
J. prakt. Chem. 339 (1997) 381-384 

Journal fur praktische Chemie 
Chemiker-Zeitung 

0 Johann Ambrosius Barth 1997 

Optisch aktive Amine durch Lipase-katalysierte Methoxyacetylierung 

Friedhelm Balkenhohl, Klaus Ditrich, Bernhard Hauer und Wolfgang Ladner 
Ludwigshafen, BASF Aktiengesellschaft, Hauptlaboratorium 

Eingegangen am 07. Marz 1997 

Herrn Prof DI: DI: h. c. Ekkehard Winterfeldt zum 65. Geburtstag gewidmet 

Optically Active Amines via Lipase-Catalyzed Methoxyacetylation 

Abstract. Racemic amines can be efficiently resolved using 
ethylmethoxyacetate as acylating agent in a lipase-catalyzed 
reaction. The reaction of 1-phenyethylamine with ethylme- 

thoxyacetate in the presence of a lipase from Burkholderia 
plantarii is presented. Excellent yields and selectivity and 
minimal amount of enzyme characterize this new process. 

Der Einsatz von Enzymen in der organischen Synthese 
[ 11 hat vor allem durch die Moglichkeit, auch in orga- 
nischen Solventien arbeiten zu konnen, einen kraftigen 
Aufschwung erfahren [2]. Gerade Lipasen, die ja  von 
der Natur fur den Einsatz an Wasser/Ol-Grenzflachen 
marjgeschneidert wurden, verfugen uber eine aufieror- 
dentliche Stabilitat und Aktivitat in unpolaren organi- 
schen Losungsmitteln. Die gute Verfiigbarkeit, das breite 
Substratspektrum bei gleichzeitig hoher Selektivitat und 
die einfache Handhabung dieser robusten Enzyme ha- 
ben sie zu unverzichtbaren Katalysatoren in der enan- 
tioselektiven Synthese gemacht. 

Wahrend die Lipase-katalysierte Acylierung von Al- 
koholen [3] (z. B. mit Vinylestern [4], Anhydriden [5] 
oder Diketen [6]) inzwischen eine Standardmethode zur 
Herstellung enantiomerenreiner Alkohole ist, wurde die 
Umsetzung von Aminen oder anderer Nucleophile un- 
ter Lipasekatalyse bisher weniger intensiv untersucht. 
Nach Pionierarbeiten von Klibanov [7] haben vor al- 
lem Gotor et al. in einer Reihe von Arbeiten die Acy- 
lierung primaer Amine in Gegenwart von Lipasen stu- 
diert [8]. Dabei wurden unterschiedliche Amine, Ester 
und Lipasen (Schweinepankreas-Lipase, Candida cy- 
lindracea Lipase, Pseudomonas cepacia Lipase) ver- 
wendet, wobei sich schliefilich Novozym 435, das kom- 
merzielle Immobilisat einer Lipase aus Candida antarc- 
tica, als das geeigneteste Enzym erwies [9]. Urn eine 
kinetische Racematspaltung chiraler Amine zu errei- 
chen, wurde von Reetz et al. Ethylacetat als Acylie- 

rungsmittel und Solvens eingesetzt. Auch sie verwen- 
deten Novozym 435 [ 101 sowie eine als Sol-Gel-Mate- 
rial immobilisierte Lipase aus Pseudomonas aerugino- 
sa [ 111 als Katalysator. Uber den Einsatz von Benzyl- 
estern als Acyliemngsmittel in Gegenwart einer kom- 
merziellen Pseudomonas cepacia Lipase wurde kurz- 
lich von Adamczyk et al. berichtet [12]. Sheldon et al. 
fanden schlierjlich vor einiger Zeit, dab unter Lipase- 
katalyse (wiederum aus Candida antarctica) auch Ami- 
dierungen mit Ammoniak moglich sind [ 131. 

Im Rahmen unserer Arbeiten zum Einsatz von Burk- 
holderia plantarii Lipase (vormals Pseudomonas plan- 
tarii bzw. glumae, DSM 6535) [ 141 als selektiver Acylie- 
rungskatalysator in der organische Synthese waren wir 
an der Herstellung optisch aktiver Amine interessiert. 
Homochirale Amine sind wichtige Zwischenprodukte 
und Hilfsreagentien in der technischen Synthese enan- 
tiomerenreiner Pharma- und Pflanzenschutzwirkstoffe. 
Die Moglichkeiten, sie mit biokatalytischen Methoden 
zu erzeugen, sind bislang auf die obigen Beispiele so- 
wie einige weitere [ 151 beschrankt, eine breit einsetz- 
bare und auch wirtschaftliche Methode ist aber nicht 
verfugbar. Bei den oben beschriebenen Lipase-kataly- 
sierten Racematspaltungen ist vor allem die eingesezte 
Katalysatormenge, die stets in etwa der Substratmenge 
entspricht oder sie sogar deutlich uberschreitet, fur eine 
Anwendung im grorjeren Marjstab problematisch. 

