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Enantiomerenreine Zwischenprodukte

Enantiomerenreine Aminosduren, Aminoalkohole, Amine,

Angewandte

Aus dem Inhalt

Alkohole und Epoxide spielen heutzutage als Zwischenprodukte

in pharmazeutischer Industrie und Agrochemie eine immer
grofsere Rolle. Dabei sind sowohl ein hoher Reinheitsgrad als

auch grofie Mengen der Verbindungen gefragt. Die chemische

Industrie hat sich bei der Synthese dieser Zwischenstufen bislang

auf bewihrte chemische Verfahren gestiitzt, greift jedoch zuneh-

mend auf enzymatische und fermentative Prozesse aus der
Biotechnologie zuriick. Fiir die industrielle Umsetzung vieler

Transformationen stehen alternative Verfahren zur Verfiigung.

Die Vorteile der einzelnen Methoden werden in diesem Aufsatz
anhand der Synthesen wichtiger Beispielverbindungen diskutiert.

1. Einleitung

Die Life-Science-Industrie ist ein wichtiger Markt fiir die
chemische Industrie. Der Gesamtumsatz im Handel mit
Pharma- und Agroindustrie wird fiir 2000 auf mehr als 20
Mrd. € geschitzt, der groBte Teil entfillt auf die Pharmain-
dustrie. Optisch aktive Zwischenprodukte, die als Hilfsrea-
gentien (Advanced Intermediates) verwendet werden, haben
schédtzungsweise einen Anteil von 15 % daran.

Der Umsatz mit speziellen Zwischenprodukten wéchst
um etwa 7-8 % pro Jahr. Durch den steigenden Bedarf in der
Pharmaindustrie haben die optisch aktiven Zwischenpro-
dukte mit 10% pro Jahr einen iiberproportionalen Anteil
daran. Etwa 80 % der Wirkstoffe in der Produktpipeline der
Pharmafirmen sind chiral, und dieser Anteil wird weiter
steigen (da die Entwicklung der Wirkstoffe immer weiter
verbessert wird). Die Einfithrung enantiomerenreiner Wirk-
stoffe wird auch durch die Regularien der US Food and Drug
Administration (FDA) immer mehr forciert. Bei der Zulas-
sung neuer Wirkstoffe wird von den Behorden zunehmend
die gezielte Synthese eines Stereoisomers verlangt. Seit 1992
schreiben sowohl die FDA wie auch das European Committee
for Proprietary Medicinal Products vor, dass die physiologi-
sche Wirkung jedes Enantiomers eines Pharmawirkstoffs
einzeln charakterisiert werden muss. Das ,,Fast-Track-Single-
Isomer-Program“ der FDA gesteht seit 1997 den Wirkstoff-
herstellern verkiirzte Zulassungszeiten bei einem so genann-
ten ,,Chiral Switch® zu, d.h. bei der Umstellung auf enantio-
merenreine Wirkstoffe. Neben geringeren Dosierungen und
besserer Wirksamkeit ist auch eine Verldngerung der Patent-
laufzeiten eine Triebfeder fiir Pharmafirmen, von einem
racemischen Wirkstoff auf die enantiomerenreine Form
umzustellen.

Auch im Agrobereich werden zunehmend enantiomeren-
reine Wirkstoffe eingesetzt. Die Griinde hierfiir sind &hn-
lich wie im Pharmabereich. Die gezielte Synthese des
wirksamen Enantiomers kann die Wirtschaftlichkeit des
Verfahrens verbessern, fiihrt zu verminderten Aufwands-
mengen und damit auch zu einer geringeren Umweltbe-
lastung.
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Optisch aktive Amine, Alkohole und Sduren sind wichtige
Produktklassen fiir die Synthese vieler Pharma- und Agro-
wirkstoffe. Die Verfiigbarkeit von technischen Mengen hoch-
reiner Enantiomere und Diastereomere war aber bislang fiir
zahlreiche Produkte eingeschrinkt. Die Entwicklung neuer
Technologien und deren Umsetzung im grofBtechnischen
Mafstab hat in den letzten Jahren neue Perspektiven eroffnet
und zu wirtschaftlicheren Verfahren fiir Wirkstoffe gefiihrt.

2. Herstellung von Aminosduren
2.1. Einfiihrung

Der Gesamtmarkt fiir die proteinogenen Aminosiduren
betrug 1999 ca. 1.5 Millionen Tonnen; der Umsatz dieser
Sparte wurde auf rund 3.5 Milliarden € geschitzt. Die grof3e
wirtschaftliche Bedeutung der Aminoséduren leitet sich von
ihren breiten industriellen Einsatzmoglichkeiten ab. Rund
40% des Markts machen Anwendungen fiir die menschliche
Erndhrung und Gesundheit aus, das Segment Tiererndhung
umfasst ca. 55%. Als Zusatzstoffe fiir die Nahrungsmittel-
produktion werden L-Glutaminsdure, L-Phenylalanin, L-
Asparaginsdure und Glycin hergestellt. L-Lysin, Methionin,
L-Threonin und L-Tryptophan sind wichtige Additive im
modernen Tierfutter, da diese Aminosduren in den natiir-
lichen Quellen nicht ausreichend vorhanden sind.

Bezogen auf das Marktvolumen ist L-Glutaminsdure die
wichtigste Aminosidure. Mehr als 650000 Tonnen werden
jahrlich produziert. Glutaminsidure wird als Mono-Natrium-
Salz vor allem als Geschmacksverstéirker in Nahrungsmitteln
eingesetzt. Das zweitgrofite Marktvolumen hat Methionin
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mit rund 450000 Jahrestonnen (ta™'), L-Phenylalanin und L-
Asparaginsiure sind mit jeweils rund 12000 ta~' ebenfalls
bedeutend. Sie werden fiir die Synthese des Siiistoffs
Aspartam (o-L-Aspartyl-L-Phenylalaninmethylester) bend-
tigt. Neben den natiirlichen Aminoséduren sind auch nicht-
natiirliche Aminosduren als Bausteine fiir Wirkstoffe von
industrieller Bedeutung. Wichtige Beispiele sind die D-
Aminosduren fiir die Herstellung semisynthetischer -
Lactam-Antibiotika.

Bei der Produktion von Aminosduren werden drei grund-
satzlich verschiedene Wege beschritten: In extraktiven Ver-
fahren werden Aminosduren als Bestandteile von natiir-
lichem proteinhaltigem Material isoliert. Alternative chemi-
sche oder biologische Verfahren erlauben die gezielte Syn-
these von Aminoséduren.

2.2. Herstellung von Aminosduren durch extraktive Verfahren

Der élteste Zugang zu Aminoséuren ist die Extraktion aus
proteinreichem biologischem Material. Hierbei werden so
verschiedene Naturprodukte wie Haare, Fleischextrakte und
Pflanzenhydrolysate verwendet. Meist handelt es sich bei den
Ausgangsstoffen um industrielle Nebenprodukte oder
Abfallstoffe, die so verwertet werden koénnen. Ein Vorteil
der extraktiven Verfahren ist der direkte Zugang zu einer
Reihe unterschiedlicher Aminosiuren. Fiir Aminosduren, die
nur in kleinen Mengen nachgefragt werden, erweist sich die
extraktive Gewinnung als besonders niitzlich. Charakteris-
tisch fiir die extraktiven Prozesse ist die Bildung von Salzen
als Nebenprodukten, die zu einer betrdchtlichen Umwelt-
belastung fithren kann. Einige neuere Methoden versuchen,
diesen Nachteil durch biokatalytische Verfahren zu umgehen.
Insbesondere der Einsatz extremophiler Biokatalysatoren hat
bereits zu vielversprechenden Ergebnissen gefiihrt.?
Extraktive Verfahren werden heute vor allem noch zur
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Herstellung von L-Cystein eingesetzt. Durch starke Siduren
wird Keratin aus Haaren und Tierborsten hydrolysiert. Das
dimere Oxidationsprodukt Cystin kann aufgrund seiner
schlechten Wasserloslichkeit durch Filtration des Hydrolysats
isoliert werden. Elektrochemische Reduktion der Disulfid-
briicke im Cystin ergibt Cystein.

Ein neueres Verfahren zur industriellen Herstellung von
Cystein wurde beim Consortium fiir elektrochemische Indus-
trie GmbH der Wacker-Chemie entwickelt.”] Bei diesem
fermentativen Verfahren wurde die Stoffwechselregulation
von FEscherichia coli gentechnisch so verdndert, dass der
Produktionsstamm weit mehr Cystein herstellt als er selbst
benotigt. Der Cystein-Uberschuss gelangt ins Fermentations-
medium, wo er durch Luftsauerstoff zu schwer 16slichem
Cystin oxidiert wird. Die Aufarbeitung verlduft analog zu
herkommlichen Verfahren. Das biokatalytisch hergestellte
Produkt hat eine hohere Qualitdt als Cystein, das aus
biologischen Reststoffen gewonnen wird. Cystein wird von
der Wacker-Chemie in einer Allianz mit der Firma Kyowa
Hakko in den USA vermarktet.

2.3. Chemische Verfahren zur Aminosdureherstellung

Obwohl asymmetrische Aminosduresynthesen hinldng-
lich bekannt sind,™! konnte bis heute noch kein wirtschaft-
liches Verfahren etabliert werden. Bei der industriellen
Herstellung von racemischen Aminosduren wird meist auf
die Bucherer-Bergs-Variante der Strecker-Synthese zuriick-
gegriffen:®) Aus Ammoniak, Blausiure und einem Aldehyd
erhélt man das entsprechende a-Aminonitril, das entweder
direkt zur Aminosaure hydrolysiert wird oder mit CO, in ein
Hydantoin umgewandelt und anschlieend basisch zur race-
mischen Aminosdure verseift wird.

Eine andere Syntheseroute zu racemischen Aminosiduren
ist die iibergangsmetallkatalysierte Amidocarbonylierung. In
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einer Dreikomponentenreaktion werden N-Acyl-a-amino-
sduren aus CO, einem Aldehyd und einem Amid aufge-
baut.”

Auch wenn es kein wirtschaftliches chemisches Verfahren
zur Herstellung enantiomerenreiner Aminosduren gibt, ist
die Synthese racemischer Aminosiduren dennoch von grof3er
Bedeutung, weil Racemate durch eine Vielzahl biokatalyti-
scher Verfahren leicht in enantiomerenreine Verbindungen
iiberfiihrt werden konnen. Chemische Verfahren, die nicht
enantiomerenreine Aminosiuren liefern, werden nur fiir zwei
Produkte eingesetzt: Glycin ist achiral, und das nichtnatiir-
liche Enantiomer p-Methionin wird von Erwachsenen und
Tieren durch eine Transaminierungsreaktion in das biologisch
aktive L-Enantiomer tiberfiihrt.

2.3.1. Methionin-Synthese

Besonders elegant ist die chemische D,L-Methionin-Syn-
these, die bei Degussa entwickelt wurde.”® Bei dieser Variante
der klassischen Aminosduresynthese wird im Unterschied zu
anderen Verfahren die Bildung grofer Salzmengen umgan-
gen. (Schema 1)

Aus Acrolein (1) und Methanthiol wird 3-Methylsulfanyl-
propionaldehyd (2) hergestellt, der mit Blausdure und
Ammoniumbicarbonat zu 5-(2-Methylthioethyl)hydantoin
(3) reagiert. 3 wird mit einem Uberschuss an Kaliumcarbonat
in alkalischer Losung bei 170°C hydrolysiert. Es entstehen
neben D,L-Kaliummethioninat (4) auch CO, und Ammoniak,
aus denen Ammoniumbicarbonat fiir die zweite Stufe zurtick-
gewonnen wird. Durch Einpressen von CO, wird die Kali-
ummethioninat-Losung angesduert und p,L-Methionin (D,L-
5) und Kaliumhydrogencarbonat werden freigesetzt. Letzte-
res wird durch Erhitzen und Konzentrieren in CO, und
Kaliumcarbonat zersetzt, das wieder in der Hydantoinhydro-
lyse eingesetzt wird.

Angewandte

+CH,SH
A0 _— S =0
1 2
(NH,)HCO, 0
s
_Sa~=0 _%j_, P NLNH
2 2HCN 2 H,0 ”_Qo
3
% +1.5H,0 o)
/SMNH +0.5 K,CO;4 /S\/\ru\o_ Kt
—_—
I NH,
-15CO0;
3 4
0 + CO, 0o
+ HO
/SV\)LO‘ K khco, /S“YKOH
NH, 8 NH,
4 5
NH; + CO, + H,0 ——————— (NH,)HCO,

Schema 1. Methioninsynthese nach dem Degussa-Verfahren.

2.4. Biokatalytische Herstellung von Aminosduren

In biokatalytischen Verfahren werden Enzyme als Kata-
lysatoren eingesetzt. Daher verlaufen diese Reaktionen meist
unter moderaten Temperaturen und Driicken. Biokatalysen
finden haufig, wenn auch nicht immer, im wéssrigen Milieu
statt. Die Verfahren koénnen in Biotransformationen und
fermentative Verfahren unterschieden werden.

2.4.1. Fermentationen

Bei fermentativen Verfahren wird der Syntheseapparat
lebender Mikroorganismen benutzt, um aus einfachen, preis-
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werten Rohstoffen Wertprodukte zu erzeugen. Prinzipiell
sind alle proteinogenen Aminosduren durch fermentative
Verfahren zuginglich. Bei der Herstellung der umsatzstarken
enantiomerenreinen Produkte Glutaminsdure, Lysin und
Threonin haben sich wirtschaftliche fermentative Prozesse
durchgesetzt. Der Weltmarkt fiir diese Aminosduren betrug
1999 650000 (Glutaminséure), 40000 (Lysin) bzw. 6000 ta™
(Threonin).

1957 wurde das Bakterium Corynebacterium glutamicum
isoliert. Organismen dieser Gattung® wurden durch eine
Vielzahl von Verbesserungen zu Hochleistungsstimmen ent-
wickelt, die mit beachtlichen Raum-Zeit-Ausbeuten Gluta-
minsdure oder Lysin synthetisieren. Mit modernen Produk-
tionsstimmen werden Aminosdurekonzentrationen von mehr
als 160 gL ™! erreicht.'”? Urspriinglich wurde diese im Ver-
gleich zu anderen Mikroorganismen enorme Syntheseleistung
damit erklidrt, dass die Zellmembran der Bakterien fiir
Aminosduren durchlédssig ist und intrazelluldr gebildete
Verbindungen passiv ins Medium diffundieren konnen.!'!!
Neuere Arbeiten zeigen jedoch, dass auch ein aktiver
Transport iiber die Zellmembran fiir die Sekretion der
Aminosiuren verantwortlich ist.['”

Fiir die Verbesserung von Produktionsstimmen ist ein
detailliertes Verstdndnis der Aminosdurebiosynthese not-
wendig. So konnten Ergebnisse aus den Arbeiten mit
Corynebacterium glutamicum genutzt werden: Die ersten
Stufen der Biosynthese von Glutaminsidure, Lysin und
Threonin werden in Corynebacterium von den gleichen
Enzymen katalysiert. Daher lassen sich Erkenntnisse tiber
Regulationsmechanismen auf Produktionsstimme fiir die
unterschiedlichen Aminoséduren {iibertragen. So kann man
beispielsweise durch Uberproduktion des Enzyms Dihydro-
picolinat-Synthase den Stoffwechsel in Corynebacterium
zugunsten der Lysin-Produktion dirigieren. Die Deletion
des entsprechenden Gens fiihrt hingegen zur Biosynthese von
L-Threonin.!’!

Die wirtschaftliche fermentative Herstellung von L-
Threonin konnte erst in den 80er Jahren etabliert werden,
als leistungsfihige E.-coli-Mutanten entwickelt wurden. Mit
gentechnisch verdnderten E.coli oder Serratia marcescens
konnen L-Threonin-Endkonzentrationen von 100 gL~ erzielt
werden."™"! Fiir die industrielle L-Threonin-Produktion
scheinen E.-coli-Stamme mit einer erhchter Kopienzahl des
Threonin-Operons am besten geeignet zu sein.['®)

2.4.2. Biotransformationen

Wihrend bei der fermentativen Herstellung von Amino-
sduren lebende Mikroorganismen als Biokatalysatoren ver-
wendet werden, sind isolierte Enzyme oder metabolisch nicht
aktive Zellen die Katalysatoren bei Biotransformationen.

Je nach Sperzifitit des Biokatalysators konnen auch
Verbindungen umgesetzt werden, die im natiirlichen Stoff-
wechsel nicht vorkommen. Somit sind Biotransformationen
die Verfahren der Wahl fiir die Herstellung enantiomeren-
reiner b-Aminosduren sowie anderer nichtnatiirlicher Ami-
nosduren. Auch natiirliche Aminosduren mit einem Markt-
volumen < 10000 ta™' werden durch Biotransformationen
hergestellt.'17)
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2.4.3. Lyasen als Biokatalysatoren fiir Aminosdiuresynthesen

Eine etablierte Anwendung von Lyasen ist die Herstel-
lung von L-Asparaginsdure (L-6) aus Fumarsdure (7) und
Ammoniak mit dem Enzym L-Aspartat-Ammoniak-Lyase
(Schema 2). Seit 1958 werden verschiedene Varianten dieser

o) NH;3 o}
HO \S HO\n/\‘)J\
\ﬂ/\/U\OH Aspartat- OH
@) Ammoniak-Lyase O NH;
7 L-6
o} NH; 0
NS
OH L_> OH
Phenylalanin- NH
Ammoniak-Lyase 2
9 L-8
Schema 2.

Biotransformation durchgefiihrt. Analog verlduft die Syn-
these von L-Phenylalanin (L-8) aus (E)-Zimtsiure (9), als
Katalysator wird das Enzym Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
verwendet."¥ Industriell wurde dieses Verfahren allerdings
von einer wirtschaftlicheren, fermentativen Herstellung mit
Phenylalanin-Uberproduzenten abgelost.!®!

L-Alanin (L-10) kann ebenfalls durch Lyase-Katalyse
hergestellt werden. Die L-Aspartat-3-Decarboxylase vermit-
telt jedoch nicht wie bei der Herstellung von L-Phenylalanin
oder L-Asparaginsidure eine C-N-Verkniipfung, sondern sie
katalysiert die Decarboxylierung von L-Asparaginsiure (L-6)
zu L-10 (Schema 3). Industriell werden immobilisierte Zellen
als Katalysator eingesetzt, die die L-Aspartat-f3-Decarboxy-
lase enthalten.!"”!

0 o]
HO
OH T’ OH
Co,

O NH, NH,

L-6 L-10
Schema 3.

