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

Die Hersteliung eines Cyanhydrins kann durch Anlagerung von Blausdure (HCN) an die
Carbonyigruppe eines Aldehyds oder eines unsymmetrischen Ketons erfolgen, wobei
Enantiomerengemische unsymmetrischer Cyanhydrine entstehen.

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

So ist etwa in Makromol. Chem. 186, (1985), 1755-62 ein Verfahren zur Gewinnung von (S)-
Cyanhydrinen durch Umsetzung von Aldehyden mit Blausdure in Gegenwart von
Benzyloxycarbonyl-(R)-phenylalanin-(R)-histidinmethylester als Katalysator beschrieben. Die
optische Reinheit der erhaltenen (S)-Cyanhydrine ist aber héchst unbefriedigend.

In EP-A-0 326 063 ist ein enzymatisches Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven (R)-
oder (S)-Cyanhydrinen durch Umsetzung von aliphatischen, aromatischen oder
heteroaromatischen Aldehyden oder Ketonen mit Blaussure in Gegenwart von (R)-Oxynitrilase
(EC 4.1.210) aus Prunus amygdalis oder Oxynitrilase (EC 4.1.2.11) aus Sorghum bicolor
beschrieben. Beispiele fir die stereospezifische Herstellung von aliphatischen (S)-Cyanhydrinen
sind nicht angegeben. Dies ist nicht verwunderlich, denn in Angew. Chemie 102 (1990), Nr. 4, pp.
423 - 425 ist von Erfindern, die in EP-A-0 326 063 genannt sind, angegeben, da von der (S)-
Oxynitrilase aus Sorghum bicolor keine aliphatischen (S)-Cyanhydrine mit Blausaure hergestellt
werden konnen. Dieser Befund wird auch durch F. Effenberger et al. in Tetrahedron Letters Vol. 31
No. 8 (1990), pp. 1248 - 1252 bestatigt.

EP 0 632 130 beschreibt weiters ein Verfahren, bei welchem aliphatische Aldehyde oder
unsymmetrische aliphatische Ketone mit Blausdure und Oxynitrilase aus Hevea brasiliensis
stereospezifisch zu (S)-Cyanhydrinen umgesetzt werden. Die Umsetzung erfolgt gemaR
EP 0 632 130 bevorzugt in einem wassrigen Verdinnungsmittel ohne Zusatz organischer
Losungsmittel, da diese, wie in EP 0 632 130 beschrieben, die Aktivitat des Enzyms rasch
hemmen.

Bei den bisher bekannten Verfahren wurde zumeist ziemlich verdunnt, entweder in einem
waltrigen oder organischen System oder im Zweiphasensystem gearbeitet. Diese Verfahrensweise
hat jedoch fiir viele Edukte Nachteile. So sind beispielsweise 3-Phenoxybenzaidehyd oder 4-Fluor-
3-phenoxybenzaldehyd oder diverse Ketone schiechte Substrate, sodaR ein hoher Einzymeinsatz
notwendig ist, um eine akzeptable Ausbeute an Cyanhydrinen mit guter optischer Reinheit zu
erhalten.

Es wurde nun unerwarteterweise gefunden, daR die Umsetzung einer Vielzahl von
Carbonylverbindungen, wie etwa aliphatische, alicyclische, ungesattigte, aromatisch substituierte
aliphatische, aromatische, sowie heteroaromatische Aldehyde und Ketone, zu den entsprechenden
Cyanhydrinen mit hoher Ausbeute und hoher optischer Reinheit in gegeniiber dem Stand der
Technik konzentrierterer Fahrweise und mit geringerem Enzymeinsatz méglich ist, wenn die
Reaktion in einer Emulsion durchgefiihrt wird. Unerwarteterweise bleibt die Enzymaktivitat unter
den Bedingungen einer Emulsion, die bei vielen Proteinen zur Desaktivierung filhren, wie etwa
hoher Rihrenergie, stabil.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung der (S)-
Enantiomeren von optisch aktiven Cyanhydrinen durch Umsetzung eines Aldehyds oder eines
Ketons mit einem Cyanidgruppendonor in Anwesenheit einer nativen oder einer rekombinanten
(S)-Hydroxynitrillyase, das dadurch gekennzeichnet ist, daR ein Reaktionsgemisch aus

a) einem in einem organischen, mit Wasser nicht oder geringfiigig mischbaren Verdiinnungs-

mittel geldster Aldehyd oder Keton,

b) einer walrigen (S)-Hydroxynitrillyaselésung und

c) einem Cyanidgruppendonor
derart gertihrt wird, da® eine Emulsion entsteht, die bis zum Reaktionsende durch Riihren aufrecht
erhalten wird, worauf nach beendeter Reaktion das entsprechende (S)-Cyanhydrin aus dem
Reaktionsgemisch durch Phasentrennung isoliert wird.
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Als Ausgangsmaterialien im erfindungsgemaRen Verfahren werden ein Aldehyd oder ein
Keton, ein Cyanidgruppendonor, eine walrige Lésung einer nativen oder rekombinanten
Hydroxynitrillyase (Hnf) und ein organisches, mit Wasser nicht oder geringfiigig mischbares
Verdinnungsmittel eingesetzt.

