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Enzyme-Catalyzed Reactions, 7’). - 

Hydrolysis or Transesterification of Cyanohydrin Esters by Lipases 
Enantioselective Esterification of Racemic Cyanohydrins and  Enantioselective 

Pure cyanohydrin enantiomers (S)-l/(R)-1 and their 0-acyl de- 
rivatives (R)-3/(S)-3 are  obtained from three different lipase- 
catalyzed reactions: i) enantioselective hydrolysis of aliphatic 
and aromatic racemic cyanohydrin esters 3, ii) enantioselective 
acylation of racemic cyanohydrins 1, iii) enantioselective 
transesterification of 3 with primary alcohols. Both the cya- 
nohydrin esters and the free cyanohydrins (which are prone 
to racemization) are isolated as enantiomers with high optical 

purity on a preparative scale. Hydrolysis of the racemic bu- 
tyrates 3 b , e  with candida cylindracea lipase and pseudo- 
rnonas sp. lipase, respectively, for example, affords the free 
(S)-cyanohydrins (S)-2-hydroxypentanenitril [(S)-la] and (S)- 
mandelonitrile [(S)-lb)] in high yield with 97 and 96% ee, re- 
spectively. (S)-1 a is obtained with the same optical purity by 
candida sp. lipase-catalyzed transesterification of 3 b with 1- 
octanol. 

Die rnit (R)-Oxynitrilase (EC 4.1.2.10) katalysierte Addition von 
HCN an Aldehyde zu (R)-Cyanhydrinen gelingt beim Arbeiten in 
organischen Losungsmitteln rnit sehr hohen optischen Ausbeu- 
ten’.’). Als Substrate fur diese Addition sind sowohl aliphatische als 
auch aromatische Aldehyde geeignet 2); lediglich bei Aldehyden mit 
basischen Zentren (z. B. Nicotinaldehyd) oder rnit besonders grol3en 
sterischen Anforderungen (2. B. Pivalaldehyd) ist die chemische Ad- 
dition auch in organischen Losungsmitteln nicht zu unterdrucken, 
so daD in diesen Fallen nur unbefriedigende optische Ausbeuten 
erreicht werden ’I. 

(S)-Cyanhydrine sind bei der rnit (S)-Oxynitrilase (EC 4.1.2.1 1)  
katalysierten Addition von HCN an aromatische Aldehyde in or- 
ganischen Losungsmitteln in vergleichbar hohen optischen Aus- 
beuten zuganglich’~’), dagegen wird die Addition von HCN an ali- 
phatische Aldehyde durch (S)-Oxynitrilase nicht katalysiert ’I. 

Im Zusammenhang rnit Untersuchungen von Folgereak- 
tionen optisch reiner Cyanhydrine waren wir jedoch auch 
an den Umsetzungen von (S)-Cyanhydrinen, die uber die 
direkte enzymkatalysierte Addition von HCN an Aldehyde 
nicht erhalten werden konnen, interessiert. Wir bemuhten 
uns deshalb um deren Darstellung mittels anderer enzy- 
matischer Methoden. 

In der vorliegenden Arbeit berichten wir zusammenfas- 
send iiber die enantioselektive Hydrolyse oder enantioselek- 
tive Umesterung racemischer Cyanhydrinester und iiber die 
enantioselektive Veresterung racemischer Cyanhydrine mit- 
tels Lipasen. 

uber Lipase-katalysierte Esterspaltungen und Esterbildungen 
zur Darstellung optisch aktiver Alkohole und optisch aktiver Car- 
bonsauren wurde in letzter Zeit haufig berichtet4’. Auch zur Dar- 
stellung optisch aktiver Cyanhydrine wurden Lipase-katalysierte 

Reaktionen schon beschrieben, wobei am haufigsten die enantio- 
selektive Hydrolyse racemischer Cyanhydrinester angewendet wur- 
de5’. Im letzten Jahr wurde iiber Lipase-katalysierte Veresterungen 
racemischer Cyanhydrine und iiber Umesterungen racemischer 
Cyanhydrinester in organischen Losungsmitteln berichtet: Wong et 
al.(‘) beschreiben die enantioselektive Veresterung racemischer 
Cyanhydrine rnit Vinylacetat, Bevinakatti et al. ’) die enantioselek- 
tive Umesterung von Cyanhydrinacetaten rnit aliphatischen Alko- 
holen. 

Enantioselektive Hydrolyse racemischer Cyanhydrinester 
Bei der enantioselektiven Hydrolyse racemischer Cyanhydrin- 

ester zur Gewinnung optisch reiner Cyanhydrine” wurdcn in der 
Regel nur sehr spezielle Substrate, die von besonderer praktischer 
Bedeutung sind, eingesetzt; in anderen Fallen konnte nur das Enan- 
tiomer des nicht gespaltenen Esters, nicht jedoch das des freien 
Cyanhydrins isoliert werdenSb). Eine Ausnahme bilden die Arbeiten 
von Ohta et al.”) und von Hirohara et al.5d’. Ohta et al.”’ fuhrten 
eine Racematspaltung verschiedener I-Cyanalkylacetate mit Can- 
dida-tropicalis-Lipase zu (S)-Cyanhydrinen und (R)-Cyanhydrin- 
estern durch, wobei die optischen Ausbeuten stark variierten. Die 
Autoren berichten auDerdem, daD Candida-tropicalis-Lipase auch 
die Hydrolyse aromatischer Cyanhydrinacetate, wie z. B. Mandel- 
saurenitrilacetat - allerdings nur rnit geringer Enantioselektivitat 
- katalysieren wiirde. Hirohara et al. Sd) beschreiben die Darstel- 
lung des fur Pyrethroid-Insektizide wichtigen (S)-m-Phenoxyman- 
delsaurenitrils iiber Lipase-katalysierte Racematspaltungen des ent- 
sprechenden Cyanhydrinacetats rnit Enantiomereniiberschiissen 
>93%. 

Wir haben nun in umfassender Weise die Hydrolyse ra- 
cemischer Cyanhydrinester in Abhangigkeit von der Struk- 
tur der zugrundeliegenden Aldehyde, der Acylreste und ver- 
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schiedener Lipasen untersucht. Hierzu haben wir zunachst 
racemische Ester 3 2-Hydroxypentann,tri1 (la) - als 
Beispiel fur einen aliphatischen Vertreter - und von 2-Hy- 
droxy-2-phenylethannitril (1 b) - als Beispiel fur einen aro- 
matischen Vertreter - rnit jeweils verschiedenen Acylgrup- 
pen dargestellt. Dabei muljte auf eine sorgfaltige Reinigung Lipase Z e i t  

der Ester 3 - insbesondere im Hinblick auf nicht umge- 
setzte Ausgangsverbindungen 1 - geachtet werden. 