Mithin ist eine direkte enzymkatalysierte Synthese von L-
10 aus Fumarsiure (7) und Ammoniak denkbar. Da die
optimalen pH-Werte fiir L-Aspartat-Ammoniak-Lyase und L-
Aspartat-f3-Decarboxylase sich zu stark unterscheiden, muss
das Verfahren in zwei Stufen durchgefiihrt werden.””! Die
Synthese von L-10 aus 7 und Ammoniak ist das erste
zweistufige Verfahren, das auf Biokatalysatoren basiert. Bei
der Decarboxylierung von L-6 werden stochiometrische
Mengen CO, frei, sodass Gasblasenbildung zu Inhomoge-
nitdten im Immobilisatbett fiihrt. Diese Nachteile werden bei
Reaktionen in einem speziellen Druckreaktor umgangen, der
eine Biotransformation bei 10 bar erlaubt.”!! Der erhohte
Druck verhindert, dass CO, als Gas austritt, hat aber keinen
Einfluss auf die Enzymaktivitit.
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2.4.4. Aminosdure-Dehydrogenasen

Enantioselektive Biotransformationen sind im industriel-
len MaBstab auch mit Aminosidure-Dehydrogenasen (des-
aminierenden  Aminosdure-Oxidoreduktasen)  mdoglich.
Einige dieser Enzyme zeichnen sich durch sehr geringe
Substratspezifitdten aus, sodass auch nichtnatiirliche Verbin-
dungen umgesetzt werden konnen. Aminosdure-Dehydro-
genasen benodtigen neben Ammoniak und der entsprechen-
den 2-Oxocarbonsdure ein Cosubstrat, das die Hydridionen
zur Reduktion des Schiff-Base-Intermediats liefert.”! Dafiir
eignet sich beispielsweise Nicotinamidadenindinucleotid
(NADH). Die oxidierten Cosubstrate (z.B. NAD*) miissen
ihres hohen Preises wegen in einer weiteren Redoxreaktion
regeneriert werden.

Ein etabliertes System fiir die Regenerierung von NADH
aus NAD' besteht aus der Formiat-Dehydrogenase von
Candida boidinii, die im Gegenzug Formiat zu CO, oxi-
diert.”” Eine Kombination aus L-Leucin-Dehydrogenase,
Formiat-Dehydrogenase und Cosubstrat wird bei der
Degussa eingesetzt, um L-fert-Leucin (L-12) im Tonnenmaf-
stab aus Ammoniumformiat und Trimethylbrenztrauben-
siure (11) herzustellen (Schema 4).24

2.4.5. Aminotransferasen

Mit Aminotransferasen kann die Problematik der Cosub-
stratregenerierung umgangen werden. Diese Enzyme iiber-
tragen Aminogruppen von Aminosduren auf 2-Oxocarbon-
sduren. Ein illustratives Beispiel fiir eine technische Umset-
zung ist der Synthese von L-2-Aminobuttersiure (L-13) von
Great Lakes Chemicals.” Bei dieser Biotransformation wird

D-Aminosaure-
Aminotransferase

HO
16 14
Tyrosin-
Aminotransferase
(0]
/YkOH
NH,
L-13

Angewandte

Leucin-
OH Dehydrogenase OH
Mo ﬁ' Mo + MO
o} NH,
11 . . L-12
NADH + H NAD
co, M NH,*HCOO~
Formiat-
Dehydrogenase

Schema 4. Herstellung von L-tert-Leucin (L-12) durch reduktive Aminie-
rung mit Leucin-Dehydrogenase.

gentechnisch veridnderte E.coli als Katalysator eingesetzt
(Schema 5). Als Aminogruppendonor fungiert L-Asparagin-
sdure (L-6), das durch die Aspartat-Aminotransferase zu 2-
Oxalylessigsdure (14) umgewandelt wird. 14 zerfillt in
Pyruvat 15 und CO,. Die Aminogruppe von L-6 wird auf 2-
Oxobuttersdure (16) tibertragen. Weil 16 nicht leicht zugéng-
lich ist, wurde in die Zellen das Gen der L-Threonin-
Desaminase eingebracht. So kann 16 in situ aus preisgiins-
tigem L-Threonin gewonnen werden.

Durch eine unerwiinschte Nebenreaktion der Amino-
transferasen kann aus 15 Alanin (10) entstehen. Um dies zu
vermeiden, werden durch das Enzym Acetolactat-Synthase
zwei Molekiille 15 zu Acetolactat 17 kondensiert. Das
Acetolactat-Synthase-Gen eines Bacillus-Stamms wurde in
E. coli transferiert. 17 decarboxyliert zu 2-Hydroxybutan-3-on
(Acetoin, 18), das destillativ aus der Reaktionsmischung
entfernt wird. So wird das Gleichgewicht zugunsten der

Schema 5. Die Herstellung von bp- und L-Aminobutyrat (b,L-13) aus 2-Oxobuttersdure (16) und Asparaginsaure wird durch enantioselektive Amino-

transferasen katalysiert.
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gewiinschten Produkte verschoben, und die Bildung des
Nebenprodukts L-10 wird effizient zurtickgedringt. Das
Verhiltnis des Hauptprodukts L-13 zu L-10 wird von 2.4:1
auf 22.5:1 gesteigert und Endkonzentrationen von 27 gL~
L-13 konnen erhalten werden.

Je nach Wahl der Aminotransferase koénnen beide Enan-
tiomere erhalten werden. Die L-Tyrosin-Aminotransferase
aus E.coli ist so wenig selektiv, dass sie zur Herstellung von
L-13 verwendet werden kann. Stimme, die stattdessen tiber
eine D-Aminosdure-Aminotransferase aus Bacillus sphaeri-
cus verfiigen, bilden entsprechend p-13.

Eine Kombination aus Dehydrogenase und Aminotrans-
ferase nutzt die Firma Mercian (Japan) in einem eleganten
Ganzzell-Verfahren, das ausgehend von natiirlichem L-Lysin
(19) (S)-Piperidin-2-carbonséure ((S)-20) liefert (Schema 6).

N .
HZNWCOOH N

COOH
19 (S)-20

L-Lysin-Amino- 2-Ketoglutarat Pyrrolin-5- NADP
transferase Carboxylat- X
L-Glutamat Reduktase NADPH +H
o NH,
I\/\)\ _—
COOH N YCOOH

21 22
Schema 6.

Das Verfahren beruht auf einer Biotransformation mit
rekombinanten E.-coli-Bakterien: 19 gelangt mithilfe des
tiberexprimierten L-Lysin-Permease-Transportsystems in die
Zellen und wird dort durch die Lysin-Aminotransferase aus
Flavobacterium lutescens zur Oxoaminosdure 21 desaminiert.

NH, NH,
R\/_\fo Racemase R O
OH OH
L-23 D-23

D-Aminoséaure

D-Aminoséaure-

Desaminase
NH5
NH, f (0]
A0 ] (0]
L-Aminosaure-
OH Desaminase OH
L-8 24

B. Hauer et al.

21 steht im Gleichgewicht mit 2,3,4,5-Tetrahydropyridin-2-
carbonsdure 22 und wird durch die E.-coli-eigene Pyrrolin-5-
carboxylat-Reduktase mit NADPH zu (S)-20 reduziert.”
Mehr als 90 % des Lysins werden umgesetzt, die Reinsubstanz
kann aus dem Filtrat in 70% Ausbeute isoliert werden. Um
die hohen Endkonzentrationen von 50 gL™' zu erreichen,
bendtigt man allerdings lange Fermentationszeiten (150 h).
(5)-20 dient als Baustein bei der Synthese einiger Pharma-
zeutika, z.B. des Lokalandsthetikum Bupivacain (Astra
Zeneca). Einen alternativen Zugang zu enantiomerenreiner
Piperidin-2-carbonsdure bietet die Acylase-katalysierte
Racematspaltung (Abschnitt 2.4.8.3).

2.4.6. D-Aminosduren durch fermentative Verfahren

Monsanto hat ein fermentatives Verfahren zur Herstel-
lung von D-Aminosduren durch gentechnisch verdnderte
Mikroorganismen patentieren lassen.”” Mit diesen Biokata-
lysatoren kann beispielsweise D-Phenylalanin (D-8) herge-
stellt werden (Schema 7).

Der Stoffwechsel der Mikroorganismen wurde so ver-
andert, dass keine funktionalen D-Aminosdure-Desaminasen
produziert werden. Die Stimme enthalten jedoch zusitzliche
Gene fiir L-Aminosidure-Desaminasen, D-Aminosdure-Ami-
notransferasen und eine spezifische Racemase. Das Nahr-
medium der Zellen wird mit einer L-Aminosdure (L-23)
als Aminogruppendonor supplementiert. Dafiir werden L-
Alanin, L-Glutamin oder L-Asparaginsdure verwendet.

Das Kohlenstoffgeriist fiir p-8 stammt aus endogen
produziertem oder dem Nidhrmedium zudosiertem L-8, das
von der L-Aminosidure-Desaminase in Phenylpyruvat 24
umgewandelt wird. Der Aminogruppendonor L-23 wird von
den Mikroorganismen racemisiert. Dabei wird D-23 als
Substrat fiir die D-Aminosidure-Aminotransferasen gebildet.
Die Aminogruppe von D-23 wird auf 24 iibertragen. So
entstehen D-8 und die 2-Oxocarbonsiure 25, die im mikro-
biellen Stoffwechsel abgebaut wird. Dadurch wird das
Gleichgewicht der D-Aminosidure-Aminotransferase-Reak-
tion zugunsten der Bildung von D-8 verschoben.

Da sowohl die L-Aminosdure-Desaminasen als auch die
D-Aminosdure-Aminotransferasen unspezifisch sind, ist

o
R\/U\?O —  CO
—_— H,O
OH
25

. . NH
D-Aminosaure- 2

Aminotransferase O

OH
D-8

Schema 7. Herstellung von p-Phenylalanin (p-8) durch Fermentation mit gentechnisch veridnderten Mikroorganismen (nach Lit. [27]). Alanin, Glu-
tamin oder Asparaginsiure werden als Aminogruppendonor (L-23) zugesetzt, L-8 stammt aus endogener Uberproduktion. 25 wird im Stoffwechsel

zu CO, und H,0 abgebaut.
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diese Methode auf die Herstellung einer
groflen Palette von D-Aminosduren aus den
entsprechenden L-Aminosduren anwend-
bar.””

2.4.7. Chemoenzymatische Synthese von
D-Aminosduren
L-Hydantoinase
SchlieBlich gibt es fiir diese Aminoséure-
synthese auch eine elegante chemoenzymati-
sche Losung.®! Hierbei wird die L-Amino-
sdure durch eine L-Aminosdure-Oxidase oxi-
diert (Schema 8). Das intermedidr entste-
hende Imin wird durch Pd-C in gepufferter
Ammoniumformiat-Lésung reduziert. Nur
das L-Enantiomer des racemischen Gemisch
wird durch die Oxidase verwertet, wiahrend
das p-Enantiomer akkumuliert. Je nach Spe-
zifitdt der Oxidasen lassen sich die Enantio-
mere der Aminosduren gezielt herstellen.
Beispiele mit Ausbeuten von 90 % und 99 %
ee sind beschrieben worden.

0, o)
o L-Aminos&ure- z
Oxidase o Pd-C NH,
—_— +
R/\‘)LOH AV» R/\H/KOH TNHCO0
NH, NH - NH; (0]
H,0 -CO, R OH
NH,

Schema 8. Chemoenzymatische Synthese von p-Aminoséuren.

2.4.8. Herstellung enantiomerenreiner Aminosduren durch
Racematspaltung
2.4.8.1. Synthese von L- und p-Aminosduren mit dem
Hydantoinase-Carbamoylase-System

Die racemischen Hydantoine 26 sind durch chemische
Synthese sehr gut zugédnglich. Eine Reihe spezifischer natiir-
licher Hydrolasen fiir die enantioselektive Hydrolyse zu den
entsprechenden Carbamoylderivaten sind bereits isoliert
worden. Fiir diese Verbindungen existieren ebenfalls spezi-
fische Hydrolasen, sodass die enantioselektive Herstellung
von Aminosduren aus den racemischen Hydantoinen prob-
lemlos méglich ist.”

Besondere Bedeutung kommt diesem Verfahren bei der
Synthese von D-Aminosduren zu. D-Phenylglycin und D-
Hydroxyphenylglycin, die in die Seitenketten halbsyntheti-
scher f-Lactam-Antibiotika eingebaut werden, sind auf diese
Weise erhiltlich.” Da die Hydantoine bei pH > 8 spontan
racemisieren, ist ein vollstindiger Umsatz des Racemats zu
einem Enantiomer moglich. Die Racemisierungsgeschwin-
digkeit hdngt dabei von der Seitenkette R ab. Wenn die
Racemisierung des Hydantoins der geschwindigkeitsbestim-
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) E Racemase 3 i
HN\[rNH HN\[‘r NH
o o
L-26 D-26
H,0 HO .
D-Hydantoinase
R O R O
Q }_[( SN
Y—NH OH NH OH
H,N HoN
H,0 H,0
CO,, NH; CO, NH D-Carbamoylase
R O R (0]
H,N  OH H,N  OH

Schema 9. Herstellung optisch aktiver Aminosiuren mit enantioselektiven Hydantoinasen
und Carbamoylasen.

mende Schritt ist, kann die Reaktion durch Zugabe einer
Racemase deutlich beschleunigt werden (Schema 9).
Wihrend p-Aminoséduren bereits biokatalytisch aus
D,L-Hydantoinen hergestellt werden, ist die Synthese
von L-Aminosduren mit diesem System technisch noch
nicht so weit fortgeschritten. Dies liegt vor allem an der
geringen Stereoselektivitit bekannter L-Hydantoinasen,
die allerdings stdndig verbessert werden. So konnte
gezeigt werden, dass die Enantioselektivitit einer D-
Hydantoinase mithilfe von evolutiver Enzymentwick-
lung (,,Directed Evolution*) aus Arthrobacter sp. DSM
9771 bei gleichzeitiger Aktivitdtssteigerung umgekehrt
werden konnte.P"! L-tert-Leucin ldsst sich ebenfalls mit
dem Hydantoinase-Carbamoylase-System herstellen.
Degussa produziert diese Verbindung zurzeit in einem
Pilotverfahren im 100-kg-Mafstab durch eine neuartige Bio-
transformation. Dabei wird ein rekombinanter Mikroorga-
nismus verwendet, der die modifizierte p-Hydantoinase, eine
Carbamoylase und die entsprechende Racemase enthilt.”?

2.4.8.2. Herstellung von L-Cystein durch Racematspaltung

Als Alternative zur Extraktion von Cystein (27) aus
Menschenhaar, Federn oder Schweineborsten wurde bereits
in den 70er Jahren ein biokatalytisches Verfahren entwickelt.
Die Umsetzung geht aus von D,L-2-Amino-A*thiazolin-4-
carbonsdure (D,L-28), die aus o-Chloracrylsidure (29) und
Thioharnstoff (30) zugéinglich ist (Schema 10). Das Bakte-
rium Pseudomonas thiazolinophilum setzt D,L-28 zu Cystein
um. Dabei wird L-28 mit zwei spezifischen Hydrolasen iiber S-
Carbamoyl-L-Cystein (L-31) zu L-Cystein (L-27) gespalten.
Eine Racemase wandelt D-28 in das L-Enantiomer um, sodass
das Racemat komplett umgesetzt werden kann. Der Prozess
liefert Ausbeuten von 95 % und Cysteinkonzentrationen von
30 gL' Dieses Verfahren wurde 1982 bei Ajinomoto
implementiert.
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B. Hauer et al.

NH,
0 s chem. Synthese N=
+ E— S S
OH HZN/U\NHZ HO
Cl O
29 30 D,L-28
Racemase
L-ATC-Hydrolase
NH,
NH, NH, Nz<
HO SH SCC-Hydrolase HO S\n/NHz Ho\n/-\/s
O o} O o}
L-27 L-31 D-28

Schema 10. Enantioselektive Synthese von L-Cystein (L-27) (SCC= S-Carbamoyl-L-Cystein).

2.4.8.3. Racematspaltung mit Acylasen und Amidasen

Nicht nur Hydantoinasen werden zu Racematspaltungen
eingesetzt, sondern auch Acylasen und Amidasen. L-Acyla-
sen katalysieren die Racematspaltung von D,L-Acylamino-
sduren zu L-Aminosduren und N-Acetyl-D-aminosiuren.
Nach der Trennung der Produkte wird die N-Acetyl-D-
aminosdure in einem zweiten Reaktionsschritt wieder race-
misiert und erneut der Enyzmreaktion zugefiihrt.
Eine der ersten industriellen Anwendungen einer
Aminosiure-Acylase wurde 1969 von Tanabe

hydrolysiert. Nach Trennung von L-Aminosdure und D-
Aminosdureamid kann das Amid racemisiert oder durch
chemische Hydrolyse in die entsprechende D-Aminosdure
umgewandelt werden.”!

Nichtnatiirliche cyclische Aminosiduren wie Piperidin-
und Prolinderivate sind ebenfalls durch enantioselektive
Hydrolasen zuginglich. Oft sind beide Enantiomere industri-
ell interessant. Beispiele sind Piperidin-2-carbonsdure (20),

[ N }//, _I//O

H

! ¢ " OH OH
Seiyaku (Japan) eingefiihrt.*" L-32 132
Bei der Degussa wird L-Methionin (5) fiir Acylase aus O«\.‘/O Acylase aus
. e . < N > .
Nahrungsmittel mithilfe einer Acylase durch + Arthrobacter sp. /§ O Achromobacter

Racematspaltung hergestellt (Schema 11). Der
Prozess wird in einem kontinuierlich arbeitenden
Riihrreaktor durchgefiihrt. Dabei wird die Acy-
lase durch Ultrafiltration iiber ein Hohlfasermo-

£N >/l, ,I//O

BnO "O Xxylosooxidans

(v

dul zuriickgehalten. Bno’&o OH Bno’go OH
Nach dem gleichen Prinzip, jedoch mit einem
N-Cbz-D-32 N-Cbz-L-32

anderen Biokatalysator, arbeitet ein Amidasepro-
zess, der von DSM entwickelt wurde. D,L-Amino-
sdureamide werden mit Amidasen enantioselektiv

(e}
/S\/\E)J\OH
NH,

D,L-5
O O
A | |
(0] (o} (0]
R\é/lLoH Acylase | RYU\OH R\;)LOH
HN\H/ NH, HN\H/
O (0]
N-Acetyl-D,L-5 L-5 N-Acetyl-D-5

Schema 11. Acylase-katalysierte Racematspaltung von b,L-N-Acetyl-5
(Degussa).
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Schema 12. Prolin-Acylase-Verfahren von Lonza zur Herstellung von enantiomeren-
reinem N-Cbz-Prolin (N-Cbz-32).

deren Enantiomere in verschiedene Wirkstoffe eingebaut
werden, oder N-Cbz-geschiitztes Prolin (N-Cbz-32). Forscher
bei Lonza entwickelten biokatalytische Verfahren, die den
Zugang zu dieser Verbindungsklasse durch Reaktionen mit
Hydrolasen ermoglichen.”® Schema 12 zeigt als Beispiel die
Synthese geschiitzter Prolinderivate.

