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Mehrstufen-Eintopfverfahren sind ein attraktives Synthese-
konzept zur Verbesserung der Gesamtprozess-Effizienz
durch Verringerung der benétigten Aufarbeitungs- und Rei-
nigungsschritte. Durch Vermeidung solcher Zeit-, Kapazitét-
und Losungsmittel-intensiver  Verfahrenschritte tragen
Mehrstufen-Eintopfverfahren zudem sowohl zu einer deut-
lich verbesserten Prozessokonomie als auch zu nachhaltige-
ren Syntheserouten bei.! Ein Schliisselkriterium fiir Mehr-
stufen-Eintopfverfahren ist die Kompatibilitdt der einzelnen
Reaktionsschritte miteinander. Entsprechend basieren die
meisten der heute bekannten Mehrstufen-Eintopfverfahren
auf entweder chemokatalytischen Mehrstufenreaktionen®
oder ,reinen“ biotechnologischen Prozessen!! wie beispiels-
weise Fermentationen. Dagegen sind nur wenige erfolgreiche
Kombinationen von chemo- und biokatalytischen Reaktionen
in Eintopfprozessen bekannt.[! Als bemerkenswerte Durch-
briiche sind insbesondere die von Williams et al.,”! von
Bickvall et al.’l sowie kiirzlich von Berkessel et al.” entwi-
ckelten dynamisch-kinetischen Racematspaltungen zu
nennen. Diese Synthesever-

fahren basieren auf einer
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Da die meisten Enzyme
jedoch in organischen Lo-
sungsmittelsystemen  nicht
oder nur bedingt eingesetzt
werden konnen, ist die Ent-
wicklung von chemoenzyma-
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Schema 1. Konzept der chemoenzymatischen Eintopfsynthese. NAD™
otid; NADH ist die reduzierte Form von NAD™.
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verfahren im wissrigen Medium duflerst wiinschenswert. Als
Pionierarbeit auf diesem Gebiet gilt die Kombination einer
Glucose-Isomerase mit einem heterogenen Pt-Katalysator
zur Umwandlung einer D-Glucose/D-Fructose-Mischung in D-
Mannitol.¥! Insgesamt sind chemoenzymatische Eintopfsyn-
thesen im wissrigen Reaktionsmedium bislang allerdings
noch kaum erforscht.[®) Da zum einen Palladium-katalysierte
Kupplungsreaktionen!'”! von besonderer Bedeutung auf dem
Gebiet der Metall-Katalyse sind und zum anderen enzyma-
tische Reduktionen™ im Bereich der Biokatalyse eine groBe
Rolle spielen, waren wir an der Kompatibilitit dieser beiden
Reaktionstypen in Wasser interessiert. Als erstes Beispiel
eines Eintopfverfahrens, bei dem eine Palladium-katalysierte
Kreuzkupplung mit einer Biotransformation im wissrigen
Reaktionsmedium kombiniert wird, stellen wir hier die Syn-
these von chiralen Biaryl-haltigen Alkoholen 4 durch Suzuki-
Kreuzkupplung und nachgeschaltete asymmetrische enzy-
matische Reduktion vor (gemiB dem in Schema 1 darge-
stellten Synthesekonzept).

Alkohol-

O CHj Dehydrogenase Hs
3a

in situ gebildet, NADH NAD+

nicht isoliert
OH \ e]
PN PN

HC™ CH Alkohol- H,C™ CHs

Dehydrogenase

= Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucle-

Die grundsitzliche Schwierigkeit der Entwicklung eines
solchen Zweistufen-Eintopfverfahrens, insbesondere was die
Kompatibilitdt von Metall- und Biokatalyse angeht, zeigte
sich in den einleitenden Versuchen: Bei getrennter Durch-
fithrung von Suzuki-Kreuzkupplung und enzymatischer Re-
duktion verliefen beide Reaktionen glatt (Schema 2 A). Fiir
die Synthese von 3a im ersten Schritt verwendeten wir den
Palladiumkomplex § und das Phosphan 6 als Katalysatorsys-
tem, da es bereits fiir die Suzuki-Kreuzkupplung im wissrigen
Medium eingesetzt worden war,”? und wir erhielten mit
1.75 Aquiv. Boronsiure 2a das Biarylketon 3a mit >95%
Umsatz (Schema 2 A, Stufe 1). In einem zweiten Schritt ergab
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[PA(PPh,),Cl,] Q

(5, 2 Mol-%),
PPh, (6, 0.1 Aquiv.) O CHs
.