Tab. 1 .  Enantioselektive Hydrolyse racemischer Cyanhydrinester 3 
bei Raumtemperatur und pH 4.5 rnit Lipasen in 0.01 -0.2 M Na- 
triumacetat-Puffer zu (S)-Cyanhydrinen (S)-1 und (R)-Cyanhydrin- 
estern (Q-3. Lipasen: Lipase aus Pseudomonns fluorescens (A), Li- 

pase PS (B) und Lipase P (C) 

( U /  ( U m s a t z ) a )  P r o d u k t e  
h ( % I  Fee ( % ) l b )  Rl m m o l )  

3a C3H7 CH3 A ( 4 3 0 )  2.5 ( 3 6 )  ( S ) - l a [ 3 9 1  ( R ) - 3 a [ 1 5 ]  

Schema 1 

/OH 
R-CH + Ri-  

2 
CN 

\ 
1 

1 a : R = C,H7 
l b :  R = Ph 

C3H7 C3H7 

3b C3H7 C3H7 A ( 4 3 0 )  3 ( 4 6 )  - - 
B(40mg) 1 . 2 5 ( 6 5 )  - - 

Pyridin/ - 3c C3H7 CsHi i A 1 . 2 5 ( 2 7 )  - 
( 4 3 0 ) C )  4 ( 5 0 )  - - 

3d Ph CH3 A ( 4 3 0 )  4 . 5  ( 3 7 )  ( S ) - l b [ 6 7 1  ( R ) - 3 d [ 7 1 ]  

Et,O //” Raurntemp. 
-Pyri- 

‘cl din.HCI 

C - R-CH 

CN 3e Ph C3H7 A ( 8 6 0 )  7 . 5  ( 4 4 )  ( S ) - l b [ 9 3 1  ( R ) - 3 e [ 9 5 ]  
B(40mg) 14 ( 4 9 )  ( S ) - l b [ 8 9 1  ( R ) - 3 e [ 9 7 ]  
C ( 1 2 0 0 )  14 ( 5 0 )  ( S ) - l b [ B O ]  ( R ) - 3 e [ 9 8 ]  

3ed ) C ( 1 2 0 0 )  2 . 5  ( 4 1 )  ( S ) - l b [ 9 7 ]  ( R ) - 3 e [ 8 6 ]  

3 f  Ph C 5 H i i  A 7 ( 2 5 )  ( S ) - l b [ 6 8 1  ( R ) - 3 f [ 4 8 ]  

\ 
3 

( 4 3 0 ) s )  

39 C3H7 Bzl C ( 1 2 0 0 )  24 ( 2 0 )  ( S ) - l b [ 1 6 ]  

‘H-NMR-spektroskopisch bestimmt s exp Teil). - b’ Mittels 

ee-Werte konn- 
Kapillar-GC bestimmt (s. exp. Teil). - I .  In 0.02 ’ M Kaliumchlorid- C,H, PhCH, 
Losung. - d, Praparativer Ansatz (s. exp. Teil). - 
ten mittels Kapillar-GC nicht bestimmt werden. 

Die enantioselektive HYdrolYse der SO dargestellten ra- 
cemischen Cyanhydrinester 3 fuhrten wir bei pH 4.5 im all- 
gemeinen in Natriumacetat-Pufferliisungen bei Raumtem- 

Tab. 2. Enantioselektive Hydrolyse racemischer Cyanhydrinester 3 
bei Raumtemperatur und pH 4.5 mit Lipasen in 0.01 -0.2 M Na- 
tri~macetat-puffer Zu (Rl-CYanhYdrinen (R)-l und (S)-Cyanhydrin- 
estern (S)-3. Lipasen: Lipase aus Candida cylindracea (D) und Lipase 

peratur mit den in den Tabellen 1, 2 aufgefuhrten Lipasen AY (E) 
durch, nachdem Vorversuche gezeigt hatten, dalj Umsatz - -  

R e a k t . -  Um- 
L i p a s e  Z e i t  s a t z  P r o d u k t e  

und Enantiomerenausbeuten nicht von der Pufferkapazitat 
abhangen und hohere Temperaturen sowie langere Reak- 3 (U/mmol) h %a [ e e  ( % ) I b )  

C )  
tionszeiten - ohne merkliche Umsatzsteigerungen - zur 3a D( 20 )  2 6  
Racemisierung und Zersetzung der Cyanhydrine fuhren. D ( 1 2 0 )  14 4 8  ( R ) - l a [ 4 6 1  ( S ) - 3 a [ 4 0 1  

64 ( R ) - l a [ 7 7 ]  

Unter den angefuhrten Bedingungen erfolgt die enantio- 3b D ( 7 0 0 ) d )  4 . 5  47 (R)-la[831 (S ) -3b [831  

selektive Spaltung des Racemats in Abhangigkeit vom ein- D ( 5 9 0 ) e )  3 5 4  ( R ) - l a [ 8 0 1  ( S ) - 3 b [ 9 6 ]  
E(1800) 4 54 ( R ) - l a [ 6 6 1  ( S ) - 3 b [ 7 9 ]  gesetzten Enzym entweder zum (S)-  oder zum (R)-Cyanhy- 

drin (Schema 2, Tabellen 1, 2). Die Umsetzungen wurden 3c D ( 7 0 0 ) d )  5 72 ( R ) - l a [ 4 5 1  ( S ) - 3 c [ 8 4 ]  

nachst anhand der Menge der freigesetzten Carbonsaure ti- 

Schema 2 

bei konstantem pH durchgefuhrt, wobei der Umsatz ZU- 3d ~ ( 2 4 )  26 - 

3e D ( 5 8 0 )  4 .75  22 ( R ) - l b [ 7 7 1  ( S ) - 3 e [ 2 3 ]  
21 65 ( R ) - l b [ 4 2 1  ( S ) - 3 e [ 8 9 ]  

3 f  D ( 5 8 0 ) d )  11 27 ( R ) - l b [ 2 5 ]  ( S ) - 3 f [ 1 3 ]  

Lipase (A.B,c) OH ocml 
H,O/NaO Ac I I 

Rourntemp. 
CN 

(J3-3 ocm’ 
R - C y  

OH ocm’ 3 CN 

pH 4.5 
Raumtemp. 

Lipasen A-E sowie R,R1 siehe Tobellen 1,2 

3 9  E(1800)  9 15 ( R ) - l a [ 8 6 ]  C )  

+ R‘CO,H 3h E ( 1 8 0 0 )  4 21 ( R ) - l a [ 7 6 ]  C )  

‘H-NMR-spektroskopisch bestimmt. - b’ Mittels Kapillar-GC 
ee-Wert konnte mittels Kapillar-GC nicht bestimmt 

Priparativer 
bestimmt. - 
werden. - d, In 0.02 M Kaliumchlorid-Losung. - 
Ansatz. 

trimetisch verfolgt und nach Abbruch der Reaktion exakt 
+ R’CO,H ‘H-NMR-spektroskopisch bestimmt wurde. Zur Bestim- 

mung der Enantiomerenausbeuten der als Gemisch vorlie- 
genden chiralen Cyanhydrine und Cyanhydrinester wurde 
zunachst das freie Cyanhydrin zum entsprechenden Propio- 
nat umgesetzt, wobei - wie Vergleichsversuche zeigten - 
keinerlei Racemisierung erfolgt. ifber eine rnit Permethyl- 
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P-cyclodextrin belegte Siule ist die kapillargaschromatogra- 
phische Trennung der Enantiomeren moglich; ihre absolute 
Zuordnung erfolgte durch Koinjektion von enantiomeren- 
reinen, iiber (R)-Oxynitrilase zuganglichen (R)-Derivaten. 