Unter Aldehyden sind dabei aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Aldehyde zu
verstehen. Unter aliphatischen Aldehyden sind dabei geséattigte oder ungeséttigte aliphatische,
geradkettige, verzweigte oder cyclische Aldehyde zu verstehen. Bevorzugte aliphatische Aldehyde
sind geradkettige Aldehyde mit insbesondere 2 bis 18 C-Atomen, bevorzugt von 2 bis 12, die
gesattigt oder ein- oder mehrfach ungesattigt sind. Der Aldehyd kann dabei sowohl C-C-
Doppelbindungen als auch C-C-Dreifachbindungen aufweisen. Der Aldehyd kann unsubstituiert
oder durch unter den Reaktionsbedingungen inerte Gruppen, beispielsweise durch gegebenenfalls
substituierte Aryl- oder Heteroarylgruppen wie Phenyl- oder Indolylgruppen, durch Halogen-,
Ether-, Alkohol-, Acyl-, Carbonsédure-, Carbonsaureester-, Nitro- oder Azidogruppen substituiert
sein.

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

Ketone sind aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Ketone, bei denen das
Carbonylkohlenstoffatom ungleich substituiert ist. Unter aliphatischen Ketonen sind gesattigte oder
ungesdftigte, geradkettige, verzweigte oder cyclische Ketone zu verstehen. Die Ketone kénnen
gesattigt oder ein- oder mehrfach ungesattigt sein. Sie kénnen unsubstituiert, oder durch unter
Reaktionsbedingungen inerte Gruppen, beispielsweise durch gegebenenfalls substituierte Aryl-
oder Heteroarylgruppen wie Phenyl- oder Inolylgruppen, durch Halogen-, Ether-, Alkohol-, Acyi-,
Carbonsaure-, Carbonsaureester-, Nitro- oder Azidogruppen substituiert sein.

Beispiele fur aromatische oder heteroaromatische Ketone sind Acetophenon, indolylaceton
u.s.w..

Aldehyde und Ketone, die sich fur das erfindungsgemafRe Verfahren eignen, sind bekannt oder
wie Ublich herstellbar.

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

Als Hydroxynitrillyase (Hnl) kommen native (S)-Hydroxynitrillyasen z.B. aus Manihot esculenta
und Hevea brasiliensis, sowie rekombinante (S)-Hnl in Frage. Bevorzugt wird als native Hnl Hnl
aus Hevea brasiliensis verwendet. Geeignete rekombinante (S)-Hnl wird beispielsweise aus
gentechnisch modifizierten Mikroorganismen wie etwa Pichia pastoris oder Saccharomyces
cerevisiae erhaiten.

Bevorzugt wird rekombinante (S)-Hnl aus Pichia pastoris eingesetzt.

Durch die funktionelle Uberexpression in der methylotrophen Hefe Pichia pastoris kann diese
Hnl in beliebiger Menge gewonnen werden (M.Hasslacher et al., J. Biol. Chem. 1996, 271, 5884).
Dieses Expressionssystem eignet sich besonders fir Fermentationen mit hoher Zelldichte. So ist
es méglich, etwa 20 g reines Enzym pro Liter Fermentationsmedium zu erhalten. Die erreichbaren
spezifischen Aktivitdten des gereinigten rekombinanten Proteins sind etwa doppelt so hoch als jene
des natirlichen Enzyms, welches aus den Blattern des Baumes Hevea brasiliensis isoliert wurde.
Nach dem Zellaufschiuf kann die cytosolische Fraktion ohne weitere Reinigung verwendet
werden, wodurch der Arbeitsaufwand minimiert wird. Das Enzym ist nicht glykosyliert und besitzt
auch keine prosthetische Gruppe, die bei Abspaltung vom Proteinteil zur Inaktivierung fiihren
wirde.

Die Hnl ist bei Raumtemperatur mehrere Tage ohne signifikanten Aktivitatsverlust einsetzbar
und ist bei -20°C ausreichend langzeitstabil. Dadurch ergibt sich die Méglichkeit der mehrmaligen
Verwendung der selben Enzymcharge. Das Enzym zeichnet sich auch durch eine hohe
Besténdigkeit gegentiber Losungsmitteln aus. Daher besteht die Méglichkeit, fiir die enzymatische
Reaktion verschiedene organische Solventien einzusetzen, die die Bildung einer Emulsion
erlauben, was sich glinstig auf die Produktivitat des jeweiligen Prozesses auswirkt.
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Die Hydroxynitrillyase kann gereinigt oder ungereinigt, als solche oder immobilisiert eingesetzt
werden. Die Bereitstellung und Reinigung der Hydroxynitrillyase kann beispielsweise durch Fallung
mit Ammoniumsulfat und anschlieRender Geffiltration, etwa gemaR D. Selmar et al., Physiologia
Plantarum 75 (1989), 97-101 erfolgen.

Als organische Verdunnungsmittel kénnen mit Wasser nicht oder geringfigig mischbare
aliphatische oder aromatische Kohlenwasserstoffe, die gegebenenfalls halogeniert sind, Alkohole,
Ether oder Ester oder Gemische davon verwendet werden.

