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Synthese und Reaktionen optisch aktiver Cyanhydrine

Franz Effenberger *

Bei der groBen Bedeutung, die Cyanhy-
drine in der Technik und in der Organi-
schen Chemie immer schon hatten, ist es
erstaunlich, daB optisch aktive Cyanhy-
drine erst in den letzten Jahren intensi-
ver untersucht und in der Synthese ein-
gesetzt wurden. Der Grund dafir ist
wohl darin zu sehen, daB3 es erst in neu-
erer Zeit gelungen ist, chirale Cyanhy-
drine, hauptséchlich mit enzymatischen
Methoden, relativ einfach und in hoher
optischer Reinheit herzustellen. Chirale
Cyanhydrine sind, zumeist als Glycoside
geschiitzt, in der Natur weit verbreitet.
Annédhernd dreitausend Pflanzen und
vielen Insekten dienen sie unter anderem
als Abwehrstoffe gegen ,,Fresser. Ihre
groBe Bedeutung in der Organischen
Chemie beruht auf ihrem enormen Syn-

thesepotential fiir die Gewinnung ande-
rer wichtiger chiraler Verbindungen. In
Wirkstoffen sind chirale Cyanhydrinbau-
steine nur vereinzelt enthalten. Wegen
der Notwendigkeit, bei neuen Wirksub-
stanzen mit Chiralitdtszentren, simtliche
Stereoisomere herzustellen und sie be-
ziiglich ihres Wirkungsspektrums sowie
ihres Metabolismus zu untersuchen, ist
die Entwicklung neuer und einfacher ste-
reoselektiver Synthesen erforderlich. Chi-
rale Cyanhydrine konnen hierbei wert-
volle Ausgangsverbindungen sein. Im
vorliegenden Artikel werden folgende
Themen behandelt: die durch die Enzy-
me (R)- oder (S)-Oxynitrilase katalysier-
te enantioselektive Addition von Blau-
sdure an Aldehyde und Ketone zu (R)-
bzw. (S)-Cyanhydrinen; die durch cycli-

sche Dipeptide katalysierte enantiose-
lektive Addition von Blausdure an Al-
dehyvde; die durch Lipasen und Esterasen
katalysierte enantioselektive Hydrolyse
bzw. Veresterung racemischer Cyanhy-
drine und Cyanhydrinester; Folgereak-
tionen der Nitrilgruppe chiraler Cyan-
hydrine zu optisch aktiven a-Hydroxy-
carbonsduren, a-Hydroxyaldehyden, a-
Hydroxyketonen und 2-Aminoalkoho-
len; Folgereaktionen der OH-Gruppe
chiraler Cyanhydrine durch Sulfonylak-
tivierung und anschlieBende stereoselek-
tive Substitution mit Nucleophilen unter
Konfigurationsumkehr zu optisch akti-
ven o-Azidonitrilen, - Aminonitrilen und
a-Fluornitrilen.

1. Einleitung

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Verfahren zur Her-
stellung optisch aktiver Cyanhydrine entwickelt, da {iber diese
andere wichtige Klassen optisch aktiver Verbindungen, z.B. «-
Hydroxycarbonsduren, z-Hydroxyaldehyde und 2-Aminoalko-
hole, leicht zu erhalten sind!* 3.

Bei den bisher beschriebenen stereoselektiven Synthesen von
Cyanhydrinen kann zwischen chemischen Methoden und enzym-
katalysierten Verfahren unterschieden werden. Die wichtigsten
chemischen Methoden sind die diastereoselektive Addition von
Trimethylsilylcyanid ! oder von vergleichbaren anderen Cyanie-
rungsagentien™ an optisch aktive Aldehyde und die enantiose-
lektive Addition von Trimethylsilylcyanid an Aldehyde in Gegen-
wart chiraler Katalysatoren!® 7. Enzymkatalysiert sind optisch
aktive Cyanhydrine zum einen iber die durch Oxynitrilasen
katalysierte enantioselektive Addition von Blausidure an Alde-
hyde und zum anderen ilber enantioselektive Verseifungen
racemischer Cyanhydrinester oder enantioselektive Veresterun-
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gen racemischer Cyanhydrine mit Lipasen bzw. Esterasen zu-
géinglich.

Bei dieser Unterteilung in chemische und enzymatische Syn-
thesemethoden ist die Zuordnung des Verfahrens unter Verwen-
dung cyclischer Dipeptide, die in speziellen Fillen eine enantio-
selektive Addition von Blausdure an Aldehyde katalysieren, nicht
ohne weiteres mdglich!®, Formal sind cyclische Dipeptide zwar
als chirale Katalysatorcn anzusehen, eine strukturelle Ahnlichkeit
mit den aktiven Zentren in Oxynitrilasen, deren Struktur noch
vOllig unbekannt ist, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Ein Vergleich der Vor- und Nachteile der chemischen mit denen
der enzymatischen Methoden zur allgemeinen Synthese optisch
aktiver Cyanhydrine fillt eindeutig zugunsten der enzymkataly-
sierten Verfahren aus und zwar sowohl beziiglich der erreichba-
ren optischen Ausbeuten, als auch bezuglich der Herstellung
groBerer Mengen an Cyanhydrinen. Dies schlieft nicht aus, dal3
in einigen Fillen auch anderc Verfahren vorteilhaft sein kénnen.

In diesem Ubersichtsartikel werden ausschlieBlich die enzym-
katalysierten Verfahren und die Anwendung cyclischer Dipeptide
als Katalysatoren zur Synthese optisch aktiver Cyanhydrine zu-
sammengefalt und diskutiert, wobei ihrer Bedeutung entspre-
chend Aldehyd-Cyanhydrine im Vordergrund stehen. Dariiber
hinaus wird das groBe Synthesepotential der optisch aktiven
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Cyanhydrine fur die Synthese anderer wichtiger chiraler Verbin-
dungen aufgezeigt.

2. (R)-Oxynitrilase-katalysierte Additionen von
Blausiiure an Aldehyde

Die von Rosenthaler 1908 publizierte Synthese von Mandel-
sdurenitril aus Benzaldehyd, Blausidure und Emulsin als Enzym-
quelle ist wahrscheinlich eine der ersten ,,Durch Enzyme bewirk-
ten asymmetrischen Synthesen“!®. Obwohl schon von Rosen-
thaler recht genaue Angaben iiber den Ablauf der Reaktion und
den EinfluB der Reaktionsbedingungen auf die optische Aus-
beute gemacht wurden, fand dieser duBerst interessante Ansatz
einer enzymkatalysierten asymmetrischen Synthese nur wenig
Beachtung!'%l.

Erst mehr als fiinfzig Jahre spédter wurden diese Untersuchun-
gen von Pfeil et al. wieder aufgenommen und die Methode er-
folgreich weiterentwickelt. Das im Emulsin vorhandene, die Ad-
dition von Blausdure an Benzaldehyd katalysierende Enzym
(R)-Oxynitrilase [EC 4.1.2.10] wurde aus Bittermandeln ( Prusnus
amygdalus) isoliert, gereinigt und charakterisiert!* . Es wurde
gezeigt, daB die (R)-Oxynitrilase neben dem natiirlichen Sub-
strat Benzaldehyd auch andere aromatische sowie aliphatische,
ungesittigte und heterocyclische Aldehyde als Substrate akzep-
tiert und die Bildung der entsprechenden (R)-Cyanhydrine kata-
lysiert!*?]. Die {iber die Drehwerte bestimmten optischen Aus-
beuten waren beim (R)}-Mandelsdurenitril mit 86% Enantio-
mereniberschuB} (ee) fiir damalige Verhdltnisse hoch. Bei lang-
sam reagierenden Aldehyden waren die optischen Ausbeuten
deutlich niedriger*?, so daB diese sehr einfache Synthese von
(R)-Cyanhydrinen in den nachfolgenden zwei Jahrzehnten
praktisch keine Anwendung und Beachtung fand.

Alle Bemiihungen, die optischen Ausbeuten unter den von
Pfeil et al. angewendeten Reaktionsbedingungen — Wasser oder
Wasser/Ethanol als Lésungsmittel und ein pH-Wert von etwa 5,
der dem Wirkungsoptimum des Enzyms entspricht™ 2% — zu ver-
bessern, waren erfolglos!* 34, Unter diesen Bedingungen lieB sich
die chemische Addition von Blausidure an Aldehyde, die zu race-
mischen Produkten und damit zu einer Verschlechterung der
optischen Ausbeute bei der enzymatischen Synthese flihrt, nicht
unterdriicken. Erwartungsgeméal macht sich dieser Nachteil be-
sonders bei den Aldehyden bemerkbar, die enzymkatalysiert
langsam reagieren.