Die in Tab. 1 aufgefuhrten Ergebnisse zeigen, daD die 
Lipase aus Pseudomonas fluorescens [Fluka] (A), die Lipase 
PS [Amano] (B) und die Lipase P [Amano] (C) zu einer 
enantioselektiven Hydrolyse der (S)-Cyanhydrinester fiih- 
ren, wobei besonders gute Ergebnisse mit aromatischen Sub- 
straten erzielt wurden. Die Lipase aus Candida cylindracea 
[Sigma] (D) und die Lipase AY [Amano] (E) erwiesen sich 
dagegen bei aliphatischen Substraten als besonders geeignet 
fur eine enantioselektive Hydrolyse der (R)-Cyanhydrinester 
(Tab. 2). 

Die besten Ergebnisse erhielten wir jeweils mit den Bu- 
tyraten: Aus dem aromatischen Cyanhydrinester 3 e  resul- 
tierte in Gegenwart von Pseudomonas-Juorescens-Lipase 
nach 7.5 Stunden Reaktionsdauer bei 44proz. Umsatz (S ) -  
Mandelsaurenitril [(S)-l b] neben dem (R)-Cyanhydrinester 
(R)-3e rnit optischen Ausbeuten von 93 bzw. 95% ee, in 
Gegenwart der Lipasen P und PS nach jeweils 14 Stunden 
Reaktionsdauer bei ca. 50proz. Umsatz das Cyanhydrin ( S ) -  
l b  rnit optischen Ausbeuten von 80-89% ee neben dem 
Cyanhydrinester (R)-3e rnit 97-98% ee (Tab. 1). Aus dem 
aliphatischen Cyanhydrinester 3b entstand in Gegenwart 
von Candida-cylindracea-Lipase nach 4.5 Stunden Reak- 
tionsdauer bei 47proz. Umsatz das (R)-Cyanhydrin (R)-1 a 
neben dem (S)-Cyanhydrinester (S)-3b mit jeweils 83% ee 
(Tab. 2). 

Im Falle einer hochselektiven Reaktion kann theoretisch 
eine quantitative Racematspaltung bei einem Umsatz von 
50% erreicht werden. Wir erhielten die besten optischen 
Ausbeuten bei der Herstellung der freien Cyanhydrine bei 
Umsatzen bis zu 50% und bei der Herstellung der Cyan- 
hydrinester bei Umsatzen uber 50%. 

Bei der am Beispiel des aromatischen Cyanhydrinesters 
3e  in praparativem MaDstab durchgefuhrten enantioselek- 
tiven Hydrolyse mittels der Lipase P konnten wir nach S ~ U -  

lenchromatographischer Trennung (S)-Mandelsaurenitril 
[(S)-lb] rnit einem ee-Wert von 97% rnit 76% Ausbeute 
und den (R)-Cyanhydrinester (R)-3e mit einem ee-Wert von 
86% rnit quantitativer Ausbeute isolieren (die Ausbeuten 
beziehen sich auf die eingesetzte Menge an racemischem 
Ester 3e). AuDerdem kann das Enzym in Losung auch mehr- 
fach verwendet werden; das aus 3 e  nach annahernd gleicher 
Reaktionszeit rnit wiederverwendeter Lipase erhaltene (S)-  
Cyanhydrin (S)-1 b zeigte denselben hervorragenden ee-Wert 
von 97’/0, allerdings verringerte sich der Umsatz bei der 
zweiten Verwendung des Enzyms von 40.7 auf 34.5% (s. exp. 
Teil). Bei einem praparativen Ansatz wurde bei vergleich- 
barer optischer Reinheit und chemischer Ausbeute eine we- 
sentlich kiirzere Reaktionszeit benotigt als bei den analyti- 
schen Untersuchungen. 

Bei der am Beispiel des aliphatischen Cyanhydrinesters 
3 b  in praparativem MaDstab durchgefuhrten enantioselek- 
tiven Hydrolyse mittels Candia-cylindracea-Lipase erhielten 
wir nach chromatographischer Aufarbeitung den (S)-Cyan- 
hydrinester (S)-3 b und ein Gemisch aus (R)-1 a/Buttersaure. 

Die Entfernung der Buttersaure aus diesem Gemisch erfolgte 
durch Veresterung mittels Chlortrimethylsilan/Methanolx) 
zu Buttersaure-methylester, wobei - wie Vergleichsversu- 
che zeigten - keine Racemisierung erfolgt. Nach Saulen- 
chromatographie uber SiOz wurde das (R)-Cyanhydrin 
(R)-la rnit einem ee-Wert von 80% in 84proz. Ausbeute 
isoliert (bezogen auf eingesetztes racemisches 3 b). Eine 
mehrfache Verwendung der eingesetzten Lipase war hier 
nicht moglich, da  ungefahr die doppelte Reaktionszeit er- 
forderlich wurde wie bei der analytischen Untersuchung und 
Produkte mit um 20- 30% schlechteren ee-Werten resul- 
tierten (s. exp. Teil). 

Um auch das (S)-Cyanhydrin (S)-1 a zu erhalten, haben 
wir den gleichzeitig entstehenden Cyanhydrinester (S)-3 b 
(ee = 96%, Ausb. 82%) rnit der unspezifisch spaltenden Li- 
pase PS (vgl. Tab. 1) hydrolysiert und aus dem hierbei ent- 
stehenden Gemisch (S)-1 a/Buttersiiure die Buttersaure wie 
vorstehend beschrieben entfernt. Auf diesem Wege gelang 
es, auch das Cyanhydrin (S)-la rnit hoher Enantiomeren- 
reinheit (96% ee) in 62proz. Ausbeute (bezogen auf einge- 
setztes racemisches 3 b) zu isolieren. 

Mit der vorstehend beschriebenen Enzym-katalysierten 
Esterspaltung gelingt es nun, nicht nur gezielt enantioselek- 
tiv aliphatische und aromatische Cyanhydrinester herzu- 
stellen, sondern es konnen auch die zur Racemisierung nei- 
genden freien Cyanhydrine rnit Enantiomerenausbeuten bis 
zu 98% erhalten werden. 

Enantioselektive Veresterung racemischer Cyanhydrine 
Uber die Vorteile Enzym-katalysierter Umsetzungen in organi- 

schen Losungsmitteln gegeniiber denen in wal3rigem Medium ist 
schon berichtet worden 2,4a,c,6). Bei Veresterungen wirkt sich das Ar- 
beiten in organischen Losungsmitteln besonders gunstig auf die 
Gleichgewichtskonzentrationen aus. 

Wong et aL6) berichten, daB bei der mit Pseudomonas-sp-Lipase 
katalysierten enantioselektiven Veresterung verschiedener alipha- 
tischer racemischer Cyanhydrine rnit Vinylacetat in organischen 
Losungsmitteln bei einem bestimmten Grad der Umsetzung ent- 
weder das Cyanhydrin oder das Cyanhydrinacetat mit meist hoher 
Enantiomerenausbeute (YO-Y8% ee) erhalten werden kann. Auch 
Racematspaltungen sekundarer Alkohole uber die Veresterung rnit 
Carbonsaure-(trihalogenethy1)estern sind bekannt9’. 

Die Ubertragung dieser Methode auf unsere Umsetzun- 
gen der racemischen Cyanhydrine 1 a, b in Gegenwart von 
Pseudomonas-Juorescens- oder Candida-cylindracea-Lipase 
in organischen Losungsmitteln rnit Trifluorethyl-acetat oder 
-butyrat fuhrten jedoch nicht zum Erfolg. 

