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Bemerkung zur Nomenklatur

Einfachheitshalber wurde gegeniiber der JTUPAC-Nomenklatur [1] [2] , die von
L. Werthemann [3] eingefiihrte Kurzbezeichnung Cobester fiir den Dicyano-
kobalt-III-cobyrinsdure-heptamethylester (28) verwendet. Die Numerierung der
Atome, die Bezeichnung der Seitenketten (a-g) und der Ringe (A, B, C und D),
werden nach den JUPAC-Regeln vorgenommen. (Fig. I).

Fig. 1.

(28)

Es wurden weiter folgende Vereinfachungen zur Bezeichnung von Cobester-Deri-

vaten getroffen:

- Cobester-Derivate, die an den Stellen 5 und 15 keine Methylgruppen, sondern
Protonen tragen, werden als 5,15-bis-nor-Cobester~Derivate bezeichnet.

- 5,15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-nitril (22) wird in Kurzschreibweise als
Amid-nitril bezeichnet.

- Dicyano-kobalt-IIl-cobyrinsidure -hexamethylester-f-amid (24) resp. -f-Sidure (27)
werden kurz als f-Amid (Cobester-~f-amid) resp. f-Sdure (Cobester-f-Siure) be-
zeichnet.

- 5, 15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f~nitril wird kurz als Lacton-nitril oder Lacton
bezeichnet.

- Die Konfiguration der Seitenketten b,d und e an den Zentren C-3,C-8 und C-13
wird durch X (unterhalb-) oder /3 (oberhalb der Molekiilebene liegend) angegeben.
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- Die natiirliche Konfiguration (in Fig. I - III angegeben) erhilt demnach die No-
tierung oKX, gleichbedeutend mit C-3 , C-8 o, C-13X ., Fiir die Notierung
o3 wird oft auch die Vorsilbe neo ( = o(dﬁ -Konfiguration) (z. B. neo-Cobyr-
siure) verwendet,

- Verbindungen mit einem c-Lacton Ring (Seitenkette ¢ nach C-8) wird infolge der
dadurch obligaten C-8 X -Konfiguration der d-Seitenkette ein Punkt gesetzt ;

z. B, o+ -Lacton - nitril.

- Die Verbindungen wurden nach dem experimentellen Teil numeriert.

- Schemata im experimentellen Teil sind mit arabischen, jene im allgemeinen
Teil mit rémischen Zahlen numeriert.

- Die Bezeichnung E neben der Formelnummer (z. B. 16 E ) bedeutet das Epimere
zur betreffenden Verbindung (z. B. 16).
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1. ALLGEMEINER TEIL.

1.1. Einleitung

Reprisentative Einleitungen zum Thema der Totalsynthese des Vitamins B-12

haben sich im Verlaufe der ca 12-jihrigen Synthesearbeiten in zahlreichen

Dissertationen in permutatorischer Weise niedergeschlagen [4 - 13] .

Am Ausgangspunkt der Arbeiten {iber die Totalsynthese von Vitamin B-12 stehen

die beiden Réntgenstrukturanalysen von Vitamin B-12 (Fig. II) und spiter auch

der synthetisch angestrebten Cobyrsiure (29) (Fig. 1) durch D. C. Hodgkin
(147 [15] im Jahre 1956 resp. 1971,

CONH3
COENZYME B12: A B

VITAMIN By CN B
COBYRIC ACID Hp0 CN

Fig. II.
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(29)

Cobyrsaure

Fig, OI.
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1. 2. Uebersicht iiber die 1972 abgeschlossenen Synthesen.

(vgl. das herausklappbare Schema IV).

Bekanntlich wurde die Totalsynthese von Vitamin-B-12 in einer transatlantischen
Zusammenarbeit unserer Gruppe mit dem Team der Harvard-Universitit, unter
Leitung von R. B. Woodward, bearbeitet.
Die Bemiihungen zur Totalsynthese fruchteten 1970 erstmals in der Synthese des
5,15-bis-nor-Cobesters nach der AB-Variante [16] , welche als zentrale, den
Corrin-Ring aufbauende Reaktionsschritte die Kondensation einer die Ringe A-D
(hergestellt von der Harvard-Gruppe) umfassenden Corrinhilfte mit einer die Ringe
B-C (hergestellt von der ETH-Gruppe) enthaltenden Corrinringhilfte zum Tetra-
cyclus 1'& li% und nachfolgende A-B-Cyclisierung (durch jodierende Kupplung [11]
per
zum geschlossenen Tetracyclus D - C beinhaltete. Der dabei gewonnene 5, 15-bis-
nor-Cobester war jedoch an der f-Seitenkette noch nicht differenziert, d.h. alle
Seitenketten lagen als Methylester vor. Dieses Zwischenprodukt eignete sich des-
halb nicht zur Synthese der Cobyrséure, in welcher die f-Seitenkette (als Carboxyl-
gruppe vorliegend) gegeniiber den anderen Seitenketten (als priméire Amide vorlie-
gend) differenziert ist. Details dieser Synthesevariante sind am IUPAC -Symposium
zu Riga [16] publiziert worden. Priparative Einzelheiten findet man in den Disser-
tationen von P. Schneider [11] und H. Maag [12].

In der Folge synthetisierte die Harvard-Gruppe mit einem A-D Zwischenprodukt,
welches an der f-Seitenkette eine Nitrilgruppe trug, via das 5, 15-bis-nor-c-di-
methylamid-f-nitril das f-Amid (24).
Auf die Details der AB-Variante mit differenzierter f-Seitenkette wird hier nicht
mehr eingegangen. Einzelheiten findet man in der Dissertation von H. Maag [12]
und im Vortrag von R. B, Woodward am IUPAC~Symposium zu New-Delhi [17]. An
der ETH wurde zur Synthese des 5, 15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-nitrils
(22) ein neues Synthesekonzept, die sogen. AD-Variante, welche als Schliisselstufe
zur Bildung des Corrinringes eine photochemische Cyclisierung eines geeigneten
tetracyclischen Corrinvorlidufers A - l|3 zwischen den Ringen A und D beinhaltete
D-C
(137, und mit dem gleichen Zwischenprodukt, wie bei der AB-Variante, dem f-
Amid (24) endete [18].
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In diesem neuen Synthesekonzept war es ausserdem mdglich, unabhingig vom
Harvard A~D Zwischenprodukt, durch Verwendung der beiden Enantiomeren der
Dilactonsidure (A) alle 4 Ring-Vorlidufer zu synthetisieren. Das (+)-drehende
Enantiomere fand dabei Verwendung fiir die Synthese des Ring-A, -B- und -C-Vor-
ldufers, wihrenddem das (-)-drehende Enantiomere das Ausgangsprodukt fiir den

Ring-D-Vorliufer darstellte. Fiir Nachschubzwecke wurde der Ring-C- Vorliufer

nach einer von der Harvard-Gruppe ausgearbeiteten Methode aus (+)-Campher
hergestellt. Auf der Stufe des f-Amids (24) wurde das totalsynthetische Material
mit dem gleichen, durch Abbau von Vitamin-B-12 gewonnenen f-Amid (24) identi-
fiziert [12] . Ueber diese Synthesevariante (AD-Variante) wurde erstmals am
IUPAC -KONGRESS zu Boston (26. -30. Juli 1971) berichtet.

Zur Synthese der Cobyrsiure verlieben nun noch folgende Syntheseprobleme, welche

von den beiden Gruppen gemeinsam geldst wurden, nidmlich:
1. Die Ueberfiihrung des f-Amids (24) zur f-Siure (27).
2. Die Ueberfiihrung der Methylestergruppen zu primiren Amidgruppen.

1. Ueberfiihrung des f-Amides zur f-Siure

Anfinglich unternommene Vorversuche zur Darstellung der f-Sidure aus f-Amid
mittels Nitrosierungsreagenzien scheiterten daran, dass der Corrinchromophor
an C-10 nitrosiert wurde. In Kenntnis dieser Sachlage (Sommer 1971) wurden von
den beiden Gruppen 2 verschiedene Wege zur Lsung dieses Syntheseproblems be-
schritten. '

- Die Harvard-Gruppe bearbeitete die Nitrosierungsreaktion so lange, bis unter
bestimmten Reaktionsbedingungen die f-Siure (27) in ca 70% Ausbeute erhalten
wurde.

- Die ETH-Gruppe suchte nach einer neuen Methode und fand die unten diskutierte,
in Schema III dargestellte Reaktionssequenz, in welcher o« -Chlor-aldonitrone
als Reagens verwendet wurden. Diese Reaktionssequenz wurde von N. Obata be-

arbeitet und fiihrte in kurzer Zeit zum Erfolg, wobei die f-SHure (27) in ca 60-70%

Ausbeute (bez. f ~Amid) anfiel.

Die Syntheseschritte zur Cobyrsidure (29) wurden an der ETH nur mit authentischem,

durch Abbau von Vitamin B-12 gewonnenen f-Amid (24) durchgefiihrt, wihrenddem
die Harvard-Gruppe auch totalsynthetisches f~Amid (24) einsetzte.

2. Ueberfiihrung der f-Siure zur Cobyrsidure

Die letzte Stufe bestand in der Amonolyse der 6 Methylestergruppen der Seiten-
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ketten a, b, c,d, e und g zu primiren Amiden, wihrenddem die f-Seitenkette, als
Carboxylgruppe vorliegend, unangetastet bleiben sollte.

Die Harvard-Gruppe fand erstmals eine priparativ befriedigende Lésung dieses
Syntheseproblems, welches unten eingehend diskutiert wird.

Die erhaltene Cobyrséure (an der ETH nur partialsynthetische, an der Harvard
auch totalsynthetische) wurde mit natiirlicher, aus Klidrschlamm [19] gewonnener
Cobyrsiure identifiziert. An der ETH wurden die Vorarbeiten und Teile der Identi-
fikation von A. B. Holmes ausgefiihrt.

Mit der Identifikation der partialsynthetischen mit der authentischen Cobyrsiure
konnten die ca 12 Jahre dauernden Arbeiten an den beiden Synthesen des Vitamins
B-12 im Jahre 1972 abgeschlossen werden. R. B. Woodward berichtete dariiber
am IUPAC-Kongress zu New-Delhi (12. Febr. 1972) [ 17]

In der photochemischen AD-Variante, dargestellt im herausklappbaren Schema IV ,
fehlen noch folgende Syntheseschritte, die in dieser Arbeit beschrieben sind:

1. Die Synthese des Ring-D Vorliufers, (+)-Methyl-Imin (12). (vgl. 2.2, ff)

2. Die Lactonisierungsreaktion, ausgehend vom 5, 15-bis-nor-Cobester-c-
dimethylamid-f-nitril (22) zum 5, 15-bis-nor-Cobester-c-lacton -f-nitril
(23). (vgl. 2.3.ff)

3. Die part. synth. Ueberfiihrung von f-Amid (24) in die f-Siure (27).
(vgl. 2. 4.1f)

4, Die part. synth. Ueberfiihrung von f-Sture (27) in Cobyrsiure (29) und
deren Identifikation mit authentischer Cobyrsiure. (vgl. 2. 5. ff).
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1, 3. Die Synthese des Ring-D Vorlidufers, (+)-Methyl-Imin (12).

(vgl. Schema I und 1)

Das spezielle Problem in dieser Synthese war die Differenzierung der Propionyl-
seitenkette (= f-Seitenkette) aus den frijher erwihnten Griinden. Ausserdem sind
im Ring-D die Positionen der Acetyl-und Propionylseitenkette im Vergleich zu den
3 anderen Ringen vertauscht, weshalb sich die Synthese ausgehend von der
(<)-drehenden Dilactonsiure (-)-(A) gegentiber den anderen Ringsynthesen kompli-
zierter gestaltete.

Die Synthese des Ring-D Vorldufers wurde 1967 von R. Wiederkehr { 7] in An-
griff genommen und fithrte, ausgehend von der (-)-Dilactonséure (-)-(A), zuniichst
zum (+)-Keto-lactam-ester (1) (Schema 1, unter 2. 2.1.).

Die Keto-Funktion ergab sich dabei als Folge einer anomal verlaufenen Arndt-
Eistert-Reaktion [7]. Als logische Konsequenz davon dringte sich zur Differen-
zierung der Propionylseitenkette eine Beckmann-Umlagerung 2. Art an. Diese
filhrte, ausgehend vom Keto-Amin (10), einerseits zu einem Propionitril (=f-Sei-
tenkette) und andererseits zur Methyl-Imin-Struktur, welche die gewiinschte, zur
weiteren Ringkondensation (D + B-C) notwendige Oxidationsstufe aufwies.

Die Ring-D-Synthese wurde in einer vorliufigen Variante von P. Dubs und W. Fuhrer
[20] bearbeitet und fiihrte 1969 mit der DIOL-METHODE (Schema I) (vgl. auch
2.2.3.3.) erstmals zum Ziel.

Diese Methode fiihrte nach erschopfender Reduktion aller 3 Funktionen des (+)-
Keto-lactam-esters (1) und acetylierender Aufarbeitung zum Triacetat (16), welches
nach partieller Hydrolyse zum Diol (18) fiihrte. Auf dieser Stufe musste gleich-
zeitig die zum sek. Alkohol reduzierte Ketogruppe wieder zum Keton und der
primire Alkohol (ehemalige Acetylseitenkette) zur Siure aufoxidiert werden, wobei
das bei der vorangegangenen Reduktion erhaltene sek. Amin als Acetamid gegen
Oxidation geschiitzt blieb,

Die erhaltene N-Acetyl-keto-siure (19) wurde nach Veresterung mit Diazomethan

in das N-Acetyl-keton (8) iiberfiihrt, welches chromatographisch leicht gereinigt
werden konnte.

Durch basische Verseifung des durch Acylierung geschiitzten sek. Amins (gleich-
zeitig wird aber auch die Methylestergruppe verseift; in der definitiven Methode
wird sauer hydrolysiert, wobei die Methylestergruppe intakt bleibt) erhielt man die
Keto-amino-siure (21), welche nach Veresterung zum Keto-amin (10) fiihrte.
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SYNTHESE DES RING - D - VORLAEUFERS: (+)-Methyl-Imin (12),

DIOL-METHODE und KETON-METHODE (Schema I)
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N
|
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KETAL - METHODE (Schema II)
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Das Keto-amin (10) ist sehr thermolabil. Es wurde deshalb in der thermo-
stabilen Form als Hydrochlorid (9) gewonnen. Dieses Produkt konnte direkt zur
Oximierung verwendet werden. Das dabei erhaltene Amin-oxim (11) wurde ohne
weitere Reinigung der Beckmann-Fragmentierung zum (+)-Methyl-Imin (12) zuge-
flihrt.

Das Ebnen des priparativen Weges der Beckmann-Fragmentierung 2. Art war
insofern ein ziemlich schwieriges Problem, als niimlich die verschiedensten, ge~
bréulichen Fragmentierungsreagenzien versagten (vgl. Diskussion im exp. Teil)
und nur Thionylchlorid unter genau einzuhaltenden Bedingungen die Fragmentierung
priparativ befriedigend ermdglichte.

Die Fragmentierungsreaktion wurde nicht im Detail studiert, weshalb nicht be-
kannt ist, ob die eigentliche Fragmentierung schon vor oder erst nach der Base-
behandlung eingeleitet wird.

Die DIOL-METHODE lieferte die ersten Mengendes fiir den Corrinring-Aufbau not-
wendigen Ring-D-Vorldufers (12). Fiir Nachschubzwecke war diese Methode in-
sofern etwas schwerfillig, als bei der erschopfenden Reduktion stets Anteile

(bis zu 30 %) an partiell reduziertem Lactam-diacetat (17) anfiel, welches in Nach~
reduktionen wieder in die Synthese eingeschleust wurde. Weiter verlief die Oxi-
dation zum N-Acetyl-keton (8) priparativ unbefriedigend, indem auch hier stets
partiell oxidiertes Material (20) anfiel, das allerdings durch Nachoxidationen
wieder verwertet werden konnte,

Man suchte deshalb nach einer besseren Variante, welche sich in der KETON-
METHODE anfiinglich als vielversprechend erwies (vgl. unter 2.2.3.1.).

Diese Variante beinhaltete die selektive Reduktion der Lactam-Funktion von (1)

via das Keto-thiolactam (14) mittels Raney-Nickel zum Keto-amin (10) (als Hydro-
chlorid isoliert).

Diese Methode scheiterte an der Schwierigkeit, ein selektiv und reproduzierbar
die Thiolactam-Funktion reduzierendes Raney-Nickel zu finden. In einer Nebenre:~
aktion wurde nimlich stets die Keto-Funktion angegriffen, wobei der Amino-
alkohol (15) im besten Falle zu immer noch 22% (bez. Edukt) anfiel.

Weitere Versuche zur selektiven Reduktion der Lactam-Funktion in (1) via den
Methyl-iminocester oder Methyl-thioiminoester mittels Natriumcyanoborhydrid
[21] schlugen auf Grund derselben Nebenreaktion fehl.

Die Synthese des Ring-D-Vorléufers wurde deshalb nochmals bearbeitet, was zur
KETAL-METHODE (definitive Variante) fiihrte.
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KETAL-METHODE. (vgl. Schema II)

In dieser Methode, ausgehend von (+)-Keto-lactam-ester (1), wurden durch Schutz
der Keto-Funktion durch Ketalisierung Nebenreaktionen mit der Keto-Funktion
verunmdoglicht.

Die Ketalisierung zum Ketal-lactam (2) war nicht so einfach herbeizufiihren. Offenbar
ist die Umgebung der Keto-Funktion durch die Anwesenheit eines quartiren C-Atoms
in oK -Stellung und die cis-Verkniipfung der beiden 5-Ringe, was eine dachférmige
Konformation des bicyclischen Ringsystems zur Folge hat, sterisch stark abge-
deckt.

Die herkémmlichen Ketalisierungsmethoden (vgl. Diskussion unter 2, 2, 2,) ge-
niigten zur Ketalisierung nicht. Nur die angewandte Methode (Ketalisierung mit
Glykol in Methanol mit Trimethoxiorthoformiat und p-Toluolsulfonsiure (als
Katalysator)) ermdglichte eine glatte Ketalisierung, wobei allerdings durch Neben-
reaktion je ca 5-7% Enoliither (3) und Dimethoxiketal (4) entstanden. Das Ketal -
lactam (2) wurde sodann mittels P985 in THF glatt ins Ketal-thiolactam (5) iiber-
fiihrt, welches in der nachfolgenden Reduktion mit Raney-Nickel und acetylierenden
Aufarbeitung zum N-Acetyl-ketal (7) reagierte. Auch hier bot die Reduktion mit
Raney-Nickel Schwierigkeiten. Diese wurden aber nicht durch Nebenreaktionen ver-
ursacht, sondern das Abl6sen des intermedisir entstandenenKetal-amins (6) von der
Katalysatoroberfliche bot etwelche Miihe. Zu aktive Katalysatoren hielten das
Ketal-amin z. T. irreversibel fest; zu inaktive Katalysatoren reduzierten hingegen
nur ungeniigend. Die L&sung wurde durch die acetylierende Aufarbeitung gefunden.
Danach wurde das offenbar zur Koordination mit der Nickeloberfliiche neigende
Ketal-amin (6) mittels Acetanhydrid in das N-Acetyl-ketal (7) {iberfiihrt. Dieses
Produkt zeigte eine stark verminderte Koordinationstendenz zur Nickeloberfléiche
und konnte deshalb leicht davon abgeldst werden. Die Acetylierung des Ketal-amins
stellte jedoch keine zusitzliche Erschwerung der Synthese dar, da nidmlich das
Ketal-amin (6) durch saure Hydrolyse nicht zum Keto-amin (10) deketalisiert wer-
den konnte. Der Grund dafiir (es wurden nur wenige, erfolglose Versuche unter -
nommen) ist folgender: Im Falle saurer Hydrolyse wird das Ketal-amin protoniert,
wobei der dabei auf die Ketal-Funktion ausgeiibte Feldeffekt (Coulombabstossung)
eine Protonierung der Ketalfunktion zur Einleitung der zur Hydrolyse notwendigen
nukleophilen Substitution am potentiellen Carbonyl-C-Atom mit Wasser, verhin-
dert. Demgegeniiber liess sich das N-Acetyl-ketal (7) in 40% wissriger Essig-
sHure, wenn auch unter drastischen Bedingungen (16h/ 60°) glatt zum N-Acetyl-
keton (8) verseifen.
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Avf dieser Stufe trafen sich die KETAL-METHODE und die DIOL-METHODE wieder.
In der KETAL-METHODE wurde das N-Acetyl-keton (8) mittels HC1 in Methanol
solvolytisch gespalten und dabei direkt, ohne die Methylestergruppen anzutasten,
das zur Oximierung verwendbare Keto-amin-hydrochlorid (9) erhalten. Die wei-
teren Stufen bis zum Methyl-imin (12) blieben nun dieselben wie in der DIOL-
METHODE, wurden aber optimiert und lieferten das Methyl-imin (12) in ca 75%
Ausbeute bez. N-Acetyl-keton (8) resp. ca 38-40% (bez. eingesetztem (+)-Keto-
lactam-ester (1)).

Mit dem Methyl-imin (12) stand nun ein in der f-Seitenkette (als Propionitril vor-
liegend) differenzierter Ring-D-Vorlidufer mit korrekter Konstitution und Chirali-
tit zum weiteren Corrinring-Aufbau [13] zur Verfiigung.

Das Nichtauftreten einer event. bei der Reduktion mit Raney-Nickel auftretenden
Epimerisierung der Acetylseitenkette konnte mittels eines Deuterierungsexperi-
mentes (vgl. unter 2. 2. 3. 2.) nachgewiesen werden.
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1. 4. Oxidative Lactonisierung von 5, 15-bis-nor-Cobester - c-dimethylamid-f-nitril,

(vgl. auch Riickschau auf die Information der Pré-Boston Lactonisierungsansétze
und die Diskussion im exp. Teil) (vgl. das herausklappbare Schema IV).

Die Lactonisierungsreaktion diente dem Zweck, die C-10-Stellung gegen einen
elektrophilen Angriff bei der nachfolgenden Alkylierungsreaktion zur Einfiihrung
der beiden Methylgruppen in 5- und 15-Stellung [12] sterisch abzudecken.

Die Gegenwart einer Lacton-Funktion im Ring-B fithrt zu 2 quartiren
Zentren in ﬁ -Stellung zum C-10. Die Zentren C-5 und C-15 wiesen hingegen nur
1 quartiires und ein tertilires Zentrum auf. Im weiteren wurde auf der Stufe der
Lacton-nitrile (23} die Abtrennung der C-3 /5 -Diastereomeren ausgefiihrt, die auf
dieser Stufe einfacher auszufiihren war als auf der Stufe der Amid-nitrile (22),
indem die schnelle LL.C-Chromatographie direkt 2 Lacton-Fraktionen lieferte.

Die Lacton-Fraktion 1 (=Lacton-nitril 1) bestand aus dem C-13 Epimerenge-
misch ( &+ & /X8 ) und wurde fiir die nachfolgende Alkylierung [12] verwendet,
wihrenddem die Lacton-Fraktion 2 (=Lacton-nitril 2) aus dem C-3 Epimerenge-
misch ( /3-0( / /2R ) bestand. Dieses war fiir die Alkylierung nicht geeignet, da es
nur monoalkyliert werden konnte [12] . Details der Lactonisierung werden im
exp. Teil besprochen. Es werden hier nur die wichtigsten Ergebnisse zusammenge-
fasst.

1. Die Lactonisierung findet regiospezifisch im Ring-B statt.

2. Die Lactonisierungsreaktion lisst die Konfiguration an C-3 und C-13 un-
beriihrt.

3. Die Propionylseitenkette (d-Seitenkette) in C-8 /8 ~Amid-nitrilen wird
bei der Lactonisierungsreaktion in die C~-8 «{ -Konfiguration tiberfiihrt.

4, Die Einzellactonisierung der 8 Amid-nitril Diastereomeren lieferte paar-
weise identische Lactone. Dies ermdoglichte die Zuordnung der C-8 Epi-
merenpaare der Amid-nitrile (22).

5. Ausschlaggebend fiir das priparativ gute Gelingen der Lactonisierungs-
reaktion ist das Vorliegen einer c-Dimethylamid-Funktion im Ring-B.
Der entsprechende Methylester lieferte unter den gleichen Bedingungen
ebenfalls, jedoch in bedeutend geringerer Ausheute (ca 25-30%), Lacton.
Der Grund dafiir diirfte in der bedeutend grisseren Elektrophilie des
Amid-Sauerstoffes liegen.
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Isomerisierung der Lacton-nitrile, (vgl. Diskussion im exp. Teil)
Diese hatte urspriinglich den Zweck, das fiir die Dialkylierung tote C-3/3 Lacton-

nitril in das C-3-«( -Diastereomere umzuwandeln. Die erwiinschte Isomerisierung

gelang, wenn auch in priparativ unbefriedigender Ausbeute (30-40%), zu einem
Gleichgewichtsgemisch, Dieses lag zu Gunsten von Lacton-nitril ( - / o(-/G )

(= Lacton 1) im Verhiltnis Lacton 1 : Lacton 2 = 78 : 22 % vor.

Dije C-3 X -Konfiguration ist demnach gegeniiber der C-3 /’3 -Konfiguration thermo-
dynamisch stabiler. Das isolierte Lacton-nitril 1 lag als ca 1:1 Gemisch der beiden
C-13 Epimeren ( &+ X /o(-/j ) vor.

Die Isomerisierungsreaktion ist priparativ nicht brauchbar, obwohl das eingestellte
Gleichgewicht auf der gewiinschten Seite (Lacton-nitril 1) liegt.

1. 5. Ueberfiihrung von f-Amid (24) in f-Sdure (27)
(vgl. Erlduterungen zu Beginn im exp. Teil und Diskussionen)

Diese Stufe wurde an der ETH nur mit authentischem Material durchgefiihrt, das
weiter zur Ueberfiihrung in Cobyrsiure (29) verwendet wurde. Es handelt sich dem-
zufolge um partialsynthetische Untersuchungen.

Die Reaktionsschritte von f-Amid zu f-Siure sind in Schema I dargestellt, Diese
Reaktionssequenz wird durch O-Alkylierung von f-Amid (24) mit dem stark elektro-
philen N-Vinyl-nitrosoniumion, erhalten durch Einwirkung von Silbertetrafluorobo-
rat auf K -Chlor-aldonitrone eingeleitet [227.

Nach saurer Hydrolyse (0. 01-nHC] in Wasser/Dioxan) gelangt man zu einem
ﬁ-Aldoester, welcher in diesem Falle (bedingt durch die zur Stabilisierung von
Kobalt-III-Corrinkomplexen notwendige Aufarbeitung in Gegenwart von Cyanidionen)
nicht als solcher isoliert werden konnte, sondern als Cyanhydrin anfiel. Die Weiter-~
reaktion zur f-Sdure mit Dimethylamin verlduft via den im Gleichgewicht zuriickge-
bildeten Aldehyd aus dem Cyanhydrin via das Amin-Halbacetal in einer intramole-

kularen nukleophilen Substitution zum cyclischen Zwischenprodukt (i), welches
seinerseits reversibel zum Zwischenprodukt (ii) gedffnet wird. Das Produkt (ii)
stellt das Additionsprodukt einer Carboxylgruppe mit einem Immoniumsalz dar,
welches unter den Reaktionsbedingungen offenbar irreversibel zur f-Siure und
Folgeprodukten des O-Alkylteils zerfillt. Der intramolekulare Weg des Angriffes
mit Dimethylamin wurde dadurch belegt, dass die Verwendung von Trimethylamin
an Stelle von Dimethylamin, unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen, keine f-
Sédure lieferte.

Diese Reaktionssequenz wurde von K. R, Lindner [23] an einfachen Modellver-
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bindungen ( vgl. den exp. Teil ) genauer untersucht. Dabei konnte er zeigen, dass
sowohl die Aldoesterfunktion als auch die entsprechenden Cyanhydrine in ungeféhr
gleicher Ausbeute (= 90 %) die entsprechende SHurefunktion lieferte.

1.6. Ueberfilhrung von f-S#ure (27) in Cobyrsiure (29).

Die priparative Losung zur Ueberfiihrung von f-Sfure (27) in Cobyrséure (29)

wurde von der Harvard-Gruppe ausgearbeitet. Die als Amonolyse bezeichnete

Reaktion wandelte die sechs Methylestergruppen a,b, ¢, d, e und g in primére Amide

um, wihrenddem die f-Carboxylgruppe als solche verblieb.

Diese Reaktion wurde an der ETH von A, B, Holmes nach den Vorschriften der

Harvard-Gruppe nachvollzogen.

Die Reaktion gelang in einem Gemisch von Aethylenglykol und fliissigem Ammoniak

in Gegenwart von Ammoniumchlorid unter Sauerstoffausschluss. Die Anwesenheit

von Ammoniumchlorid ist hier notwendig, da es die Bildung des entsprechenden
c-Lactams verhindert, das ohne die Zugabe von Ammonjumchlorid auch bei peinlich
genauem Ausschluss von Luftsauerstoff gebildet wird,

Wir vermuten 2 Griinde, welche fiir die Wirkung des Ammoniumchlorides ver-

antwortlich sind:

- Es ist bekannt, dass die Bildung des c-Lactams beim Vitamin B-12 durch Zu-
gabe eines Ueberschusses an Cyanidionen unterdriickt werden kann [24]. Dabei
wird angenommen, dass diese Oxidationsreaktion moglicherweise {iber einen
pentakoordinierten Kobalt-I-Komplex ablduft. Die Bildung dieses Komplexes aus
dem hexakoordinierten Dicyano-Komplex wird wahrscheinlich durch Bildung eines
hexakoordinierten Chlorocyano-Komplexes (durch Ligandaustausch mit Ammonium-
chlorid) verhindert, was das Entstehen eines c-Lactams unterdriicken kdnnte.

- Die Zugabe von Ammoniumchlorid ergibt in Kombination mit dem Ammoniak ein
Puffersystem, dessen pH zur Deprotonierung der Amidgruppe in der c-Seiten-
kette offenbar nicht mehr ausreicht und dadurch die c-Lactam Bildung unterdriickt.

Die Amonolysereaktion verlief unter Retention der 3 gegeniliber Epimerisierung
(insbesondere unter bas. Bedingungen) labilen Zentren C-3, C-8 und C-13 und ge-
lang in Ausbeuten bis zu 90%.

Ein spezielles Problem bot bei der Kristallisation der Cobyrséure in der Aquo-
cyano-Form (die Dicyano-Form konnte nicht kristallisiert werden) die Ligandiso-
merie (vgl. die Diskussion im exp. Teil).

Danach treten in wissrigen Lésungen von Aquo-cyano-cobyrséure die beiden Aquo-
cyano-Formen mit vertauschten Liganden (Wasser, CN) beziigl. der Molekiilebene
auf.
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Die o{-Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (b-Form, 29-b) mit unnatiirlicher Ligand-

s

konfiguration wurde durch Kristallistion bei Raumtemperatur gewonnen.

Die 4 -Aquo- X -cyano-cobyrsiure (a-Form, 29-a) mit der natiirlichen Ligand-

konfiguration erhielt man hingegen durch Kristallisation bei 0-3° C.

Die via f-Sdure (27) aus authentischem f-Amid (24) erhaltene partial synthetische
Cobyrsiure wurde vorliufig als & -Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (b-Form) kristal-
lisiert (A. B. Holmes), spektroskopisch und chromatographisch charakterisiert und
mit einer von W, Friedrich aus Klirschlamm (diese Friedrich'sche Probe lag vor
der weiteren umkrist, in der a-Form vor, vgl. Diskussion im exp, Teil) gewonnen-
en, analog umkrist. auth. Cobyrsdureprobe, welche dadurch in die b-Form iiber-
fiihrt wurde, verglichen.

