfernen des LAsungsmittels ohne weitere Aufreinigung nach Abschnitt 10.2.1.4 derivatisiert

werden.

Alle  Paladium-katalysierten = Racemisierungsreaktionen  werden  streng  unter
Inertgasbedingungen  entsprechend in  Schlenkrohren  durchgeftihrt. 0.482  mmol
L-N-Acylaminoséure, 0.0048-0.0241 mmol (1.0-5.0 mol%) Palladiumkatalysator und 0.0096-
0.0241 mmol (5-12.5 mol%) Phosphanligand mit 10 mL Ldsungsmittel versetzt und in einem
Olbad auf die gewiinschte Resktionstemperatur gebracht. Dabei ist zu beachten, dal3 die
Reaktionstemperatur aus Sicherheitsgriinden keinesfalls tiber 80 °C liegen darf.

10.2.4.2 N-Acylierung von racemischen und optisch reinen Aminosauren (AAV 10).

60 mmol Aminosaure und 120 mmol NaHCO3; werden in einem Kolben in einer Mischung
aus 150 mL Wasser und 150 mL Dioxan suspendiert und leicht erwarmt bis sich eine klare
Ldsung ergibt. 63 mmol Acylierungsreagenz (Sdureanhydride bzw. Saurechloride) werden als
verdinnte Loésung in Toluol vorsichtig zugetropft, danach wird die Reaktion eine Stunde bei
RT gerthrt und schliefdlich Uber Nacht auf 60 °C temperiert. Nach einer Abkihlphase wird
das Volumen des Ansatzes um die Hélfte eingeengt und die verbleibende Losung 3 mal mit
100 mL Ethylacetat extrahiert. Nach Trockung der vereinigten organischen Phasen mit
MgSO, entfernt man das L 6sungsmittel im Vakkum und kristallisiert das Rohprodukt um.
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10.2.5 Dar gestellte Verbindungen

N-Acetyl-alanin

Die enantiomerenreinen Verbbindungen wurden kéuflich erworben, das Racemat gemaf}
AAV 10 dargestellt.

Eingesetzte Mengen: 5.34 g (60 mmol) b,L-Alanin, 6.43 g (63 mmol) Acetanhydrid

Ausbeute: 87 % ; Smpkt.: 131 °C (Lit: 132-133 °C).

@)

54 N
o
O 3

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=1.22 (d, 3H, 3J(H,H) = 7.3 Hz, H-3) ; 1.81 (s, 3H, H-5) ; 4.15 (m, 1H, H-2) ; 8.13 (d, 1H,
3J(H,H) = 7.1 Hz, NH), 12.78 (s, 1H, CO.H).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=17.5(C-3) ; 22.6 (C-5) ; 47.8 (C-2) ; 169.4 (C-5) ; 174.6 (C-1).

Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil Val, Alltech, 120°C, 1.0 mL Argon/min):

N-Acetyl-alanin als Methylesterderivat

D-Enantiomer: 4.33 min

L-Enantiomer: 4.56 min

N-Acetyl-aspar aginsiur e

Gemald AAV 10 wurden die racemische Verbindung hergestellt, die L-Verbindung wurde
kauflich erworben.

Eingesetzte Mengen: 7.99 g (60 mmol) D,L-Asparagin, 6.43 g (63 mmol) Acetanhydrid
D,L-N-Acetyl-asparaginsiure:

Ausbeute: 73 % ; Smpkt.: 145-149°C (Lit: 140-141°C).

o 3
4

CO,H
5

H 1
7\ﬁ,/ Ngz/cozH
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Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil Val, Alltech, 100°C/10-2-150, 1.0 mL Argon/min):
N-Acetyl-asparaginsdure als O,0"-Dimethylesterderivat
D-Enantiomer: 28.75 min

L-Enantiomer; 29.17 min
N-Acetyl-leucin

Die L-Verbindung wurde ké&uflich erworben, die racemische Verbindung gema AAV 10
dargestellt.

Eingesetzte Mengen: 7.87 g (60 mmol) D,L-Leucin, 6.43 g (63 mmol) Acetanhydrid

D,L- N-Acetyl-leucin:

Ausbeute: 85 % ; Smpkt.: 181 °C (Lit: 185 °C).

H 1
oH

8\[7(1\1 2 CO
@) :%1/5

6

Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil-Val, Alltech, 80°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):
N-Acetyl-leucin underivatisiert

D-Enantiomer: 29.69 min

L-Enantiomer: 30.89 min

oder GC (25 m Chirasil-Val, Alltech, 90°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):
N-Acetyl-leucin als O-Methylesterderivat

D-Enantiomer: 6.86 min

L-Enantiomer: 7.74 min
N-Acetyl-methionin

Das Racemat wurde gemal3 AAV 10 synthetisiert.

Eingesetzte Mengen: 8.95 g (60 mmol) D,L-Methionin, 6.43 g (63 mmol) Acetanhydrid
D,L- N-Acetyl-methionin:

Ausbeute: 77 % ; Smpkt.: 117 °C (Lit: 117-119 °C).
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H 1
7\ﬁ/N 2 COZH
0] 3
4

5.5
HsC”™

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d = 2.02-2.16 (m, 5H, H-4, H-7) ; 2.26 (s, 3H, H-5) ; 2.69 (m, 2H, H-3) ; 4.47 (m, 1H, H-2) :
8.36 (d, 1H, 3J(H,H) = 7.8 Hz, NH) ; 12.81 (s, 1H, CO;H).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=14.9(C-5); 22.7 (C-7) ; 30.0 (C-4) ; 31.0 (C-3) ; 51.2 (C-2) ; 169.8 (C-6) ; 173.8 (C-1).

N-Acetyl-phenylalanin

Gemald AAV 10 wurden sowohl die racemische als auch die L-Verbindung hergestellt, jeweils
umkristallisiert in Aceton.

Eingesetzte Mengen: 9.91 g (60 mmol) Phenylalanin, 6.43 g (63 mmol) Acetanhydrid
D,L-N-Acetyl-phenylalanin:

Ausbeute: 67 % ; Smpkt.: 145-147°C (Lit: 145-147°C).

L-N-Acetyl-phenylalanin:

Ausbeute: 64 % ; Smpkt.: 164-167°C (Lit: 171 °C) ; [a]p® =39.7°, c =1, MeOH) (Lit:
[a]p® = 40° (c = 1, MeOH).

(@]
HN)1J0\11
32 CO,H
4 1
5 9
6 8

'"H-NMR (400.1 MHz, Aceton-ds, 297 K):

d =212 (s, 3H, H-11) ; 3.23 (dd, 1H, 2J(H,H) = 13.9 Hz, 3J(H,H) = 8.3 Hz, H-3) ; 3.42 (dd,
1H, 2J(H,H) = 13.9 Hz, 3J(H,H) = 5.4 Hz, H-3) ; 4.29 (dd, 1H, %J(H,H) = 5.4 Hz, 3J(H,H) =
8.3 Hz, H-2) ; 7.43-7.54 (m, 5H, H-5-H-9) ; 8.31 (d, 1H, 3J(H,H) = 8.0 Hz, NH) ; 12.91 (s,
1H, COzH).
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3C{H} NMR (100.6 MHz, Aceton-ds, 297 K):

d=23.0 (C-11) ; 38.5 (C-3) ; 54.5 (C-2) ; 127.8 (C-7) ; 129.5 (C-5, C-9) ; 130.5 (C-6, C-8) ;
138.7 (C-4) ; 170.6 (C-10) ; 173.4 (C-1).

MS (ClI, Isobutan): m/z. 208 ((M+H] ") ; 161 ; 146 ; 120 ; 91 ; 60.

N-Trifluoracetyl-phenylalanin

Nach Literaturvorschrift™®® wurde sowohl die racemische, as auch die L-Verbindung
hergestellt.

Eingesetzte Mengen: 3.30 g (20 mmol) Phenylaanin, 4.41 g (21 mmol) Trifluoressigsiure-
anhydrid

L-N-Trifluoracetyl-phenylalanin:

Ausbeute: 33 % ; Smpkt.: 114-132°C, (Lit: 118-121°C) ; [a]p® = +14.9°, (c =2, EtOH), (Lit:
[a]p? = 14.6° (c = 2, EtOH).

D,L-N-Trifluoracetyl-phenylalanin:

Ausbeute: 50 %; Smpkt.: 122-126°C.