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

Pro g Aldehyd oder Keton werden etwa 0,1 bis 10 g Verdinnungsmittel und 10 bis 10 000 IU
Aktivitat Hydroxynitrillyase, bevorzugt etwa 50 bis 2000 U, zugesetzt.

Ein U (International Unit) bezeichnet diejenige Menge eines Enzympraparates, die die Bildung
von einem Mikromol Produkt pro Minute katalysiert. Die benétigte Menge der jeweiligen
Hydroxynitrillyase ermittelt man am besten in einem Aktivitatstest, etwa gemaR Selmar et al,,
Analytical Biochemistry 166 (1987), 208-211.

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 erfindungsgemalen Verfahren liegt der Aldehyd oder das Keton gelést in dem
organischen Verdunnungsmittel vor. Zu dieser Losung wird das Enzym in Form einer waRrigen
Pufferldsung 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 derart
gerthrt, da} eine Emulsion entsteht. Die daftr notwendige Ruhrerdrehzahl (N) hangt dabei von der
sogenannten Vermégenskennzahl des eingesetzten Ruhrers (Po), dessen Durchmesser (d), dem
Reaktionsvolumen (V) sowie der Dichte (p) des Reaktionsmediums ab. Aus diesen Faktoren laRt
sich die Rahrenergie (P/V), d. h. die Ruhrerleistung pro Reaktionsvolumen (Volumen des
Reaktionsgemisches, nicht der Apparatur) ableiten.

Po*p* N° * d°
Vv

PV=

Bevorzugt liegt die Ruhrenergie bei dem erfindungsgemaRen Verfahren uber 500 W/m?®,
besonders bevorzugt Uber 1000 W/m®. Vergleichsweise werden bei bisher bekannten Verfahren,
die etwa im wéRrigen, organischen oder zweiphasigen System arbeiten lediglich Rahrenergien von
etwa 100 W/m?® erzielt.

Liegt das Reaktionsgemisch als Emuision vor, so wird der Cyanidgruppendonor zugesetzt. Die
Emuilsion wird bis zum Reaktionsende durch Riihren aufrecht erhalten. Der Reaktionsverlauf kann
dabei beispieisweise photometrisch tiber die Abnahme des Aldehydgehaltes verfolgt werden.

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.

Bei Verwendung eines Salzes der Blaussure kann zuerst die Blausaure aus einer Lésung des
Salzes durch Zugabe von beispielsweise H,SO, oder H;PO, freigesetzt werden.

Der pH-Wert dieser Lésung von Blausaure sollte unter 7, bevorzugt zwischen 4 und 6,5, liegen.

AnschlieBend werden zu der Blausaurelosung die w&Rrige Enzymidsung, das organische
Verdunnungsmittel und der Aldehyd oder das Keton zugegeben, die Reaktion gestartet und
gegebenenfalls der pH-Wert nachjustiert.

Auch hier ist wieder darauf zu achten, da das Reaktionsgemisch derart gertihrt wird, daR eine
Emulsion entsteht, die wiederum bis zum Ende der Reaktion durch kontinuierliches Rahren
aufrecht erhalten wird.

Zur Aufarbeitung des Reaktionsgemisches und zur Isolierung des gebildeten Cyanhydrines
werden ubliche Techniken, welche zunachst die Emulsion brechen, wie etwa Filtration,
Zentrifugation oder Koaleszierung eingesetzt. AnschiieRend werden die sich bildenden Phasen
gegebenenfalls unter Zugabe von Demuigatoren aufgetrennt und die produkthaltige Phase
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aufgearbeitet.

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

Beispiel 1 - 8: Herstellung von (S)-3-Phenoxybenzaldehyd-cyanhydrin

Beispiel 1

a) 156 g (0,0756 mol) m-Phenoxybenzaldehyd wurden in 45 ml MTBE gelost, in ein 150 mli
Doppelmantelgefal mit 6-Blattriihrer eingebracht und die Reaktionsmischung auf 15°C gebracht.

26,4 ml Enzym (Hnl aus Pichia pastoris, Uberstand der Zentrifugation des unverdinnten
Zellysates) wurden in eine Losung aus 1,5 g Sorbitol in 33,6 ml demineralisiertem Wasser (pH 5,8)
gemischt, mit verdinnter Citronensaurelésung auf pH 5,5 gestellt und in den Reaktor eingebracht.
AnschlieRend wurden 3 x 5 ml HCN uber eine Sprize mit 3-Weghahn zugegeben. Die
Reaktionslésung wurde dabei bereits mit 600 rpm gerihrt.

Wihrend der Reaktion wurde mit 800 rpm gerihrt, sodaR das Reaktionsgemisch in Form einer
Emulsion vorlag. Der Reaktionsverlauf wurde mittels IP-Kontrolle (ber die Abnahme des
Aldehydgehaltes verfolgt (Extinktion bei 304 nm). Dazu wurden 0,5 bis 1 ml Reaktionslésung nach
definierten Reaktionszeiten entnommen und zentrifugiert. 100 pl organische Phase wurden mit
MTBE auf 10 ml verdunnt, wovon wiederum 250 pl mit MTBE auf 10 ml verdiinnt wurden, sodal®
die Gesamtverdunnung einem Faktor von 100 x 40 = 4000 entsprach.