Spiter wurde die X -Aquo~ /3 ~-cyano-cobyrsidure (b-Form) durch Umkristallisation
bei +3° C in die ﬁ -Aquo- A -cyano-cobyrsiure (a-Form) iiberfiihrt und spektros-
kopisch und chromatographisch mit einer analog umkrist. auth. Cobyrsdureprobe
verglichen (Probe von W. Friedrich, aus Kldrschlamm gewonnen).

Es liegen folgende Daten der beiden part. synth. Cobyrsidure-Formen vor:

b-Form: UV/VIS, CD, IR, DC, LC, PC und EPh.

a-Form: UV/VIS, CD, IR, NMR, DC und LC.

Nach diesen Daten sind die beiden part, synth. Proben nicht von den entsprechen-
den auth, Vergleichsproben zu unterscheiden. Insbesondere zeigte das DC der bei
+3° C umkristallisierten Proben das Vorliegen der /3 ~-Aquo-  -cyano-cobyrséure
(a-Form). Die speziellen Schwierigkeiten, die beim Vergleich der IR-Spektren an-
getroffen wurden, sind im exp. Teil eingehend diskutiert.

Die Identifikation der Cobyrsiure wurde an der ETH nur zwischen partial syntheti-
schem und authentischem Material (an der Harvard auch totalsynthetisch) vorge-
nommen. Die eigentliche Identifikation des totalsynthetischen und authentischen
Materials fand mit dem f-Amid (24) und dem f-Nitril statt [12] . Mit diesen Identi-
fikationen wurde die Totalsynthese von Vitamin B-12 erfolgreich abgeschlossen.
Am IUPAC-Kongress zu New-Delhi (12. Febr. 1972) berichtete
R.B. Woodward [17] iiber die Identifikation des totalsynth. und auth, f-Amids
(24), sowie iiber die vorldufige Identifikation der part. synth. mit der auth. Cobyr-
sdure. Die definitive und vollstindige Identifikation der part. synth. mit der auth.

Cobyrsdure lag rund ein Jahr spiter vor.
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2. EXPERIMENTELLER TEIL

2.1. ALLGEMEINE BEMERKUNGEN

Mikroanalysen
PKymcs
Molekulargewicht

IR-Spektren

NMR-Spektren

UV/VIS-Spektren

Ich danke Herrn W. Manser fiir die Ausfiihrung der
Mikroanalysen, fiir die Bestimmung der pKpjcs-Werte [25]
und die Bestimmung der Molekulargewichte (thermo-
elektrische Methode) [ 26]

aufgenommen auf Perkin-Elmer-Gitterspektrographen PE

257 und PE 125. Fiir die Aufnahmen auf dem Gerit PE 125

danke ich den Herren Dohner und Hediger. Geschitzte

Bandenintensitéten: s = stark, m = mittel, w = schwach.

Bandenpositionen in em-1,

Losungsmittel: Chloroform, Merck AG, zur Analyse
Tetrachlorkohlenstoff, Merck AG, zur
Analyse beide vor Gebrauch durch bas.
Alox (Woelm, Akt.1) filtriert.

KBr: Es wurde KBr aus frisch gemdrserten Einkristallen

verwendet. Konzentration: ca 300mg/mg Substanz.

aufgenommen auf Varian Spektrometer A-¢0, T-60, HA-100 und
XL-100. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm, be-
zogen auf TMS = 0 als internem Standard angegeben. Es
bedeuten s = Singlett, d = Dublett, t = Triplett und

m = Multiplett. Diese Angaben beziehen sich i.A. auf die
Bandenstruktur und nicht auf die eigentliche Spinmultiplizitit.
Zur Auswertung der Integrale verglich man die theoretisch
zu erwartende Protonenzahl mit dem meist beziiglich der
Methylesterregion geeichten Integral. (Symbol —e—e-)

Ich danke Frl. J. Buhrow und Frl. B. Brandenberg

fiir die Aufnahme der Spektren.

Analysenspektren: aufgenommen auf Cary-Spektrometer,
Modell 14, geeicht mit Holmiumoxid.

Routinespektren: aufgenommen auf Perkin-Elmer Spektrometer
402 (PE 402). Im Allgemeinen waren die Bandenintensititen
auf Geridt PE 402 um ca 5% geringer gegeniiber jenen auf







Massenspektren

opt. Drehung

CD-Spektren
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Cary 14. Die Bandenpositionen wichen je nach Zustand des
Geriites um ca + 5nm vom Sollwert ab. Angaben der Banden-
positionen in nm, £ -Werte in Klammern. Bei qualitativ auf-
genommenen Spektren sind die Bandenintensitdten relativ zur
hichsten Bande (£ pe)=1) angegeben. Es bedeuten max =
Maximum, min = Minimum und sh = Schulter.

Die Bezeichnung der Banden entspricht der in der Literatur
[27a,27b]angewandten Nomenklatur. Die o{-Bande bezeichnet
die bathochromste VIS-Bande. Die 4-Bande bezeichnet die
gegeniiber der { -Bande hypsochrom liegende VIS-Bande und
die J*~-Bande entspricht der intensivsten UV-Bande.
Verwendete Losungsmittel:

Benzol, Merck AG, zur Analyse, kristallisierbar.
Methanol, Fluka AG, puriss, absolut und acetonfrei, unter
Zugabe von 0.02% HCN oder 0.01% KCN (g/Vol)

Wasser, aus Quarzapparatur destilliertes Ionentauscher-
wasser unter Zusatz von 0.01% HCN resp. 0.01% KCN
(g/Vol). Die Hauptmaxima sind unterstrichen.

aufgenommen auf Massenspektrographen Hitachi RMU-6D resp.
RMU-6M (Bei Corrinen auf RMU-6M mit Goldfolienobjekt-
triger) Di = Direkteinlass, daneben Zufiilhrungstemperatur in
OC angegeben.

Im Allgemeinen sind Signale mit Intensititen grosser 5% an-
gegeben und durch Querstrich von der Massezahl getrennt.
Im Falle der Corrinoide sind die Signale oberhalb m/e = 800
bezogen auf das intensivste Signal innerhalb dieses Bereichs
angegeben.

Ich danke Herrn PD Dr. J. Seibl fiir die Aufnahme und
Interpretation der Spektren.

gemessen im 5cm Rohr mit einem Zeiss-Prizisionspolari-
meter Modell LEP-A1l. Losungsmittel: Chloroform, vor Ge-
brauch durch bas. Alox (Woelm Akt.1) filtriert.

Gemessen auf Cary-Spektrometer Modell 60. (Laboratorium
von Prof. Pino) Man verwendete die gleichen Losungsmittel
wie fiir die UV-Spektroskopie. Die A£-Werte der Maxima,

Minima und Schultern (sh) werden durch Querstrich getrennt

von den Bandenpositionen angegeben. Die Bezeichnung 0/0
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entspricht einem Schnittpunkt mit der Nullinie. Die Be-
rechnung der Ae-Werte geschah nach der Formel:

o] Grad. Liter
AE-=

331 m Mol. cm

Es bedeuten:
Ag= dekadischer molarer Circular-Dichroismus
© = Elliptizitit in Grad (Messwert)

1 = Kiivettenliinge in cm (lcm)

m = Konzentration der Lésung in Mol/1.

Ich danke Frau Dr. E. Boedefeld und Herrn
R. Giger fiir die Aufnahme der Spektren.

Im offenen RShrchen auf einer Apparatur nach Dr. Tottoli
bestimmt. Die Werte sind unkorrigiert.

Wasserbad: 35-40° C

Kiihiwasser: 0-5° C (Eiswasserbehilter)

Nach dem Absaugen der Losungsmittel wurde das Vacuum
durch Spiilen der Apparatur mit Stickstoff aufgehoben.

Merck Fertigplatten Kieselgel 60Fg54, 0.25 mm Schicht-
dicke. Fiir Corrine ausser der Cobyrsidure verwendete man
als Laufmittel das System: Hexan: Isopropanol: Methanol=
5:2:1 unter Zusatz von 0.03% (g/Vol) HCN. In Klammern
wird der relative Rf-Wert zu Cobester angegeben.
Cellulose (zur Chromatographie der Cobyrséure):
DC-Alufolie, Cellulose, Merck, ohne Fluoreszenzindikator.
Laufmittel: sek-Butanol:Wasser 9.5:4) zur Chromatographie
der Aquo-cyano -Formen.
Zur Chromatographie der Dicyanoform ver-
wendete man einen Zusatz von 0.05% HCN (g/Vol)
im obigen System. Es handelt sich dabei um das von
R.A. Firth et al.entwickelte Laufmittel [28] .

Platten 20x20 cm. Als Schichtmaterial wurde verwendet:
a) fiir alle nichtcorrinoiden Verbindungen :
Kieselgel PF254, 366 (Doppelindikator), Merck AG.
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Schichtdicke ca 1.2 -1.5mm. Die Platten wurden wihrend
12 h bei 120° aktiviert und im Labor aufbewahrt.
Aluminiumoxid, neutral PF 254 (Typ E) zur Schichtchromato-
graphie, Merck AG. Schichtdicke 0.8-1 mm, gleich
aktiviert und gelagert wie Kieselgelplatten.

b) fiir corrinoide Verbindungen ausser der Cobyrséure: ab ca

2-3 mg; Kieselgel H nach Stahl (fiir Diinnschichtchromato -
graphie, ohne Gipszusatz und Indikatoren) Schichtdicke ca
1mm. Aktivierung: wihrend 12h bei 120°, aufbewahrt im
Labor. Gleiches Entwicklersystem wie fiir DC, normaler-
weise wurde 3 mal entwickelt. Dazu wurde die Platte zwischen
den Entwicklungen mit Stickstoff getrocknet. Bei abgebilde-
ten Chromatogrammen zeigt der Pfeil auf die Losungs-
mittelfront, die Zahl daneben gibt die Anzahl der Ent-
wicklungen an. Fiir Substanzmengen £ 2-3 mg verwendete
man Kieselgel DC-Platten, Kieselgel 60, Fosg» Merck
Fertigplatten.

Kieselgel zur Siulenchromatographie, Korngrosse: 0.05-
0.2mm, Merck AG.

vgl. unten.

Qualitédt der verwendeten Losungsmittel

Es wurden Losungsmittel der unten aufgefiihrten Qualitit verwendet, falls im Text

keine anderen Angaben aufgefiihrt sind.

Acetanhydrid
Aceton

Acetonitril
Aether
(Didithylither)
Benzol

abs. Benzol

Chloroform

Dioxan

Merck AG, zur Analyse, unter Ny destilliert.

Merck AG, zur Analyse, iiber Linde Molekular-Sieb Typ 4A
getrocknet und unter N, destilliert.

Fluka AG, purum, dest iiber K9COg.

Fluka AG, absolut iiber Natrium, vor Gebrauch durch bas.
Alox (Woelm) Akt. 1 filtriert.

Merck AG, zur Analyse, kristallisierbar.

Merck AG, zur Analyse, iiber NaH riickflussiert (2h) und
anschliessend unter Stickstoff destilliert.

Merck AG, zur Analyse, vor Gebrauch durch bas. Alox
(Woelm) Akt. 1 filtriert.

gereinigt nach Hess und Fram, vor Gebrauch durch bas.

Alox (Woelm) Akt. 1 filtriert.
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Essigester destilliert {iber Sikkon

abs. Essigester 2x destilliert tiber Sikkon

Essigsdure Merck AG, zur Analyse, unter Ng destilliert.

Hexan iber P20j5 destilliert.

Isooktan Fluka AG, purum, iiber P9Og destilliert.

Isopropanol iiber Al-Isopropylat (Fluka prakt.) unter Ng destilliert.
Methanol Fluka AG, puriss.p.a. absolut und acetonfrei.

abs. Methanol Methanol Fluka AG, puriss.p.a. liber Magnesium destilliert.
Methylacetat destilliert liber Sikkon

abs. Methylacetat 2x {iber Sikkon destilliert.

Methylenchlorid iber Sikkon destilliert.

abs. Methylenchlorid obiges Destillat unmittelbar vor Gebrauch durch bas. Alox
Akt. 1 (Woelm) filtriert.

Abkiirzungen

RV = Rotationsverdampfer TLC = Dickschichtchromatographie

RT = Raumtemperatur LLC = flissig-fliissig- Verteilungschromato-
HV = Hochvacuum graphie )

WV = Wasserstrahlvacuum LC = fliissig-fest-Adsorptionschromato-
PC = Papierchromatographie graphie

DC = Diinnschichtchromatographie EPh = Elektrophorese

Hochdruck fliissig-fliissig Verteilungschromatographie (LLC)

Apparatur;

Es wurde die von Dr.J, Schreiber [29] entwickelte und im Eigenbau herge-
stellte Apparatur verwendet. Diese Apparatur zeichnet sich fiir die in unserem Falle
grossen Substanzmengen (bis ca 1 mg/Injektion) durch ein grosses Trennvermigen
aus (theoretische Bodenzahl bis ca 10000/m). Die zur Trennung verwendeten drei
Chromatographie-Systeme wurden durch 4-5 stiindiges Mischen der 4 Komponenten:
Isooktan, Chloroform, Methanol und Wasser in den unten angegebenen Verhiltnissen
hergestellt, wobei sich beim Stehenlassen 2 Phasen bildeten: die spezifisch schwerere
Stationdrphase, welche hauptséchlich aus Methanol und Wasser bestand, sowie die
spezifisch leichtere Mobilphase, hauptsichlich aus Isooktan und Chloroform be-
stehend.

Zur Stabilisierung der axialen Cyanid-Liganden wihrend der Chromatographie
wurden die Phasen anfénglich mit 0.01% Acetoncyanhydrin versetzt, spiter verwen-
dete man an dessen Stelle 0. 01' % HCN, da mit dem Cyanhydrin mehr "polymere An-
teile;x nach Einengen der Ltisungs)mittel anfielen (vgl. unten). Es wurden die folgenden
3 Systeme verwendet und zu deren Bezeichnung wird in dieser Beschreibung die von
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H. Maag [12] eingefiihrte Nomenklatur verwendet. In Anfiihrungszeichen sind die
von W. Fuhrer [13] verwendeten Bezeichnungen angefiihrt.

System 1 System II System III
(SI) (SI11) ( SIII)
"schnelles-~" "langsames-" "Ur-System"
Isooktan 30 50 40
Chloroform 10 10 15
Methanol 10 10 10
Wasser 3 3 3
(% in g/Vol) 0.01% HCN 0.01% HCN 0.01%
Aceton-
cyanhydrin

Es wurden folgende 3 Sdulen mit Kieselgur einheitlicher Korngridsse (erhalten durch
wiederholte Flotation) verwendet: ( alle 3 Siulen sind handgestopit),

Kolonne A:( KolA) : Linge 50 cm, Innen ©0.5 cm, gestopft mit Kieselgur der
Korngrosse £32 .
Kolonne B: (KolB) : Linge 50 cm, Innen © 0.5 cm, Kieselgur, Korngriésse 5-10//
(2xKolB) : 2 mittels einer Stahlkapillare in Serie geschaltete KolB.
Kolonne C: (KolC) : Linge 50 cm, Innen §0.3 cm, Kieselgur, Korngrisse 5-15/(.

Zur Detektion der farbigen (durchwegs rot bis violetten) Kobaltkomplexe verwendete
man den von Dr. J. Schreiber selbst gebauten Detektor, welcher in seinen Haupt-
bestandteilen aus einer Durchflusskiivette (Inhalt ca 2 /al) und einem um 570nm ar-
beitenden Halbleiterphotometer bestand. Die Detektionsgrenze lag bei ca 0.5 ¥“/ml
flir Cobester.

Probeninjektion und Siulenregenerierung

Die Proben konnten in der sehr apolaren Mobilphase nicht gelost werden. Deshalb
16ste man in einer Mischung von zusétzlichem Chloroform und Mobilphase. Im Falle
von SI und SIII betrug das Verhiltnis zusidtzliches CHCl3: Mobilphase = 1:3, im Falle
von SII 1:4. Das zusétzliche Chloroform hatte zur Folge, dass die auf der Séule
sitzende Stationdrphase z.T. ausgewaschen wurde, was die Trennung beeintridchtigte
und eine Verkiirzung der Retentionszeiten der Substanzen zur Folge hatte. Die Sdule
musste deshalb von Zeit zu Zeit regeneriert werden. Zu diesem Zwecke wurden ca
3-5 ml Stationdrphase mittels Mobilphase so lange durch die Sdule gepumpt, als keine
Stationidrphase mehr aus der Kolonne eluiert wurde . (erkennbar an einer stabilen
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Nullinie des Schreiberoutputs).

Dieses Prozedere hatte weiter den Vorteil, dass sich im Kolonnenkopf ansammelnde,
mit Mobilphase nicht eluierbare pclare Verunreinigungen auf diese Weise heraus-
waschen liessen. Die Regenerierung hatte oft eine geringe Aenderung des Siulen-
zustandes ( Trennvermogen, Retentionszeit) zur Folge. Zur Identifikation zweier
Substanzen mussten diese entweder unmittelbar hintereinander oder besser im Ver-
héltnis 1:1 gemischt miteinander injiziert werden, um mdéglichst identische Be-
dingungen fiir beide Substanzen zu schaffen.

Die Angabe der Chromatographiedaten geschieht deshalb meistens in Bezug auf eine
Referenzverbindung (Cobester (28) resp. Cobester-c-lacton). In einigen Fillen ver-
ursacht das zusiétzlich eingespritzte Chloroform ein Dispersionssignal, welches als
Referenzsignal herangezogen wurde und die Retentionszeit einer unverzogert an der
Mobilphasenfront wandernden Substanz angibt. Ein praktisch mit der Retetionszeit
von Chloroform identisches Signal lieferte eine Losung von Guajazulen in Hexan, die
ebenfalls als interner Standard diente.

Adsorptionschromatographie (LC, fiir Cobyrsiure)

Apparatur: analog der LLC-Apparatur [29].
An Stelle der fiir die LLC notwendigen Kieselgur-
Sidulen verwendete man als Trigermaterial Kieselgel
einheitlicher Korngrosse, welches ebenfalls wie bei
Kieselgur durch wiederholte Flotation gewonnen wurde.
Man verwendete fiir den grossten Teil der Trennarbei-
ten drei in Serie geschaltete Kolonnen mit folgenden
Herstellungsdaten.

Adsorptionskolonne (Kol AS1): Linge 50cm, Innen@ 0.3 cm, trocken gestopft mit
Kieselgel; Korngrdsse 15-20 «.

Gegen Ende der Arbeiten verwendete man eine Siule,
die mit in Laufmittel (siehe unten) aufgeschlimmtem
Kieselgel (Merckosorb Si 60, fiir Fliissigkeitschroma-
tographie, mittlere Teilchengrosse 10/4) im Slurry-
pack Verfahren [30]  hergestellt wurde. Diese Sdu-
le zeichnete sich bei nur halber Linge wieKol AS 1
wesentlich durch eine bessere Trennwirkung aus.

Adsorptionskolonne (Kol AS2): Linge 25 cm, Innen §0.9 cm, Merckosorb Si 60/10/4 R
slurry-pack.

Fiir die Adsorptionschromatographie wurde das folgende Laufmittelsystem (Abkiir-
zung AS) verwendet.
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Laufmittelsystem (AS): Acetonitril: Wasser =5:1, mit einem Zusatz von 0. 1% Tri-

dthylamin (Vol/Vol) und 0.04 % HCN (g/Vol). Als Referenz diente Guajazulen in

Hexan.

Probemengen: préparativ: ca 200-400 ¥in 10 /al Losungsmittelgemisch.
analytisch: ca 1072 /al Losungsmittelgemisch.

Behandlung der Corrinoide nach LLC, LC, TLC und DC.

Wie oben erwihnt, dient der Zusatz von HCN der Stabilisierung der axialen Cyanid-
Liganden gegeniiber Siurespuren. Von Nachteil ist allerdings die Polymerisations-
freudigkeit von HCN. Diese hat zur Folge, dass nach Einengen und Trocknung der
Fraktionen stets betric htliche Anteile wachsartige, schwer methanollgsliche Poly-
merisationsprodukte die Corrinoide verunreinigten. (primires Polymerisations-
produkt: Diamino-maleinsiure-dinitril)

Diese Produkte gaben Anlass zu einer breiten, intensiven Bande bei ca 1.35 ppm
(CgDg) im NMR-Spektrum. Im IR-Spektrum hingegen waren intensive Banden im
Bereiche von 2920 resp. 2850 cm_1 neben schwachen Banden bei 3440 resp. 1685
cm'1 vorhanden. Es wurde dabei nicht abgeklirt, ob es sich nur um Polymerisations-
produkte oder zusitzlich noch um Losungsmittelriickstidnde handelte. Diese Produkte
konnten durch nachfolgend beschriebene Verfahren, die immer nach LLC, LC, TLC
und DC angewandt wurden, weitgehend entfernt werden. Eine merkbare Entfernung
dieser Verunreinigungen aus den LLC oder LC getrennten Fraktionen wurde schon
mittels TLC und DC erreicht ; anschliessend unterwarf man die erhaltenen Pro-
dukte den beiden nachfolgend beschriebenen Methoden.

Waschen mit Methanol

Man feuchtete die Corrinoide nach Einengen der Lsungsmittel und Trocknung ( min-
destens 6h/HV/RT) in méglichst wenig abs. Methanol (im 250 ml Kolben ca 200-300
/ul) an, pipettierte die nach Zusammenlaufen des Losungsmittels erhaltene tiefrote
Lésung heraus und filtrierte sie durch einen kleinen Wattepfropf. Durch 3-4 maliges
Wiederholen dieses Vorgehens (total ca 1-1.2 ml Methanol) wurde das corrinoide
Material quantitativ transferiert.

Danach verdiinnte man bei benzolloslichen Corrinen mit ca der doppelten Menge an
abs. Benzol und engte die Losungsmittel am RV vollstindig ein. Je nach Bedarf
wiederholte man das Prozedere ein weiteres Mal mit dem anfallenden roten Film.
Im urspriinglichen Kolben blieben stets weisse, wachsartige Produkte zurick.

Waschen mit Hexan

Eine weitere Entfernung von nichtcorrinoiden Riickstinden gelang durch mehrmaliges
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Ueberschichten des roten Lacks mit abs. Hexan fiir jeweils 2x5Min. und anschlies-
sendes Dekantieren des iiberstehenden Hexans. Falls sich der rote Lack von der
Kolbenwand 18ste, filtrierte man durch einen Wattepfropf, spiilte mit Hexan nach und
1ste die corrinoiden Anteile auf der Watte mit Benzol resp. Methanol.

Durch diese beiden Methoden konnten die IR- und NMR-Banden der Verunreinigungen
bei grossen Proben ( > 2 mg) vollstiindig und bei kleinen Proben ( 22 mg) weit-
gehend entfernt werden. Diese Art der Reinigung war insbesondere bei der spektrosko-
pischen Charakterisierung der Proben unerlisslich.

Analytische Kennwerte

Diese wurden in Anlehnung an J.J. Kirkland [31] wie folgt angegeben.

apparative Daten: in Klammern das Chromatographiesystem (SI, SIH, SIII oder AS),
die verwendete Kolonne (KolA, B, C oder AS) und die Durchfluss-
menge in ml/h.

ZB. (SI, KolA, 100 ml/h)

fiir die Substanz: die Retentionszeit (Ry), danach die theoretische Bodenzahl (Nip)
und in einigen Féllen auch der Kapazititsfaktor (k') in Klammern.
ZB. Ry = 15", (3200, k' = 3.1)

Die theoretische Bodenzahl (Nyy,), die effektive Bodenzahl (Negs) sowie der Kapazi-
titsfaktor (k') berechnen sich nach den angegebenen Formeln:

o Rth N _[Rt-Rx 2 o Jt - Ro
th= |2~ eff 5| R

Dabei bedeuten:
o : die Halbwertsbreite in 60 % der Peakhdhe.
Ry : Retentionszeit fiir einen internen Standard X (meist Guajazulen oder CHC13)

Ry . Retentionszeit der Substanz in Minuten.

R, : "nonsorbed Time": Frontdurchlaufzeit der Mobilphase, falls moglich an Hand

des Chloroformdispersionssignals bestimmt. Eine andere Moglichkeit zur Be-
stimmung der Frontdurchlaufzeit bietet die Bestimmung der Retentionszeit des
Guajazulensignals einer gleichzeitig mit Substanz injizierten Losung von Guajazu-
len in Hexan.

Zwei Substanzen heissen LLC-~identisch, falls die Retentionszeiten und theoretischen
Bodenzahlen der hintereinander einzeln und als ca 1:1 Gemisch eingespritzten Proben
innerhalb des experimentellen Fehlers iibereinstimmen. Der geschitzte Fehler der
theoretischen Bodenzahl betriigt erfahrungsgemiss ca 10%. Die Retentionszeiten
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hangen stark vom jeweiligen S3ulen zustand ab. (vgl. Sdulenregenerierung) und

variieren innerhalb weiter Grenzen.

Beobachtungen

Das LLC-Verhalten einer Substanz kann sich gerade invers zum DC-Verhalten dus-
sern, so wandern die 5,15-bisnor-Cobester-lacton-nitrile ( 23 ) im DC schneller
als die Edukte (5, 15-bis-nor-Cobester-dimethylamid-nitril ( 22 ) ). Im LLC hin-
gegen verhalten sich die Laufeigenschaften gerade umgekehrt.

Die Trennung der C-3- Epimere erwies sich als am Leichtesten, ausser bei der
Trennung des Dimethylamid-nitril Gemisches 09517( , ﬂo(o( , ﬁo(ﬁ , das nur in
Kombination mit der DC-Chromatographie und dem langsamen LLC-System getrennt
werden konnte. ( vgl. [13] ).Die Trennung der C-13-Epimere gelang nur in weni-
gen Fillen mittels LLC-Chromatographie. Die von der Harvard-Gruppe entwickelte
Adsorptionschromatographie (Abkiirzung LC) (vgl. 2.3.3.2.) zeigte im Falle der
C-13-Epimerentrennung ein besseres, im Falle der C-3-Epimerentrennung ein
gegeniiber der LLC schlechteres Trennvermdgen. Die beiden Methoden erginzten
sich somit in schéner Weise.
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SYNTHESE DES RING -D VORLAEUFERS: ( +) - METHYL-IMIN (12)

2.2.1. Bemerkungen zur Synthese des Keto-Lactam-Esters (1) (Schema 1 ).

Schema 1
cooc! COOCH.
CHy M CHy 3
a) NHy/CH0H
120h/RT
e —————] (o] 0 O 0
b) CHyN,/ CHy0H 0 N N o
1 )
30/¢0° H H
/ CH,y CHy
{-)-A (-)- B-Ester Biso
76% incl.
5-8% Nebenkomponente
Kcn/cuaon
40h/RT
COOCH, COOCH,

27n/ 80-85°

a) Dioxan/IN-HCI-H,0

HaC HgC.
NH
Hood 00[ e
CcN cry Hi iy dy
.
(#)-C

Cepi
94% (incl. 5-10% Nebenkomponente,

l\hmuptsachlich Cepi)

b) CH, NZ/CHJOH
15/ RT

U3
68% (bez (-)-D)
32% (bez.(-)-A)

a) SOCl,/ THF  20h/RT b) CH,N, /E,0/-20°
dazy Sdurechlorid/ THF(90")
©) Diazoketon in CH;0H 60'/-20°
dazu Ag,0/CH;OH {1h) 120/RT
3h 1, Uber Nacht RT
COOCHg
CHy
HaCo0C 0
N
"
c
NH, CHy
(-}-D

Nach Chromatographie
66% (bez.C) rein isoliert




-41 -

Die Synthese von ( 1) wurde von R. Wiederkehr [ 7] , Seite 104-125 beschrieben.
Die spiter von W. Fuhrer [20] erstmals in grossem Massstab ausgefiihrten Nach-
schubansiitze gaben Anlass zu einigen Aenderungen an den Wiederkehr'schen Metho-
den. Diese Aenderungen brachten neben einer Rationalisierung des Nachschubes
gleichzeitig eine Steigerung der Gesamtausbeute und betrafen vor allem die Stufen
zum Nor-Lactam (-)-B resp. zum Cyanaddukt (+)-C, widhrenddem die iibrigen Stu-
fen unverindert iibernommen wurden.
Ausgehend von total 60g (-)- Nor-Dilactonsédure (-)-A erhielt man in 2 Parallel-
ansitzen zu je 30g (-)-A 16.4g (32% bez. (-)-A) (+)-Keto-Lactam-Ester (1).
R. Wiederkehr [ 7 ] erhielt 20-24 %)
In der ersten Stufe (-)-A —e= (-)-B (Schema 1) sieht die urspriingliche Vorschrift eine
Extraktion der vor Veresterung mit Diazomethan anfallenden (-)-B~ Siure mit Es-
sigester aus wissriger Losung vor. Dieses Verfahren ist mit Substanzverlusten ver-
bunden. Es wurde deshalb dahingehend abgeiindert, dass die (-)-B-Siure direkt aus
der methanolischen Reaktionslésung durch Zugabe von methanolischer Salzsiure frei-
gesetzt wird. Dabei wird iiberschiissiger Ammoniak als Ammoniumchlorid geféllt und
durch Filtration entfernt. Die rohe (-)-B-Siure wird durch Einengen des Filtratld -
sungsmittels gewonnen und ohne weitere Reinigung direkt mit Diazomethan verestert.
Zur Trennung der isomeren Ester (-)-B und Bjg niitzte man die Feststellung aus,
dass bei der Veresterung des Siure-Isomerengemischs mit 4therische m Diazomethan
direkt DC- einheitliches und IR-spektroskopisch reines Lacton-Lactam (-)-B aus-
kristallisiert, das einzig nach NMR-Spektrum ca 5-8% einer Nebenkomponente ent-
hielt, welche aber nicht Iso-Lacton-Lactam (Bi ) war. Letzteres wurde durch
Chromatographie der Mutterlauge rein isoliert'{ 8%, bez. (-)-A). (Das Isomerenver-
héltnis ( (-)-B:Biso ) im Rohprodukt hatte bei R.W. 9:1 betragen). Die Gesamtaus -
beute an (-)-B betrug 76% (R.W. 60-65%), erhalten durch direkte Kristallisation
(73%) und durch Chromatographie des Mutterlaugeriickstandes (3%).
Die Qualitét von (-)-B geniigte zur direkten Weiterverwendung in der Ringdffnungs-
reaktion mit KCN, die in 94 % (bez. (-)-B) Rohausbeute das Gemisch der beiden
Cyanaddukte ( (+ )-C und Cepj) im Verhiltnis von ca 92:8 % lieferte. (R. Wieder-
kehr hatte hier wiederum mittels Kristallisation unter erheblichen Ausbeuteeinbus-
sen getrennt und 70-75 % reines (+)-C erhalten). Dieses Cyanaddukt-Gemisch wurde
direkt der nachfolgenden Arndt-Eistert-Reaktion unterworfen, da auf der Stufe des
Enaminesters (-)-D das homologierte Nebenprodukt aus Cgpi leicht von reinem (-)-D
chromatographisch abgetrennt werden kann. Man erhielt in 66 % Ausbeute (bez.
rohem Cyanaddukt) (R.W. 68 % bez. (+)-C) reinen Enaminester (-)-D. Die Ge-
samtausbeute an Enaminester (-)-D (bez. (-)-A) konnte durch diese Aenderungen auf
47 % (R.W. 34%) angehoben werden.
Die letzten Stufen wurden unverindert von R. Wiederkehr libernommen. Die Ge-
samtausbeute an Keto-Lactam-Ester (1) erhohte sich auf 32 % (bez. (-)-A) (R.W.
20-24 %). In zahlreichen, von Laboranten (K. Ineichen und R. Steiner) durchge-
fiihrten Nachschubansitzen gleicher Grossenordnung erzielte man dhnliche Aus-
beuten.
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2.2.2. KETAL-METHODE, definitive Synthesevariante des Methyl-Imins (12).

