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A series of 1-amino-2-cyclohexene-3-ols is subjected to an enzymatic transesterification by the
system lipase on silica/tributyrin (Klibanov-method). Thereby, an optical resolution of 1r-benzoyl-
amido-5t,6c-dimethoxy-1-cyclohexene-4c-ol is achieved. Advantages and disadvantages of this

method are discussed.

Im Rahmen unserer Arbeiten zur Synthese von
Streptaminanalogen zur Verwendung als Mutasyn-
thone [1] bei der Darstellung von Aminoglykosiden
interessieren uns neben asymmetrischen Synthesen
[2, 3] auch die Moglichkeiten zur Gewinnung op-
tisch-aktiver Zwischenprodukte durch Biokonver-
sionen.

Wir berichten hier iiber Ergebnisse bei der enzy-
matischen Umesterung von 1-Amino-2-cyclohexen-
4-ol-Derivaten (1) nach dem von Klibanov [4] be-
schriebenen Verfahren. Dabei geht man von chira-
len, racemischen Alkoholen aus und arbeitet in
einem Zweiphasensystem Wasser—Tributyrin (2)
bzw. Wasser—Propionsduremethylester (3). Das En-
zym bleibt in der wéBrigen Phase und behilt so seine
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aktive Konformation; die Substrate, Matrixester und
Alkohole befinden sich in der organischen Phase.
Vorteilhaft fiir unsere Zwecke ist die Verwendung
organischer Losungsmittel fiir die in Wasser schwer-
16slichen 1 und die Moglichkeit des Einsatzes prapa-
rativer Mengen an Edukt.

Die Umsetzungen wurden gaschromatographisch
verfolgt und bei einem Umsatz von 50% unterbro-
chen, im Fall von 1a tritt nach 25% Umsatz zuneh-
mend Hydrolyse des entstandenen Esters 4a auf. Die
Ergebnisse sind in Tab. I zusammengestellt; die Be-
stimmung des Enantiomeren-Uberschusses erfolgt
nach den frither [2b] beschriebenen Methoden.

In der Literatur ist die Abhédngigkeit des Enantio-
meren-Uberschusses bei der enzymatischen Hydro-
lyse von Estern bzw. bei der Umesterung vom Sub-
stituentenmuster am Chiralitdtszentrum beschrieben
[4b, 5, 6]. In unserem Fall war nur bei der 5.6-Di-
methoxyverbindung 1a eine befriedigende optische
Spaltung zu erzielen. Ein Fehlen des zur Hydroxyl-
gruppe nachbarstindigen Substituenten (1e, 1d),
eine Acetoxygruppe als Nachbarsubstituent (1e)
bzw. eine Epoxidfunktion als Nachbargruppe (5)
fiihrte nur zu geringen optischen Ausbeuten, oder es
trat keine Reaktion ein. 2 war in unseren Beispielen
trotz schwierigerer Aufarbeitung besser geeignet als
3.

Zusammenfassend kann man sagen, dal — anders
als bei den von Klibanov meist untersuchten offen-
kettigen Verbindungen — im Fall der Cyclohexenol-
derivate eine deutliche Abhingigkeit der Mdglich-
keit zur enzymatischen Umesterung von der Detail-
struktur des Substrats besteht. Die Abhingigkeit
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Tab. I. Versuche zur enzymatischen Racemattrennung bei Konduraminderivaten.

Edukt Matrixester Immobilisiertes Reaktions- Produkt  Ester4 e.e Riickgewonnener Alkohol
[mmol] [Vol. in ml] Enzym dauer [h] [mmol] Konfigu- [%] [mmol] Konfiguration®
[Menge in g] ration*

1, 865 2,14 1,65 45 4a,1,7 R 92 1a,6 S 26

1la, 3,60 3, 6 0,70 120 keine Reaktion

1b, 565 3, 7 0,82 120 keine Reaktion

1¢,21,95 3, 17 2,00 32 4¢,9,6 S 6 1¢,78 R 7
14,10,82 2, 14 1,65 90 4d 4,5 S 6 14,5 R 9

le, 7,35 2, 30 3,60 67 keine Reaktion

le, 3,00 3, 30 3,60 24 keine Reaktion

5, 428 3,10 1,20 42 6, 1,8 b 6° 5 2 b B

* Am C, Bestimmung vgl. Diss. M. Sabuni, TU Miinchen 1987.

