
Tabelle 1. Enzymatische Hydrolyse der Malonslluredialkylester 1 zu den 
-monoalkylestern 2. 

R' R" R Enantiomerenverhaltnis [a] 
~ ~ 

I nBu Me Et 69 : 31 
b nBu Me Me 75 : 25 
C Et Me Et 60 : 40 
d nPr Me Et 54 : 46 
e Ph Me Et 9 3 :  7 
I Ph Et Me 9 2 :  8 

[a] Bestimmt durch 250 MHz-'H-NMR mit (+)-(R)-a-Methylbenzylamin. 

f abhangen. Sie sind am groaten, wenn die GroBendiffe- 
renz der Substituenten R' und R" ein Maximum erreicht. 
Methylester, die auch wegen ihrer hoheren Verseifungsge- 
schwindigkeiten vorzuziehen sind, scheinen etwas hohere 
Enantiomerenreinheiten als Ethylester zu ergeben. Im Hin- 
blick auf prlparative Anwendungen erwiesen sich l e  mit 
If als besonders gunstig. Die Monoester 2e bzw. 2f ent- 
standen rnit gunstigen Enantiomerenverhaltnissen, die 
durch Umkristallisation auf > 97 : 3 (NMR) verbessert 
werden konnen. 
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Enzymatische Synthesen chiraler Bausteine aus 
prochiralen mewsubstraten : Herstellung von 
Methyl(hydrogen)-l,2-~ycloalkandicarbxylaten* * 
Von Manfred Schneider*, Norbert Engel, Petra Honicke, 
Gerd Heinemann und Helmut Gorisch 

Die enantioselektive Hydrolyse der prochiralen cis- 1,2- 
Diester la-f zu den Monoestem 2a-f fuhrt zu chiralen 
Bausteinen fur vielfgltige Anwendungen, einschliel3lich 
der Naturstoffsynthese. Durch selektive Folgereaktionen, 
z. B. Umwandlung in die enantiomeren Lactone 3 und ent-3 
sowie selektive Isomerisierungen zu den trans-Enantio- 
meren 4 und ent-4 und deren Folgeprodukten konnen aus 
2a-f, unabhangig von deren absoluten Konfigurationen, 
prinzipiell alle denkbaren enantiomeren Reihen potentiel- 
ler Zielmolekiile gewonnen werden. 

x 1  
M e 0 2 C  COzMe 

4 enr-4 p 
M e 4  COzH 

Voraussetzung dafur ist, da13 la-f isomerenrein und in 
grol3eren Mengen einfach zuganglich sind. Bei l e , f  ist 
dies der Fall; dagegen sind die bekannten Wege zu la ,  c, d 
weniger zufriedenstellend, und eine stereoselektive Syn- 
these fur l b  war bisher unbekannt. Wir haben daher eine 
einfache, allgemeine Methode zur simultanen Isomerisie- 
rung und Cyclisierung von trans-l,2-Cycloalkandicarbon- 
sauren rnit (CF,CO),O entwickelt; die erhaltenen cis-An- 
hydride lassen sich direkt rnit MeOH/HC(OMe), zu la-f 
umsetzen121. 

Enzyme konnen die enantiotopen Gruppen in (prochira- 
len) meso-Formen unterscheiden und diese enantioselektiv 
in chirale Molekule ~ r n w a n d e l n ~ ' ~ ~ ~ .  Schweineleber-Este- 
rase hat sich bereits bei der Verseifung vieler strukturell 
unterschiedlicher Carbonsaureester be~ahr t [ ' ~~ ' - ' ~ .  Sie er- 
schien uns daher besonders attraktiv als Reagens fur die 
Umsetzungen 1 --c 2. 

la-f wurden dam in 0.1 M Phosphatpuffer suspendiert 
und rnit der Esterase versetzt. Die beginnende Verseifung 
zeigt sich durch Abnahme des pH-Wertes, der durch 1 N 
NaOH auf pH 7 oder 8 gehalten wird. Nur eine Ester- 
gruppe wird verseift. Nach Ansauern lieBen sich 2a-f mit 
Ether extrahieren. Die Diastereomerenreinheiten (zur Prii- 
fung auf mogliche Isomerisierungen) wurden durch GC an 
wiederveresterten (MeOH/HC(OMe)3) Proben von 2a-f 
ermittelt. Die Enantiomerenverhaltnisse wurden an den 
Rohprodukten durch 250MHz-'H-NMR-Spektroskopie 
nach Derivatisierung mit (+)-(R)-a-Methylbenzylamin be- 
stimmt (Tabelle 1). 

Die absolute Konfiguration von 2a war bekannt"]. 2bIB1 
wurde durch selektive, basekatalysierte (NaH/Dimethyl- 
sulfoxid) Isomerisiemng rnit dem bekannten trans-Enan- 
tiomer 4b korreliert, 2cI8] durch Cyclisierung zu den be- 
kanntenl'bl Lactonen 3cIent-3c. Die absoluten Konfigura- 
tionen von l e ,  f sind durch Rbntgen-Strukturanalysen ge- 
sichert['l. ['I Prof. Dr. M. Schneider, Dr. N. Engel, P. Hanicke, G. Heinemann 
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len hoch (etwas haher bei pH 7 als bei pH 8, vielleicht we- 
gen partieller nichtenzymatischer Hydrolyse) und konnen 
durch Umkristallisationen weiter erhoht werden. 2b und 

I"] Hydrolytischc Enzyme in der organischen Synthese, 3. Mitteilung. Vor- 2f entstehen fast enantiomerenrein. Die einzige Ausnahme 
ist (+)-2d, welches sich rnit sehr geringer Enantiomeren- 
reinheit bildet- 