Gegen Ende der Reaktion (Conversion >95 %) wurde die Extinktion sehr klein, sodaf} zur
Steigerung der Genauigkeit der 2. Verdinnungsschritt entfiel, die Extinktion wurde in diesem Fall
vor Berechnung der Conversion durch den 2. Verdtnnungsfaktor (40) dividiert.

Conversion(t) = [1-(Extinktion (t) /Extinktion (Start))] x 100 %

Folgende Conversionen wurden berechnet:

Reaktionszeit Conversion
(min) (%)
0 0
30 70
60 85
90 95
120 95... Extinktion bereits sehr klein, Reaktion bleibt stehen

(Leitfahigkeit am Ende der Reaktion 0,8 mS)

b) Obiger Reaktionssatz wurde wiederholt, es wurde jedoch mit 1000 rpm geruhrt.

Reaktionszeit Conversion
(min) (%)
0 0
60 80
a0 >95
120 >95... Extinktion bereits sehr klein, It. Dunnschichtchromatographie

(DC) findet Reaktion bis zu einem Umsatz von 98 % statt.
(Leitfahigkeit am Ende der Reaktion 0,7 mS)

c) Zum Vergleich wurde obiger Ansatz ein weiteres Mal wiederholt, es wurde jedoch nur mehr
mit 400 rpm gerihrt.
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Reaktionszeit Conversion
(min) (%)
0 0
30 30
60 70
90 75

(Leitfahigkeit am Ende der Reaktion 0,8 mS)

Die Ruhrenergie der 3 Ansatze wurde gemaR folgender Forme! ermittelt:

Po Vermégenskennzahl des Rihrers
_ Poxpx N3xd® p Dichte [kg/m®]
PiV= v N Riihrerdrehzahi [rpm]
d Rihrerdurchmesser [m]
v Reaktionsvolumen [m?]
Beispiel 1 rpm  Ruhrenergie [W/m®]
a 800 588 Po.ooeennnnn. 3
b 1000 1146 Ao 0,5
c 400 73 Vo 134 mi

Beispiel 2

Analog Beispiel 1 wurden 75 g (0,378 mol) m-Phenoxybenzaldehyd in 225 m! MTBE und
132 mi Enzymlésung mit 73 ml (1,89 mol) HCN in einem 750 ml Doppelmantelgefa® mit 6
Blattriihrer umgesetzt.

Um eine Emulsion zu erhalten wurde dabei mit 770 rpm, was einer Rihrenergie von ca.
1150 W/m® entsprach.

Reaktionszeit Extinktion Conversion
(min) (%)
0 0
30 0,499 80
60 0,1 >05
80 >08

Reaktion nach 1,5 h beendet.
Aufarbeitung:

150 mi des Reaktionsgemischs wurden mit 75 ml MTBE geschittelt und durch eine mit
Glaswolle befiilite Saule (Hohe 9 cm, Durchmesser 3 cm) mit geringem Druck geschickt. Der
Ablauf bestand aus einer blanken organischen und einer gelben, leicht getribten wakrigen Phase.
AnschlieBend wurden durch dieselbe Szule noch 300 ml unverdunnten Reaktionsgemisches
geschickt, wobei ebenfalls eine saubere Phasentrennung erreicht wurde. Geringe Mengen
Feststoffes reicherten sich in der Saule an und wurden mit Wasser und MTBE entfernt. Danach
konnte die Saule wieder zur Phasentrennung verwendet werden.

Die MTBE-Phasen wurden gesammelt und einrotiert:

Ruckstand: (S)-3-Phenoxybenzaldehyd-cyanhydrin (SCMB) 52,7 g (92 %)

Beispiel 3

13,8 g (0,28 mol) NaCN wurden in 12 ml demineralisiertem Wasser gelést, in einen
Rundkolben eingebracht und mit Wasser (auf 90 ml) nachgespuilt. Unter Eiskiihlung wurde 10 %
H,SO4 aus einem Tropftrichter zugegeben, sodaR ein pH Wert von 5,6 erreicht wurde. Die so
erhaltene Mischung wurde in ein 750 ml DoppelmantelgefaR mit 6-Blattrihrer eingebracht. 26,4 ml
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Enzym (Hni aus Pichia pastoris Uberstand der Zentrifugation des unverdunnten Zellysates,
850 1U/ml) wurden mit Wasser auf 130 mi verdiinnt und ebenfalls in den Reaktor eingebracht. Der
pH-Wert des Reaktionsgemisches wurde auf 5,5 nachjustiert, 180 ml MTBE und 31 g (0,156 mol)
m-Phenoxybenzaldehyd zugegeben und die Reaktion gestartet. Dabei wurde mit 500 rpm geruhrt
(3,8 kW/m?®), wobei eine Emuision entstand. Der Reaktionsverlauf wurde wieder photometrisch

verfoigt.
Reaktionszeit Extinktion Conversion
(min) (%)
o]
60 0,129 ca. 70
120 0,079 ca. 85
180 0,060 ca. 90
Beispiel 4

Analog Beispiel 3 wurden 69 g (0,141 mol) NaCN, 155 g (0,0781 mol) m-
Phenoxybenzaldehyd, 26,4 ml Enzym (850 IU/ml) in 45 ml MTBE und 16,1 ml Wasser bei pH 5,6
(eingestellt mit 10 %iger H,SO,) in einem 150 ml Doppelmantelgefall mit 6-Blattriihrer umgesetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde derart gerihrt, da eine Emulsion entstand.