A) Stufe 1:

Br

Wasser, 70 °C
+ CgHsB(OH),

1a (2a, 1.75 Aquiv.) ~95% Umsatz
Stufe 2: O (S)-ADH aus OH
Rhodococcus sp.,
O CHs NADH, pH 7 O CH,
O Phosphatpuffer, O
3a 2-Propanol (S)-4a
(25%(vIv)), 93% Umsatz
RT >99% ee
B) [Pd(PPh;),Cls]  (S)-ADH aus oH
o] (5,2 Mol-%)  Rhodococcus sp., CH
- PPh, (6, 0.1 Aquiv.) NADH, pH 7, ‘ 8
3 o
Wasser, 70 °C 2-Propanol
Br + CeHsB(OH), (25%(vIv))
1a (2a, 1.75 Aquiv.) RT (S)-4a
44% Umsatz
>99% ee

Schema 2. Synthese in zwei getrennten Stufen (A) verglichen mit der
Zweistufen-Eintopfsynthese (B).

die enzymatische Reduktion des isolierten und gereinigten
Ketons 3a nach Einstellung des pH-Werts auf 7 den ge-
wiinschten Alkohol (S)-4a mit 93% Umsatz und >99% ee
(Schema 2 A, Stufe 2). Diese Reaktion erfolgte unter Einsatz
einer Alkohol-Dehydrogenase (ADH) aus Rhodococ-
cus sp.*! mit Substrat-gekoppelter In-situ-Cofaktorregene-
rierung mit 2-Propanol (das zu Aceton oxidiert wird). Bei der
Kombination dieser beiden Verfahren in einer Zweistufen-
Eintopfsynthese und Einstellung des pH-Werts vor der Bio-
transformation auf 7 wurde das gewiinschte Produkt (S)-4a
jedoch mit einem deutlich geringeren Umsatz von nur 44 %
gebildet (Schema 2B).

Um eine Erklarung fiir dieses unbefriedigende Ergebnis
zu finden, wurde mit 3a als Referenzsubstrat der Einfluss der
Komponenten der Suzuki-Kreuzkupplung auf die Enzymak-
tivitdt in Konzentrationen bis zur Loslichkeitsgrenze spek-
trophotometrisch untersucht (Abbildung 1). Zuerst interes-
sierte uns die potenzielle Inhibierung der ADH durch den
Palladiumkomplex, da die Enzyminhibierung durch Schwer-
metalle ein bekanntes Phinomen ist. Zu unserer Uberra-
schung stellten wir jedoch fest, dass der Palladiumkomplex 5
nur einen geringen negativen Einfluss auf die Enzymaktivitét
hatte (Abbildung 1, Teil A). Selbst bei einer Metallkomplex-
Konzentration von 0.63 mMm blieb die Restaktivitit des
Enzyms bei hohen 79%. Dagegen wurde ein deutlicherer
Riickgang der Enzymaktivitdt in Gegenwart des Phosphans
beobachtet. Beispielsweise lag bei 4 mm Triphenylphosphan
(6) die Restaktivitit bei nur 56 % (Abbildung 1, Teil B). Den
starksten negativen Einfluss auf die Enzymaktivitdt hatte
jedoch die Boronsédure: Bei einer Konzentration von 0.17m
Phenylboronsiure (2a) betrug die Restaktivitit des Enzyms
lediglich 14% (Abbildung 1, Teil C). Erwdhnenswert ist in
diesem Zusammenhang zudem, dass sich das aus der Boron-
sdure wahrend der Suzuki-Kreuzkupplung entstehende Salz
der Borsédure weitaus weniger negativ auf die Enzymaktivitét
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Abbildung 1. Einfluss der Komponenten aus der Suzuki-Kreuzkupplung
auf die Enzymaktivitit.

auswirkte: Die Restaktivitdt betrug beispielsweise bei einer
Salzkonzentration von 0.17M immer noch 66 %.

Aus diesen Befunden leiteten wir folgende Vorausset-
zungen fiir eine Enzym-kompatible Suzuki-Kreuzkupplung
ab: a) kein Einsatz eines Phosphanadditivs, b) kein Uber-
schuss an Boronsiure, c¢) quantitativer Umsatz unter kom-
plettem Verbrauch der Boronsidure und d) Wasser als Reak-
tionsmedium. Eine solche Suzuki-Kreuzkupplung wurde an-
schlieBend fiir die Synthese des Biarylketons 3a als Modell-
reaktion entwickelt. In Gegenwart von [Pd(PPh;),Cl,] (5) als
Katalysator und exakt einem Aquivalent Phenylboronsiure
(2a) verlduft die Reaktion in Wasser erfolgreich unter Bil-
dung von 3a mit > 95 % Umsatz (Schema 3).