(+)-Ketal-Lactam (2) *1 (Charakterisierungsansatz)

478 mg (2mMol) (+)-Keto-Lactam (1) *2 (wihrend 1h bei 0.02 Torr/RT getrocknet)
lgste man in 8.5 ml absolutem Methanol und gab nacheinander 0.87 ml (849 mg=

8 mMol= 4 Moldquivalente) Trimethoxiorthoformiat *3 und 0.67 ml (744 mg= 12 mMol
= 6 Moldquivalente) Glykol *4 hinzu (alle Operationen unter Argon). Zu dieser klaren
Losung fiigte man 45.5 mg p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat *5 hinzu und erhitzte
unter Argon 18h unter Riickfluss (Oelbadtemperatur 78-840). Danach kiihlte man die
jetzt schwach gelbe Losung im Eiswasserbad und versetzte mit 40 «1 Pyridin *§,
wobei sich die Losung vcllstindig entfdrbte. Die kalte Losung transferierte man mit
kaltem Essigester (10 ml) auf ein Gemisch bestehend aus 15g Eis, geniigend Natrium-
chlorid *8 zum Sittigen der Wasserphase und ca 200 mg Natriumbicarbonat *9. Die
Wasserphase erginzte man mit kalter, gesittigter Natriumchloridlésung auf 30 ml
und extrahierte 1x mit 40 ml und 2x mit 30 ml kaltem Essigester. Die organischen
Phasen wusch man je 1x mit 25 ml kalter, gesittigter Natriumchloridldsung, ver-
einigte sie, trocknete fiir 30 Min. mit wasserfreiem Natriumsuifat *10, filtrierte
durch Watte und entfernte das Losungsmittel bei 40-50°Badtemperatur am RV. Nach
Trocknung 18h/0.01 Torr/RT wog man 590 mg schwach gelbes, in Substanz kristallie-
sierendes, rohes Ketal-Lactam (2) *11, welches im DC *12 (Methylacetat:Benzol

9 : 1/0.5% Pyridin *6) neben einem linglichen Hauptflecken bel A ur Ketal-
Lactam (2) zwei schwache, nicht gut abgetrennte Nebenflecken mit Rf 0. 38 fiir
Dimethoxi-Ketal (4) resp. Rf 0.45 fiir Enoldther-Lactam (3) noch einen schwachen
Flecken am Start aufwies.

* 1Dieses Produkt wurde in den nachfolgenden Nachschubansitzen (bis zu 2.5 g (1))
nicht gereinigt, sondern direkt als Rohprodukt der Schwefelung zugefiihrt.
* 2 (+)-Keto-Lactam (1) mp 134°C, [ ] = + 900, c=1/Chloroform.
Herstellung nach der von W. Fuhrer modifizierten Wiederkehr-Methode. .
vgl. Bemerkungen zur Synthese von (1), unter 2.2.1.
3 Trimethoxiorthoformiat, Fluka purum, unter N%dest. bp. 96-93°,
4 Glykol, Fluka puriss. unter Ng dest. bp. 95-95°/15-16 Torr.
5 p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat, Fluka puriss.
6 Pyridin, Fluka puriss. unter N2 iiber Kaliumhydroxid destilliert.
7 Die Ausbeuten sind nur flir reine Produkte nach Korrektur fiir das abgezweigte
NMR-Material angegeben. ~—
* 8 Natriumchlorid p.a.Merck.
* 9 Natriumbicarbonat p.a. Merck.
* 10 Natriumsulfat wasserfrei, p.a. Merck.
*11 enthilt noch wenig Pyridin (Geruch) und 2-Methoxi-1, 3-Dioxolan bp 129°
(aus *3 und *4 entstanden),
*12 DC-Fertigplatten, Merck, Kieselgel 60 Fgg,.

* X X X *




- 43 -

Das NMR~-Spektrum von rohem (2) zeigte im Bereich von 3, 2-3. 7 ppm die Methoxi-
banden fiir (3) und (4) *13. Aus den Integralen fiir diese Banden liessen sich unge-
fihr gleiche Anteile der beiden Nebenprodukte zu je ca 5-6% errechnen. Das rohe
Ketal-Lactam (abziiglich 15, 6 mg fiir NMR) chromatographierte man auf 5 Dick-
schichtplatten *14 (Methylacetat:Benzol 9:1/0. 5 % Pyridin *6) und eluierte Methyl-
acetat:Methanol 85:15) eine Hauptzone und 2 Vorlaufzonen *15. Die Hauptzone, 490 mg
DC-einheiltiches Ketal-Lactam (2), kristallisierte man aus Aether-Hexan und wog
nach Trocknung der Kristalle (18h/0. 01 Torr/RT) 419 mg (1. 481 mMol) (76.2%, bez.
(1))DC~einheitliches, mit Analysenmaterial identisches Ketal-Lactam (2) in farb-
losen Bliitchen vom mp, 96-97.5%, *T7.

Durch Kristallisation der Mutterlauge des 1. Kristallisates erhielt man 45,1 mg
farblose Blittchen mit mp. 94-95,5°, welche auf Grund des NMR ca 10 % (4) enthiel-
ten. Die semikristalline Mutterlauge des 2. Kristallisates wog 26. 6 mg und bestand
auf Grund des NMR -Spektrums zu je ca 50% aus (3) und (4).

Untersuchung der Vorlaufzonen: Die beiden Vorlaufzonen waren auf den Dickschicht-
platten unter UV-Licht als schmale, von der Hauptzone schlecht abgetrennte Zonen
sichtbar. Die schneller wandernde Vorlaufzone (Rf ca 0.45) wog 22 mg, war DC-ein-
heitlich (Methylacetat:Benzol 9:1/0. 5% Pyridin) und wurde mittels IR als Enoléther
(3) identifiziert, Die langsamere, unmittelbar vor dem Hauptprodukt wandernde Vor-
laufzone wog 17, 2 mg und bestand auf Grund des DC (Methylacetat:Benzol 9:1/0, 5%
Pyridin) aus einem ca 1:1 Gemisch (zwei ca gleich intensive Flecken) von Enoléther
(3) und Dimethoxiketal (4).

Analog ausgefiihrte Ansétze lieferten Ausbeuten in der gleichen Gréssenordnung. Die
Ausbeuten friiherer Vorversuche (Ketalisierung in Benzol statt Methanol als Losungs-
mittel) lagen infolge der Bildung von Glykolester um ca 5% tiefer.

Zur Charakterisierung des (+)-Ketal-Lactams (2) gelangte eine 2x umkristallisierte
und getrocknete (18h/0, 01 Torr/RT) probe des 1. Kristallisates aus einem analog
ausgefiihrten Ansatz gleicher Grosse.

(+)-Ketal-Lactam (2)

Cy4HyyNOg ber C 59.35 H7.47 N4.94 %
MG 283 gef C 59.37 H 7.47 N4.98 %
mp 97.5 - 98, 5°C ( 2x aus Aether/Hexan)

* 13 Charakterisierung vgl. hinten.

* 14 Dickschichtplatten, 20x20 cm Schichtdicke ca 1.5 mm, Kieselgel PFyz, a0
Merck.

* 15 Die geringen Rf-Unterschiede der 3 Produkte verunmiglichen eine vollstindige,
chromatographische Trennung. Ausserdem sind (3) und (4) sehr hydrolyse-
empfindlich., Zugabe von Pyridin unterdriickte die Hydrolyse weitgehend.




IR (CHCl,)
Abb. 1

NMR (CDCl,)
HA-100
Abb. 2

Ms (200°C)

opt. Drehung

DC *12
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Banden u.a. bei: 3600-3400 (breit), 3420s, 3020 (Schulter),
3000s, 2970s, 2950s, 2880s, 1735s, 1690s, 1455m,

1435s, 1410m, 1385m, 1372m, 1368 (Schulter), 1340w,
1313m, 1170s, 1145m, 1095m, 1060s, 1040-1015m
triplettoid, 995w, 950s, 920w, 875w cm”

6.06 (br.s, 1H), 3.98 (s, 4H), 3.74 (s, 3H), 3.02-2.34
(m, ABC-System, 3H), 2.12-1.55 (m, 4H), 1.14 (s, 3H),
1.04 (s, 3H) ppm.

284/2, 283/M 16, 252/8, 183/7, 182/5, 124/10, 123/40
100/25,

(CHCl, c=1), 589 nm+36°, 546 nm+43°, 436 nm+71. 6%,
405 n +83° 365 nm+105°.

Rf = 0.275 (Methylacetat:Benzol=9:1/0. 5% Pyridin)

Durchibssigket

P
35§
8

Calks M5

cH




Diskussion

Spektren: Im Gegensatz zur breiten, nicht aufgeldsten Carbonylbande des Eduktes
(60)] erscKeineT fiir das Ketal-Lactam (2) zwei deutlich aufgeldste, intensive Banden
bei 1735 cm™" ( ¥ C=0 ) des Esters und 1692 cm -1 (y C =0) des J*-Lactams.
Die Bande bei 950 cm-1 ist diagnostisch fiir die Anwesenheit der 1, 3-Dioxolan-
struktur.

Im NMR erscheint das A2 Bg-System des 1, 3-Dioxolansystems von (2) als schwach
verbreitertes Singlett bei 3.98 ppm.

Reaktionsbedingungen: Die folgenden herkémmlichen Methoden zur Ketalisierung

versagten bei der Anwendung auf das (+)-Keto-Lactam(1).

a) azeotrope Ketalisierung mit Glykol in Benzol oder Toluol (6-20 h/ Riickfluss am
Wasserabscheider) mit den Katalysatoren: Oxalsiure, Salzsdure, p-Toluol-
sulfonsiure.

b) Umketalisierung mit 1, 3-Dioxolanen einfacher Ketone wie Aceton und Methyl-
Aethyl-Keton [32] in Benzol oder selbst den Dioxolanen als Losungsmittel )
(6-20h/80° (Benzol), 110° (1, 3-Dioxolane)) mit p-Toluolsulfonsédure als Kataly-
sator.

¢) Umketalisierung mit dem hochreaktiven 1, 3-Dioxolan des Dimethylformamids

[33] in Benzol (16h Riickfluss, p-Toluolsulfonséure als Katalysator).

Man erhielt stets wenig Ketal-Lactam neben vorwiegend Edukt und nicht weiter unter-

suchten Nebenprodukten. Der Grund fiir dieses Versagen ist vermutlich auf die stark

sterisch gehinderte Umgebung des Ketons zuriickzufiilhren, wie an Hand der folgen-
den Beispiele dokumentiert wird. Methode b) versagt im Falle von 17-Ketosteroiden
[32] . Methode c) versagt im Falle von 17- und 20-Ketosteroiden [33] . Im

Falle der Methode a) trat als Konkurrenzreaktion stets Umesterung der Methoxi-

carbonylseitenkette auf. In der vorliegend beschriebenen Methode konnte diese

Nebenreaktion mit Methanol, an Stelle von Benzol, als Losungsmittel unterdriickt

werden. Das bei der Ketalisierung gebildete Wasser wird dabei anstatt durch

azeotrope Destillation entfernt, mit Trimethoxiorthoformiat gebunden. Diese Me-
thode fiihrte auch bei der Ketalisierung von 17- und 20-Ketosteroiden [34] mit
shnlichen sterischen Verh#ltnissen wie auch der Ketalisierung von  -Keto-Carbon-
siureestern [35] erfolgreich zum Ziel.

(+) - Ketal - Thiolactam (5 ) (Charakterisierungsansatz)

COOCH3
Qs
(0] ——
)
ch, 1
(2) (5)

240 mg (0. 848 mMol) Ketal-Lactam (2) *16 loste man unter Argon in 28.2 ml abso-
lutem Tetrahydrofuran *17, gab 376 mg (1.696 mMol= 2Moliquivalente) fein gemor-
sertes Phosphorpentasulfid *18 hinzu, verschloss unter Argon und riihrte heftig
wihrend 5h unter Lichtausschluss bei RT. Dabei 18ste sich das Phosphorpentasulfid
innert ca 30 Min. zu einer klaren, schwach gelben Losung, welche sich unter Ab-
scheidung einer weissen gallertigen Masse entfiirbte. Die farblose, iibelriechende
Lésung filtrierte man zur Entfernung des Niederschlages durch eine mit Cellite
belegte Argonnutsche *19. Den weissen Niederschlag wusch man 3x mit 15 ml abs.
THF *17 und 3x mit 15 ml abs. Methylenchlorid. Man entfernte die Ldsungsmittel
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des Filtrates vollstidndig am RV (Badtemperatur 30-400), trocknete *20 (18h/0.05
Torr/RT) und wog 438 mg rohes, ibelriechendes, sliges Ketal-Thiolactam *22, wel-
ches im DC *12 (Methylacetat:Benzol 1:1/0.5% Pyridin) neben dem Hauptflecken bei
Rf 0.48 je einen schwachen Nebenflecken bei Rf0. 67, Rf 0.57 und am Start auf-
wies. Zur Entfernung der Phosphorverbindungen chromatographierte man das Roh-
produkt in einer SHule *21 an der ca 50-fachen Menge Silikagel *23, 24 zuerst mit

50 ml abs. Benzol, dann mit 50 ml abs. Benzol: abs. Methylacetat (9:1) und
schliesslich mit 170 ml abs. Benzol: abs. Methylacetat (6:4) (Alle Elutionsmittel ent-
halten 0.5% Pyridin).

Das letzte Losungsmittelgemisch eluierte in den ersten 3 Fraktionen zu je 10 ml ca
5 mg stark iibelriechendes, nicht mehr weiter analysiertes Oel. In den folgenden 8
Fraktionen gleicher Grosse wog man nach Entfernen der Losungsmittel und
Trocknung (15h/0.05 Torr/RT) 207 mg (0.693 mMol) farbloses, spontan kristalli-
sierendes, schwach riechendes Ketal-Thiolactam (5). °

Die 207 mg Ketal-Thiolactam kristallisierte man bei 0~ aus ca 2.5 ml abs. Methyl-
acetat unter tropfenweiser Zugabe von ca 10 ml Hexan, wobei als 1. Kristallisat

172 mg farblose, DC-einheitliche *12 (Laufmittel wie fiir Rohprodukt) Nadeln an-
fielen. Einengen und analoges Kristallisieren der Mutterlauge ergab weitere 28 mg
farblose, DC-einheitliche Nadeln. Die angefallene schwach gelbe Mutterlauge des

2. Krist. (7 mg) chromatographierte man an einer Silikagelplatte *12 (Benzol: abs.
Methylacetat 1:1/0.5 % Pyridin *6) und eluierte (Methylacetat) 6.1 mg farbloses,
spontan kristallisierendes Ketal-Thiolactam.

*16 mp 97.5-98.5% [X ] p =+ 36° (c=1, Chloroform) vgl. *1 und Nachschubansatz.

* 17 absolutes THF, iiber KOH vorgetrocknet, dann unter Argon iiber LiAlHy dest.
Von diesem Pool destillierte man unmittelbar vor Gebrauch nochmals wie oben.

* 18 Phosphorpentasulfid, Fluka purum, bei 250°/0.01 Torr sublimiert. Nach der
Entfernung eines "Vorlaufes" dunkelgelber Kristalle sammelte man die grossen
hellgelben Kristallblcke, vermorserte sie und bewahrte sie vor Feuchtigkeit
geschiitzt unter Argon auf.

* 19 Cellite zuerst mehrmals mit abs. Methanol waschen, in der Nutsche fiir 4h bei
1200 trocknen und unter Durchblasen von trockenem Stickstoff auf RT abkiihlen.
Dieses Prozedere war erforderlich, um eine partielle Hydrolyse des Ketals
durch auf Cellite absorbiertes Wasser unter Katalyse von P2 85 zu verhin-
dern.

* 20 Das Rohprodukt muss vom THF gut befreit sein, ansonst Phosphorverbindungen
bei der Chromatographie miteluiert werden.

* 21 Siule mit Benzol/0.5% Pyridin aufziehen. Der Pyridinzusatz verhindert eine
Hydrolyse des Ketals.

* 22 Das anfallende Oel ist extrem hydrolyseempfindlich.

* 23 Silikagel, Merck Kieselgel 60, Korngrésse 0.05-0.2 mm, zuerst mehrmals
mit Methanol gewaschen, dann am WV getrocknet und bei 0.05 Torr/110-120°
wihrend ca 6h aktiviert. Dieses Prozedere diente zur Entfernung von an Sili-
kagel adsorbierten Wassers und verhinderte die Hydrolyse von (5) unter saurer
Katalyse von liberschiissigem P 85 im Rohprodukt.

* 24 Zum Auftragen der SHule wird das Rohprodukt durch tropfenweise Zugabe
von abs. Benzol in Isung gebracht; wird zu reichlich und zu schnell Benzol
zugegeben, fillt nicht mehr 16sbares, gummiartiges Material (Schwefel ?)
aus.
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Ausbeute

1. Kristallisat 171  mg (0.572 mMol) 67.4% mp 111-111.5°
2. Kristallisat 28 mg (0.0936 mMol) 11.0% mp 110.5-1!51o
rechrom. Mutterlauge 6.1 mg (0,0204 mMol) 2.4% mp 110-111
total

205.1 mg (0.686 mMol) 80.8% beziigl. (2)
Zur Charakterisierung gelangte eine nochmals umkristallisierte und getrocknete

(3Tage/0.01 Torr /RT) Probe des 1. Kristallisates mit konstantem Schmelz~
punkt von 111-111,5°,

(+)-Ketal-Thiolactam (5)

C14H21N04S ber C 56.17 HT7. 07 N 4.68 $10.711 %

MG 299 gef C 56.08 H7. 08 N 4.58 $10.77 %

mp 111 - 111,5°C (2x aus Methylacetat/Hexan)

IR (CHC13) Banden u.a, bei: 3500-3050w breit, 3390s, 3030 (Schulter)
2980s, 2950 (Schulter), 2890s, 1735s, 1505 Schulter, 1498s,

Abb. 3. 1470 (Schulter), 1438s, 1385m, 1375/65m Dublett, 1312m,
1170s, 1152m, 1130m, 1105w, 1080/65m Dublett, 1040-1015
triplettoid, 995w, 970w, 950s, 935w, 870 w cm _".

NMR (CDCI3) 7.85 (br.s, 1H), 3.99 (s, 4H), 3.74 (s, 3H), 3.46-2.93 (m, 2H),

HA-100 2.73-2.34 (m, 1H), 2.10-1.62 (m, 4H), 1.18 (s, 3H), 1.04

Abb. 4. (s, 3H) ppm.

MS (200%) 302/1, 301/6, 300/16, 299/M*'88, 268/14, 256/14, 226/10,
224/11, 200/22, 199/11, 198/26, 168/9, 167/17, 166/8,
140/13, 139/33, 101/15, 100/43, 99/100, 55/11, 43/6.

UV (Methanol) Amax 27 nm (£ =15800)

Cary 14

opt. Drehung (CHCl,, c¢=1) 589 nm + 2%0, 546 nm + 270, 436 nm - 180,
405 nrf - 108°, 365 nm - 27°.

DC *12 Rf = 0.52 (Methylacetat:Benzol=1:1/0.5% Pyridin)

Diskussion

Spektren; Intensive Thiolactambande bei 1498 cm_1 zusammen mit starker N-H bei

cm . Die Deformationsscliwingung des 1, 3-Dioxolansystems erscheint gegen-

{iber (2) unverindert bei 950 cm~
Im NMR-Spektrum erscheint das A
3.99 ppm. 2
Reaktionsbedingungen: Die Vorschrift folgt im Wesentlichen jener von R. Wieder-
kehr | 7] zur éc%wefelung'v'on (1). Man verwendete aber nur 2 Moléquivalente
P2Sp statt deren 10 wie bei der Schwefelung von (1).

Bz-System des Dioxolansystems als Singlett bei
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Nachschubansatz (ohne Reinigung der Zwischenprodukte)

COOCH3

(1) - (5)

1.7 g (7. 11 mMol) (+)-Keto-Lactam (1) *2 lste man in 30 ml abs. Methanol und
gab nacheinander 3. 11 ml (3. 02g=4 Moliquivalente) Trimethoxiorthoformiat *3 und
2. 38 ml (2. 65g=6 Moliquivalente) Glykol *4 hinzu (Alle Operationen unter Argon)
Nach Zugabe von 162 mg p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat *5 erhitzte man wihrend
18h unter Argon und Riickfluss (Oelbadtemperatur 78-849). Die schwach gelbe
Losung kiihlte man im Eiswasserbad, versetzte mit ca 150 «1 Pyridin und goss sie
auf ein Gemisch aus Eis/Eiswasser, geniigend Natriumchlorid zum S#ttigen der
Wasserphase und ca 500 mg Natriumbicarbonat *9. Man extrahierte 3x mit kaltem
Essigester, wusch die org. Phasen 1x mit gesittigter Natriumchloridlésung, ver-
einigte sie, trocknete mit wasserfreiem Natriumsulfat ¥10, filtrierte durch Watte
und entfernte das Losungsmittel bei 40-50° am RV. Nach Trocknung wog man 2.12 g
rohes Ketal-Lactam (2), das im DC *12 (Benzol:Methylacetat 1:9/0. 5% Pyridin) ne-
ben dem Hauptfleck fiir (2) bei Rf 0. 3 einen liinglichen Flecken bei Rf 0.41 (Neben-
produkte (3) und (4)) aufwies.

Zwei weitere, analog ausgefiihrte Ansitze zu 0.478 g (2 mMol) und 1. 63 g (6. 81
mMol) (+)-Keto-Lactam (1) lieferten 0. 590 g und 2.1 g rohes Ketal-Lactam (2)
gleicher Qualitit. Das rohe Ketal-Lactam wurde ohne weitere Reinigung der Schwe-
felung zugefiihrt.

Die Berechnung des Schwefelungsansatzes bezieht man auf eingesetztes (1).

Schwefelung

Die 2. 12 g des obigen rohen Ketal-Lactams 18ste man unter Argon in 236 ml abs.
THF *17, gab 3. 15 g (14. 2 mMol=2 Moliiquivalente bez. eingesetztem (1)) fein ge~-
morsertes Phosphorpentasulfid *18 hinzu, verschloss unter Argon und rijhrte heftig
wihrend 5h unter Lichtausschluss bei RT, wobei sich allméhlich eine gallertige Mas-
se bildete. Danach filtrierte man die farblose, iibelriechende Ldsung zur Entfernung
der Gallerte durch eine mit Cellite belegte Argonnutsche *19 und wusch die Gallerte
mehrmals mit abs. THF *17 und abs. Methylenchlorid. Nach Entfernung des Filtrat-
16sungsmittels und Trocknung am HV/RT wog man ca 5. 5g rohes, iibelriechendes
Reaktionsprodukt, welches im DC *12 (Benzol:Methylacetat 1:1/0, 5% Pyridin) einen
starken Flecken fiir (5) bei Rf 0, 44, einen Nebenflecken mit Rf 0. 52 und einen star -
ken Flecken am Start (Phosphorverbindungen) aufwies.

Zwei weitere, analog ausgefiihrte Ansétze zu 0.59g, resp. 2. 1g rohem Ketal-Lactam
(2) lieferten 1. 1g resp. 5.2g Rohprodukt gleicher Qualitit. Das Rohprodukt *20 der
drei Ansitze wurde vereinigt *25 (ca 11g) und zur Entfernung der Phosphorverbin-
dungen an der ca 50-fachen Menge Silikagel *23 der Siulenchromatographie unter-
worfen *24 (Alfe nachfolgend in diesem Ansatz verwendeten Elutionsmittel ent-
hielten 0. 5% Pyridin, vgl. Anmerkung).

Nach einem Vorlauf von 750 ml abs. Benzol und 600 ml (abs. Benzol/abs. Methyl-
acetat 9:1) eluierte man mit abs. Benzol/Methylacetat (6:4), wobei die ersten 4 -
Fraktionen zu 100 ml 160 mg nicht weiter untersuchtes Material enthielten. Die fol-
genden 5 Fraktionen zu 100 ml enthielten 3. 53g DC-einheitliches (Benzol:Methylacetat
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(1:1) Ketal-Thiolactam(5). 700 ml abs. Benzol/abs. Methylacetat (1:1) eluierten
hierauf 200 mg Material, das nicht weiter untersucht wurde.

Man kristallisierte die 3. 53g Ketal-Thiolactam (5) bei 0° aus Aether und viel Hexan
und wog nach Trocknung (HV/RT) der Kristalle 3. 1g (10. 35 mMol) (65. 2% bez. (1))
DC-einheitlicheund IR-spektroskopisch reine Nadeln mit mp. 107-108°, )

Die Mutterlauge wog nach Einengen und Trocknung 520 mg. Durch Kristallisation der
Mutterlauge erhielt man 154 mg klebrige Kristalle mit mp. 92-109°, welche auf
Grund des IR-Spektrums ein Gemisch von Keto-Thiolactam (14) und Ketal-Thio-
lactam (5) waren. Im DC verhielten sich die Mutterlauge und die daraus gewonnenen
klebrigen Kristalle als einheitlich. Zur Weiterverwendung gelangten nur die reinen
Kristalle,

Das Keto-Thiolactam (14) ist vermutlich durch sauer katalysierte Hydrolyse {P9S5-
Reste im Rohprodukt und beim Siedeverzug *25 eingeschleuste Wasserspuren) von
(5) und den Thiolactam-Analogen von (3) und (4) entstanden. Es gelang weder durch
Chromatographie noch durch vorsichtige Kristallisation der Mutterlauge weiteres,
reines Ketal-Thiolactam zu gewinnen.

Anmerkung: In zahlreichen, friiher ausgefiihrten Nachschubansiitzen lag die Aus-
beute an E‘ristallinem (5) zwischen 58-68%. Nach Verwendung von 0. 5% Pyridin,
zur Verhinderung der Hydrolyse des beigemengten Dimethoxiketals (4) und Enol-
dthers (3) zum schwer von (5) abtrennbaren Keto-Thiolactam (14) in den Elutions-
mitteln und den Losungsmitteln zur Siulenherstellung, erzielte man Ausbeuten von
65~68% an kristallinem, reinem Ketal-Thiolactam (5).

Gezielte Herstellung und Charakterisierung der Nebenprodukte:
Dimethoxiketal-Lactam (4) und Enolither-Lactam (3)

COOCH; COOCH, COOCH,
C Ha CH3 CH3
—_— 6] 4 0
'r v ;
o] H " HLCO H
CHy HLO  chy Hco M3
1) (3) (4)

98.1 mg (0.411 mMol) (+)-Keto~Lactam (1) *2 I6ste man in 1. 75 ml abs. Methanol ,
versetzte mit 179 «1 (1. 644 mMol = 4 Moléquivalente) Trimethoxiorthoformiat *3
und 8. 1 mg p-Toluolsulfonséure-Monohydrat *5 (Alle Operationen unter Argon). Die
klare Losung liess man wihrend 18h bei RT stehen. Danach pipettierte man die farb~
lose Losung auf ein Gemisch bestehend aus Eis und 1 ml 1n Natriumbicarbonatlosung
*9, giittigte die Wasserphase mit geniigend Natriumchlorid *8 und extrahierte 1x mit
20 ml und 2x mit 15 ml kaltem Essigester. Die organischen Extrakte wusch man 1x
mit kalter, gesittigter Natriumchloridlgsung, vereinigte sie, trocknete fiir 30 Min.

* 25 Beim Einengen des Losungsmittels am RV ereignete sich ein Siedeverzug. Das
verspritzte Material wurde mit THF zusammengewaschen und mit der Haupt-
menge vereinigt.
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iiber wasserfreiem Magnesiumsulfat, filtrierte durch Watte und engte am RV bei
30-400 vollstindig ein, Nach Trocknung am HV/Ih/RT wog man 109 mg farbloses

Oel. Das DC *12 (Benzol:Methylacetat 1:1) wies 2 Flecken fiir Enolitherlactam (3)

Rf 0. 28 und Dimethoxiketal (4) Rf 0. 15 auf. Man trennte die beiden Produkte mittels
der Dickschichtchromatographie *14 (Benzol:Methylacetat 1:1/0. 5% Pyridin) und elu-
ierte (Methylacetat) 23 mg (0. 0908 mMol) 22. 1% spontan kristallisierendes Enoléther-
Lactam (3), *26 sowie 84 mg (0, 295 mMol) 71. 7% ebenfalls kristallisierendes Di-
methoxiketal-Lactam (4) *¥26. Nach Kristallisation aus abs. Methylacetat und Hexan,
trocknen der Kristalle und Einengen der Mutterlauge ermittelte man folgende Aus-
beuten:

Dimethoxiketal -Lactam (4)

1. Kristallisat 60,1 mg (0.211 mMol) 51.3% Nadeln mp 122° scharf
Mutterlauge 23.2 mg (0. 0814 mMol) 19. 8% mp 118-119, 5°

Enolither-Lactam (3)

1. Kristallisat 7 mg (0,0277 mMol) 6.7 9 Blittchen mp 117, 5gscharf
2. Kristallisat 11,4 mg  (0.0395 mMol) 9.6 % Blittchen mp 117, 5 scharf

Die Mutterlaugen beider Produkte enthielten gemiiss DC schon durch Hydrolyse ent-
standenes (+)-Keto-Lactam (1). Zur Charakterisierung gelangten Proben der ge-
trockneten (36h/0. 01Torr/RT) Kristallisate.

Enolither-Lactam (3)

C

13H19N0Oy per C 61.64 H 7.56 N 5.53 %

MG 253 gef C 61.38 H7.57 N 5.47 %

IR (CHCl,) Banden u. a. bei 3430s, 3000s, 2850m, 1730s, 1700s, 1650s,
1460m, 1450m, 1435m, 1400m, 1385m, 1370m, 1335s, 1245s,
1170s,’ 1140s, 1100s, 1065w, 1010s em~1.

NMR (CDClS) 5. 8 (breit, 1H), 4.4 (m, 1H, X-Teil des Enolither-Systems),

3.72 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.35-2.98 (m, 5H, AB-Teil des
Enolithersystems iiberlagert vom ABX-Spektrum der Acetoxi-
seitenkette), 1.09 (s, 3H), 1,00 (s, 3H).ppm.

MS Di 80° 255/0.6, 254/7, 253 M’ 52, 238/27, 222/20, 221/13, 210/8,

- 209/55, 207/7, 2 ) /5, 178/28, 177/11, 162/12, 161/15,
152/9, 151/5, 150/14, 149/9, 138/13, 137/10, 136/12, 135/10,
134/6, 126/6, 125/10, 124/49, 123/174, 1224100, 121/8, 119/8,
118/8, 115/12, 110/11, 109/11, 108/13, , 105/9, 103.5/5
vermutlich doppelt geladenes Fragment (207), etc.