Wir haben daher die Enzym-katalysierte Veresterung ra- 
cemischer aliphatischer und aromatischer Cyanhydrine 1 
rnit Vinylacetat (4) in Abhangigkeit von Enzym und orga- 
nischem Losungsmittel untersucht. Der Umsatz wurde gas- 
chromatographisch verfolgt und nach Abfiltrieren des En- 
zyms sowie Entfernen des Losungsmittels ‘H-NMR-spek- 
troskopisch bestimmt. Die ee-Werte der im Reaktions- 
gemisch vorliegenden Cyanhydrine und Cyanhydrinacetate 
wurden wie vorstehend beschrieben, nach Derivatisierung 
des freien Cyanhydrins zum Cyanhydrinpropionat, kapil- 
largaschromatographisch bestimmt. Nachdem wir in puffer- 
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gesiittigtem Dichlormethan als Losungsmittel bei ungefahr 
gleich bleibenden ee-Werten einen hoheren Umsatz erzielten 
als in absolutem Dichlormethan, haben wir die in Tab. 3 
aufgefuhrten Acetylierungen vorwiegend in puffergesattigten 
Losungsmitteln durchgefiihrt. 

Unter den angegebenen Bedingungen zeigten die verwen- 
deten Enzyme dieselbe Spezifitiit wie bei der enantioselek- 

Schema 3 
Limse OH OCOCH, 

"I. temp. 
1 4 (R  )-I (51-3 

+ CH,CHO 

OH OCOCH, 
I I Lipase 

Cand.cyl. 

, / c< CN + H7C, / 
H 

CH,CI, H C  
Raumtemp. H CN 

1 a + 4  - 
(S)- 1 a ( R ) - 3 a  

+ CH,CHO 

l a  l b  l i  lk  11  
3a 3d 3 i  3k 31 

R C,H7 Ph Ph[CH,], Benzo[l,3]- 4-Hydroxy- 
dioxol-5-yl- 3-rnethoxy- 

phenyl- 

Lipasen A-C siehe Tob.3 

Tab. 3. Enantioselektive Veresterung racemischer Cyanhydrine 1 
mit Vinylacetat (4) bei 30°C rnit Lipasen in organischen Losungs- 
mitteln zu den Cyanhydrinen (R)- bzw. (S)-1 und den Cyanhydrin- 
acetaten (S)- bzw. (R)-3. Lipasen: Lipase aus Pseudomonas puores- 
cens (A), Lipase PS (B), Lipase P (C) und Lipase aus Candida 

cplindracen (D) 

L i -  
pase Lo- Um- 
(U/ sungs- Z e i t  satz P r o d u k t e  

1 m m o l )  mittel") d %b) Lee(  % 1 I =  ) 

la A(1260) C H z C l z  4 52 (R)-la[331 (S)-3a[551" 

lb A(1260) C H z C l z  7 51 (R)-lb[801 (S)-3d[68] 
4 16 35 (R)-lb[471 (S)-3d[773 
T H F d )  14 32 (R)-lb[331 (S)-3d[891 

B(20mg)  C H z C l z  1 51 (R)-lb[74] (S)-3d[80] 
C(1260) C H z C l z  4 43 (R)-lb[661 (S)-3d[88] 

l i  A(800) C H z C l z  g e )  45 (R)-li[861 (S)-3i[951 

lk A(1260) C H z C l z  10 50 (R)-lk[98] (S)-3k[921 

1 1  A(1260) C H z C l z  9 44 (R)-11[501 (S)-31[791 

la D(1160) C H z C l z  20 12 (S)-la[E] (R)-3a[551 

lb D(1160) C H z C l z  8 - 

'' Mit 0.01 M Natriumacetatpuffer (pH 4.5) gesattigt. - b, 'H-NMR- 
s ektroskopisch bestimmt. - Mittels Kapillar-GC bestimmt. - P '  Mit 0.15% Natriumacetatpuffer (pH 4.5). - e, Bei 20°C. 

tiven Hydrolyse racemischer Cyanhydrinester (siehe vorste- 
hend): mit der Lipase aus Pseudomonas fluorescens, der Li- 
pase PS und der Lipase P erfolgte stets eine enantioselektive 
Reaktion des (S)-Enantiomeren unter Bildung des entspre- 
chenden (S)-Cyanhydrinacetats (S)-3 (Tab. 3). Die besten 
Enantiomerenausbeuten erhielten wir bei den Umsetzungen 
des racemischen aromatischen Cyanhydrins 1 k rnit 4 in Ge- 
genwart von PseudomonasTfluorescens-Lipase: Der ee-Wert 
von (R)- lk  betrug 98%, der von (S)-3k 92%. Bei der Ver- 
esterung der aromatischen Cyanhydrine 1 b und 11 entstan- 
den Produkte von geringerer Enantiomerenreinheit. 

Die Umsetzungen der aliphatischen Cyanhydrine 1 a und 
1 i mit Pseudomonas-Jluorescens-Lipase fuhrten nur bei 1 i zu 
guten Enantiomerenausbeuten [(R)-1 i ee = 86%, (S)-3i 
ee = 95%] - vergleichbar rnit den Ergebnissen von Wong 
et al. '). In Gegenwart von Candida-cylindracea-Lipase, die 
sich bei der Hydrolyse racemischer aliphatischer Cyanhy- 
drinester als geeigneter erwiesen hatte (siehe Tab. 2), resul- 
tierten nur rnit l a  nach langer Reaktionszeit (20 Tage) bei 
30°C und einem Umsatz von 12% das (S)-Cyanhydrin (S)- 
1 a und das (R)-Cyanhydrinacetat (R)-3 a mit jeweils schlech- 
ter Enantiomerenausbeute; racemisches Mandelsaurenitril 
(1 b) ging unter diesen Bedingungen keine Umsetzung ein 
(Tab. 3). 

Enantioselektive Umesterung racemischer Cyanhydrinester 
mit primaren Alkoholen 

Als weitere Methode zur enantioslektiven Darstellung 
von (R)- und (S)-Cyanhydrinen bot sich noch die Enzym- 
katalysierte Umesterung racemischer Ester an, die kurzlich 
von Bevinakatti et al. ') beschrieben wurde. Wir untersuchten 
die Umsetzungen der racemischen aliphatischen und aro- 
matischen Cyanhydrinester 3 b und 3d mit verschiedenen 
primaren Alkoholen in Gegenwart der Candida-cylindraceu- 
Lipase und der Lipase P in verschiedenen organischen Lo- 
sungsmitteln bei 20 - 30°C. 

Aufgrund unserer bisherigen Ergebnisse setzten wir den 
aliphatischen Ester 3 b rnit Candida-cylindracea-Lipase und 

Schema 4 

Lipase OH OCOC,H, 
Cand.c yl. I I OCOC3H, ,. 

3 b  (8)- l a  (S)-3 b 

+ H,C,CO,R 

OH OCOCH, 
Lipose P I I OCOCH, 

CN 
Ph - Cv + R O H  ' ,c "",CN + ,c ' 1 ' 1 ,  

org.LM Ph kH Ph \: 
3OoC 

3 d  @-1b (R)- 3 d 

+ H,CCO,R 

R = CH,, Cat& C,H,, PhCH, 
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Tab. 4. Enantioselcktive Umesterung racemischer Cyanhydrinester 
3 rnit primaren Alkoholen in organischen Losungsmitteln 

3b rnit Lipase aus Candida cylindracea (D) bzw. Lipase AY (E) zu 
(R):Cyanhydrin (R)-1 a und (S)-Cyanhydrinester (S)-3 b. 

