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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON OPTISCH AKTIVEN CYANHYDRINEN UNTER

VERWENDUNG VON R-OXYNITRILASE

Verfahren zur Herstellung der (R)-Enantiomeren von
optisch aktiven Cyanhydrinen durch Umsetzung eines
Aldehyds oder eines Ketons mit einem Cyanidgruppen-
donor in Anwesenheit einer (R)-Oxynitrilase, bei welchem
ein Reaktionsgemisch aus
a) einem in einem organischen, mit Wasser nicht oder

geringfiigig mischbaren Verdinnungsmittel geldsten
Aldehyd oder Keton,
b) einer wassrigen (R)-Oxynitrilaseldsung und
c) einem Cyanidgruppendonor
derart geruhrt wird, dass eine Emulsion entsteht, die bis
zum Ende der enzymatischen Reaktion aufrecht bleibt, und
nach beendeter enzymatischen Reaktion das entsprechen-
de (R)-Cyanhydrin aus dem Reaktionsgemisch isoliert wird.
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Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven Cyanhydrinen unter Verwendung von R-Oxy-
nitrilase.

Cyanhydrine sind etwa zur Synthese von alpha-Hydroxysauren, alpha-Hydroxyketonen, beta-
Aminoalkoholen, die zur Gewinnung biologisch wirksamer Stoffe, z.B. pharmazeutischer Wirk-
stoffe, Vitamine oder auch pyrethroider Verbindungen Verwendung finden, von Bedeutung.

Die Herstellung eines Cyanhydrins kann durch Anlagerung von Blausédure (HCN) an die Car-
bonylgruppe eines Aldehyds oder eines unsymmetrischen Ketons erfolgen, wobei Enantiomeren-
gemische unsymmetrischer Cyanhydrine entstehen.

Da in einem biologisch wirksamen Enantiomerengemisch normalerweise nur eines der beiden
Enantiomere biologisch wirksam ist, hat es nicht an Versuchen gefehlt, ein Verfahren zur Her-
stellung des (R)-Enantiomeren eines optisch aktiven Cyanhydrins in méglichst hoher optischer
Reinheit zu finden.

Viele Verfahren beruhen darauf, die Anlagerung von HCN an die Carbonylgruppe in Gegenwart
eines chiralen Katalysators, beispielsweise einer Oxynitrilase durchzufahren.

Die Enantiomerenreinheit des herzustellenden Cyanhydrins hangt dabei in hohem Male davon
ab, wie stark die chemische Konkurrenzreaktion und Racemisierung unterdrickt werden kénnen.

Wie aus J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, S. 6992-6996 bekannt ist, ist es besonders bei
Verfahren, die im wassrigen System arbeiten, schwierig auf Grund dieser Konkurrenzreaktion eine
hohe Enantioselektivitat und Enantiomerenreinheit zu erzielen.

Ein Weg, die chemische Konkurrenzreaktion und Racemisierung zu unterdriicken, wird in
EP-A-0 326 063 angegeben, nach dem optisch aktive (R)-Cyanhydrine durch Umsetzung von
aliphatischen, aromatischen oder heteroaromatischen Aldehyden oder Ketonen in wassrigem
Milieu mit Blausaure in Gegenwart von (R)-Oxynitrilase (EC 4.1.2.10) aus Prunus amygdalus
erhalten werden sollen, indem unter derart sauren Bedingungen, insbesondere bei pH < 4,5 und
bei solchen Temperaturen gearbeitet wird, dass die chemische Konkurrenzreaktion und Racemi-
sierung gegeniber der enzymatischen Synthese vernachlassigbar sind. Auf die unter diesen
Bedingungen erhohten Aktivitatsveriuste des Biokatalysators wird dabei hingewiesen und die
Beispiele lassen eine Favorisierung niedriger Temperaturen im Bereich von 5 bis 8°C erkennen.

Da die Enzyme wasserlésliche Proteine und die Substrate hingegen nur schiecht wasser-
Iosliche Verbindungen sind, wurde die Verwendung von mit Wasser mischbaren organischen Lo-
sungsmitteln zur Verbesserung der Léslichkeit des Substrates und des Produktes vorgeschiagen.