Die Ruhrerdrehzahl betrug anfangs 1000 rpm. Aus den Ruhrerdimensionen wurde errechnet,
daR die Nennleistung der Reaktionsanlage erst bei 1860 rpm erreicht ist, soda nach 2,5 h die
Drehzahl auf diesen Wert erhcht wurde.

Reaktionszeit Extinktion Conversion
(min) (%)
0
60 0,49
120 0,36 60 - 65
180 0,20 ca. 80
240 0,07 ca. 80 -95

Durch die Steigerung der Ruhrerdrehzahl nach 150 min wurde die Reaktion deutlich
beschleunigt.

Beispiel 5

Analog Beispiel 4 wurden 13,8 g (0,28 mol) NaCN, 31 g m-Phenoxybenzaldehyd, 26,4 ml
Enzym in 45 mi MTBE und 220 ml Wasser bei pH 5,6 (eingestellt mit 10 %iger H,SO,) bei 15°C in
einem 750 mi Doppelmantelgefal mit 6-Blattrihrer umgesetzt. Wiederum wurde so schnell gerthrt,
daR eine Emulsion entstand. Die Rihrerdrehzahl betrug 500 rpm (5,1 KW/m?>, korrigiert auf
tatsachliches Reaktionsvolumen).

Reaktionszeit Extinktion Conversion
(min) (%)
0
90 . 0,20 ca. 70
165 0,047 ca. 90
210 0,041 ca. 95

Die Aufarbeitung erfolgte durch Durchieiten durch eine Glassaule.

Das Produkt wurde durch Abdestillieren des Ldsungsmittels rein erhalten. Eine analytische
Probe wurde gezogen und auf bliche Art und Weise durch Reaktion mit Acetylchlorid in
Dichlormethan acetyliert und sein Restaldehydgehalt und sein Enantiomerenuberschul® (ee) durch
Chromatographie an einer chiralen Gaschromatographieséule bestimmt:
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GC-Analytik:
Umsatz: 97 %
e.e. 98 %

Beispiel 6

88 ml Enzym (850 U/ml) wurden mit 112 ml Wasser gemischt, mittels 0,1 %iger Citronensaure
auf pH 5,5 gestellt und in ein 750 ml DoppelmantelgefaB mit 6-Blattrihrer eingebracht. 50 g
(0,252 mol) m-Phenoxybenzaldehyd wurden in 150 ml MTBE gel6ést und der Enzymlosung
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf 15°C gebracht und mit 500 rpm (6kW/m®) gertihrt,
sodaf} eine Emulsion vorlag. Anschliefend wurden 12,3 g (0,454 mol) HCN uber einen
Tropftrichter innerhalb 30 min zugegeben. Der Reaktionsverlauf wurde wiederum photometrisch
verfolgt.

Reaktionszeit Extinktion Conversion
(min) (%)
0
30 0,795 ca. 30 (Ende des Zutropfens)
90 0,227 ca. 75
150 0,079 ca. 92
180 0,057 ca. 95
240 ca. 98 (DC)
Das Reaktionsgemisch wurde durch Phasentrennung an einer mit Glaswolle befuliten Saule
aufgearbeitet.
GC Analyse: Umsatz 98 %
ee. 99 %
Beispiel 7

4 g native (S)-Hydroxynitril-Lyase (Hnl) aus Hevea brasiliensis wurden in 100 mi Na-Citratpuffer
(5mMol) aufgeschlemmt, 2,5 h bei Raumtemperatur gertihrt, zentrifugiert und der Uberstand auf
10 ml am Rotavapor (30°C, 1mbar) eingeengt.

Nach Messung der Aktivitat (348 IU/g) wurde das Enzym in einen 25 mi Rundkolben berfihrt,
1 g (5mmol) m-Phenoxybenzaldehyd und 1,5 ml tert. Butylmethylether (MTBE) zugegeben.

Das so erhaltene Reaktionsgemisch wurde sodann bei 0 - 5° C solange mit einer Riihrenergie
von etwa 1KW/m® gerithrt (Magnetrihrer), bis eine Emulsion entstand. AnschlieRend wurden
0,3 ml HCN (7,7 mmol) rasch zugetropft und 23 h bei 0 - 5°C mit unverminderter Rihrenergie
weitergeriihrt.

Der Reaktionsverlauf wurde mittels IP-Kontrolle Gber Abnahme des m-Phenoxybenzaldehyd-
gehaltes (photometrische Messung bei 304 nm) verfolgt.

Die Reaktionslésung wurde nach beendeter Reaktion zentrifugiert, das Enzym abgetrennt und
die verbleibende Ldsung mit 2,5 ml MTBE verdunnt, geschuttelt und abermals zentrifugiert.