3d rnit Lipase P (C) zu (S)-Cyanhydrin (S)-1 b und (R)-Cyanhydrin- 
ester (R)-3d 

36 D ( 1 2 0 0 ) /  
[MeOH] H e x a n  
[BuOHl  H e x a n  
[BuOHl  H e x a n d )  
[BuOH] H e x a n d )  
[BuOHl  D I P E e  1 
[BuOH] D I P E  
[ O c t O H ]  H e x a n d  1 
E ( 2 4 0 0  ) / 
[ O c t O H l  H e x a n f  1 

3d C( 1 2 0 0 ) /  
[BuOHI CHzC1zd l  
[ BuOH 1 H e x a n d  ) 

[ O c t O H ]  CHzC1zd)  
[ O c t O H ]  H e x a n d  ) 

C( 18DO) /  
[ B z l O H I  CHzC1zd)  

( R ) - l a [ 8 5 ]  
( R ) - l a [ 8 6 ]  
( R ) - l a [ 7 5 ]  
( R ) - l a [ 6 0 ]  
( R ) -  1 a[ 8 9  I 
( R ) - l a [ 9 2 ]  

( R ) - l a [ 6 5 ]  

( S ) - l b [ 9 7 ]  
( S ) - l b [ 9 3 ]  
( S ) - 1  b [ 9 8 ]  
( S ) - l b [ 9 7 1  

( S ) - l b [ 9 8 1  

( S ) - l b [ 7 7 1  

( R )  -3d[ 1 8 1  
( R ) - 3 d [ 8 9 ]  
( R ) - 3 d I  20 1 
( R )  -3d[ 8 5  I 
( R ) - 3 d [ 3 6 1  

( R ) - 3 d [  7 2 1  

d l  3 M Uberschuh - b, ‘H-NMR-spektroskopisch bestimmt. - 
Mittels Kapillar-GC bestimmt. - dl Mit 0.01 N Natriumacetat- 

puffer (pH 4.5) gesattigt. - Diisopropylether. - r, Praparativer 
Ansatz. 

den aromatischen Cyanhydrinester 3d rnit der Lipase P um, 
wobei aus 3 b  das (R)-Cyanhydrin (R)-la sowie der (S ) -  
Cyanhydrinester (S)-3b entstanden und aus 3d das (S ) -  
Cyanhydrin (S)-1 b sowie der (R)-Cyanhydrinester (R)-3d. 
Bei der Umsetzung von 3 b rnit Candida-cylindracea-Lipase 
in Methanol erfolgte keine Reaktion (Denaturierung des En- 
zyms); rnit 1-Octanol wurde gegenuber 1-Butanol eine deut- 
lich hohere Selektivitat der Reaktion beobachtet: In Hexan 
als Losungsmittel erhielten wir (R)-1 a und (S)-3 b mit jeweils 
hohem Enantiomereniiberschufi [ee = 92 bzw. 94%]. 

Die Umsetzungen von 3 d  fuhrten in Gegenwart der Li- 
pase P mit I-Butanol bzw. I-Octanol in Hexan bei mittleren 
Umsatzen zu Produkten rnit vergleichbar guter optischer 
Ausbeute: Das (S)-Cyanhydrin (S)-1 b zeigte ee-Werte von 
93 - 97% und der (R)-Cyanhydrinester (R)-3d von 85 - 
89%. Bei den Umsetzungen in Dichlormethan bildeten sich 
die Cyanhydrine (S)-1 b stets rnit hoher optischer Reinheit 
(97 - 98% ee), es konnten jedoch nur geringe Umsatze erzielt 
werden (Tab. 4). 

Bevinakatti et al.” erhielten dagegen bei ihren Umsetzungen von 
3d rnit Butanol in Diisopropylether bei 30°C in Gegenwart von 
Candida-cylindracea-Lipase (R)-Mandelsiiurenitril [(R)-lb] rnit 
deutlich schlechteren ee-Werten (ee = 77% nach 38proz. Umsatz 
bzw. ee = 44% nach 54proz. Umsatz) neben dem (S)-Cyanhydrin- 
ester (S)-3d und in Gegenwart von Schweinepankreas-Lipase (S)- 
Mandelsaurenitril [(S)-l b] ebenfalls mit schlechter optischer Aus- 
beute (ee = 67% nach 40% Umsatz) neben dem (R)-Cyanhydrin- 
ester (R)-3d die ee-Werte bestimmten die Autoren jeweils uber 
den Drehwert, die Ester isolierten sie in Substanz rnit 70-90% 
Ausbeute nach saulenchromatographischer Aufarbeitung uber Kie- 
selgcl. 

Bei der praparativen Umsetzung des aliphatischen Esters 
3 b  rnit 1-Octanol in Gegenwart der Lipase AY in Hexan 
konnten wir nach 4tagiger Reaktionszeit bei 30°C aus dem 
resultierenden Gemisch von (S)-3 b [ee = 97%] und (R)-1 a 
[ee = 65%] nach Chromatographie auf Kieselgel den (S ) -  
Cyanhydrinester (S)-3b in hoher Enantiomerenreinheit 
(ee = 97%) rnit 92% Ausbeute isolieren. Eine Trennung des 
(R)-Cyanhydrins (R)-1 a von 1-Octanol gelang nicht. Bei 
Versuchen, nach beendeter Reaktion die abgetrennte Lipase 
nach Waschen und Trocknen erneut einzusetzen, zeigte sich 
zwar keine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit, jedoch 
eine geringere Enzymselektivitat, so darj hier eine mehrfache 
Verwendung des Enzyms ausscheidet. 

Diskussion der Ergebnisse 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Methoden der enan- 
tioselektiven Esterspaltung und Umesterung racemischer 
Cyanhydrinester sowie der enantioselektiven Veresterung 
racemischer Cyanhydrine mittels Lipasen bieten einen wei- 
teren Zugang zu enantiomerenreinen Cyanhydrinen und 
Cyanhydrinestern rnit zum Teil hohen optischen Ausbeuten. 
Mit der Lipase aus Pseudomonasfluorescens, der Lipase PS 
und der Lipase P, erfolgt bei allen drei Reaktionstypen stets 
eine selektive Reaktion der (S)-Enantiomeren, wahrend mit 
der Lipase aus Candida cylindracea und der Lipase AY die 
selektive Reaktion der (R)-Enantiomeren beobachtet wird. 
So konnen jetzt - je nach Wahl der Methode - freie chirale 
Cyanhydrine gezielt dargestellt werden: Die (S)-Cyanhy- 
drine entstehen sowohl bei der Hydrolyse als auch der Um- 
esterung der racemischen Ester 3 rnit Pseudomonas-sp.-Li- 
pase, wohingegen bei der Veresterung der racemischen 
Cyanhydrine 1 rnit Pseudomonas-sp.-Lipase die @)-Cyan- 
hydrine erhalten werden. Die Umsetzungen mit Candida- 
cylindracea-Lipase verlaufen mit umgekehrter Selektivitat. 