* 26 Infolge der extremen Hydrolyseempfindlichkeit der beiden Produkte verzich-
tete man auf spektroskopische Daten auf dieser Reinigungsstufe. Man kristalli-
sierte deshalb direkt und bestimmte die Daten der Kristallisate. Mehrmalige
Kristallisation empfiehlt sich nicht und fiihrt zu Hydrolyseverlusten.
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Chloroform, éc:O. 54) 589 nm - 98. 20, 546 nm - 118, 50,
436 nm - 213", 405 nm - 266.5 , 365 nm - 3610,

117.5° ( 1x Methylacetat/Hexan)

Rf = 0.42 (Methylacetat:Benzol = 9:1)

Dimethoxiketal-Lactam (4)

C14H23NO5 ber C 58.93 H8.13 N4.91%

MG 285 gef C 58.97 H 8.01 N4.81 %

R (CHC13) Banden u.a. bei: 3425m, 3000s, 2980s, 2950s, 2880w, 2840w,
1735s, 1695s, 1435m, 1405m, 1385m, 1370m, 1345w, 1310m,._1
1170s, 1140m, 1100m, 1070m, 1050s, 1020s, 995w, 915w cm

NMR (CDCIS) 6. 08 (breit, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.38 (s, 3H), 3.29 (s, 3H),
3.10-2, 20 (m, 3H, ABC-System der Acetoxiseitenkette),

HA-100 2.05-1, 30 (m, 4H, A2B2-System der Ketalringhilfte), 1.24 (s,
3H), 1.01 (s, 3H).ppin.

Ms 50° 285/M*7. 5, 270/10. 4, 254/10, 253/25, 238/23, 222/117.6, 210/
. 3, 6, 206/22, 182/5, 178/13, 150/6, 149/12, 124/16,
123/21, 122/28, 102/29, 101/100, etc.

opt. Drehung (Chloroform, c¢=0.8) 589 nm + 3, 750,_ 546 nm + 1. 250,, 436 nm
00, 405 nm - 1.259, 365 nm + 5. 0°.

mp 122° ( 1x Methylacetat/Hexan)

DC *12 Rf = 0. 30 (Methylacetat:Benzol = 9:1)

(-)-N-Acetyl-Ketal (7)

COOCH, COOCH, coocH,
CH3 CI-{3 CH3
S — —
N N N
h ! \
CH, CH, o CH,y /C=o
L J CH3
(5) (6) (7)
Vorbemerkung

Die Ausbeute der folgenden Reduktion hiingt sehr stark von der Qualitdt des verwen~
deten Raney-Nickels ab. Vorversuche mit kduflichen und verschiedenen selbst her-
gestellten Raney-Nickeln ergaben schlecht reproduzierbare Ausbeuten. Es wird
deshalb vorgiingig die Herstellung des erfolgreichsten Raney-Nickels, das gut re-
produzierbare Resultate lieferte beschrieben.
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Im weiteren wurde stets ein Reduktionsvorversuch ausgehend von ca 100 mg Ketal-
Thiolactam (5) ausgefiihrt, wobei mit dem beschriebenen Katalysator das N-Acetyl-
Ketal in 84-90 %-iger Ausbeute erhalten wurde. Stellte man an Hand des DC noch
unumgesetztes Thiolactam fest, erhthte man in einem weiteren Vorversuch gleicher
Grosse die Katalysatormenge um 15%, lag die Ausbeute unter 80% verminderte man
in einem weiteren Vorversuch die Katalysatormenge um 15%. Lag die Ausbeute des
korrigierten Vorversuchs innerhalb obiger Schranke, fithrte man die Hauptansitze
mit den korrigierten Werten fiir die Katalysatormenge durch. Eine nochmalige 2.
Korrektur war nie notwendig.

Herstellung von Raney-Nickel *27.

In einem hohen 2000 ml Becherglas mit 480 ml Ionentauscherwasser ldste man unter
heftigem Riihren (KPG-Riihrer mit Teflonblatt) 128 g festes Natriumhydroxid *28.
Man liess die Temperatur auf 60° absinken und begann bei dieser Temperatur unter
heftigem Riihren mit der portionenweisen Zugabe von 100 g *32 Nickel-Aluminium-
legierung *29 (Achtung exotherme Reaktion und starkes Aufschiumen). Dabei ist die
Temperatur unbedingt innerhalb 62420 konstant zu halten und die Suspension ndtigen-
falls mit bereitgestelltem Eiswasser zu kiihlen (Zugabedauer 25-30 Min. ). Nach
beendeter Zugabe stellte man das Glas in ein 63-64° warmes Wasserbad und riihrte
weitere 50 Min, unter gutem Aufriihren des Schlammes bei 62° Innentemperatur.
Danach liess man das Nickel absetzen, dekantierte die dariiberstehende F!afron[éuge
ab und wusch 4x mit je 500 ml Ionentauschwasser. Anschliessend transferierte man
den Kontakt in einen 1000 ml Messzylinder und leitete mittels eines auf den Boden
des Zylinders reichenden Glasrohres (¢ innen 6-7 mm) Ionentauscherwasser ein, bis
das Waschwasser neutrale Reaktion *30 zeigte (Dauer 30-45 Min. ) *31. Der Wasser-
strom ist dabei so einzustellen, dass das Nickel zu ca 1/3 der Zylinderhthe aufge -
wirbelt wird, aber gerade noch nicht aus dem Zylinder geschwemmt wird. Vom so
erhaltenen Raney-Nickel dekantierte man das Wasser ab, wusch 2x mit je 200 ml
95% Methanol, 2x mit je 200 m1 Methanol und 2x mit je 200 m} absolutem Methanol.
Das wasserfreie Raney-Nickel bewahrte man unter Stickstoff im Kiihlschrank bei
0-40 auf. Dieses Raney-Nickel ist sehr pyrophor. Es konnte erfahrungsgemiss bis
zu 5 Tagen ohne grosse Aktivititsverluste verwendet werden. Lagert man das Raney-
Nickel bei hdherer Temperatur oder wihrend lingerer Zeit bei 0-49, verliert es
zunehmend an Aktivitit. Zur Abmessung des Nickels sog man dieses jeweils in eine
Stabpipette, der man die Kapillarspitze abbrach, und liess zur Bestimmung des
Volumens wihrend 3-4 Min., sedimentieren. (1 ml sedimentierter Schlamm wog nach
Abbrennen an der Luft ca 1.5 gJ).

27 modifizierte Vorschrift aus Org. Synth. Coll. Vol. 3, 176.

28 Natriumhydroxid, Merck reinst.

Nickel-Aluminiumlegierung pulverisiert, 50% Nickel, Fluka purum.

30 Kontrolle mit Fein pH-Papier pH = 6.4-8.0, Fluka,

31 Eine Verlingerung der Waschzeit hat eine Desaktivierung des Raney-Nickels
zur Folge.

32 Auch falls nur wenig Raney-Nickel verwendet wird, empfiehlt es sich einen
Ansatz dieser Grossenordnung auszufiihren, da die Reduktionseigenschaften
dedeontaktes stark von der Ansatzgrosse bei dessen Herstellung abhingig
sind.

* 33 vgl. Vorbemerkung und obige Herstellungsvorschrift.

* 34 hilt Methanol zuriick.

* ¥ ¥ % ¥
|4
©

*
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(-)-N-Acetyl-Ketal (7).

In einem 100 ml Rundkolben, versehen mit einem 2 cm langen Magnetriihrer, legte
man unter Stickstoff 5. 6 ml Raney-Nickel Schlamm (pro 100 mg Thiolactam 1.3 ml
Raney-Nickel *33) in 28.7 ml abs. Methanol vor. Unter heftigem Rithren und Argon
tropfte man innert 2 Min. eine Lésung von 429 mg (1. 434 mMol) Ketal-Thiolactam
(5) (mp 109-110°) in ca 2/3 (10 ml) der zur Bereitung einer 0. 1 m methanolischen
Thiolactam-Losung bendtigten Menge abs. Methanol zu und wusch die Pipette mit
der verbleibenden Menge (4.4 ml) abs. Methanol in 3 ca gleichen Portionen nach
(Dauer ca 2-3 Min. ). Dann wurde der schwach warm gewordene Kolben unter
Argon verschlossen und die Suspension wihrend total 30 Min, bei RT heftig ge-
riihrt., Hierauf liess man das Nickel absetzen, filtrierte die iiberstehende Losung
durch Cellite und schlimmte das Nickel je 3x mit 15 ml abs. Methanol fiir 3 Min,
auf, liess absetzen, dekantierte jeweils die iiberstehende Losung, filtrierte durch
das gleiche Cellite und erhielt den Methanolextrakt. Das verbleibende Raney-Nickel
versetzte man unter Argon mit 6. 15 ml Acetanhydrid (1 ml/70 mg Thiolactam) und
rithrte flir 40 Min. bei RT. Sodann filtrierte man die schwach griine Lsung mit
dem Nickel durch das gleiche Cellite wie oben, wusch den Riickstand mit insgesamt
60 m! Methanol nach und erhielt den Acetanhydridextrakt.

Den Methanolextrakt befreite man am RV vom Losungsmittel, nahm 1x in wenig
abs. Benzol auf, engte erneut ein, trocknete das farblose Oel und wog nach Trocknung
(3h/HV/RT) 301 mg rohes Ketal-Amin (6) *34, welches man ohne Reinigung der
Acylierung zufiihrte. Dazu 16ste man das rohe Ketal-Amin unter Stickstoff in 6. 8 ml
Acetanhydrid/2% Pyridin *6 (ca 1.5 Moliiquivalente Pyridin/Amin) und liess die
klare, schwach gelbe Losung unter Stickstoff und Lichtschutz fiir 16 h bei RT stehen.
Danach entfernte man das iiberschiissige Acetanhydrid am HV bei 30-400, trocknete
das anfallende schwach gelbe Qel fiir 2h am HV bei RT und extrahierte anschliessend
1x mit 45 ml und 2x mit je 30 ml kaltem Essigester gegen 20 ml gesittigte, kalte
Natriumchloridlésung und 100 mg Natriumbicarbonat *9. Dje organischen Phasen
wusch man 1x mit 20 ml gesiittigter Natriumchloridlésung, vereinigte sie, trocknete
20 Min. iiber Magnesiumsulfat, filtrierte durch Watte und entfernte den Essigester
und 10 ml zugesetztes Benzol am RV bei ca 40°, Hierauf trocknete man fiir 8h bei
RT am HV., Das dabei anfallende farblose N-Acetyl-Ketal (7) kristallisierte nach
kurzem Kratzen spontan durch und wog 319 mg. Im DC *12 (Essigester:Methanol =
3:1) zeigte das Rohprodukt neben dem Hauptflecken bei Rf 0. 52 zwei schwache Ne-
benflecken bei Rf 0.21 und Rf 0. 05 nicht weiter analysierten Materials.

Das NMR-Spektrum des Methanolextraktes wies keine Fremdsignale von Verun-
reinigungen auf und war mit jenem des Analysenmaterials identisch. Das IR-Spek: -
trum war mit jenem des Analysenmalterials mit Ausnahme der schwach verbrei-
terten Banden bei 1645 und 2970 cm™* identisch,

Den Acetanhydridextrakt befreite man am RV vom iiberschiissigen Methanol und
anschliessend am HV bei 30-40C vom iiberschiissigen Acetanhydrid. Das anfallende
schwach griine, glasartig erstarrte Oel trocknete man fiir 2h am HV, nahm es in ca
10g Eis, 20 ml kalter gesittigter Natriumchloridiésung, 100 mg Natriumbicarbo-
nat *9 auf, sittigte mitNatriumchloridund extrahierte 3x mit je 45 ml kaltem Essig-
ester. Die org. Phasen wusch man 1x mit gesittigter Natriumchloridlésung, ver-
einigte sie, trocknete fiir 20 Min. liber Magnesiumsulfat, filtrierte durch Watte,
setzte 10 ml Benzol zu und entfernte die Lsungsmittel vollstindig am RV. Das
anfallend schwach beige Oel trocknete man am HV bei RT und wog weitere 87 mg
spontan kristallisierendes, rohes N-Acetyl-Ketal, welches im DC *12 neben den
gleichen Flecken wie der Methanolextrakt einen zusitzlichen schwachen Flecken
unbekannter Natur bei Rf 0. 27 aufwies. Im IR~ und NMR-Spektrum war es identisch
mit jenem des Methanolextraktes.

Diese 87 mg chromatographierte man an einer Dickschichtplatte *14 (Essigester:
Methanol 7:3). Nach Elution (Methylacetat:Methanol 1:1), Einengen der L8sungs-
mittel und Trocknung (0. 01Torr/RT) wog man 80. 5 mg farblose, DC-einheitliche
Kristalle, deren IR- und NMR-Spektrum mit jenen aus Analysenmaterial identisch
waren.
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Ausbeute (bez. Ketal-Thiolactam (5))
Methanolextrakt {roh) 319 mg (1. 026 mMol) 71.5%

Acetanhydridextrakt (chrom.) _80.5 mg %0.259 mMol; 18 %
total 399. 5 mg . mMol 5%

Diese beiden Produkte wurden ohne weitere Reinigung direkt der Ketalverseifung
zugefiihrt.

Zur Charakterisierung gelangte eine 2x aus warmem Hexan umkristallisierte
Probe, welche als unumgesetztes Edukt aus einem Grossansatz der nachfolgenden
Ketalverseifung zurlickerhalten wurde. Die erhaltenen analytischen Daten sind
identisch mit jenen einer analog umkristallisierten Probe des beschriebenen Me-
thanolextraktes.

(-)-N-Acetyl-Ketal (7)

CygHa5NOg ber c61.171 H 8.09 N 4.50 %
MG 311 gef C 61.78 H 8.08 N 4.51%
IR (CHCla) Banden u.a. bei 3020 Schuiter, 3000 Schulter, 2980s, 2870m,
Abb. 5 1730s, 1645s, 1605m, 1465/55m dublettoid, 1435s, 1410s,
1382s, 1370m, 1350m, 1325m, 1308w, 1285m, 11§15w, 1095w,
1060s, 1030w, 1010 breit, 950s, 940m, 910m em™ .
NMR (CDC13) vermutlich 2 Rotamere im Verhiltnis ca 1:9
HA-100 4,30-3.67 (m, 8H), darin bei 3.74 COOCH3-s, 3.24 (t, J=10 Hz,
Abb. 6 1H), 2.90-1,90 (m, 8H), darin bei 2.06 CH, -s, 1. 70-1, 20 (m,
5 H), darin bei 1.48 CH3 -s, 0.96 (s, ca 0. § H), 0.92 (s, ca
2. TH)ppm.
Ms 200° 312/3, 311§M+18, 280/4, 268/5, 212/7, 211/33, 210/13, 182/5,
168/6, —139/6, 138/57, 108/8, 100/12, 99/100,
9'71/8 etc. ,
opt. Drehung (Chloroform, c=1) 589 nm - 530, 546 nm - 64°, 436 nm - 122. 4°,
405 nm - 1520, 365 nm - 213°,
mp 91 - 92° (2x aus warmem Hexan)
DC *12 Rf = 0.45 (Essigester:Methanol= 3:1)
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Diskussion.

IR-Spektrum: zwei Banden bei 1645 resp. 1605 cm_:l im Intensitdtsverh#ltnis von

ca 2:;, die vermutlich den ¥ C=0 Schwingungen der Rotamere um die C-N Bindung
der N-Acetylgruppe zuzuordnen sind. Die foormationschwingung des 1. 3-Dioxolan-
systems erscheint unverindert bei 950 cm~1,

NMR-Spektrum: Die Signale fiir die beiden Methylengruppen des 1, 3-Dioxolansystems
erscheinen als kompliziertes A.B -System zwischen 4. 3-3. 67 ppm. Im Gegensatz
dazu stehen die Singlette der eﬁtﬁ)rechenden Gruppierungen in (2) und (5). Im wei-
teren zeigt die zwischen der Ketal-und N-Acetyl-Gruppierung liegende Methylbande
bei 0. 92 ppm einen schwachen Satelliten bei 0, 96 ppm, was auf das Vorliegen eines
Rotamerengemisches im Verhiltnis ca 9:1 hindeutet,

Reaktionsbedi en: In zahlreichen Nachschubsitzen bis zu 1g (5) erzielte man
Ausbeuten zwiscEen 80-90%. Der Erfolg der Reduktion hiingt massgebend von der
Qualitit des Raney-Nickels ab. In zahlreichen Vorversuchen lag die Ausbeute des
Methanolextraktes zwischen 50-60%, was vermutlich auf die Verwendung eines

zu aktiven Raney-Nickels zuriickzufiihren war, welches das Produkt (6) stirker an
der Katalysatoroberfliche adsorbierte. Zur Abltsung des adsorbierten (6) musste das

Raney-Nickel bis zu 60 Min. mit Acetanhydrid nachbehandelt werden. Auf diese Wei -
se gelangte man zu einer totalen Ausbeute von ca 80% (7).

(-)-N-Acetyl-Keton (8)

COOCH3 COOCH3
CH, CH3
—
N N
\ o 0 Vo
k/o CH3 /C— CH3 /
CH
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Man léste 289, 2 mg (0. 930 mMol) rohkristallines N-Acetyl-Ketal (7) des obigen
Methanolextraktes unter Stickstoff in 10, 9 ml 40 % wissriger Essigsdure *35, ver-
schloss mit Riickflusskiihler und Argonballon und erhitzte die schwach gelbe, klare
Losung fiir 16 h auf 60° (Oelbadtemperatur 58-62°). Danach kiihlte man die nunmehr
stirker gelbe Losung auf RT und entfernte das liberschiissige Essigsiure-Wasser-
gemisch bei 0. 05 Torr und 250 (Wasserbad) vollstindig (Dauer ca 10 Min. ). Man
trocknete (130 Min, /0. 01 Torr/RT) und wog 340 mg schwach gelbes Oel, welches
im DC *12 (Essigester:Methanol=3:1) neben dem Hauptflecken fiir N-Acetyl-Keton
bei Rf 0. 43 drei schwache Nebenflecken bei Rf 0. 49 (herriihrend von wenig unumge-
setztem N-Acetyl-Ketal), Rf 0.22 (herrithrend von Amino-Ketal (6)) und Rf 0. 04
(unbekannter Natur) aufwies.

Man acylierte vorerst unter Stickstoff mit 4 ml Acetanhydrid/10% Pyridin *6 wih-
rend 30 Min. bei 60° nach. Danach entfernte man das Acylierungsgemisch am HV,
trocknete fiir 2h am HV und wog 320 mg schwach gelbes QOel. Dieses nahm man in
40 ml kalten Essigester auf, wusch 1x mit 20 ml gesittigter Natriumchloridlosung
/+1m] 1n-Salzsiure und weitere 2x mit je 20 ml kalter gesiittigter Natriumchlorid-
lésung. Die wissrigen Phasen extrahierte man je 2x mit 30 ml kaltem Essigester,
vereinigte die org. Extrakte, trocknete fiir 20 Min. {iber Magnesiumsulfat, filtrier-
te durch Watte und entfernte das Ldsungsmittel am RV bei 30-40°, Nach Trocknung
§2h/0. 07 Torr/RT) wog man 243 mg rohes N-Acetyl-Keton (8), dessen DC *12
Essigester:Methanol 3:1) neben dem Hauptflecken bei Rf 0. 43 einen schwachen
Flecken bei Rf 0,49 (fiir unumgesetztes Edukt (7) ) aufwies.

Analog verseifte: man 79 mg (0. 254 mMol) rohkristallines, 1x chromatographiertes
N-Acetyl-Ketal aus dem oben erhaltenen Acetanhydridextrakt und erhielt 74 mg
rohes N-Acetyl-Keton gleicher Reinheit.

Man vereinigte diese Produkte und chromatographierte mit Essigester in einer Stu-
fenséule *36 an der ca 120-fachen Menge Silikagel *23.

Nach einem Vorlauf von 750 ml fing man 20 ml Fraktionen auf und eluierte in den
Fraktionen 1- 3 7. T mg schwach gelbbraunes Oel, welches beim Rechromatogra-
phieren in 3 Zonen zerfiel und nicht mehr weiter analysiert wurde, Die Fraktionen
14-36 (je 20 ml) wogen nach Entfernung der Elutionsmittel am RV und Trocknung bis
zur Gewichtskonstanz 297. 5 mg. Dieses Material (N-Acetyl~Keton) wies im DC *12
(Essigester:Methanol=3:1) noch einen schwachen Schatten an der Front, herrihrend
von wenig unverseiftem N-Acetyl-Ketal (7), auf *37, Diese Verunreinigung storte
in den nachfolgenden Reaktionen nicht, weshalb das chromatographierte (8) direkt
weiterverwendet wurde.

Ausbeute

N-Acetyl-Keton (8) 297.5 mg (1.113 mMol) 94% beziigl. N-Acetyl-Ketal (7).
Zur Charakterisierung gelangte eine dickschichtchromatographierte *14 Essigester:
Methanol=3:1, Eluation mit Methylacetat:Methanol=4:1) und bei 140°/0. 007 Torr
kugelrohrdestillierte Probe.

* 35 Essigsiure, Merck p.a. 1x dest., 40 Volumen % in Wasser.

* 36 Stufensiule folgender Dimension, Hohe: 20/22/10 ¢m, Durchmesser: 10/15/
25 mm. .

* 37 N-Acetyl-Keton und N-Acetyl-Ketal weisen sehr dhnliche chromatographische
Verhalten auf. Geringe Anteile von Ketal (7) lassen sich deshalb nicht mehr von
Keton (8) abtrennen,

* 38 Amplitudenverhiiltnisse, nicht Verhiltnisse der Integrale , wobei das intensi-
vere Signal auf 1 normiert wurde.
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Im MS der Charakterisierungsprobe erkennt man einen schwachen Peak bei M* =311,
der auf noch unumgesetztes Edukt (7) hinweist. Der Anteil kann an Hand der Intensi-
tdt des Signals bei 0.91 ppm im NMR auf weniger als 4% bestimmt werden. Die er-
mittelten analytischen Daten (u.a. auch NMR-Spektrum A-60) stimmten mit Aus-
nahme einer etwas hoheren optischen Drehung mit den von W. Fuhrer ermittelten
Werten iiberein (vgl. 2.2.3.3.).

(-)-N-Acetyl-Keton (8)

Cl4H21NO4 ber C 62.90 H 7.92 N 5.24 %

MG 267 gef C 62.85 H 7.99 N 5.15%

IR (CHC13) Banden u. a. bei: 3020 Schulter, 3000s, 2970 Schulter, 2945s,
Abb. T 2870m, 1745s, 1735s, 1645s, 1615s, 1450m, 1435s, 1400s, 1385

Schulter, 1365m, 1350m, 1320m, 1295m, 1270w, 1165s, 1100w,
1055m, 1020w, 995m, 940w cm~1.
NMR (CDC 13) 4,20 - 3,50 ppm (m, 4H), darin zwei durch ca 2Hz getrennte Sin~
'!ETI%O %%tte (Methylester bei 3.72/3. 70 im Intensitéitsverhiiltnis: 1:0, 78,
Abb, .
3. 34-3,10 (m, 1H), 2,70-1, 60 (m, TH), darin zwei Singlette
(Methyl der N-Acetylgruppe) bei 2.29 und 2, 08 im Intensitéits-
verhiltnis: 1:0, 84, *38.
1. 53 und 1.42: zwei Singlette (Methyl A) im Intensititsverhilinis
1:0.9, jedes s ca 1.5 H entsprechend.
0. 98 und 0. 95: zwei Singlette (MethylB) im Intensititsverhéltnis
1:0.9, jedes ca 1,5 H entsprechend.
Die Aufspaltung der Signale der Methylgruppen deutet auf das Vor-
liegen eines Rotamerengemisches (Rotation um die C-N Bindung’
der N-Acetylgruppe) im Verhiltnis ca 1:1 hin. Schwache Fremd-
signale bei 0. 91 (), 1.44 (s), 1.94 ( s) und 2, 04 (s) ppm riihren
von unverseiftem (7) her. Auf Grund des Integrals des Signals bei
0. 91 ppm wurde der Gehalt an Edukt (7) zu ca 4 % berechnet.

MS 200° Enthélt Spur N-Acetyl-Ketal: M'= 311/0. 8%

= 268/1.2, 267/M+4. 2, 212/10, 211/71, 194/16, 139/10,138/99,
108/11, 9'97‘5'/_9'776", , 96/100, 95/6, 94/8, 90.5 metastabil
(211 - 73 = 138).

opt. Drehung (Chloroform, c=1.02) 589 nm - 110. 8%, 546 nm - 141.2°,
436 nm - 321. 50, 405 nm - 4560, 365 nm - 890°,

DC *12 Rf 0.46 (Essigester: Methanol = 3:1)
Diskussion des IR-Spektrums: Die beiden Banden bei 1645 resp. 1615 cm'1 kénnen

vermutlich den beiden Rotameren um die C-N Bindung der N-Acetylgruppe zuge-
ordnet werden.

Reaktionsbedingungen: Die Deketalisierung in Gegenwart des Methylesters erwies
sich als sehr Tuckisch. Bei zu schwachen Bedingungen (6h-21h/ siedendes Aceton
mit p-Toluolsulfonsiure als Katalysator isolierte man praktisch nur Edukt zuriick.
Deketalisierung mit Zinntetrabromid in Acetylbromid [36 ] (18h/RT) lieferte ne-
ben ca 70% N-Acetyl-Keton (8) ca 20-30% unbekannte Nebenprodukte. Die De-
ketalisierung mit wissriger Essigsiure lieferte bej milden Bedingungen (5-10-20%
Essigsture), verschiedenen Temperaturen (RT-60") und verschiedenen Reaktions-
zeiten (6-12h), praktisch ausschliesslich Edukt zuriick. Scharfe Bedingungen, d. h.
héhere Siurekonzentrationen bis zu 60%, Reaktionszeiten von 6h und Temperaturen
bis zu 100%, lieferten neben Produkt (8) zusitzlich durch Verseifung der Methyl-
estergruppe N-Acetyl-Ketosiure (19) neben weiteren unbekannten Nebenprodukten.
Als optimale Bedingungen resultierten die obig beschriebenen.
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(+)-Methyl-Imin (12) aus (-)-N-Acetyl-Keton (8) definitive, optimierte Bedingungen)

cH COOCH, COOCH, COOCH,
3 CHy CH,
_— . JR——
N N CI” N
Yo AN o |
CH3 / CH3 CH3 H
CHy
8) 9) (10)
COOCH, COOCH,
CHy CH,
—
N '\ﬁ cI-
HON ! HO d H
CH, CHgy
1) (11-HCY)

(12)

(-)-N-Acetyl-Keton (8) wurde ohne Reinigung der Zwischenprodukte direkt in
(+)-Methyl-Imin (12) iiberfiihrt.

Keto-Amin-Hydrochlorid (9)

265. 2 mg (0. 995 mMol) 1x chromatographiertes N-Acetyl-Keton (8) 16ste man unter
Feuchtigkeitsausschluss in 6. 1 ml 3m absoluter methanolischer Salzséure *39 und
erhitzte fiir 16 h unter Argon und magnet. Riilhren zum Riickfluss. Danach liess man
die farblose bis schwach gelbe Losung auf RT erkalten, entfernte den Magnetriihrer
und engte am RV bei 30-40° yollstéindig ein. Man nahm erneut in ca 5 ml abs. Me-
thanol auf und engte wiederum vollstiindig ein. Diesen Vorgang zur Entfernung von
HCI1 wiederholte man noch weitere 2x. Anschliessend trocknete man (6h/0. 01 Torr/
RT) und wog 257 mg (0. 994 mMol) ca 100% ( beziiglich 8) farbloses, glasartig er-
starrtes Keto-~Amin-Hydrochlorid, welches im DC *12 (Essigester:Methanol 3:1)
einen starken, linglichen Flecken (freies Keto-Amin (10) *40) (Rf 0. 3) und einen
schwachen Flecken am Start aufwies.
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Das IR-Spektrum aus einem analog ausgefiihrten Ansatz zeigte folgende Banden:
3000-2100 div. schwache Banden, 2970s, 1758s, 1735s, 1650w breit,
1600w, 1570w, 1460m, 1436s, 1405s, 1390s, 1378s, 1350w, 1320w, 1300w,
1265w breit, 1145w, 1110w, 1055s, 1010-995w breit, 970w cm-1,

Infolge der thermischen Instabilitit des freien Keto~Amino-Esters (10) *41 setzte
man ihn als Hydrochlorid (9) ohne weitere Reinigung in der Oximierung ein, Analog
ausgefiihrte Nachschubansitze bis zu 2g (8) gelangen mit gleichem Erfolg. Den frei-
en Keto-Amino-Ester (10) hatte man in einem anderen Ansatz wie folgt erhalten.

48 mg (0. 1835 mMol) Hydrochlorid (9) nahm man in ein Gemisch bestehend aus 25 ml
kalten Essigesters (+5% Methanol), 10g Eis, 5 ml Im Natriumcarbonatlosung und
Natriumchlorid bis zur Sittigung auf. Die wissrige Phase extrahierte man weitere
2x mit je 20 ml eiskalten Essigesters und wusch die org. Phasen hernach 2x mit je
10 ml gesittigter, kalter Natriumchloridlosung. Die org. Phasen wurden vereinigt,
iiber wasserfreiem Natriumsulfat *10 wihrend 15 Min. getrocknet (Kiihlung), durch
Watte filtriert und am RV bei ca 20-30° vom Losungsmittel befreit, Den anfallenden
schwach gelben, spontan kristallisierenden Riickstand trocknete man (30 Min. /0, 01
Torr/RT) und wog 37 mg (0. 1645 mMol) 89, 6% bezﬁ%lich (9) rohes Keto-Amin (10).
Das rohe Keto~Amin sublimierte *42 (0. 008 Torr/45") man in 3 Portionen und er-
hielt 28 mg (0. 1244 mMol) 67. 7% beziigl. (9) farbloses, kristallines und DC *12
(Essigester:Methanol = 1:1) -einheitliches Keto-Amin (10). NMR, IR, MS und die
opt. Drehung stimmen mit den von W, Fuhrer ermittelten Daten des auf anderem
Wege erhaltenen Keto-Amins' (10) iiberein, (vgl. Diol-Methode, 2.2.3.3.)

Keto-Amin (10)

IR CHClg Banden u.a. bei: 3320w, 3020 Schulter, 2970s, 2950s, 2880s,
17355, 1460m, 1435s, 1405m, 1395w, 1382m, 1365m, 1320m,
1292m, 1268w, 1168s, 1100m, 1050s, 995m cm™".

NMR CDCl, 3.69 (s, 3H), 3.30-2.90 (m, 1H), 2.80-1,50 (m, 9H), 1.02
A - 60 (s, 3H), 0.98 (s, 3H) ppm.

MS DI 45° 226/0. 5, 225/M* 1, 197/4, 194/6, 170/3, 169/29, 149/3, 108/1,
97/10, 967100 .

opt. Drehung Chloroform, c = 0,525) 589 nm + 69.5°, 546 nm + 84.2°, 436
nm + 1960, 405 nm + 2:860, 365 nm + 648°.

mp 56.5 - 57° ( 1x sublimiert)

DC *12 Rf 0.3 (Essigester:Methanol = 3:1)

* 39 methanolische Salzsiure, HC1-Gas aus der Bombe durch konz. Schwefelséure
geleitet. Diese Stammldsung (jeweils ca 6-7 n) verdiinnte man entsprechend
mit abs. Methanol und titrierte gegen Methylrot.

* 40 Dass es sich bei diesem Flecken um den deprotonierten Amino-Ester ( 10)
handelt, konnte durch DC-Vergleich mit isoliertem Amino-Ester (10) gezeigt
werden.

* 41 Keto—({\mino-Ester kann in reiner, kristalliner Form ohne starke Zersetzung
bei 0° aufbewahrt werden (ca 1 Monat). Bei RT zersetzt er sich in ca 1 Tag
und wird dabei rotbraun.