2.5. Verbesserungen der biokatalytischen Aminosduresynthese
2.5.1. Verbesserungen bei fermentativen Verfahren

Die klassische Verbesserung von Produktionsstimmen
beruht auf ungerichteten Mutationen: Das Genom der Pro-
duktionsorganismen wird willkiirlich verdndert. Die leis-
tungsfahigeren Mutanten werden anschliefend durch Selek-
tion identifiziert. Die verdnderten Stamme zeichnen sich zum
Beispiel durch erhohte Membranpermeabilitit,F”! Regula-
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tionsdefekte oder Biosyntheseenzyme mit verdnderten kine-
tischen Charakteristika aus.”!

In den 80er Jahren erkannte man, dass fiir weitere
Produktivititssteigerungen ein fundierteres Verstédndnis des
mikrobiellen Aminosdurestoffwechsels notwendig ist. Durch
die detaillierte Analyse der Metaboliten konnen die Stoff-
fliisse, die bei einer Fermentation auftreten, quantifiziert
werden, sodass die Néhrstoffzufuhr optimiert und folglich die
Ausbeuten gesteigert werden konnen. Die Analyse des
Stoffwechsels ermoglicht es auch, den Metabolismus eines
Produktionsstamms zu modellieren (,,Metabolic Modelling*).
Zudem kann die Stoffwechselanalyse als Grundlage fiir
gezielte gentechnische Eingriffe dienen.*’)

Ist das Genom der Aminosdure-Produktionsstimme
bekannt, so konnen die Mikroorganismen gezielt verbessert
werden. Das Genom von Corynebacterium glutamicum ist
mittlerweile von mindestens drei wichtigen Aminosdureher-
stellern sequenziert worden.®**# Daher ist es lediglich eine
Frage der Zeit, wann die Ergebnisse von Genomsequen-
zierung und Metabolic Modelling die Aminosédureproduktion
deutlich verbessern werden.

2.5.2. Verbesserungen bei Biotransformationen

Nicht nur die fermentativen Verfahren, sondern auch die
Biotransformationen werden stdndig weiterentwickelt. Wie
bei chemischen Verfahren ist au8er der Selektivitit auch die
Produktivitit entscheidend fiir die Qualitdt und Zyklenzahl
eines Katalysators.

Bei der Etablierung und Weiterentwicklung eines bio-
katalytischen Verfahrens werden verschiedene Strategien
verfolgt. Im Idealfall ist ein geeigneter Biokatalysator bereits
vorhanden, und man muss lediglich ein technisches Verfahren
ausarbeiten; weitaus haufiger muss ein neuer Katalysator
entwickelt werden. Mithilfe breit angelegter Screening-Pro-
gramme versucht man, neuartige Enzyme zu identifizieren.
Oft ist das Ziel dabei nicht mehr wie beim klassischen
Screening, ganze Mikroorganismen aus der Biodiversitit zu
isolieren, sondern direkt auf die genetische Information
zuzugreifen. DNA wird aus Proben isoliert und in geeignete
Expressionssysteme iibertragen. AnschlieBend werden die
Systeme auf die gewiinschte Aktivitit gepriift.*’ So will man
einen unmittelbaren Zugang zum Genpool nichtkultivierba-
rer Mikroorganismen schaffen, deren Vielfalt weit grof3er ist
als diejenige von kultivierbaren Mikroorganismen.[*!

Selbstverstdndlich konnen auch bestimmte Charakteris-
tika bekannter Enzymsysteme durch die evolutive Enzym-
optimierung gezielte verbessert werden.! Hierbei wird die
natiirliche Evolution in vitro nachgeahmt. Mutationen
werden ungezielt in die Biokatalysatorgene eingefiihrt,
sodass man eine Vielzahl von Varianten erhélt. Im anschlie-
Benden Screening wird nach Mutationen mit verbesserten
Katalysatoreigenschaften gesucht. Die Arbeiten von May
et al. zur p-Hydantoinase aus Arthrobacter sind ein gutes
Beispiel fiir das Potenzial dieser Methode.®! Neben der
ungezielten Verédnderung spielt auch die Rekombination
genetischen Materials eine entscheidende Rolle in der Evolu-
tion. Auch diese Mechanismen lassen sich kopieren und in
vitro durchfiihren.™!
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Die Entwicklung von Biokatalysatoren fiir industrielle
Anwendungen wird von kleineren Firmen dominiert, die
groBeren Partner ihre Dienstleistungen anbieten. Durch
evolutive Enzymoptimierung konnen selbstverstidndlich
auch fermentative Verfahren zur Herstellung von Aminosiu-
ren verbessert werden. Die optimierten Biokatalysatoren
konnen auch in Produktionsstimme iibertragen werden, um
Engpasse in der Aminosédurebiosynthese zu umgehen.

3. Herstellung von Carbonsduren

Fiir die Herstellung optisch aktiver Carbonsduren gibt es
wie bei den Aminosduren prinzipiell drei Wege. Natiirliche
Carbonsduren konnen aus geeigneten Rohmaterialien
gewonnen werden. Die meisten Carbonsduren werden
jedoch in chemischen und biokatalytischen Verfahren herge-
stellt. Fiir natiirliche Carbonsduren bieten sich mikrobielle
Fermentationsverfahren an, insbesondere wenn die Produk-
tion 1000ta~' iibersteigt. Als Kohlenstoffquelle werden
Glucose oder billige Industrieprodukte wie Melasse einge-
setzt. Sie werden durch Mikroorganismen in Biomasse
(Wachstum), Stoffwechselprodukte wie CO, und die
gewiinschte Carbonsdure umgewandelt.

In diesem Abschnitt werden Beispiele fiir die verschie-
denen Technologien vorgestellt. Die stiirmische Entwicklung
von enzymkatalysierten Synthesen wurde bereits in mehreren
Ubersichtsartikeln zusammengefasst, auf die jeweils verwie-
sen wird.

3.1. Gewinnung aus natiirlichen Rohstoffen

Natiirliche chirale Rohstoffe (der ,,Chiral Pool®) bieten
oft eine Alternative zur enantioselektiven Synthese von
enantiomerenreinen Verbindungen.*® L-(4-)-Weinsiure (33)
ist ein Beispiel fiir eine enantiomerenreine Carbonséiure, die
aus natiirlichen Quellen isoliert wird. Dieses
Isomer lagert sich bei der Gérung von Trau-

bensaft als Weinstein (Kaliumhydrogentartrat) H—Cfg:
ab. Durch Umsetzung mit Calciumchlorid oder ol o
Calciumhydroxid und Schwefelsdure wird 33 COOH
freigesetzt, als Nebenprodukte fallen Gips und L33

Hefereste an. Ein alternativer Prozess wurde
kiirzlich von Lurgi Life Science etabliert: Dabei
wird der Weinstein mit Kalilauge in das wasser-
losliche Dikaliumsalz umgewandelt. Nach Filtration und
Ionenaustauschchromatographie werden kristalline Wein-
sdure und Futterhefe gewonnen. Bei der Regeneration des
Tonenaustauschers entstehen Kaliumsulfat und Ammonium-
sulfat als Nebenprodukte. Verbindung 33 und Derivate wie
(—)-Dibenzoyl-L-Weinsdure finden sowohl in zahlreichen
Verfahren in der Textil- und Lebensmittelindustrie Anwen-
dung, als auch bei der Racematspaltung und zur asymmet-
rischen Synthese, beispielsweise von 2-Aminotetralinen®”
und (R)-3-Hydroxybuttersiuremethylester.**!

Natiirliche Zuckerbausteine werden seit Jahrzehnten fiir
die Herstellung von enantiomerenreinen Zuckersduren ge-
nutzt.*) In industriellen Synthesen werden die Saccharide
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selektiv oxidiert. Fiir die Herstellung von D-Gluconséure (34,
Schema 13) aus D-Glucose (35) stehen seit Mitte des letzten
Jahrhunderts Oxidationen mit Hypochlorit®™ und elektro-

o) Q
) - OH
HO! Aspergillus niger HO
OH submers OH
—_—
HO o HO
“IOH 2 “I0H
OH OH
35 34

Schema 13. Selektive enzymatische Oxidation von p-Glucose (35) zu
p-Gluconsiure (34).

chemische Oxidationen™®! zur Verfiigung.

Diese Reaktionen wurden durch biotechno- R?
logische Verfahren abgelost, bei denen das
Monosaccharid in einem aeroben Submers-
verfahren mit Mikroorganismen (hauptséich-
lich Aspergillus niger und Gluconobacter sp.)
selektiv oxidiert wird.

Eine neue Methode fiir Anwendungen in
der Nahrungsmittelindustrie wurde von
DSM/Gist Brocades ausgearbeitet. Glucose-
Oxidase wandelt 35 in das Lacton 36 um, das
zu 34 und H,0, hydrolysiert (Schema 14).
Katalase zersetzt das H,0O,, sodass einerseits
erneut Sauerstoff fiir die Oxidation frei wird
und andererseits eine Enzymdesaktvierung durch Nebenre-
aktionen verhindert wird. Der Prozess zeichnet sich durch die
hohe Reinheit des Produkts 34 und eine nahezu quantitative
Ausbeute aus.!

D-Gycerinsédure kann entweder durch stufenweise chemi-
sche Oxidation von D-Glucose mit Anthrachinon-2-sulfonat/
H,0, und Hypochlorit oder durch enzymatische Decarboxy-
lierung von L-Tartrat hergestellt werden.>)

3.2. Klassische chemische Synthesen
3.2.1. Kristallisation mit enantiomerenreinen Aminen

Die Enantiomere racemischer Carbonsduren werden
durch fraktionierende Kristallisation der diastereomeren

OH
G HO
OH  Glucose-Oxidase OH Hz0
—_— —_—
O, 0 - H,0, HO
i
OH HO "IOH
Katalase
36
0.50, + H,0

B. Hauer et al.

Salze getrennt, die sie mit enantiomerenreinen Aminen
bilden (Schema 15, siche auch Abschnitt 4.1.1).

(R)-Mandelsdure ((R)-37) wird von Yamakawa Chemical
Industry Ltd. (Japan) durch klassische Racematspaltung aus
(R,S)-37 mit enantiomerenreinem (R)-1-Phenylethylamin
((R)-38) produziert (Schema 16). Das enantiomerenreine
(R)-38 kann mehrmals eingesetzt werden.”

Die (S)-Thiazolidinoncarbonséure (5)-39, eine Zwischen-
stufe bei der Synthese des neuen Calciumantagonisten CP-
060-S ((S)-40), erhdlt man durch Racematspaltung mit (S)-N-
Benzyl-1-phenylethylamin ((S)-41) (Schema 17). Obwohl die
salzbildende Carboxyfunktion nicht weniger als vier Bindun-
gen vom Chiralitdtszentrum entfernt ist, wird (5)-39 mit
99.8% ee isoliert.’]

R? +
o NH;
— | &Yy
R "R*
(e}
kristallin
+
R? +
T _ NH3
O
1
R/\[O]/ R3’\R4 gelost

Schema 15. Racematspaltung optisch aktiver Carbonsiuren durch Salzbildung mit enan-
tiomerenreinen Aminen und fraktionierende Kristallisation.

OH OH

(R)-1-Phenylethylamin
COOH > COOH
(R)-38
(R, S)-37 (R)-37
Schema 16.

Die enantiomerenreine Aminosdure (S)-20 ist ebenfalls
durch fraktionierende Kristallisation diastereomerer Salze
mit 2-Phenoxypropionsiure (42) erhiltlich (Schema 18). Aus
Wasser/Alkohol kristallisiert das schlechter 16sliche Salz (S)-
20—(S5)-42 mit hoher Diastereomerenreinheit.!

Die ,,Dutch Resolution®, bei der Carbonsidureracemate
mithilfe von Amingemischen getrennt werden, wird in

Abschnitt 4.1.1 beschrieben.

] OH 322 Asymmetrische C-C-Verkniipfungen
OH Fir die Herstellung von substituierten o-
.ioy  Hydroxycarbonsduren stehen seit Neuestem
(Salen)titan- und (Salen)vanadium-Komplexe 43
OH (CACHy-Katalysatoren) ! zur Verfiigung, die die
24 asymmetrische Addition von Trimethylsilylcyanid

an aromatische und aliphatische Aldehyde®™” und
Ketonel® vermitteln (Schema 19, Tabelle 1). Diese
Methode wurde auch auf das billigere Kaliumcya-

Schema 14. Alternative Synthese von hochreiner b-Gluconsaure (34) durch Oxidation von
p-Glucose (35) (DSM/Gist Brocades).

816 © 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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nid als Nucleophil erweitert.”) Durch saure Ver-
seifung der Cyanhydrintrimethylsilylether 45 sind
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HO

COOH

(R,S)-39

COO~

(S)-39—(S)-41

Angewandte

<S (S)-41 <S <P e <S
—_— HO ] —_— HO sl
,N_:\\ko NL\lO ﬁﬁ&@ — !Nj\l\o o
'i‘\/\o o>

(S)-40

Schema 17. Racematspaltung mit (S)-N-Benzyl-1-phenylethylamin ((S)-41) ergibt enantiomerenreines (S)-39 fiir die Synthese des Calcium-

antagonisten CP-060-S ((S)-40).

C L

N~ “COOH
H

<)\OJ\COOH

(S)-42 (R,S)-20

Schema 18.

0 %
_N\II/N_

VIS

tBu (@) (0] tBu

tBu tBu

43
M=Ti, V

CACHy-Katalysator 43,
ﬁ (0.1 Mol-%)

R Me;SICN, CH,Cl, R

OSiMe;,

CN

44 45

— QL L,
(6) COO~ 'N COOH
H,

(S)-20~(S)-42

kristallin

10 M HCI

R® 'COOH

die o-Hydroxycarbonsduren 46
zuginglich. Da diese Reaktion mit
den unten beschriebenen enzymati-
schen Verfahren konkurriert, diirfte
sie jedoch nur bei einigen speziellen
Synthesen zur Anwendung
kommen.

3.3. Biotechnologische Synthesen
3.3.1. Asymmetrische Synthesen
3.3.1.1. Oxidationen

Einige bakterielle Mono- oder
Dioxygenasen konnen in Hydroxy-
lierungsprozessen eines oder beide
Sauerstoffatome von O, mit nicht
aktivierten Kohlenstoffzentren von
Substraten ~ verkniipfen. = Diese
Hydroxylierungen verlaufen zumeist
regio-, aber nicht stereoselektiv./**¢!!

Bei vielen mikrobiellen Hydro-
xylierungen werden Hydroxycarbon-
sduren durch stufenweise a,3-Dehy-
drierung und Hydrolyse aufgebaut:
Hierzu zahlt die Herstellung von L-
Carnitin (47) aus vy-Butyrobetain
(48) nach dem Lonza-Verfahren (>

OH

46

Schema 19. Die CACHy-Katalysatoren 43 bewirken die enantioselektive Addition von
Trimethylsilylcyanid an aromatische und aliphatische Aldehyde (44), die nach Hydro-
lyse enantiomerenreine a-Hydroxycarbonséuren (46) ergibt.

100 ta™"). Die biochemische Trans-
formation verlduft iiber Butyrobe-

Tabelle 1: Addition von Trimethylsilylcyanid an Aldehyde
Katalysatoren 43 (Schema 19).1

mit CACHy-

R 43 (M=Ti 43 (M=V)
Ph 82 94
p-OMe-Ph 84 90
0-Me-Ph 76 90
m-Me-Ph 90 95
p-Me-Ph 87 94
p-NO,-Ph 50 73
Et 52 77
tBu 66 68

[a] ee-Werte in %. Vergleiche Lit. [57]: 0.1 Mol-% Katalysator; Reaktions-

dauer: M=Ti <5 min, M=V 18 h; quantitativer Umsatz.

Angew. Chem. 2004, 116, 806 —843
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tainyl-CoA (49) und Crotonobeta-

inyl-CoA  (50)  (Schema 20).1”

Analog fiihrt das Kaneka-Verfahren
durch f-Hydroxylierung von 2-Methylpropionsdure (51) mit
Candida rugosa zu (R)-52, einem Synthesebaustein fiir ACE-
Inhibitoren wie Captopril (Schema 21).1%*!

3.3.1.2. Reduktionen

Grundsétzlich bietet die enantioselektive biokatalytische
Reduktion von Ketosduren einen Zugang zu enantiomeren-
reinen Hydroxycarbonsduren. Nachteilig wirkt sich derzeit
jedoch die Abhingigkeit von teuren Cofaktoren wie NADH
aus, die auf verschiedene Arten regeneriert werden miissen
(siche Abschnitt2.4.4). Weitere Beispiele werden im
Abschnitt 5 diskutiert.

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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| Q 1 | Q 2 | Q 3,4 | @H @
~ ~ ~ A ~ =
N — Ot — SNtz — O\
/ \/\)J\O’ / \/\)J\SCOA / \/\)J\SCOA / \/\)1\0’
48 49 50 L-47

Schema 20. Synthese von L-Carnitin (L-47) nach dem Lonza-Verfahren. 1. Thioester-Synthase, 2. Dehydrogenase, 3. Hydrolase, 4. Thioesterase.

Candida rugosa
_—

Ao o Ao

O (0]
51 (R)-52

Schema 21. (3-Hydroxylierung von 2-Methylpropionsiure (51).

3.3.1.3. Hydrolysen

Die enzymkatalysierte enantioselektive Addition
von Wasser an die Doppelbindung von prochiraler
Fumarsdure (7) wird bei der Herstellung von
L-Apfelsiure (L-53) mit immobilisierten Brevibak-
terien oder Pilzen genutzt (Tanabe-Prozess,
Schema 22).%4%1 1 .53 wird vor allem als Stabilisator
in Fruchtséften eingesetzt.