Erganzend zu unseren fruhren Arbeiten mittels (R)- und 
(S)-Oxynitri la~e~>~) ist uns uber die rnit Candida-cylindracea- 
Lipase katalysierte Hydrolyse bzw. Umesterung des race- 
mischen Cyanhydrinesters 3 b jetzt auch die praparative 
Darstellung aliphatischer (S)-Cyanhydrine am Beispiel des 
(S)-2-Hydroxypentannitrils [(S)-l a] rnit ee-Werten von 
95 - 97% gelungen. Die Hydrolyse des racemischen Buty- 
rats des Mandelsaurenitrils (3 e) rnit Pseudomonas-sp.-Lipase 
fiihrte zu (S)-Mandelsaurenitril [(S)-1 b] rnit demselben ho- 
hen Enantiomereniiberschufi (97% ee) wie bei den Umset- 
zungen mit (S)-Oxynitrilase3). 

Wir danken dem Bundesministerium fur Forschung und Techno- 
logic fur die Unterstutzung dieser Arbeit sowie der Firma Amano 
fur kostenlose Uberlassung der Lipasen. AuDerdem gilt unser Dank 
Herrn Dipl. Chem. U. B d z  und Frau C. Kiess fur die Bestimmungen 
der Enantiomerenreinheit. 

Experimenteller Ted 
‘H-NMR: Varian T 60, Bruker W P  80, TMS als int. Standard. - 

Drehwerte: Perkin-Elmer-Polarimeter 241. - Gaschromatographie 
fur Umsatzbestimmungen: Hewlett-Packard, Model1 5700 A rnit 
Flammenionisationsdetektor, Spectra-Physics Minigrator. Trager- 
gas: 30 ml/min Stickstoff, Glassaulen: 2.3 m x 2 mm. Phasen OV 
225/3% auf Chromosorb W. Temperaturprogramm: 100- 250”C, 
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8'/min. - Praparative Saulenchromatographie: Glassiulen ver- 
schiedener Dimensionen, gepackt rnit Kieselgel, 0.032 - 0.063 mm 
(Fa. Baker). - Kapillargaschromatographie zur Bestimmung des 
Enantiomerenuberschusses ee: Glaskapillaren, 20 m, belegt rnit 
Permethyl-13-cyclodextrin (10% im Gemisch rnit 90% OV 1701) 
nach Lit."'. - pH-Konstanthalter: Fa. Metrohm. - Lipasen: Li- 
pase aus Pseudomonusfluorescens (A) [Fa. Fluka], Lipase PS (Pseu- 
domonas spezies) (B) [Fa. Amano], Lipase P (Pseudomonas spezies) 
(C) [Fa. Amano], Lipase aus Candida cylindracea (D) [Fa. Sigma, 
Typ VII], Lipase AY (Candida spezies) (E) [Fa. Amano]. 

(CDC13): 6 = 0.65-1.07 (m, 3H, CH,), 1.07-1.96 (m, 6H, 3 CH2), 
2.2-2.58 (s, 5H, Ph). 

C14H17N02 (231.3) Ber. C 72.70 H 7.40 N 6.05 
Gcf. C 72.82 H 7.53 N 6.03 

2-(Phenylacetoxyipentannitril (3g): Aus 4.96 g (50 mmol) 1 a, 
9.25 g (60 mmol) Phenylacetylchlorid (2g) und 4.75 g (60 mmol) 
Pyridin in 100 ml absol. Diethylether Ausb. 8.61 g (79%), Sdp. 
98'C/lO-'Torr. - 'H-NMR (CDCI,): 6 = 0.7- 1.15 (m. 3H, CH,), 
1.15-2.0 (m, 4H, 2 CH2), 3.6 (s, 2H, CH2Ph), 5.2 (t, J = 7.2 Hz, 
1 H, CHj, 7.18 (s, 5H, Ph). 

Acylierung raceniischer Cyanhydrine 1 

Allgemeines: Zu Pyridin und Cyanhydrin 1 in absol. Diethylether 
C13H15N02 (217.3) Ber. C 71.68 H 6.96 N 6.45 

Gef. C 71.95 H 7.00 N 6.36 
12bt man unter Eiskuhlung das Carbonsiiurechlorid 2 tropfen und 
ruhrt ca. 12 h bei Raumtcmp. Dann wird das Reaktionsgemisch 
rnit Wasser, 0.5 N NaOH, ges. Natriumhydrogensulfit-Losung und 
nochmals rnit Wasser ausgeschuttelt, die Etherphase rnit Natrium- 
sulfat getrocknet, das Losungsmittel im Rotationsverdampfer ent- 
fernt und der Ruckstand i. Vak. fraktionierend destilliert. 

2-A~etox.4~pentannitril(3a): Aus jeweils 0.120 mol 2-Hydroxypcn- 
tannitril ( l a )  (11.89 g), Acetylchlorid (2a) (9.42 g) und Pyridin 
(9.49 gj in 180 ml absol. Diethylether Ausb. 10.1 g (6O%), Sdp. 
84 Cj8 Torr (Lit. ' ' '  76-80'C/2-5 Torr). - 'H-NMR (CDCI,): 
6 = 0.8-1.15 (m, 3H, CH,CH2), 1.2-2.1 (m. 4H, [CH2J2), 2.15 (s, 
3H, CH,COjj, 5.35 (t, J = 6.4 Hz, 1 H, CH). [Lit.5e' 'H-NMR 

(cc14)1' C7H, ,N02  (141.2) Ber. C 59.55 H 7.85 N 9.92 
Gef. C 59.44 H 7.86 N 9.64 

2-~Butyrylo.uy~prntannitril (3bj: Aus jeweils 0.100 mol 1 a, 
(9.91 g), Butyrylchlorid (2b) (10.66 g) und Pyridin (7.91 g) in 100 ml 
absol. Diethylether Ausb. 14.66 g (87%), Sdp. llO'C/16 Torr. - 
'H-NMR (CDC13j: 6 = 0.85-1.2 (m, 6H,  2 CH,), 1.25-2.1 (m, 
6H, 3 CH2), 2.25-2.55 (m, 2H, COCH?), 5.36 (t, J = 6.2 Hz, 1 H, 
CH). 

C9HI5NO2 (169.2) Ber. C 63.88 H 8.94 N 8.28 
Gef. C 64.05 H 9.00 N 8.09 

Z-(Hexanoyloxy/pentannitri/ (3c): Aus jeweils 100 mmol 1 a 
(9.21 g), Hexanoylchlorid (2c) (13.46 g) und Pyridin (7.91 g) in 
100 ml absol. Diethylether Ausb. 9.85 g (50%), Sdp. 125 C/12 Torr. 
- 'H-NMR (CDCI,): 6 = 0.68-1.19 (m, 6H,  2 CH,), 1.19-2.15 
(m, 10H, 5 CH2), 2.18-2.6 (m, 4H, 2 CH?), 5.39 (t. J = 6.9 Hz, 
I H. CH). 