Als Rickstand in der organischen Phase verblieb (S)-3-Phenoxybenzaldehydcyanhydrin. (e.e =
90,6 %, Gehalt 91,4 %) (gaschromatographisch bestimmt)

Der Umsatz betrug nach 23 h 92,7 %.

Vergleichsversuch

Analog Tetrahedron, Vol, 52, No. 23 pp 7833 - 7840 wurde (S)-3-Phenoxybenzaldehyd durch
Reaktion von m-Phenoxybenzaldehyd mit KCN in einem waRrigen Citronesaurepuffer (pH = 4.0 -
4,5) (HCN wird in situ gebildet) unter Verwendung von Hnl aus Pichia pastoris hergestellt. Die
Rihrenergie betrug dabei etwa 100 W/m?.

(S)-3-Phenoxybenzaldehyd wurde dabei zwar in einer optischen Reinheit von e.e = 99 %,
jedoch mit einer Ausbeute von lediglich 9 % erhalten.
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Beispiel 8:

45,6 g (0,23 mol) m-Phenoxybenzaldehyd in 12,5 ml MTBE, 12,5 ml Toluol und 52,9 ml dest.
H,O und 12,5 mi Enzym (Hnl aus Pichia pastoris, 5,2 kU/ml) wurden in eine inertisierte 100 mi
Schmizoapparatur mit Strombrechern, Perfusorpumpe, Kihler, Thermostat und KPG-Riihrer (3 cm)
chargiert und das so erhaltene Reaktionsgemisch auf ca. 20°C temperiert.

Das Reaktionsgemisch wurde, zur Erzeugung einer Emuision mit 950 rpm (3,2 KW/m?®
Ruhrenergie) gerahrt.

AnschlieBend, nach Erhalt einer Emulsion wurden binnen 60 min 12,6 m Blauséaure (freigesetzt
aus NaCN mit H,SO,) kontinuierlich zudosiert.

Die Emulsion wurde 2,5 h durch intensives Rihren (950 rpm) aufrechterhalten. Der Reaktions-
verlauf wurde mittels IP-Kontrolle Giber die Abnahme des Aldehydgehaltes verfolgt.

Reaktionszeit Extinktion Aldehydgehalt

Zutropfende(1h) 0,978 >30%
1,5h 0,396 10,3 %
2h 0,213 56 %
2,5h 0,136 31%

Zur Aufarbeitung der Reaktionslésung wurden weitere 25 ml MTBE und 25 ml Toluol zugesetzt
und 20 min geruhrt.

Das Reaktionsgemisch wurde tber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. Eine IP-
Kontrolle nach 15 h Stehzeit ergab einen Aldehydgehalt von 1,8 %.

Die Reaktionslésung wurde sodann 1 mal 30 min bei 3000 U/min zentrifugiert, die oben
liegende organische Phase abgesaugt und in einen 250 ml Rundkolben tberfiihrt. (org. Phase 1 :
83,55 g). Die Wasserphase wurde in den Reaktor riickgefihrt, weitere 25 ml MTBE und 25 ml
Toluol zugesetzt und 20 min bei 900 U/min gerthrt. AnschlieRend wurde das Gemisch 30 min
zentrifugiert.

Als Ruckstand in den vereinigten organischen Phasen verblieb SCMB

(e.e 98 %, Umsatz: 92 %)

Beispiel 9: (S)-4-Fluor-3-Phenoxybenzaldehydcyanhydrin

Analog Bsp. 8 wurden 10,8 g (0,05 mol) 4-Fluor-3-phenoxybenzaldehyd in 40 ml MTBE und
20 mi H,O mit 15 ml Enzym (Hnl aus Pichia pastoris, 5,2 kU/ml) mit 8 ml HCN (freigesetzt aus
NaCN mittels H,SO,;) bei 10 - 15°C umgesetzt. Die Blausdure wurde innerhalb 30 min
kontinuierlich zudosiert. Die Ruhrerdrehzahl, die zur Erzielung einer Emulsion elngestellt wurde,
betrug 950 rpm.

Reaktionszeit Aldehydgehalt
Dosierende noch keine Reaktion
1h >50 %

4 h >30 %

Nach 4 h wurde die Rithrerdrehzahl auf 500 U/min reduziert und das Reaktionsgemisch 15 h
bei 12 - 15°C geruhrt. Nach insgesamt 20 h betrug der Aldehydgehalt > 5,0 %.

Die Reaktionslosung wurde in einen MeRzylinder abgelassen (Ausbeute 68,72 g) und
anschliefend 1 mal 20 min bei 3000 U/min zentrifugiert. Die organische Phase wurde abgezogen
(org. Phase 1), die Wasserphase wieder in den Reaktor uberflihrt mit 20 ml MTBE versetzt und
20 min bei 900 U/min gertihrt. AnschlieBend wurde wiederum 20 min zentrifugiert, die organische
Phase abgezogen und mit org. Phase 1 vereinigt.

Die vereinigten organischen Phasen wurden sodann einrotiert.