So wurde zum Beispiel von Effenberger et al. (Angew. Chem. 89 (1987) S.491-492) die enzy-
matische Cyanhydrinbildung in wéssrig-alkoholischen Systemen unter Variation des pH-Wertes,
der Temperatur und Konzentration in Hinblick auf eine optimale Unterdruckung der Konkurrenz-
reaktionen untersucht. Die stereochemische Reinheit der gewiinschten Endprodukte war dabei
jedoch oft nicht zufriedenstellend. Als Verbesserung wurde vorgeschiagen, die enzymatische
Umsetzung von Oxoverbindungen mit Blausaure in organischen mit Wasser nicht mischbaren
Losungsmitteln durchzufuhren um die chemische Reaktion zu unterdriicken. Dabei wurde bevor-
zugt mit Ethylacetat und unter Verwendung von tragerfixierter (R)-Oxynitrilase gearbeitet. Auf diese
Weise wurden zwar Produkte mit hoher optischer Reinheit erhalten, jedoch wurde durch die
Immobilisierung des Enzymes ein betrachtlicher Veriust an Enzymaktivitat beobachtet. Weiters
wurde festgestellt, dass die nicht enzymatische Reaktion, die in der wassrigen Phase durch
Addition der Blausaure an die Ausgangsverbindung zu racemischen Cyanhydrinen flhrt, eine
ungewolite Abnahme der Enantiomerenreinheit des Produktes verursacht.

In J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, S. 6992-6996 werden die Probleme, die mit der Verwendung
von freier Blausaure zusammenhangen, durch eine Transcyanierung mittels Hydroxynitrilase unter
Verwendung von Acetoncyanhydrin in einem zweiphasigen Reaktionsgemisch, bestehend aus
einer wassrigen Pufferlésung und einem mit Wasser nicht mischbaren Losungsmittel, umgangen.
Der Nachteil dabei ist, dass das Volumen an organischem Lésungsmittel und dadurch des gesam-
ten Reaktionsgemisches ziemlich groR ist in Bezug auf die eingesetzte Aldehydmenge. Weiters
wird eine extrem lange Reaktionszeit und eine grole Menge an Enzym bengtigt. Letztendlich ist
auch die optische Reinheit der Cyanhydrine zumeist nicht ausreichend fur die enantiospezifische
Synthese der Zielprodukte.

Als Verbesserung wird in EP-A1-0 547 655 ein Verfahren vorgeschlagen bei welchem optisch
aktive Cyanhydrine aus Aldehyden oder Ketonen und Blaus&ure in einem Zweiphasensystem,
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bestehend aus einer homogenen wassrigen Ldsung der Hydroxynitrilase und einem geeigneten
organischen Lésungsmittel, das zumindest im mit Wasser Wesentlichen unmischbar ist, hergestellt
werden, wobei die wassrige Losung mit einem Acetatpuffer in einer Konzentration von 0,005 bis
0,1 mol pro Liter gepuffert wird und das Verhaltnis von organischer Phase zu wassriger Phase
zwischen 5:1 und 1:5 liegt. Das Reaktionssystem wird wahrend der enzymatischen Umsetzung
gerihrt, wobei das Zweiphasensystem erhalten bleibt.

Trotz der Reaktion bei einem pH-Wert von etwa 4,5 kann die chemische Reaktion jedoch auch
in diesem Zweiphasensystem aus organischer Substratiosung und wassriger Enzymiosung nicht
vollstandig unterdriickt werden. Nachteilig bei diesem Verfahren ist, dass die ee-Werte der Cyan-
hydrine nur durch den Einsatz groRer Enzymmengen verbessert werden konnte.

Aufgabe der Erfindung war es, ein verbessertes Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven
Cyanhydrinen zu finden, das eine hohe Enantiomerenreinheit bei gleichzeitig niedrigen Enzym-
und Zeitbedarf gewahrleistet.

Es wurde nun unerwarteterweise gefunden, dass die Umsetzung einer Vielzahl von Carbonyl-
verbindungen, wie etwa aliphatische, alicyclische, ungesattigte, aromatisch substituierte aliphati-
sche, aromatische, sowie heteroaromatische Aldehyde und Ketone, zu den entsprechenden Cyan-
hydrinen mit hoher Ausbeute und hoher optischer Reinheit in gegentiber dem Stand der Technik
konzentrierterer Fahrweise, mit geringerem Enzymeinsatz und in mit kirzeren Reaktionszeiten
moglich ist, wenn die Reaktion in einer Emulsion durchgefiihrt wird. Unerwarteterweise bleibt die
Enzymaktivitit unter den Bedingungen einer Emulsion, die bei vielen Proteinen zur Desaktivierung
fuhren, wie etwa bei hoher Ruhrenergie, stabil.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung der (R)-Enan-
tiomeren von optisch aktiven Cyanhydrinen durch Umsetzung eines Aldehyds oder eines Ketons
mit einem Cyanidgruppendonor in Anwesenheit einer (R)-Oxynitrilase, das dadurch gekennzeich-
net ist, dass ein Reaktionsgemisch aus
a) einem in einem organischen, mit Wasser nicht oder geringfiigig mischbaren Verdinnungs-mittel