2-(3-Phenylpropionyloxy)pentannitril(3h): Aus 2.48 g (25 mmol) 
l a ,  5.54 g (30 mmol) 3-Phenylpropionylchlorid (20 und 2.38 g (30 
mmol) Pyridin in 100 ml absol. Diethylether Ausb. 4.23 g (73%), 
Sdp. 86'.C/10-' Torr. - 'H-NMR (CDCl3): 6 = 0.8-1.1 (m. 3H, 
CH3j, 1.2-2.0 (m, 4H, 2 CH2), 2.5-3.1 (m, 4H, 2 CHI), 5.3 (t, J = 
6.2 Hz, I H ,  CH), 7.23 (s, 5H, Ph). 

Cl4Hl7NO2 (231.3) Ber. C 72.70 H 7.41 N 6.06 
Gcf. C 72.87 H 7.52 N 5.86 

Enantioselektive Hvdrolyse raceniischer Cyanhydrinester (zu den 
Tabellen 1, 2) 

Allgemeines: Zu der rnit Essigsiiure auf pH 4.5 eingestellten Lo- 
sung des Enzyms in 25 ml Puffer ( = 0.01 -0.02 M CH'CO'Na) oder 
in 0.02 M KCI-Losung wurden unter krlftigem Ruhren 0.5 mmol 
Ester (= 70.6 mg 3a, 84.6 mg 3b, 98.6 mg 3c, 87.6 mg 3d, 101.6 mg 
3e, 109.6 mg 3f, 108.6 mg 3g, 115.6 mg 3h) gegeben, wobei eine 
Emulsion enstand. Die Umsetzungen wurden am pH-Konstant- 
halter durchgefuhrt. Nach der in Tab. 1 angegebenen Reaktionszeit 
wurde das Reaktionsgemisch rnit Diethylether ausgeschuttelt, der 
Extrakt rnit Natriumsulfat getrocknet und nach Entfernen des Lo- 
sungsmittels im Rotationsverdampfer der Umsatz im Ruckstand 
' H-NMR-spektroskopisch bestimmt. 

Zur Bestimmung der Enantiomerenausbeute [eel wurden 5 p1 
des Ruckstandes rnit 5 p1 Pyridin, 20 p1 Propionylchlorid und 
500 p1 Dichlormethan in einem ,,Reacti Vial" (1 ml) 2 h auf 80°C 
erwirmt und anschliebend uber eine Kieselgelsiiule (3 cm x 0.5 cm) 
rnit 3 ml Dichlormethan eluiert. Im Eluat wurden die ee-Werte der 
enantiomeren 2-(Acyloxy)alkannitrile nebeneinander kapillargas- 
chromatographisch bestimmt. 

Pruparative Hydrolyse Don 3e: Wie vorstehend beschrieben wur- 
den 400 mg (ca. 12000 U) Lipase P, 400 ml 0.01 M Natriumacetat- 
puffer (pH 4.5) und 2.03 g (10.0 mmol) 3e am pH-Konstanthalter 

C l lHI9NO2 (197.3) Ber. C 66.97 H 9.71 N 7.10 
Gef. C 66.80 H 9.81 N 6.95 

2-Acefo.u~~-2-phmyleth~~nnitvi l  (3d): Aus jeweils 100 mmol Man- 2.5 h bei Raumtemp. umgesetzt. Nach entsprechender Aufarbeitung 
delsaurenitril (2-Hydroxy-2-phenylethannitril) ( I  b) (1 3.3 g), 2a wurde die wibrige Phase im Rotationsverdampfer von gelostem 
(7.86 g) und Pyridin (7.91 g) in 100 ml absol. Diethylether Ausb. Diethylether befreit und bei pH 4.5 erneut mit 10 mmol 3e 3 h bei 
14.4 g (82%), Sdp. 132 'C/lO Torr (Lit."' 127- 129'C/8 Torr]. - Raumtemp. umgesetzt. Die jeweiligen Bestimmungen von Umsatz 
'H-NMR (CDCI,): 6 = 2.16 (s, 3H, CH,), 6.43 (s, 1 H, CH), 7.48 (s, und Enantiomerenausbeutcn erfolgten wie vorstehend beschrieben. 
SH, Ph). [Lit."' 'H-NMR (CCI,)]. 

Rcakt.- Produktc Umsatz 
2-~Bu~~~ry lo .uy ) -2 -pheny le fha~in i t r i I (3e ) :  Aus jeweils 100 mmol 1 b zeit (Sj-1 b (R)-3e 

h Lee (YO)] [ee ("/.)I (13.3 g), 2b (10.66 g) und Pyridin (7.91 g) in 100 ml absol. Diethyl- 
ether Ausb. Torr. - 'H-NMR 
(CDCIJ: 6 = 0.77-1.12 (m, 3H, CH,), 1.36-2.02 (m, 2H, 
CH,CH,), 2.26-2.58 (m, 2H, COCH?), 6.52 (s, 1 H, CH), 7.53 (s, 
5H, Phj. 

C12HIINO? (203.2) Ber. C 70.91 H 6.45 N 6.89 
Gef. C 71.08 H 6.36 N 6.62 

12.37 g (6l%), Sdp. 95 C/O.OOl - 

2.5 40.7 97.1 84.3 
3 34.5 97.3 56.3 

Spaltung 
2, 

Praparative Aufarbeitung: Das nach der 1. Spaltung nach Ent- 
fernen des Ethers erhaltene Produktgemisch wurde rasch uber eine 
Kieselgelslule chromatographiert, zunichst rnit Dichlormethan 
und anschliebend rnit Diethylether. Nach Einengen der 1. Fraktion 
im Rotationsverdampfer blieben 1.01 g (100%) (R)-3e zuruck, 
[a]'" = +7.04 (c = 2.5, CHCI,). ee = 85.6% (mittlcs Kapillar-GC 

17-(Hesuno~~loxy~-2-phenyle t~~~nni t r i l  (30: Aus jeweils 100 mmol 
I b  (13.3 g), 2c (13.46 g) und Pyridin (7.91 g) in 100 ml absol. Di- 
ethylethcr Ausb. 17.0 g (74%), Sdp. 116"C/0.001 Torr. - 'H-NMR 
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bestimmt). Die 2. Fraktion - ein Gemisch aus (S)-1 b und Butter- 
slure - wurde nochmals iiber Kieselgel rnit Diethylether/Petrol- 
ether (3: 9) chromatographiert, Ausb. nach Einengen des Eluats im 
Rotationsverdampfer 0.51 g (76%) (S)-1 b, [a];" = -46.9 (c = 5, 
CHCIJ, ee = 97.3% (Kap. GC-bestimmt). 

Priiparatiue Hydrolyse uon 3b: Wie vorstehend beschrieben wur- 
den 550 mg (5900 U) Lipase aus Candida cylindracea, 400 ml 
0.01 M Natriumacetatpuffer (pH 4.5) und 1.69 (10.0 mmol) 3b am 
pH-Konstanthalter 3 h bei Raumtemp. umgesetzt. Nach entspre- 
chender Aufarbcitung wurde die whBrige Phase im Rotationsver- 
dampfer von gelostem Diethylether befreit und bei pH 4.5 erneut 
rnit 10 mmol 3b  5.75 h bei Raumtemp. umgesetzt. Die jeweiligen 
Bestimmungen von Umsatz und Enantiomerenausbeuten erfolgten 
wie vorstehend beschrieben. 