Ein entscheidender Durchbruch gelang, als gezeigt werden
konnte, daB3 die unerwiinschte chemische Addition der Blausidure
an Aldehyde weitgehend unterdrickt werden kann, wenn die
Reaktionen in mit Wasser nicht mischbaren organischen Lo-
sungsmitteln, z.B. Ethylacetat oder Diisopropylether, durchge-
fithrt werden (Abb. 1)!'31. Da, wie Abbildung 1 zeigt, die unka-
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% 50

t [min] —

Abb. 1. Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten der chemischen (- ---) und enzy-
matischen (—) Additionen von HCN an Benzaldehyd (x = Molenbruch [%]) in
H,0/EtOH und in Ethylacetat (EE).

talysiertec Addition von Blausiure an Benzaldehyd in Ethylace-
tat nicht oder nur sehr langsam erfolgt, werden bei Alde-
hyden, die schlechte Substrate flir das Enzym sind und die
deshalb auch enzymkatalysiert langsam reagieren, trotzdem
hohe optische Ausbeuten erreicht {Schema 1, Tabelle 1}131, (R)-

o) OH
Vi (R)-Oxynitrilase |
R-C  + HON —— »
\ H,O/EIOH oder R \H
H org. Solvens CN
1 (R)-2

Schema 1. Synthese von (R)-Cyanhydrinen durch (R)-Oxynitrilase-katalysierte
Addition von HCN an Aldehyde.

Oxynitrilase zeigt die bei Enzymen nicht so hdufig anzutreffende
vorteilhafte Eigenschaft, dafl sie trotz geringer Substratselek-
tivitat Produkte mit hoher optischer Reinheit liefert. So werden
von der (R)-Oxynitrilase aromatische und aliphatische Aldehy-
de gleichermaBen akzeptiert und enantioselektiv mit HCN um-
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Tabelle 1. Synthesc der (R)-Cyanhydrine (R)-2 durch enzymkatalysierte Addition von
HCN an Aldehyde 1 in H,0/EtOH und in organischen Losungsmitteln |13].

R in H,0/EtOH in Ethylacetat/Avicel [a] in Diisopropylether/
Avicel [a]

b Ausb. ee[b] ¢ Ausb. ee [b] ! Ausb.  ee[b]

[k} %1 [%] [h] [%] [%] fh]  [%] %)
CcH; 1 99 86 25 95 9 3 96 >99
3-CcH,0-CiH, 5 99 11 192 99 98 - - -
2-Furyl 2 36 69 4 88 99
3-Thienyl - - - - 6 95 >99
3-Pyridyl 25 78 7 45 89 14 3 97 82
H,CCH=CH 1.5 68 76 3 68 97 — - -
H,CS(CH,), 3 87 60 6.5 97 80 16 98 96
C,H, 2 75 69 - - - 16 98.6 98
CeH(CH,), - - - - - - 45 94 90
(H,0),C 2.5 56 45 45 718 73 45 84 83

[a] Das Enzym wurde auf einer kristallinen Cellulose (Avicel) gebunden eingesetzt.
[b] Nach Umsetzung mit (R)-z-Methoxy-a-trifluormethylphenylessigsdurechlorid [(R}-
(+)-MTPA-Chlorid] zu den diastereomeren (R)-(+)-MTPA-Estern oder nach Acetylie-
rung mit Acetanhydrid gaschromatographisch bestimmt [13].

gesetzt (Tabelle 1). Selbst bei sterisch anspruchsvollen Edukten
wie Isopentylaldehyd werden hohe optische Ausbeuten (83% ee)
erreicht. Am Beispiel der Umsetzung von 3-Phenoxybenzalde-
hyd wird der Vorteil des organischen Losungsmittels gegentiber
dem wilrigen System besonders deutlich: Selbst bei einer Reak-
tionszeit von 192 Stunden ist die unkatalysierte Addition so
stark unterdriickt, daB das entsprechende (R)-Cyanhydrin mit
98 % ee erhalten wurde (Tabelle 1). Eine Ausnahme bei diesen
Reaktionen ist Pyridin-3-carbaldehyd, der in Ethylacetat als
Losungsmittel nur niedrige optische Ausbeuten (14% ee)
ergab. Die Produktbildung kann auch von der Art des or-
ganischen LOsungsmittels abhingen, was am Beispiel der Reak-
tion von Pyridin-3-carbaldehyd besonders deutlich wird (Ta-
belle 1).

Uber die Verwendung organischer Losungsmittel bei enzym-
katalysierten Reaktionen gibt es viele Publikationen!!#l. Beson-
ders intensiv wurden Reaktionen untersucht, in denen Wasser
als Reaktionspartner auftritt. Dazu gehoren insbesondere die
durch Lipasen, Amidasen und Proteasen katalysierten Ester-,
Amid- bzw. Peptidbindungskniipfungen und -spaltungen!'*.
Bei der durch (R)-Oxynitrilase katalysierten Cyanhydrinbil-
dung ist Wasser kein Reaktionspartner; es begiinstigt jedoch
offensichtlich die nichtenzymatische Addition von Blausdure an
die Carbonylgruppe.

Unter den vielen organischen Lsungsmitteln, die im Zusam-
menhang mit den Oxynitrilase-katalysierten Reaktionen unter-
sucht wurden!!3), ist Diisopropylether beziiglich der erreichbu-
ren optischen Ausbeuten besonders giinstig, wie beispielhaft aus
einem Vergleich einiger der in Tabelle 1 angefiihrten Reaktionen
in Ethylacetat mit denen in Diisopropylether hervorgeht. Dar-
iiber hinaus bleibt in Diisopropylether als Losungsmittel die
Enzymaktivitdl tiber mehrere Wochen weitgehend erhalten
(Abb. 2), was von groller Bedeutung fiir die praktische Anwen-
dung eines Enzyms ist. In Ethylacetat als Losungsmittel wird
dagegen schon nach wenigen Stunden ein Aktivitdtsabfall der
(R)-Oxynitrilase um mehr als die Hélfte festgestellt (Abb. 2).
Der im Vergleich mit Ethylacetat geringere Wassergehalt des Di-
isopropylethers™®! wirkt sich offensichtlich giinstig auf die Akti-
vitit und die Stabilitdt der (R)-Oxynitrilase aus.
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Abb. 2. Zeitabhiingigkeit der relativen Aktivitit 4 von (R)-Oxynitrilase aul einer
kristallinen Cellulose (Avicel) in Ethylacetat (EE) und in Diisopropylether (iPr,O)
[15a].

Fiir die praktische Durchfithrung der Reaktionen in organi-
schen Losungsmitteln ist es besonders vorteilhaft, daB das Enzym
auf einem geeigneten Trigermaterial, z. B. einer kristallinen Cel-
lulose wie Avicel, adsorptiv so fest gebunden wird, dafl nach
beendeter Reaktion vom ,trigerfixierten Enzym® abfiltriert
und der Katalysator erneut eingesetzt werden kann. Fin weite-
rer Vorteil der Reaktionen mit (R)-Oxynitrilasen in organischen
Lésungsmitteln ist darin zu sehen, daB3 mit relativ hohen Sub-
stratkonzentrationen (bis 2molL~') ohne merkliche Minde-
rung der optischen Ausbeuten gearbeitet werden kann, woraus
sich auBerordentlich giinstige Raum-Zeit-Ausbeuten fir die
Produktbildung ergeben ¢!, Die Reaktionen kdnnen auch kon-
tinuierlich durchgefiihrt werden, indem man die Edukte entwe-
der im organischen Solvens geldst iiber eine Sdule schickt, die
mit dem trigerfixierten Enzym beladen ist!* %2, oder in einem
Membranreaktor reagieren 1ifBt, wobei die Produkte von den
Edukten und dem Katalysator durch Evaporation abgetrennt
werden!13?!,

Durch Erniedrigung des pH-Wertes unter pH 4.0 konnten
Kula et al." 7! bei der durch Oxynitrilasen katalysierten Addi-
tion von Blausdure an Aldehyde auch im wiBrigen Medium
hohe optische Ausbeuten erreichen. Im sauren Medium wird
ebenfalls die chemische Addition von Blausidure an Aldehyde
unterbunden, so daB sich bessere optische Ausbeuten ergeben.
Bei dieser Arbeitsweise ist die Enzymaktivitit wegen des niedri-
geren pH-Werts deutlich verringert, was durch Verwendung
gréBerer Enzymmengen zwar kompensiert werden kann, bei
langsam reagierenden Aldehyden jedoch trotzdem zu schlechten
optischen Ausbeuten fihrt. Aldehyde, die in Wasser schwer
oder nicht 13slich sind, lassen sich auf diese Weise nicht enzym-
katalysiert umsetzen.