'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-ds, 297 K):

d = 3.29 (dd, 1H, 3J(H,H) = 10.3 Hz, 2J(H,H) = 14.1 Hz, H-3) ; 3.59 (dd, 1H, 3J(H,H) = 4.8
Hz, 2J(H,H) = 14.1 Hz, H-3) ; 4.96 (dd, 1H, *J(H,H) = 4.8 Hz, 3J(H,H) = 10.3 Hz, H-2) ; 7.46-
7.65 (m, 6H, H-5-H-9, NH) : 12.77 (s, 1H, CO,H).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, Methanol-d,, 297 K):

d=38.1(C-3) ; 55.9 (C-2) ; 128.4 (C-7) ; 129.9 (C-5, C-9) ; 130.6 (C-6, C-8) ; 138.6 (C-4) ;
173.7 (C-1).

N-Acetyl-phenylalaninmethylester

Die racemische Verbindung wurde aus N-Acetylphenylalanin nach AAV 1 dargestelit.
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Eingesetzte Mengen: 4.14 g (20 mmol) N-Acetylphenylalanin, 2.50 g SOCl,, 200 mL MeOH
Ausbeute: 78 % ; Smpkt.: 67 °C.

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d =217 (s, 3H, H-11) ; 3.30 (m, 2H, H-3) ; 3.92 (s, 3H, H-12) ; 5.06 (dd, 1H, J(H,H) = 5.9
Hz, 3J(H,H) = 7.7 Hz, H-2) ; 6.28 (d, 1H, 3J(H,H) = 7.1 Hz, NH) ; 7.26-7.50 (m, 5H, H-5-
H-9).

3C{H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d=24.3(C-11) ; 39.0 (C-3) ; 53.5 (C-12) ; 54.4 (C-2) ; 128.2 (C-7) ; 129.7 (C-5, C-9) ; 130.4
(C-6, C-8) ; 137.0 (C-4) ; 171.1 (C-1) ; 173.3 (C-10).

MS (El, 70 eV): m/z 221 ((M™]) ; 205; 190 ; 178 ; 162 ; 149 ; 131 ; 120; 103; 91; 88 ; 77 ;
65 ; 51 ; 43.

N-Phenacetyl-phenylalanin

Gemald AAV 10 wurden sowohl die racemische als auch die L-Verbindung hergestellt, jeweils
umkristallisiert in Ethylacetat/Petrolether.

Eingesetzte Mengen: 9.91 g (60 mmol) Phenylalanin, 9.74 (63 mmol) Phenacetylchlorid
D,L-N-Phenacetyl-phenylalanin:

Ausbeute: 33 % ; Smpkt.: 126 °C.

L-N-Phenacetyl-phenylalanin:

Ausbeute: 32 % ; Smpkt.: 128-138°C (Lit: 136-137°C) ; [a]p® = 27.4°, ¢ =1, EtOH) (Lit:
[a]p® = 30.3° (c = 1, EtOH).
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"H-NMR (400 MHz, Aceton-ds, 297K):

d=3.23(dd, 1H, *J(H,H) = 8.1 Hz, 2J(H,H) = 13.9 Hz, H-3) ; 3.40 (dd, 1H, 3J(H,H) = 5.2 Hz,
2J(H,H) = 13.9 Hz, H-3) ; 3.76 (dd, 2H, 2J(H,H) = 14.5 Hz, 2J(H,H) = 17.8 Hz, H-11) ; 4.97
(dd, 1H, 3J(H,H) = 5.2 Hz, 3J(H,H) = 8.1 Hz, H-2) ; 7.38-7.51 (m, 10H, H-5-H-9, H-13-
H-17) ; 8.29 (d, 1H, J(H,H) = 7.9 Hz, NH) ; 12.77 (s, 1H, COH).

3C-NMR (100 MHz, Aceton-ds, 297 K):

d=38.4(C-3) ; 43.7 (C-11) ; 54.5 (C-2) ; 127.8 (C-7, C-15) ; 129.5 (C-5, C-9, C-13, C-17) ;
129.5 (C-5, C-9, C-14, C-16) ; 137.2 (C-12) ; 138.4 (C-4) ; 171.5 (C-10) ; 173.3 (C-1).

MS (El, 70eV): Mz 283 ([M™]) ; 265; 239 ; 205 ; 192 ; 180 ; 164 ; 148 ; 135; 120; 91 ; 65
;51 ; 39.

Enantiomerenanalytik:

N-Phenacetyl-phenylalanin als Methylesterderivat

HPLC (Chiralcel OD-H, Hexan:1sopropanol 97:3, Flul3 = 1.0 mL/min)

D-Enantiomer: 33.37 min

L-Enantiomer: 38.32 min
N-Benzoyl-phenylalanin

Gemald AAV 10 wurden sowohl die racemische als auch die L-Verbindung hergestellt, jeweils
umkristallisiert in Wasser.

Eingesetzte Mengen: 9.91 g (60 mmol) Phenylalanin, 8.86 (63 mmol) Benzoylchlorid
D,L-N-Benzoyl-phenylalanin:

Ausbeute: 62 % ; Smpkt.: 182-184°C (Lit: 184-86°C).

L-N-Benzoyl-phenylalanin:

Ausbeute: 68 % ; Smpkt.: 139-140°C (Lit: 141-143), [a]p® =-39.3°, ¢ =1, MeOH) (Lit:
[a]p® = -41.4° (c = 1, MeOH).
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"H-NMR (400 MHz, Aceton-ds, 297K):

d = 3.42 (dd, 1H, 3J(H,H) = 13.9 Hz, %J(H,H) = 9.1 Hz, H-3) ; 3.59 (dd, 1H, 3J(H,H) = 13.9
Hz, 3J(H,H) = 5.0 Hz, H-3) ; 5.18 (m, 1H, H-2) ; 7.40-8.08 (m, 11H, H-5-H-9, H-12-H-16,
NH).

3C-NMR (100 MHz, Aceton-ds, 297 K):

d=38.5(C-3) ; 55.5(C-2) ; 128.1 (C-7) ; 128.7 (C-12, C-16) ; 129.8 (C-5, C-9) ; 130.8 (C-6,
C-8) ; 132.9 (C-13, C-15) ; 135.9 (C-14) ; 139.2 (C-11) ; 168.2 (C-10) ; 173.9 (C-1).

MS (Cl, Isobutan): mvz 270 ([M+H] ") ; 252 ; 240 ; 224 ; 206 ; 192 ; 178 ; 166 ; 147 ; 131 ;
120; 105;91; 77 ; 65.

Enantiomerenanalytik:

N-Benzoyl-phenylalanin als Methylesterderivat

HPLC (Chiralcel OD-H, Hexan:lsopropanol 90:10, Flul3 = 1.2 mL/min)

L-Enantiomer: 10.39 min

D-Enantiomer: 7.67 min
N-M ethoxyacetyl-phenylalanin

Geméal3 AAV 10 wurden sowohl die racemische als auch die L-Verbindung hergestellt.
Eingesetzte Mengen: 9.91 g (60 mmol) Phenylalanin, 6.84 g (63 mmol) Methoxyessig-
saurechlorid

D,L-N-Methoxyacetyl-phenylalanin:

Ausbeute: 84 % ; Smpkt.: 95-98°C.

L-N-M ethoxyacetyl-phenylalanin:

Ausbeute: 99 % ; farblose Fliissigkeit, [a]p* = + 28.4°, (c =1.1, MeOH).



10 Experimenteller Teil 179

"H-NMR (400 MHz, Aceton-dg, 297K):

d =3.30(dd, 1H, *J(H,H) = 7.5 Hz, 2J(H,H) = 13.9 Hz, H-3) ; 3.42 (dd, 1H, 3J(H,H) = 8.5 Hz,
2J(H,H) = 13.9 Hz, H-3) ; 3.48 (s, 3H, H-12) ; 3.96 (d, 2H, 2J(H,H) = 3.0 Hz, H-11) ; 4.95 (m,
1H, H-2) ; 7.32-7.48 (m, 5H, H-5-H-9) ; 8.12 (s, 1H, NH) ; 11.0-11.5 (s, br, 1H, CO.H).
3C-NMR (100 MHz, Aceton-ds, 297 K):

d=38.3(C-3); 53.7 (C-12) ; 59.4 (C-2) ; 72.8 (C-11) ; 128.0 (C-7) ; 129.4 (C-5, C-9) ; 130.6
(C-6, C-8) ; 138.3 (C-4) ; 170.3 (C-10) ; 173.1 (C-1).

MS (ClI, Isobutan): m/z 238 ([M*]) ; 220; 192 ; 180 ; 147 ; 120 ; 91 ; 63.