* 42 Die Sublimation gelingt nur unter grossen Substanzverlusten. Dabei ist da~
rauf zu achten, dass das Sublimationsgut nicht iiber den Schmelzpunkt des
kristallinen Rohproduktes erhitzt wird, ansonst ein klebriges rotbraunes Oel
entsteht, aus welchem kein Amino-Ester mehr gewonnen werden kann.
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Amin-Oxim (11)
Die 257 mg (0. 994 mMol) Keto-Amin-Hydrochlorid (9) des oben beschriebenen An~
satzes loste man unter Feuchtigkeitsausschluss und Argon in 38 ml abs. Methanol,
versetzte nacheinander unter jeweiligem Lisen mit 790 mg (ca 10 Mol3guivalente)
wasserfreiem Natriumacetat *43 und 334 mg (ca 5 Moliquivalente) Hydroxylamin-
Hydrochlorid *44, Die schwach gelbe und klare Losung erhitzte man fiir 45 Min. un-
ter Argon zum Riickfluss. Danach liess man erkalten und entfernte das Methanol
bis auf ca 1 ml am RV *46. Den anfallenden Brei nahm man in 10 g Eis, 15 ml
1m Natriumcarbonatldsung auf, transferierte in einen Scheidetrichter * 47, siittigte
mit Natriumchlorid und extrahierte 1x mit 90 ml und 3x mit je 60 ml eiskaltem
Essigester (wenig Eis zugeben). Die org. Phasen wusch man 2x mit je 10 ml kalter
gesittigter Natriumchloridldsung, vereinigte sie und trocknete 30 Min. {iber Natrium-
sulfat *10, filtrierte durch Watte und entfernte das Lésungsmittel bei 30%m RV.
Das rohe Oxim transferierte man mit 5 ml abs. Benzol durch wenig Watte in einen
250 ml Birnkolben, entfernte das Lisungsmittel erneut am RV bei 30°, trocknete
(1h/0. 03 Torr/RT) und wog 236 mg (0. 984 mMol) 99% beziiglich (9) rohes, fast
vollstindig durchkristallisiertes Amin-Oxim (11) von schwach gelber Farbe. Im
DC *12 (Essigester:Methanol = 1:2) waren 2 langgezogene Flecken (vermutlich syn-
und anti-Oxim) mit den Zentren bei Rf 0.2 und Rf 0. 36 neben einem Schatten vor
dem schnelleren und hinter dem langsameren Flecken erkennbar. Dieses Produkt
setzte man ohne weitere Reinigung in der nachfolgenden Fragmentierung ein. Analog
ausgefiihrte Ansitze zu héchstens 500 mg (8) ergaben vergleichbare Ergebnisse.
Eine analog hergestellte, bei 0~ dickschichtchromatographierte *14
Probe des Oxims' (11) (Essigester:Methanol 1:3) ergab die folgenden analytischen
Daten *47. Auf Grund der Intensititen der Methylgruppensignale bei 1. 18 resp.
0. 92 ppm mit den zugehérigen schwachen Satelliten bei 1. 32 resp. 0.82 ppm im
NMR, kann das Vorliegen zweier diastereomerer Oxime im Verhiltnis von ca 1:4
vermutet werden.

Amin-Oxim (11)

IR CHCl, Banden u,a. bei: 3580m, 3360-2450 breit, 2970s, 2955s, 2880m,

= 17355, 1650w, 1605w, 1465m, 1440s, 1385m, 1372, 1350m,
1325m, 1295m, 1175s, 1000m, 940 breit,840w cm™1,

3 6. 54 (s, breit, 2H), 3. 70 (s, 3H), 3.40-3.00 (m, 1H),

3.00-2.15 (m, ca 8H), 2.15-1.40 (m, 3H), 1,32 (CHg ~ s, ca
T - 60 0.6H), 1.18 (CH3 - s, ca 2.4H), 0.92 (CHg - s, ca 2, 4H), 0. 82
(CH3 - s, ca 0,6H), ppm.

MS Di 80° 241/0.1, 240/M%0. 3, 222/4, 191/15, 182/5, 181/21, 149/19,
= 141/14, 1II7£‘E_QT’, /39, 109/15, 108/38, 107/14, 106/6,
99/17, 81/44, 55/100, etc.

NMR CDC1

* 43 Natriumacetat wasserfrei, Fluka puriss.

* 44 Hydroxylamin-Hydrochlorid, Fluka puriss.

* 45 moglichst wenig Restvolumen, Achtung auf Spritzverluste gegen Ende des
Einengens.

* 46 moglichst wenig Wasserphase, Oxim ist sehr gut wasserloslich.

* 47 auf eine vollstindige Charakterisierung wurde infolge der Instabilitiit bei der
Chromatographie von (11) zur Trennung der Isomeren Oxime verzichtet.

* 48 abs. Chloroform, Merck p.a. vor Gebrauch durch bas. Alox, Akt. 1 (Woelm).
filtriert.

* 49 starker Strom, aus der Bombe durch HoSO4 konz. geleitet. Fiir gréssere
Ansitze leitete man fiir 1 Min. HC1-Gas ein (ca 22 ml= 1mMol).
Dieses Vorgehen schiitzte die Aminogruppe in (11) durch Protonierung gegen
einen Angriff des Thionylchlorids.




- 63 -

(+)-Methyl-Imin (12) Ring~D Vorldufer

Die 236 mg (0. 984 mMol) des oben beschriebenen rohen Oxims (11) 1oste man in
29. 6 ml abs. Chloroform *48 und leitete fiir 30 Sek. unter Feuchtigkeitsausschluss
trockenes HC1-Gas *49 ein. Danach tropfte man unter magnet. Riihren, Argon und
Feuchtigkeitsausschluss schnell 1. 78 ml (25 Moliq uivalente) Thionylchlorid *50 zu.
Man verschloss den Kolben unter Argon mit einem Schliffhahn (Schliff mit Parafilm
abdichten) und riihrte die schwach braune klare Losung unter Lichtausschluss fiir
15 Min. bei RT (25°). Die nun stiirkér braune Losung kiihlte man im Eiswasserbad
auf 00, entfernte liberschiissiges Thionylchlorid und das Chloroform bei 0° am HV
(Dauer ca 12 Min, ) und trocknete *51 (35 Min, /0. 04 Torr/RT) das braune Oel. Man

" entliiftete mit trockenem Argon, loste den Riickstand in 36 ml abs. Chloroform *48,

gab 4. 3g Piperidino-Methyl-Polystyrol *52 zur Entfernung von HC1 und Thionyl-
chlorid zu und rithrte wihrend 30 Min. bei RT. Anschliessend filtrierte man die nun
gelbbraune Losung durch eine mit Cellite belegte Stickstoffnutsche, wusch die Poly-
merbase 4x mit 20 ml abs, Chloroform *48 und entfernte das Losungsmittel am
RV bei 30-400, Nach Trocknung (2h/0. 04 Torr/RT) wog man 216 mg gelbbraunes
Rohprodukt, das im DC *12 (Essigester:Methanol 3:1) neben dem Hauptflecken bei
Rf 0. 36 drei schwache Nebenflecken unbekannter Natur bei Rf 0.1, Rf 0.25 und Rf
0.6 aufwies. Das Rohprodukt chromatographierte man deshalb an 3 neutralen Alox-
platten *53 (Methylacetat:Benzol 1:1) und wog nach Elution (Methylacetat:Methanol =
4:1), Entfernung des Losungsmittels am RV und Trocknung 170 mg gelbes Methyl-
Imin. Aus den rechromatographierten Randzonen erhielt man weitere 3 mg Methyl-
Imin. Die vereinigte Menge (173 mg) destillierte man bei 0. 02 Torr/ 136-140° im
rotierenden Kugelrohr durch 2 Kugeln und erhielt 165.7 mg (0. 746 mMol) farbloses,
tliges Methyl-Imin, das im DC *12 (Essigester:Methanol 3:1) neben dem Haupt-
flecken bei Rf 0. 36 nur noch einen schwachen Nebenflecken bei Rf 0. 1 unbekannter
Natur aufwies.

Das so erhaltene Produkt kristallisierte man {iber Nacht unter Animpfen aus ca 1 ml
Aether und ca 1.5 m! Hexan (langsam zugeben bis die Logsung eben nochnicht triibt)
bei 0° und erhielt klotzige, farblose Kristalle (mp 39-40"). Am Morgen gab man
nochmals ca 1 ml Hexan hinzu, stellte in den Kiihischrank und erhielt nochmals
farblose, kleinere klotzige Kristalle. Aus der Mutterlauge erhielt man durch Rechro-
matog(rag)hieren und Redestillieren 20. 4 mg &liges, jedoch DC-einheitliches Methyl-
Imin (12). -

Ausbeute

1. Kristallisat 143 mg (0. 644 mMol)

rechrom. Mutterlauge 20.4 mg 50. 092 mMol) ]

total 163. 4 mg (0, 736 mMol) 74. 1% beziigl. N-Acetyl-Keton (8)

* 50 Thionylchlorid, Siegfried AG Zofingen, {iber Leintl unter Ny destilliert.

* 51 Es ist auf sorgfiiltigstes Trocknen zu achten, Noch vorhandenes Thionyl-
chlorid beeintrichtigt die Ausbeute.

* 52 Piperidino~Methyl-Polystyrol, 2.9 méiquiv/g wihrend 48h/0.01 Torr getrocknet.

* 53 Aluminiumoxid PF (Typ E) zur Schichtchromatographie, Merck, 20x20x0. 1
cm Platten, Methytofinin ist auf der Platte sehr schwer zu erkennen (UV-Licht).
An der Front ist er jedoch durch ein scharfes rot-braunes Band von Verunrei-
nigungen begrenzt. Der hintere Rand ebenso durch eine schwach gelbe Zone
(Verunreinigungen) Am besten gelingt die Lokalisierung von Methyl-Imin auf
der bfis zu einem schmalen Streifen mit Alufolie abgedeckten Platte in Jod-
dampf.
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Die Kristalle und die rechromatographierte Mutterlauge dieses Ansatzes waren
gemiss IR und DC identisch mit einem nach gleicher Vorschrift erhaltenen Nach-
schubmaterial, dessen spektroskopische Daten nachstehend aufgefiihrt sind. Diese
Daten, nimlich IR, NMR, MS, opt. Drehung und DC, dokumentierten Identitt mit
dem von W, Fuhrer nach der Diol-Methode erhaltenen Methyl-Imin (12).

Die Gesamtausbeute an Methyl-Imin (12) fiir den obigen Ansatz (Kristalle und re-
chrom. Mutterlauge) betrug 38% (bez. (+)-Keto-Lactam (1) ). W, Fuhrer erzielte
nach den urspriinglichen Methoden reproduzierbar 16-20% (bez. (1) ) 1x chromato-
graphiertes und kugelrohrdestilliertes Methyl-Imin. Nach einer anderen, nicht
reproduzierbaren Methode (Keton-Methode) lag die Ausbeute an chromatographier-
tem und kugelrohrdestilliertem Methyl-Imin bei ca 28% (bez. (1) ).

Charakterisierung von Methyl-Imin (12).

Das Material stammt (mit Ausnahme desjenigen der Elementaranalyse) aus mehreren
analog nach obiger Vorschrift durchgefiihrten und gleich verlaufenen Nachschuban-
sitzen. Dabei waren die 1x chromatographierten Produkte der einzelnen Ansiitze
vereinigt, zusammen destilliert und anschliessend kristallisiert worden (mp

39-409), Die Elementaranalyse war friiher mit Material nach den von P, Dubs und

W. Fuhrer ausgearbeiteten Vorschriften der Diol-Methode ausgefiihrt worden,

Methyl-Imin (12)

IR CHCl
Abb. 9
NMR CDClq
HA - 100
Abb. 10
NMR CgDg

HA - 100
Abb. 11

Ms 200°

opt. Drehgg
1np

DC *12
C12H18N20,
MG 222

Banden u. a. bei 3020m, 2970sh, 2950s, 2860m, 2250m
(Nitrilgruppe), 1735s (Methylestergruppe), 1655sh, 1645m
verbreitert ( ¥ C=N), 1635sh, 16?5w, 1460m, 1440s, 1420sh,
1380s, 1305w, 1165s, 995m cm™"

4,18-3.90 (m, 1H), 3.73 (s, 3H) (Methylestergruppe),
3.45-3.15 (m, 1H, 2.68-2.10 (m, 5H), 2.00-1,80 (m, 5H),
darin bei 1.97 triplettoides Signal der Imin-Methylgruppe
(J = 2Hz). 0.98 (s, 3H) (anguliires Methyl)ppm.

4.10-3.75 (m, 1H), 3.60-2.95 (m, 4H), darin bei 3. 35 (s, Methyl-
estergruppe), 2.20-1.05 (m, 10H), darin bei 1, 50 triplettoides
Signal der Imin-Methylgruppe (J = 2Hz), 0. 32 (s, 3H) (anguliires
Methyl) ppm.

223/1.7, 222/M*10, 192/4, 191/28, 182/9, 181/40, 150/5,
149/38, 111745—1'!&, /36, 121/64, 120/5, 109/22, 108/54,
107/22, 106/8, 99/22, 95/11, 94/12, 85/7, 81/53, 80/10,
79/12, 74/12, 61/16, 59/10, 56/8, 55/100.

Chloroform, ¢ =1, 589 nm + 72.5°,
39-40°, (Aether/Hexan)

Rf 0. 36 (Essigester:Methanol = 3:1)

H 8.16 N 12.60 %

H 8.25 N 12.55 %

ber. C 64.84
gef. C 64,35
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Diskussion

Im IR-Spektrum erscheint die schwache Nitrilbande bei 2250 cm™ 1. Die verbreiterte
Bande bei 1645 ¢cm ~ ist der C=N Absorption der Methyl-Imin Struktur zuzuordnen.

NMR (CDCl,-Spektrum)

- Methylestergruppe bei 3. 73 ppm als scharfes Singlett.

- Vicinale Methylenprotonen in < -Stellung zum Imin-Stickstoff: komplexes ABX-
System:
A-Teil: m zentriert um 4,03 ppm, JAB ca 16 Hz, JAX ca 7 Hz.

B-Teil: m zentriert um 3. 32 ppm, Jpp Ca 16 Hz, JBX ca 7 Hz.

?as ABX-?ystem ist zusitzlich long-range gekoppelt mit der Imin-Methylgruppe

J ca 2 Hz).

Evidenz: Im Spektrum des Trideuteromethyl-(12) (vgl. 2.2.3.2.) ist der AB- Teil

des ABX- Systems in der zu erwartenden Weise durch Wegfallen der long-range

Kopplung deutlicher strukturiert (vgl. Abb. 13A). Die long-range Koppelung ist

ebenfalls durch Wegfallen der triplettoiden Signalstruktur der Imin-Methylgruppe (um

1. 92 ppm) in Dideuteromethylen-(12) (vgl. Abb. 12) bestiitigt.

Der X- Teil des ABX~- Spektrums wurde durch ein Doppelresonanzexperiment im

NMR )des Trideuteromethyl- (12) als Multiplett um 2. 5 ppm nachgewiesen (vgl. Abb,

13B).

- Angulidre Methylgruppe: scharfes Singlett bei 0. 98 ppm.

(c 6—DG)' Spektrum: Der Vergleich der beiden Aufnahmen in Deuterobenzol resp.

Deuterochloroform lisst eine drastische Verschiebung um 0, 38
ppm fiir die Methylestergruppe und um 0. 66 ppm ( ! ) fiir die anguléire Methylgruppe
erkennen. Die Methylestergruppe erscheint als scharfes Singlett bei 3. 35 ppm, die
angulire Methylgruppe bei 0. 32 ppm,

Der A- Teil des ABX- Systems erscheint als Multiplett um 3. 90 ppm, der B~ Teil

als Multiplett um 3. 11 ppm zentriert (Koppelungskonstanten gleich wie im CDClg-

spektrum). Dastriplettoide Signal (J ca 2 Hz) fiir die Imin-Methylgruppe erscheint
bei 1. 5 ppm.

- In beiden Spektren werden keine Banden, welche auf Diastereomerenanteile hin-
deuten wiirden festgestellt, Das Methyl-Imin (12) ist auf Grund der NMR-Spektren
frei von Seitenkettendiastereomeren.

Konfiguration:Die Essigsiureseitenkette in (12) steht cis zum anguliren Methyl.

Eine eventuell bei der Reduktion des Thiolactams (5) auftretende Epimerisierung

dieser Seitenkette konnte von W. Fuhrer auf Grund der Resultate der Reduktion

mit deuteriertem Raney-Nickel (vgl. 2.2, 3.2.) ausgeschlossen werden, da dabei

kein Deuterium an der Ringverkniipfungsstelle der Essigsiureseitenkette eingebaut

worden war. Die Konfiguration wird auch durch die Tatsache bestitigt, dass iden-
tisches (12) auch nach der Diol-Methode erhalten wird.

Die Chiralitiit von (12) ergibt sich durch die Verwendung des (-)- Enantiomeren der
Dilactonsiure (A). (-)-A ist das Spiegelbild von (+)-A, fiir wel-
ches die Chiralitét durch Verkniipfung mit einem Abbauprodukt
von Vitamin-B, o feststeht.(vgl. Schema 1 unter 2.2.1.).[9, 37]

Weiter ergibt sich die Richtigkeit der Konfigurations- und Chiralitétszuordnung von
(12) aus der Verwendung von (12) als Ring-D Vorliufer zur Synthese von Cobyrin-
siure-hexamethylester-f-Amid (24) [12] [13] , welches mit dem aus Vitamin
B9 gewonnenen gleichen Produkt identisch ist.

Reaktionsbedingungen: In zahlreichen Nachschubansétzen nach den definitiven Be-
dingungen, ausgehend von hichstens 500-600 mg (8), erzielte man Gesamtausbeuten
von 28-38 % bez. (+)-Keto-Lactam (1).

Bei der Fragmentierung ist vor allem darauf zu achten, dass geniigend HC1-Gas
zur Protonierung des Amin-Oxims (11) (Zur Verhinderung eines Angriffs von
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Thionylchlorid) eingeleitet wird. Weiter ist nach Entfernung des Chloroform/
Thionylchloridgemisches an gutem HV zu trocknen. Es zeigte sich, dass beide Fak-
toren die Ausbeute an Methyl-Imin merkbar beeinflussen.

Der Erfolg der Fragmentierung hiingt von der verwendeten Thionylchloridmenge ab.
Eine systematische Bearbeitung der von P. Dubs und W. Fuhrer erstmals durch-
gefiihrten Fragmentierung (100 Molédquivalente Thionylchlorid) fithrte zu den oben
beschriebenen, optimierten Bedingungen (25 Molégquivalente), Die Ausbeute konnte
somit von durchschnittlich 50% bez. (8) auf 70-75% erhoht werden.

Im weiteren wurden nochmals neue Fragmentierungsreagenzien untersucht, wobei
sich herausstellte, dass Trifluoracetanhydrid in Dimethoxiithan bei RT/45 Min. in
ca 60% Ausbeute bez. (8) das mit HC1-Gas protonierte Oxim (11) zu rohem Methyl-
Imin fragmentierte. Als Nebenprodukt dieser mild
verlaufenden Fragmentierung entsteht auf Grund von
NMR-Indizien vermutlich das trifluoracetylierte,

zum Methyl-Imin tautomere Enamin (13) in va- H,COo0C

riablen Ausbeuten. Diese Variante der Fragmen- 0O
tierung wurde leider nicht zur prédparativen Reife

ausgearbeitet. In einem Fragmentierungsansatz

mit auf anderem Wege gewonnenen Amin-Oxim (11) CFy

(Keton-Methode) versuchte 'W. Fuhrer nach der
Fragmentierung eine wéssrige Aufarbeitung , d.h.
Zerstorung des nicht eingeengten, eisgekiihlten
Fragmentierungsgemisches (Thionylchlorid in H3COOC
CHClg) mit 10-n Kaliumcarbonat bei 0° und an-

schliessendes Extrahieren des rohen Methyl-Imins

mit Chloroform. Der Weg erwies sich als grund-

sétzlich begehbar. Methyl-Imin (12) wurde dabei, bedingt durch eine andere Her-
stellungsart des Hydrochlorids (9), mit zusitzlichen, jedoch chromatographisch
abtrennbaren Verunreinigungen erhalten.

(13)

Der Fuhrer'sche Deuterierungsversuch von Methyl-Imin (12) (vgl. 2. 2. 3. 2.) doku-
mentiert die leichte Enolisierbarkeit des Imin-Methyls in (12).
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2.2.3. Vorversuche zur Synthese des Ring-D Vorléufers: Methyl-Imin (12).

2.2.3.1. KETON - METHODE, Versuche zur Synthese von Methyl-Imin (12) via
eine direkte Reduktion von (+)-Keto-Thiolactam (14).
(Versuch ausgefiihrt von W. Fuhrer)

COOCH,

(15)

Hyco0C (12) (9)

(+)-Keto-~Thiolactam (14) *54

478 mg (2 mMol) (+)-Keto-Lactam (1) *2 wurden in 50 ml Tetrahydrofuran *17 ge-
16st und mit 888 mg (4 mMol) Phosphorpentasulfid *18 versetzt. Die Suspension
wurde wihrend 5h unter Argon und Lichtschutz bei RT magnetisch geriihrt. Im
Verlaufe der Reaktion bildete sich eine weisse Gallerte, welche sich an den Win-
den festsetzte. Man filtrierte durch Cellite, wusch 2x mit 10 ml abs. Tetrahydro-
furan *17 und 2x mit 20 ml abs. Methylenchlorid nach und engte das Filtrat am RV
bei 30-40° ein, Nach Trocknung wihrend 2h bei RT/0.01 Torr wog man 1. 4g kri-
stallisierendes Oel *55. Zur Entfernung der Phosphorverbindungen chromatogra-
phierte man an 100 g Kieselgel *23 zuerst mit abs. Methylenchlorid (250 mi), dann
mit abs. Methylenchlorid: Essigester (5:1) (250 ml) und schliesslich mit abs. Me-
thylenchlorid : Essigester (3:1) (500 ml) und eluierte dabei 430 mg (84. 3% bez. (1))

* 54 Die Herstellung erfolgte im wesentlichen nach Vorschrift von R. Wiederkehr.
Diss. ETH, 1968. Die Verwendung von nur 2 Moliquivalenten PySs (statt 10),

sowie eine modifizierte Aufarbeitung ergaben eine Ausbeutesteigerung.

* 55 Das Oel muss gut vom THF befreit werden, ansonst Phosphorverbindungen
miteluiert werden.

* 56 Raney-Nickel, Fluka puriss, gebrauchsfertig unter Wasser. Die beschriebenen
Ausbeuten wurden nur mit Raney-Nickel einer bestimmten Flasche erreicht.
Fiir den obigen Ansatz und die Herstellung des deuterierten Raney-Nickels
verwendete man Raney-Nickel derselben Flasche.

* 57 Natriumcarbonat, Merck, wasserfrei p.a.
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diinnschichtchromatographisch *12 (Essigester) einheitliches, kristallines
(+)~-Keto-Thiolactam (14). Dieses Produkt wurde aus Methylenchlorid/Hexan um-
kristallisiert, wobei 402 mg 1. Kristallisat vom mp 139-140° und 17 mg 2. Kri-
stallisat vom mp 138-139° erhalten wurden. Die beiden Kristallisate waren DC
einheitlich.

Aus den Mischfraktionen der S#ulenchromatographie konnten durch Diinnschicht-
chromatographie *12 und anschliessende Kristallisation aus Methylenchlorid/Hexan
weitere 9.5 mg Keto-Thiolactam vom mp 137-1380 erhalten werden.

Ausbeute

1. Kristallisat 402 mg (1.575 mMol) 78.6 % 139-1402

2. Kristallisat 17  mg (0. 0672 mMol) 3.3% 138-1390

Aus Mischfraktion _ 9.5 mg 50. 037 mMolE 1.8 % 137-138

total .o mg (1. mMo. 1 % bez. (+)-Keto-(La)wtam
: 1

 Das erhaltene Keto-Thiolactam war diinnschichtchromatographisch und IR-spektro-
skopisch mit dem von R. Wiederkehr *54 beschriebenen Material identisch, (R.W.
74.6%, mp 129-136°,)

Keto-Amin (10)

101. 6 mg (0.4 mMol) kristallines (+)-Keto-Thiolactam (14) vom mp 139-140%wur-
den in einer Mischung von 9 ml Dioxan und 6 ml Wasser geldst. In einem 100 ml
Rundkolben wurden ca 3.5 g Raney-Nickel *56 in 40 ml Dioxan/Wassergemisch

(3:2) aufgeschlimmt und mit einem 2 cm langen Magnetriihrer intensiv geriihrt, Die
(+)-Keto-Thiolactam-Losung wurde im Verlaufe von 2 Minuten zugetropit und die
Suspension wihrend weiterer 40 Min. bei RT gut geriihrt. Man liess das Raney-
Nickel absetzen und filtrierte die iiberstehende Losung durch Cellite in einen Kolben
mit 1 ml 6n-Salzsiure/Hs0. Das Raney-Nickel wurde noch 2x mit 8 ml Dioxan-Was-
ser (3:2) aufgeschlimmt und die iiberstehende Lsung erneut abfiltriert. Das farb-
lose Filtrat engte man am Rotationsverdampfer bei 40-500 ein und trocknete den
Riickstand bei RT/0. 1 Torr wihrend lh. Danach wog man 81 mg glasig erstarrtes,
rohes (+)-Keto-Amin-Hydrochlorid (9) entsprechend 78 % bezliglich (+)-Keto-Thio-
lactam (14).

Das zuriickgebliebene Raney-Nickel wurde wihrend 10 Min, bei RT mit 10 ml 3n-Es-
sigsiure verriihrt. Man filtrierte die griine, iiberstehende Lésung ab, fillte die
Nickelsalze durch Zugabe von festem Natriumcarbonat *57 (bis pH 9) unter Eiskiih-
lung und extrahierte die Suspension 4x mit eisgekiihltem Methylenchlorid. Die Ex-
trakte wurden vereinigt, liber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Filtrat

mit einigen Tropfen methanolischer Salzsiure *39 versetzt. Nach Einengen am RV
und Trocknung am HV resultierten weitere 12 mg (8, 6% bez. (14)) rohes Keto-Amin-
Hydrochlorid (9).

Die beiden Rohprodukte zeigten im DC *12 (Essigester:Methanol = 3:1) (Hydrochlorid
des Keto-Amins direkt aufgetragen) das gleiche Bild:

Hauptfleck: Keto-Amin (10) *58 bei Rf 0.6, davor ein schwacher Nebenfleck unbe-
kannter Natur; schwacher Fleck am Start und davor (Rf ca 0, 1) langgezogener mit
Jod langsam anfirbender Fleck fiir (+)-Amino-Alkohol (15) (ca 20%;s Identifizierung
und Charakterisierung cf. unten).

Die beiden Rohprodukte wurden deshalb vereinigt und infolge der thermischen In-
stabilitét des freien Keto-Amins (10) * 59 direkt als Hydrochlorid (9) ohne weitere
Reinigung durch Oximierung nach der in 2. 2. 3. 3. beschriebenen Vorschrift zum
Amin-Oxim (11) umgesetzt.

* 58 freies (+)-Keto-Amin ist thermolabil. Es wurde deshalb in der stabileren,

: protonierten Form als Hydrochlorid isoliert.

* 59 Chaxz-al;tezr)isierung und Isolierung des freien (+)-Keto-Amins (10) (vgl. 2. 2.3.3.
und 2, 2, 2).
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Man erhielt 72 mg (75% bez. (14) ) rohes Amin-Oxim, welches im DC *12 (Essig-
ester/Methanol 1:2) einen langgezogenen Hauptfleck, einen ebenfalls langgezogenen
Fleck am Start (Amino-Alkohol (15) }, sowie zwei weitere schwache Flecken bei
grosseren Rf-Werten zeigte.

Dieses Produkt wurde direkt der Fragmentierung zugefiihrt, wobei der Amino-Al-
kohol nicht storte und chromatographisch von Methyl-Imin abgetrennt werden konnte.
Bei der Aufarbeitung wurde anstatt Polymerbase wissrige Base verwendet.

Fragmentierung

Die 72 mg des obig erhaltenen Oxims léste man in 40 ml Chloroform *48, leitete
wéhrend 1 Min, unter Feuchtigkeitsausschluss trockenes HC1-Gas *49 in die Re-
aktionslosung ein, versetzte mit 4 ml (ca 100 Moldquivalente) Thionylchlorid *50

und liess das Reaktionsgemisch wihrend 15 Min. bei RT stehen. Danach kiihlte man
dieses mit Eis, versetzte unter Riihren mit 25 ml 10-n Kaliumcarbonat~L&sung
(starkes Aufschiumen) (Dauer ca 5 Min, ). Nach weiteren 10 Min. bei 0° trennte man
die organische Phase ab, wusch die Wasserphase 3x mit Chloroform und 1x mit Essig~-
ester, Die org. Phasen wusch man 1x mit geséttigter KCl-Losung, vereinigte sie,
trocknete iiber Natriumsulfat und entfernte die Losungsmittel am RV. Nach Trocknung
(RT/0.1 Torr) wog man 51 mg (bez. (14) ) sliges Rohprodukt, das im DC *12
(Essigester/Methanol 3:1) neben dem Hauptfleck fiir Methyl-Imin (12) einen langge-
zogenen Flecken fiir Amino-Alkohol (15), sowie 2 weitere schwache Nebenflecken
zeigte. Das Rohprodukt chromatographierte man auf einer frisch aktivierten Silikagel~
Dickschichtplatte *14 (Essigester/Methanol 3:1) und eluierte mit Methylacetat 25.2 mg
(28.4% bez. Keto~Thiolactam (14) schwach gelbes Methyl-Imin. Durch Rechromato-
graphie der Randzonen des obigen Chromatogramms erhielt man weitere 1. 5 mg DC
einheitliches Methyl-Imin. Die vereinigten chromatographierten Produkte destillierte
man im Kugelrohr bei 1100/0,01 Torr. Man erhielt 25 mg (28. 2 % bez. (14) ) DC
einheitliches Methyl-Imin (12). als farbloses Qel. Die 25 mg Methyl-Imin aus dem
obigen Ansatz wurden zusammen mit 17 mg Methyl-Imin gleicher Qualitt (er-

halten aus verschiedenen, gleich ausgefiihrten Ansitzen) vereinigt und auf neutralem
Alox *53 (Benzol:Methylacetat 1:1) chromatographiert. Die Methyl-Imin haltige Zone
unterteilte man in eine Mittelzone, eine vordere und hintere Randzone. Man eluierte
mit Methylacetat aus der hinteren und vorderen Randzone zusammen 16 mg praktisch
reines Methyl-Imin. Die Mittelzone enthielt 23 mg Methyl-Imin, das im Kugelrohr
destilliert wurde. Von dieser ligen Probe liegen die folgenden Daten vor, welche

mit den entsprechenden des unfer 2. 2. 3. 3. beschriebenen Methyl-Imins iiberein-
stimmen,

opt. Drehung (c = 0.615, Chloroform) 589 nm + 69, 2°,
IR CHCl, Banden u.a. bei: 3020sh, 2055, 2860w, 2250w, 17355, ]645m,
- 1470m, 1440s, 1380s, 1305m, 1260m, 1165s, 995w cm~1,
NMR CDCl1 4.27-3.75 (m, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.55-3.00 (m, 1H),

3
A -60 2,65-1,50 (m, 10H), 0.95 (s, 3H) ppm.

Das obige NMR-Muster wurde nach Einengen des Losungsmittels im Kiihlschrank
aufbewahrt. Dabei kristallisierte das Methyl-Imin erstmals (mp 38"). Das gesamte
(incl. zuriickgewonnene Material der Spektren) olige, destillierte Material aus der
Mittelzone wurde vereinigt und 2x aus Aether/Hexan bei -20° umkristallisiert, dabei
erhielt man 15 mg grosse, farblose Kristalle mit mp 39-40", Die folgenden Daten
dieser kristallinen Probe stimmen mit den entsprechenden Daten des friiher er-
haltenen Methyl-Imins iiberein.