geltsten Aldehyd oder Keton,

b) einer wassrigen (R)-Oxynitrilaselésung und

¢) einem Cyanidgruppendonor

derart gerithrt wird, dass eine Emulsion entsteht, die bis zum Ende der enzymatischen Reaktion
aufrecht bleibt, worauf nach beendeter enzymatischen Reaktion das entsprechende (R)-Cyan-
hydrin aus dem Reaktionsgemisch isoliert wird.

Als Ausgangsmaterialien im erfindungsgemafen Verfahren werden ein Aldehyd oder ein
Keton, ein Cyanidgruppendonor, eine wassrige Lésung einer (R)-Oxynitrilase und ein organisches,
mit Wasser nicht oder geringfugig mischbares Verdunnungsmittel eingesetzt.

Unter Aldehyden sind dabei aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Aldehyde zu
verstehen. Unter aliphatischen Aldehyden sind dabei gesattigte oder ungeséttigte, aliphatische,
geradkettige, verzweigte oder cyclische Aldehyde zu verstehen. Bevorzugte aliphatische Aldehyde
sind geradkettige Aldehyde mit insbesondere 2 bis 30 C-Atomen, bevorzugt von 2 bis 18 C-Ato-
men, die gesattigt oder ein- oder mehrfach ungesattigt sind. Der Aldehyd kann dabei sowohi C-C-
Doppelbindungen als auch C-C-Dreifachbindungen aufweisen. Die aliphatischen, aromatischen
oder hetercaromatischen Aldehyde konnen weiters unsubstituiert oder durch unter den Reak-
tionsbedingungen inerte Gruppen, beispielsweise durch gegebenenfalls substituierte Aryl- oder
Heteroarylgruppen, wie Phenyl-, Phenoxy- oder Indolylgruppen, durch Halogen-, Hydroxy-, Hy-
droxy-C,-Cs-Alkyl, C;-Cs-Alkoxy-, C4-Cs-Alkylthio-, Ether-, Alkohol-, Carbonsaureester-, Nitro- oder
Azidogruppen substituiert sein.

Beispiele fur aromatische oder heteroaromatische Aldehyde sind Benzaldezyd bzw. ver-
schieden substituierte Benzaldehyde wie etwa 3,4-Difluorbenzaldehyd, 3-Phenoxybenzaldehyd,
4-Fluor-3-phenoxybenzaldehyd, Hydroxybenzaldehyd, Methoxybenzaldehyd, weiters Furfural,
Methylfurfural, Anthracen-9-carbaldehyd, Furan-3-carbaldehyd, Indol-3-carbaldehyd, Naphthalin-1-
carbaldehyd, Phthaldialdehyd, Pyrazol-3-carbaldehyd, Pyrrol-2-carbaidehyd, Thiophen-2-carbal-
dehyd, Isophthalaldehyd oder Pyridinaldehyde, Thienylaldehyde u.s.w..

Ketone sind aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Ketone, bei denen das Carbo-
nylkohlenstoffatom ungieich substituiert ist. Unter aliphatischen Ketonen sind gesattigte oder unge-
sattigte, geradkettige, verzweigte oder cyclische Ketone zu verstehen. Die Ketone konnen gesittigt
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oder ein- oder mehrfach ungeséttigt sein. Sie kénnen unsubstituiert, oder durch unter Reaktions-
bedingungen inerte Gruppen, beispielsweise durch gegebenenfalls substituierte Aryl- oder Hetero-
arylgruppen wie Phenyl- oder Inolylgruppen, durch Halogen-, Ether-, Alkohol-, Carbonsaureester-,
Nitro- oder Azidogruppen substituiert sein.

Beispiele fur aromatische oder heteroaromatische Ketone sind Acetophenon, Indolylaceton
U.S.W..

Aldehyde und Ketone, die sich fir das erfindungsgemaRe Verfahren eignen, sind bekannt oder
wie Ublich herstelibar.