N-M ethoxyacetyl-phenylalaninethylester

Gemal3 AAV 1 wurde das Racemat aus N-M ethoxyacetyl-phenylalanin dargestellt.
Eingesetzte Mengen: 15.92 g (60 mmol), N-Methoxyacetyl-phenylalanin, 200 mL EtOH

HNJ\lz/O\lC?’Hg
3 21 0 _-11
A 3 10
5 9
6 8

'"H-NMR (400 MHz, CDCls, 297K):

d=1.21(t, 3H, 3J(H,H)= 7.1 Hz, H-11) ; 3.11 (dd, 2H, 3J(H,H) = 6.2 Hz, “J(H,H) = 8.3 Hz,
H-3) ; 3.33 (s, 3H, H-13) ; 3.86 (s, 2H, H-12) ; 4.14 (q, 2H, %J(H,H) = 7.1 Hz, H-10) ; 4.87
(dd, 1H, 3J(H,H) = 8.3 Hz, ®J(H,H) = 6.2 Hz, H-2) ; 6.93 (d, 1H, 3J(H,H) = 8.3 Hz, NH) ;
7.10-7.26 (m, 5H, H-5-H-9).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3, 297K):
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d=14.5(C-11) ; 38.5 (C-3) ; 52.9 (C-13) ; 59.7 (C-2) ; 61.9 (C-10) ; 72.2 (C-12) ; 127.5 (C-
7); 129.0 (C-5, C-9) ; 129.7 (C-6, C-8) ; 136.2 (C-4) ; 169.8 (C-14) ; 171.1 (C-1).
Enantiomerenanalytik:

HPLC (Chiracel OD-H, Hexan:lsopropanol 97:3, Fluf3 1.0 mL/min)

L-Enantiomer: 15.32 min

D-Enantiomer: 21.21 min
N-Boc-Phenylalanin

Die racemische und die L-Verbindung wurden kauflich erworben.

j\O)(J)\NH

CO,H

Enantiomerenanalytik:

N-Boc-Phenylalanin als Methylesterdrivat

HPLC (Chiralcel OD-H, Hexan:Ethanol 98:2, 0.8 mL/min)
L-Enantiomer: 10.12 min

D-Enantiomer: 9.43 min
N-Fmoc-Phenylalanin

Die racemische und die L-Verbindung wurden kauflich erworben.

Enantiomerenanalytik:
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N-Fmoc-Phenylalanin als Methylesterdrivat

HPLC (Chiralcel OD-H, Hexan:Ethanol 8:2, Fluf3 = 3.0 mL/min):
L-Enantiomer: 4.89 min

D-Enantiomer: 3.37 min

N-Acetyl-phenylglycinmethylester

Das Racemat und die L-Verbindung waren im Hause vorrétig.

CI"HgN O/CH3

Enantiomerenanalytik:

HPLC (Chiralpak AD, Hexan:Ethanol 90:10, 1.0 mL/min):
D-Enantiomer: 9.40 min

L-Enantiomer: 11.82 min

N-Acetyl-prolin

Das Racemat und die L-V erbindung wurden kauflich erworben.

|\/>7C02H

N

)~

@)

Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil Val, Alltech, 100°C isotherm, 1.0 mL Argon/min):
N-Acetyl-prolin als O-Methylesterderivat

D-Enantiomer: 44.90 min

L-Enantiomer;: 45.87 min
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N-Acetyl-valin

Das Racemat wurde gemal3 AAV 10 dargestellt.
Eingesetzte Mengen: 7.03 g (60 mmol) D,L-Valin, 6.43 g (63 mmol) Acetanhydrid
Ausbeute: 77 % ; Smpkt.: 147 °C (Lit: 148 °C).

H 1
7\ﬁ/N2C
OE
4 5

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds, 297 K):

d=1.86 (s, 3H, H-7) ; .1.99 (m, 6H ; H-4, H-5) ; 4.11 (dd, 1H, 3J(H,H) = 5.8 Hz, 3J(H,H) =
8.4 Hz, H-2) ; 7.96 (d, 1H, 3J(H,H) = 8.4 Hz, NH) ; 12.78 (s, 1H, CO:H).

3C{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d=18.3,19.4 (C-4, C-5) ; 22.6 (C-7) ; 30.1 (C-3) ; 57.5 (C-2) ; 169.9 (C-6) ; 173.5 (C-1).
Enantiomerenanalytik:

GC (25 m Chirasil Val, Alltech, 120°C, 1.0 mL Argon/min):

N-Acetyl-valin als Methylesterderivat

O.H

D-Enantiomer: 6.88 min

L-Enantiomer: 7.27 min

2-Hydr oxy-3-phenylpropionsiure

Das Racemat sowie die (S)-Verbindung wurden kauflich erworben.

OH

CO,H

Enantiomerenanalytik:

GC (50 m Cyclodextrin IP, 150°C, 1.0 mL Argon/min):
2-Hydroxy-3-phenylpropionsaure als Methylesterderivat
(R)-Enantiomer: 24.76 min

(S-Enantiomer: 25.41 min
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2-Acetoxy-3-phenylpropionsaur e

Die racemische und die (S)-Verbindung wurde nach Literaturvorschrift!**® dargestellt.
(R,S-2-Acetoxy-3-phenylpropionsaure:

Ausbeute: 76 % ; farbloses Ol.

(9)-2-Acetoxy-3-phenylpropionsaure:

Ausbeute: 82 % ; farbloses Ol.

0)110\11
3 2°CO,H
4 1
5 9
6 8

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCl3, 297 K):

d=1.98 (s, 3H, H-11) ; 3.02 (dd, 1H, 3J(H,H) = 9.1 Hz, 2J(H,H) = 14.5 Hz, H-3) ; 3.16 (dd,
1H, 2J(H,H) = 14.5 Hz, H-3) ; 5.16 (dd, 1H, J(H,H) = 9.1 Hz, 3J(H,H) = 10.3 Hz, H-2) ;
7.14-7.24 (m, 5H, H-5-H-9) ; 9.67 (s, br, 1H, COH).

3C{H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d=20.9 (C-11) ; 37.5(C-3) ; 73.1 (C-2) ; 127.6 (C-7) ; 129.0 (C-5, C-9) ; 129.7 (C-6, C-8) ;
136.2 (C-4) ; 171.2 (C-10) ; 175.5 (C-1).

MS (El, 70 eV): m/z 163 ([M-57]"") ; 148 ; 131 ;103 ;91 ; 77 ; 65 ; 43,
Enantiomerenanalytik:

GC (50 m Cyclodexrin IP, 128°C, 1.0 mL Argon/min):

O-Acetylphenylmilchsaure als Methylesterderivat

(R)-Enantiomer: 86.50 min

(S-Enantiomer: 88.24 min
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Mandelsdure
Die (9-Verbindung und das Racemat wurden kauflich erworben.

HO. _CO,H

Enantiomerenanalytik:

GC (50 m Cyclodextrin IP, 120°C, 1.0 mL Argon/min):
Mandelsdure als Methylesterderivat

(R)-Enantiomer: 52.62 min

(S-Enantiomer: 53.60 min

O-Acetyl-mandelsdure

1.0 g (6.57 mmol) (S-Mandelsure wird in 10.5 mL Pyridin vorgelegt und zur Losung 1.34 g
(13.14 mmol) Essigsaureanhydrid tropfenweise zugesetzt. Der Ansatz wird 2 Tage bei RT
gerhrt, danach fugt man 10 mL Wasser zu und extrahiert 3 mal mit 25 mL Chloroform. Die
vereinigten Chloroformphasen werden 3 mal mit 1N Salzsaure gewaschen, getrocknet und zur
Trockene eingeengt. Es verbleibt ein Ol, das in Benzol umkristallisiert einen farblosen
Feststoff ergibt.

(9-0O-Acetyl-mandelsaure:
Ausbeute: 76 % ; Smpkt.: 79-80°C (Lit: 79-80°C) ; [a]p® = -153.5°, ¢ =2, Aceton) (Lit:
[a]p? = 153.5° (c = 2.2, Aceton).

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):
d = 2.10 (s, 3H, H-10) ; 5.85 (s, 1H, H-2) ; 7.17-7.41 (m, 5H, H-4-H-8) ; 10.33 (s, br, 1H,
COzH).
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3C{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d=21.0(C-10) ; 74.5(C-2) ; 128.1 (C-5, C-7) ; 129.3 (C-4, C-8) ; 129.9 (C-6) ; 133.5(C-3) ;
170.9 (C-9) ; 174.8 (C-1).

MS (El, 70 eV): m/z 194 ((M™]) ; 166 ; 149 ; 134 ; 107 ;91 ; 79 ; 63 ; 51 ; 43 ; 39.
Enantiomerenanalytik:

HPLC (OB-H, Hexan:Ethanol 98:2, Flul3 = 1.0 mL/min):

O-Acetyl-mandelsaure als Methylesterderivat

(R)-Enantiomer: 12.25 min

(S-Enantiomer: 10.53 min

Phenylalaninol
Die racemische Verbindung wurde nach Literaturvorschrift!**”! dargestellt.

(R,S-Phenylalaninol:
Ausbeute: 58 % ; farblose FlUssigkeit.