® Konfiguration noch nicht ermittelt.

¢ Bestimmung durch Derivatisieren mit 3,3,3-Trifluor-2-methoxy-2-phenylpropionylchlorid und gaschromatographische

Trennung mit Diastereomeren.

vom Matrixester war schon von Klibanov [4b] er-
wéhnt worden, wir haben dies bestdtigen missen.
Die Vorteile der Methode bei positivem Ausfall der
Spaltung liegen in der Gewinnung beider Antipoden,
zumindest eines davon in sehr guter optischer Aus-
beute, ein Nachteil in unserem Fall war die schwieri-
ge Abtrennung des Matrixesters.

Wir danken der DFG (Sonderforschungsbereich
145) und dem Fonds der Chemie fiir die Unterstiit-
zung dieser Arbeit.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Umesterung

Immobilisierung des Enzyms [4a]: Chromosorb
(Sigma 100—200) wird mit Filterpapier getrocknet
(Gewichtszunahme 0,23 g/g Chromosorb). Anschlie-
Bend werden 67 mg Lipasepulver (Sigma, No.
L-1754; EG 3.1.1.3) pro g Chromosorb mit dem Ad-
sorbat gut vermischt und 5 h bei Raumtemperatur
stehengelassen. Aus den Alkoholen 1la—1e bzw.
dem Epoxidalkohol § wird eine geséttigte Losung in
Tributyrin (2) bzw. Propionsduremethylester (3), die
vorher mit 0,1 m wéBrigem Phosphatpuffer (pH 8)
gesattigt wurden, hergestellt. Pro ml Matrixester
werden 117 mg immobilisiertes Enzym zugesetzt und
die Suspension bei Raumtemperatur geschiittelt.
Proben werden in regelméBigen Abstidnden gezogen,
im Hochvakuum bei 130 °C der Matrixester abdestil-
liert und der Riickstand in Ether aufgenommen. Die
Bestimmung der 1 und 4 erfolgt gaschromatogra-
phisch (vgl. Tab. IT). Nach Beendigung der Reaktion
(s. Tab. I) wird der Matrixester im Hochvakuum

weitgehend abdestilliert und im Riickstand die tiber-
schiissigen Alkohole 1 bzw. § von den Estern 4 durch
HPLC getrennt (Packungsdruck 8 bar, Elutionsge-
schwindigkeit 5 ml/min, Kieselgel Merck H60, Korn-
groBBe 10—40 u). Ihre vollstindige Trennung wird
durch 'H-NMR und GC gepriift.

Wihrend sdmtliche Alkohole und 4b—4e durch
Flissigkeitschromatographie rein isoliert werden, ist
der Ester 4a mit Dibutyrin verunreinigt. Deshalb
werden diese Estermischungen vollstindig verseift.

Die Ester 4 werden mit 0,5-prozentiger Na-Metha-
nollésung in absol. Methanol 30 min geriihrt, dann
werden das Losungsmittel und der entstandene But-
tersduremethylester abdestilliert und der Riickstand
in Methanol durch Behandlung mit dem Kationen-
austauscher Janssen entionisiert.

Nach Abdestillieren des Methanols werden der
olige Riickstand mit CHCI; aufgenommen und das
Glycerin mit Wasser ausgeschiittelt, die organische
Phase tiber MgSO, getrocknet und das Losungsmit-
tel am HV abgezogen.

Tab. II. Re-Werte und Retentionsindizes.

4a/la 0,25/0,03 EA/Hexan (1:2) 2471/2171
4¢/1c 0,29/0,09 EA/EtOH (95:5) 1743/1546
4d/1d 0,68/0,36 EA/EtOH (95:5) 2338/2013
6/5  0,56/0,45 EA/EOH (95:5) 2375/2128
GC: Carlo-Erba-Fractovap-2350, OV-1-Kapillarsaule,

Temperaturprogramm: 80 °C (1 min), 80—280 °C (6 min).
EA = Ethylacetat.

Die Retentionsindizes sind auf Alkane C,,_3, bezogen.
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