Ausbeute: 11,45 (S)-4-Fluor-3-phenoxybenzaldehydcyanhydrin

(Theorie: 12,11 g) 94,55 %,

e.e.: 9543 %.
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Beispiel 10: (S)-3,4-Diflucrbenzaldehydcyanhydrin

Analog Beispiel 8 wurden 8,2 g (0,05 mol) 3,4-Difluorbenzaldehyd in 40 ml MTBE und 20 ml
H,O und 15 ml Enzym (Hnl aus Pichia pastoris, 5,2 kU/ml) mit 9 ml Blausaure (freigesetzt aus
NaCN) bei 10 - 15°C umgesetzt.

Die Ruhrerdrehzahl betrug wiederum 950 rpm.

Die Blausaure wurde diesmal auf einmal zugegeben. Der Reaktionsverlauf wurde mittels |P-
Kontrolle verfolgt.

Nach 3,5 h Reaktionszeit war kaum noch Aldehyd nachweisbar nach 4,5 h war keine weitere
Anderung des Aldehydgehaltes zu erkennen.

Die Reaktionslésung (62,5 g) wurde analog Beispiel 9 aufgearbeitet.

Ausbeute: 8,25 g (97,74 %) (S)-3,4-Difluorbenzaldehydcyanhydrin

{Theorie 8,44 g)

e.e.. 95,61 %

Beispiel: 11

8 mmol 3-Methyl-2-butanon (860 ul) wurden in 2,4 mi Methyl-t-butylether gelést und auf 0°C
abgekihlt. Nach Zugabe von 750 IU waRrige (Hnl aus Pichia pastoris) (das Verhaltnis org.
Phase/walr. Phase betrug 0,75 : 1,0), die mit Citronensaure auf pH = 4,0 eingestellt wurde, wurde
das Reaktionsgefafy druckdicht verschlossen und gerihrt, sodal eine Emulsion entstand. Bei 0°C
wurden 40 mmol (1,52 ml) Blausdure zugegeben und danach wieder geriihrt. Der Reaktionsverlauf
wurde durch die Abnahme der C=0-Bande (1720 cm‘1) IR-spektroskopisch verfolgt. Das 3-Methyl-
2-butanon war nach 2 Minuten vollstandig umgesetzt.

Die Phasen der ReaktionslGsung wurden getrennt, die wiRrige Phase mehrmals mit MTBE
behandelt und die so erhaltenen MTBE-L&sungen vereinigt. Die organische Phase wurde Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel bei 40 °C und 20 mbar abdestilliert.

Als Ruckstand verblieb (S)-2-Hydroxy-2,3-dimethylbutannitril.

e.e. = 98 % (gaschromatographisch bestimmt)

Der Umsatz betrug 99 %.

Beispiel: 12

1250 pl 4-Methyl-2-pentanon (10 mmol) wurden in 3 mi Methyl-t-butylether unter Rihrung
gelost und auf 0°C abgekihlt. Dazu wurden 3,9 mi (585 Ul/mmol) walrige Enzymidsung (Hnl aus
Pichia pastoris) zugegeben. Die Enzymlésung wurde vorher mit Citronensdure auf pH = 4,5
eingestellt. Es wurde § - 10 Minuten gerthrt. Nach Entstehen einer Emulsion wurden 50 mmol
(1,9 ml) wasserfreie Blausdure rasch auf einmal zugegeben, das Reaktionsgefal druckdicht
verschlossen und 5 Minuten bei 0°C geriihrt. AnschlieBend wurden die Phasen der Reaktions-
losung getrennt, die walrige Phase mehrmals mit Methyl-t-butylether behandelt und die so
erhaltenen MTBE-L6sungen vereinigt. Es wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und
das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Als Ruckstand verblieb (S)-2-Hydroxy-2,4-dimethylpentannitril.

Die gaschromatographische Analyse ergab einen Enantiomerentberschuf von >89 % und die
IR-Spektroskopie ergab einen Umsatz von 86 %.

Beispiel 13

4,6 mmol 2-Pentanon (493 pl) wurden in 2,4 ml Methyl-t-butylether bei 0°C unter Rihrung
gelost. 3,2 ml Enzymidsung (Hnl aus Pichia pastoris, 1050 Ul/mmol) wurden mit der Citronenséure
auf pH = 4,0 eingestellt und erst dann zugegeben. Danach wurde 5 bis 10 Minuten gertihrt und in
die entstandene Emulsion 25 mmol (873 ul) wasserfreie Blausaure zugegeben.

Das Reaktionsgefall wurde druckdicht verschlossen, und es wurde 5 Minuten bei 0°C gertihrt
(1000 U/min). Der Reaktionsverlauf wurde durch Abnahme der C=0-Bande (1720 cm™) mit Hilfe
IR-Spektroskopie verfolgt. Laut IR-Spektroskopie war der Umsatz nach dieser Zeit vollsténdig. Die
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Phasen der Reaktionslosung wurden voneinander getrennt, die waRrige Phase mehrmals mit
MTBE behandelt und die so erhaltenen MTBE-Lésungen vereinigt und der Reaktionslésung
zugegeben. Die organische Phase wurde uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel bei 40°C und 20 mbar abdestilliert.

Als Ruckstand verblieb (S)-2-Hydroxy-2-methylpentannitril.

e.e.= 74 % (gaschromatographisch bestimmt).