Als Cyanidgruppendonor wird Blausaure zugesetzt. Die Blausaure kann dabei auch erst kurz
vor der Reaktion aus einem ihrer Salze wie etwa NaCN oder KCN freigesetzt und in Substanz oder
in geléster Form dem Reaktionsgemisch zugegeben werden.

Als Oxynitrilase kommen (R)-Oxynitritasen z.B. aus Prunus amygdalus, Prunus laurocerasus
oder Prunus serotina, in Frage. Bevorzugt wird als Oxynitrilase Oxynitrilase aus Prunus amygdalus
verwendet.

Das Enzym zeichnet sich durch eine hohe Bestandigkeit gegenuber Lésungsmitteln aus. Daher
besteht die Mdoglichkeit, fur die enzymatische Reaktion verschiedene organische Solventien
einzusetzen, die die Bildung einer Emulsion erlauben, was sich gunstig auf die Produktivitat des
jeweiligen Prozesses auswirkt.

Die Oxynitrillyase kann gereinigt oder ungereinigt, als solche oder immobilisiert eingesetzt
werden.

Als organische Verdunnungsmittel kénnen mit Wasser nicht oder geringfiigig mischbare
aliphatische oder aromatische Kohlenwasserstoffe, die gegebenenfalls halogeniert sind, Alkohole,
Ether oder Ester oder Gemische davon verwendet werden. Beispiele dafur sind Diethylether, Diiso-
propylether, Dibutylether, Methyl- tert. Butylether, Ethylacetat, Propylacetat, Toluol, Xylol, Cycio-
hexan, Trichlorethan, Chiorbenzol u.s.w..

Bevorzugt werden Methyl- tert. Butylether (MTBE), Diisopropylether, Dibutylether und Ethyl-
acetat oder ein Gemisch aus MTBE und Toluol eingesetzt.

Pro g Aldehyd oder Keton werden etwa 0,2 bis 20 g Verdunnungsmitte! und 10 bis 2 000 IU
Aktivitat Oxynitrilase, bevorzugt etwa 50 bis 1000 IU, zugesetzt.

Ein IU (international Unit) bezeichnet diejenige Menge eines Enzympraparates, die die Bildung
von einem Mikromol Produkt pro Minute katalysiert. Die benétigte Menge der jeweiligen Oxynitril-
ase ermittelt man am besten in einem Aktivitatstest, etwa gemaR dem Aktivitatstest der Fa. Sigma,
analog Jorns et al. J. Biolog. Chem. 254, S. 12145-12152, 1979.

Pro Mol eingesetzte Aldehyd- oder Ketogruppe werden mindestens 1 Mol, bevorzugt 1 bis
5 Mole, besonders bevorzugt 1 bis 2 Mole, Cyanidgruppendonor zugegeben. Bei dem erfindungs-
gemaRen Verfahren liegt der Aldehyd oder das Keton geldst in dem organischen Verdunnungs-
mittel vor. Zu dieser Lésung wird das Enzym in Form einer wassrigen Pufferlidsung zugesetzt. Der
pH-Wert dieser Losung soll dabei unter 7, bevorzugt zwischen 3 und 6,5, liegen.

Das so erhaltene Reaktionsgemisch wird bei Temperaturen von 0° bis etwa 30°C, bevorzugt 5
bis 25°C, derart gertihrt, daR eine Emulsion entsteht. Die dafur notwendige Ruhrerdrehzahl (N}
hangt dabei von der sogenannten Vermogenskennzahl des eingesetzten Ruhrers (Po), dessen
Durchmesser (d), dem Reaktionsvolumen (V) sowie der Dichte (p) des Reaktionsmediums ab. Aus
diesen Faktoren &Rt sich die Ruhrenergie (P/V), d.h. die Ruhrerleistung pro Reaktionsvolumen
{Volumen des Reaktionsgemisches, nicht der Apparatur) ableiten.

Po-p-N°-d°
Vv

PN =

Bevorzugt liegt die Rihrenergie bei dem erfindungsgemafen Verfahren tber 500 wim’,
besonders bevorzugt Uber 1000 W/m®. Vergleichsweise werden bei bisher bekannten Verfahren,
die im wassrigen, organischen oder zweiphasisgen System arbeiten, etwa gemal EP-A1-0 547 635,
lediglich Rithrenergien von ungefahr 100 W/m® erzielt.