Erfreulicherweise erwies sich die resultierende Reakti-
onsmischung auch als kompatibel mit einer in einem Ein-
topfverfahren nachgeschalteten ADH-katalysierten Reakti-
on. Die Kombination dieser Suzuki-Kreuzkupplung mit einer

o [Pd(PPh3),Cl,]
(5, 2 Mol-%),

CHj
/@)‘\CHS Wasser O
Br

CeHsB(OH), O
1a (2a, 1 Aquiv.) 3a
>95% Umsatz

Schema 3. Optimierte Suzuki-Kreuzkupplung in Wasser.
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sich (nach Einstellung des pH-Werts auf 7) anschlieBenden
enzymatischen Reduktion unter Substrat-gekoppelter Co-
faktorregenerierung mit 2-Propanol fiithrte zum gewiinschten
Biaryl-substituierten Alkohol (S)-4a mit einem Umsatz von
91 % und einer exzellenten Enantioselektivitdt von > 99 % ee
(Tabelle 1, Versuch 1). Dieser Umsatz von 91% entspricht

Tabelle 1: Substratspektrum der Zweistufen-Eintopfsynthese.?!

[Pd(PPh;),Cl,]  (S)-ADH aus OH
(5, 2 Mol-%), Rhodococcus sp.,

R
°c NADH, pH7 R\~
B_/ | CH, Wasser, 70 °C P @ | CH,
T RCHB(OH),  2-Propanal =/ %
2,1 Aquiv. 25%(viv)),
1 (2,1 Aquiv.) R('?'/V)) ()4
Versuch Produkt Umsatz [%)] ee [%6]"
OH
CH,
1 91 >99
O (S)-4a
O OH
2 O CHs 83 >99
(S)-4b
OH
CH,
3 O 67 >99
H,C (S)-4¢

[a] Die Versuchsvorschrift findet sich unter Experimentelles. [b] Der ee-
Wert wurde durch chirale HPL-Chromatographie mit einem Hexan/2-
Propanol-Gemisch (95:5) als Eluens bestimmt [4a: Daicel-Chiracel-OD-
Siule; 4b: Daicel-Chiracel-OJ-H-Siule; 4c: Daicel-Chiracel-AD-H-S&ule].

nahezu dem berechneten Gesamtumsatz aus den beiden ge-
trennt durchgefiihrten Reaktionen (gemafl Schema 2 A). Dies
unterstreicht, dass in dem hier vorgestellten Eintopfverfahren
die Reaktionsmischung der Suzuki-Kreuzkupplung vor allem
im Hinblick auf den Umsatz (nahezu) keinen negativen
Einfluss auf die nachgeschaltete In-situ-Biotransformation
hat. Dariiber hinaus eignet sich dieses Zweistufen-Eintopf-
verfahren fiir ein breites Spektrum an Substraten. Ausgehend
von 3-Bromacetophenon ergibt beispielsweise die Kombina-
tion von Suzuki-Kreuzkupplung und ADH-katalysierter Re-
duktion im wissrigen Medium das Produkt (S)-4b mit 83 %
Umsatz und > 99 % ee (Versuch 2). Ebenso kann die Boron-
sdure-Komponente variiert werden, was am Beispiel der
Synthese von (S)-4¢ mit 67% Umsatz und > 99 % ee ausge-
hend von 4-Methylphenylboronsdure gezeigt wurde (Ver-
such 3).

Fine weitere Herausforderung ist die Synthese von
Biaryl-haltigen Diolen wie (S,5)-7. Chirale Diole sind wert-
volle (Monomer-)Bausteine beim Aufbau enantiomeren-
reiner Polymere. Bislang ist der asymmetrische Zugang zu
Bis(a-hydroxyethyl)biphenylen lediglich iiber eine Mehrstu-
fensynthese ausgehend von (R)-3-Bromphenylethan-1-ol als
chiralem Auxiliar,' eine diastereoselektive Synthese'” oder
enzymatische Racematspaltung!'® bekannt. Im Folgenden
beschreiben wir die erstmalige asymmetrische (bio-)katalyti-
sche Synthese dieses Molekiiltyps ausgehend von einer (in
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situ durch Suzuki-Kreuzkupplung hergestellten) Diacetylbi-
phenyl-Verbindung. mit unserer Zweistufen-Eintopfmetho-
de. Die Suzuki-Kreuzkupplung der prochiralen Substrate 4-
Bromacetophenon (1a) und 3-Acetylphenylboronsdure (2¢)
und die nachfolgende enzymatische In-situ-Reduktion des
gebildeten Diacetylbiphenyl-Intermediats im wéssrigen
Medium lieferte das gewiinschte Diol (S,5)-7 mit hoher Dia-
stereoselektivitit (d.r.=25:1) und exzellenter Enantioselek-
tivitdt von > 99 % ee (Schema 4).