Wegen der Toxizitat der Blausdure fehlte und fehlt es nicht an
Versuchen, freie Blausdure bei der Synthese der Cyanhydrine zu
vermeiden. So wurden Aldehyde in Wasser/Ethanol in Gegen-
wart von (R)-Oxynitrilase direkt mit KCN und Essigsdure zu
(R)-Cyanhydrinen umgesetzt, wobei allerdings schlechtere opti-
sche Ausbeuten erzielt wurden!'®!. Transcyanierungen von Al-
dehyden mit Aceton-Cyanhydrin als HCN-Donor in Gegen-
wart von (R)-Oxynitrilase unter Bildung von (R)-Aldehyd-Cy-
anhydrinen und Aceton sind beschrieben'®), die Ergebnisse
konnten jedoch beziiglich der optischen Ausbeuten nicht nach-
vollzogen werden!2°!,
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3. (8)-Oxynitrilase-katalysierte Addition von
Blausfure an Aldehyde

Eine Oxynitrilase, die bevorzugt (S)-Cyanhydrine in Alde-
hyde und Blausaure spaltet, und die damit auch die Umkehrre-
aktion katalysieren mii3te, wurde erstmals 1961 von Conn und
Bové aus Sorghum bicolor isoliert und charakterisiert!?1®. Diese
(8)-Oxynitrilase {EC 4.1.2.11] und die aus Bittermandeln iso-
lierten (R)-Oxynitrilase [EC 4.1.2.10] unterscheiden sich signifi-
kant sowohl in ihrer Strukturf!'® 2221 zi5 auch in ihren
Katalysatoreigenschaften. Der auffélligste Strukturunterschied
besteht darin, daB die (R)-Oxynitrilase eine prosthetische
Gruppe [Flavinadenindinucleotid (FAD)] hat, die bei der (5)-
Oxynitrilase fehlt. Durch Abspalten des FAD verliert die (R)-
Oxynitrilase vollstédndig ihre katalytische Aktivitat.

Die Gewinnung gréBerer, fiir priparative Anwendungen aus-
reichender Mengen an (S)-Oxynitrilase aus Sorghum bicolor ist
wesentlich aufwendiger als die Gewinnung von (R)-Oxynitrilase
aus Bittermandeln. Vermutlich war dies auch der entscheidende
Grund dafiir, daB dieses Enzym erst in jiingster Zeit in der
organischen Synthese verwendet wurde!?3- 241,

(S)-Oxynitrilase aus Sorghum katalysiert ausschlieflich die
Addition von Blausdure an aromatische und heterocyclische
Aldehyde unter Bildung der entsprechenden (S)-Cyanhydrine;
aliphatische Aldehyde sind keine Substrate fiir dieses En-
zym!?3- 24 Umsetzungen mit der (S)-Oxynitrilase als Katalysa-
tor ergeben in organischen Ldsungsmitteln dhnliche optische
Ausbeuten (Schema 2, Tabelle 2)!?*! wie die vergleichbaren Re-
aktionen mit der (R)-Oxynitrilase (Tabelle 1).

OH
Y (S }-Oxynitrilase |
R—C + HCN _— - C. ey
H iPry0 R™ \/ON
H
1 (S)2

Schema 2. Synthese von (5)-Cyanhydrinen.

Tabelle 2. Synthese der (S)-Cyanhydrine (5)-2 durch enzymkatalysierte Addi-
tion von HCN an Aldehyde 1 in Diisopropylether [23].

R (S)-Cyanhydrin 2 R {S)-Cyanhydrin 2
1 Ausb. ee [a] 3 Ausb. ee [a]
[b] %] [%] [h] [%] %]
C.H, 3 91 97 3-F,CCH, 20 87 52

4-CICH, 48 87 54
4H,CCH, 32 78 87
3HOCH, 24 97 91
3BrC,H, 18 94 92
3CICCH, 48 95 91

3-H,COC.H, 20 93 89
3-C;H,OCH, 144 93 96
2-Furyl 9 80 BO
3-Thienyl 20 85 97

fa] Analog Tabelle 1 paschromatographisch als {R)-MTPA-Ester bestimmt.

Bei der Synthese der (S)-Cyanhydrine ist das Arbeiten in orga-
nischen Losungsmitteln gegeniiber dem Arbeiten im wéaBrigen
Medium aus zwei Griinden besonders vorteilhaft: Zum einen sind
in organischen Losungsmitteln wesentlich kleinere Mengen des
schlechter zugénglichen Enzyms erforderlich und zum anderen
lassen sich einige technisch interessante (§)-Cyanhydrine (z.B.
3-Phenoxybenzaldehyd sowic heterocyclische Aldehyde) wegen

1612

der Schwerloslichkeit der Ausgangsaldehyde im wiBrigen Sy-
stem nur schwierig herstellen[24),

Kiirzlich wurde iiber die katalytische Wirkung einer weiteren
(8)-Oxynitrilase berichtet!?>5), die aus den Blittern von Hevea
brasiliensis (Gummibaum) isoliert wurde. Anders als die (S)-
Oxynitrilase aus Sorghum akzeptiert dieses Enzym neben aro-
matischen auch aliphatische Aldehyde als Substrate, wobei die
optischen Ausbeuten bei einigen Substraten allerdings unbefTie-
digend sind!?%1,

Trotz der Verbesserungen und Optimierungen, die bei der
Gewinnung und Isolierung von (S)-Oxynitrilase aus Sorghum
erreicht wurden!?®!, wird fiir technische Anwendungen eine Klo-
nierung und Uberexpression des Gens der (S)-Oxynitrilase in
pro- oder eukaryotischen Produktionsorganismen erforderlich
sein. In den bisherigen Untersuchungen zur Losung dieses Pro-
blems, das fiir Anwendungen dieses Enzyms ausschlaggebend
sein wird, konnte die Klonierung der (S)-Oxynitrilase aus
Sorghum bicolor L. schon weitgehend (90% der nativen Hy-
droxynitril-Lyase (HNL)) verwirklicht werden!?5®l.,

4. (R)-Oxynitrilase-katalysierte Addition von
Blausiiure an Ketone

Nur wenige optisch aktive Keton-Cyanhydrine sind beschrie-
ben. In den meisten Fillen wurden sie durch stereoselektive
Addition von Blausdure oder von Cyaniden an Verbindungen
mit einem Chiralitdtszentrum erhalten. So ist die Addition von
HCN an 17-Oxosteroide hoch diastereoselektivi?™, Ebenfalls
hohe optische Induktionen werden bei den Additionen von
Me,Si{CN), an chirale f-Hydroxyketone!?®], von Et,AICN an
chirale f-Ketosulfoxide!??! sowie von Trimethyl-(2-propenyl)-
silan an optisch aktive Acylcyanide?®® erhalten. Weniger erfolg-
reich beziiglich der chemischen Ausbeuten verliuft die enantio-
selektive Hydrolyse racemischer Ester von Keton-Cyanhydri-
nén mit Hefezellen von Pichia miso™1l.