C12H1N902 ber. C 64.84 H8.16 N 12.60 %
MG: 222 gef. C 64.39 H 8.11 N12.43%
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NMR CDClg geringe Verunreinigung bei 3. 36 ppm (schwaches s}, 1.26

HA - 100 ppm (schwaches breites Signal).
Die Bandenauflgsung ist in diesem Spektrum schlechter als die
in Abb. 10 wiedergegebene. Insbesondere zeigt das Signal der
Imin-Methylgruppe keine triplettoide Aufspaltung, sondern ist
nur schwach verbreitert.
4,15-3. 80 (m, 1H), 3.65 (s, 3H), 3.50-3,15 (m, 1H), 2.52-2.13
(m, 5H), 2.13-1.76 (m, 5H), darin Imin-Methyl-s 1.92, 0.95
(s, 3H) ppm.

Ms  80° 223/3, 222/M*6,191/16, 181/24, 149/23, 141/18, 108/43,
107 16,1'6é7rb, 9/19, 95/9, 94/10, 85/1, 81/45, 80/10, 719/12,
n4/9, 68/, 61/17, 58/11, 56/14, 55/100, etc.

DC *12 Rf 0. 39 (Methanol/Essigester 1:4)

(+)=Amino-Alkohol (15)

Zur Isolierung und Charakterisierung des (+)-Amino-Alkohols (15) wurde in einem
analogen, gleich grossen Ansatz das rohe (+)-Keto-Amin-Hydrochlorid haltige Ma-~
terial (94 mg) mit Eis und 2 ml 2n Natriumcarbonat-Losung versetzt, die Losung
mit Natriumchlorid gesittigt und 3x mit eiskaltem Methylenchlorid extrahiert. Der
Extrakt wurde unter Kiihlung {iber Natriumsulfat *10 getrocknet, bei 5-15° am R V
eingeengt und der Riickstand wihrend 3 Min. /0.1 Torr unter Eiskiihlung getrocknet,
Man erhielt 75 mg eines gelben Oeles, das man sofort auf einer Silikagel~Dickschicht-
platte *14 (Methanol:Essigester 1:3) bei ca 0-30 (Eiskiihlung der Wanne) chromato-
graphierte. Man eluierte mit kaltem Methylacetat aus der schneller wandernden
Hauptzone (Rf ca 0.6) 41 mg (+)-Keto-Amin (10) (46% bez. (+)-Keto-Thiolactam
(14) ) und aus der langsameren Hauptzone (Rf ca 0. 1) 20 mg (+)-Amino-Alkohol (15)
(22% bez. (14) ).

Zur weiteren Reinigun% des Amino-Alkohols (15) wurde dieser im Gradientenrohr
bei 0,01 Torr/100-110° Ofentemperatur destilliert, das dabei anfallende rohe
Kristallisat kristallisierte man aus Hexan und trocknete die anfallenden Kristalle
wihrend 15h am HV, Dieses Material zeigte folgende analytischen Daten.

(+)-Amino-Alkohol (15)

C12H21NO3 ber. C 63.41 H 9. 31 N6.16 %
MG 227 gef. C 63.11 H9.14 N 5.90 %
IR CHCl3 Banden u, a. bei: 3620w, 3340w breit, 3140wbreit, 2960s,

2875m, 1730s, 14356s, 1380m

1340m, 1170m, 1065m, 1020m,
995m, 950w, 870w breit cm™L,

NMR CDCl, 4.0-3.79 (m, 1H), 3.67 (s, 3H), 3.25-2.95 (m, 1H), 2.76-2.50
A-80 (m, 1H), 2.40 (s, 2H, verschwindet bei Zugabe von Dy0),
2, 38-1.47 (m, TH), 1.08 (s, 3H), 0.91 (s, 3H) ppm.
Ms 62° 228/5, 227/M*/15,212/9, 196/12, 182/6, 170/5, 169/25,
168/10 TTh4/6, 111/8, 110/40, 109/13, 108/40,etc.
opt. Drehung Chloroform, c=0.595, 598 nm + 16.8°
mp 76 - T7° (Hexan)

LKMCS 8.28 (Methylcellosolve:Wasser = 8:2)
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DC *12 Rf 0. 2 (Methanol)

Anmerkung zur Raney-Nickel Reduktion

Bei Nachschubansitzen zur Produktion von Methyl-Imin (12) ergaben sich bei der
Reduktion des Keto-Thiolactams (14) mit Raney-Nickeln gleicher Spezifikation *56
grosse Schwierigkeiten. Es war nicht mehr moglich die gleichen Ausbeuten zu er-
reichen. Der Grund fiir diese unterschiedlichen Ausbeuten lag in der verschiedenen
Aktivitit der verwendeten Raney-Nickel, selbstk#ufliche Raney-Nickel *56 zeigen
offenbar varierende Aktivititen. Katalysatoren zu hoher Aktivitt lieferten vor=-
wiegend (+)-Amino-Alkohol (15), solche zu niedriger Aktivitit reduzierten nur un-
vollstidndig. Die von Ansatz zu Ansatz verschiedene Qualitiit k#uflicher, wie auch
selbst hergestellter Raney-Nickel erlaubte nie eine reproduzierbare selektive Re-
duktion ohne Angriff der Keto-Funktion in (14). Es entstanden stets unterschiedliche
Mengen an Amino-Alkohol (15). Es wurde deshalb die vorgingig beschriebene Methode
unter Schutz der Keto-Funktion durch Ketalisierung (Ketal-Methode) entwickelt.
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2. 2. 3.2, Beweis der Nichtepimerisierung der Essigs#dureseitenkette bei Reduktion
mit Raney-Nickel.
Reduktion von Keto-Thiolactam (14) mit deuteriertem Raney-Nickel in Dioxan/D,0.

Schema 2

|
(o] H
CH3

" (14-Enthiol) (10-Dy)
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Um zu beweisen, dass bei der Reduktion von Keto-Thiolactam (14) keine Epi-
merisierung der Essigsiureseitenkette am C-3via eine Enolisierung auftritt, wurde
(14) nach der vorher beschriebenen Methode mittels deuteriertem Raney-Nickel
[38] zum Keto-Amin (10)-Dg umgesetzt. Das gewonnene (10)-D, wurde als
Hydrochlorid (9)-Dg nach den bekannten Methoden via Oxim in Methyf—lmin (12) -D2
tiberfiihrt und dieses massenspekiroskopisch und NMR-spektroskopisch untersucht,

Herstellung von deuteriertem Raney-Nickel

Ca 10g Raney-Nickel *56 (dieser Katalysator wurde schon erfolgreich zur Reduktion
von Keto-Thiolactam (14) verwendet) wurden in 5 ml D5O *60 aufgeschlimmt und
wihrend 30 Min., bei RT magnetisch gerithrt. Danach dekantierte man das iiber-
stehende D,O mdglichst vollstindig, gab erneut 5 ml D,O zu und riihrte wiederum
wihrend 30"Min. bei RT. Diese Behandlung wiederholte man mehrmals.

Auf die Herstellung genuin deuterierten Raney-Nickels mittels NaOD/D20 wurde
wegen der Schwierigkeiten zur Herstellung eines Raney-Nickels mit def gewiinschten
Aktivitdt und der damit verbundenen Selektivitit bei der Reduktion von Keto-Thio=
lactam (14) zum Keto-Amin (10) verzichtet.

Reduktion von Keto-Thiolactam (14) und Ueberfiihrung in Dideuteromethylen-Methyl-
Imin (12)-D2.

Zur Reduktion wurde die oben wiedergegebene Vorschrift, zur Oximierung und Frag-
mentierung (Aufarbeitung mit Polymerbase) jene unter 2.2, 3. 3. beschriebene be~
folgt. Man ging von 101. 6 mg (0. 4 mMol) (+)-Keto-Tiolactam (14) *54 aus und redu-
zierte mit 3.5 g deuteriertem (Deuterierungsgrad unbekannt) Raney-Nickel in 60 ml
Dioxan/DyO *60 (3:2). Nach der unter 2. 2. 3. 3. beschriebenen Oximierung resp.
Fragmentierung erhielt man 9 mg (0. 0405 mMol) (ca 10% bez. (14)) *61 2x chromato-
graphiertes und 1x kugelrohrdestilliertes, farbloses, DC~einheitliches Dideutero-
methylen-Methyl-Imin (12) -D2. Dieses Produkt wurde mittels IR, NMR und MS
charakterisiert.

ideut 1] =Methvl ~Imi =D2 1

IR CHCI3 geringe Intensitidtsunterschiede im Befeiche 3100-2800 cm™ .
- Identisch im Bereiche 2800-1300 cm™" mit dem IR der undeute-
rierten Probe (Abb. 9).

NMR CDCl3 4, 20-3. 80 (breites, nichtstrukturiertes Signal, 60+5% von 1 H
(3 Integrationen), 3.67 (scharfes COOCH,-s, 3H), 3, 50~3, 10

HA-100 (breites, nicht strukturiertes Signal, 045% von 1 H (3 Integra-
tionen), 2.70-2.05 (m, 5H), 2.05-1,70 (m, 5H), darin bei 1.92

Abb. 12 (s-Imin-Methyl) Bande durch Wegfallen der long-range Kopplung

gegeniiber demselben Signal der undeuterierten Spezies (Abb. 10)
nicht mehr triplettoid, 0.95 (scharfes s, 3H) ppm.

Auf Grund der breiten Multipletts bei 4. 2-3. 8 resp. 3.5-3.1
(herriihrend vom AB-Teil des unter 2. 2. 2. beschriebenen ABX-
Systems) berechnet sich der Deuterierungsgrad in der erhaltenen
Probe zu 40+5%.

Es sind keine Fremdsignale, welche auf Essigsiureseitenketten-
Diastereomerenanteile hindeuten wiirden, feststellbar.

* 60 Deuteriumoxid, 99. 8%, Fluka puriss.

* 61 Die geringe Ausbeute ist wahrscheinlich auf eine Desaktivierung des Raney-
Nickels bei der DZO—Behandlung zuriickzufiihren.
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Bestimmung der Deuteriumverteilung in Dideuteromethylen-Methyl-Imin (12)-D2

aus dem MS Spektrum *62

Dazu verwendete man das MS Spektrum der obig erhaltenen deuterierten Probe und
dasjenige einer unter gleichen Bedingungen aufgenommen, nach der spéter be-
schriebenen Diol-Methode hergestellten, undeuterierten Probe.

MS 200°
deuterierte

Probe.

MS 200°

undeuterierte

Probe.

225/0, 25, 224/1.2, 223/1.17, 222/M*(D=0) 1.4, 194/1.25,
193/8.0, 192/12.9, 191/12. oﬂNé‘(ﬁ%}‘ﬁ'ﬂT: “Methoxi (31)), 184/2.8,
183/12. 15, 182/19.9, 181/16. 2 (M*(D=0)-Acetonitril (41)),
151/11, 150/21, 149/19. 144/1.18, 143/7.5, 142/13.9, 141/12,
75 (M*(D=0)-Acetonitril, - CHoCN-Radikal (81) 124/11, 123/28,
122/49, 121/41, 110/28, 109/48, 108/46, 107/20, 100/15, 99/15,
96/13, 95/15, 94/12, 83/19, 82/42, 81/51, 80/16, 719/14, 74/19,
69/16, 68/18, 67/18, 59/22, 57/45, 56/91, 55/100.

223/1.0, 222/M*2.0, 194/011, 193/021, 192/1.77, 191/13.5
(M¥-Methoxi (31)). 183/0. 42, 182/3. 7, 181/14. 2 (M*-Aceto-
nitril (41)), 149/15, 143/0. 11, 142/1.03, 141/10. 65 (M*-Aceto-
nitril, ~CH,CN-Radikal (81)), 122/21, 121/28, 120/5, 109/16,
108/43, 10°7/15, 106/8, 99/14, 96/5, 95/9, 94/8, 84/6, 82/5,
81/38, '80/7, 19/9, 14/10, 69/5, 68/6, 61/11, 59/9, 55/100.

Grundsitzlich ergibt sich bei einer Substanz die nur aus undeuterierten (Do), mono~
deuterierten (D1), dideuterierten (D2) und eventuell trideuterierten (D3) Antei}gn be-

steht folgende Signalverteilung (Tabellel), wobei der Einfachheit halber nur

C als

Isotop beriicksichtigt worden war.
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Tabelle 1
m/e X X+1 X+2 X+3 X+4
Mpo cmpo) Peticmpo) | ;
5 M D1 13¢m p1) Be®3cmpry) |
g ; M D2 13c(M p2) 13c13c(m p2))
E E M D3 13c(m p3)
SHUX) S=IX+l)  S-(X42) = =i(X43) = -1(x44)

Dabei bedeuten: ~ X, die Masse der undeuterierten Spezies; X+1, die Masse des
13C-Anteils der undeuterierten Spezies (Symbol 13C(M Do)) resp.
die Masse der monodeuterierten Spezies (D1); analog fiir X+2 etc.

- I(X), etc., ist die Summe der Intensititen der in Kolonne X ange-

Zur Berechnung der Deuteriumverteilung ging man nach der von K. Biemann [39 ]

gebenen Spezies (analog fiir X+1 etc.). Dieser Wert wird direkt

aus dem Spektrum abgelesen.

beschriebenen Methode vor.
Dazu verwendete man die 3 genau ausgemessenen Signalgruppen der oben aufge~

filhrten S pektren um m/e 191 (M-Methoxi (31)), m/e 181 (M-Acetonitril (41)), und
m/e 141 (M-Acetonitril (41), -CH,CN-Radikal (40), zusammen (-81)) der

deuterierten Probe. Als Do-Mustér (zur Subtraktion der Do-Anteile in der deute-
rierten Probe) verwendete man dieselben Signalgruppen der undeuterierten Substanz

(12). Die gemessenen Signalintensitéiten sind in Tabelle 2 in Bezug auf die undeute-

rierte Spezies (bei m/e 141, 181, 191 auf 100% normiert) angegeben.

Tabelle 2

Die Kolonne unter (12) bezieht sich auf undeuteriertes, jene unter (12)~D auf
deuteriertes Methyl-Imin.

m/e m/e m/e

(M-OCHg)| (12)-D| (12) | (M-CH4CN)| (12)-D| (12) | (M-2CH,CN)| (12)-D| (12)
191(X ) 100.0 |100.0 181(X ) 100.0 | 100.0 | 141(X ) 100.0 | 100.0
192(X+1) 107. 0 13.1 1825X+1) 122.0 26,0 | 142(X+1) 107.0 9.6
193(X+2) 66. 5 1.6 | 183(X+2) 5.3 3.0 | 143(X+2) 58.5 1.0
194(X+3) | 10.5 | 0.8 | 184(X+3) 17.3 - | 144(X+3) 9.3 -

Aus diesen Werten ergab sich nach K. Biemann [39 ] die mittlere Deuteriumver-

teilung in deuteriertem Methyl-Imin (12) zu:
Do:D1:D2:D3 = 40. 3:38. 5:20. 5:0. 5 (%), (Fehler ca 3%).
Daraus berechnet sich ein Deuterierungsgrad von D = D1/2 + D2 + D3 = 40,25 %.
Dieser Wert stimmt recht gut mit dem aus dem NMR ermittelten (40+5%) iiberein * 62.

* 62 Ich danke Herrn Prof. J. Seibl fiir die Hilfe zur Auswertung der Massenspektren.
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Diskussion

Bei einer Epimerisierung der Essigsiureseitenkette an Stelle C-3 (vgl. Schema 2)
miisste die Zwischenstufe (14-Enthiol) durchlaufen werden, wobei diese durch
Deuteronierung mit D20 oder durch Reduktion mit deuteriertem Raney-Nickel

an Stelle 3 zusitzlichés Deuterium einbauen wiirde. Dies hiitte das Auftreten
wesentlicher Anteile von trideuteriertem Produkt (12-D3) zur Folge. Die MS-
Analyse des deuterierten Produktes zeigt jedoch, dass innerhalb der Fehlergrenze
hochstens ca 3% trideuteriertes Methyl-Imin (12—D3) entstanden war.

Die Reduktion ist somit unter Retention der Konfiguration der Essigsiureseiten-
kette an Stelle 3 verlaufen.
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Trideuteromethyl-Imin (Trideuteromethyl- (12)).

HBCOOC

(12) TRIDEUTEROMETHY:(12)

30 mg DC einheitliches Methyl-Imin (12) (hergestellt nach der Diol-Methode) wurden
in 1 ml Tetradeuteromethanol (Merck AG, puriss., 99.7% D) wihrend 24h bei RT
stehen gelassen.

Eine IR-Probe davon (ca 2 mg) zeigte nach Entfernung des Losungsmittels in Chloro-
form eine sehr schwache Absorption bei 2210 Em' (C-D Streckschwingung), eine
ebenfalls schwache, neue Bande bei 1450 cm™, sowie zwei weitere stirkere Banden
bei 1260 resp 1030 cm™1,

Die Reaktionslosung wurde anschliessend weitere 24h bei RT stehen gelassen und
hierauf wihrend 2h unter Stickstoff unter Riickfluss erhitzt. Danach entfernte man
das Ldsungsmittel am WV und trocknete den Riickstand (RT/0. 1 Torr). Das Produkt
war DC-einheitlich. Im IR-Spektrum konnten keine weiteren Aenderungen festgestellt
werden. Im NMR-Spektrum war ein deutlicher Intensitéitsschwund des Imin-Methyl-
Signals bei 1. 95 ppm festzustellen. Der Deuterierungsgrad ergab sich aus dem Ver-
gleich der Integrale fiir die angulire Methylgruppe bei 0. 95 ppm und den Signalhaufen
von 2, 05-1, 70 ppm (undeuteriert 5H entsprechend) zu ca 605. Man deuterierte des-
halb nach, dazu l6ste man das erhaltene partiell deuterierte Produkt erneut in 1 ml
Tetradeuteromethanol und erhitzte die Losung wihrend 8h unter Stickstoff unter Riick-
fluss. Die gesamte Reaktionszeit ergab sich zu 48h RT und 10h Riickfluss.,

Der Deuterierungsgrad ergab sich nunmehr zu 80-90% auf Grund der obig erwiihnten
Integrale.

Mit diesem Material wurden Doppelresonanzexperimente durchgefiihrt. (Abb. 13 B).

Doppelresonanzexperiment an Trideuteromethyl -(12)

NMR CDCl, 4,15-3.85 (m, 1H), 3,69 (s, 3H) (scharfes s der Methylester-
HA-100 gruppe), 3.45-3,15 (m, 1H), 2, 6-1,70 (m, ca 7.5H) darin bei
Abb. 13A 1.94 Restsignal des Imin-Methyls), 0. 97 (scharfes Singlett der

angulidren Methylgruppe, 3H).

Diskussion: (vgl. dazu 2,2.2, und Abb. 10)
vicinale Methylenprotonen in _« -Stellung zum Imin-Stickstoff: ABX-System:
A-Teil: m zentriert um 4,01 ppm, Jap C2 16 Hz, Jax Ca 7 Hz,

B-Teil: m zentriert um 3, 30 ppm, Jap €2 16 Hz, JBX ca 7 Hz,

Die long-range Kopplung mit der Imin-Methylgruppe fillt wegen der Deuterierung
dieser Gruppe weg. Der AB-Teil des ABX~Systems ist durch dieses Wegfallen in der
zu erwartenden Weise einfacher strukturiert.

Der X-Teil wurde durch das folgende Doppelresonanzexperiment (vgl. Abb. 13 B) um
ca 2. 5 ppm lokalisiert.
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Einstrahlung im A-Teil bei ca 4. 00 ppm (Einstrahlung (1)):

Vereinfachung der Signalstrukturierung der schwachen Signale um 2, 5 ppm.

Einstrahlung im B-Teil bei ca 3. 30 ppm (Einstrahlung (2)):

Vereinfachung der gleichen Signale um 2.5 ppm,

Einstrahlung im X-Teil bei ca 2.5 ppm (Einstrahlung (3)) (Kontrolle):
Vereinfachung der Signale des A-und B~Teils im Wesentlichen zu 2 breiten
Dubletten zentriert um 4.0 ppm (A-Teil) mit J ca 18 Hz, resp. zentriert
um 3,3 ppm (B-Teil) mit J ca 18 Hz. (Kopplungskonst. besser erkennbar).
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Abb. 13A Abb. 13B

2.2, 3. 3. DIOL-METHODE, Versuche zur Synthese von Methyl-Imin (12) via eine
erschopfende Reduktion des (+)-Keto-Lactam-Esters (1).

(Experimente ausgefiihrt von P. Dubs und W. Fuhrer).
Dies war die erste Methode zur Synthese von (12), spiter wurde sie von den beiden
anderen iiberholt).

(-)-N-Acetyl-Diacetat (16/16E)

COOCH CH. OAc
CH, 3 CHy 2
QO ——o
N N
d A \
CH3 AcO CH3 Ac
(1) (16) (16-E)

1.64 g (6. 85 mMol) (+)-Keto-Lactam (1) *2 wurden in 150 ml Dimethoxiaethan *63

gelost und bei RT portionenweise mit 1. 52 g (41. 2 mMol=6 Moliguivalente) Lithium-
aluminiumhydrid * 64 versetzt (schwache Erwiirmung). Die Suspension erhitzte man
fiir 30 h zum Riickfluss unter Stickstoff, kiihlte danach und zerstorte iiberschiissiges
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Lithiumaluminiumhydrid durch portionenweise Zugabe von Essigester. Das Re-
aktionsgemisch befreite man bei 40-50° am RV vom Losungsmittel. Den grauen,
pulverigen Riickstand nahm man in 180 ml Essigsdureanhydrid auf und erhitzte fiir
1h unter Stickstoff zum Riickfluss. Die abgekiihlte Losung filtrierte man zur Ent-
fernung der Aluminiumsalze durch Cellite, entfernte das iiberschiissige Acetanhy-
drid bei 70-800 am RV, nahm den rotbraunen Riickstand in Eis und 30 ml 2-n Kalium-
bicarbonatlosung auf und extrahierte die Wasserphase 2x mit 100 ml und 2x mit 80 ml
kaltem Essigester. Die org. Extrakte wusch man 1x mit 20 ml gesittigter Natrium-
chloridldsung, vereinigte sie, trocknete iiber Natriumsulfat und entfernte das Losungs-
mittel bei 40-500 am RV. Nach Trocknung (1h/0. 1 Torr) wog man 2. 22 g rohes,
spontan kristallisierendes N-Acetyl-Diacetat von rotbrauner Farbe. Dieses Produkt
zeigte im DC *12 (Essigester) neben dem charakteristischen Doppelfleck fiir die bei-
den diastereomeren N-Acetyl-Diacetate Rf 0. 26, Rf 0. 35 einen Fleck an der Front,
sowie zwei weitere schwache Flecken bei Rf 0. 6 resp. Rf 0. 4, letzterer von partiell
reduziertem Edukt, ndmlich Lactam-Diacetat (17), herriihrend.
Man chromatographierte an der 30-fachen Menge Kieselgel zuerst mit 180 ml Essig-
ester, dann mit 750 ml Methylacetat und eluierte mit Methylacetat 1. 62 g (72. 4%
beziigl. (1)) diinnschichtchromatographisch reines Isomerengemisch (16/16E) von
schwach beiger Farbe. Das Gemisch bestand aus ca 5% Isomer 1 Rf 0.33 und ca
95% Isomer II Rf 0. 28, wie auf Grund einer Dickschichtchromatographie-Analyse
*14 (Methylacetat) gezeigt werden konnte. (Das Essigester-Eluat enthielt 490 mg
(1. 65 mMol)= 24% beziigl. (1) Lactam-Diacetat (17)). In einem Charakterisierungs-
ansatz wurden die beiden isomeren Diacetate (16/16E), sowie das partiell reduzierte
. Edukt (17) dickschichtchromatographisch *14 (Methylacetat) getrennt. Vom Haupt-
produkt (Isomer II, Rf 0, 28), welches in langen Nadeln kristallisierte, gelangte eine
3x aus Aether/Hexan kristallisierte Probe vom mp 81-82° zur Analyse. Isomer I
(Rf 0. 33) liess sich nicht kristallisieren. Zur Analyse gelangte ein 2x chromato-
graphisch gereinigtes Oel, welches 2 Tage bei RT am HV getrocknet wurde. Das
partiell reduzierte Produkt (17) wurde 1x chromatographisch gereinigt und anschlies-
send 3x aus Aether/Hexan umkristallisiert. Die farblosen Nadeln vom mp 93-94°
wurden iiber Nacht getrocknet (RT/0. 1 Torr) und gelangten zur Analyse.

Ausbeute

N-Acetyl-Diacetat (16/16 E) 1,62 g (4.98 mMol) 72,4 % bez. (1)

Lactam-Diacetat (17) 0.49 g (1. 65 mMol) 24.1 % bez. (1)

(-)-N-Acetyl-Diacetat (Isomer II, Hauptprodukt, vermutlich (16) (kristallin)

C1,7P12,7N05 ber. C 62.75 H 8.36 N4.30%

MG 325 gef. C 62,75 H 8.39 N4.25%

IR CHCI3 Banden u. a. bei: 3000m, 2990m, 1730s, 1640s, 1410s, 1370m,

- 1240s breit, 1130w, 1050m, 1030m cm~1.

NMR CDCl3 5.28-5.16 (m, 1H), 4.15 (t, 2H, J=6, 5Hz.), 3.92-3. 04 (m, 2H),
2.35-1.40 (m, TH, z.T. durch Methylsingulette verdeckt),

A-60 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 1.43 (s, 3H), 0.94
(s, 3H) ppm.

Ms 200° 326/7, 325/M+ 27,283/14, 282/72, 279/10, 266/9, 250/6, 241/16,

240/99, 226/14, 225/83, 224/100 etc.

opt. Drehung Chloroform, c=1, 589 nm - 80°.
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mp 81-82° (3x aus Aether/Hexan)

DC *12 Rf 0. 28 (Methylacetat)

(-)-N-Acetyl-Diacetat (Isomer I, vermutlich (16E)) (6lig).

C1,7H2,7NO5 ber. C 62.75 H 8.36 N 4.30%
MG 325 gef. C 62.41 H 8.21 N 424%
IR CHCI3 Banden u. a. bei: 3005m, 2990m, 1730s, 1645s, 1405s, 1385m,

1370m, 1230s breit, 1175w, 1030m cm-1.

NMR CDCl3 5, 52-5, 36 (m, 1H), 4.08 (t, 2H, J=6.5 Hz), 3. 72-3.10 (m, 2H),
2.03(s, 6H), 1.97 (s, 3H), 2.00-1.38 (m, TH, z.T. durch
Methylsingulette verdeckt), 1.34 (s, 3H), 1.01 (s, 3H) ppm.

Ms 105° 326/2, 325/M+6, 282/29, 240/44, 224/47, 223/48, 164/33,
138/60, 43/100 etc.

opt. Drehung Chloroform, c=1, 589 nm - 17°.

DC *12 Rf 0. 33 (Methylacetat)

Lactam-Diacetat (17) partiell reduziertes Edukt)

CH20Ac
CH;
a7 0
N
\
AcO CH3 H
015H23N05 ber. C 60.59 H 7.80 N 41 %
MG 297 gef. C 60.53 H 7.82 N 474 %
IR CHCl3 Banden u. a. bei: 3430m, 3200w breit, 3005m, 2970m, 2880w,

1735s, 1695s, 1465m, 1450m, 1405m, 1385m, 1375m, 1365m,
1230s breit, 1035s cm™".

* 63 Dimethoxiaethan, Fluka purum, 1x iiber Natriumhydrid und 1x {iber Lithium-
aluminiumhydrid unter Ng destilliert.
* 64 Lithiumaluminiumhydrid, Metallgesellschaft Frankfurt.
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NMR CDCI 3 (breit, 1H), 4.85 (t, 1H, J=17 Hz), 4.35 (t, 2H, J= THz),

A-60 3 5 54-1.72 (m, 7H,z.T. durch Methylsingulette verdeckt),
2.12 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 1.24 (s, 3H), 1.07 (s, 3H) ppm.

MS 200° 298/0. 7, 297/M" 2,136/100. etc.

opt. Drehung Chloroform, c=0.815, 589 nm + 53 °

DC *12 Rf 0. 39 (Methylacetat)

Diskussion

Die Reduktion der Lactam Funktion in (1) erfordert energische Bedingungen. Dies
zeigt die vorwiegende Bildung von Lactam-Diacetat (17) in Vorversuchen bei der
Reduktion mittels Lithiumaluminiumhydrid in siedendem Aether. Auch unter den
beschriebenen Bedingungen wird stets partiell reduziertes Lactam-Diacetat (17)
isoliert. Dieses Verhalten ist insofern bemerkenswert, als unsubstituierte Lactame
mittels Lithiumaluminiumhydrid in siedenem Aether innert 3h in 60-96 % Ausbeute
reduziert werden. [ 40]. Die Konfiguration des Hauptproduktes ist unbekannt. Ein

/3 - Angriff des Hydrid-Ions auf das Keton diirfte aber sterisch begilinstigt sein
und deshalb vorwiegend zum o -Acetat fithren. Die Konfiguration der Acetate ist
allerdings fiir den Verlauf der Synthese irrelevant, da nach erfolgter Verseifung
zum Diol (18) und nachfolgender Oxidation der Alkohol-Funktion beide Diastereo-
mere dasselbe Produkt, N-Acetyl-Keton (8) liefern.

(-)-N-Acetyl-Diol (18)

CH,OAc CH,,OH
CH 2 CHy 2
N
\ \
AcO CHy Ac HO CHy Ac
(16/16-E) (18/18E)

2,00 g (6.16 mMol) chromatographiertes N-Acetyl-Diacetat (DC reines Diastereo-
merengemisch 16/16E) wurden in 150 ml Methanol und 150 ml 2. 5n-Kaliumcarbo-
natlosung geldst und wihrend 40h bei RT stehen gelassen. Danach entfernte man das
Losungsmittel am RV bis zur beginnenden Triibung, extrahierte die Wasserphase 2x
mit 250 ml und 2x mit 200 ml kaltem Essigester und wusch die Extrakte mit je 20 ml
gesittigter Natriumchloridlésung. Die vereinigten Extrakte trocknete man {iber Na-
triumsulfat, entfernte das Lésungsmittel am RV bei 40-50° und wog 1. 58 g gelbes
Oel, das im DC *12 (Essigester:Methanol 2:1) neben einem Hauptfleck mit Rf 0. 45
noch zwei schwache Nebenflecken mit kleineren Rf-Werten aufwies.

Das rohe N-Acetyl-Diol wurde an der 30-fachen Menge Kieselgel mit 50 ml Essig-
ester, dann mit 125 ml Methanol:Essigester (1:2) chromatographiert. Dabei eluierte
man 1 34 g *65 reines N-Acetyl-Diol als Diastereomerengemisch (18/18E) welches
direkt der Oxidation zugefiihrt wurde.




Ausbeute

N-Acetyl-Diol (18/18E)
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1.34 g (5. 56 mMol) 90.3% bez. (16/16E).

In einem Charakterisierungsansatz wurde das N-Acetyl-Diol ausgehend von 460 mg
reinem N-Acetyl-Diacetat, Isomer II (Rf 0. 28) hergestellt. Nach chromatographi-
scher Reinigung erhielt man 315 mg (92 % bez. (16)) DC-einheitliches N-Acetyl-
Diol (18). Eine Probe davon destillierte man bei 1800/0, 01 Torr im Kugelrohr.
Diese Probe gelangte zur Analyse. Kristallisationsversuche schlugen fehl.