H;C

.OH

o [Pd(PPh),Cl] _ (S)-ADH aus

(5, 2 Mol-%), Rhodococcus sp.,
CHj
Br

Wasser, 70 °C  NADH, pH7

B(OH), 2-Propanol
1a (250§¥/V))’ ‘ oH
CH, CH,
0 (S,5)-7
2¢ (1 Aquiv.) 7§°f’ B’;‘g"fz
>99% ee

Schema 4. Synthese des enantiomerenreinen Diols (S,5)-7.

Die hier vorgestellte Zweistufen-Eintopfsynthese der
chiralen Biaryl-haltigen Alkohole (S)-4 und (S,S)-7 durch
Suzuki-Kreuzkupplung und nachgeschaltete enzymatische
Reduktion ergab die Produkte mit Umsétzen bis 91 % und
exzellenten Enantioselektivitidten von >99 % ee. Nach unse-
rem Kenntnisstand ist diese Zweistufen-Eintopfsynthese die
erste Kombination einer Palladium-katalysierten Kreuz-
kupplungsreaktion mit einer (asymmetrischen) Biotransfor-
mation im wiassrigen Reaktionsmedium. Derzeit untersuchen
wir weitere Mehrstufen-Eintopfsynthesen, bei denen chemo-
und biokatalytische Reaktionen im wiéssrigen Reaktions-
medium kombiniert werden.

Experimentelles
Spektrophotometrischer Assay zur Bestimmung der Enzymaktivitét
(siche Abbildung 1): In Anlehnung an eine frithere Arbeitsvor-
schrift'”! wurde der Verbrauch an NADH durch Oxidation zu NAD™
in Gegenwart von 4-Phenylacetophenon (3a) als Substrat und dem
jeweiligen Additiv spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von
340 nm bestimmt (g3, =6.3 mM 'cm™'). Die untersuchten Additive
und ihre Konzentrationen sind in Abbildung 1 angegeben. In einer
Kiivette (1 mL) wurden 960 pL einer Pufferlosung von 4-Phenyl-
acetophenon (3a: 10 mm; Phosphatpuffer: pH 7.0, 50 mm), die das
Additiv in unterschiedlichen Konzentrationen enthielt, und 20 uL
einer Pufferlosung von NADH (NADH: 12.5 mMm; Phosphatpuffer:
pH 7.0, 50 mm) vorgelegt und mit 20 uL einer 1:100 verdiinnten En-
zymlosung der (S)-ADH aus Rhodococcus sp. (partiell gereinigt;
NADH-abhingig; volumetrische Aktivitdt: 116 UmL™") versetzt.
Die relativen Aktivitdten wurden durch den Vergleich der spektro-
photometrisch erhaltenen Enzymaktivititen (in UmL™") mit der
Enzymaktivitit ohne das Additiv (als Referenzexperiment mit der
relativen Aktivitdt 100 %) bestimmt. U ist immer auf 3a als Stan-
dardsubstrat bezogen.

Zweistufen-Eintopfsynthese der Biaryl-haltigen Alkohole (S)-4
(siche Tabelle 1): In einem 25-mL-Rundkolben wurden zu einer
Losung von 10 mmol Natriumcarbonat in 7.5 mL Wasser nacheinan-
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der 0.25 mmol Arylboronséure 2, 0.25 mmol Bromacetophenon 1 und
0.005 mmol Bis(triphenylphosphan)palladium(II)-chlorid (5, 2 Mol-
%) gegeben. Das resultierende Reaktionsgemisch wurde 17 h bei
70°C geriihrt und anschlieBend auf Raumtemperatur abgekiihlt.
Nach Einstellen des pH-Werts durch Zugabe von Salzsdure auf 7
wurden zur Reaktionsmischung 2.5 mL 2-Propanol, 0.02 mmol des
Cofaktors NADH!"® und 46 U (Versuche 1 und 2 in Tabelle 1) oder
69 U der ADH aus Rhodococcus sp. (Versuch 3 in Tabelle 1) hinzu-
gefligt und die Mischung 48 h bei Raumtemperatur geriihrt. An-
schlieBend wurde die wissrige Phase dreimal mit jeweils 20 mL Di-
chlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und nach Filtration im Vakuum
vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde durch Flash-
Chromatographie gereinigt (Kieselgel 60 A; : 1.5cm; Linge:
15 cm; Eluens: n-Hexan/Ethylacetat (5:1)). Die Alkohole (S)-4
wurden als farblose Feststoffe (4a,c) bzw. als farbloses Ol (4b) er-
halten.
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