Der als Cyanogenese bezeichnete Abwehrmechanismus vieler
Pflanzen und einiger Insekten, bei dem enzymkatalysiert Blau-
sdure aus glykosidgeschiitzten Cyanhydrinen freigesetzt wird,
ist nicht auf die Spaltung von Aldehyd-Cyanhydrinen be-
schrankt, sondern wird auch fiir Keton-Cyanhydrine beschrie-
ben!?2!, Es war deshalb zu erwarten, daB auch Ketone Substrate
fir Oxynitrilasen sein kénnen. (R)-Oxynitrilase aus Bitterman-
deln [EC 4.1.2.10], fiir die Benzaldehyd das natiirliche Substrat
ist, katalysiert liberraschenderweise auch die enantioselektive
Addition von Blausdure an Ketone unter Bildung der (R)-
Keton-Cyanhydrine!®*! (Schema 3). 2-Alkanone reagieren da-
bei in guten chemischen und sehr guten optischen Ausbeu-

0 OH
Il (R )-Oxynitrilase |
at-Cgz * HON T ch\,’wﬂ2
3.4 oder Citratpuffer CN
{(R)5, (R)6

3,5:R = Alkyl, R = CH,
-1 2 _
4,6 :R' =Alkyl, Re = C,H;
Schema 3. Synthese von (R)-Keton-Cyanhydrinen.
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ten!*3#1: 3_Alkanone sind deutlich schlechtere Substrate, die un-
befriedigende chemische Ausbeuten bei gleichzeitig verminder-
ter optischer Reinheit ergeben (Tabelle 3)1*31. Bei der Synthese

Tabelle 3. Synthese der (R)-Keton-Cyanhydrine (R)-5 (R?*= CH,;) und (R)-6
{R? = C,H,) durch enzymkatalysierte Addition von HCN an die Ketone 3
(R? = CH,) bzw. 4 (R? = C,H) in Diisopropylether [33a] und in wiBrigem Citrat-
puffer [33b].

R! in Diisopropylether/Avicel [a} in Citratpuffer [b]
(RS [c] (R)-6 [d] (R)-5[c]
Ausb, ee Aush.  ee Ausb. ce
[%] [%] [%]  1%] [%a] [0}
nC,H, 70 97 33 85 78 95
nC,H, 90 98 2t 90 94 98
nCsHy, 88 98 7 66 56 96
(H,C),CHCH, 57 98 - - 40 98

[a] 20 U Enzym pro mmol Kcton. [b] 50 U Enzym pro mmol Keton. [¢] Enantiome-
reniiberschiisse der diastereomeren (R)- oder (S)-MTPA-Ester gaschromatogra-
phisch bestimmt [33]. [d] Enantiomereniiberschiisse nach Verseifung zu den ent-
sprechenden Carbonsiduren und Verestcrung mit Diazomethan gaschromato-
graphisch auf f-Cyclodextrin-Sdulen bestimmt [33b].

von (R)-Keton-Cyanhydrinen werden die besten Ergebnisse
zwar ebenfalls beim Arbeiten in organischen Losungsmitteln
erreicht, die optischen Ausbeuten bei Umsetzungen in Citrat-
puffer (pH < 4) sind jedoch dhnlich grofl, wenn mindestens die
doppelte Menge Enzym eingesetzt wird (Tabelle 3)123?),

Fiir die (S)-Oxynitrilase aus Sorghum bicolor sind Ketone
nach den bisherigen Untersuchungen keine Substratet?4],

5. Cyclodipeptide als Katalysatoren fiir die
enantioselektive Addition von Blausiiure an Aldehyde

Inoue et al. konnten zeigen, daB cyclische Dipeptide (1,4-Di-
oxopiperazine), die einen Histidinrest enthalten, die asymmetri-
sche Addition von Blausiue an Benzaldehyd unter Bildung des
optisch aktiven Mandelsiurenitrils katalysieren!®* >34 Die
héchste optische Ausbeute (97 % ee) wurde dabei mit dem Cy-
clodipeptid aus (S)-Histidin und (S)-Phenylalanin erzielt, wobei
{R)-Mandelsiiurenitril gebildet wird (Tabelle 4)1*#<1. Die Reak-

Tabelle 4. Cyclische Dipeptide als Katalysatoren fiir die enantioselektive Addition
von HCN an Benzaldehyd.

Katalysator Mandelséurenitril Lit.
Ausb. [%] Konfiguration ee [%]

eyelo[ (S)-Ala-(S)-His| 50 R 9.9 [8a, 34a}
cyclo[{R)-Ala-(S)-His] 90 R 7.5 [8a, 34a]
epelo[(S)-His-(5)-His] 50 R 25 [8a. 34a]
cyelo[ (S)-His-(S)-Leu] 85 N 55 [34b]
cyclol{S)-His-(S)-Phe] 40 R 90 [8b]
cyclo{(S)-His-(S)-Phe] 97 R 97 [34¢]
cyclo| (R)-His-(R)-Phe] 86 S 79 [36a]

tion ist nicht auf Benzaldehyd als Substrat beschréinkt: Sie wurde
auch auf andere aromatische Aldehyde und viele heterocyclische,
sowie aliphatische Aldehyde angewendet, wobei jedoch hdufig
nur unbefriedigende optische Ausbeuten erzielt wurden (Tabel-
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Tabelle 5. cyclo|(S)-His-(S)-Phc]-katalysierte enantioselektive Addition von HCN
an Aldehyde 1 unter Bildung von (R)-Cyanhydrinen (R)-2.

R (R)-2 Lit. R (R)-2 Lit.

Ausb,  ee Ausb. ee

{%] %] [%] [%]
3-CH,OCH, 97 92 [34¢ 4-F,CC.H, 90 80 [36b]
2H,COC,H, 45 84 [34c¢] 4«CH,),NC.H, 50 53 [36h]
3-H,COC,H, 97 90  {36b]  2-Naphthyl 100 86 36 b]
4-H,COC,H, 85 83 [36b] 2-Furyl 76 93 [36b]
4-H,CCH, 91 92  [36b]  2-Pyrrolyl 31 0 [36b]
4-0,NC4H, 77 29 [36b]  2-Thienyl 70 58 [36b}
3-HOC H, 75 67 [35b]  3-Pyridyl 89 0 [36b]
4-HOCH, 8 35 [36b] C.H, 100 26 [36b]
4-CIC,H, 96 66 [36b] C.H;CH, 100 14 [36b]
4-NCC.H, 100 32 [34¢] (H,O),CH 79 U [34c]
4-C,JH,0CH, 100 81 [36b] oCH,, 96 58 [34c]

le 5)[34¢:35.361 K etone ergeben die entsprechenden Cyanhydri-
ne mit nur sehr niedrigen optischen Ausbeuten 36?1,

Cyclodipeptide mit (S5,5)-Konfiguration katalysieren in nahezu
allen untersuchten Fillen die Bildung von (R)-Cyanhydrinen im
UberschuB. Binzige Ausnahme ist cyclo[(S)-His-(S)-Leu] als Ka-
talysator, das bevorzugt (S)-Cyanhydrine bildet'>**), Wird statt
cyclo[(S)-His-(S)-Phe] das Enantiomer cyclo[(R)-His-(R)-Phe]
als Katalysator eingesetzt, so werden die (S)-Cyanhydrine im
UberschuB gebildet (Tabelle 4)1*¢*, Diese Moglichkeit der Konfi-
gurationsumkehr durch Variation des Katalysators wurde insbe-
sondere zur Herstellung von (5)-3-Phenoxybenzaldehyd-Cyan-
hydrin genutzt'®®-371; dieses Cyanhydrin ist die Alkoholkom-
ponente eines kommerziell bedeutenden Pyrethroidst>®l.