Liegt das Reaktionsgemisch als Emulsion vor, so wird der Cyanidgruppendonor zugesetzt. Die
Emulsion bleibt bis zum Reaktionsende aufrecht. Der Reaktionsverlauf kann dabei beispielsweise
photometrisch tiber die Abnahme des Aldehyd- bzw. Ketongehaltes verfolgt werden.
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Je nach Edukt wird bei der Wellenlange gemessen, bei der das Edukt absorbiert und das
entstehende Cyanhydrin nicht. Die Absorption des Reaktionsgemisches sinkt somit mit steigender
Conversion proportional.

Es kénnen jedoch auch zuerst alle Komponenten zusammengemischt und anschlieRend das
so erhaltene Reaktionsgemisch derart gerihren werden, dass eine Emulsion erhalten wird.

Bei Verwendung eines Salzes der Blausaure kann zuerst die Blausaure aus einer Losung des
Salzes durch Zugabe von beispielsweise H,SO, oder H;PO, freigesetzt werden. Der pH-Wert
dieser Losung von Blausaure sollte unter 7, bevorzugt zwischen 4 und 6,5, liegen.

AnschlieRend werden zu der Blausadurelésung die wassrige Enzymidsung, das organische
Verdinnungsmittel und der Aldehyd oder das Keton zugegeben, die Reaktion gestartet und
gegebenenfalls der pH-Wert nachjustiert.

Auch hier ist wieder darauf zu achten, dass das Reaktionsgemisch derart gerthrt wird, dass
eine Emulsion entsteht, die wiederum bis zum Ende der Reaktion aufrecht bleibt.

Zur Aufarbeitung des Reaktionsgemisches und zur Isolierung des gebildeten Cyanhydrines
werden (bliche Techniken, welche zunachst die Emulsion brechen, wie etwa Filtration, Zentrifu-
gation oder Koaleszierung eingesetzt. Anschlie®end werden die sich bildenden Phasen gegebe-
nenfalls unter Zugabe von Demulgatoren aufgetrennt und die produkthaltige Phase aufgearbeitet.

Zur Gewinnung des entsprechenden Cyanhydrines werden dabei je nach Endprodukt bekannte
Techniken wie Filtration, Destillation, Extraktion oder Kristallisation angewandt. Die so gewonne-
nen Cyanhydrine kénnen gegebenenfalls durch Zugabe einer Saure vor der Weiterverarbeitung
stabilisiert werden.

Beispiel 1: 2-Chlorbenzaldehyd

0,25 bis 1 ml R-Oxynitrilaselésung (E.C.4.1.2.10, 877 units/ml) wurden mit 50 mM Citrat/Phos-
phatpuffer (pH4) auf 4 ml verdiannt und der pH-Wert der Enzymiésung gegebenenfalls mit einigen
Tropfen Citronenséurelésung auf pH 4 eingestellt. Zu dieser Losung wurde eine Lésung von 3 ml
t.-Butylmethylether und 0,8g (5,69 mmol} 2-Chlorbenzaldehyd zugegeben und anschlieend 445 pl
(11,38 mmol) Blaussure zugefugt. Die Reaktionsmischung wurde mittels Magnetrihrer bei Raum-
temperatur mit 500 und mit 900 rpm gerithrt. Wurde mit 500 rpm gerithrt (Vergleichsversuche), so
lag ein Zweiphasensystem analog EP-A1-0 547 655 vor, wahrend durch das Ruhren mit 900 rpm
eine Emuision entstand.

Der Umsatz und die Enantiomerenreinheit des gebildeten (R)-Cyanhydrins wurde mittels GC
analysiert.

Dazu wurde eine Probe der Reaktionsidsung zentrifugiert und 50 pl der organischen Phase mit
Dichlormethan verdiinnt. Nach einer Derivatisierung mit Acetylchlorid wurde auf einer Cyclodextrin-
saule gaschromatografisch analysiert.

Der Umsatz und die Enantiomerenreinheit in Abhangigkeit von der Enzymmenge und der
Ruhrerdrehzahl (Zweiphasensystem bzw. Emulsion) sind aus den Tabellen 1 und 2 ersichtlich.