NH,
375 OH
1
4
5 9
6 8

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d = 1.40-2.3 (2s, 3H, NH,, OH) ; 2.78 (dd, 1H, 3J(H,H) = 8.7 Hz, 2J(H,H) = 13.5 Hz, H-3) ;
3.05 (dd, 1H, %J(H,H) = 5.2 Hz, 2J(H,H) = 13.5 Hz, H-3) ; 3.36 (m, 1H, H-2) ; 3.91 (dd, 1H,
3J(H,H) 3.5 Hz, *J(H,H) = 11.0 Hz, H-1) ; 4.26 (dd, 1H, 3J(H,H) = 3.5 Hz, %J(H,H) = 11.0 Hz,
H-1).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d =412 (C-3) ; 54.1 (C-2) ; 66.5 (C-1) ; 126.9 (C-4) ; 127.8 (C-7) ; 129.1 (C-6, C-8) ; 129.7
(C-5, C-9).

MS (ClI, Isobutan): m/z 152 ((M+H]*") ; 134 ; 120 ; 91 ; 77 ; 60.

Enantiomerenanalytik:
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GC (50 m Cyclodextrin IP, 120°C, 1.0 mL Argon/min):
Phenylalaninol als N-Perfluorpropionylderivat
(R)-Enantiomer: 47.24 min

(S-Enantiomer: 52.67 min

N-Acetyl-phenylalaninol

400 mg (2.65 mmol) (S)-Phenylalaninol und 4.39 g (31.74 mmol) K,COsz werden in einer
Mischung aus 20 mL Wasser und 20 mL Dichlormethan vorgelegt. Unter intensivem Rihren
tropft man 0.83 g (10.58 mmol) Acetylchlorid zu und rihrt weitere 4 Stunden bei RT. Nach
Zusatz weiterer 20 mL Dichlormethan wird die wéldrige Phase abgetrennt und verworfen. Die
organische Phase wird 3 mal mit 10%-iger NaHCOs-L6sung gewaschen, getrocknet und das
Losungsmittel vollstandig im Vakuum entfernt. Es verbleibt ein Feststoff wachsartiger
Konsistenz.

(S-N-Acetyl-phenylalaninol:
Ausbeute: 89 % ; Smpkt.: 94-97°C (Lit: 90-95°C), [alo =-204°, (c=25, CHCly) (Lit:
[a]o? = -23° (¢ = 1, CHCly).

'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-d; , 297 K):

d=2.16 (s, 3H, H-11) ; 3.07 (ddd, 2H, 3J(H,H) = 8.3 Hz, *J(H,H) = 6.3 Hz, J(H,H) = 8.3 Hz,
2J(H,H) = 13.7 Hz, H-3) ; 3.79 (m, 2H, H-1) ; 4.35 (m, 1H, H-2) ; 7.41-7.62 (m, 5H, H-5-H-
9).

3c{*H} NMR (100.6 MHz, Methanol-d,, 297 K):

d=231(C-11) ; 38.4 (C-3) ; 54.7 (C-2) ; 64.6 (C-1) ; 127.8 (C-7) ; 129.8 (C-5, C-9) ; 130.7
(C-6, C-8) ; 140.3 (C-4) ; 173.5 (C-10).

MS (Cl, Isobutan): m/z 194 ((M+H]*") ; 175; 162 ; 150 ; 134 ; 119 ; 102 ;91 ; 77 ; 65 ; 60 ;
51;43; 31.
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Enantiomerenanalytik:

HPLC (Chiracel OD-H, Hexan:Ethanol 98:2, Flu3 = 2.5 mL/min):
(R)-Enantiomer: 45.34 min

(S-Enantiomer: 55.78 min

1-Phenylethylamin

1~2 NH,
3

4 8

5 7

Enantiomerenanalytik:

GC (50 m Lipodex C, 115°C, 1.0 mL Argon/min):
1-Phenylethylamin als N-Trifluoracetylderivat
(R)-Enantiomer: 14.42 min

(S-Enantiomer: 14.88 min

N-Acetyl-1-phenylethylamin

5.0 g (41.26 mmol) (R)-1-Phenylethylamin werden in 40 mL Toluol gelost und tropfenweise
mit einer Lésung von 4.63 g (45.39 mmol) Acetylchlorid in 10 mL Toluol versetzt. Nach 90
mindtigem Erhitzen der Resaktionslosung auf 90°C kihlt man ab und entfernt das
Losungsmittel im Vakuum. Der Rickstand wird mit 40 mL Dichlormethan versetzt und 3 mal
mit 40 mL geséttigter NaHCOs-L6sung gewaschen. Das organische Lésungsmittel wird nach
Trocknung entfernt und man erhélt das Produkt als farblosen Feststoff.

(R)-N-Acetyl-phenylethylamin:
Ausbeute: 89 % ; Smpkt.: 101-102°C, (Lit: 99-100°C).
[a]p? = +149.0°, ¢ =0.99, EtOH) (Lit: [a]p* = +151° (c = 1, EtOH).

H
1. 2_N_9 _-10
L
4 8

5 7
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'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-ds, 297 K):

d = 1.71 (d, 3H, 3J(H,H) = 6.9 Hz, H-1) ; 2.22 (s, 3H, H-10) ; 5.17 (s, 1H, NH) ; 5.27 (q,
3J(H,H) = 6.9 Hz, H-2) ; 7.56-7.79 (m, 5H, H-4-H-8).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, Methanol-d,, 297 K):

d =229 (C-10) ; 23.1 (C-1) ; 50.6 (C-2) ; 127.5 (C-4, C-8) ; 128.5 (C-6) ; 129.9 (C-5, C-7) ;
145.6 (C-3) ; 172.6 (C-9).

MS (El, 70eV): m'z 163 ([M™]) ; 147; 120; 106 ; 104 ;91 ;79 ; 77 ; 60 ; 43 ; 28.
Enantiomerenanalytik (das Racemat wurde kauflich erworben):

HPLC (Chiralpak AD, Hexan:Ethanol 95:5, Flufl3 = 1.2 mL/min):

(R)-Enantiomer: 8.39 min

(S-Enantiomer: 10.76 min

N-(1-Phenylethyl)-phthal sur emonoamid

Man 16st 350 mg (2.89 mmol) 1-Phenylethylamin in 10 mL Dichlormethan, dann gibt man
hintereinander 292 mg (2.89 mmol) Triethylamin, 428 mg (2.88 mmol) Phthalsaureanhydrid
und eine Spatelspitze 4-Dimethylaminopyridin zu und rahrt die Reaktionsmischung 3 Stunden
bei RT. Nach Entfernen des Lésungsmittels wird das Rohprodukt séulenchromatographisch
aufgereinigt (Eluent: Petrolether/Ethylacetat/Essigsaure 49/49/2).

(R,S-N-(1-Phenylethyl)-phthal sGuremonoamid:

Ausbeute: 41 % ; Smpkt.: 179-181°C (Lit: 180°C).

(R)-N-(1-Phenylethyl)-phthalamidsaure:

Ausbeute: 45 % : Smpkt.: 134°C (Lit: 134°C) [a]p®%: -46.8°, ¢ =2, EtOH) (Lit: [a]p® = -47.1°
(c =2, EtOH).

4 2 COoH 44 14
N
5 8_N_9 13
7
6 17
O

'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-ds, 297 K):
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d=1.61(d, 3H, 3J(H,H) = 7.0 Hz, H-10) ; 5.30 (g, 1H, *J(H,H) = 7.0 Hz, H-9) ; 7.29-7.52 (m,
6H, H-4, H-12-H-16) ; 7.55-7.64 (m, 1H, H-5) ; 7.67-7-71 (m, 1H, H-6) ; 8.00-8.05 (m, 1H,
H-3).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, Methanol-ds, 297 K): nur teilweise Zuordnung méglich

d=22.6 (C-10) ; 51.0 (C-9) ; 127.8 (C-13, C-15) ; 128.5(C-14) ; 129.3 ; 129.9 (C-12, C-16) ;
130.9 ; 131.4 ; 131.7 (C-3, C-4, C-5, C-6) ; 133.4 (C-11) ; 140.4 (C-7) ; 145.5 (C-2) ; 169.9
(C-8); 172.4 (C-1).

MS (El, 70 eV): m/iz 269 ([M™]) ; 251 ; 236 ; 208 ; 194 ; 176 ; 160 ; 120 ; 106 ; 101 ; 76 ;
65; 50 ; 44.