Reakt.- Produkte Umsatz 
zeit (R)-la (S)-3b 
h Lee ("/.)I Lee ("/.)I 

1. Spaltung 3 54.0 80.0 96.0 
2. Spaltung 5.75 47.1 59.2 50.4 

Prlparative Aufarbeitung: Das nach der 1. Spaltung nach Ent- 
fernen des Ethers erhaltene Produktgemisch wurde rasch iiber eine 
Kieselgelsaule zunachst rnit Dichlormethan und anschlieknd mit 
Diethylether chromatographiert. Nach Einengen der 1 .  Fraktion 
im Rotationsverdampfer blieben 0.69 g (82%) (S)-3b zuruck, die in 
Gegenwart von 200 ml 0.01 M Natriumacetatpuffer (pH 4.5) mit 
400 mg Lipase PS 3 h bei 25°C umgesetzt wurden. Das resultie- 
rende Gemisch aus (S)-la und Buttersaure wurde mit 2 ml Chlor- 
trimethylsilan in 20 ml absol. Methanol 20 min bei Raumtemp. 
geriihrt. AnschlieBend wurde zunachst im Rotationsverdampfer, 
dann bei 5 Torr eingeengt und der Ruckstand iiber Kieselgel mit 
Petrolether/Ethylacetat (3: 7) chromatographiert. Ausb. nach Ein- 
engen des Eluats 0.31 g (62%) @)-la, [a1200 = -21.4 (c = 2.1, 
CHCIJ, ee = 96% (Kap. GC-bestimmt). - Die rnit Diethylether 
eluierte 2. Fraktion - 750 mg eines Gemisches aus (R)-la und 
Buttersaure - wurde wie vorstehend beschrieben von der Butter- 
saure befreit. Ausb. nach Einengen des Eluats 0.39 g (80%) (R)-1 a, 
[a]? = +20.2 (c = 2, CHCI,), ee = 80.0% (mittels Kapillar-GC 
bestimmt) [Lit." [a]? = + 13.1 (c = 5, CHC13), ee = 96% (mittels 
Kapillar-GC uber (R)(  +)-MTPA-Derivat) bestimmt]. 

Enantioselektive Veresterung von Cyanhydrinen 1 mit Vinylacetat 
(4) (zu Tab. 3) 

Allgemeines: Es wurden jeweils 0.5 mmol 1 [= 49.5 mg 2-Hy- 
droxypentannitril (la), 66.5 mg Mandelsaurenitril (1 b), 80.6 mg 2- 
Hydroxy-4-phenylbutannitril (1 i), 95.5 mg 2-(Benzo[1,3]dioxol-5- 
yl)-2-hydroxyethannitril (1 k) bzw. 96.6 mg 2-Hydroxy-2-(4-hy- 
droxy-3-methoxypheny1)ethannitril (1 I)] in 5 ml Losungsmittel mit 
400 p1 4 und Lipase umgesetzt (Reaktionszeit und -temp., Menge 
und Art der Lipase s. Tab. 3). AnschlieBend wurde die Lipase ab- 
filtriert, rnit Diethylether nachgewaschen, das Losungsmittel im Ro- 
tationsverdampfer entfernt und der Umsatz im zuriickbleibenden 
Reaktionsgemisch 'H-NMR-spektroskopisch bestimmt. - Die Be- 
stimmung der Enantiomerenausbeute [eel erfolgte wie vorstehend 
beschrieben mit 5 p1 des von Lipase und Losungsmittel befreiten 
Reaktionsgemisches. 

Enzymkatalysierte enantioselektive Umsetzung von racemischen 
Cyanhydrinestern 3 mit primiiren Alkoholen (zu Tab. 4) 

Allgerneines: Es wurden jeweils 0.5 mmol 3 [ = 70.6 mg 2-(Bu- 
tyry1oxy)pentannitril (3b) bzw. 87.6 mg 2-Acetoxy-2-phenylethan- 
nitril(3d)l in 5 ml Losungsmittel rnit 1.5 mmol Alkohol (= 11 1 mg 
1-Butanol, 195 mg 1-Octanol, 163 mg Benzylalkohol) und Lipase 

wie bei der Veresterung der (R,S)-Cyanhydrine 1 beschrieben um- 
gesetzt. Aufarbeitung wie dort (Reaktionszeit und -temp., Menge 
und Art der Lipase s. Tab. 4). 

Priiparative Umsetzung von 3b  und 1-Octanol: 2.35 g (15.0 mmol 
3b, 6.2 g (45.7 mmol) n-Octanol, 100 ml Hexan [mit 0.01 N Na- 
triumacetatpuffer (pH 4.5) gesattigt] und 1.2 g (ca. 36000 U )  
Amano-AY-Lipase (Candida sp.) wurden bei 30°C geriihrt. Nach 
4 d wurde die Lipase abfiltriert, rnit Diethylether nachgewaschen 
und das Losungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt. Im zu- 
riickbleibenden Reaktionsgemisch wurde der Umsatz 'H-NMR- 
spektroskopisch mit ca. 55% und die Enantiomerenausbeute der 
gebildeten Produkte (R)-la (ee = 65%) und (S)-3b (ee = 97%) wie 
iiblich bestimmt. Das Produktgemisch wurde iiber eine Kieselgel- 
saule zunachst rnit Chloroform chromatographiert, die erste Frak- 
tion - ein Gemisch aus Buttersaure-butylester und 3b  - wurde 
nochmals iiber Kieselgel mit Ethylacetat/Petrolether (1 : 9) chro- 
matographiert. Die hierbei erhaltene erste Fraktion - Buttersaure- 
butylester - wurde abgetrennt und die zweite Fraktion im Rota- 
tionsverdampfer eingeengt. Ausb. 1.16 g (92%) (S)-3b, [a];" = 

-86.99 (c = 2.775, CHC13), ee = 97% (mittels Kapillar-GC bc- 
stimmt). 

CAS-Registry-Nummern 

l a :  73683-31-5 / (R)-1 a :  10021-63-3 /(S)-la:  107537-99-5 / I b: 613- 
88-7 / (R)-1 b: 10020-96-9 (S)-1 b: 28549-12-4 / 1 i :  121054-03-3 / (R)-  
l i :  120999-41-9 / l k :  86215-81-8 /(R)-lk:  10017-05-7 / I I :  66233- 
07-6 / (R)-11: 129313-28-6 / 2 a :  75-36-6 / 2 b :  141-75-3 / 2c: 142- 
61-0 / 2f: 645-45-4 / 2g: 103-80-0 / 3a: 119401-09-1 / (R)-3a: 
119477-91-7 / (S)-3a: 129313-21-9 / 3b: 129265-86-7 1 (S)-3b: 

87-5 / (R)-3d: 119718-89-7 /(S)-3d: 119718-88-6 / 3e:  129265-88-9 / 
(R)-3e: 129313-26-4 / (S)-3e: 129313-24-2 / 3f: 129265-89-0 / 

129265-91-4 / (S)-3i: 123356-14-9 / (S)-3k: 129313-29-7 / (S)-31: 
129313-30-0 / 4: 108-05-4 / Lipase: 9001-62-1 / 1-Octanol: 11  1-87-5 

129313-22-0 / 3 ~ :  129265-87-8 / ( S ) - ~ C :  129313-23-1 / 3d:  119718- 

(R)-3f: 129313-27-5 / (S)-3f: 129313-25-3 / 3g: 129265-90-3 / 3h: 
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