Tabelle 1: Zweiphasensystem (Vergleichsversuch)

Zeit 10,25 ml Enzyml./500rpm 10,5 ml Enzyml./500rpm 1,0 ml Enzyml./500rpm
(h) | % Umsatz %ee % Umsatz Y%ee % Umsatz Y%ee
0 0 0 0
0.5 21,6 68,2 16,8 70 25,5 83,7
1 39,2 68,6 53,8 76,5 56,3 85,5
1,5 52,2 68,1 67,6 76,5 85,9 86,4
2 54,3 67,7 78,4 76,5 85,6 86,5
3 51,6 66,6 84,2 76,4 93,8 86,4
3,56 71,6 66,3 86,6 76,3 96,8 86,3
4,5 78,2 65,8 92,3 76,4 98,7 86,0
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Tabelle 2: Emulsion

Zeit 10,25 mi Enzyml./500rpm 0,5 ml Enzyml./500rpm 1,0 ml Enzyml./500rpm
{h) | % Umsatz %ee % Umsatz %ee % Umsatz %ee
0 0 0 0
0,5
1
1,5 79,1 77,5 97,6 81,6 98,7 89,4
2
3 98 77,4 100 81,5 100 89,1
3,5
4,5

Beispiel 2: n-Butyraldehyd

1 mi R-Oxynitrilaseldsung (E.C.4.1.2.10, 877 units/ml) wurden mit 50 mM Citrat/Phosphatpuffer
(pH 4) auf 4 mi verdunnt und der pH-Wert der Enzymitsung gegebenenfalls mit einigen Tropfen
Citronensaurelésung auf pH 4 eingestellt. Zu dieser Losung wurde eine Losung von 3 ml t.-Butyl-
methylether und 0,8g (11 mmol) n-Butyraidehyd zugegeben und anschlieend 860 pi (22 mmol)
Blausaure zugefugt. Die Reaktionsmischung wurde mittels Magnetruhrer bei Raumtemperatur mit
900 rpm geriihrt, wodurch eine Emulsion entstand.

Der Umsatz und die Enantiomerenreinheit des gebildeten Cyanhydrins wurde mittels GC
analysiert.

Dazu wurde eine Probe der Reaktionslésung zentrifugiert und 50 pl der organischen Phase mit
Dichlormethan verdunnt. Nach einer Derivatisierung mit Acetylchlorid wurde auf einer Cyclodextrin-
saule gaschromatografisch analysiert. Nach 5 Minuten war der Aldeyd vollstandig zum entspre-
chenden (R)-Cyanhydrin mit einer Enantiomerenreinheit von 98% umgesetzt.

PATENTANSPRUCHE:

1. Verfahren zur Herstellung der (R)-Enantiomeren von optisch aktiven Cyanhydrinen durch
Umsetzung eines Aldehyds oder eines Ketons mit einem Cyanidgruppendonor in Anwe-
senheit einer (R)-Oxynitrilase, dadurch gekennzeichnet, dass ein Reaktionsgemisch aus
a) einem in einem organischen, mit Wasser nicht oder geringfugig mischbaren Verdin-

nungsmittel gelosten Aldehyd oder Keton,
b) einer wassrigen (R)-Oxynitrilaseldsung und
¢) einem Cyanidgruppendonor
derart gerithrt wird, dass eine Emulsion entsteht, die bis zum Ende der enzymatischen
Reaktion aufrecht bleibt, worauf nach beendeter enzymatischen Reaktion das entspre-
chende (R)-Cyanhydrin aus dem Reaktionsgemisch isoliert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass ein aliphatischer, aromatischer
oder heteroaromatischer Aldehyd oder ein unsymmetrisches Keton umgesetzt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Cyanidgruppendonor Blau-
saure zugesetzt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Oxynitrilase eine (R)-Oxy-
nitrilase aus Prunus amygdalus eingesetzt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Verdunnungsmittel mit
Wasser nicht oder geringfiigig mischbare aliphatische oder aromatische Kohlenwasser-
stoffe, die gegebenenfalls halogeniert sind, Alkohole, Ether oder Ester oder Gemische
verwendet werden.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Verdinnungsmittel Methyl-
tert. Butylether, Diisopropylether, Dibutylether, Ethylacetat oder ein Gemisch aus Methyl
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tert. Butylether und Toluol verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal® die Reaktionstemperatur 0°C
bis 30°C betragt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass nach beendeter enzymati-
schen Reaktion zur Isolierung des entsprechenden (R)-Cyanhydrin aus dem Reaktionsge-
misch zunachst die Emulsion durch Filtration, Zentrifugation oder Koaleszierung gebro-
chen und anschlieBend die sich bildenden Phasen gegebenenfalls unter Zugabe von
Demulgatoren aufgetrennt und die produkthaltige Phase aufgearbeitet wird.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufarbeitung der produkt-
haltigen Phase je nach Endprodukt durch Filtration, Destillation, Extraktion oder Kristallisa-
tion erfolgt.

KEINE ZEICHNUNG
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