Ci

&

von Mandelmehlextrakt oder Avicel-Immobilisat eingesetzt
wird. Je nach Losungsmittel kann das Enzym monatelang
verwendet werden. Das (R)-o-Chlormandelonitril ((R)-56)
racemisiert nicht, wenn es mit konz. HCl zur entsprechenden
Sdure hydrolysiert wird. Das Verfahren bietet gegeniiber den
Racematspaltungen durch Kristallisation diastereomerer
Ammoniumsalze, enzymatische Acylierung/Desacylierung
oder Umesterung den Vorteil, dass theoretisch eine Ausbeute
von 100 % erreicht werden kann.

Cl OH cl OH
PaHNL HCI
CN ——— COOH
HCN, iPr,0 | H,O
(R)-56 (R)-54
ee>83%

Schema 23. HNL-katalysierte Synthese von (R)-o-Chlormandelséure (54).

Fumarase COOH
X COOH — 3 HOOC™
HOOC Brevibacterium /|?<OH
ammoniagenes
7 L-53

Schema 22. Herstellung von L-Apfelsdure (L-53) durch enantioselektive
Addition von Wasser an 7 (Tanabe-Prozess).

3.3.1.4. C-C-Verkniipfungen (Hydroxynitril-Lyase-Verfahren)

Hydroxynitril-Lyasen (HNL) katalysieren die stereose-
lektive Addition von Blausdure an Aldehyde und Ketone
oder — je nach Reaktionsbedingungen — die Spaltung der
Cyanhydrine. Durch Hydrolyse der chiralen Cyanhydrine
mit Salzsdure werden die a-Hydroxycarbonséduren freigesetzt.
Bei dieser sehr giinstigen Synthese ist eine quantitative
Umsetzung des Aldehyds zum Produkt moglich. Einige
chirale aromatische a-Hydroxycarbonsduren werden seit
kurzem nach einem HNL-Verfahren industriell hergestellt.

Chirale Mandelsdurederivate werden sowohl als Bau-
steine in diversen Wirkstoffsynthesen als auch zur Racemat-
spaltung eingesetzt (Abschnitt 4.1.1). Chemische und bio-
katalytische Syntheserouten fiir diese Verbindungen wurden
bereits mehrfach beschrieben,”) daher beschrinken wir uns
auf neuere Beispiele. HNL-Syntheseverfahren fiir (R)-o-
Chlormandelsdure (54), einen Baustein des Antidepressi-
vums und Plittchenaggregationshemmers Clopidogrel,
wurden bei DSM Chemie Linz, Nippon Shokubai und
Clariant entwickelt (Schema 23).1) In mikro-wissrigen oder
zweiphasischen™” Systemen addiert Blausiure enantioselek-
tiv an o-Chlorbenzaldehyd (55). Als Katalysator dient die
Mandelonitril-Lyase (PaHNL), die beispielsweise in Form

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Durch die rekombinante Enzymherstellung in E.coli
wurden in den letzten Jahren Prozesse zur Herstellung von
(S)-Cyanhydrinen und (S)-Hydroxycarbonsduren wirtschaft-
lich attraktiv, die durch die HNLs aus Hevea brasiliensis und
Manihot esculenta katalysiert werden.”"! Ein aktuelles Bei-
spiel ist die Produktion von (S)-m-Phenoxybenzaldehyd-
Cyanhydrin ((S)-57) bei DSM Chemie Linz und Nippon
Shokubai in einem zweiphasigen Verfahren.” Das Cyanhy-
drin dient als Alkoholsynthon bei der Herstellung von
Pyrethroiden wie 58 (Schema 24).

3.3.1.5. Esterhydrolysen und Transacylierungen

Forscher bei DSM haben ein enzymatisches Verfahren zur
Herstellung der Captopril-Zwischenstufe D-59 ausgearbeitet.
Mit einer Lipase werden die Enantiomere von 3-Chlor-2-
methylpropionsiureester (D,L-60) getrennt:*! Alle unter-
suchten Lipasen hydrolysieren L-60, das nicht umgesetzte D-
60 wird in D-59 umgewandelt (Schema 25). Mit Lipase aus
Candida cylindracea werden bei 64 % Umsatz Produkte mit
bis zu 98 % ee erhalten.

Als Spezialfall einer Esterhydrolyse kann die Racemat-
spaltung von D,L-Pantolacton (D,L-61) durch enantioselektive
Pantolacton-Hydrolasen betracht werden. p-61 ist ein Syn-
thon fiir p-Pantothensédure (p-62, Vitamin B5), die als Futter-
zusatz in der Schweine- und Gefliigelzucht benotigt wird
(Schema 26). In den 90er Jahren haben Forscher bei Fuji
Chemical Industries (heute Daiichi Fine Chemical Co.) in
Kooperation mit Yamada et al.” ein Verfahren entwickelt,
bei dem D,L-61 durch eine pilzliche Aldonolactonase in
Natrium-p-pantoat (D-63) und L-61 gespalten wird™! (Kapazi-

Angew. Chem. 2004, 116, 806 —843


http://www.angewandte.de

Enantiomerenreine Zwischenprodukte

9
o _ HBHNL
©/ HCN iPr,0 / MTBE

(S)-57

.llO

Thves

ee: 99%

Angewandte

oo™

«“Q

Ausb.: 98%

Schema 24. (S)-m-Phenoxybenzaldehyd-Cyanhydrin ((S)-57) ist eine Zwischenstufe bei der Synthese von Pyrethroiden wie 58.

CI\)\H/OMe Lipase C|\/'m/ow|e ,

o o

D,L-60 D-60

+

Cl OH
\/\n/

O
Schema 25. Synthese des ACE-Antagonisten Captopril.

%LO H Lactonase aus Fusarium oxysporum
H,O, pH 7.0 mit NaOH oder NH,OH

o" 0 o ®)
D,L-61 L-61 D-63
A ee: 90 - 97 %
Extraktion

Konzentration

Racemisierung L.61

H

o O

D-61

|

D-62

Schema 26. Herstellung von p-Pantothensiure (p-62) aus D,L-Pantolacton

(D,L-61). Bei der enantioselektiven Esterhydrolyse entsteht Natrium-p-pantoat
(p-63), das zum Produkt umgesetzt wird. L-61 wird zu b,L-61 racemisiert und

erneut eingesetzt.

tit 3500 ta'). Das Enzym wirkt hoch selektiv und ist in Form
von immobilisierten Pilzmycel sehr stabil; nach 180 Ansédtzen
bzw. Tagen liegt die Aktivitdt immer noch bei >90%.

3.3.1.6. Dehalogenase-Verfahren

Die enantioselektive Dehalogenierung von (R)-2-Chlor-
propionsdure ((R)-64) unter Inversion des Sterecozentrums

Angew. Chem. 2004, 116, 806 —843 www.angewandte.de

OH
COONa

Cyclisierung

HOOC“"'( )
N

\[OrS\/'\g/OMe - j/&o

HS

D-59 Captopril

liefert (S)-64 und (S)-Milchsdure ((S)-65,
Schema 27). Diese Umsetzung wird industriell bei
der Synthese von (R)-o-Phenoxypropionsiure
((R)-42) genutzt.™

Ausb.45-47.5% 3 317 Enzymatische Hydrolysen von Nitrilen

Die Hydrolyse von Nitrilen durch Nitrilasen
oder Nitril-Hydratase/Amidase-Systeme bietet
analog zu den Hydroxynitril-Lyase-Verfahren
einen gilinstigen Zugang zu o-Hydroxycarbonséu-
ren durch Kombination von klassischer Blauséu-
rechemie mit Biokatalyse.””! In den vergangenen
Jahren wurden einige Nitrilase-Prozesse etabliert,
z.B. bei Lonza (Abschnitt 3.3.1); auch BASF und
Mitsubishi Rayon stellen (R)-Mandelsdure ((R)-
37) und ihre Derivate im Multitonnen-Maf3stab
durch Nitrilase-Verfahren her.”! Als Produkt der

(R)-Dehalogenase
—_—

YCOOH \<COOH \<COOH
N

+
cl Inversion OH H CI

(R, S)-64 (S)-65 (S)-64

|
\<COOR

ArO H
(R)-42

Schema 27. Industrielle Synthese von (R)-a-Phenoxypropionsaure
((R)-42) ausgehend von (R)-o-Chlorpropionsiure ((R)-64).
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©)LH+HCN

67

Schema 28. Industrielle Synthese von (R)-Mandelsiure ((R)-37) durch enantioselektive Hydro-

o}

biokatalytischen Reaktion erhdlt man das Ammoniumsalz,
die Siure (R)-37 wird durch Kristallisation isoliert. Da die
Cyanhydrine 66 in situ racemisieren, gelingt mit diesem
Prozess eine dynamische kinetische Racematspaltung
(Schema 28). Erfolgt die Umwandlung der enantiomeren
Cyanhydrine schneller als die enzymatische Hydrolyse, so
kann 67 komplett in (R)-37 umgewandelt werden. Die
Nitrilase-Verfahren bieten den Vorteil, dass sie ohne orga-
nische Losungsmittel auskommen. Dariiber hinaus kann auf

B. Hauer et al.

C),
N~ "COOH

Klebsiella terrigena
_—

C.,

CONH, Amidase
(R,S)-71 (S)-70
ee: 99.4 %
Ausb.: 41 %

Schema 30. Selektive Umsetzung von racemischem (R,S)-Piperazin-2-
carboxamid ((R,S)-71) zu (S)-Piperazinsaure ((S)-70).

OH 3.3.2. Fermentationen
Nitrilase (E coli) OH
PH 72,40°C o Durch die Fortschritte bei Stammentwicklung
und Metabolic Engineering sind mikrobielle Syn-
66 (R)-37 thesen auch fiir viele in grofem Mafstab erzeugte
Produkte wirtschaftlich attraktiv. Hierzu zdhlen
ee>99 %

Ausb. > 95 %

lyse des Cyanhydrins 66 (Nitrilase-Verfahren).

820

eine Nitrilsynthese verzichtet werden, da sich das Cyanhydrin
66 unter den Reaktionsbedingungen aus 67 und HCN
bildet.[™!

Prinzipiell bieten auch Nitril-Hydratase/Amidase-
Systeme, bei denen die Nitrilhydrolyse iiber das Amid
verlduft, Zugang zu chiralen Carbonsiuren.® Allerdings
sind nur wenige enantioselektive Nitril-Hydratasen
bekannt,®52 beispielsweise die Nitril-Hydratase fiir die
Racematspaltung von (R,S)-2-(p-Chlorphenyl)-3-methylbu-
tyronitril (68) zu (S)-69 (Schema 29).*! GroBtechnisch ge-

CN (S)-Nitril-Hydratase 'CONH,
Cl P. putida NRRL 18668  Cl
(R,S)-68 (S)-69
ee>90 %
Ausb. > 45 %
Schema 29.

nutzt werden die unselektive Nitril-Hydratase aus
Rhodococcus rhodochrous J1 bei der Acrylamid-Her-
stellung (Nitto-Prozess, >20000ta ')® und Nicotin-
amid-Synthese (Lonza, 3000 ta™') sowie regioselektive
Nitril-Hydratase/Amidase-Systeme zur Verseifung von
Dinitrilen.® In den meisten Fillen werden die racemi-
schen Amide getrennt, sodass die maximalen Aus-
beuten bei 50% liegen. Ein Beispiel hierfiir ist die
Herstellung von (S)-Piperazinsdure ((S5)-70) mit einer
Klebsiella-Amidase bei Lonza (Schema 30), die von
racemischem (R,S)-Piperazin-2-carboxamid ((R,S)-71)
ausgeht. (5)-70 ist ein Intermediat bei der Synthese des
Anti-HIV-Wirkstoffs Crixivan.*!

HO

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

0
\
OH
HO
“IOH
OH
D-35

www.angewandte.de

die Aminosduren ebenso wie Milchsdure (Lacto-
bacilli-Fermentation), Ascorbinsdure (72, Vita-
min C) und Pantothensdure (62, Vitamin BS).
Stellvertretend fiir den Pharmamarkt sind hier
die Penicilline zu nennen.

Die weltweite Produktion von Vitamin C
(80000 ta™") stiitzt sich noch immer auf das Reichstein-
Verfahren.®”! Biotechnologische Verbesserungen beruhen in
erster Linie auf der fermentativen Herstellung von 2-Keto-L-
Gulonsiure (73), einer offenkettigen Vorstufe von 72, aus D-
Glucose (D-35) (Schema 31). Die Verfahren wurden kiirzlich
von Hancock und Viola verglichen.®

Zur Herstellung von p-Pantothensdure (D-62) in E.coli
wurde bei Takeda Chemical Ind. in den 90er Jahren ein
fermentatives Verfahren entwickelt. Bei Zufiitterung von f3-
Alanin (74) wurden hohe Endkonzentrationen erzielt
(>60 gL' p-62 nach 72 h Fermentationszeit)."*!

In Kooperation mit Piihler et al. und Sahm et al. entwi-
ckeln Forscher bei Degussa zurzeit auf der Basis dieses
Prozesses fermentative = Pantothensdure-Synthesen in
E.coli®™ bzw. Corynebacterium glutamicum.”" Die Gene,
die fiir die Pantothensdurebiosynthese relevant sind, wurden
iiberexprimiert. AuBerdem wurde die Produktion der Vor-
stufe a-Ketoisovalerat 75 durch ilvBNCD-Uberexpression
und ilvA-Deletion gesteigert. Zur Aufarbeitung der ins
Medium ausgeschiedenen Pantothensdure D-62 werden
(wahlweise) die Zellen abgetrennt. Das Mischsalz der Panto-
thensdure wird durch Zusatz von Calciumhydroxid, Ein-
dampfen und Sprithtrocknung in das entsprechende Calcium-
D-pantothenat iiberfiihrt (Schema 32).%

HO

OH O—0
HO

al
oH HO

OH

73 72

Schema 31. Herstellung von Vitamin C (72) aus p-Glucose (p-35).
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OH Acetolactat- OH
ﬁo- Isomeroreduktase o
—_—
ilvC HO ilvD

o O (e}

/
/

Angewandte

Dihydroxyisovalerat- o}
Dehydrogenase o-
@]
75
MTHF
panB a-Ketopantoat-

Hydroxymethyltransferase

THF
/ )
o
Glucose HOW
35 o]
\ NADPH + H*
\ pankE a-Ketopantoat-Reduktase
\ NADP”*
OH
o L-Aspartat-1- HOWO
o Decarboxylase HN o o
NH, O O ATP
CcO
2 panC
74 AMP + PPi Pantothenat-Synthase
OH H o
L.t
e} O
D-62

Schema 32. Biosynthese von p-Pantothensiure (D-62) (MTHF = 5-Methyltetrahydrofolat, THF =Tetrahydrofolat).

4. Herstellung von Aminen

4.1. Klassische chemische Verfahren
4.1.1. Kristallisation mit optisch aktiven Carbonsduren

Der Kiristallisation diastereomerer Salze aus optisch
aktiven Sduren und chiralen Aminen kommt auch heute
noch groe Bedeutung bei der Gewinnung enantiomeren-
reiner Amine zu (Schema 33).""! So kénnen (R)- oder (S)-1-
Phenylethylamin ((R)- oder (S)-38) groBtechnisch durch
Kristallisation mit (S)-Apfelsiure ((S)-53)/ oder (R)-Man-
delsdure ((R)-37)! bzw. mit (R,R)-Weinsiure ((R,R)-33)"!
gewonnen werden (Schema 34). Die Racematspaltung mit

NH, R*
R R? + 2 R3J\"/OH —_—
o)
+ +
NH; R* NH; R*
R1J\R2 R3Jﬁ(0_ *ORTDR R3J\ﬂ/o_
0 o}
kristallin gelost

Schema 33. Klassische Racematspaltung durch fraktionierende Kristal-
lisation der Salze aus racemischen Aminen und enantiomerenreinen
Carbonsiuren.
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NH,
(S)-53 oder (R)-37 N ee: 98 % ((S)-53)
" > ee > 95 % ((R)-37)
: J} (R)-38
NH,

(R,S)-38 (R),(R)-33
_— [j S ee: 98 %

(S)-38

Schema 34. Racematspaltung von (R,S)-1-Phenethylamin ((R,S)-38)
durch fraktionierende Kristallisation.

(R)-37 ist von besonderem kommerziellem Interesse. Bei der
Prozessoptimierung wurde gefunden, dass ein Aquivalent
(R)-37 durch Essigsdure (76) ersetzt werden kann (Sche-
ma 35).% So erhilt man (R)-38—(R)-37 mit d.r.~97.5:2.5.

Mandelsdure (37) hat sich als geeignetes Racematspal-
tungsreagens fiir eine Vielzahl von Aminen erwiesen. So
konnen auch substituierte Arylalkylamine wie 1-(m-
Methoxyphenyl)ethylamin (77)®” oder 1-(o,p-Dichlorphenyl)-
ethylamin (78)""*! mit 37 in die Enantiomeren gespalten
werden (Schema 36).

Ein weiteres breit anwendbares Reagens fiir die Enantio-
merentrennung chiraler Amine, L-Phenylcarbamoylmilch-
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NH, OH
OH O
2 + + —_—
o )j\OH

(R,S)-38 (R)-37 76
NH3* OH NHz*
= o 0]
coTr oA
(0]
(R)-38 — (R)-37 (S)-38-176
kristallin gelost
dr.=975:25
Schema 35.
NH, lEle
/O\©)\ (R)-37 /O\©/‘\
B ——
(R,S)-77 (R)-77
ee: 99.6 %
Cl  NH, Cl IEIHZ
(S)-37
Cl Cl
(R,S)-78 (R)-78
ee:87.4%

Schema 36. Racematspaltungen mit (R)- und (S)-Mandelsiure ((R)-
bzw. (5)-38).

sdure (L-81), ist aus den kommerziellen Ausgangsmaterialien
L-Milchsdureethylester (L-79) und Phenylisocyanat (80) leicht
und preiswert zuginglich (Schema 37).”"! Beispielsweise

OH C//O

O . 1. NaOH / H 9
/—\n/o\/ . N~ Toluol N\[rOWRKOH
o e o
79 80 81

Schema 37. Synthese von L-Phenylcarbamoylmilchsiure (L-81), einem
Reagens zur Enantiomerentrennung chiraler Amine.

erhidlt man (R)-Phenylethylamin ((R)-38) mit L-81 in
>99% ee aus (R,S)-38."""! Dariiber hinaus eignet sich L-81
zur Racematspaltung von 1-(p-Chlorphenyl)ethylamin (82),
dem Schliisselbaustein der Synthese eines chiralen Fun-
gizids,"" sowie von 1-(1-Naphthyl)ethylamin (83)®"! und
Ephedrin (rac-84, Schema 38).)