N-Acetyl-Diol (18), (vermutlich & -Konfiguration der sek. Alkoholgruppe)

Cy3ta3N03
MG 241

IR CHCl
NMR CDCl1
A-60

MS 200°
m/e > 15%

opt. Drehung
DC *12

ber. C 64.70 H 9.61 N 5.80%

gef. C 64.41 H 9.66 N 5.70 %

Banden u. a. bei: 3670w, 3620w, 3400m breit, 3000s, 2975s,
2880m, 1610s, 1450s Schulter, 1420s, 1385m, 1370m, 1355w,
1305w, 1220m, 1050m, 1030m Schulter em-!

4,20 (m, 1H), 4.08 (breit, 1H, verschwindet bei Zugabe von
D20), 3.84-3.41 (m, 3H, Zugabe von D3O bewirkt Intensitéits-
schwund bei 3. 62 ppm), 3. 26 (t, 2H, J=10Hz), 2. 44-1.16 (m,
TH, z.T. durch Methylsingulette verdeckt), 2.10 (s, 3H),

1.39 (s, 3H), 0.92 (s, 3H)ppm.

242/1.2, 241/M" 4,223/44, 180/27, 164/34, 153/20, 136/29,
124/17, 123730, 112/29, 111/82, 110/85, 43/100 etc.
Chloroform, c=1.1, 589 nm - 105°.

Rf 0. 45 (Essigester:Methanol=2:1)

* 65 N-Acetyl-Diol (18) hiilt auch bei Trocknung am HV Essigester zuriick
(Carbonylbande im IR-Spektrum). Es wurde deshalb mehrmals mit Methylen-
chlorid eingeengt und erneut am HV getrocknet.

* 66 Jones-Reagens, 26. 7 g Chromsiureanhydrid (CrOg) gelést in 23 ml konz.
Schwefelsidure mit dest. Wasser auf 100 ml aufgefullt (2. 67 mMol 0103/ ml).
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N-Acetyl-Keton (8)

CH.,OH COOCH
CHy 2 CH, 3
N
\ \
HO CH, Ac CHy /C==0
L J CHy
(18/18-E) (19) (8)

785 mg (3. 26 mMol) DC-einheitliches (chromatographiertes Epimerengemisch)
N-Acetyl-Diol (18) wurden in 200 ml Aceton geltst und die Lésung auf 00 gekiihlt.
Im Verlaufe von 10 Min. tropfte man 4.8 ml (ca 2 Moliquivalente) Standard-Jones
Reagens *66 unter intensivem Riihren zu. Dabei bildete sich vorerst ein flockiger
Niederschlag, der sich im Verlaufe der Reaktion an den Winden festsetzte. Nach
einer Reaktionszeit von 1h bei 0© wurde der Ueberschuss an Jones-Reagens mit

3 ml Isopropanol zerstért und das Reaktionsgemisch am RV bei RT auf ca 50 ml
eingeengt. Man setzte 25 ml Wasser zu, pufferte die klare dunkelgriine L&sung mit
sekundiirem Natriumphosphat *68 auf ca pH 1. 5 und engte am RV bei RT auf ein
Volumen von ca 30 ml ein.

Die Losung séttigte man mit Natriumchlorid und extrahierte 5x mit 50 ml Essig-~
ester. Die Extrakte wusch man mit je 10 ml gesittigter Natriumchloridlésung,
trocknete iiber Natriumsulfat *10 und entfernte das Lésungsmittel am RV bei
40-50°. Nach Trocknung (RT/0. 1 Torr/iiber Nacht) wog man 503 mg gelbe,
amorphe N-Acetyl-Ketosidure (19).

Die vereinigten wissrigen Phasen wurden iiber Nacht mit Chloroform extrahiert *67,
wobei weitere 190 mg rohe N-Acetyl-Ketosiure isoliert wurden. Die beiden Roh-
produkte waren IR-spektroskopisch identisch. Eine schwache Bande bei 3620 cm™
deutete auf unvollstindig oxidiertes N-Acetyl-Diol hin. Die Rohprodukte wurden
vereinigt und verestert. Dazu 16ste man die 693 mg N-Acetyl-Ketosdure in 30 ml
Methanol und versetzte unter Eiskiihlung und Rithren mit 25 ml (ca 2 Moléiquiva-
lente) einer 0. 3-m itherischen Diazomethanlésung *69. Nach 10 Min. entfernte man
das Losungsmittel am RV bei 30-400, trocknete das gelbe Oel wihrend 2h/RT/0. 1
Torr und wog 730 mg rohes N-Acetyl-Keton, das im DC *12 (Methylacetat) neben
dem Hauptfleck bei Rf 0. 4 einen starken Fleck am Start, sowie drei weitere Neben-
flecken bei Rf 0. 3, Rf 0.5 und Rf 0. 8 aufwies. Man chromatographierte das Roh-

* 67 Kontinuierliche Extraktion, verwendet wurde ein fliissig-fliissig-Extraktor
fiir Losungsmittel schwerer als Wasser.

* 68 sekundires Natriumphosphat, Nap,HPO,, Merck p. a.

* 69 Diazomethan, hergestellt nach Org. Synth. Coll. Vol IV, 250.
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produkt an der 100-fachen Menge Kieselgel zuerst mit 200 ml Essigester, dann

mit 600 ml Methylacetat und eluierte mit Methylacetat 364 mg reines (-)-N-Acetyl-
Keton (8).

Als polarste Fraktion eluierte man mit Methanol/Essigester (1:1) 248 mg eines
gelben Oeles, das sich im IR und NMR-Spektrum als ein Gemisch von N-Acetyl-
Diol (18) und N-Acetyl-Keto-Alkohol (20) erwies. (Verhiltnis nach NMR-Spektrum:
(18):(20) = 1:2). Dieses Gemisch wurde ohne weitere Reinigung der Nachoxidation
unterworfen. Zur Charakterisierung des N-Acetyl-Ketons (8) gelangte ein nochmals
dickschichtchromatographiertes *14 (Methylacetat) und anschliessend bei 130 0/0. 01
Torr im Kugelrohr destilliertes farbloses Oel, das nicht kristallisiert werden
konnte.

(-)-N-Acetyl-Keton (8)

C, HyyNO, ber. C 62,90 H 7.92 N 5.24%
MG 267 gef. C 61.28 H 17.76 N 5.42%
IR CHCl3 (identisch mit dem IR des nach der Ketal -Methode erhaltenen

(-)-N-Acetyl-Ketons (8)).

Banden u. a. bei: 3020 m Schulter, 3000s, 2970m, 2880w,
1745s, 1735s, 1650s, 1615s, 1435s, 1405s, 1370m, 1360m,
1325m, 1300m, 1215m breit, 1170m, 1100w, 995w cm™".

(identisch mit dem NMR (A-60) des nach der Ketal-Methode

NMR CDCl3

A-60 erhaltenen (-)-N-Acetyl-Ketons (8)).
Auf Grund der Signale bei 0. 97 und 1. 00 ppm handelt es sich
bei (8) um ein Gemisch zweier rotamerer Acetamide im Ver-
hiltnis ca 1:1. (vgl. 2.2.2.)
3.98-3. 08 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 2.67-1.07 (m, TH, z.T.
durch Methylsingulette {iberlagert), 2.29 (s, ca 1. 5H), 2.09
(s, ca 1,5H), 1.55 (s, ca 1.5H), 1.45 (s, ca L. 5H), 1.00 (s,
ca 1.5H), 0.97 (s, ca 1. 5H ppm.

Ms 200° 268/1, 267/M" 4, 212/8, 211/45, 194/14, 139/9, 138/85,
108/9, 9779, 86/100, etc.

opt. Drehung Chloroform, c=1 58¢ nm - 104°.

DC *12 Rf 0.30 (Methylacetat)

Aus einer Nachoxidation des oben erhaltenen N-Acetyl-Diol-und N-Acetyl-Keto-
Alkohol-Gemisches nach der beschriebenen Methode zur Oxidation des N-Acetyl-
Diols (18), erhielt man ausgehend von den 248 mg Alkoholgemisch (18)/(20) weitere
117 mg reines N-Acetyl-Keton (8).

Ausbeute: (-)-N-Acetyl-Keton (8)

Hauptansatz 364 mg (1. 363 mMol) 41.9 % bez. Diol (18)

Nachoxidation 117 mg (0. 438 mMol) 13. 4 % bez. Diol (18)

total 281 mg (1. 801 mMol) 55.3 T, bez. Diol (18)
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Nebenprodukt: N-Acetyl-Keto-Alkohol (20)

CH2OH
1x dickschichtchromatographiert *14 CH3
(Essigester/Methanol (1:1)
IR CHCl3 Banden u. a. bei 3620w,

3400w, 3000m, 2880m, (20)
1745s, 1615s, (Aceta- ’
mid), 1410m, 1355m,

/ " A1 \
1220 breit, 1055 cm-1. o Chy Ac

Diskussion: Die unbefriedigende Ausbeute der Chromsiureoxidation war ein Grund,
weshalb eine neue Synthesevariante gesucht wurde. Versuche zur Ausbeutesteige-
rung misslangen an der generellen Schwierigkeit primére Alkohole zu den ent-
sprechenden Carbonséuren zu oxidieren. Dies wird auch im vorliegenden Falle durch
die stets vorhandene Menge an partiell oxidiertem N-Acetyl-Keto-Alkohol (20) do-
kumentiert. Hohere Temperaturen oder lingere Reaktionszeiten fiihrten zu keiner
Ausbeutesteigerung.

Methyl-Imin (12) aus N-Acetyl-Keton (8) (vgl. die modifizierte, definitive
Methode unter 2. 2. 2, ).

COOCH,4 coo- COOCH4
CH3 C 3 CH3
—_— . —_— .
N\ /N\ /N\ c1-
(o] . o H H H H
C==0 o
CH3 / CH:3 CH.
CH3
(8) (21)
CH3
H3COOC
N
H3C |!|
HON CHS
H,CO0C
3 12) “an (10)

218 mg (0. 817 mMol) DC-einheitliches N-Acetyl-Keton (8) wurden in 8 ml Methanol
geldst, mit 6 ml 1n-Natronlauge *70 (ca 8 Moldquivalente) versetzt und wihrend

22h am Riickfluss erhitzt. Im UV Spektrum konnte nach Beendigung der Reaktion nur
Endabsorption festgestellt werden (keine Aldolisierung) . Das Reaktionsgemisch
engte man am RV bei 30-40° auf ca 5 ml ein, pufferte die wissrige Phase mit fes-
tem priméirem Natriumphosphat *71 auf pH 7 und entfernte das Lésungsmittel bei
30-40 © am RV vollstindig. Hierauf nahm man den kristallinen Riickstand noch 2x

in ca 5 ml Methanol auf und engte jeweils erneut ein. Der Riickstand, bestehend aus
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einem Gemisch anorganischer Phosphate und der Keto-Aminosdure (21) wurde 3x
mit warmem Methanol extrahiert und die Extrakte durch Cellite filtriert. Nach Ent-
fernung des Losungsmittels am RV bei 40-50" und Trocknung (10Min. /RT/0.01
Torr) wog man 265 mg amorphes, gelbliches Produkt aus Keto-Aminosdure (21) und
anorganischem Material bestehend.
Dieses Produkt wurde ohne weitere Reinigung verestert. Dazu 16ste man es in 22 ml
4n methanolischer Salzsiure*39 , versetzte mit 0.7 ml Orthoameisensiuretrimethyl-
ester *3 und erhitzte fiir 3h zum Riickfluss. Nach Abkiihlung filtrierte man die triibe
Losung durch Cellite, entfernte das Losungsmittel am RV, nahm erneut 3x in wenig
Methanol auf und engte jeweils vollstindig ein. Nach Trocknung wog man (20Min. /
RT/0.1 Torr) 299 mg semikristallines Keto-Amin-Hydrochlorid (9).
Dieses Produkt wurde infolge der thermischen Instabilitit *58 des freien Keto-Amins
(10) nicht zum Keto-Amin aufgearbeitet (Charakterisierung von freiem (10) cf unten),
sondern direkt der Oximierung zugefiihrt:
Dazu 16ste man die 299 mg rohes Keto-Amin-Hydrochlorid (9) in 50 ml Methanol,
versetzte mit 266 mg (ca 5 Moltquivalente) Hydroxylamin-Hydrochlorid *44 und
672 mg (ca 10 Moliquivalente) wasserfreiem Natriumacetat *43 und erhitzte fiir
45 Min. zum Riickfluss. Hierauf entfernte man das Losungsmittel bei 30° am RV,
nahm den Rilckstand in wenig Eis und 15 ml 2n-Natriumcarbonatlosung auf und
extrahierte *46 1x mit 70 ml und 3x mit 50 ml kaltem Essigester. Die Extrakte
wusch man mit 10 ml gesittigter Natriumchloridlgsung, vereinigte sie und trocknete
{iber Natriumsulfat. Nach Entfernung des Lésungsmittels am RV und Trocknung
E\'ib;:r Nacht/0. 1 Torr/RT) wog man 173 mg langsam kristallisierendes Amin-Oxim
11).
Im DC*12 (Essigester:Methanol 1:2) wies das Produkt einen langgezogenen Haupt-
fleck bei Rf 0, 25 (moglicherweise syn-und anti-Oxim im gleichen Fleck), sowie
einen schwachen Nebenfleck bei Rf 0. 4 auf. Das Produkt war IR -spektroskopisch
identisch mit einer 1x dickschichtchromatographisch gereinigten Probe. Allerdings
ist die chromatographische Reinigung mit Schwierigkeiten verbunden. Das Produkt
verfirbt sich stets wieder und zeigt im DC Nebenprodukte an. Auf eine vollsténdige
Charakterisierung wurde deshalb verzichtet (vgl. die Daten unter 2.2.2.).

IR CHCl3 Banden u.a. bei: 3580w, 3340w breit, 2960m, 2870m, 1730s,
1600w, 1435m, 1380m, 1370m, 1345m, 1320m, 1290m, 1170m,
995m, 930m breit cm™1,

Ausbeute
Amin-Oxim (11) 173 mg (0. 722 mMol) 88. 2 % (88-93%) bez. N-Acetyl-Keton (8).

Zur Charakterisierung des Keto-Amins (10) wurde das rohe Hydrochlorid (9) mit
Eis und Bn-Natriumcarbonatlosung versetzt, die wissrige Phase 3x mit kaltem
Essigester extrahiert und die Extrakte mit gesittigter Natriumchloridldsung ge-
waschen. Nach Trocknung iiber Natriumsulfat und Entfernung des Lésungsmittels

* 70 1n-Natronlauge, Titrisol Merck.
* 71 primires Natriumphosphat, Na.HzPAO & 12 HZO’ Merck p. a.
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am RV bei 30-40° erhielt man rohes Keto-Amin (10), das dickschichtchromato-
graphisch *14 (Essigester : Methanol 1:1) gereinigt wurde. Zur Analyse gelangte
ein bei 40-50°/0. 01 Torr sublimiertes *42 farbloses Produkt, das in Plittchen
kristallisierte und einen mp von 57-58° aufwies. Im DC *12 (Essigester:Methanol
1:1) war dieses Produkt einheitlich.

(+)-Keto-Amin (10)

C12H19NO3 ber. C 63.97 H 8.50 N 6.22%

MG 225 gef. C 63.70 H 8.45 N 6.19%

IR CHCl3 Banden u. a. bei: 3320w, 3020m, 2955s, 2880w, 1735s, 1460m,
1445m, 1435s, 1385m, 1365m, 1320m, 1295m, 1170s, 1100w,
1050m, 995m cm™1,

NMR CDCl, 3.70 (s, 3H), 3.38-3.09 (m, 1H), 2.77-1.40 (m, 9H), 1. 03

A-100 (s, 3H), 0.98 (s, 3H) ppm.

MS  200° 226/1.6, 225/M'1.5,197/4, 194/5, 170/, 169/32, 108/,

- 97/9, 96/100, etc.

opt. Drehung Chloroform, c= 0,58, 589 nm + 690, 546 nm + 84. 50,
436 nm + 1500, 405 nm + 2860, 365 nm + 644°,

2Kyrog 6.41 (Methylcellosolve/Wasser= 8:2)
mp 57 - 58° (sublimiert)
DC *12 Rf 0.50 (Essigester:Methanol= 1:1)

(+)-Methyl-Imin (12)

173 mg (0. 72 mMol) rohes Amin-Oxim (11) (gemiss DC mit schwacher Verunrei-
nigung unbekannter Natur mit Rf 0. 4 (Essigester:Methanol= 1:2) ) 16ste man in 80 ml
Chloroform *48 und leitete unter Feuchtigkeitsausschluss wihrend 1 Min, trockenes
HCl-Gas *49 in die LOsung ein. Hierauf versetzte man unter Stickstoff mit 5 ml
Thionylchlorid *50 (ca 100 Moléquivalente) und liess die schwach gelbe Losung
wihrend 15 Min. bei RT stehen. Anschliessend entfernte man das Chloroform und
tiberschiissiges Thionylchlorid am RV und trocknete *51 den braunen Riickstand

(10 Min. /RT/0. 1 Torr). Man l8ste erneut in 60 ml Chloroform *48, setzte 1.7 g
Piperidino-Methyl-Polystyrol *52 (3. 92 mAeq/g, entsprechend ca 6. 6 mAeq. Base)
zu und riihrte die Suspension wihrend 30 Min. bei RT. Danach filtrierte man durch
Cellite, wusch die Polymerbase mehrmals mit Chloroform nach und engte das Fil-
trat am RV bei 30-40° ein. Nach Trocknung (20 Min. /RT/0. 1 Torr) wog man 149 mg
rohen, rotbraunen Ring-D. Im DC *12 (Essigester:Methanol 3:1) sind neben dem
starken Hauptflecken bei Rf 0. 5 mehrere schwache Nebenflecken bei kleineren Rf-
Werten erkennbar.

Das Rohprodukt wurde deshalb dickschichtchromatographisch *14 (Essigester:Metha-
nol 5:1) gereinigt. Man eluierte mit Methanol 98 mg schwach-gelbes Methyl-Imin,
welches im DC unmittelbar hinter dem Hauptfleck eine schwache Verunreinigung
anzeigte. Kugelrohrdestillation dieses Produktes (110°/0. 01 Torr) ergab 92 mg
farbloses Oel, das die erwihnte Verunreinigung, wenn auch schwiicher, immer noch
aufwies,




Ausbeute *72

(+)- Methyl-Imin 92 mg (0. 415 mMol) 57. 4% bez. Amin-Oxim (11)
50. 7% bez. N-Acetyl-Keton (8)

In einem Charakterisierungsansatz, ausgehend von 100 mg dickschichtchromato-
graphisch gereinigtem Amin-Oxim (11), erhielt man 68 mg (0. 306 mMol) 73. 5% bez.
(11) 1x dickschichtchromatographiertes, DC-einheitliches Methyl-Imin (12). Eine
bei 100°/0. 01 Torr kugelrohrdestillierte Probe gelangte als Oel zur Analyse.

(+) Methyl-Imin (12)

C12H18 NZO2 ber. C 64.84 H 8.16 N 12.60 %
MG 222 gef. C 64.35 H 8.25 N 12.55 %
IR CHCI3 (identisch mit IR-Spektrum aus beiden anderen Methoden)

Banden u. a. bei: 3020m Schulter, 2955s, 2860w, 2250w, 1730s,
1645m, 1470m, 1440s, 1380s, 1305m, 1260m, 1220m breit,
1165s, 995w cm ™1,

NMR CDCl3 (identisch mit T-60 Spektrum aus krist. (12) erhalten nach der
A-60 Ketal-Methode)
4.27-3.85 (m, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.52-3.18 (m, 1H), 2, 78-2.18
(m, 5H), 2.10-1.74 (m, 5H), 0. 98 (s, 3H) ppm.
Ms 200° cf unter 2.2.3. 2.
opt. Drehung Chloroform, c=1.85, 589 nm + 70°
DC *12 Rf 0. 39 (Essigester:Methanol = 4:1)

Diese Fragmentierungsbedingungen sind das Resultat eingehender Vorversuche mit
den verschiedensten Reagenzien. Thermisch induzierte Fragmentierungen in An-
lehnung an die von R. Wiederkehr [T7] ausgefiihrten Versuche mit dem Oxim
(11) lieferten nur komplexe Substanzgemische. Dies ist in Kenntnis der Thermo-
labilitit des Amin-Oxims (11) nicht erstaunlich. Fragmentierungen mit Reagenzien,
welche eine Aktivierung der zu eliminierenden Oxim-Hydroxylgruppe im Sinne einer
Beckmann-Fragmentierung 2. Art bewirken, ergaben entweder komplexe Substanz-
gemische oder im besten Falle schlechte Ausbeuten.

Folgende Reagenzien wurden erfolglos verwendet:

a) p-Toluolsulfochlorid in Pyridin; liefert vorwiegend N-Tosyliertes Produkt.

b) Diphenylcarbodiimid

¢) Mesylchlorid

d) Dimethylchlorsilan

Der schliesslich gewdhlte Weg, Fragmentierung des protonierten Amin-Oxims
(11. HC1) mitThionylchlorid in Chloroform und anschliessende Behandlung mit Poly-
merbase, fiihrte erstmals zu einem priparativ befriedigenden Erfolg.

* 72 Spiter erwies sich die Reinigung auf neutralem Alox *53 (cf. unter 2.2.2.)
gegeniiber der obig beschriebenen iiberlegen.
Ausgehend von einem dickschichtchromatographisch gereinigten Amin-Oxim

(11) erzielte man Fragmentierungsreinausbeuten von 70-80%.
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2.3. 5,15-BIS-NOR-COBYRINSAEURE - PENTAMETHYLESTER-c-LACTON-f-
NITRIL

2.3.1. Lactonisierung von 5, 15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-nitril (22)

Vorbemerkung

Die Beschreibung der Lactonisierungsstufe wird folgendermassen gegliedert:

1. Lactonisierung von Amid-nitril-cobalt-corrin, LLC-Fraktionen 1-3.
(typischer Nachschubansatz der Pri-Boston-Periode)
Lactonisierung der einzelnen LLC-Fraktionen.

2. Lactonisierung von Amid-nitril-cobalt-corrin, LLC-Fraktionen 1-3.
(typischer Nachschubansatz der Post-Boston-Periode)

3. Charakterisierung der 4 diastereomeren Lacton-nitrile.
(separate Lactonisierung der 8 diastereomeren Amid-nitrile)

4, Lactonisierung der Amid-nitril Fraktion oo /o(o(/3 und préparative Tren-
nung der - oK und X- /2 Lacton-nitrile mittels LLC.

5. Isomerisierung von Lacton 2 (LLC-Fraktion 2 (ﬁd//d’ +/3)) zu Lacton 1
(LLC-Fraktion 1 (X-&/-3)).

Die Bezeichnung der Isomeren folgt der von W. Fuhrer ([13], Seite81) ur-
spriinglich gewdhlten Nomenklatur. Die Isomerenzuordnung wird vorweggenom-
men und in 2. 3.3.4. diskutiert.

Die Bezeichnung o und ﬁ folgt der iiblichen Konvention (& unterhalb, ﬁ ober-
halb der Molekiilebene liegende Substituenten.)

Die Reihenfolge der Symbole bezeichnet die Stellung der Carbomethoxiseitenketten
an den Positionen C-3, C-8, C-13 im Corrinsystem. Im Falle der Lacton-nitrile
(23) wird die obligate C-8cX-Konfiguration fiir die Propionylseitenkette mit einem
Punkt symbolisiert (ZB. £:&).

Zur Mengenbestimmung verwendete man den arbeitshypothetischen £ -Wert von
12000 beziiglich der lingstwelligen Absorptionsbande im UV/VIS-Spektrum. Die-
se lag in Routinespektren (L&sungsmittel: Benzol) je nach Zustand des Gerites
(PE 402) zwischen 564-572 nm fiir das o+ &/X-/3 Lacton-Epimerengemisch
(Lacton 1) und zwischen 576-584 nm fiir das /4 -0‘/{ -4 Lacton-Epimerengemisch
(Lacton 2). Diesem £ -Wert liegen die Werte von krist, & +/3 -Lacton (£ Ben-
zol/575 = 11590) und krist. /3 *X-Lacton ( £ Benzol/582 ='10980) zugrunde.

Riickschau auf die Information aus den Pri-Boston Lactonisierungsansétzen

Erarbeitung der Lactonisierungsbedingungen

Ende Februar 1971 fiihrte P. Schneider die ersten Versuche zur Lactonisie-
rung von 5,15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid (hergestellt durch klassische A-
B Cyclisierung, beschrieben: P. Schneider [11], Seite123) aus.

Man verwendete als Oxidationsmittel: eine 0,02m Losung von Jod in Essigséure
(2-10 Moliiquivalente); als Losungsmittel: Essigsdure, Diglym und DMF (mit und
‘ohne katalytische Mengen von Trifluoressigsiure); Temperaturen: zwischen RT
und 100°, sowie Reaktionszeiten von 2/2 - 18 h.
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Man erhielt jeweils ein Reaktionsprodukt, welches stets variierende Mengen an
erwarteten Lactons, neben noch unumgesetzten Edukts enthielt. Die besten Be-
dingungen waren: ca. 0,75 mMolare Eduktlosung in DMF, 4 Moldquivalente ei-
ner 0.02m Losung von Jod in Essigsiure, wihrend 3.75-4h auf 95-96° erhitzt.

Nach diesen Bedingungen lactonisierte man am 15, 3.1971 erstmals 2.7 Mol
5,15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid (hergestellt von P. Schneider ([11],
Seitel26-135) (beschrieben in [11], Seite123 ) durch A-B Cyclisierung) und er-
hielt nach TLC-Chromatographie ca 55% Lacton und 29% Edukt.

Lactonisierung von 5,15-bis-nor-Cobester lieferte unter den gleichen Bedingun-
gen nur ca 28% Lactor, aber 50% Edukt.

Am 25,5,.1971 standen ca 24 mg 5,15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-nitril
(22) (dargestellt von P. Schneider durch A-B Cyclisierung von Harvard-
Material) zur Verfiigung. Von diesem Material lactonisierte H. Maag (vom
26.5.1971 - 2.6.1971) nach den obigen Bedingungen ca 20 uMol (3 Ansitze zu
ca 3, 8 resp. 10 uMol und 1 Nachlactonisierung zu ca 3 uMol) und erhielt ca
14 pMol (68%) TLC-chromatographiertes 5, 15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril
(23) (ex A-B Cyclisierung). Dieses Material stellte die erste Menge von 5,15-
bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril (mit differenzierter f-Seitenkette) dar und wur-
de nicht LLC-getrennt, sondern von H. Maag direkt zu Alkylierungsvorversu-
chen verwendet ([12], Seite107). In der Zwischenzeit produzierte W. Fuhrer
zunehmende Mengen an 5, 15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-nitril (aus photo-
chemischer Cyclisierung), die mit der soeben von J. Schreiber in Gang ge-
setzten LLC-Apparatur aufgetrennt wurden (vgl. W. Fuhrer [13], Seite 205).

Am 15, 6.1971 lactonisierte man erstmals in 3 Ansitzen (beschrieben in dieser
Arbeit unter 2.3.1.) ca 45 uMol der LLC-Fraktionen 1-3 (beschrieben [13],
Seite 205), Das erhaltene Lacton wurde im Gegensatz zu den fritheren Produkten
LLC-getrennt und nur die eine der beiden auftretenden Fraktionen, némlich die
LLC-Fraktion 1 (Lacton 1 (X-«/«.48), C-13 Epimerengemisch) zur Alkylierung
weiterverwendet (vgl. H. Maag [12], Seite110, Fussnote 51 ). Die Verwen-
dung von Lacton 1 Husserte sich bei der Alkylierung durch eine erhthte Ausbeu-
te an disubstituiertem Material (vgl. H. Maag [12], Seite107: 1. Abschnitt;
Seite109: letzter Abschnitt).

Vom 15.6, - 29.6.1971 wurden insgesamt ca 126 uMol Amid-nitril (22) in 8 An-
s#tzen (zwischen 8-30 uMol) umgesetzt, Dabei sind nach den von P. Schnei-
der gefundenen, unten beschriebenen Bedingungen ca 68 uMol Lacton 1 ((«(:o(/
«K-8) C-13-Epimerengemisch) und ca 9.6 uMol Lacton 2 ((pBx/B8) C-13
Epimerengemisch) erhalten worden.

Das Lacton 1 wurde zu Alkylierungen ([12], Seite110, Fussnote5]1 ) der Black-
Friday Ansitze verwendet.

Das Lacton, das nach Black-Friday (9. Juli 1971, vgl. dazu H. Maag [12],
Seite107) verwendet wurde (insgesamt ca 15 uMol) stammte sowohl aus der Kklas-
sischen A-B Cyclisierung, als auch aus der photochemischen Cyclisierung, so-
wie aus zuriickgewonnenem Amid-nitril aus Lactonisierungen. Es ist generell
simtliches, irgendwie aufzutreibendes und zu Lacton-nitril umsetzbares Edukt
verwendet worden.
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Bereits damals vorhandene Kenntnisse, welche eine Konfigurationszuordnung der
Lacton-nitrile ermoglichten:

Die LLC-Trennung der Amid-nitrile (22) zeigte einen dominierenden Anteil an
Fraktion 1 (W. Fuhrer [13], Seite 206, Abb. 69).

Unter der Annahme, dass die thermodynamisch gilinstigste Konfiguration jene mit
ALK ist und ein C-13 Epimerengemisch offenbar im LLC-System II (Ursystem)
nicht auftrennt, ordneten wir der Amid-nitril Fraktion 1 das Diastereomerenge-
misch XXX /X X8 zu, Diese Amid-nitril Fraktion 1 lieferte bei Lactonisierung
Lacton 1; Zuordnung: (X-&/X-8). {Dass es sich bei Lacton 1 um ein Gemisch,
welches wir der C-13 Epimerie zuschrieben handelte, war aus dem NMR-Spek-
trum Abb. 16 ersichtlich.) Die Amid-nitril Fraktion 3 lieferte unter Lactonisie-
rungsbedingungen ebenso Lacton 1. Die Fraktion 3 unterscheidet sich offenbar
von der Fraktion 1 durch umgekehrte Konfiguration am C-8 (C-8 &8).

Die Amid-nitril Fraktionen 2 und 4 hingegen lieferten ein Gemisch der beiden
Lactone 1 und 2. Die Fraktion 2 lieferte mehr Lacton 1, die Fraktion 4 mehr
Lacton 2.

Die Alkylierungsvorversuche mit nicht LLC-getrennten Lactonen lieferten Aus-
beuten von ca 30% Disubstitutionsprodukten (H. Maag, [12], Seite107, Al-
kylierungsversuche mit LLC getrennten Lactonen, nimlich Lacton 1 (- o /X8)
lieferten eine auf ca 45% erhdhte Ausbeute an Disubstitutionsprodukten ([12],
Seite111,147 ).

Diesen Ausbeuteunterschied flihrten wir auf die Anwesenheit von Lacton 2 im
nicht LLC getrennten Lacton Zuriick. Spiter konnte H. Maag zeigen, dass die
Alkylierung von Lacton 2 tatsichlich kein Disubstitutionsprodukt, sondern ledig-
lich Monosubstitutionsprodukt lieferte. Als noch variable Konfigurationsstelle
bleibt somit nur noch die Stelle am Kohlenstoffatom C-3, die Seitenkette am
C-3 liegt somit in @ Position. Demzufolge ordneten wir dem Lacton 2 das Dia-
-Stereomerengemisch (B-%/8-8) zu. (Das Vorliegen eines Gemisches ist wie-
derum im NMR (Abb. 18) bestiitigt). Die zur obigen Argumentation verwendeten
experimentellen Daten sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Diese Kenntnisse haben eine vorldufige Konfigurationszuordnung der Lactone,
iiber welche am JUPAC-Kongress (Boston-1971) berichtet worden war ([18 ],
Seite 96 , Fig. 30) ermoglicht.