Enantiomerenanalytik:

N-(1-Phenylethyl)-phthalsduremonoamid as Methylesterderivat

HPLC (Chiralpak AD, Hexan:Ethanol 90:10, Flu3 = 1.0 mL/min)

(R)-Enantiomer: 6.14 min

(S-Enantiomer: 8.04 min

O-(1-Phenylethyl)-phthal saur emonoester

(R,9-0O-(1-Phenylethyl)-phthalsduremonoester:

3.0 g (24.56 mmol) 1-Phenylethylalkohol werden in 10 mL Pyridin vorgelegt und 3.57 g
(24.07 mmol) Phthalsdureanhydrid zugegeben. Die Mischung wird fir 2 Stunden auf 110 °C
erhitzt, dann wird die Losung abgekihlt. Es werden 20 mL Wasser und 50 mL 0.5N
Natrolauge zugesetzt und 3 mal mit 30 mL Ethylacetat gewaschen. Die waldrige Phase wird
mit IN-Salzsdure auf pH 1 angesduert, dann 3 mal mit 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wird getrocknet und eingeengt. Der Ruickstand wird sdulen-
chromatographisch aufgereinigt (Eluent: Methanol/Ethylacetat 1/9).

Ausbeute: 52 % ; Smpkt.: 107-108 °C.

(9-0O-(1-Phenylethyl)-phthalséureester:

350 mg (2.86 mmol) (S)-1-Phenylethanol werden in 10 mL Methylenchlorid gelést, dann gibt
man 289.8 mg (2.86 mmol) Triethylamin, 424 mg (2.86 mmol) Phthalsdureanhydrid und eine
Spatelspitze DMAP zu und riihrt die Reaktionddsung 3 Stunden bei RT. Nach Entfernen des
L 6sungsmittels verbleibt ein orangefarbenes Ol, das siulenchromatographisch gereinigt wird
(Eluent: Petrolether/Ethylacetat 1/1).
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Ausbeute: 69 % ; Smpkt.: 80-81°C (Lit: 81-82 °C), [a]p® = +22.7°, c =4, MeOH) (Lit:
[a]p? = +22.0° (c = 4, MeOH).

15

s 1

4 2 COoH 44 14

5 B OL& X 1
6 12
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'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-ds, 297 K):

d = 1.58(d, 3H, 3J(H,H) = 6.6 Hz, H-10) ; 6.07 (g, 1H, *J(H,H) = 6.6 Hz, H-9) ; 7.18-7.35 (m,
5H, H-12-H-16) ; 7.48-7.52 (m, 2H, H-4, H-5) ; 7.55-7.66 (m, 1H, H-6) ; 7.75-7.85 (m, 1H,
H-3) ; 11.31 (s, 1H, COH).

BC{H} NMR (100.6 MHz, Methanol-d,, 297 K): teilweise nicht zuordbar

d = 25.5 (C-10) ; 74.6 (C-9) ; 125.8, 126.7, 128.9, 129.0, 130.3, 130.6, 131.3, 132.5, 133.7
(C-3, C-4, C-5, C-6, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16) ; 141.4 (C-7) ; 146.1 (C-2) ; 167.7
(C-8) ; 172.2 (C-1).

O-(1-Phenylethyl)-succinsaur eester

Die (9-Verbindung und das Racemat wurden gekauft.

ONOH

@)

Enantiomerenanalytik:

O-(1-Phenylethyl)-succinsaureester als Methylesterderivat

HPLC (Chiralpak AD, Hexan:Ethanol 90:10, Flu3 = 1.0 mL/min):
(R)-Enantiomer: 6.12 min

(S-Enantiomer: 8.14 min
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N-Acetyl-phenylalanyl-phenylalanin ( N-Ac-Phe-Phe-OH)

(1S,29)- N-Acetyl-phenylalanyl-phenylalanin (N-Ac-Phe-Phe-OH)

630 mg (1.71 mmol) (1S29)-N-Ac-Phe-Phe-OMe werden mit 67.7 mg (2.82 mmol) LiOH in
50 mL eines Methanol/Wasser (2/1) Gemisches fir 20 Minuten gerdhrt. Nach Ansauern des
Reaktionsansatzes mit konz. HCI wird das Ldsungsmittel entfernt, das Rohprodukt in Aceton
aufgeschlammt und filtriert.

Ausbeute: 93 % ; Smpkt.: 228-233°C (Lit: 238-242°C) ; [a]p? = +5.52 (c =0.47, Pyridin).

(1RS2RS)-N-Ac-Phe-Phe-OH
Synthese analog der (1S,2S5)-V erbindung.
Ausbeute: 89 % ; Smpkt.: 238-248 °C.

O

4311 N12 COH

> O 13 1415

6 10 16

7 9 19 17
8 18

'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds , 297 K):

d =172 (s, 3H, H-1) ; 2.68, 2,96, 3.09 (4d, 4H, 3J(H,H) = 10.3 Hz, 2J(H,H) = 13.7 Hz
3J(H,H) = 8.9 Hz, 2J(H,H) = 14.1 Hz, H-4, H-13) ; 4.42-4.56 (m, 2H, H-3, H-12) ; 7.16-7.31
(m, 10H, H-6-H-10, H-15-H-19) ; 8.08, 8.29 (2d, 2H, 3J(H,H) = 8.5 Hz, 3J(H,H) = 7.7 Hz,
2NH) ; 12.79 (s, br, 1H, H-20).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d =227 (C-1) ; 36.9, 37.8 (C-4, C-13) ; 53.8, 53.9 (C-3, C-12) ; 126.5, 126.8 (C-8, C-17) ;
128.3, 128.5 (C-6, C-10, C-15, C-19) ; 129.5 (C-7, C-9, C-16, C-18) ; 137.8, 138.4 (C-5, C-
14) ; 169.3 (C-2) ; 171.8 (C-11) ; 173.1 (C-20).

MS (ClI, Isobutan): mz 355 ([M+H]"") ; 337 ; 295 ; 251 ; 206 ; 166 ; 120 ; 91 ; 77.
Enantiomerenanalytik der (1RS 2RS)-V erbindung:

(HPLC, AD, Hexan:Isopropanol 90:10, Flu3 = 2.0 mL/min)

N-Ac-Phe-Phe-OH as Methylesterderivat

(1S29), (1R,2R) Enantiomerenpaar:

(1S29)-Enantiomer: 7.78 min
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(1R,2R)-Enantiomer: 10.36 min

(1S2R), (1R,2S) Enantiomerenpaar:

(1R,29)-Enantiomer: 16.89 min

(1S2R)-Enantiomer 23.22 min
N-Acetyl-phenylalanyl-phenylalaninmethylester ( N-Ac-Phe-Phe-OM e)

(1S,29)-N-Acetyl-phenylalanyl-phenylalaninmethylester (N-Ac-Phe-Phe-OMe)

Unter Schutzgasatmosphére werden 2.0 g (9.66 mmol) (S)-N-Acetylphenylalanin in 200 mL
Dichlormethan suspendiert, anschlief3end setzt man 3.78 g (19.72 mmol) und ca. 5 mg 4-
Dimethylaminopyridin zu, woraufhin eine klare Losung entsteht. Nach 10 Minuten Ruhren
tropft man eine Suspension von 2.13 g (9.86 mmol) Phenylalaninmethylesterhydrochlorid in
200 mL Dichlormethan zu und |83t die Reaktion 4 Tage bei Raumtemperatur rihren. Die
Reaktionsldsung wird dann mit 200 mL 0.2N NaOH und zweima mit 200 mL Wasser
extrahiert, die vereinigten wéaldrigen Phasen werden zweima mit je 300 mL Dichlormethan
gewaschen. Nach Trocknung der vereinigten organischen Phasen und Entfernen des

Ldsungsmittels wird das Produkt erhalten.

Ausbeute: 53 % ; Smpkt.: 172°C (Lit: 172°C) ; [a]p? = +23.4°, (c =0.85, CHCl3) (Lit:
[a]p? = +24.3°, (c = 1, CHCl3).

(1S,29)-N-Acetyl-phenylalanyl-phenylalaninmethylester (N-Ac-Phe-Phe-OMe)
Darstellung analog (1S,25)-N-Ac-Phe-Phe-OMe.
Ausbeute: 76 % ; Smpkt.: 162-164 °C.

x
172NH L 0

311 N12. CO,—CHg

15
16
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6 100 1314
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'"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds , 297 K):
d =191 (s 3H, H-1) ; 2.68, 2,96, 3.09 (2dd, 4H, 3J(H,H) = 6.5 Hz, 2J(H,H) = 13.8 Hz,
%J(H,H) = 6.5 Hz, 2J(H,H) = 13.0 Hz, H-4, H-13) ; 3.64 (s, 3H, H-21) ; 4.65 (2dd, 2H, *J(H,H)
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= 6.5 Hz, 3J(H,H) = 6.7 Hz, 3J(H,H) = 13.0 Hz, *J(H,H) = 13.8 Hz, H-3, H-12) ; 6.16, 6.28
(2s, 2H, NH) ; 7.16-7.38 (m, 10H, H-6-H-10, H-15-H-19).