Trotz umfangreicher Untersuchungen zum Mechanismus der
durch cyclische Dipeptide katalysierten enantioselektiven Addi-
tion von Blausdure an Aldehyde sind noch keine gesicherten Aus-
sagen (iber die Struktur des Ubergangszustandes oder iiber Zwi-
schenstufen und deren Struktur méglich36% 31,

Auch acyclische Dipeptide katalysieren in beschranktem Malle
die enantioselektive Addition von HCN an Aldehyde, wobei
akzeptable optische Ausbeuten allerdings erst in Gegenwart
spezieller Titan-Komplexe erzielt wurden!*,

6. Synthese von (R)- und (S)-Cyanhydrinen durch
kinetische Racematspaltung mit Esterasen und Lipasen

Aldehyd-Cyanhydrine sind sekundére Alkohole und bilden mit
Carbonsiuren Ester. Damit eroffnet sich die prinzipielle Moglich-
keit, racemische Gemische von Cyanhydrinen oder Cyanhydrin-
estern durch Lipase- oder Esterase-katalysierte Esterhydrolysen
bzw. Veresterungen zu trennen 11,

6.1. Enantioselektive Hydrolyse racemischer Cyanhydrinester

Bei der durch Esterhydrolasen aus Pseudomonas sp. katalysier-
ten Verseifung racemischer Cyanhydrinacetate in Phosphatpuffer
bei pH 7 kdnnen nur die nicht umgesetzten Cyanhydrinacetate
in optisch aktiver Form isoliert werden; die durch Hydrolyse
gebildeten chiralen Cyanhydrine racemisieren in der Regel unter
diesen Bedingungen!*2l. Nur in einigen Fillen lassen sich so auch
die freien Cyanhydrine in optisch aktiver Form isolieren!*.
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Fithrt man die Hydrolyse in einem Natriumacetatpufter bei
pH 4.5 und mit Lipasen durch, kénnen in alien Fillen sowohl
die Cyanhydrinester als auch die freien Cyanhydrine in optisch
aktiver Form erhalten werden!*!!. Fiir die Lipase aus Pseudono-
nas fluorescens (A), die Lipase PS (B) und die Lipase P (C) ist
dabei jeweils das (S)-Acetat das Substrat, so daB (S)-Cyanhy-
drine resultieren. Die Lipase aus Candida cylindracea (D) und
die Lipase AY (E) katalysieren dagegen die Bildung der (R)-Cy-
anhydrine (Schema 4)*!. Fiir die Lipasen A, B und C sind

Lipasen (A,B.C) OH OCOR!
Ho0/NaOAG I |
C.. C.., RICO,H
pH45 AN“eN T RTNYH T ©
H CN
. R)-7
/ocon‘ )2 "
R—CH
\
CN
(R/S)7
Lipasen (D E) OH OCOR!
Ho0/NaOAc | |
c., C..., RICOH
pH 45 R \H R \ N : ?
CN H
(R)-2 (5)7

Schema 4. Enantioselektive Hydrolyse racemischer Cyanhydrinester (R = C H,,
C¢H;;R! = CH,, C,H,, C;H,, ,C,H,CH,) mit Lipasen unter Bildung von (R)-Cy-
anhydrinen und (5)-Cyanhydrinestern oder (S)-Cyanhydrinen und (R)-Cyan-
hydrinestern; Lipase aus Pseudomaonas fluorescens (A), Lipase PS (B), Lipase P (C),
Lipase aus Candida cylindracea (D) und Lipase AY (E).

aromatische Cyanhydrinester (R = C,H) gute Substrate, nicht
jedoch die aliphatischen Vertreter (R = C,H,). Die héchsten
optischen Ausbeuten an (§)-Cyanhydrinen (bis 97 % ee) werden
dabei mit den Butyraten (R = C,H,) erreicht. Umgekehrt sind
fiir die Lipasen D und E aliphatische Cyanhydrinester
(R = C;H,) gute Substrate, wobei auch in diesen Fillen die
Butyrate (R! = C,H,) die besten optischen Ausbeuten an (R)-
Cyanhydrinen (bis 86 % ee) ergeben.

6.2. Enantioselektive Veresterung racemischer Cyanhydrine

Chirale Cyanhydrine racemisieren in organischen Losungs-
mitteln nicht merklich. Eine durch Lipasen katalysierte enantio-
selektive Veresterung racemischer Cyanhydrine in einem organi-
schen Losungsmittel ist deshalb fiir eine Racematspaltung, bei
der dic ungeschiitzten optisch aktiven Cyanhydrine hergestellt
werden sollen, besonders geeignet!*!-*31. Das beste Acylierungs-
reagens ist hierbei das irreversibel reagierende Vinylacetat™**1,
und das am besten geeignete Losungsmittel ist Dichlorme-
than™!, Unter diesen Acylierungsbedingungen weisen die ver-
wendeten Lipasen A—D anndhernd die gleiche Konfigurations-
spezifitdit auf wie bei der in Abschnitt 6.1. beschricbenen
enantioselektiven Hydrolyse racemischer Cyanhydrinester
(Schema 5).

Die hochsten Enantiomereniiberschiisse an (S)-Acetaten (S)-
7 (bis 98 % ee) wurden bei aromatischen Cyanhydrinen mit der
Pseudomonas-fluorescens-Lipase (A) erhalten®!]. Aber auch die
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OH OCOCH,
Lipasen (A.B,C) |
C. + _C. CH,CHO
org. Solvens R "H R "CN T
CN H
(R)-2 (S)7
OH
/ _CH
R—C{-I + H,C “~OAc
CN
(R/S)-2

OH OCOCH,
Lipase {D) l
_C.., + C.,
CHCl R™ \“CN R7 \"H
H CN
(8)-2 (R)-7

+ CHyCHO

Schema 5. Enantioselektive Veresterung racemischer Cyanhydrine (R = C,H,,
C¢Hj, CI1,CH,CH,, 4HOC.H,, 3-CH,0C.H, etc.) mit Vinylacetat in organi-
schen Lésungsmitteln mit Lipasen (vgl. Schema 4).

Acylierung aliphatischer Cyanhydrine unter Bildung der Acetate
(8)-7 wird durch die Lipase A katalysiert.

Ein entscheidender Nachteil kinetischer Racematspaltungen
besteht generell darin, daB hochstens 50 % des erwiinschten En-
antiomers aus einem Racemat erhalten werden kdnnen. Fiir
praktische Anwendungen ist es in der Regel notwendig, in einer
anschlieBenden Reaktion das unerwiinschte Enantiomer zu
racemisieren und das Racemat erneut der Trennung zuzufithren.
Bei der Trennung racemischer Cyanhydrine durch enantioselek-
tive Acetylierung mit Isopropenylacetat konnte eine nachge-
schaltete, getrennte Racemisierung dadurch umgangen werden,
daB in einem organischen Losungsmittel in Gegenwart eines
basischen Ionenaustauschers acetyliert wurde, wobei die Base
zwar zur Racemisierung der Cyanhydrine ausreicht, die gebilde-
ten optisch aktiven Cyanhydrinacetate jedoch nicht racemisiert
werden[*3]. So war es moglich, das eingesetzte Racemat voll-
stdndig in ein Enantiomer zu iiberfithren. Die dann zur Gewin-
nung der Cyanhydrine selbst noch erforderliche Hydrolyse der
anfallenden enantiomerenreinen Cyanhydrinacetate ist racemi-
sierungsfrei méglich.

Neben der enantioselektiven Verseifung racemischer Cyanhy-
drinester (vgl. Abschnitt 6.1.) und der enantioselektiven Ver-
esterung racemischer Cyanhydrine (vgl. Abschnitt 6.2.) kann
eine Trennung racemischer Cyanhydrinester auch durch eine
Lipase-katalysierte Umesterung mit hoher siedenden Alkoholen
in organischen Losungsmitteln erreicht werden!*!-461,

7. Stereoselektive Reaktionen optisch aktiver
Cyanhydrine

Da Cyanhydrine als a-substituierte Carbonsidurederivate ein
groBes Synthesepotential haben, er6éffnet sich damit die Mog-
lichkeit, iiber stereoselektive Folgereaktionen chiraler Cyanhy-
drine eine Reihe anderer wichtiger Verbindungsklassen mit
Asymmetriezentren zu erschlieBen. Bei den Reaktionen der Cy-
anhydrine kann zwischen zwei Typen unterschieden werden:
zum einen Reaktionen der Nitrilgruppe unter Erhalt der OH-
Funktion und zum anderen Reaktionen der Hydroxygruppe.
Fiir beide Reaktionstypen muB fiir Anwendungen in der Syn-
these ein racemisierungsfreier Verlauf gewihrleistet sein.