Durch Umsetzung von L-Milchsdure (L-79) mit substi-
tuierten Arylisocyanaten sind auch Derivate von L-81 zuging-
lich (Schema 37)."°!! Zu beriicksichtigen ist allerdings, dass
nur L-79 kostengiinstig verfiigbar ist; daher kann in der Regel
nur ein Enantiomer der Amine gewonnen werden.
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NH, NH,
o AN
(R,S)-38 (R)-38
NH, NH,
(¢]] (¢]]
(R,S)-82 (R)-82
L- 81
—_—
C NH,
O ee: 98 %
(R,S)-83
OH (:)H
©/k'/ = ee>99 %
_NH _NH
rac-84 (1S,2R)-84

Schema 38. Beispiele fir Racematspaltungen mit L-Phenylcarbamoyl-
milchsaure (L-81).

4.1.1.1. ,Dutch Resolution“

Eine bemerkenswerte Variante der klassischen Racemat-
spaltung ist die ,,Dutch Resolution® von DSM und Syncom
BV.'™ 1In einem kombinatorischen Ansatz wurde eine
Mischung von mehreren optisch aktiven Sduren eingesetzt,
um die Suche nach dem geeigneten Spaltreagens fiir ein Amin
abzukiirzen. Dabei fiel ein Salz aus, das nicht ein, sondern
mehrere Sdureanionen enthalt.

Ein typisches Beispiel ist die Enantiomerentrennung von
racemischem 1-(m-Methylphenyl)ethylamin ((R,S)-85), das
mit einem Aquivalent einer #quimolaren Mischung der
chiralen Phosphorsdureester 86, 87 und 88 umgesetzt wird.
Dabei erhilt man ein Salz, in dem nahezu enantiomeren-
reines (S)-85 vorliegt (Schema 39); als Gegenionen fungieren
die Phosphate von 86, 87 und 88 (5:5:1). Auch nach mehr-
maligem Umkristallisieren dndert sich das Verhiltnis der
Gegenionen nicht.

Die Methode ist breit anwendbar; so wurden inzwischen
mehrere Gemische fiir die Racematspaltung von Aminen und
Carbonséduren etabliert (Schema 40). Da in der Mutterlauge
komplexe Gemische der Spaltreagentien vorliegen, ist die
Wiederverwendung dieser Hilfsstoffe problematisch.

4.1.2. Reduktion von C-N-Doppelbindungen

Die Herstellung von optisch aktiven Aminen durch
Reduktion eines prochiralen Vorldufers 89 mit C-N-Doppel-
bindung (Schema 41) wurde bereits in mehreren Ubersichts-

artikeln eingehend beschrieben.!'*!
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NH,
\©)\ Butanon
* OO0 X
~Sp” 2-Propanol
N i
O OH
(R,S)-85 86 X=H
87 X=ClI
88 X =0OMe
1 Aquivalent 1 Aquivalent (1 : 1 : 1-Gemisch)

OO0 X
P
o//\O_
86 X=H
(S)-85—{87 X=Cl
ee:99% L 88 X=0OMe

(5:5: 1-Gemisch)

Schema 39. ,Dutch Resolution: Fillung von Salzen enantiomerenrei-
ner Amine, die ein Gemisch chiraler Siureanionen enthalten.

fur Amine
OH
mOH
0.0 X 5
R X
4 \OH
86 X=H 37 X=H
87 X=ClI 37a X =Me
88 X =OMe 37b X =Br
fur Carbonsauren
X" NH, NH,
o x
x2
38 X'=Xx%2=H 38 X=Me

38a X'=NO, X*=H 38c X =Et
38b X'=H,X?=NO, 38d X=iPr

Schema 40. ,Dutch Resolution“: hiufig verwendete Reagentien.

X X
m\ Reduktion HN /"\‘\Hz
R"™ “R? R" "R? R"” "R?
89 90 91

X = Aryl, Alkyl, OR, NHR, PR,

Schema 41. Prochirale Vorldufer 89 mit C-N-Doppelbindung bei der
enantioselektiven Synthese von Aminen.
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Aus industrieller Sicht liegen die Probleme in der Syn-
these der Vorstufe 89 und in der Abspaltung der Hilfsgruppe
X aus 90 zum freien Amin 91 (die N-N-Bindung in optisch
aktiven Hydrazinen wird beispielsweise mit Sml, gespal-
ten)."™ Auch in groBem MaBstab durchfiihrbar ist die
diastereoselektive Hydrierung von Schiff-Basen 92 aus Keto-
nen und (R)-381%*1 zu den sekundiren Aminen 93
(Schema 42).

NHy
~ -H,0
R1JJ\R2 + ©/\ —2>
(R)-38
N 2 H, / Kat. H ~
R" "R? RTOR?
92 93

Schema 42.

Optisch aktive Schiff-Basen 95 von elektronenreichen
Arylketonen ergeben nach Hydrierung sekundédre Amine 96.
Beide Benzylpositionen in 96 sind unterschiedlich, sodass die
selektive Spaltung einer benzylischen C-N-Bindung (R)-97
liefert (Schema 43).1%¢4 Die Diastereoselektivitit der

<m e e\

(R)-38
N = NH
5 1. H2/ Pd m
_— <
Raney-Ni < 2 HCI
O
(R)-97
ee bis 94 % ee > 99 %

Schema 43.

Hydrierung von 95 hingt entscheidend von den Reaktions-
bedingungen ab: Bei erhohten Temperaturen sind die Selek-
tivititen besser als bei RT! Durch einmalige Fillung des
Hydrochlorids erhilt man (R)-97 mit iiber 99 % ee.['™
Ebenfalls fiir technische Anwendungen interessant ist die
dreistufige Synthese optisch aktiver Amide 98 von Burk
et al.'™! durch enantioselektive katalytische Hydrierung von
99 mit Rh'/DuPhos (104). Die Enamide 99 sind wiederum
durch Reduktion der Oxime 100 mit Eisen zugénglich
(Schema 44). Ausgehend von Pinakolon-Oxim (101) erhélt
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0 0 Einem sehr dhnlichen Weg folgt Avecia Ltd. bei
_OH Fe HN H, HNJ\ der Synthese von optisch aktivem (R)-1-(1-
j\i\/Rz o0 1 Rh71ot A Naphthyl)ethylamin  ((R)-83): Ausgehend von
R’ z RTS ) R/ﬁz Keton 111 wird mit Diphenylphosphoramidat 112
R R ein phosphoryliertes Imin 113 erzeugt. Die asymmet-
100 99 98 \Q rische Transferhydrierung (Catalytic Asymmetric
o bis 99 % C[ z Transfer Hydrogenation, CATHy; siehe auch
d Abschnitt 3.2.2) von 113 mit dem Rhodium-Kom-
= plex 114 fithrt zum optisch aktiven phosphorylierten
_OH j)\ j?\ 104 Amin 115, aus dem durch Hydrolyse (R)-83 frei-
N Fe | HN Ho | HN gesetzt wird (Schema 46). Mit 0.1 Mol-% 114 und
*\ Ac,0 >(& Rh /104 7<:\ Substratkonzentrationen von ca. 0.5 mol L~ werden
bei zufriedenstellendem Umsatz ee-Werte >99%

101 102 103 erzielt.""™!

ee>98 %

Schema 44. Die enantioselektive katalytische Hydrierung mit Rh'/ DuPhos (104) liefert

optisch aktive Amide.

AF

105

Schema 45. Die asymmetrische Hydrierung der Diphenylphosphanylketimine 107 mit
einem Rh'/JosiPhos(108)-Katalysator ist der Schliisselschritt bei der Herstellung der

~OH

CIPPh, l\i H,
106 | B Rh /108 N
AP l/ =z
X X
107 109
+
PR, Hzol H

Fe PR,

8

108

110
ee bis 99 %

chiralen Amine (R)-110.

824

man iiber das Enamin 102 das nahezu enantiomerenreine
Amid 103. Dabei gentigen 0.1 Mol-% des Katalysators!

Die leichte Spaltbarkeit von P-N-Bindungen nutzen
Forscher bei Solvias!"””! und Avecia Ltd."® in ihren Synthesen
von optisch aktiven Aminen. Das Verfahren von Solvias geht
von Ketoximen 105 aus, die durch Umsetzung mit Chlordi-
phenylphosphan (106) leicht in die Diphenylphosphanylket-
imine 107 iiberfiihrt werden konnen (Schema 45).1%! Die
asymmetrische Hydrierung mit einem Rh'/JosiPhos(108)-
Katalysator''") resultiert in der Bildung von optisch aktiven
Phosphonsdureamiden 109, aus denen die chiralen Amine
(R)-110 leicht durch saure Hydrolyse freigesetzt werden
konnen. Unter optimalen Bedingungen geniigen 0.2 Mol-%
Rh'/108 als Katalysator, um bei komplettem Umsatz von 107
das Produkt 109 mit >99% ee zu erhalten. Werden p-
substituierte Acetophenone eingesetzt, so liegen die Enan-
tiomereniiberschiisse deutlich niedriger (30-97 % ee).

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

4.2. Biotechnologische Verfahren
4.2.1. Transaminierungen

Ende der 80er Jahre wurde bei Celgene ein neues
biotechnologisches Verfahren zur Herstellung
optisch aktiver Amine ausgearbeitet.''!! Dabei
werden Transaminasen eingesetzt, die Carbonylver-
bindungen wie Ketone oder a-Ketosduren (117 oder
118) in die Amine 119 bzw. 116 umwandeln kénnen.
Die enantioselektive Ubertragung ist abhiingig vom
Cofaktor Pyridoxalphosphat (120, Schema 47). Um
die Riickreaktion zu unterdriicken und das Gleich-
gewicht in die gewiinschte Richtung zu verschieben,
werden {iiblicherweise unterschiedliche Stoffmengen
der Reaktanten eingesetzt. Die Konzentration lipo-
philer Substrate in der wéssrigen Phase kann auch
durch Arbeiten in einem Zweiphasensystem mit
einer organischen Phase niedrig gehalten werden.

Da Forscher bei Celgene sowohl S- als auch R-
selektive Transaminasen entwickelt haben, sind mit
dieser Technologie beide Enantiomere der Amine
119 zuginglich. AuBerdem kann man die Reaktion
im Sinne einer Synthese oder einer kinetischen
Racematspaltung fiithren (Schema 48). Bei der Syn-
these geht man von einem prochiralen Keton 121 aus,
das vom Aminogruppendonor Isopropylamin (122)

eine Aminogruppe libernimmt. (§)-123 und Aceton (124)
entstehen in tiber 90 % Ausbeute. Mit der gleichen Trans-
aminase konnen auch die Enantiomere (R)- und (S)-123
getrennt werden. Dabei wird (§5)-123 in das Acetophenonde-
rivat 121 umgewandelt. Als Aminogruppenacceptor verwen-
det man Aldehyde wie Propionaldehyd (125), aus dem
Propylamin (126) wird. Mit Ketocarbonsiduren als Amino-
gruppenacceptoren werden Aminocarbonséduren erhalten.
Die Technologie von Celgene wurde bereits im 2.5-m’-
Ma@stab durchgefiihrt. Die Transaminasen akzeptieren viele
verschiedene aliphatische oder aromatische Ketone und
Amine als Substrate.'"" Ein Nachteil besteht allerdings
darin, dass die Reaktion grundsitzlich nur in wissriger
Losung oder in Mischungen aus Wasser und organischen
Losungsmitteln durchgefiihrt werden kann. Daher werden
mit hydrophoben Substraten in der Regel nur geringe Pro-
duktkonzentrationen erzielt. Die Produktmischungen von
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Schema 46. Synthese von enantiomerenreinem (R)-1-(1-Naphthyl)ethylamin ((R)-83) (Avecia Ltd.).

E‘HZ JO]\ Transaminase JOI\ Ele
RITR ¥ ROR 120 RTR T RDR
H H
116 117 118 119
0 0
_O/’ID\_O , Sy
o p

N
H
120

Schema 47. Die enantioselektive Transaminierung mit Pyridoxalphos-
phat (120) als Cofaktor.

Racematspaltungen (Schema 48) konnen iiberdies nur durch
aufwindige Methoden getrennt werden.

4.2.2. Kinetische Racematspaltungen

Anfang der 90er Jahre wurden bei Shell erste Arbeiten zur
enantioselektiven Hydrolyse racemischer Amide durchge-
fiihrt."?! So wurde durch enzymvermittelte selektive Hydro-
lyse von racemischem N-1-Phenylethylacetamid ((R,S)-127)
sowohl optisch reines (§)-1-Phenylethylamin ((S)-38) als auch
— nach langer Reaktionszeit — enantiomerenreines (R)-127
hergestellt (Abbildung 49). Die Verwendung von ganzen
Zellen erwies sich ebenso als nachteilig wie die langen
Reaktionszeiten, die aufgrund der geringen Selektivitét fiir
die Gewinnung der enantiomerenreinen R-Amide erforder-
lich sind.

Mitte der 90er Jahre wurden bei Bayer Methoden zur
selektiven Hydrolyse von racemischen Acetamiden (R,S)-128
von 1-(p-Chlorphenyl)ethylamin (82) ausgearbeitet:!""* Lipa-
se B aus Candida antarctica eignet sich als Katalysator fiir die
selektive Hydrolyse von (R)-128 zum Amin (R)-82
(Schema 50). Da offenbar nur mit hohen Katalysatorkon-
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(R)-83
ee>99 %
Synthese
o] NH2  S-Transaminase NH, Q
Y
—_—
@/‘K + )\ 120 _@/\ + /U\
R R
121 122 (S)-123 124
ee>99 %
Racematspaltung
NH,
o S-Transaminase
r NN —
R‘©/K 120
(R,S)-123 125
NH, 0
NH.
A
(R)-123 121 126
ee>99 %

Schema 48. Beispiele fiir S-Transaminase-katalysierte asymmetrische
Aminogruppeniibertragungen (Celgene).

zentrationen befriedigende Raum-Zeit-Ausbeuten erzielt
werden konnen, wird dieser Prozess noch nicht technisch
angewendet.

Alternativ kann man die kinetische Racematspaltung von
Aminen auch in einem Syntheseschritt realisieren. Hierbei
wird das racemische Amin (R,S)-116 in Gegenwart eines
Katalysators mit einem Acylierungsmittel 129 umgesetzt.
(R)-116 wird so zu (R)-130 acyliert, wiahrend (S)-116 unver-
dndert als freies Amin vorliegt (Schema 51). Vor zwei Jahren
beschrieben Fu et al.l'""*! die ersten kinetischen Racematspal-
tungen von Aminen mit Oxazolen vom Typ 132 in Gegenwart
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O
Arthrobacter spec
Phosphatpuffer
30°C,6h
(0]
)l\ )-3 (R, S)-127
HN

e>99.5%
o8 i

(R,S)-127

Arthrobacter spec
Phosphatpuffer ©/\
30°C,4d
(R,S)-38 (R)-127
ee>99.5%

Schema 49. Enantioselektive Hydrolyse von racemischem N-(1-Phenyl-
ethyl)acetamid ((R,S)-127).

X J'Q
HN Lipase B aus NH, HN
Candida antarctica S .
Phosphatpuffer /©/\
Cl pH8,50°C,7d [¢]] (¢]]
(R,S)-128 (R)-82 (S)-128
ee>99.5%
Ausb.: 43 %
Schema s50. Selektive Hydrolyse von (R,S)-128 (Bayer).
NH (0] )o]\ NH
2 Kat. 2
1J\R2 * R3J\X iy RS+ R" "R?
RW;\RZ
(R,S)-116 129 (R-130 (S)-116

Schema 1.

planar-chiraler DMAP-Derivate wie 131 als Acylierungska-
talysatoren (Schema 52). Bei der Amidbildung wurde eine
Enantiomerenanreicherung um den Faktor 10-30 erzielt.
Bisher konnten aber die Ergebnisse, die mit vielen
Biokatalysatoren erzielt wurden, nicht iibertroffen werden
(Tabelle 2). So gelingt die selektive Acylierung von (R)-1-
Phenylethylamin (R)-38 nach einem von BASF patentierten
Verfahren: In einer Stufe erhélt man nahezu enantiomeren-
reines (S)-38 und das entsprechende Amid ((R)-130,
Schema 53).1) Nach Abtrennung von (S)-38 durch Destilla-
tion oder Extraktion wird (R)-38 durch basische Hydrolyse
von (R)-133 freigesetzt. In bestimmten Losungsmittelgemi-
schen gelingt die Hydrolyse in nahezu quantitativer Ausbeute
ohne Racemisierung.!''**'*] Erstaunlich ist die Substratband-
breite des Verfahrens: Die Enantiomerentrennung gelingt
mit vielen strukturell sehr unterschiedlichen Aminen
(Schema 54). Die Substratbreite des Verfahrens, die Moglich-
keiten zur Riickfithrung der unerwiinschten Enantiomere
durch Racemisierung!'®! und die Riickgewinnung des Acylie-
rungsmittels'” sind die Hauptvorteile dieses Prozesses.
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O

NH R O‘{ /?l\
2 = O— 10 Mol-% 131 e
Ao+ A —— W
Y A R
Ar'
(R,S)-129 132 (S)-130
»
S
I P> Fe
N
131

Schema 52. Enantioselektive Amidbildung mit dem Ferrocenderivat
131 als Katalysator (Selektivitit: 10-30).

Anfang 2002 ging bei der BASF eine maligeschneiderte
cGMP-konforme (cGMP: current Good Manufacturing Prac-
tices) Neuanlage in Betrieb, die {iber 1000 ta~' optisch aktive
Amine produzieren kann. In einer weiteren Anlage werden
nach diesem Verfahren ca. 2500 ta™' (S)-1-Methoxy-2-pro-
pylamin ((S)-164) hergestellt (Abschnitt 4.3.2).

Tabelle 2: Biokatalysatoren und Acylierungsmittel, die bei kinetischen
Racematspaltungen von Aminen eingesetzt wurden.

Biokatalysator Acylierungsmittel Lit.
s /\i F
Subtilisin carlsberg O/\’!—(F 5]

Burkolderia plantarii [116a]

PN M7
j\ oR [118]

Candida antarctica Lipase B

R
R=C,H, [1193]
R=CoHys [119b]
AN N7 [120]
o
X\iO,R
X =OCH, [116c,121a]
X=Cl [121a]
X=CN [1213]
X=COOR [121b]

\/\/ﬁxo/\/ [122]
oﬂu\n/OR (23]

NH,
m [124]
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NH, HN

+ RO Q Lipase . OR'
—»

(R,S)-38 (R)-133
ee>99 %

l NaOH / H,0

NH,

Cr

(R)-38
ee>99 %
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noindan-2-ol ((15,2R)-137) unternommen.