3c{H} NMR (100.6 MHz, DM SO-ds, 297 K):

d =235 (C-1) ; 38.3, 38,5 (C-4, C-13) ; 52.8 (C-21) ; 53.8, 53.8 (C-3, C-12) ; 127.5, 127.6
(C-8, C-17) ; 129.0, 129.1 (C-6, C-10, C-15, C-19) ; 129.6, 129.7 (C-7, C-9, C-16, C-18) ;
136.0, 136.7 (C-5, C-14) ; 170.5 (C-2) ; 170.9 (C-20) ; 171.7 (C-11).

MS (El, 70 eV): m/z 368 ((M"]) ; 336 ; 324 ; 309 ; 277 ; 235 ; 206 ; 175 ; 162 ; 147 ; 131 ;
120;104;91;77;65; 43.

N-Acetyl-alanyl-phenylalaninmethylester (N-Ac-Ala-Phe-OM e)

(1S,29)- N-Acetyl-alanyl-phenylalaninmethylester (N-Ac-Ala-Phe-OMe)
Die (1S29)-V erbindung wurde ké&uflich erworben.

(1RS2RS)-N-Acetyl-alanyl-phenylalaninmethylester (N-Ac-Ala-Phe-OMe)

300 mg (2.3 mmol) N-Acetyl-alanin und 897 mg (4.68 mmol) EDCI werden in 20 mL
Dichlormethan suspendiert, mit der Zugabe von 5.0 mg DMAP klart die Lésung vollstandig
auf. Nach Zugabe von D,L-Phenylalaninmethylesterhydrochlorid suspendiert in 20 mL
Dichlormethan 183t man die Reaktion 3 Tage bei Raumtemperatur rihren. Nach Waschen mit
2 mal 50 mL Wasser wird die organische Phase mit NaSO, getrocknet und das L 6sungsmittel
im Vakuum entfernt. Es verbleibt das farblose Produkt.

Ausbeute: 66 % ; Smpkt.: 150-153 °C.

172NH |, »
4){[5(N 6 CO,—CHj
9
@] 78 10
138 A1
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'"H-NMR (400.1 MHz, CDCl3, 297 K):
d=1.24 (2d, 3H, 3J(H,H) = 7.0 Hz, H-4) ; 1.94 (2s, 3H, H-1) ; 3.02 (2dd, 1H, 3J(H,H) = 7.1
Hz, 2J(H,H) = 13.9 Hz, H-7) ; 3.14 (2dd, 1H, %J(H,H) = 5.7 Hz, 2J(H,H) = 13.9 Hz, H-7) ;
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3.69 (s, 3H, H-14) ; 4.42-52 (m, 1H, H-6) ; 4.75-83 (m, 1H, H-3) ; 6.36 (2d, 1H, *J(H,H) = 7.1
Hz, NH) ; 6.77 (2d, 1H, *J(H,H) = 7.8 Hz, NH) ; 7.13-7.23 (m, 5H, H-9-H-13).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d=189 (C-4); 235 (C-1) ; 38.2 (C-7) ; 49.1 (C-14) ; 52.8 (C-3) ; 53.6, 53.8 (C-6) ; 127.6
(C-11) ; 129.0 (C-9, C-13) ; 129.6, 129.7 (C-10, C-12) ; 136.1, 136.2 (C-8) ; 170.5 (C-2) ;
172.1, 172.2 (C-15) ; 172.4 (C-5).

MS (ClI, Isobutan): m/z. 279 ([M+H] ") ; 261 ; 234 ; 206 ; 166 ; 147 ; 120 ; 86 ; 60.
Enantiomerenanalytik:

(HPLC, Chiralcel AD 062, Hexan:Isopropanol 90:10, Fluf3 = 2.0 mL/min)

N-Ac-Ala-Phe-OH als Methylesterderivat

(1S29), (1R,2R) Enantiomerenpaar:

(1S29)-Enantiomer: 11.92 min

(1R,2R)-Enantiomer: 13.79 min

(1S2R), (1R,2S) Enantiomerenpaar:
(1R,2S) Enantiomer: 16.31 min
(1S2R) Enantiomer: 22.91 min

N-Acetyl-phenylalanyl-alanin ( N-Ac-Phe-Ala-OH)

(1S,29)-N-Acetyl-phenylalanyl-alanin (N-Ac-Phe-Ala-OH)

1.00 g (4.23 mmol) (1S2S)-Phe-Ala-OH und 711 mg (8.46 mmol) NaHCO; werden in 60 mL
Wasser 10 Minuten gertihrt bis sich eine klare Lésung ergibt. Nach der Zugabe von 864 mg
(8.46 mmol) Essigsdureanhydrid wird fir 24 Stunden gerdhrt. Die Losung wird im Anschlufl3
mit 1IN Natronlauge auf pH 11 eingestellt und 2 mal mit 50 mL Ethylacetat gewaschen. Nach
Ansduern der Losung auf pH 1 mit waldriger HCl wird 6 mal mit 50 mL Ethylacetat extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen mit MgSO, getrocknet und das Produkt durch Entfernen

des Losungsmittels am Vakuum gewonnen.

Ausbeute: 80 % ; Smpkt.: 170-172 °C.
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'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-ds, 297 K):

d=1.65(d, 3H, 3J(H,H) = 7.3 Hz, H-13) ; 2.13 (s, 3H, H-1) ; 3.11 (dd, 1H, 3J(H,H) = 9.6 Hz,
2J(H,H) = 14.1 Hz, H-4) ; 3.43 (dd, 1H, 3J(H,H) = 5.0 Hz, 2J(H,H) = 14.1 Hz, H-4) ; 4.64 (q,
1H, 3J(H,H) = 7.3 Hz, H-12) : 4.92 (dd, 1H, 3J(H,H) = 5.0 Hz, 3J(H,H) = 9.6 Hz, H-3) ; 7.44-
7.56 (m, 5H, H-6-H-10).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, Methanol-d,, 297 K):

d =181 (C-13) ; 22.8 (C-1) ; 39.4 (C-4) ; 56.2, 56.3 (C-3, C-12) ; 128.2 (C-8) ; 129.8 (C-6,
C-10) ; 130.8 (C-7, C-9) ; 139.0 (C-5) ; 173.6 (C-2) ; 174.0 (C-11) ; 176.2 (C-14).

MS (El, 70 eV): m/z 278 ((M™']) ; 260 ; 219 ; 200 ; 190 ; 175 ; 162 ; 145 ; 131 ; 120 ; 99 ;
91;77;60;43; 30.

(1RS2RS)-N-Acetyl-phenylalanyl-alaninmethylester (N-Ac-Phe-Ala-OMe)

Die Darstellung erfolgte analog der Synthese von (1RS 2RS)-N-Ac-Ala-Phe-OMe.
Eingesetzte Mengen: 1.00 g (4.83 mmol) N-Acetylphenylalanin, 925 mg EDCI, 674 mg
Alaninmethylesterhydrochlorid

Ausbeute: 93 % ; Smpkt.: 137 °C (Lit: 137 °C).

)?\

172 NH L, s
4L N2 CO,—CHj
5

6 100 13

7 9

'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-d; , 297 K):

d = 1.13, 1.27 (2d, 3H, 3J(H,H) = 7.3 Hz, H-13) ; 1.90 (2s, 3H, H-1) ; 2.88-3.05 (2dd, 2H,
3J(H,H) = 6.3 Hz, 3J(H,H) = 8.3 Hz, 2J(H,H) = 13.7 Hz, H-4) ; 3.63 (25, 3H, H-15) ; 4.35-4.41
(m, 1H, H-12) ; 4.63-4.68 (m, 1H, H-3) ; 6.36-6.53 (M, 2H, 2NH) ; 7.12-7.23 (m, 5H, H-6-H-
10).
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3C{*H} NMR (100.6 MHz, Methanol-d,, 297 K):
d = 18.3, 18,5 (C-13) ; 23.6 (C-1) ; 38.9, 39.1 (C-4) ; 48.3, 48.6 (C-15) ; 52.9 (C-12) ; 54.7,
54.8 (C-3) ; 127.4 (C-8) ; 129.0 (C-6, C-10) ; 129.7 (C-7, C-9) ; 136.1, 137.0 (C-5) ; 170.5
(C-2) ; 170.8, 171.0 (C-11) ; 173.1, 173.3 (C-14).