Angew. Chem. 1994, 106, 1609-1619
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7.1. Reaktionen der Nitrilgruppe

Im Vergleich mit a- Aminosduren kommen nur wenige optisch
aktive a-Hydroxycarbonsauren in der Natur vor. Es mubBten
deshalb allgemeine Verfahren zu ihrer Synthese entwickelt wer-
den. Heute sind chirale a-Hydroxycarbonsiuren chemisch™7),
fermentativ*®! oder enzymatisch!*® 3% zuginglich. Ein haufig
angewandtes Verfahren zur Gewinnung spezieller (S)-a-Hy-
droxycarbonsiuren ist die Diazotierung natiirlich vorkommen-
der L-a-Aminosduren in wiBrigem Medium. Die primir gebil-
deten Diazoniumsalze reagieren dabei erst intramolekular unter
Konfigurationsumkehr zu 2-Lactonen, die dann unter Inversion
mit Wasser als Nucleophil zu a-Hydroxycarbonsiuren der glei-
chen Konfiguration wie die der eingesetzten Aminosiduren hy-
drolysieren. Durch Aktivierung der OH-Gruppe der a-Hy-
droxycarbonsduren und anschlieBende Umsetzung mit Sauer-
stoffnucleophilen kdnnen die (S)-2-Hydroxycarbonsduren un-
ter Konfigurationsumkehr in die (R)-Enantiomere iiberfiihrt
werdent 11,

Ein beziliglich der moglichen breiten Substratvariation
dullerst interessanter, allgemeiner Zugang zu (R)- und (5)-2-Hy-
droxycarbonsiuren bot sich in der Hydrolyse chiraler Cyanhy-
drine an, wenn sich diese racemisierungsfrei durchfiithren 1403t.
Die Hydrolyse eines optisch aktiven Cyanhydrins mit kon-
zentrierter Salzsiure wurde erstmals fiir Mandelsdurenitril
beschrieben! °* und diente hier der Bestimmung der optischen
Reinheit des Nitrils. In spdteren Arbeiten wurde jedoch
angenommen, dafl die sdurekatalysierte Hydrolyse unge-
schiitzter Cyanhydrine in einigen Fillen unter teilweiser Race-
misierung erfolgt®!-3331 Sauerstoffgeschiitzte Cyanhydrine
werden dagegen sowohl im sauren!®2! als auch im basischen 442!
Medium weitgehend unter Erhaltung der Konfiguration
zu o-Hydroxycarbonsiuren hydrolysiert. Da sowohl die
Bildung als auch die Spaltung der Cyanhydrine in Aldehyd
und Blausidure basenkatalysiert ist, konnte nur bei einer
mit Sduren katalysierten Hydrolyse ungeschiitzter Cyanhy-
drine mit e¢inem racemisierungsfreien Verlauf gerechnet wer-
den.

(R)- und (S)-Aldehyd-Cyanhydrine!** 3 sowie (R)-Keton-
Cyanhydrine®?*! lassen sich mit konzentrierter Salzsiure race-
misierungsfrei, unter vollstindiger Erhaltung der Konfiguration,
und in sehr guten Ausbeuten zu den entsprechenden (R)- bzw.
(S)-Hydroxycarbonsduren hydrolysieren (Schema 6, 7, Tabel-
le6,7).

(A)-Oxy- {8)-Ony-

(R)-2 <« UEse g pon o Nimese oo
org. Soivens org. Solvens

H2‘O/H+l \IiAIH“ HzO/H*l
c|>H CI)H ?H
.., c.., C..
RT O\ “H R\ H R\ COH
COH NH, H
(R)8 (R)-9 (S)8

Schema 6. Séurekatalysierte Hydrolyse von (R)- und (S)-Cyanhydrinen zu (R)-
bzw. (5)-2-Hydroxycarbonsiuren sowie racemisierungsfreie Hydrierung von (R)-
Cyanhydrinen zu (R)-2-Aminoalkoholen.
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Tabelle 6. Sdurekatalysierte Hydrolyse von in situ durch enzymkatalysierte Addi-
tionen von HCN an Aldehyde 1 erhaltenen (R)- und (5)-Cyanhydrinen 2 [a] unter
Bildung von (R)- bzw. (§)-a-Hydroxycarbonsiuren 8.

R (R12  (§)2 (R)-8 (5)-8

ee ee Ausb. ee [b] Ausb. ee [b]

] %] [%] %] (%] (%l
C.H, 99 97 82 99 77 98
4-H,CCH, 98 78 82 98 75 78
4-CICH, 99 54 7 99 63 54
3-C H,OC:H, 97 96 72 97 70 96
3-0,NC,H, 89 - 81 87 - -
CH.CH, 74 90 74 - -
CH,, 99 88 97 -
3-BrC H, - 92 - - 76 90
3-CIC.H, 91 - - 69 91
3-H,COCH, - 89 - - 67 90
H,C(CH,), 96 - 85 96 - -
2-H,C8(CH,), 98 - 87 98 - -

{a] Rohprodukte. [b] Nach Umsetzung mit HCl-gesdttigtem Isopropylalkohol zu
den Isopropylestern und anschliefender Derivatisierung zu den diastereomeren (R)-
MTPA-Estern gaschromatographisch bestimmt [13, 23].

(R)-Oxy- OH
nitrilase HyorH* |
3,4 + HCN ——» (R)-5,(R)6 ——» C.,
R1/ \'u/ R2
CO,H

(R)-10: R = Alkyl, R2 = CH,
{R)-11: R' = Aliyl, B2 = C,H

(R)-10, (R)-11

Schema 7. Sdurekatalysierte Hydrolyse von (R)-Kcton-Cyanhydrinen zu (R)-Hy-
droxycarbonsiuren.

Tabelle 7. Sdurekatalysierte Hydrolyse von in situ durch enzymkatalysierte Addi-
tionen von HCN an Ketone 3 und 4 erhaltenen (R)-Keton-Cyanhydrinen (R)-S bzw.
(R)-6 unter Bildung von a-Hydroxycarbonsiuren (R)-10 bzw. (R)-11 [33].

R! R? (R)-3, (R)-6 (R)-10, (R)-11
ee [%o] Ausb. [%] ee [a] %]
C,H, CH, 76 85 76
nCH. CH, 97 64 99
nC,H, CH, 98 72 98
nCH,, CH, 98 78 98
(H,C),CH CH, 90 76 90
(H,C),CHCH, CH, 98 89 96
(H,C3,CH(CH,), CH, 98 33 99
nC,H, C,H, 85 82 85
aC.H, C,H, 90 89 90

[a] Nach Veresterung mit Diazomcthan auf f-Cyclodextrin-Sdulen gaschromato-
graphisch bestimmt [33].

Die praktische Durchfithrung der Hydrolyse zu a-Hydroxy-
carbonsduren ist dabei sehr einfach: Zunichst werden die op-
tisch aktiven Cyanhydrine enzymkatalysiert aus den Carbonyl-
verbindungen und Blausiure in einem organischen Losungsmit-
tel hergestellt. Nach Abfiltrieren des auf Avicel fixierten Enzyms
wird das Lésungsmittel abdestilliert und die als Riickstand ver-
bleibenden Cyanhydrine ohne weitere Reinigung mit konzentrier-
ter Salzsaure hydrolysiert. Nach dem Entfernen der Salzsiure
werden die chiralen a-Hydroxycarbonsduren mit Diethylether
extrahiert, isoliert und charakierisiert. Ein Vergleich der optischen
Reinheiten der Cyanhydrin-Rohprodukte mit denen der isolier-
ten a-Hydroxycarbonsduren zeigt, daB in allen untersuchten
Fillen bei der Hydrolyse keine Racemisierung auftritt (Tabel-
le e, 7).
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Von den Methoden zur Synthese chiraler a-Hydroxycarbon-
sduren ist die sdurekatalysierte Hydrolyse optisch aktiver Cyan-
hydrine wegen des einfachen Zugangs zu strukturell sehr unter-
schiedlichen Cyanhydrinen und deren problemloser racemisie-
rungsfreier Verseifung die universellste.