Wir haben deshalb vor einiger Zeit die enantioselek- 
tive Acylierung von W S -  1 -Phenylethylamin in Gegen- 
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wart von Burkholderia plantarii Lipase untersucht und 
dabei vor allem den EinfluB des Acylierungsmittels auf 
die Reaktionsgeschwindigkeit studiert [ 161. 

Burkholderia 
plantarii 
Lipase 

S-Amin R-Amid 

Schema 1 

Dabei wurde ein rohes Enzympraparat, isoliert durch 
einfache Zellabtrenung am Ende der Fermentation und 
anschlieflende Lyophilisierung, rnit einer Aktivitat von 
1000 U/mg (Tributyrin) eingesetzt (Enzymgehalt: ca. 
30%). Es zeigte sich sehr schnell, dal3 sowohl die Re- 
aktionsgeschwindigkeit, als auch die Selektivitat der 
Reaktion dramatisch vom eingesetzten Acylierungsmit- 
tel abhangt. Nach einem breiten Screening unterschied- 
lichster Ester in verschiedenen unpolaren aprotischen 
Losungsmitteln fanden wir, daB gerade Methoxyes- 
sigester hervorragend geeignet sind, urn Phenylethyl- 
amin effizient und mit hoher Selektivitat in die Antipo- 
den zu spalten. Das Acylierungsmittel wird im allge- 
meinen in aquimolaren Mengen eingesetzt, als Losungs- 
mittel haben sich Ether, wie z. B. tert-Butylmethyle- 
ther (MTBE) bewahrt . 

Abbildung 1 zeigt den direkten Vergleich von Meth- 
oxyessigsaureethylester mit B uttersaureethylester, ein 
in der Verseifung ideales Substrat fur diese Lipase. Setzt 
man 10 Gewichtsprozent des Rohenzyms bezogen auf 
die eingesetzte Menge des racemischen Amins ein, so 
kann die Reaktion mit Methoxyessigsaureethylester be- 
reits nach 24 Stunden durch einfaches Abfiltrieren des 
heterogenen Katalysators abgebrochen werden (Umsatz 
ca. 50%). Mit Buttersaureethylester erreicht man in der 
gleichen Zeit nur einen Umsatz von 6%. Vergleicht man 
die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten miteinander, so 
ergibt sich daraus ein Faktor von mehr als 100. Die Pro- 
dukte sind leicht durch Destillation oder Extraktion von- 
einander trennbar. Amin und Amid fallen mit Ausbeu- 
ten von jeweils iiber 45% an, der Enantiomereniiber- 
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Abb. 1 Vergleich der Kinetiken von Methoxyessigsaureethyl- 
ester mit Buttersaureethylester in der Lipase-katalysierten Ami- 
dierung 

schul3 betragt >99% fur das zuriickbleibende S- Amin 
und 93% fur das gebildete R-Amid, aus dem durch ba- 
sische Hydrolyse das R-Amin freigesetzt werden kann. 
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Naturlich kann durch Abbruch der Reaktion bei ei- 
nem Umsatz von unter 50% auch das Amid mit einer 
hoheren Enantiomerenreinheit gewonnen werden. Als 
Ursache fur den aktivierenden Effekt der Methoxygrup- 
pe vermuten wir die erhohte Carbonylaktivitat, die durch 
den elektronegativen Substituenten in der a-Position 
hervorgerufen wird. Auch Chloressigester sind hoch- 
aktiv, fuhren aber zu nichtkatalysierten Nebenreaktio- 
nen (Substitution des Chlorids). Trotz der erhohten Car- 
bonylaktivitat im Falle des Methoxyessigesters findet 
eine unkataly sierte und damit unspezifische Acylierung 
unter den oben beschriebenen Reaktionsbedingungen 
nicht statt, was fur die Entwicklung eines robusten Ver- 
fahrens auf Basis dieser Reaktion von grol3er Bedeu- 
tung ist. 
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Verwendet man statt des Rohenzyms ein durch Ex- 
traktion, Ultrafiltration und Chromatographie gereinig- 
tes Enzym (Gehalt iiber 90%), so ist die Reaktion er- 
staunlicherweise dramatisch verlangsamt. Durch Auf- 
losen des Enzyms in Wasser, Zusatz oberflachenaktiver 
Sustanzen (bevorzugt Fettsauren oder ihre Salze) und 
erneute Entwasserung laBt sich das reine Enzym aber 
in eine fur die Synthese in organischen Solventien hoch- 
aktive Form uberfuhren (Aktivierung um den Faktor 
1000 und mehr !) [ 171. Auch andere hochreine Lipasen 
aus dem Handel, die in waf3riger Losung hohe Versei- 
fungsaktivitat zeigen, aber um Zehnerpotenzen schlech- 
tere Acylierungsaktivitaten in organischen Solventien 
aufweisen, konnen auf diese Art und Weise aktiviert 
werden. Weiterhin kann die Burkholderia plantarii Li- 
pase auch in imrnobilisierter Form in die oben beschrie- 
bene Reaktion eingesetzt werden (z. B. auf Amberlite 
XAD 7), was ebenfalls rnit einer Aktivierung einher- 
geht und die Ruckfuhrung des Katalysators erheblich 
vereinfacht. Nach zehnfachem Wiedereinsatz eines sol- 
chen Praparates fanden wir uber 80% der urspriingli- 
chen Aktivitat. 