N-Acetyl-phenylalanyl-glycin (N-Ac-Phe-Gly-OH)
Die Darstellung von (S)-N-Acetyl-phenylalanyl-glycin und (R,S)-N-Acetyl-phenylalanyl-

glycin erfolgte analog der Synthesevorschrift fir N-Acetyl-glycyl-phenylalanin.
Eingesetzte Mengen: 1.00 g (4.83 mmol) N-Acetylphenylalanin, 925 mg EDCI, 606 mg

Glycinmethylesterhydrochlorid

O

1)2J\NH Ho 13

4 311 N__COH
12

5

6 10

7 9

(S-N-Acetyl-phenylalanyl-glycin:
Ausbeute: 49 % ; Smpkt.: 158-160 °C (Lit: 159-161°C) ; [a]p** = -1.96°, (c =0.92, MeOH)
(Lit: [a]p® =-1.9°, (c = 1, MeOH).

(RS)-N-Acetyl-phenylalanyl-glycin

Ausbeute: 53 % ; Smpkt.: 175°C (Lit: 179-180°C).

'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-d; , 297 K):

d =2.09 (s, 3H, H-1) ; 3.08 (dd, 1H, 3J(H,H) = 9.5 Hz, 2J(H,H) = 14.1 Hz, H-4) ; 3.42 (dd,
1H, 3J(H,H) = 5.2 Hz, 2J(H,H) = 14.1 Hz, H-4) ; 4.12 (s, 2H, H-12) ; 4.88 (dd, 1H, 3J(H,H) =
5.2 Hz, *J(H,H) = 9.5 Hz, H-3) ; 6.86, 7.11 (s,d, 2H, “J(H,H) = 6.9 Hz, 2NH) ; 7.37-7.54 (m,
5H, H-6-H-10).

B3C{*H} NMR (100.6 MHz, Methanol-d,, 297 K):

d=22.8(C-1) ; 39.2 (C-4) ; 42.2 (C-12) ; 56.4 (C-3) ; 128.1 (C-8) ; 129.8 (C-6, C-10) ; 130.7
(C-7, C-9) ; 139.1 (C-5) ; 173.1(C-2) ; 173.6 (C-11) ; 174.6 (C-13).

MS (ClI, Isobutan): m/z: 265 ([M+H] ") ; 247 ; 190 ; 162 ; 131 ; 120 ; 91.
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Enantiomerenanalytik:

(HPLC, Chiralcel OD-H, Hexan:Ethanol 98:2, Flul3 = 2.0 mL/min)
N-Ac-Phe-Gly als Methyesterderivat

(S-Enantiomer: 22.73 min

(R)-Enantiomer: 26.61 min

N-Acetyl-glycyl-phenylalanin (N-Ac-Gly-Phe-OH)
Die racemische Verbindung wurde kauflich erworben.

(S- N-Acetyl-glycyl-phenylalanin (N-Ac-Gly-Phe-OH)

222 mg (1.0 mmol) Glycyl-phenylalanin und 128 mg (1.5 mmol) NaHCO; werden in 10 mL
Wasser gelost und im Anschlu3 zur Losung 175 mo (1.5 mmol) Essigséaureanhydrid
zugetropft. Nach 16 Stunden Reaktionszeit wird der pH-Wert der Lésung mit NaOH auf ca
11 eingestellt und die Losung 3 mal mit 30 mL Ethylacetat gewaschen. Die wéaldrige Phase
wird nun mit HCl angesduert (pH-Wert ca. 1) und erneut 3 mal mit 30 mL Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wird getrocknet und das Produkt durch Entfernen des
Ldsungsmittels am Vakuum erhalten.

Ausbeute: 70 % ; Smpkt.: 158-162 °C (Lit: 163°C) ; [a]p” = +40.0°, (c =0.8, EtOH) (Lit:
[a]p? = +44.0°, (c = 2, EtOH).

NH

(@] 6 U 9

'"H-NMR (400.1 MHz, Methanol-d; , 297 K):

d =219 (s, 3H, H-1) ; 3.23 (dd, 1H, J(H,H) = 8.1 Hz, 2J(H,H) = 13.9 Hz, H-6) ; 3.41 (dd,
1H, 3J(H,H) = 5.2 Hz, 2J(H,H) = 13.9 Hz, H-6) ; 4.06 (dd, 2H, 2J(H,H) = 16.8 Hz, 2J(H,H) =
22.6 Hz, H-3) ; 4.90 (dd, 1H, J(H,H) = 5.2 Hz, J(H,H) = 8.1 Hz, H-5) ; 6.76, 7.04 (s,d, 2H,
*J(H,H) = 7.0 Hz, 2NH) ; 7.41-7.53 (m, 5H, H-8-H-12).

3c{*H} NMR (100.6 MHz, Methanol-d,, 297 K):

d=22.9(C-1) ; 38.8 (C-6) ; 43.8 (C-3) ; 55.4 (C-5) ; 128.3 (C-10) ; 130.0 (C-8, C-12) ; 130.9
(C-9, C-11) ; 138.7 (C-7) ; 171.9 (C-4) ; 174.2 (C-2) ; 174.9 (C-13).
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MS (El, 70 eV): Mz 264 ([M™]) ; 246 ; 220 ; 203 ; 182 ; 166 ; 148 ; 131;120;91; 72 ; 65;
43 ; 36.

Enantiomerenanalytik:

(HPLC, Chiralcel OD-H, Hexan:Ethanol 95:5, Flul3 = 0.8 mL/min)
N-Acetyl-glycyl-phenylalanin als Methyesterderivat

(S-Enantiomer: 21.66 min

(R)-Enantiomer: 26.02 min

10.2.6 Arbeitsvor schriten zum Themengebiet: Dynamische kinetische
Racematspaltung von sekundaren Alkoholen

10.2.6.1 Durchfihrung von Racemisier ungsr eaktionen von sekundéren Alkoholen (AAV
11).

5.0-30.0 mg (1.0-5.0 mol%) Rutheniumkatalysator werden moglichst zigig in en
Schlenkgeféld eingewogen, das anschliefend 5 Minuten lang securiert wird. Im
Argongegenstrom werden nun entsprechend der vorliegenden Katalysatormenge und des
beabsichtigten Alkohol/Katalysator-Verhdtnisses der (S-Alkohol, 5-20 mol% des
entsprechenden Ketons, evtl. 10-200 m. Triethylamin und 2.5 mL L&sungsmittel zugesetzt.
Anschlieend wird die Reaktionsmischung im Olbad auf die gewiinschte Reaktionstemperatur
gebracht. Zur Umsatz- und zur Enantiomerenbestimmung aller chiralen Reaktionspartner
werden 100 m. Proben entnommen und mit Toluol auf 1.0 mL verdinnt, die ohne weitere

Derivatisierung analysiert werden kénnen.

10.2.7 Dar gestellte und char akterisierte Verbindungen

1-Phenylethylethanol

Die (9-Verbindung und das Racemat wurden gekauft.

OH

Enantiomerenanalytik:
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GC (50 m Lipodex E, 90°C, 1.0 mL Argon/min):
1-Phenylethylethanol underivatisiert
(R)-Enantiomer: 15.60 min

(S-Enantiomer: 16.29 min

Essigsdur e-1-phenylethylester

400 mg (3.27 mmol) (S)-1-Phenylethylalkohol werden in 60 mL Dichlormethan vorgelegt,
anschlieffend fugt man 364 mg (3.60 mmol) Triethylamin und 435 mg (4.26 mmol)
Essigsaureanhydrid zu und rihrt die Reaktion einen Tag bei RT. Die Lésung wird 3 mal mit
IN-Salzsdure gewaschen und mit MgSO, getrocknet. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum
entfernt und der  Rlckstand  sdulenchromatographisch  gereinigt  (Eluent:
Ethylacetat/Petrolether 1/1).

(9)- Essigsdure-1-phenylethylester:
Ausbeute: 99 % ; farbloses Ol, [a]p® = -106° ( ¢ =1, EtOH).

1...2.0 (@)
s
g 10

5 7

3
4

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d=1.44 (d, 3H, 3J(H,H) = 6.6 Hz, H-1) ; 1.98 (s, 3H, H-10) ; 5.80 (g, 1H, J(H,H) = 6.6 Hz,
H-2) ; 7.19-7.27 (m, 5H, H-4-H-8).

3c{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d =218 (C-10) ; 22.6 (C-1) ; 72.7 (C-2) ; 126.5 (C-4, C-8) ; 128.3 (C-6) ; 128.9 (C-5, C-7) ;
142.1 (C-3) ; 170.7 (C-9).

Enantiomerenanalytik (das Racemat wurde kauflich erworben):

GC (50 m Chiraldex b-PM, 110°C, 1.0 mL Argon/min):

(R)-Enantiomer: 18.57 min

(S-Enantiomer: 19.65 min
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2-M ethoxyphenylessigsiure
Die (9-Verbindung und das Racemat wurden gekauft.