NH, Keine chemische™ oder biokatalyti-
schel® asymmetrische Synthese kann sich

©)\ allerdings in ihrer Wirtschaftlichkeit mit
dem klassischen Verfahren messen, in dem

(S)-38 rac-137 durch eine elegante Synthesese-
ee > 99.5 % quenz aus dem Indenoxid 138 gewonnen

wird. Im zweiten Schritt erfolgt eine Race-
matspaltung von rac-137 mit (R,R)-33
(Schema 57). Wichtig ist hierbei die Kris-
tallisation des Tartrats als Hydrat:'>
Durch Féllung des Tartrats in Methanol
und anschlieBende Umkristallisation aus
Wasser erhdlt man enantiomerenreines
(18,2R)-137.

4.3.1.2. Reduktion von Aminosduren

Schema 53. Die Lipase-katalysierte enantioselektive Amidbildung von (R,S)-38 liefert (S)-38

und (R)-133 (Selektivitat >1000). Hydrolyse von (R)-133 ergibt (R)-38

4.3. Herstellung von optisch aktiven Aminoalkoholen
4.3.1. Klassische chemische Verfahren
4.3.1.1. Kristallisation mit optisch aktiven Carbonsdiuren

(S)-2-Aminobutanol ((S5)-134) ist eine der wichtigsten
Aminoalkohol-Zwischenstufen, z.B. fiir die Synthese des
Tuberkulostatikums Ethambutol ((S,S)-135, Schema 55).
Enantiomerenreines (S)-134 fiir diesen Prozess wird durch
Kristallisation mit L-Weinsdure (L-33) aus dem Racemat
gewonnen.!"” Ethambutol muss in enantiomerenreiner Form
appliziert werden — denn (R,R)-135 fiihrt zur Erblindung!['%!

Mit der Entwicklung von Protease-Inhibitoren zur
Behandlung von AIDS-Patienten®” setzte Anfang der 90er
Jahre eine stiirmische Nachfrage nach optisch aktiven Zwi-
schenprodukten ein. So wurden im Zuge der Entwicklung des
Wirkstoffs Indinavir (136, Schema 56) bei Merck & Co
erhebliche Anstrengungen zur Synthese von (15,2R)-1-Ami-

Arylalkylamine:

NH, NH, NH,

AR x
& oS

ot ehad

(BASF).

Alkylamine:

Sh

Forscher bei Degussa haben ausgehend
vom Chiral Pool einen wichtigen Zugang
zu Aminoalkoholen 139 mit primérer

0 OH
/\K\OH . HO)H/'\H/OH — > Y oH
NH, NH;
OH O
(R S)-134 (R,R)-33 (S)-134
HO

OH Y
- N/\/N
NH, — N
OH

(5134 (S,5)135

Ethambutol

Schema s55. Die Synthese des Tuberkulostatikums Ethambutol ((S,S)-
135) verlduft tiber (S)-2-Aminobutanol ((S)-134).

Aminoalkohole:

NH,

)\/O\

NH,

e,
X
s

NH, NH,

i wOsg. é‘“‘“o‘sn

NH,

©/\)\

Schema 54. Die Enantiomerentrennung vieler Amine gelingt durch den BASF-Prozess (Schema 53). Einige Verbindungen werden im Multitonnen-

Mafistab umgesetzt.
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OH
N N OH OH H,N., A
| /ﬁ - ¢ ’
(NJAK:/N N., A —>
N 0

136 (1S,2R)-137
Indinavir
Schema 56.
Racematsynthese
+ CHiCN. ", MO
HZSO4
rac-137
Racematspaltung
OH
9 o HoN., A
H 1. MeOH
H OH 2. H,0
OH
rac-137 (R,R)-33 (1S,2R)-137
ee>99.5%

Schema 57. Synthese von enantiomerenreinem (1S,2R)-1-Aminoindan-
2-ol ((15,2R)-137), einer Zwischenstufe fiir die Herstellung des Anti-
HIV-Wirkstoffs Indinavir (136, Schema 56) (Merck & Co.).

Hydroxyfunktion erschlossen. Dabei werden die Aminosédu-
ren L-140 mit NaBH, reduziert. Ein Aktivator (I,'** oder
H,S0,[3*)) erzeugt dabei aus NaBH, in situ B,Hj
(Schema 58).

(0]
R NaBH, R OH
OH
NH, H,SO, oder I, NH,
140 139

Ausb.: 45 -95 %

Schema 58. Die Reduktion der natiirlichen Aminosiuren -140 mit
NaBH, liefert enantiomerenreine Aminoalkohole 139.

Bei der Reduktion bleibt die Konfiguration des asymmet-
rischen Kohlenstoffzentrums erhalten. Die Produkte werden
in guten Ausbeuten isoliert. Die L-Enantiomere von Valinol
(141), tert-Leucinol (142), Phenylglycinol (143), Phenylalani-
nol (144) und Neopentylglycinol (145) werden auf diesem
Weg im TonnenmaBstab hergestellt (Schema 59).1%)
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)Y\OH ﬂY\OH : Y oH
NH, NH, NH,

143

OH OH
©/\’\‘;2\ m
144 145

Schema 59. Die L-Enantiomere der Aminoalkohole Valinol (141), tert-
Leucinol (142), Phenylglycinol (143), Phenylalaninol (144) und Neo-
pentylglycinol (145).

4.3.1.3. Offnung von Epoxiden

Ein sehr eleganter Zugang zu optisch aktivem 1-Ami-
noindan-2-ol ((15,2R)-137) beruht auf der enantioselektiven
Epoxidierung von Inden nach Jacobsen et al. (Schema 80,
Abschnitt 6.1.3).1%1 So erhilt man Indenoxid (1S2R)-138
mit 84-86% ee. Die Umsetzung mit Acetonitril ergibt das
Oxazolin 146, dessen Hydrolyse (15,2R)-137 liefert. Durch
diese Reaktionssequenz wird der Enantiomereniiberschuss
von (1S2R)-138 in das Produkt (1S,2R)-137 iibertragen
(Schema 60). Dieses Produkt kann durch Kristallisation mit
Weinsdure gereinigt und bei der Synthese von Indinavir (136,
Schema 57) eingesetzt werden.!*2"l

9., >\o
g N/ H

+CH,CN H,0
—_—
H,SO,
(1S,2R)-138 146 (1S,2R)-137
ee 84 -86 % ee 84 — 86 %

Schema 6o. Durch Jacobsen-Epoxidierung von Inden erhiltliches
Indenoxid ((15,2R)-138) liefert nach Umsetzung mit Acetonitril und
anschlieende Hydrolyse (15,2R)-137.

Fiir die Synthese des HIV-Protease-Inhibitors Nelfinavir
(147) (Agouron, Roche) bendtigt man den chiralen Aminoal-
kohol 148 (Schema 61). Dieses Zwischenprodukt wird ausge-
hend vom meso-Epoxid 149 im technischen MaBstab herge-
stellt. Bei der Umsetzung mit (R)-1-Phenylethylamin ((R)-38)
fallen die diastereomeren Aminoalkohole 150 und 151 ohne
chiralen Katalysator in gleichen Mengen an (Schema 62). Das
gewiinschte Diastereomer 150 kann durch Kiristallisation
isoliert werden. Nach dem Entfernen der chirale Hilfsgruppe
durch Debenzylierung erhilt man 148 in 37-40% Gesamt-
ausbeute (bezogen auf 149).°% Ein bedeutender Fortschritt
war die Zugabe katalytischer Mengen Ti(OiPr), und (S)-1,1'"-
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S
0
HO " "
H  OH
H

147
Nelfinavir

Q,

o W o ;

H

148

Schema 6.

)(o :

0

(R)-38

A<

NH OH

ay,

150

ohne Katalysator: 1
kat. Ti(Oi Pr)4/(S)-152: > 9

lHZ/Pd
E i OH
OH 0~ Q
99 —/
H,N  OH
(S)-152 148

Schema 62. Selektive Offnung des Epoxidrings in 149 mit Ti(OiPr), und (S)-1,1"-Bi-2-naph-
thol ((S)-152) ergibt die diastereomeren Aminoalkohole 150 und 151 im Verhaltnis > 9:1.*7

Bi-2-naphthol ((S)-152): Der Epoxidring von 149 kann mit
hoher Diastereoselektivitit gedffnet werden, und man erhélt
148 in 91% Ausbeute.['*”

4.3.2. Biotechnologische Verfahren
4.3.2.1. Aminoalkohole aus Hydroxysduren

Die bekanntermaBen hohe Stereoselek-
tivitdt bei der enzymkatalysierten Reduktion

von 1,3-Dicarbonylverbindungen nutzt Bio- OH O OH O . OH
catalytics Inc. zur Herstellung von optisch /E\)l\o HNTNH, /i\)J\NH No ANANH:
aktiven Aminoalkoholen.”" Im ersten Saccharomyoes Eod Z NH, R
Schritt wird ein -Ketocarbonsiureester 153 ser. 158
enzymkatalysiert zum B-Hydroxycarbonsiu- 11 / 154 156
reester reduziert; je nach Enzym werden )I\I)I\Cl)
dabei die nahezu enantiomerenreinen R \ OH O OH O OH
Diastereomere 154 oder 155 isoliert 153 Rhizopus j\HJ\ HN—NH, /\HJ\ N_O; 2 NH,
(Schema 63). Bei der Hydrazinolyse von 154 arrhizus A c|) A E: /\R(
oder 155 entstehen die Hydrazide 156 bzw. : 159
155 157

157, die durch Curtius-Umlagerung in die
Aminoalkohole 158 bzw. 159 {iberfiihrt
werden.
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4.3.2.2. Kinetische Racematspaltungen

Die BASF hat die enzymkatalysierte kinetische Racemat-
spaltung als effektiven Zugang zu optisch aktiven Aminoal-
koholen etabliert. Dabei wird die Hydroxyfunktion durch
Veretherung geschiitzt, um unspezifische Nebenreaktionen
zu unterdriicken. So liefert die Racematspaltung von trans-2-
Aminocyclopentanol (rac-160) das Amin (§,5)-160 und das
Amid (R,R)-161 mit jeweils nur ca. 25% ee. Die Umsetzung
des entsprechenden Benzylethers (rac-162) verlauft hingegen
hoch enantioselektiv: Amin ((S,5)-162) und Amid ((R,R)-
163) werden mit >99.5% ee bzw. 93% ee erhalten (Sche-

ma 64).1%%4 Bei diesem Verfahren konnen
auch die Methylether eingesetzt werden:

Beispielsweise wird racemisches  (1-
O)(O Methoxy)-2-propylamin ((R,S)-164) in die

Enantiomere  gespalten  (Schema 65).
s Dabei entstehen (R)-165 und (S)-1-
NH OH

y,

Methoxy-2-propylamin (,,S-MOIPA“) (S5)-
164, das fiir die Herstellung des optisch
151 aktiven Mais-Herbizids 166 (,,Outlook®,

1 BASF) benoétigt wird. Zurzeit produziert
<1 die BASF bis zu 2500 ta™' (S)-164 durch
enzymkatalysierte kinetische Racematspal-
tung.

5. Herstellung von Alkoholen

5.1. Klassische chemische Verfahren
5.1.1. Asymmetrische Hydrierungen von
Ketonen

Die asymmetrische Hydrierung von
Ketoestern 167 und Ketonen 168 wurde
malgeblich von den Arbeiten von Noyori
et al. gepriigt."™! Als Katalysatoren dienen
Rutheniumkomplexe von binap!"*! und Derivaten wie Tol-
binap!*! oder SegPhos.[*? Die technische Entwicklung bis in
den TonnenmaBstab wurde von Takasago Inc. in Japan
vorangetrieben. (R)-Propandiol 169 ist so mit 94% ee
erhiltlich (Schema 66). Auch Vorstufen fiir -Lactam-Anti-
biotika sind auf diesem Weg zuginglich,!'*’! teilweise iiber
dynamische kinetische Racematspaltung. Forscher bei Roche

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Schema 63. Enzymbkatalysierte stereoselektive Reduktion der 1,3-Dicarbonylverbindung 153
(Biocatalytics Inc.).
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OH
H (e} .
Lipase
O‘NHZ + X\)J\O/R P
rac-160
o7
B (@] .
Li
QANHZ . X\)J\O/R ipase

rac-162

B. Hauer et al.

OH OH

Schema 64. Enzymkatalysierte kinetische Racematspaltung von trans-2-Aminocyclopentanol (rac-160) (BASF).

(0]
NH, Lipase NH,

/o\)\ Umsatz: 42 % /0\)\ + o 2
(R,S)-164 OO0 ON
" (S)-164 (R)-165
/o\)J\O,R ee: 70 % ce > 99 %
s(— J

O
N~<—
o
S
166

Schema 65. Racematspaltung von (1-Methoxy)-2-propylamin ((R,S)-
164) liefert (R)-165 und ,,S-MOIPA“ ((S)-164), eine Zwischenstufe in
der Synthese des chiralen Mais-Herbizids 166 (,,Outlook®, BASF).

0 [Ruly(cymol)] OH
R COOR (H)_TOTMP’ COOR
167 ee: 98 -99 %
0 [Ru,Cl, - NEt3] OH
A om (R)-Tol-binap A on
168 169
ee: 94 %

Schema G6. Ru"/binap-katalysierte asymmetrische Hydrierung von
Carbonylverbindungen.

entwickelten die Biphemp-Liganden 170;'* die Umsetzung
von Ketopantolacton (171) zu (R)-Pantolacton (172) wurde
bereits in einer Pilotanlage durchgefiihrt (Schema 67).

In neueren Arbeiten berichteten Noyori etal. iiber
leistungsfihige Transferhydrierungs-Katalysatoren,'*! bei

830 © 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

= H
NH, + wN
s T
(S,S)-160 (R,R)-161
ee:25% ee: 25 %
T3 O3
A H
O 2 O
T x
(0]
(S,5)-162 (RR)-163
ee>995% ee: 93 %
{ ?Og Rh(CF,C00) [ SOH
o o Q o Yo
171 MeO PAr, 172
MeO PAr,
O ee: 93-98 %
170

Schema 6. Katalytische asymmetrische Hydrierung von Ketopanto-
lacton (171) mit Rh'/170 (Roche). Im Beispiel wurde (R)-170 einge-
setzt.

denen nicht mehr H,, sondern Ameisensédure oder 2-Propanol
als Wasserstoffdonoren dienen. Sie beschrieben auch eine
oxidative Variante.!*!

Die heterogene asymmetrische Hydrierung von Blaser
et al..""! die eine Vorstufe fiir ACE-Hemmer liefert, wurde
bei Ciba-Geigy im Tonnenmafstab durchgefiihrt. Die
Hydrierung von 173 zu 4-Phenylhydroxybutyrat (174) gelingt
mit einem Platinkatalysator, der mit einem Cinchona-Alka-
loid dotiert ist (Schema 68).

O OH
WCOOR PALOs ©/\/'\COOR
(+)-Hydrochinidin
173 174
ee: 82 -94 %
Schema 68.

5.1.2. CBS-Boranreduktionen

Nach grundlegenden Arbeiten von Itsuno et al.!'*! ent-
wickelten Corey et al."*! einen leistungsfihigen Katalysator
auf der Grundlage von chiral modifiziertem Boran. Als
stochiometrisches Reduktionsmittel werden Addukte von
BH; mit THF oder Dimethylsulfid eingesetzt. Die Methode
hat eine grole Anwendungsbreite und liefert nicht nur mit
Arylalkylketonen bei sehr kurzen Reaktionszeiten Produkte
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mit hohen Enantiomereniiberschiissen. Die halogenierten
Acetophenonderivate 175 konnen in zwei Stufen hoch
enantioselektiv in substituierte Styroloxide 176 umgewandelt
werden (Schema 69).

o OH o}

BH;-SMe,
———
% Hal (S)-Prolinol

R oder R
(1R,2S)-Amino-
175 indanol 176
ee: 97- 99 % ee: 97— 99 %

Schema 69. CBS-Boranreduktionen von halogenierten Acetophenon-
derivaten 175.

Beide Enantiomere des Diphenylprolinol-Auxiliars sind
verfiigbar; sie konnen extraktiv zuriickgewonnen und mehr-
mals verwendet werden. Die aufwéndige Handhabung von
groBeren Boranaddukt-Mengen ist ein Nachteil des Verfah-
rens, der allerdings durch In-situ-Erzeugung von Boran aus
Natriumborhydrid und Trimethylchlorsilan™ oder Lewis-
Séduren umgangen werden kann. Chemiker von Merck, USA,
und Sipsy haben industrielle Anwendungen dieses Prozesses
beschrieben.*1%?l Kommerzielle Boranaddukte sind hiufig
mit Natriumborhydrid stabilisiert; dies kann die Enantiose-
lektivitit der Reaktion stark beeinflussen."> Ein Aufsatz von
Deloux und Srebnik gibt einen umfassenden Uberblick iiber
borankatalysierte Reaktionen.>¥

5.1.3. Kinetische Racematspaltung durch Epoxidhydrolyse

Jacobsen et al. entwickelten den (Salen)cobalt-Komplex
[(R,R)-(salen)CoOAc] (177) als Katalysator fiir die enantio-
selektive Hydrolyse racemischer Epoxide 178.1*! Bei der
Offnung der Epoxidringe entstehen die S-Diole 179 mit
hervorragenden Selektivititen, und auch die nicht hydroly-
sierten R-Epoxide 180 werden hoch enantiomerenrein isoliert
(Schema 70, siche auch Abschnitt 6.1.4).

o) 177 (o oH
—_— T
0 Iy Aquiv. H,0 o R N\~OH
178 180 179
40-48 % 50 %
ee>99 % ee: 98 %
_N\ /N_
/ 0\
tBu o] o tBu
OAc
tBu {Bu
177

Schema 70. Enantioselektive Hydrolyse der racemischen Epoxide 178
mit dem (Salen)cobalt-Komplex (R,R)-[(salen)CoOAc] (177) als Kataly-
sator.
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Die Epoxidringe konnen nicht nur durch Wasser, sondern
auch durch Phenolderivate!™ als Nucleophile mit hohen
Selektivitidten geoffnet werden. Die resultierenden 1-Phen-
oxy-2-alkanole sind Zwischenstufen fiir die Synthese von f3-
Blockern.*"!

