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E/Z-Diastereoselektive enzymatische Hydrolyse 
von Estern und Diestern"" 
Von Tanja Schirmeister und Hans-Hartwig Otto* 

Esterase aus Schweineleber (PLE, E.C. 3.1.1.1) wurde in 
den vergangenen Jahren vielfach eingesetzt zur enantioselek- 
tiven Hydrolyse von mcso- und prochiralen Diestern sowie 
racemischen Monoestern['I. Die Diastereoselektivitat dieses 
Enzyms wurde unter anderem an Cyclopropanderivaten un- 
tersuchtL2I. Auch konnten Estergruppen in Verbindungen, 
die weitere labile Strukturelemente enthalten, hydrolysiert 
werdenC3], unter anderem auch solche in Lj-La~tamen'~~. Da- 
gegen gibt es unseres Wissens keine Berichte uber enzymati- 
sche Verseifungen von E/Z-diastereomeren Monoestern und 
E/Z-diastereotopen Diestern. Wir berichten hier am Beispiel 
von Verbindungen des Typs 1. Mono- und Dicarbonsaure- 
estern mit einer Azetidin-3-yliden-Einheit in x-Stellung, erst- 

R, 

mals iiber derartige Hydrolysen. Verbindungen vom Typ 1 
lassen sich auf konventionellem Wege nicht hydrolysieren, 
da sie gegenuber Sauren stabil sind und Basen eine Retro- 
Aldol-Reaktion bewirken. Die hier beschriebene Hydrolyse 
ist daher die Methode der Wahl, und zwar um so mehr, als 
die freien Siiuren wertvolle Zwischenprodukte bei der Syn- 
these von Antibiotika sein konnen, und diese Methode auch 
bei einer groBen Zahl weiterer Aryliden- und Alkyliden- 
malonslureester anwendbar ist" 'I. 

Im Diester 1 15' wird rnit PLE selektiv die Z-stbndige Ester- 
gruppe hydrolysiert (Versuch 1, Tabelle 1). Versuche mit an- 
deren giingigen Hydrolasen verliefen mit Ausnahme von 
Esterase aus Kaninchenleber durchweg negativ. Die Konfi- 
guration wurde durch Vergleich der chemischen Verschie- 
bungen in den 'H-NMR-Spektren ermittelt[51. Der Halb- 
ester 1iiRt sich rnit PLE nicht weiter umsetzen, jedoch gelingt 
mit waljriger NaOH bei Raumtemperatur die Hydrolyse zur 
Dicarbonsaure (Versuch 12). Bei den diastereomeren Verbin- 

[*I Prof. Dr. H.-H. Otto, Apothekerin T Schirmeister 
Pharmazeutisches Institut der Universitit 
LS Pharmazeutische Chemie 
Hermann-Herder-StraOe 9, W-7800 Freiburg 

[**I Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie gefordert 

Tahelle 1 Vergleich der enzymatischen Hydrolyse der Substrate 1 unter g k -  
chen Bedingungen (siehe Arbeitsvorschrift). 

Versuch 1 t [h] [a] Umsatz Produkt 
Nr. R R' ["/.I [a1 R R' 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
I 
8 
9 

10 
11 
12 

COOEt 
COOEt 
Me 
COOMe 
Me 
COOEt 
H 
COOMe 
H 
COOMe 
Ph 
COOH 

COOEt 
Me 
COOEt 
Me 
COOMe 
H 
COOEt 
H 
COOMe 
Ph 
COOMe 
COOEt 

72 
26 

168 
48 

144 
21 

192 
18 

21 6 
312 
219 
240 

100 
100 
11 

100 
5 

100 
14 

100 
13 

100 
0 
0 

COOH 
COOH 
Me 
COOH 
Me 
COOH 
H 
COOH 
H 
COOH 
Ph 
COOH 

COOEt 
Me 
COOH [b] 
Me 
COOH [b] 
H 
COOH 
H 
COOH 
Ph 
COOH 
COOH [c] 

[a] Mittelwerte aus drei bis vier Versuchen. [b] Umsatz uber Verbrauch an 
NdOH bestimmt. [c] Produkt (Fp = 131 -133 'C .  Zers.) wird durch Hydrolyse 
mit 0.1 N NaOH (2 h, 25T) ,  in uber 90% Ausbeute erhalten. 

dungen der Versuche 4- 11 zeigte sich, daR die Z-Tsomere die 
wesentlich besseren Substrate fur PLE sind. Aus Dia- 
stereomerengemischen wurden selektiv die Sauren der Z-Iso- 
mere erhalten, wenn die Reaktion nach Verbrauch der aqui- 
valenten Menge NaOH (pH-stat-Methode) abgebrochen 
wurdeI6]. Der Reaktionsablauf kann dabei aufgrund unter- 
schiedlicher R,-Werte von Substraten und Produkten mittels 
DC (Kieselgel60, Cyclohexan/Ethylacetat/Ameisensiure 
49 : 49: 2 )  verfolgt werden. Die Hydrolyse der E-Isomere ge- 
lang nicht, die Reaktion kommt nach einigen Prozent Um- 
satz zum Stillstand (Versuche 3, 5 ,  7, 9, 11). Nur in den 
Versuchen I und 9 konnte das Produkt isoliert werden. In 
Versuch 11 wurde kein Umsatz beobachtet. 