OMe

©)\COZH

2-Methoxyphenylessigsaure als Methylesterderivat

HPLC (Chiralcel OD-H, Hexan:1sopropanol 9:1, Flul3 = 0.8 mL/min
(R)-Enantiomer: 6.505 min

(S-Enantiomer: 10.63 min

Enantiomerenanlytik:

Essigsaur e-2-octylester

Das Racemat wurde nach Literaturvorschrift!**® dargestellt.

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d=1.14 (t, 3H, 3J(H,H) = 6.5 Hz, H-10) ; 1.45 (d, 3H, %J(H,H) = 6.3 Hz, H-3) ; 1.72 (m, 8H,
H-6-H-9) ; 1.85 (m, 2H, H-5) ; 2.28 (s, 3H, H-1) ; 5.14 (m, 1H, 3J(H,H) = 6.3 Hz, H-4).

3c{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d = 14.5 (C-10) ; 20.4 (C-3) ; 21.8 (C-1) ; 23.0 (C-9) ; 25.8 (C-8) ; 29.5 (C-7) ; 32.1 (C-6) ;

36.3 (C-5) ; 71.5 (C-4) ; 171.2 (C-2).
Enantiomerenanalytik:

Die Trennung der Enantiomeren ist nicht gelungen.
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1-Indanol

Die (9-Verbindung und das Racemat wurden gekauft.

OH

Enantiomerenanalytik:

HPLC (Chiralcel OB-H, Eluent Hexan/I sopropanol 90/10, Fluf3 = 2.5 mL/min):
(R)-Enantiomer: 2.27 min

(S-Enantiomer: 3.29 min

1-(4-M ethoxyphenyl)-ethanol

Die (9-Verbindung und das Racemat wurden gekauft.

OH

OMe
Enantiomerenanalytik: HPLC (Chiracel OB-H, Eluent Hexan/lsopropanol 90/10,
Flu = 1.5 mL/min)
(R)-Enantiomer: 27.3 min
(S-Enantiomer: 29.1 min

Essigsdur e-1-(4-M ethoxyphenyl)-ethylester

Das Racemat wurde nach Literaturvorschrift!**® dargestellt.
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OMe

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d=1.75(d, 3H, 3J(H,H) = 6.6 Hz, H-4) ; 2.28 (s, 3H, H-1) ; 4.03 (s, 3H, H-11) ; 7.11 (d, 2H,
3J(H,H) = 8.7 Hz, H-7, H-9) ; 7.52 (d, 2H, *J(H,H) = 8.7 Hz, H-6, H-10).

3C{H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d =218 (C-1) ; 22.4 (C-4) ; 55.7 (C-11) ; 72.4 (C-3) ; 114.3 (C-7, C-9) ; 128.0 (C-6, C-10) ;
134.2 (C-5) ; 159.7 (C-8) ; 170.8 (C-2).

Essigsaur e-4-chlor phenylester

18.3 g (233 mmol) Acetylchlorid werden in 100 mL Dichlormethan gelést und tropfenweise
zu einer Losung aus 20.0 g (156 mmol) 4-Chlorphenol und 18.5 g (233 mmol) Pyridin in
400 mL Dichlormethan getropft. Die Resktion wird 24 Stunden zu Ruckfluld erhitzt,
anschlief3end weitere 24 Stunden bei RT geruhrt. Die Losung wird um die Hélfte eingeengt,
dann mit 3 mal 100 mL 1.5 N HCI und 2 mal 100 mL Wasser gewaschen. Zuletzt trocknet
man die organische Phase Uber MgSO, und entfernt das L dsungsmittel am Vakuum.

Das Rohprodukt wird 2 mal saulenchromatographisch aufgereinigt (tUber Kieselgel, Eluent
Hexan/Ethylacetat 20/3) bis eine GC-Reinheit von tber 99.5 % erreicht wird.

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCl3, 297 K):

d =220 (s, 3H, H-1) ; 6.94 (d, 2H, 3J(H,H) = 8.7 Hz, H-4, H-8) ; 7.25 (d, 2H, 3J(H,H) = 8.7
Hz, H-5, H-7).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CDCl3, 297 K):

d=20.0(C-1) ; 121.9 (C-4, C-8) ; 128.4 (C-5, C-7) ; 130.1 (C-6) ; 148.1 (C-3) ; 168.2 (C-2).
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Essigsaur e-1-indanylester

Das Racemat und die (S)-Verbindung wurden nach folgender V orschrift dargestellt.

Eine Loésung aus 1.66 g (22.0 mmol) Acetylchlorid in 30 mL trockenem Benzol werden zu
einer Losung aus 2.68 g (20 mmol) 1-Indanol in 1 mL Pyridin und 50 mL trockenem Benzol
zugetropft und fir 24 Stunden gertihrt. Der Ansatz wird nacheinander mit 50 mL Wasser, 2
mal 20 mL 1IN HCI, 1IN NaOH und schliefdlich 50 mL Wasser gewaschen. Die Benzolphase
wird getrocknet, das LoOsungsmittel einrotiert und das verbleibende Rohprodukt
saulenchromatographisch (Kieselgel, Eluent Hexan/Essigester 4/1) zu einer Reinheit von
99.5 % aufgereinigt.

Ausbeute : 72 %.

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCl3, 297 K):

d = 2.07 (s, 3H, H-1) ; 2.06-2.17 (m, 1H, H-4) ; 2.42-2.55 (m, 1H, H-4) ; 2.80-2.95 (m, 1H,
H-5) ; 3.03-3.15 (m, 1H, H-5) ; 6.19 (dd, 1H, *J(H,H) = 6.8 Hz, *J(H,H) = 3.8 Hz, H-3) ; 7.21-
7.40 (m, 4H, H-arom.).

3C{*H} NMR (100.6 MHz, CDCls, 297 K):

d=21.3(C-1);30.2 (C-4) ; 32.3(C-5) ; 78.3(C-3) ; 124.8, 125.4, 126.7, 128.9 (CH-arom) ;
141.0, 144.4 (C-arom.) ; 171.1 (C-2).

(1S,29)-(1R,2R)-1,2-Diphenylethylendiamin-monotosylat

Die Synthese der Verbindung erfolgte in Anlehnung an eine Darstellungsmethode von
(1R,2R)-N-Tosyl-N,N"-dimethyl-1,2-diphenyl-1,2-ethandiamin.[**

1.0 g (4.7 mmol) (1S529-(1R 2R)-1,2-Diphenylethylendiamin werden in 5 mL Triethylamin
und 30 mL Methylenchlorid gelést und die Mischung auf exakt 0°C gekuhlt. Zu dieser
Losung wird innerhalb von 30 Minuten eine Lésung aus 0.9 g (4.7 mmol) Tosylchlorid in 20
mL Methylenchlorid zugetropft. Nach einer Reaktionszeit von 2 Tagen wéscht man die
Losung zweimal mit 20 mL 0.5N NaOH, trocknet die organische Phase mit MgSO, und
entfernt schliefdlich das Lodsungsmittel. Das erhaltene Produktgemisch wird nun unter
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intensivem Ruhren fir 30 Minuten in 500 mL Diethylether aufgeschlammt, anschlief3end
filtriert man vom Ungelosten. Die Ldsung wird nun unter starkem Rihren vorsichtig
tropfenweise mit konz. HCI versehen, wobei das Produkt als Hydrochlorid ausféllt. Es darf
nicht zur Phasenseparation kommen, da sich das Produkt sonst 16st. Das Hydrochlorid wird
sofort in 20 mL 0.5N Natronlauge aufgenommen und 4 ma mit 20 mL Methylenchlorid
extrahiert. Nach Trocknung und Entfernen des L 6sungsmittels wird das Produkt erhalten.

Ausbeute: 45 % ; Smpkt.: 64 °C.

'"H-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K):

d=2.22 (s 3H, H-15) ; 4.27 (d, 1H, %J(H,H) = 6.7 Hz, H-1) ; 4.45 (d, 1H, 3J(H,H) = 6.7 Hz,
H-6) ; 6.86 (d, 2H, 3J(H,H) = 8.2 Hz, H-13) ; 6.99-7.20 (m, 10H, H-3-H-5, H-8-H-10) ; 7.25
(d, 2H, 3J(H,H) = 8.2 Hz, H-12).

3C-NMR (400.1 MHz, CDCls, 297 K): nur teilweise Charakterisierung moglich

d =218 (C-15) ; 60.7 (C-6) ; 634 (C-1) ; 127.0; 127.3 ; 1275 ; 128.2 ; 1285 ; 1289 ;
129.4 ; 129.7 (C-3, C-4, C-5, C-8, C-9, C-10, C-12, C-13) ; 136.2 (C-11) ; 138.7 (C-14) ;
142.9 (C-2, C-7).
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