SchlieBlich haben wir noch kommerzielle Lipasen als 
Katalysatoren fur die Methoxyacetylierung von Ami- 
nen uberpriift (Candida antarctica, Pseudomonas ce- 
pacia, Candida cylindracea). In allen Fallen bestatigte 
sich der aktivierende Effekt der Methoxygruppe. Die 
Reaktion rnit Methoxyessigsaureethylester ist stets er- 
heblich schneller und selektiver als mit anderen Estern. 
Wir haben die Reaktion inzwischen auch auf viele an- 
dere primare Amine (substituierte Arylalkylamine, 
Amphetaminderivate, Aminoalkohole und -derivate etc.) 
ubertragen und immer bemerkenswert hohe Selektivi- 
taten bei quantitativen Ausbeuten gefunden. Selbst bei 
2-Aminobutan unterscheiden sich die beiden Enantio- 
mere in ihrer Reaktionsgeschwindigkeit rnit Methoxy- 
essigsaureethylester noch immer um den Faktor 8. Wir 
erwarten, daB sich diese Reaktion aufgrund der einfa- 
chen Durchfuhrbarkeit in Standardapparaturen sowie der 
grof3en Anwendungsbreite als eine Standardmethode zur 
Racematspaltung von primaen Aminen im LabormaB- 
stab etablieren wird, vergleichbar mit der Lipase-kata- 
lysierten Acylierung von Alkoholen mit Vinylestern. Ein 
technisches Verfahren wird zur Zeit ausgearbeitet. 

Wir danken unseren Kollegen Drs. H. Rettenmaier und K. H. 
Strube fur die Bereitstellung der verschiedenen Lipaseprapa- 
raten. Weiterhin gilt unser Dank T. Kohl, M. Kiefer und S. 
Volkmer fur die Durchfuhrung der Versuche. 

Beschreibung der Versuche 

Racematspaltung von I -Phenylethylamin 

20 g (1 65 mmol) 1 -Phenylethylamin und 19.5 g ( 165 mmol) 
Methoxyessigsaureethylester werden in 200 ml tert.-Butylme- 

thylether (MTBE) gelost. Nach Zusatz von 2 g Burkholderia 
plunturii Lipase (Rohenzym, Aktivitat 1000 U/mg, Tributy- 
rin) ruhrt man die resultierende Suspension bis zum Errei- 
chen des gewunschten Umsatzes, der gaschromatographisch 
oder durch Drehwertmessung bestimmt wird (24 h, 52%). An- 
schliel3end trennt man die Lipase durch Filtration ab und engt 
die verbleibende Losung ein. Der Ruckstand wird rnit 1 N Salz- 
saure aufgenommen und das Amid mit MTBE extrahiert. 
Trocknen uber MgS04 und Einengen im Olpumpenvakuum 
liefert 15,5 g (Ausbeute 48%) des R-Amids (93% ee nach 
GC): weil3e Kristalle; F: 63 "C; Drehwert: 86.5" (c=S in 
Dioxan). - 'H-NMR (270 MHz, CDCI,): 6 I .55 (3H, d, 7.0), 
3.4 (3H, s), 3.83 und 3.95 (2H, AB-System, 15), 5.2 (IH, 
quin, 7), 6.80 (lH, brs), 7.1-7.2 (5H, m). Nach Freisetzung 
des Amins mit Natronlauge (pH = 10) wird auch dieses mit 
MTBE extrahiert und die resultierende Losung getrocknet und 
eingeengt. Man erhalt 9,2 g (Ausbeute 46%) des S-Amins (> 
99% ee): farblose Flussigkeit; Drehwert: -39,5" (in Substanz); 
alle weiteren Daten sind literaturbekannt. 
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