Fur die unterschiedlichen Reaktionszeiten bis zur voll- 
standigen Hydrolyse der Z-Isomere unter gleichen Bedin- 
gungen spielt offensichtlich die GroRe des Restes R eine 
Rolle, was auch ein Vergleich der maximal erreichten Umsat- 
ze der E-Isomere bestiitigt. So nimmt die Reaktionsge- 
schwindigkeit mit zunehmender GroDe des Substituenten ab 
(H > CH, > COOR > Ph). Einen weiteren EinfluR hat die 
unterschiedliche Loslichkeit der Substrate. Deren sehr 
schlechte Wasserloslichkeit war zu Anfang unserer Untersu- 
chungen ein groI3es Problem. 

Obwohl sich gezeigt hat, daB viele Enzyme auch in organi- 
schen Solventien noch aktiv sind['], blieb die Verwendung 
unpolarer Losungsmittel, von einigen Ausnahmen"] abgese- 
hen, bei Reaktionen rnit Hydrolasen auf Veresterungen und 
Umesterungen beschriinkt['I. Ein Zusatz polarer Solventien 
zur besseren Solubilisierung der Substrate ist ohne Aktivi- 
tatsminderung der Enzyme, besonders bei PLE, nur bis zu 
einem gewissen Grad moglich. So fand bei den von uns ver- 
wendeten Substraten bei Zusatz von DimethylsuIfo~id[~~, 
ace tor^[^^], EtOH, tBuOH, Dioxan oder THF zwar Hydro- 
lyse statt, erreicht werden konnten jedoch nur Umsatze bis 
ca. 15 % ['Ol. Erst durch Einsatz wlljriger Tensid-Puffer-Sy- 
steme, d. h. durch EinschluR der Substratmolekule in Micel- 
len, konnten alle Substrate hinreichend gelost werden. Ver- 
wendet wurden nichtionische Tenside, da diese eine hohe 
Saure-Base-Stabilitat aufweisen und Proteine nicht denatu- 
rieren["]. Die Wahl des Tensids hatte bei ahnlichen Micel- 
lenkonzentrationen['21 keinen EinfluR auf die Reaktionsge- 
schwindigkeit. 

Arbeitsvorxhriyt 
0.25 mmol Substrat 1 werden durch langsames Zutropfen von 20 mL 0.1 M 

Phosphat-Tensid-Puffer (pH = 8.0), 0.07 M Tensid Triton X 100 (bei anderen 
Tensiden je ndch Molekulargewicht, kritischer Micellenkonzentration (CMC) 
und Aggregationszahl N ,  0.009-0.15 M) [13]. unter starkem Ruhren gelost. 
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Dandch werden 200 pL (=1380 Ummol-') [14] PLE-Suspension (bei Ver- 
such 10 jedoch 500 pL = 3460 Ummol -I) hinzugefugt. Temperatur (32°C) 
und pH-Wert werden konstant gehalten (pH-stat-Methode, 0.1 N NaOH). 
Nach der Reaktion (siehe Tabelle 1) wird die Mischung mit 2 N Salzsdure auf 
pH 2 gebracht und mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird 
rnit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der 
Umsatz kann aus dem 'H-NMR-Spektrum des Ruckstdndes bestimmt werden. 
Zur Isolierung wird die organische Phase mit geslttigter NdHC0,Losung 
extrahiert, mit konz. HCl angesduert (pH 2) und erneut mit Dichlormethan 
extrahiert. Die organische Phase wird rur vollstlndigen Entfernung [ I51 des 
Tensids mehrfach mit Wasser (pH 2) gewaschen. Nach Trocknen und Entfernen 
des Losnngsmittels wird aus Ethanol/Petrolether umkristallisiert. Die Phasen- 
trennung bei den Extrdktioncn llI3t sich durch Zentrifugatlon (10 min, 
7000 Urnin-') beschleunigen. Ausbeuten bis zu 85 % konnten erreicht werden. 
Folgende Tenside wurden eingesetzt: Nonidet P 40 (Fluka), Triton X 100, 
Brij 35, Pluronic F 68, Myrj 45 (Sigma). 
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Chirale Phosphinoaryldihydrooxazole als Liganden 
in der asymmetrischen Katalyse: 
Pd-katalysierte allylische Substitution** 
Von Peter von Matt und Andreas Pfaltz* 