5.1.4. Verschiedene Methoden
5.1.4.1. Kinetische Racematspaltung von Alkoholen mit
organischen Katalysatoren

Diese Verfahren wurden bereits in Ubersichtsartikeln von
Dalko et al.™®! und Jacobsen et al.'®! diskutiert, die eine
hervorragende Ubersicht iiber verschiedene neuere Entwick-
lungen wie chirale Ferrocenderivate als Katalysatoren fiir
nucleophile Acylierungen, kinetische Racematspaltungen,
Racematspaltungen durch peptidische Enzymmimetika und
kinetische Acylierungen geben. Eine industrielle Anwendung
dieser Reaktionen ist derzeit noch nicht bekannt.

5.2. Biotechnologische Verfahren
5.2.1. Enzymkatalysierte Racematspaltungen

Enzymatische Acylierungen zur Racematspaltung von
Alkoholen sind schon Anfang der 80er Jahre entwickelt
worden (Schema 71).*! Racemische Alkohole 181 werden

0
OH Lipase OH Q/U\R
—_— + Z + R°OH
RITOR? )0,\ R'OR? R'TOR?
R” “OR®
181 182 183 184 185

Schema 71. Racematspaltung von chiralen Alkoholen durch enzymati-
sche Acylierung.

mit einem Acylierungsmittel 182 unter Enzymkatalyse umge-
setzt: Ein Enantiomer (183) bleibt unveriandert, wiahrend das
zweite Enantiomer zu 184 verestert wird. Als Biokatalysato-
ren werden hauptsichlich bakterielle und pilzliche Lipasen
eingesetzt. Auch Esterasen spielen eine Rolle. Die erstaun-
liche Stabilitdt von Enzymen in organischen Losungsmitteln
nutzte eine Reihe von Arbeitsgruppen, da diese Medien
gegeniiber wissrigen Losungen einige Vorteile bieten, z.B.
hohere Substratkonzentrationen und eine einfachere Aufar-
beitung. Auch die Abtrennung des Enzyms sowie die
Entwicklung eines industriell interessanten kontinuierlichen
Verfahrens lassen sich so leichter realisieren.

In der Regel werden enzymatische Racematspaltungen
irreversibel gefiihrt, z.B. mit einem Vinylester als Acylie-
rungsmittel.!'®! Bei der Transacylierung entsteht Vinylalko-
hol, der rasch und irreversibel zum Acetaldehyd tautomeri-
siert; so wird das Gleichgewicht zugunsten der Produkte
verschoben. Manche Lipasen sind empfindlich gegen Acetal-
dehyd, der mit primidren Aminogruppen Schiff-Basen bildet.
Bei einer milderen Variante mit Propenylestern wird nach der
Veresterung Aceton abspalten.'*!! Auch Bernsteinsiureanhy-
drid (186) oder Diketen eignen sich als Acylierungsmittel.

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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832

Das unveridnderte Enantiomer und das acylierte Enan-
tiomer 187 werden destillativ getrennt oder, bei Veresterun-
gen mit 186, durch Séure-Base-Extraktion isoliert
(Schema 72). Die BASF hat ein entsprechendes Verfahren
im Technikumsmaf@stab fiir die Synthese der Styroloxide 176
entwickelt.

OH OH
Cl

Cl ipase
—_—

O
R QO R R
176

(¢}
186

lle}

+
(e}
)J\/\H/OH

@/\/Cl (6]

R 187

Schema 72. Die enzymatische Acylierung von halogenierten Acetophe-
nonderivaten kann zur enantioselektiven Synthese von Styroloxiden
176 genutzt werden (vgl. Schema 69).

Im Allgemeinen konnen hohe Selektivititen erzielt
werden, jedoch haben auch Enzyme bei sterisch nur wenig
differenzierten Substraten wie 2-Butanol ihre Schwichen.
Abgesehen von einer hohen Selektivitdt ist auch eine
moglichst hohe Aktivitdt wichtig, um bei industriellen
Anwendungen gute Raum-Zeit-Ausbeuten zu erzielen.
Diese und andere Eigenschaften wie Solvenstoleranz, Sub-
stratbreite und Temperaturspektrum konnen mittlerweile
durch Enzym-Engineering!'®? erstaunlich gezielt verbessert
werden. Durch moderne gentechnische Methoden gelingt es,
mehrere tausend Mutanten pro Tag zu erzeugen. Um diese
Vielzahl von Enzymvarianten in kiirzester Zeit durchzumus-
tern, miissen nun ausgefeilte Screeningsysteme entwickelt
werden.['*%]

Im Regelfall wird nur ein Enantiomer eines spezifischen
Wirkstoffzwischenprodukts benotigt — unter 6konomischen
und okologischen Aspekten sollte also das unerwiinschte
Enantiomer zuriickgefithrt werden, beispielsweise durch
Oxidation/Reduktion oder katalytische Dehydrierung/
Hydrierung. Neuere Arbeiten von Park et al.,['® Bickvall
et al. "% Williams et al.'®! und anderen beschiftigen sich mit
der dynamischen kinetischen Racematspaltung, bei der das
nichtacylierte Enantiomer durch iibergangsmetallkatalysierte
Meerwein-Ponndorf-Verley-Reduktion oder Oppenauer-
Oxidation in situ racemisiert wird. Erstaunlich ist die
Resistenz mancher Lipasen gegeniiber diesen harschen
Bedingungen: Auch bis zu 10 Mol-% KOrBu oder KOH
und Temperaturen bis 70°C werden toleriert. Diese Verfah-
ren werden bislang noch nicht industriell angewendet.

5.2.2. Fermentative Verfahren
Mikrobielle Umsetzungen mit Hefen gehéren zu den
dltesten chemischen Verfahren iiberhaupt. Bereits 1874

erkannte Dumas die reduzierende Wirkung einer Saccharo-
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myces-Spezies.'"”" Csuk und Glinzer geben eine umfassende
Ubersicht,'® industriell interessante Biotransformationen
wurden von Liese, Seelbach und Wandrey beschrieben.*”!
Bei fermentativen Verfahren zur Herstellung optisch
aktiver Alkohole werden hauptséchlich bakterielle Dehydro-
genasen in lebenden Zellen eingesetzt. Ein Beispiel dafiir ist
ein Verfahren von Daicel: Die Reduktion der a-Ketocarbon-
sdure 188 liefert die Hydroxycarbonsiure 189, ein Zwischen-
produkt fiir die Synthese von ACE-Hemmern (Schema 73).

(0] OH
A COOH Leuconostoc onenos COOH
33gL7"
188 189
ee > 99 %

Schema 73. Reduktion der a-Ketocarbonsiure 188 durch eine Dehydro-
genase (Daicel).

Fin interessanter Vergleich von chemischen und bio-
katalytischen Methoden zur Herstellung von (R)-4-Phenyl-2-
hydroxybuttersdure, einem Schliisselintermediat fiir ACE-
Inhibitoren, findet sich bei Blaser et al.'””’! Hage et al.l'"!
geben einen ausfiihrlicheren Vergleich von chemischen und
biokatalytischen Reduktionen. Hier zeigt sich, dass es keinen
Konigsweg gibt, sondern dass je nach Substrat die eine oder
andere Methode besser geeignet ist. In der Praxis spielen
wirtschaftliche und rechtliche Aspekte eine maf3gebliche
Rolle.

Die Reduktion von Ketosulfon 190 zum entsprechenden
Alkohol 191 ist der Schlisselschritt bei der Synthese von
Trusopt, einem Glaucom-Therapeutikum (Schema 74). Diese
Reaktion wird im TonnenmaBstab durchgefiihrt;"”? man
erhilt 191 mit > 98% ee.

0 OH
Neurospora :
| N crassa | N
S S
N NS
RS %
190 191

Schema 74.

Eine fermentative Methode ist nur dann 6konomisch,
wenn hohe Substratkonzentrationen (>30gL™") erreicht
werden konnen und eine leichte Trennung des Produkts von
der Biomasse moglich ist. Die Vorteile liegen in der
iiblicherweise hohen Selektivitidt und dem einfachen Upsca-
ling (industriell sind Fermentationen problemlos im 100-
Kubikmeter-MaBstab durchfithrbar). Zudem stehen organi-
sche Nihrstoffe wie Melasse oder Riibensirup fiir das
Wachstum der Organismen in groBen Mengen kostengiinstig
zur Verfiigung.

Auch einige Reduktionen mit isolierten Dehydrogenasen
wurden beschrieben.'” Ublicherweise erfordern diese Reak-
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tionen jedoch kostspielige Cofaktoren wie NAD oder FAD.
Dabher sind nur solche Verfahren wirtschaftlich, bei denen der
Cofaktor in situ regeneriert wird.'”?! Auch dehalogenierende
Stamme wie Alcaligenes oder Pseudomonas-Stamme werden
zur Synthese von Zwischenstufen eingesetzt.'””! Diese Tech-
nologie nutzte Daiso (Japan) fiir die Synthese eines Portfolios
enantiomerenreiner C;- und C,-Bausteine 192 (Schema 75,
siche auch Abschnitt 6.2.1). Durch moderne gentechnische
Methoden konnen viele Eigenschaften der Stamme gezielt
verbessert werden.

OH Alcaligenes sp. OH (0]
a _A_oH —> a_X_on+ N _oH
rac-192 (R)-192
ee: 98 - 99 %

Schema 75. Selektive Dehalogenierung von rac-192 (Daiso).

Die Herstellung der Sympathomimetika Ephedrin (193)
und Pseudoephedrin (194) kombinierte als eines der ersten
Verfahren biotechnologische und chemische Syntheseschritte
(Schema 76). Bereits um 1920 wurde entdeckt, dass gdrende

OH
_Melasse CH CH3NH2
Hefe [e) H2 Kat.
(—)-Ephedrin
Ac,0
HCI, H,0
i CH oH
©)S/ 3 Morganella sp. = CHs,
HN T
“CH, HN{
CH3
197
194

rac-Ephedron (+)-Pseudoephedrin

Schema 76. Herstellung der Sympathomimetika Ephedrin (193) und
Pseudoephedrin (194) und eine alternative biokatalytische Synthese
von 194 durch dynamische kinetische Racematspaltung von Ephedron
(197) (Fuji).

Hefe die stereoselektive Acyloin-Kondensation von Benzal-
dehyd (195) und endogenem Acetaldehyd zu (1R)-1-Hy-
droxy-1-phenylpropanon (196) katalysiert.'” Bei Knoll
wurde ein Zugang zu 193 und 194 durch reduktive Methyl-
aminierung von 196 etabliert;'"” nach diesem Verfahren wird
noch heute der Grofteil synthetischer Ephedrinderivate
gewonnen (Weltmarkt 1997: > 50 Millionen €).

Eine neuere Arbeit von Forschern bei Fuji Chemical
Industries zeigt eine alternative biokatalytische Synthese-
route (Schema 76):""®! Chemisch hergestelltes rac-2-Methyl-
amino-1-phenylpropanon (197, Ephedron) wird von verschie-
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denen Mikroorganismen enantioselektiv zu 194 reduziert.
Das nicht reagierende Enantiomer racemisiert bei dieser
dynamischen kinetischen Racematspaltung in situ.

6. Herstellung von Epoxiden

6.1. Chemische Verfahren
6.1.1. Asymmetrische Sharpless-Epoxidierung

Eine Methode zur direkten Epoxidierung von priméren
Allylalkoholen ist die Sharpless-Epoxidierung, bei der sto-
chiometrische Mengen Ti(OiPr), und ein enantiomerenreines
Dialkyltartrat in Gegenwart eines Sauerstoffatomdonors wie
Cumolhydroperoxid (CHP) oder fert-Butylhydroperoxid
(TBHP), eingesetzt werden.'””! Dieser Methode gelang 1986
der Durchbruch fiir den industriellen Einsatz, als sich zeigte,
dass bei Zugabe von Molekularsieb zur Reaktionsmischung
nur 5-10 Mol-% des Titantartrat-Komplexes als Katalysator
benotigt werden.'™ Die Oxidation von Allylalkohol (198) zu
(R)- und (S)-Glycidol (199) war die erste Sharpless-Epoxi-
dierung, die im technischen MaBstab durchgefiihrt wurde
(Arco Chemicals, Schema 77).8!! Mit CHP als Sauerstoff-

(-)-DIPT o,

A~OH = Ti(OiPr),, CHP (R)-199

198 (+)-DIPT o)
— I _OH
(S)-199
ee: 91 %

Clo,S NO,
I~ \/,\\ NO,
(@]

(R)-199 (S)-200
ee: 99 %

Schema 77. Industrielle Anwendung der Sharpless-Epoxidierung
(CHP = Cumolhydroperoxid, DIPT = Diisopropyltartrat).

atomdonor wurden dabei Enantiomereniiberschiisse von
91% ee erzielt.™ Durch die In-situ-Derivatisierung des
wasserloslichen und labilen Glycidols, z.B. als m-Nitroben-
zolsulfonat (200), wird die Isolierung des Produkts erheblich
erleichtert. Nach einer Kristallisation erhdlt man 200 mit
>99% ee.'™! PPG-Sipsy hat die Anwendung der asymmet-
rischen Sharpless-Epoxidierung von Arco Chemical fiir die
Produktion von 199 lizenziert."¥ Enantiomerenreines 199
und 200 werden als Zwischenstufen bei den Synthesen von
Cidofovir und Indinavir (136) eingesetzt.'™ (2S3R)-1,2-
Epoxy-4-penten-3-ol (201), eine Zwischenstufe einer Syn-
these des Immunosuppressors FK-506 (Tacrolimus), kann
durch Sharpless-Epoxidierung von Divinylmethanol (202)
hergestellt werden (Schema 78).115¢)
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OH
OH (+)-DIPT W
N T T —
Ti(OiPr),, TBHP N
202 (2R,35)-201

Schema 78.

6.1.2. Asymmetrische Sharpless-Dihydroxylierung

Ein weiterer Zugang zu chiralen Epoxiden fiihrt iiber
optisch aktive Diole, die sich zu den entsprechenden Oxira-
nen umsetzen lassen. Sharpless et al. entwickelten 1987 ein
katalytisches Verfahren zur Herstellung von chiralen vicina-
len Diolen, bei dem katalytische Mengen eines chiralen
tertidren Aminliganden (z.B. Dihydrochinin) und OsO, zur
Oxidation des Olefins eingesetzt werden. Ein stochiometri-
sches Oxidationsmittel, {iblicherweise ein Amin-/N-Oxid oder
K;[Fe(CN);], sorgt fiir die Riickoxidation des Osmiumkom-
plexes.!'s”]

Bei der Herstellung von (R)-m-Chlorstyroloxid im 100-
bis 4000-Liter-Mafstab (Rhodia ChiRex) wird zunichst m-
Chlorstyrol (203) in Gegenwart des Phthalazindichinin-
Liganden (DHQD),PHAL (204) mit OsO, zum Diol 205
hydroxyliert, das tiber das primére Nitrobenzolsulfonat 206 in
(R)-m-Chlorstyroloxid (207, >99% ee) iberfithrt wird
(Schema 79).%1 ¢is-Diole kénnen auch mit Trimethoxyethan
und Essigsdurebromid unter Retention der Konfiguration zu
optisch aktiven Epoxiden umgesetzt werden.!')

OH o
OR
N 0s0y NaOH
—_— —_—
204
cl Cl

Cl

203 (R)-205,R=H
pNS—CI

(R)-207

ee>99 %
(R)-206, R = pNS

OMe

204

Schema 79. (R)-m-Chlorstyroloxid (207) wird industriell durch Shar-
pless-Dihydroxylierung von 203 und anschlieRenden Ringschluss erhal-
ten (Rhodia ChiRex). pNS = p-Nitrophenylsulfonyl.

Zur Vermeidung von Abfallstromen, die beim stochiomet-
rischen Einsatz von K;[Fe(CN)g] auftreten, wurde bei Sepra-
cor und ChiRex eine elektrokatalytische Variante der asym-
metrischen  Sharpless-Dihydroxylierung  entwickelt.'""!
Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass die OsO,-katalysierte
Dihydroxylierung bei pH 10.4-12 auch mit O, als stochiomet-
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rischem Oxidationsmittel durchfiihrbar ist."”!! Damit eroff-
nen sich auch neue Perspektiven fiir die industrielle Synthese
chiraler Diole und Epoxide.

6.1.3. Asymmetrische Jacobsen-Epoxidierung

Die asymmetrische Jacobsen-Epoxidierung basiert auf
einem (Salen)mangan(i)-Komplex als Prikatalysator; als
stochiometrisches Oxidationsmittel wird Hypochlorit einge-
setzt.””] Umsetzungen von cis-Olefinen mit 1 Mol-% Kata-
lysator liefern Epoxide mit >98% ee; Jacobsen-Epoxidie-
rungen von trans- oder tetrasubstituierten sowie terminalen
Olefinen ergeben geringere Ausbeuten und ee-Werte. Die
exklusiven Rechte an dieser Technologie liegen bei der Firma
ChiRex, die Jacobsen-Epoxidierungen im Multitonnen-MaB-
stab durchfiihrt. Als Beispiel ist die Epoxidierung von Inden
(208) zu (1S,2R)-Indenoxid (138) mit katalytischen Mengen
von (S§,5)-(Salen)mangan(ii)-Komplex 209  angefiihrt
(Schema 80). 138 ist eine Zwischenstufe zu HIV-Protease-
Inhibitoren  wie Indinavir (136) von  Merck
(Abschnitt 4.3.1.1) 01861

208 (15,2R)-138

N

M
o’¢o

NaOCl
—_—
1 Mol-% (S,S)-209

/3N

(S,S)-209

NaOCl
_—

6 Mol-% (R,R)-209

O
N Y
CO,Et CO,Et

210 (2R3R)-211

Schema 8o. |acobsen-Epoxidierungen: Als Katalysatoren dienen der
(S,5)-(Salen)mangan (111)-Komplex (S,5)-209 bzw. sein (R,R)-Enantio-
mer (nicht abgebildet).

Ein weiteres Beispiel ist die Epoxidierung von Zimtsiure-
ethylester (210) in 56% Ausbeute zu cis-Ethyl-3-phenylgly-
cidat (211, 95-97 % ee), einer Zwischenstufe bei der Synthese
von Paclitaxel und Docetaxel (Schema 80).1%

Der Ligand fiir den chiralen Katalysator 209 wird aus 1,2-
Diaminocyclohexan und 2.4-Di-fert-butylphenol im 100-kg-
MaBstab hergestellt."””