Optisch aktive a-Hydroxyaldehyde sind als Strukturelement in
Naturstoffen und als Ausgangsverbindungen fiir asymmetrische
Synthesen ebenfalls von groBer Bedeutung!®?!, Fine direkte
Umwandlung optisch aktiver Cyanhydrine in die entsprechen-
den o-Hydroxyaldehyde wire ein sehr einfacher Zugang zu dieser
Verbindungsklasse. Tatsdchlich wurden racemische Cyanhydrine
mit Raney-Nickel in saurer Lésung direkt zu «-Hydroxyalde-
hyden hydriert, deren Isolierung allerdings Schwierigkeiten be-
reitet'>32l, Bei der Ubertragung dieses Verfahrens auf optisch
aktive Cyanhydrine wurde aus der Konfigurationsbestimmung
der Folgeprodukte geschlossen, daB die Hydrierung weitgehend
racemisierungsfrei verlduftl>**], Wegen der miBigen Ausbeuten
und der Schwierigkeiten bei der Produktisolierung, ist fiir die
Synthese chiraler a-Hydroxyaldehyde aus Cyanhydrinen der
Weg iiber die leicht zuganglichen a-Hydroxycarbonsduren und
deren selektive Hydrierung einer direkten Hydrierung der Cyan-
hydrine jedoch vorzuziehen[52d: 541,

Die Hydrierung zu 2-Aminoalkoholen ist ebenfalls von groflem
praktischen Interesse, da sich 2-Aminoalkohole durch vielseitige
biologische Aktivititen auszeichnen!33), Bei den als Wirkstoffe
wichtigen 2-Aminoalkoholen kann zwischen Verbindungen vom
Adrenalin-Typ einerseits, mit der Aminogruppe an einem primé-
ren Kohlenstoff, und Verbindungen vom Ephedrin-Typ anderer-
seits, mit der Aminogruppe an einem sekundiren Kohlenstof,
unterschieden werden. Verbindungen vom Adrenalin-Typ kon-
nen durch Hydrierung O-geschiitzter chiraler Cyanhydrine mit
unterschiedlichen Hydrierungsmitteln erhalten werden, wobei
keine nachweisbare Racemisierung auftrittt®43* 3¢l Erstaun-
licherweise lassen sich aber auch ungeschiitzte chirale Cyanhy-
drine mit LiAIH, racemisierungstrei zu Aminoalkoholen hy-
drieren!*3<l. Hierbei konnen wie bei der Synthese der a-Hy-
droxycarbonsiuren die Rohprodukte der in organischen LO-
sungsmitteln anfallenden chiralen Cyanhydrine direkt hydriert
werden (Schema 6, Tabelle 8)!13<1,

Tabelle 8. Hydrierung von in situ durch enzymkatalysierte Addition von HCN an
Aldehyde 1 erhaltenen (R)-Cyanhydrinen (R)-2 mit Lithiumaluminiumhydrid unter
Bildung von Aminoalkoholen (R)-9 [t3c]

R (R)-2 (R)-9 R (R)-2 (R)-9
3 Ausb. ee [a] ee Ausb. ee [a]
[l [%]  [%] [%] (%] [%]
C¢H; 99 92 99 2-H,CS(CH,), 98 k| 98
3-C,H;0C,H, 98 97 95 nC,H, 96 99 89
4-H,CC,H, 99 100 >98 2-Furyl 98 " 98
c-CH,, 91 94 80 (H,C),C 93 70 >90

[a] Nach Umsetzung mit Trifluoressigsdure zu den entsprechenden (R)-$-N,0-Bis-
(triflvoracetyl)aminoalkoholen gaschromatographisch auf Chirasil-Val-Siulen be-
stimmt [13¢].

Die Synthese von 2-Aminoalkoholen vom Ephedrin-Typ aus-
gehend von Cyanhydrinen gelang erstmals Krepski et al., indem
sie O-geschiitzte racemische Cyanhydrine mit Grignard-Verbin-
dungen umsetzten und die so erhaltenen Imine mit NaBH,, hy-
drierten®”). Diese Methode konnte spiter erfolgreich auf (R)-
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und (S)-Cyanhydrine angewendet werden!>® 391, Die Untersu-
chung des stereochemischen Verlaufs ergab, daB alle Reaktio-
nen sowohl der (R)- als auch der (S)-Cyanhydrine racemisie-
rungsfrei beziiglich der Konfiguration an C-1 ablaufen und daB3
die Hydrierung an C-2 mit hoher Diastereoselektivitit er-
folgt®¥. Uber einen Chelat-Komplex kontrolliert entstehen da-
bei nahezu ausschlieBlich erythro-Verbindungen (Schema 8,
Tabelle 9)*!. Uberwiegend threo-Verbindungen werden erhal-

OSiMe,
Me, SiCl
(R)-2 e (|;
[oder (S)-2] R” \"H
CN
(R)12
[oder (S )-12)]
in‘ng
OH
! H Me,Si___ - - MgX
H\\,.Ck?é,NHz 1) NaBH, ¢ \?‘ "
{ —
.. C Y
R '{R1 2) HyoMt H“/ ~
R
(1R28)-13 R!

[oder(15,2R)-13]

Schema 8. Stereoselektive Synthese von 2-Aminoalkoholen. R = C;H,, C¢H,;
R! = CH,, C,H,, CH,; X =Br, L.

Tabelle 9. Synthese der 2-Aminoalkohole (1R,25)- und (15,2R)-13 aus den Cyan-
hydrinen (R)- bzw. (5)-2 (Rohprodukte) durch Bildung der Trimethylsilylether (R)-
bzw. (5)-12, deren Umsetzung mit Grignard-Verbindungen und anschlieBende Hy-
drierung mit Natriumborhydrid [59].

R Cyanhydrin 2 2-Aminoalkohol (1R.2S)- oder (15.2R)-13

ee Konfigu- R’ Ausb. [a] ee[b] de[b] eelc] delc]

[%} ration [%] [%] [%] [%] [%]
CeHs, >99 (R) CeH, 83 99 99 100 100
CesHs  >99 (R) C,H, 33 97 94 >99 >99
CHs  >99 (R) CH, 50 99 92 99 >99
C,H, 95 (R) CH, 93 92 93 >99 >99
C,H, 95 (R CH, 44 93 63 - 63
CeH;  >99 (S) C¢H, 95 9 99 100 100
CHs  >99 (S) CH, 66 9 90 >99 >99

[a] Als Hydrochloride. [b] de- und ee-Werte nach Umsetzung der Rohprodukte mit
Pivalylchlorid und Filtration durch Kieselgel gaschromatographisch bestimmt.
[¢] de- und ee-Werle nach einmaligem Umkristallisieren.

ten, wenn an das O-geschiitzte Cyanhydrin zuerst ein komplexes
Hydrid (N-Diisobutylaluminiumhydrid) und anschlieBend eine
Organolithiumverbindung addiert wird°®!. Bei diesem Verfahren
werden allerdings deutlich schlechtere Diastereoselektivititen
gefunden!®°l,

Bei den durch Hydrierung!$!#! oder durch Addition von Grig-
nard-Reagentien®*® an O-geschiitzte Cyanhydrine primér ent-
stehenden Iminen ist eine Transiminierung mit primdren Ami-
nen moglich, was vorteilhaft fiir die Synthese der biologisch
interessanten N-substituierten Aminoalkohole sein kann. Auch
Blausdure kann an die Imine addiert werden, wobei ausgehend
von chiralen Cyanhydrinen f-Hydroxy-z-aminosiuren stereo-
selektiv zugdnglich sind!®%, Die Hydrolyse der durch Addition
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von Grignard-Verbindungen an O-geschiitzte, chirale Cyan- H H H
hydrine entstehenden Imine fuhrt zu optisch aktiven Acylo- R. s wpac R SN wont R SeCOM
: [18a, 63] ¢ ¢ ¢
inen . | | |
N, NH,, NH,
(S)15 \ (5)-16 (8)17
7.2. Reaktionen der Hydroxygruppe KNa/DMF
ydroxygrupp 5 os0,
Eine wichtige Erweiterung des Synthesepotentials optisch akti- R G H

ver Cyanhydrine ist die Umwandlung der OH-Funktion in eine
gute Abgangsgruppe, die dann durch Nucleophile stereoselektiv
substituiert werden kann{®*,

Die nucleophile Substitution aktivierter a-Hydroxycarbon-
sduren und deren Ester bereitet wenig Schwierigkeiten!51# €51,
iiber entsprechende Reaktionen z-substituierter Nitrile ist hinge-
gen wenig bekannt!®®!, Von optisch aktiven Nitrilen mit z-stindi-
ger nucleofuger Abgangsgruppe sind bisher lediglich a-Halo-
gennitrile hergestellt und beschrieben worden!®®). Bei der
nucleophilen Substitution dieser Verbindungen werden Halo-
genid-Ionen frei, die selbst als gute Nucleophile reagieren,
so daB die a-Halogennitrile unter diesen Bedingungen teil-
weise racemisieren!®®!, Wesentlich konfigurationsstabiler als o-
Halogennitrile sind die aus chiralen Cyanhydrinen (R)-2
durch Sulfonierung einfach zugiinglichen optisch aktiven z-Sul-
fonyloxynitrile (R)-141%4! (Schema 9). a-Sulfonyloxynitrile, die
sich von aliphatischen Cyanhydrinen ableiten, sind dabei deut-
lich konfigurationsstabiler als die sulfonylaktivierten aromati-
schen Cyanhydrine!®#. Auch beziiglich der Stereoselektivitit der
Reaktionen mit Nucleophilen bestehen deutliche Unterschiede.
Wahrend aliphatische a-Sulfonyloxynitrile (R)-14 unter vollstén-
diger Konfigurationsumkehr unter milden Bedingungen mit Nu-
cleophilen reagicren, tritt bei Umsetzungen der aromatischen Ver-
treter mit schwachen Nucleophilen teilweise Racemisierung
aufl®,