Die absoluten und relativen Reaktionsgeschwindigkei- 

gctragen beim 2nd International Symposium on Synthesis and Biotech- 
nology of Biologically Active Natural Products, 14.-19. August 1983 in 
Budapest. Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft und dem Fonds dcr Chemischen Industrie unterstlltzt. Wir dan- - - 
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danken wir fur Diskussionsbeitrage und fllr die Mitteilung von Ergeb- 

ten (Tabelle 1) wurden unter standardisierten Bedingungen 

AnsatZen kicht loo (oder looo) lo Einheiten/ 
bestimmt. Die Enzymkonzentration kann in praparativen 

nissen. - 2. Mitteilung: [4]. mmol Substrat verringert werden. 
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Whhrend die Umsetzungen von lb-f mit akzeptablen bei - 30°C kristallisiert. Die farblosen Kristalle von (-)- 
Geschwindigkeiten ablaufen (2- bis 5mal schneller bei pH 2b, 13.5 g (93%), Fp=82"C, [a]:: -13.2 (C 1.7, CHCl,), 
8 als bei pH 7), wird l a  unter diesen Bedingungen nicht werden durch Filtration isoliert. Umkristallisation aus 
verseiftt4'. Auch bei lOfach hoherer Enzymkonzentration Benzol (20 mL) ergibt 12 g enantiomerenreines ( - )-Zb, 

hen Enantiomerenreinheit hat sie also nur geringen priipa- ~5=1.36(m,1H),1.72(rn,lH),2.14(m,2H),3.74(s,3H), 
rativen Wert. 11.36 (bs, 1 H). 

ist die Reaktion l a  + 2a sehr langsam. Trotz der relativ ho- [a]:: -15.3 (C 1, CHCI,); 250MHz-lH-NMR (CDCI,): 

Tabelle 1. Enzymatische Hydrolyse von prochiralen meso-Diestern 1 zu chiralen Monoestern 2 [a, b]. 

Substrat R Produkt pH Reaktions- [UE Enantiomeren- Ausb. 
dauer verhaltnis w1 
t l /z  M (re14 WMR) 

COIMe 
(-)-(lS,2R)-29 

COzH 
18 CMe2 

Ib CH2 (-)-(IS,2R)-Zb 

<;re ( + )-( lR,2S)-k 

(+)-2d PI 

P O z H  
(+)-(lSJR)-Ze 

COzMe 

&02H 

1f (CH2CH=)2 Y- (+)-( lS,2R)-Zf 
C02Me 

8 nicht meDbar - - - 
7 100 (1.5) [c] 17.5 [el 90:lO 42 
8 50 (3) ICI - 17.0 [el 85:15 50 

7 
8 

7 
8 

9 (17) - 15.0 [d] 
3 (50) - 13.2 [d] 

>97: 3 
93: 7 

2 (75) + 1.6 [dl 93: 7 
1.5 (100) + 1.5 [el 90:lO 

14 (10) * 0 [d, el 55 :45 

14 (10) + 4.1 [el 90 : 10 
1.5 (100) + 3.6 [el 85 : 15 

90 
93 

98 
98 

80 

75 
80 

7 5 (30) + 2.9 [d] >97:  3[fj 94 
8 1.5 (100) + 2.8 [d] >97: 3[Q 90 

[a] Alle Rodukte wurden spektroskopisch eindeutig charakterisiert 161. [b] Alle Experimente wurden unter standardisierten Bedingungen (T- 26"C, 10 mmol Sub- 
strat, 40 mL 0.1 M Phosphatpuffer, 100 Einheiten- 1 mg Schweineleber-Esterase/mmol Substrat) durchgefiihrt. [c] Experimente mit 1000 Einheiten= 10 rng/mmol 
la. [d] (c 1, CHCL). [el (c 1, MeOH). [Q Vgl. 191. kg] 29 wurde nicht wie eine Caronsilure, sondern in Analogie zu Zb, c, e, f numeriert. [h] Wegen der niedrigen Enan- 
tioselektivitat der Reaktion wurde die absolute Konfiguration von ( +)-2d bisher nicht bestimrnt. 

Wegen der giinstigen Enantiomerenverhlltnisse und Re- 
aktionsgeschwindigkeiten ist die Herstellung von 2b, c, e, f 
dagegen von Interesse. Diese Reaktionen wurden von den 
iiblichen 10-50 mmol auf einen MaBstab von 700-1000 
mmol gebracht. 100 g (-)-2b konnten auf diese Weise in 
einem einzigen Experiment erhalten werden. Erste Experi- 
mente mit Esterase, die an CNBr-aktivierter Sepharose im- 
mobilisiert (1.3 mg Protein/mL Gel; spezifische Aktivitlt: 
50% des I6slichen Enzyms) ist, zeigten, daO damit die glei- 
chen Enantiomerenreinheiten enielt werden. 

Allgemeine Arbeitsvorschrifi 
(-)-2b: Zu 15 g (0.1 mol) l b  und 100 mL Phosphatpuffer 

(0.1 M, pH 8) wurden unter Riihren 1000 Einheiten (ca. 10 
mg) Schweineleber-Esterase gegeben. Der pH-Wert wird 
durch Zugabe von 1 N NaOH aus einem Autotitrator wIh- 
rend der gesamten Reaktion ( t s ~ 2 5  h) auf pH 8 gehalten. 
Nach Zugabe von 100 mL (0.1 mol) NaOH hort die Reak- 
tion von selbst auf. Man bringt das Gemisch mit 5 N HCI 
unter Riihren und Kiihlen auf pH 2 und extrahiert konti- 
nuierlich mit Et20. Die organische Phase wird getrocknet, 
und alle Usungsmittel werden entfernt. Der Riickstand 
wird mit 15 mL Et20 versetzt und zuerst bei O'C, dann 2 d 
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