Beispiel 14

1210 pl 2-Hexanon (10 mmol) wurden in 4 mi Methyl-t-butylether unter Ruhrung gel®st und auf
0°C abgekuhit. Nach Zugabe von 3,9 ml walriger Enzymlésung mit pH = 4,0 (Hnl aus Pichia
pastoris, 585 Ul/mmol) wurde das Reaktionsgefall druckdicht verschlossen und bis zur
Emulsionsentstehung geruhrt.

Dazu wurden 50 mmol (1,9 ml) wasserfreie Blaus&ure rasch auf einmal zugegeben und danach
5 Minuten bei 0°C gerthrt. Die Reaktionsphasen wurden voneinander getrennt, die walirige Phase
mehrmals mit Methyl-t-butylether behandelt und die vereinigten MTBE-L&sungen Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt.

Als Ruckstand verblieb (S)-2-Hydroxy-2-methythexannitril.

Die gaschromatographische Analyse ergab einen Enantiomerentberschuf? von 98,5 % und
einen Umsatz von 58,5 %.

Beispiel 15

5 mmol Acetophenon (580 wl) wurden in 1,9 ml Methyl-t-butylether gelost und auf 0°C
abgekihit. 2,5 ml Enzymlésung (Hnl aus Pichia pastoris, 750 Ulfmmol) wurden mit Citronensaure
auf pH = 3,75 eingestellt und zum Reaktionsgemisch gegeben. Danach wurde 5 bis 10 Minuten
geruhrt. In die entstandene Emulsion wurden 25 mmol (873 ul) wasserfreie Blaus&dure gegeben.
AnschlieBend wurde das Reaktionsgefal druckdicht verschiossen, und es wurde 5 Minuten bei
0°C gertihrt. Der Reaktionsverlauf wurde [|R-spektroskopisch verfolgt. Die Phasen der
Reaktionslosung wurden getrennt, die walrige Phase mehrmals mit Methyl-t-butylether behandeilt
und die MTBE-Losungen vereinigt. Die organische Phase wurde ber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Als Ruckstand verblieb (S)-2-Hydroxy-2-methylphenylacetonitril.

ee. =99 %

IR-Spektroskopie ergab einen Umsatz von 38 %.

Beispiel 16

580 ul Acetophenon (5 mmol) wurden in 1,9 mi Diisopropylether unter Ruhrung gelést und auf
0°C abgekunhlt. Dazu wurden 2,5 ml (750 U/mmol) waBrige Enzymlésung (Hnl aus Pichia pastoris)
zugegeben, wobei die Enzymldsung vorher mit Citronensaure auf pH = 5,0 eingestelit wurde. Es
wurde § - 10 Minuten gerithrt, und nach Entstehen einer Emulsion wurden 25 mmol (0,95 mi)
wasserfreie Blausdure rasch auf einmal zugegeben. Das Reaktionsgefa wurde druckdicht
verschlossen, und die Reaktionslésung wurde weitere 5 Minuten bei 0°C gertihrt. Die Phasen der
Reaktionslosung wurden getrennt, die wallrige Phase mehrmals mit Methyl-t-butylether behandelt
und die so erhaltenen MTBE-L&sungen vereinigt. Die organische Phase wurde tber wasserfreiem
Natriumsuifat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Als Ruckstand verblieb 2-Hydroxy-2-methylphenylacetonitril.

Die gaschromatographische Analyse ergab einen Enantiomereniiberschuf’ von 99 % und die
IR-Spektroskopie ergab einen Umsatz von 40 %.
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PATENTANSPRUCHE:

Verfahren zur Herstellung der (S)-Enantiomeren von optisch aktiven Cyanhydrinen durch
Umsetzung eines Aldehyds oder eines Ketons mit einem Cyanidgruppendonor in
Anwesenheit einer nativen oder einer rekombinanten (S)-Hydroxynitrillyase, dadurch
gekennzeichnet, daf ein Reaktionsgemisch aus

a) einem in einem organischen, mit Wasser nicht oder geringfiigig mischbaren
Verdunnungsmittel geldsten Aldehyd oder Keton,

b) einer waldrigen (S)-Hydroxynitrillyaselésung und

c) einem Cyanidgruppendonor

derart gerthrt wird, da eine Emulsion entsteht, die bis zum Reaktionsende durch Ruhren
aufrecht erhalten wird, worauf nach beendeter Reaktion das entsprechende
(S)-Cyanhydrin aus dem Reaktionsgemisch durch Phasentrennung isoliert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} ein aliphatischer, aromatischer
oder heteroaromatischer Aldehyd oder ein unsymmetrisches Keton umgesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Cyanidgruppendonor
Blausaure zugesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} als Hydroxynitrillyase eine
native (S)-Hydroxynitrillyase aus Manihot esculenta oder Hevea brasiliensis oder eine
davon abgeleitete (S)-Hydroxynitrillyase, hergestellt aus Pichia pastoris oder
Saccharomyces cerevisiae, eingesetzt wird.

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

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da als Verdunnungsmittel Methyi-
tert. butylether, Diisopropylether, Dibutylether, Ethylacetat oder ein Gemisch aus Methyl-
tert. butylether und Toluol verwendet wird.

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

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal mit einer Ruhrenergie Uber
500 W/m® gerihrt wird.

KEINE ZEICHNUNG
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