Uber die Substitution optisch aktiver a-Sulfonyloxynitrile (R)-
14 mit Nucleophilen sind viele Verbindungen, z.B. a-Azidonitrile
(S)-15, a-Aminonitrile (S)-16, x-Aminosiuren (S)-17 und Aziri-
dine (§)-18, in optisch reiner Form zuginglich!**! (Schema 9).
Die Konfigurationsumkehr bei der Reaktion der stabilen (R)-2-
Sulfonyloxynitrile (R)-14 mit Acetaten!®**! unter Bildung von
Cyanhydrinestern (S)-19 ermoglicht auch die Synthese der (S)-
konfigurierten aliphatischen Cyanhydrine (S)-2, die iiber eine
durch (§)-Oxynitrilase katalysierte Addition von Blausdure an
Aldehyde nicht zuginglich sind!?3 241,

Die Sulfonylaktivierung von Cyanhydrinen und ihre Nutzung
fiir die Synthese ist sehr allgemein anwendbar, da sowohl das
Cyanhydrin als auch das Nucleophil variiert werden kann. Da-
neben sind jedoch auch direkte stereoselektive Reaktionen der
OH-Gruppe in Cyanhydrinen mit speziellen Reagentien mog-
lich. So kénnen die (S5)-2-Fluornitrile (S)-20 aus den (R)-Cyan-
hydrinen (R)-2 durch Umsetzung mit Diethylaminoschwefeltri-
fluorid (DAST) in guten optischen Ausbeuten erhalten
werden'®”l, Die «-Fluornitrile (S)-20 lassen sich racemi-
sierungsfrei zu den a-Fluorcarbonséduren ($)-21 hydrolysieren®™!
(Schema 10).

Ein weiteres Beispiel fiir eine stereoselektive Reaktion in diesem
Zusammenhang ist die Mitsunobu-Reaktion mit optisch aktiven
Cyanhydrinen in Gegenwart von Carbonsduren, wodurch unter
Konfigurationsumkehr auch auf diesem Weg aus den (R)-Cyan-
hydrinen die (S)-Enantiomere zuginglich sind®®,

Angew. Chem. 1994, 106, 16091619

LiAlH:/ CN NTAC/DMF
(R)-14

0Sso, Rt >
o R oo
c. o]
R/ ' H (i)Ac
CH,
H,N (S)-19
l l Hyomt
H/ H H
Rl ZaH
c—cC S ,CN
\N/ R\c 4
| |
H OH
(5)-18 (s)2

Schema 9. Stereoselektive Umsetzungen von Sulfonyl-aktivierten (R)-Cyanhydri-
nen mit Nucleophilen unter Konfigurationsumkehr. R! = CH,, CF,, 4-CH,C H,.

E FI=C4H9 E
, oA & HaOM* (l:
R}2 ——»
A CH,Cly AR~ \, "/ CN A7\, COMH
-80-25°C H H
(5)-20 (8)-21

R = CaHy, C4Hg , (HgC)2CHCH, , € -CgHyy , CgHs

Schema 10. Synthese von (S)-2-Fluornitrilen und (5)-2-Fluorcarbonsduren aus
(R)-Cyanhydrinen.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl die enzymkatalysierte asymmetrische Synthese von
Cyanhydrinen schon fast neunzig Jahre bekannt ist, wurde sie
erst vor weniger als zehn Jahren fiir die organische Synthese
bedeutungsvoll. Der entscheidende Durchbruch war eine deutli-
che Verbesserung der Enantiomereniiberschiisse durch Unter-
driickung der chemischen Cyanhydrinbildung. Dies gelang durch
die Verwendung organischer Losungsmittel als Reaktionsmedium
und durch das Arbeiten bei niedrigen pH-Werten.

Nachdem insbesondere (R)-Cyanhydrine auf diese Weise leicht
zuginglich geworden waren, wurde in wenigen Jahren das grofie
Synthesepotential, das diese Verbindungen als a-substituierte
Carbonsiurederivate haben, erschlossen. Da die Folgereaktionen
optisch aktiver Cyanhydrine so gefiihrt werden kdnnen, dal sie
unter Erhaltung des Chiralitdtszentrums und beim Aufbau wei-
terer Asymmetriezentren weitgehend diastereoselektiv verlaufen,
wird iiber chirale Cyanhydrine eine Vielzahl anderer wichtiger
Verbindungsklassen mit Asymmetriezentren zuginglich. Beson-
dere Bedeutung kommt dem Synthesepotential chiraler Cyan-
hydrine unter anderem bei der Synthese von Wirkstoffen mit
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Chiralitdtszentren zu. Selbst wenn solche Wirkstofte, z.B. 2-
Aminoalkohole, heute noch in racemischer Form in den Handel
kommen, ist fiir ihre Zulassung die Synthese aller Stereoisomere
erforderlich, um das Wirkungsspektrum und den Metabolismus
fiir jedes Stereoisomer getrennt aufzukldren. Chirale Cyanhy-
drine er6ffnen dabei in vielen Fillen einen einfachen Zugang zu
den einzelnen Stereoisomeren.

Wihrend die (R)-Oxynitrilase aus Bittermandeln cin breites
Spektrum von Substraten akzeptiert und auch in technisch rele-
vanten Mengen problemlos erhalten werden kann, ist fiir die
(S)-Oxynitrilase aus Sorghum das Substratspektrum weitgehend
auf aromatische Aldehyde beschriankt. Dariiber hinaus ist die
schwierigere Zuginglichkeit dieses Enzyms ein gravierender
Nachteil fiir technische Anwendungen. In zukiinftigen Entwick-
lungen bei der Synthese optisch aktiver Cyanhydrine sollte des-
halb vorrangig das Spektrum von Substraten von (S)-Oxynitri-
lasen erweitert und die Zugénglichkeit der Enzyme verbessert
werden. Eine Erweiterung des Substratspektrums konnte durch
das Auffinden und die ErschlieBung weiterer (.S)-Oxynitrilasen
aus anderen Quellen (Pflanzen oder Insekten) erfolgen. Fiir die
technische Nutzung dieser Enzyme erscheint ihre Klonierung
und Uberexpression in effizienteren Produktionsorganismen
zur Erreichung beider Ziele aussichtsreicher.

Gezielte Verdnderungen der aktiven Zentren von Oxynitrila-
sen, die fiir eine Optimierung der Substratselektivititen notwen-
dig sind, konnen nicht ochne Kenntnis der Enzymstrukturen vor-
genommen werden. Die Bestimmung der Kristallstrukturen von
Oxynitrilasen, Uber die bisher nichts bekannt ist, wird deshalb
eine weitere wichtige Aufgabe flir zukiinftige Anwendungen von
Oxynitrilasen in der Synthese sein.

Dem Engagement der in diesem Artikel zitierten Mitarbeiterin-
nen und Mitarbeiter, die mit Begeisterung die Briicke zwischen
organischer Synthese und Enzymologie geschlagen haben, ist un-
ser Beitrag zur erfolgreichen Erschliefung chiraler Cyanhydrine
Sfiir Anwendungen in der Synthese zu verdanken. Mein besonderer
Dank gilt Dr. Thomas Ziegler und Dr. Siegfiied Forster, die seit
Beginn an der Entwicklung der in diesem Aufsatz zusammenge-
Jaften Arbeiten grofien Anteil hatten. Frau Dr. Angelika Baro
war mafigeblich an der Ahfassung dieses Artikels beteiligt, wofiir
ich ihr herzlich danke. Dem Bundesministerium fiir Forschung und
Technologie (BMFT) gebiihrt Dank fiir die grofiziigige finanziel-
le Forderung im Rahmen des ,,Zentralen Schwerpunktprogram-
mes Bioverfahrenstechnik Stuttgart™. Dem Fonds der Chemi-
schen Industrie danke ich fiir die stete Forderung.
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