Die Palladium-katalysierte allylische Substitution hat als 
leistungsfahige, vielseitige Methode in der organischen Syn- 
these breite Anwendung gefunden['l. Die Entwicklung effi- 
zienter enantioselektiver Katalysatoren fur diese Reaktion 
ist momentan ein wichtiges Forsch~ngsziel[~~ 'I. Mehrere Ar- 
beitsgruppen haben gezeigt, daR chirale Phosphanliganden 
in Pd-katalysierten Reaktionen racemischer oder achiraler 

['I Prof. A. Pfaltz, Dipl.-Chem. P. von Matt 
Institut fur Organische Chemie der Universitat 
St. Jobanns-Ring 19, CH-4056 Basel (Schweiz) 

[**I Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung 
der wissenschaftlichen Forschung und der Firma F. Hoffmann-La Roche 
AG, Basel, gefordert. 

allylischer Substrate mit Nucleophilen hohe Enantiomeren- 
iiberschusse induzieren konnen[2"-g1. Kurzlich wurden auch 
mit chiralen, zweizahnigen Stickstoffliganden vielverspre- 
chende Ergebnisse e r ~ i e l t [ ~ ~ .  '1. Wir fanden, dal3 sich Palla- 
diumkomplexe von Azasemicorrinen 1 oder Methylenbis- 
(dihydrooxazolen) 2 als wirkungsvolle Katalysatoren fur die 
enantioselektive allylische Alkylierung von 5 oder ver- 
wandten Substraten mit Malonsauredimethylester einsetzen 
lassen (mit 1 (R = CH,OSitBuMe,) erhielten wir 6 a  in 95 YO 
ee[3bJ). Analoge 1,3-Dialkyl-2-propenylacetate 7 hingegen 
reagieren sehr langsam und mit geringer Enantioselektivitat. 
Wir berichten hier uber eine neue Klasse von Liganden rnit 
einem wesentlich erweiterten Anwendungsbereich, namlich 
uber chirale 2-(2-Phosphinoaryl)dihydrooxazole des Typs 3. 
Palladiumkomplexe dieser gut zugiinglichen Liganden erga- 
ben bei der allylischen Alkylierung von Aryl- und Alkyl-sub- 
stituierten allylischen Acetaten hohe Ausbeuten und bemer- 
kenswerte Enantioselektivitaten. 

Ph 
Ph2P N PhzP N 

3 k  4 k  

a R=CH3 

c R = i R  

e R = t &  

b R=CHzPh 

d R=Ph 

R = CH20SitBuMeZ 

2-(2-Phosphinophenyl)dihydroo~azole~~~ vom Struktur- 
typ 3 oder 4 sind uber eine zweistufige Synthese aus 2-Brom- 
benzonitril leicht herstellbar (1. BuLi; Ph,PCI; 2. Aminoal- 
kohol, ZnCI,, PhCI, RuckfluBLsl; 10-~30 % Gesamtaus- 
beute). Ein weiterer einfacher Syntheseweg beruht auf der 
Kondensation von Benzonitril rnit Aminoalkoholen zu den 
entsprechenden Dihydrooxazolen, anschlienender Orthome- 
tallierung rnit BuLiL6] und Umsetzung mit Ph,PCI (3c: 35 % 
Gesamtausbeute). Ausgehend von kauflichen Aminoalko- 
holen ist so eine Vielfalt unterschiedlich substituierter Ligan- 
den in enantiomerenreiner Form z~ganglich~'~.  Die entspre- 
chenden Allylpalladium(~~)-Komplexe, die wir als Katalysa- 
toren einsetzten, wurden in situ aus [{Pd(p-C,H,)CI},] und 
dem jeweiligen Liganden (1.3 Aquiv./[Pd]) hergestellt[8]. 

Alle Komplexe mit den Liganden 3 und 4 erwiesen sich als 
wirkungsvolle Katalysatoren fur die allylische Alkylierung 
mit stabilisierten Carbanionen. Unter Standardbedingun- 
gen[*] ( 2  Mol-% Katalysator, N,O-Bis(trimethylsily1)- 
acetamid (BSA)['"] und katalytische Mengen KOAc als Ba- 
ser3h1) reagiert racemisches 1,3-Diphenyl-2-propenylacetat 5 
rnit Malonsauredimethylester oder Acetylaceton rasch und 
sehr einheitlich zu den entsprechenden optisch aktiven Sub- 
stitutionsprodukten [GI. (a), Tabelle I]. Der wirkungsvollste 
Ligand in dieser Reaktion ist das Phenylderivat 3d. Nach 
einer bemerkenswert kurzen Reaktionszeit von 1 h bei 
Raumtemperatur (c(5) = 0.3 M) konnen die Produkte (-)- 
6a und (+)-6b nahezu quantitativ isoliert werden. Mit En- 
antiomereniiberschiissen von 99 'YO bnv. 97 % werden ddbei 

614 0 VCH Verlags~esellschajt mbH, W-6940 Weinheim, i993 0044-8249193/0404-06i4 $10.00+ ,2510 Angew. Chem. 1993, 105, Nr. 4 