6.1.4. Hydrolytische kinetische Racematspaltung nach Jacobsen
Jacobsen etal. entwickelten 1996 ein Verfahren zur
Racematspaltung von Epoxiden durch enantioselektive

nucleophile  Hydrolyse eines Enantiomers  (siche
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Abschnitt 5.1.3, Schema 70). Mit dem
(Salen)cobalt(ir)-Katalysator 177 werden Enantio-
selektivititen >99% und Ausbeuten von 40-48 %
erzielt (Schema 81); das entspricht einer Selektivitit
von E =500. Die Reaktion eignet sich besonders gut
fiir terminale Epoxide!'” und wurde u. a. bei Rhodia
ChiRex "7 fiir die Racematspaltung von Styroloxid
(176), Propylenoxid (180), Epichlorhydrin (212) und
2,3-Epoxyacrylsdureethylester (213) in den Tonnen-
maBstab entwickelt.['*

67

H,0O HQ
—_— p
(RR)}-177 R*  oH

A

rac-178

O
R
F{/u

(2R)-176, R = Ph
(2R)-180, R = Me
(2S)-212, R = CH,CI
(25)-213, R = CO,Et

(29)-179

Schema 81. Selektive Hydrolyse eines Enantiomers von Epoxid 178 mit
dem (Salen)cobalt(i11)-Katalysator 177 (Schema 70).

Die Epoxidoffnung verlduft nach einer Kinetik zweiter
Ordnung beziiglich des Katalysators. Daher nimmt man an,
dass ein Metallzentrum das Epoxid als Lewis-S4ure aktiviert,
wihrend ein weiteres Metallzentrum das Gegenion des
Nucleophils bildet. Erwartungsgeméfl zeigen oligomere
(Salen)cobalt(iir)-Komplexe noch hohere Reaktivitdten und
Selektivititen als einkernige Komplexe wie 177.1%%)

Forscher bei Synetix entwickeln einen Jacobsen-Kataly-
sator, in dem der Salenkomplex an einem Zeolithtriger
immobilisiert ist. Dadurch sollen die Abtrennung und Wie-
derverwendung des Katalysator erleichtert und die Kon-
tamination des Produkts verringert werden.”™ Die Firma
Daiso, die Epichlorhydrin (212), Glycidol (199) und chirale
Vorstufen durch mikrobielle Racematspaltung herstellt, gab
kiirzlich den Wechsel zur Jacobsen-Technologie bei der
Epichlorhydrinherstellung bekannt. Die Lizenz wurde von
der Firma ChiRex erworben, die auch den Katalysator liefert.
Die Produktionskapazitit soll 2004 auf 50 ta' erweitert
werden. 2!

6.1.5. Andere Methoden

Ein weiterer Zugang zu chiralen Epoxiden fiihrt iiber
optisch aktive a-Halogenalkohole, die durch eine enantiose-
lektive Darzens-Reaktion hergestellt werden.”™ Bei der
Synthese des a,B-Epoxycarbonsdureesters 214, einer Zwi-
schenstufe der Docetaxel-Synthese, wurde das Enolat des N-
(a-Bromacetyl)oxazolidinons 215 in einer Aldolkondensation
an Benzaldehyd (67) addiert (Schema 82).*% Dabei entsteht
ein Bromhydrin, das zum Epoxid 214 cyclisiert.

Ein weiteres Beispiel ist die Addition von in situ
generiertem Chlormethyllithium an den chiralen a-Aminoal-
dehyd 216 (Schema 83). Das (25,3S)-Epoxid 217 wird nach
Sadulenchromatographie in einer Ausbeute von 65 % mit 70 %
d.e. isoliert.

Angew. Chem. 2004, 116, 806 —843
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o}

O

OEt
(¢}

215 (2R,3R)-214

Schema 82.

O

(PhCH N
(6}

(2S,38)-217

e : ICH,CI, nBuLi, THF
- —_—
(PhCH,),N ’_\H/H
o}

(25)-216

Schema 83.

6.2. Biotechnologische Verfahren
6.2.1. Racematspaltung
6.2.1.1. Lipasen

Durch Schweinepankreas-Lipase-katalysierte Hydrolyse
von racemischem Glycidylbutyrat (218) gelang Whitesides
und Ladner die Herstellung von (R)-218 mit 89% der
theoretisch  erreichbaren  Ausbeute und 92% ee
(Schema 84).! Dieses Verfahren wurde von Andeno-DSM
weiterentwickelt und zur Produktion von (R)-218 und (R)-
Glycidol ((R)-199) im Multitonnen-MaBstab eingesetzt.*”!

Schweinepankreas-
Lipase

0 9
L\/o\n/cam L=_oH

O O

rac-218 (R)-218 (R)>-199

Schema 84. Herstellung von (R)-218 durch Schweinepankreas-Lipase-
katalysierte Hydrolyse (Andeno-DSM).

Bei der kinetischen Racematspaltung von 219 mit Schwei-
nepankreas-Lipase F und Essigsdureanhydrid wird das
(2S8,3R)-Enantiomer  vorrangig acyliert. Unveridndertes
(2R,35)-219 konnte in 27 % Ausbeute und 99% ee isoliert
werden (Schema 85).2%! Dieses Zwischenprodukt kann bei
der Synthese des Motten-Pheromons Disparlur ((7R,85)-220)
eingesetzt werden.

Die BASF nutzt zur Herstellung von Styroloxiden die
Racematspaltung der entsprechenden Styrolchlorhydrine mit
einer Lipase (siche Abschnitt 5.2.1; Schema 72).

Aus dem racemischen Epoxycarbonsdureester 221 kann
(2R35)-221 erhalten werden, indem man das nicht
gewiinschte Enantiomer mit einer Lipase aus Candida sp.
verseift (Schema 86). Die Carbonsdure 222 zersetzt sich dabei
zu CO, und dem Aldehyd 223, der die Lipase stark inhibiert.
Daher wird 223 in das Bisulfitaddukt 224 iberfiihrt und
abgetrennt.””” Die Firma Tanabe hat 1993 einen Hohlfaser-
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OH ) . H
Schweinepankreas-Lipase o
o} > O),
H

rac-219

(2R,35)-219

B. Hauer et al.

—_—

(7TR,85)-220

Schema 8s. Das Epoxid (2R,35)-219 ist ein Zwischenprodukt der Synthese von Disparlur ((7R,85)-220).

o) ol
Meoch,l>'|q©\ _ Lipase /@Q WCOH Meozcl..\>©\
Candlda sp.
R R
rac-221 (2S,3R)-222
R = OMe l
OH o
mSOBNa S0 J@/\f
H H
R R
224 223

Schema 86. Die enantioselektive Verseifung des Epoxycarbonsiureesters 221 ergibt
(2R,35)-221.

reaktor zur Herstellung von (2R,3S5)-221 mit einer immobi-
lisierten Lipase aus Serratina marescens in Betrieb genom-
men.”® (2R,35)-221 wird als Zwischenprodukt bei der Syn-
these des Calcium-Antagonisten Diltiazem eingesetzt.**)

6.2.1.2. Epoxid-Hydrolasen

Archelas et al. gelang die Herstellung beider Enantio-
mere von p-Chlorstyroloxid (225) aus dem Racemat durch
Epoxid-Hydrolasen aus Aspergillus niger (AnEH) und Sola-
num tuberosum (StEH) (Schema 87). AnEH katalysiert die
Epoxidoffnung von (R)-225 durch Angriff eines Wassermo-
lekiils an der C-1-Position zum Diol (R)-226 unter Retention
der Konfiguration; das S-Epoxid bleibt unverdndert. Mit
StEH wird dagegen (S)-225 durch Angriff an der C-2-Position
und Inversion der Konfiguration zu (R)-226 hydrolysiert,

L7, /O
StEH /©/L\
H O (R)-225 R)-226
2 1 =
rac-225 Aﬁx O}u /(j\
(S)}-225 (R)-226

Schema 8;7. Enantiomerenreines (R)- und (S)-p-Chlorstyroloxid ((R)-
bzw. (5)-225) sind gezielt durch enzymkatalysierte Epoxidéffnung
zuganglich. Mit beiden Enzymen erhilt man (R)-226 als Nebenpro-
dukt.
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wobei (R)-225 isoliert werden konnte. Damit
schufen Archelas etal. nicht nur einen
Zugang zu enantiomerenreinem (R)- und
(S)-p-Chlorstyroloxid, sondern auch eine
enantioselektive Synthese fiir (R)-226 mit
beiden Enzymen: Ausgehend von racemi-
schem p-Chlorstyroloxid erhélt man die Zwi-
schenstufe einer Synthese des Glutamat-
Antagonisten Eliprodil in 93% Ausbeute
und 94 % ee.*'"!

Bei Merck wurde eine Epoxid-Hydrolase
aus Diplodia gossipina zur Racematspaltung
von Indenoxid (138) eingesetzt (Schema 88).
Man erhdlt (15,2R)-138, ecine Vorstufe zu
HIV-Protease-Inhibitoren, in 14 % Ausbeute
und 100% ee. Aulerdem entsteht Indandiol
227.01

Janssen et al. gelang die Isolierung von (S)-p-Nitrostyro-
loxid ((S5)-228) (>99% ee) durch selektive Azidolyse von
(R)-228 mit einer Halohydrin-Dehalogenase aus Agrobacte-
rium radiobacter (Schema 89). 2-Azido-1-(p-nitrophenyl)-
ethanol (229) wurde mit 96 % ee erhalten.[*'!

C7 G

Epoxid- Hydrolase

Ly s

Diplodia gossipina
rac-138 (1S,2R)-138 (R)-227
Schema 88.
Halohydrin- Ha 2 H,PH
/©;Q _Dehalogenase /©}L\ . m
O,N O,N Ns
rac-228 (S)-228 (R)-229

Schema 89. Die selektive Azidolyse von rac-228 ergibt (S)-228 und
(R)-229.

6.2.2. Mikrobielle Methoden zur Racematspaltung

Forscher bei Daiso entwickelten 1994 einen Prozess zur
Herstellung von (S)-2,3-Dichlor-1-propanol ((S5)-230) durch
selektive Assimilierung von (R)-230 mit Pseudomonas sp.
(0S-K-29).”8I Das Enantiomer (R)-230 konnte durch Abbau
von (85)-230 mit Alcaligenes sp. (DS-K-S38) erhalten
werden.”™ (R)- und (S5)-230 werden in optisch aktives
Epichlorhydrin ((S)- bzw. (R)-212, Schema 90) umgewandelt.

Angew. Chem. 2004, 116, 806 —843
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Pseudomonas sp. cr>N"oH
- H —_—
0S-K-29 cl
¢ oH (S)-230
Cl
rac-230 Alcaligenes sp. CI/Y\OH
_— ——
DS-K-S38 Cl
(R)-230
Alcaligenes sp. Cl/\/\OH
H —_—
DS-S-7G OH
CI/\E/\OH (S)-192
OH
rac-192 Pseudomonas sp. ci OH
—_ _—
DS-K-2D1 OH
(R)-192

Schema go. Biotechnologische Herstellung von enantiomerenreinem Epichlorhydrin
((S)- bzw (R)-212) und Glycidol ((R)- bzw (S)-199) durch Fermentation (Daiso).

Unter dhnlichen Fermentationsbedingungen konnte auch 3-
Chlorpropan-1,2-diol ~ (192)  stereoselektiv ~ produziert
werden.”™! Unter basischen Bedingungen werden (R)- und
(5)-192 zu Glycidol ((R)- bzw (5)-199) umgesetzt.

6.2.3. Monooxygenasen

Obwohl Monooxygenasen vieler Mikroorganismen die
stereoselektive Epoxidierung von Olefinen katalysieren, ist
ihr Einsatz aus zwei Griinden problematisch: Erstens sind die
Epoxide héufig nur Intermediate eines Abbauweges und
werden nicht akkumuliert; zweitens wirken die Epoxide als
Alkylierungsmittel toxisch auf die Mikroorganismen, was zu
Produktinhibierung fiihrt.

Nocardia corallina (Nippon Mining) kann zur Epoxidie-
rung eines breiten Spektrums terminaler und subterminaler
Olefine sowie von Styrolen eingesetzt werden (Tabelle 3). Je
nach Substratklasse werden drei verschiedene Verfahren
angewendet:?'! Bei der Epoxidierung von kurzkettigen,
gasformigen Olefinen (C;-Cs) wird das stark toxische
Epoxid durch Einleiten eines starken Gasstroms aus Luft
und Substrat kontinuierlich ausgetrieben. Propylenoxid mit

Tabelle 3: Epoxidierungen mit Nocardia sp.

Substrat Konfiguration ee [%)]
des Epoxids

GG 1,2-Propen R 83
3-Chlorpropen S 81

Ce—Ci, 1,2-Hepten R 94
1,2-Octen R 91
1,2-Decen R 86
1,2-Dodecen R 87
o-Chlorstyrol R 86
m-Chlorstyrol R 82
p-Chlorstyrol R 72

>Cy; 1,2-Tridecen R 92
1,2-Pentadecen R 81
1,2-Heptadecen R 81

Angew. Chem. 2004, 116, 806 —843
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83 % ee kann so aus Propen in einer Raum-Zeit-
Ausbeute von 23 gL'd™' hergestellt werden.

cr/\<é

(R-212  Epoxide langkettiger Olefine (> Cy3) sind weni-
ger toxisch und konnen mit auf Glucose wach-

) senden Zellen ohne Produktextraktion herge-
C'/\{/é stellt werden. Bei der Epoxidierung von Alkenen
(5)-212 mittlerer Kettenldnge (C4—C;,) und von Styrolen
hat sich der Einsatz von ruhenden Zellen in

Gegenwart einer nicht toxischen organischen

N Phase (z.B. Hexadecan) bewihrt.”'”! Das orga-
o OH  nische Losungsmittel verringert die Konzentra-
(5)-199 tion des inhibierenden Epoxids in der wissrigen

Phase durch kontinuierliche Produktextraktion.

Bei Shell wird durch Oxidation von 3-Aryl-
oxypropen (231) wurde (R)-Phenylglycidylether
((R)-232) mit suspendierten Pseudomonas-oleo-
vorans-Zellen hergestellt. Dieser Prozess liefert
die Zwischenstufe fiir die Synthese von (3-Adre-

Ob/\OH

(R)-199

norezeptor-Blockern mit >99.9% ee
(Schema 91).281
WO
©/O\/\ Pseudomonas oleovorans ©/O\/\T
231 (R)-232

Schema 91.

Styrol-Monooxygenasen aus styrolabbauenden Pseudo-
monanden wurden in E.-coli-Zellen exprimiert und zur
selektiven Oxidation von Styrolderivaten 233 zu den S-
Styroloxiden (S)-176 eingesetzt (Schema 92).”"! In Gegen-
wart einer organischen Phase (Dioctylphthalat) konnten
Ausbeuten von 11 gL~! erzielt werden.?*"!

o

R

R
R

233 (S)-176

StyAB
rekombinante E. coli

Schema 92. Styrol-Monooxygenasen oxidieren 233 selektiv zu den (S)-
Styroloxiden (S)-176.

6.2.4. Dehydrogenasen

Einen weiteren Zugang zu chiralen Epoxiden bieten
enantiomerenreine a-Halogenalkohole, die aus den entspre-
chenden Chlorketonen durch enantioselektive Reduktion
hergestellt werden. Bei einem Projekt von Kaneka zur
Herstellung von (R)- und (S)-Styroloxiden im PilotmaRstab
werden Dehydrogenasen in Form ganzer Zellen eingesetzt.

Bristol Myers Squibb stellte (35)-3,4-Epoxymethylbutyrat
(234) aus dem optisch aktive Chlorhydrin 235 her, das durch
enantioselektive Dehydrogenase-Reduktion der Ketoverbin-
dung 236 (99 % ee) mit ganzen Geotrichium-candidum-Zellen
im Multikilogramm-Mafstab zuginglich ist (Schema 93).2!
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R §  Coowmm gn g os §
CI\)l\/u\O/ —»CI\)\/U\O/ - MO/

236 (S)-235 (3S)-234
Schema 93.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Beim Vergleich von chemischen Prozessen und Biotrans-
formationen kann nicht pauschal iiber Wirtschaftlichkeit oder
Umweltfreundlichkeit geurteilt werden. Vor- und Nachteile
einzelner Methoden miissen fiir jeden Prozess individuell
abgeschitzt werden. Beim Vergleich der Sharpless-Epoxidie-
rung mit einer mikrobiellen Epoxidierung durch Lebens-
zyklusanalyse (Life Cycle Analysis, LCA) war beispielsweise
kein Verfahren umweltfreundlicher als das andere.*? Spezi-
fische Probleme der chemischen Routen sind Losungsmittel-
emission oder toxische Verbindungen, wihrend mit mikro-
biellen Verfahren geringe Ausbeuten bezogen auf die ein-
gesetzte Biomasse bzw. geringe Produktkonzentrationen
Probleme bereiten.

Die chiralen Technologien entwickeln sich immer noch
sehr rasch. Fiir die erfolgreiche Umsetzung eines Verfahrens
in den industriellen Mafistab sind eine Reihe von Punkten
wichtig. Gesucht werden vor allem breit einsetzbare Tech-
nologien. Viele chirale Intermediate werden héufig in klei-
neren Mengen hergestellt (10-100 t), und oft gibt es kon-
kurrierende Hersteller. Daher wiinscht man sich Methoden
mit einem breiten Substratspektrum, die keine Spezialappa-
raturen erfordern und einen kostengiinstigen Zugang zu einer
ganzen Palette von Produkten erméglichen.

Fiir biotechnologische Prozesse ist die Substratkonzentra-
tion oft der entscheidende Faktor, bei katalytischen chemi-
schen Methoden das Verhiltnis Substrat/Katalysator. Vor
allem roboterunterstiitzte Optimierungsverfahren helfen uns
heute diese Ziele in kurzer Zeit zu erreichen.

Die Zukunft wird den katalytischen Technologien geho-
ren. Auxiliargestiitzte Methoden verlieren an Boden, da zu
grofle Materialmengen am Kreislauf beteiligt sind. Fiir die
schnelle Bereitstellung enantiomerenreiner Bausteine hat die
klassische Racematspaltung immer noch ihre Nische. Die
dynamische kinetische Spaltung befindet sich zwar noch in
einer frithen Entwicklungsphase, ihr Potenzial ist jedoch
bereits offensichtlich.

Aber auch in Zukunft wird es Raum fiir mehrere
Technologien geben. Welche Technologie letztlich in einem
Produktionsprozess umgesetzt wird, hdangt oft auch von den
Rahmenbedingungen wie Verfiigbarkeit von Vorprodukten
und Apparaten in den einzelnen Unternehmen ab.

Wir danken Frau Dr. Gisela Hieber fiir ihre Unterstiitzung bei
der Beschaffung von Marktinformationen. Unser besonderer
Dank gilt Frau Tanja Jenak, die durch ihre engagierte Mitarbeit
diesen Aufsatz erst in Form brachte.

Eingegangen am 28. Mirz 2003 [A599]
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