In der zitierten Literatur [18] muss folgende Korrektur angebracht werden:

Seite 96: Figur 30: richtig. Text: Im 1. Abschnitt lautet der letzte Satz
irrtimlich: Two diastereomeric, chromatographically separable lactonisation
products are observed. Amide fractions 1 and 3 give rise to only one of them
(£, &//3), whereas amide fractions 2 and 4 produce a mixture of the two, the
(4 o« /ﬁ )-isomer predominating.

richtig ist: Amid fractions 1 and 3 give rise to only one of them (X, /3),
whereas amid fractions 2 and 4 produce a mixture of the two; in case of frac-
tion 2 the («, o /ﬁ)-isomer predominates and in case of fraction 4 the (/6, d/ﬁ )-
isomer.
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Beispiel einer Lactonisierung (typischer Nachschubansatz der Pri-Boston-Periode)

(22) 23)

44. 6 uMol ( £ Benzol/564 = 12000) 5, 15-bis-nor-Cobester -c-dimethylamid-{-nitril
(22),” enthaltend die LLC-Fraktionen 1-3, wurden in 3 Parallelansitzen (A =
1/5, B; = By = 2/5 der obigen Menge) lactonisiert.

Das verwendete 5,15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-nitril (22) stammte aus
der photochemischen Cyclisierung des Zn-secco-Corrins; W. Fuhrer [13],
Seite188 . Es wurden die im "Ursystem" (SIII) abtrennbaren LLC-Fraktionen
1-3 verwendet ([13], Seite204 ,205 (letzte 6 Zeilen)). Diese Fraktionen ent-
hielten die diastereomeren Amid-nitrile:

Fraktion 1: o(eX/XX3
Fraktion 2: (@ /@AR/ @3
Fraktion 3: dég

und somit alle 4 Isomeren (unterstrichen), welche Lactone mit natlirlicher
(C-3)-Konfiguration liefern. Die LLC-Fraktion 2 wurde mitlactonisiert, da
mittels LLC das anfallende unnatiirliche C—3/@ -Lacton (C-13-Epimerengemisch)
leicht vom natiirlichen C-3&-Lacton (C-13-Epimerengemisch) abgetrennt werden
konnte, Eine Trennung der Amid-nitril Fraktion 2 in einen Anteil mit natiirli-
cher C-3o-Konfiguration resp. mit unnatiirlicher C-3A-Konfiguration gelang zu
jenem Zeitpunkt noch nicht. Die genaue Zusammensetzung des verwendeten
Amid-nitril Gemisches ist nicht bekannt, entspricht aber im Wesentlichen der
beschriebenen Verteilung ([13], Seite 204 .

Nachfolgend ist ein Ansatz der Grosse B beschrieben:
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17. 82 uMol 5, 15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-nitril (22) *73 wurden in
einem Rundkélbchen wihrend 1h am HV getrocknet. Den roten Film loste man
unter Argon in 24.4 ml abs. Dimethylformamid *74 und versetzte unter magne-
tischem Rijhren und Argon mit 3.57 ml (4 Moliiquivalente) einer 0.02m L&sung
von reinstem Jod in Essigsiure *75, (Farbwechsel von rot nach dunkelorange.)
Man verschloss unter Argonspiilung mit einem Schliffstopfen und erhitzte dann
unter Lichtausschluss (Oelbad mit Alufolie umwickelt) und magnetischem Riihren
fiir 4h auf 95-97° C (Badtemperatur) im Oelbad. Dabei veriinderte sich die Far-
be der Losung von orange zunfichst nach braunrot und schliesslich nach dunkel-
rot.

Man liess die Reaktionsldsung erkalten (Eiswasserbad), offnete den Kolben, setz-
te einen Schliffhahn auf und entfernte die fliichtigen Anteile am HV unter gelin-
der Erwirmung im Wasserbad (50-60°) bis auf ein Restvolumen von ca 0.5 ml
(Daver ca 20-25 Minuten). Das tiefrote Oel nahm man in 2 ml abs. Benzol auf,
transferierte in einen Schiitteltrichter auf 20 ml Benzol und 10 ml vorgekiihlte
gesiittigte KC1*#76/0. 1% KCN*17 ~Losung und wusch die org. Phase 3x mit ge-
kiihlter KC1/0.1% KCN-Losung. Die wiissrigen Phasen (schwach rosa) extrahier-
te man 2x mit 20 ml Benzol, filtrierte die org. Phasen durch Watte und engte
am RV vollstindig ein.

Auf Grund des Elektronenspektrums bestimmte man folgende Chromophoraus-
beuten: A ) 7.5 uMol (& Benzol/568: 12000) *78 : 84.2 %

Bl) 16. 05 uMol " 190 9%
B2) 15.95 uMol " : 89.5 9%

Die vereinigten Rohprodukte wurden auf 4 TLC-Platten*79 chromatographiert:

Start violett rot rot gelb
B A

*73 Ich danke W. Fuhrer fiir das Ueberlassen grosserer Mengen von Amid-
nitril (22).

*74 abs. Dimethylformamid, DMF, Fluka puriss, 1x iiber PsO5 am WV destil-
liert und 2x durch eine Vacuummantelvigreuxkolonne am WV destilliert.

*¥75 Jod, 3x bei RT sublimiertes Jod ex Fluka puriss. resubl. Ph. Helv.V.
Essigsfiure, Merck AG, zur Analyse, destilliert unter N5. Diese Ldsung
kann ohne Ausbeuteeinbusse wihrend 14 Tagen verwendet werden. Aeltere
Losungen wurden nie verwendet.

*76 Kaliumchlorid reinst, Siegfried, Zofingen.

*77 Kaliumcyanid, Merck AG, zur Analyse.

*78 Es handelt sich hier um einen arbeitshypothetischen & -Wert, der generell
zur Mengenbestimmung der Lactone und die Dimethylamid-nitrile verwendet
wurde.
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Das Silikagel der beiden Zonen A und B wurde je mit Methanol abs. Methylen-
chlorid (15:85%) extrahiert und die Extrakte am RV eingeengt. Infolge der unge-
niigenden Trennung (Ueberladung?) wurden die wieder vereinigten Zonen A und
B auf 6 TLC-Platten*79 rechromatographiert:

3x

Start

Nach Eluation der Zonen A und B und Einengen der Lé&sungsmittel wie oben,
bestimmte man folgende spekiroskopischen Ausbeuten:

Zone A (Lacton) *80 26.9 uMol ( £ Benzol/568: 12000) 60.2 %
Zone B (Edukt) *81 10.0 uMol ( £ Benzol/564: 12000) 22.4 %

Auftrennung in die C-3-epimeren Lactone *82

Die Lactonzone A ist DC einheitlich (DC, vgl. 2.1.). Die Fliissig-Fliissig-Ver-
teilungschromatographie (LLC, vgl. 2.1.) ermdoglichte hingegen eine Auftrennung
in 2 Fraktionen. Von der obigen Menge (26.9 uMol) Lacton wurden ca 5 uMol

von H. Maag [12] (Seite 109 letzte 4 Zeilen) direkt zu Alkylierungsvorversu-

*19 vgl, 2.1.

*80 Dass es sich bei dieser Z?ne um ein Lacton handelt wird auf Grund der
IR-Bande um ca 1795 ¢m™", sowie der #hnlichen Strukturierung im UV und
#hnlicher Bandenlagen im IR von 5,15-bis-nor-Cobester-c-lacton und 5, 15-
Cobester-c-lacton vermutet (vgl. H. Maag [12] Seite75 und 222). (Vgl
auch den allgemeinen Teil.)

*81 Die Zone B zeigt im UV-Spektrum Edukistrukturierung. Diese Zone wurde
jeweils aus verschiedenen Ansitzen gepoolt, vereinigt und nach Rechroma-
tographie (TLC) nach der beschriebenen Methode lactonisiert (Nachlactoni-
sierung). Dabei zeigte sich wieder eine analoge Produktverteilung. Spiter
erwies sich die Nachlactonisierung infolge einer besseren Lactonisierungs-
methode als iiberfliissig. Eine analytische Untersuchung der zurilickgewon-
nenen Edukte wird unter 2.3.3.1. beschrieben.

*82 Da zu diesem Zeitpunkt nicht alle diastereomeren Amid-nitrile unnatiirlicher
Konfiguration am C-3 (C-3€) von jenen natiirlicher Konfiguration an C-3
(C-34) abgetrennt werden konnten [13], geschah diese Trennung auf der
Stufe der Lactone. H. Maag [12] konnte zeigen, dass sich die Lactone
mit C-3/43-Konfiguration nicht dialkylieren lassen. Eine Abtrennung dieser
Isomere war deshalb erwiinscht. Das Lacton mit C-3X-Konfiguration hin-
gegen zeigte diese Reaktionseinschrinkung nicht und weiter iibt die Epime-
rie am C-13 ebenfalls keinen Einfluss auf die Alkylierung in 5- und 15-
Stellung aus.
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chen verwendet. Der Rest (ca 21.9 uMol) wurde unter folgenden Bedingungen
LLC getrennt (Abb. 14):

(S m, Kol B, 90 ml/h)

Fraktion 1 (Lacton 1) : R, = 8.9 Min.

Fraktion 2 (Lacton 2) : Rt = 10.4 Min.

Ausbeute Isomeren- LACTONS
verteilung

Lacton 1 18,58 uMol 88.4 %

Lacton 2 2.44 uMol 11.6 % :

21.02 uMol 100 %

Isomerie *83 *

Lacton 1 « - o(/o(.ﬁ

Lacton 2 ﬁ 'o(/ﬁ.ﬁ MIN. 15 10 5

Abb. 14

Das Material der LLC-Fraktion 1 wurde auf drei, jenes der LLC-Fraktion 2
auf einer TLC-Platte rechromatographiert. Nach Eluation mit Methanol/abs.
Methylenchlorid (15:85) und Einengen der Liésungsmittel am RV nahm man das
Material in je ca 10 m! Benzol auf, wusch die organischen Phasen je 1x mit
KC1/0.1% KCN-Lésung, filtrierte durch Watte und engte am RV vollstindig ein.
Die roten Riickstiinde trocknete man iiber Nacht bei RT am HV. Vom Material
der LLC-Fraktion 1 (= Lacton 1) wurde direkt das UV, IR und NMR-Spekirum
aufgenommen, anschliessend diente es zu Alkylierungsversuchen ([12] Seite110 ,
Fussnote 51). Dieselben Spektren wurden auch von der LLC-Fraktion 2 (= Lac-
ton 2) aufgenommen. Dazu verwendete man das obige Material, vereinigt mit
Lacton 2 analoger Ansitze.

Die beiden Produkte enthielten den in 2.1. beschriebenen Ballast, da zu jenem
Zeitpunkt die Methode des Waschens mit Methanol und Hexan noch nicht be-
kannt war.

5, 15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril (23) (Lacton 1) (C-13 Epimerengemisch

XX /X 8],
((X-X) (e-8)-Verhiltnis ca 1:1)

UV Benzol qualitativ
PE-402 568/0.445 max, 547/0.290 min, 533/0.343 max, 495/0.16 sh,
44570.122 min, 417/0.214 max, 395/0.214 sh, 358/1.000 max
335/0.400 min, 320/0.425 max, 313/0.395 min, 308/0.400 max,
. 294/0. 346 min. ¥/ = 2,25

IR CHCls 2242w (f-CN), 2120w (Co-CN), 1794m (Lactongruppe)1 1732s
121. 6.1971) (COOCH3), 1642w, 1600m/1578m (Chromophor), cm~*. Die

*83 Die hier vorweggenommene Isomerenzuordnung wird unter 2. 3. 3. 4. diskutiert.




Abb. 15

NMR C
HA-100 676
(22. 6. 1971)
Abb. 16
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schwachen Banden bei 3580, 3430 und die starken Banden bei
2920 resp. 2842 em-1 weisen auf Ballast hin (keine Methanol/
Hexan Waschung).

16.5 mg in Normalzelle

-Chromophorgebundene Vinylprotonen bei: 5.97s, 5.86s, 5.61/

5.58 ppm.

-Methylester: 8 Singulette bei: 3.59, 3.51, 3.45, 3.42, 3.41,

3.33, 3.31, 3.27 ppm.

-Methylgruppen: 6 Singulette bei: 1.13, 1.04, 0.94, 0.88, 0.84,

0.77 ppm (Signal fiir die an C1 gebundene Methylgruppe ist
offenbar durch die Verunreinigung bei 1.38 ppm verdeckt).

-Die Hiufigkeit der Methylester- und Methylgruppensignale, so-

wie das dublettoide Signal um 5.6 ppm lidsst das Vorliegen
eines C-13-Epimerengemisches vermuten.

-Kontaminationssignale bei: 6.38 und 1. 38 ppm. (Signal bei

1.38 ppm in spiteren Ansitzen durch Waschen mit Hexan und
Methanol entfernt).

5, 15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril (23) (Lacton 2) (C-13-Epimerengemisch

3-73-8)

UV  Benzol
PE-402

IR CHCl3
(21. 6. 1971)

Abb. 17

NMR  CgDg
HA-100
(20.7.71)
Abb. 18

qualitativ
573/0.442 max, 551/0.302 min, 537/0.340 max, 500/0.170 sh,
418/0.108 min, 422/0.212 max, 396/0.218 sh, 362/1.000 max

337/0.415 min, 423/0.445 max, 315/0.437 min, 310/0. 455 max,
394/0.392 min. & /X = 2.26 '

2242w (f-CN), 2120w, (Co-CN), 1795m (Lactongruppe), 1732s
(COOCH3), 1635w, 1595m/1572m (Chromophor) cm~l. Verun-
reinigungen bei 3580w, 3430w und 2920s resp. 2840s und
Schulter bei 1680 cm-1 (aus HCN, spiter wegwaschbar).
(Vergleich zu IR des o(-a(/o(-ﬁ Lactons wird in 2.3.3.4.
kommentiert)

6.5 mg in Mikrozelle

-Chromophorgebundene Vinylprotonen bei: 5.86s, 5.64s (ver-

breitert) 5.56s (verbreitert) ppm.

-Methylester: 6 Singulette bei 3.52, 3.48, 3.44, 3.41, 3.35,

3. 34 ppm.

-Methylgruppensignale: Die Methylgruppen erscheinen sehr

schlecht aufgeldst in einem breiten Signal von 1.10-0.75 ppm.

-Die an C-1 gebundene Methylgruppe ist durch das bei 1.38

ppm liegende Kontaminationssignal verdeckt.

-Weitere Kontaminationssignale bei: 6.31 (Losungsmittel?),

1.41 (H90?) und um 1,38 (aus HCN, spiter wegwaschbar)
ppm.

-Die Hiufigkeit der Methylester-, die schlecht aufgelosten Me-
thylgruppensignale und die verbreiterten Signale der Vinylpro-
tonen lisst das Vorliegen eines C-13-Epimerengemisches ver-

muten.,
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Lactonisierung der einzelnen Amid-nitril LLC-Fraktionen

In Tabelle 3 sind die Resultate von Lactonisierungen unter den obig beschriebe-
nen Bedingungen aufgefiihrt., Diese Resultate iibten vor allem auf die Abklirung
der Diastereomerieverhiltnisse der Fuhrer'schen Amid-nitril LLC-Fraktionen
einen grossen Einfluss aus und gestatteten erstmals eine provisorische Zuord-
nung der Konfiguration der bei der photochemischen Cyclisierung auftretenden
Diastereomere mit den LLC-Fraktionen (vgl. Riickschau auf die Information aus
den Pri-Boston-Lactonisierungsansitzen in 2.3.1.).

Tabelle 3

Mengenbestimmung: spektroskopisch in benzolischer Losung; es wurde die lingst-
wellige Absorptionsbande im UV/VIS-Spektrum (£ = 12000, hypothetisch) fiir
alle aufgefiihrten Substanzen verwendet.

Edukt Chromophoraus- Produkte nach Lactone nach
{Amid-nitril) beute vor Chro- TLC LLC
matographie
LLC-Fraktion 1 | 15.41 uMol/83.2% | -Lacton 10.86 uMol Lacton 1 (-« /.3)
(oxtotot/olof8) (58.5%) M —E:Spur Lacton 2 #
18.55 uMol -Edukt  1.17 pMol
(6.3%)
LLC-Fraktion 2 | 0.792 uMol/82. 3% | -Lacton 0.125 }ﬂVIol_E:'vLacton 1" (o)
(48e/ 8okl / 3043) 13 %) Lacton 2 (8-4/434)
0.962 uMol -Edukt 0.542 pMol im Verhiltnis;
(56. 3%) 64 : 36 %.
LLC-Fraktion 3 | 0.371 nMol/91.5% | -Lacton 0.05 pMol —"Lacton 1" (X-4)
(o40) (12.3%)
0.406 uMol -Edukt 0.235 pMol
(57.4%)
LLC-Fraktion 4 | 13 01/81.4% -Lacton 3.13 ol—'Lacton 1" (%-43)
(A8 ug) - (19.5%) m ELacton 2"(/9ﬁ)
16 yMol -Edukt 7,67 uMol Lacton 3 (Unnat.
(47.9%) Lacton mit fal-
+85 scher Helix) *84.
Verhiltnis:
23:59:18 %.

*84 Das IR-Spektrum dieser Zone zeigt eine Absorption bei 1795 cm'l, wie sie
flir Lactone dieser Reihe typisch ist. Infolge kleiner Substanzmengen liegen
keine weiteren Daten vor.

*§5 Die Fraktion 4 enthielt infolge der damals noch ungeniigenden Abtrennung
der Fraktion 3 noch Anteile dieser, Lacton 1 liefernden Fraktion.
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2.3.2. Endgiiltige Reaktionsbedingungen zur Lactonisierung von 5,15-bis-nor-
Cobester-c-dimethylamid-f-nitril (22) (typischer Nachschubansatz der

Post-Boston-Periode)

9.92 aMol ( £ Benzol/564: 12000) 5, 15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-nitril
(22) (enthaltend die LLC-Fraktionen 1-3) *87 wurden mit einem Magnetriihrstab
iiber Nacht am HV bei RT vorgetrocknet.

Den roten Film l6ste man unter Argon in 13.4 ml absolutem Dimethylacetamid
*86 und versetzte unter magnetischem Riihren unter Argon mit 1.485 ml (3Mol-
iquivalente) einer 0.02m Losung von reinstem Jod in Essigsidure *75 (Farbwech-
sel nach orange, schwache Erwirmung). Man verschloss mit einem Schliffstopfen
unter Argonspiilung und erhitzte unter Lichtausschluss und magnetischem Riihren
wihrend 3h auf 93-96° (Badtemperatur) im Oelbad. (Farbinderung von zunichst

*36 abs. Dimethylacetamid (DMAA), Fluka AG, puriss. p.a., 1x liber P9Og
am WV und anschliessend 2x durch Vacuumantelvigreuxkolonne am WV
destilliert.

*87 Das zur Lactonisierung verwendete 5,15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-
-f-nitril aus photochemischer Cyclisation am Cadmiumkomplex hatte folgen-
de Isomerenverteilung ([13], Seite 180 ff.):

C-3 C-8 C-13 Fraktion Gehalt

« « < i"(} 1 ggf Z’ Anteil mit richtiger

:(< < g G o 2570 (C-3o¢)-Konfiguration
. o

o é o’ gt 8.5 % 77.15 %

ﬂ < & 24 1 2 11.55% Anteil mit falscher

73 < ﬁ 24 11.3 % (C-3)-Konfiguration

22.85 %
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orange iiber braunrot nach tief-rot). Danach liess man die Reaktionslésung er-
kalten (Eiswasserbad), verdiinnte das Reaktionsgemisch mit 20 ml Rein-Benzol
(=abs. Benzol) und goss die Losung auf ein Gemisch bestehend aus 30 ml Ben-
zol, 30g Eis, 30 ml Eiswasser, 12 ml KC1/0.1% KCN Lésung und 0.6 ml 0.1
m Natriumthiosulfatlosung *88 im Scheidetrichter und spiilte den verbleibenden
Kolbeninhalt mit insgesamt 10 ml Rein-Benzol nach. Die wissrige Phase extra-
hierte man weitere 3x mit je 60 ml Benzol und wusch die organischen Phasen
je 1x mit halbgesittigter KC1/0.1% KCN Ldsung und anschliessend je 2x mit
gesittigter KC1/0.1% KCN Lésung. Das anfallende Waschwasser war schwach
rosa, wurde aber nicht mehr weiter extrahiert.

Dieses Prozedere ermoglicht eine vollstindige Extraktion des DMAA. Dazu soll-
ten obige Mengenangaben unbedingt eingehalten werden, ansonst Produkt durch
den Waschprozess verschleppt wird und das Ldsungsmittel nicht vollstindig ent-
fernt werden kann.

Die organischen Phasen filtrierte man durch Watte, engte das Ldsungsmittel am
RV ein und bestimmte folgende Chromophorausbeute ( £ Benzol/568: 12000)
9.08 uMol 91.6 % bez. Edukt.

Nach Einengen des Ldsungsmittels am RV trug man den Riickstand, in wenig
Benzol aufgenommen, auf 2 TLC-Platten auf und chromatographierte im System:
Hexan:Isopropanol:Methanol = 5:2:1/0.02 % HCN (vgl. 2.1.). Dabei zeigte sich
folgendes Bild:

Start violett
B

Man extrahierte das Silikagel der Hauptzone A und der violetten Nebenzone B
mit Methylenchlorid/Methanol (85:15%) und bestimmte folgende spektroskopische
Ausbeute:

Zone A (Lacton) ( £ Benzol/568: 12000) 8.74 uMol 88.0 %
Zone B ( ? ) (& Benzol/584: 12000) 0.223 JMol 2.25%

LLC-Chromatographie

Die violette Zone B, im DC unmittelbar vor dem Start, wandert im LLC (Sl/
KolA) nicht und wurde auch wegen der geringen Menge nicht mehr weiter unter-
sucht. Die Zone A (Hauptprodukt = Lacton) konnte hingegen mittels LLC in 2
Zonen zerlegt werden:

(SI, KolA, ca 75 ml/h) (Abb. 19)

*88 0.1 m Natriumthiosulfatlésung, Merck AG, Titrisol.
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Fraktion 1 (Lacton 1) Rt : 25.5 Min.
Fraktion 2 (Lacton 2) Rt : 31 Min.

Ausbeute »AMol % Isomerenverteilung Isomerie *83
(bez. Edukt) beobachtet erwartet*89

Lacton 1 6.05 61.0 75.5 % 77.15 % oKXy
Lacton 2 1.96 19.7 24.5 % 22.85 % Ve d/ﬁﬁ
Zwischen- 0.57 5.7

fraktionen 86.4

Die Vor- und Nachfraktionen (Abb. 19) enthielten auf Grund des LLC hauptsichlich
Lacton 1 und 2 neben wenig Edukt und unbekannten, nicht niher untersuchten
Produkten.

Eine spiter durchgefiihrte analytische Trennung dieser Lacton-1 Fraktion mit
dem erst spiter entwickelten LLC-System II (vel. 2.3.4.) zeigte eine Vertei-
lung der (o(-o(/o(-ﬁ)-Epimere im Verhiltnis 1:1.

(SI, Kol C, 40 ml/h) (Abb. 20)

Rt (K.) : 60 Min.

R, (o<./3) : 63 Min. A/i A

LACTON-1
2
WIN. 30 20 10 MIN. 6'5 6'0 5'5
Abb. 19 Abb. 20

Die beiden obigen LLC-einheitlichen Lactonfraktionen 1 und 2 rechromatogra-
phierte man zur Entfernung der polymeren Anteile je auf einer TLC-Platte (2x
entwickelt), eluierte mit abs. Methylenchlorid/Methanol (85:15), nahm nach Ein-
engen der Ldsungsmittel die roten Riickstinde in je ca 10 ml Benzol auf, schiit-

*89 Auf Grund der Verteilung der Eduktisomeren*87 bei Nichtisomerisierung
des Zentrums 3 wihrend der Lactonisierung.
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telte je 2x gegen gesiittigte KC1/0.1% KCN L&sung und extrahierte die wissri-
gen Losungen je 1x mit Benzol. Die durch Watte filtrierten org. Phasen engte
man am RV ein und trocknete die roten Filme flir 6h am HV. Danach unter-
warf man die beiden Produkte der Methanol- und Hexan-Waschung und bestimm-
te folgende spekiroskopischen Ausbeuten *90:

Lacton 1 : 5.5 4Mol 55.5 % bez. eingesetztem Amid-nitril (22)
Lacton 2 1.79/,Mol 18.1 %

Lacton 1 dieser Qualitit wurde zu Alkylierungen fiir die New-Delhi-Identifikation
der f-Amide *91 und die definitive Charakterisierung der f-Amide *91 verwendet.

Zur Aufnahme der unten aufgefiihrten Spektren dienten die auf gleichem Weg er-
haltenen Produkte zweier Grossansitze (Eduktmenge 8 Mol resp. 16 uMol).

5, 15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril (23) (Lacton 1) (C-13 Epimerengemisch
o(-X/X.8) ~(Verhilinis ca 1:1)

uv Methanol/0.02% HCN, qualitativ

Cary 14 566.5/0. 386 max, 544/0.258 min, 531.5/0. 281 max,
494/0.770 sh, 440/0.080 min, 413/0.136 max, 400/0.102 min,
389/0.125 sh, 356.5/1.000 max, 320/0.267 min,
306/0. 304 max, 297/0.282 sh, 286/0.238 min, 275/0.402 max,
259/0.261 min, ¥ /A = 2,59
Das UV/VIS-Spektrum dieses C-13 Epimerengemisches ist
praktisch deckungsgleich mit jenen der reinen Isomeren in

2.3.3.3.
IR CHCI3 2250w (f-CN), 2120w (Co-CN), 1795s (Lactongruppe), 1735s
(6.5.72) (COOCH3g), 1642w, 1602m/1578m (Chromophor) cm-1,
Abb. 21 Im Vergleich mit dem entsprechenden IR aus der DMF-Metho-
de (Abb. 15) ist kein Ballast in der Probe.
NMR CGDS ca 14 mg in Normalzelle
HA-100 -Chromophergebundene Vinylprotonen bei: 5. 96s, 5. 84s,
(25.5.72) 5.57/5.54 ppm.
Abb. 22 -Methylestergruppen: 8 Singulette bei: 3.56, 3.48, 3.42, 3. 39,

3.37, 3.30, 3.28, 3.23 ppm.

-Methylgruppen: 7 Singulette bei: 1.42, 1.11, 1.02, 0.92, 0.886,
0.82, 0.75 ppm.

-Die Hiufigkeit der Methylester- und Methylgruppensignale, so-
wie das dublettoide Signal um 5.5 ppm zeigt das Vorliegen
eines C-13 Epimerengemisches.

Die im NMR-Spektrum des Lactons aus der DMF-Methode
(Abb. 16) sichtbaren Kontaminationssignale sind in dieser
Probe nicht sichtbar.

*90 Die Verwendung frisch aktivierter TLC-Platten hatte eine Ausbeuteeinbuss
von je ca 9% beziigl. LLC-einheitlichem Lacton zur Folge. i
*91 vgl. H. Maag [12], Seite 126ff. (New Delhi), Seite 146ff. (definitiv).
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5,15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril (23) (Lacton 2) (C-13 Epimerengemisch

Bx/B8)

uv
Cary 14

IR CHCI
0. 6.1973)
Abb. 23

NMR C,D,
HA-100
(19. 6. 1972)
Abb. 24

Methanol/0.02% HCN, qualitativ

571.5/0.383 max, 549/0.267 min, 535/0.298 max,
%02/0.170 sh, 443/0.080 min, 417/0.144 max, 404/0.108 min,
393/0.130 sh, 359/1.000 max, 327/0.265 min, 316/0.292 max,
313/0.288 min, 307/0. 302 max, 288/0.236 min,

275.5/0.411 max, 259/0.268 min. )/« = 2.61

Das UV/VIS-Spektrum dieses C-13 Epimerengemisches ist
praktisch deckungsgleich mit jenen der reinen Isomere in
2.3.3.

2250w (f-CN), 2120w (Co-CN), 1795m (Lactongruppef, 1735s
(COOCH3), 1635w, 1598m/1575m (Chromophor) cm-1,

Der Vergleich mit dem entsprechenden IR (Abb. 17) (Lacton
2 aus der DMF-Methode) zeigt, dass die obige Probe ballast-

frei ist.

ca 5 mg in Mikrozelle

~-Chromophorgebundene Vinylprotonen bei: 5.87s, 5.62s (ver-
breitert), 5.55s ppm.

-Methylester: 6 Singulette bei: 3.52, 3.48, 3.43, 3.41, 3.35,
3. 33 ppm.

-Methylgruppensignale: 6 z.T. schlecht aufgeldste und verbrei-
terte Singulette bei: 1.30, 1.04, 1.00, 0.92, 0.85, 0.78 ppm.
-Die Hiufigkeit der Methylestersignale, sowie die verbreiter-
ten Methylgruppensignale und das verbreiterte Signal um 5. 62
ppm zeigt das Vorliegen eines C-13 Epimerengemisches.

-Die in Abb. 18 (NMR von Lacton 2 aus der DMF-Methode)
sichtbaren Kontaminationsignale sind ausser dem schwachen
Signal um 1,38 ppm nicht vorhanden.

Die Spektren mit Lacton der DMAA-Methode zeigen im Vergleich mit den ent-
sprechenden Spektren mit Lacton aus der DMF-Methode das gleiche Bild, jene
sind aber deutlich weniger stark verunreinigt als diese. Insbesondere liegt auf
Grund der Methylestersignale und Methylgruppensignale im NMR ein Gemisch
zweier Isomere vor (C-13-Epimerengemisch).
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Diskussion der Reaktionsbedingungen: Die urspriinglich gefundenen Bedingungen
von P. Schneider (beschrieben in 2.3.1.) ermoglichten erstmals die Ueber-
fihrung der Amid-nitrile in priparativ befriedigender Ausbeute in die Lacton-
nitrile (= Lactone), Von Nachteil war bei dieser Methode, dass stets grissere
Mengen (in der Regel ca 20-60%) unumgesetztes Edukt zurlickerhalten wurde,
das in analog ausgefiihrten Nachlactonisierungsansitzen wiederverwertet wurde.

Aenderungen der Reaktionsbedingungen, nimlich hShere Reaktionstemperaturen,
verlingerte Reaktionszeiten und andere Reagenzienverhiltnisse ergaben stets
schlechtere Ausbeuten an Lacton. Das eingesetzte Amid-nitril konnte wohl prak-
tisch vollstindig umgesetzt werden, doch sank dabei die Gesamtausbeute an Lac-
ton beziiglich eingesetzten Amid-nitrils; dh. die Zerstérung des Chromophors
konkurriert mit der Lactonisierung.

Eine letzte systematische Untersuchung der Lactonisierungsreaktion nach der Pré-
Boston Periode fiihrte zur Entdeckung, dass die Verwendung von Dimethylaceta-
mid an Stelle von Dimethylformamid eine glatte, praktisch eduktfreie Lactonisie-
rung der Amid-nitrile ermdglicht. Die Reaktionszeit konnte mit der neuen Me-
thode auf 3h (vorher 4h) gesenkt werden, ebenso geniigten schon 3 Moldquivalen-
te Jod-Essigsiurelosung (vorher 4 Moliq.) fiir einen vollstindigen Umsatz des
Amid-nitrils. In kleinen Lactonisierungsansiitzen (vor allem bei Ansiitzen Zca
2mg) wurden im schlechtesten Fall (Lactonisierung von Amid-nitril ﬁﬁo() héch-
stens ca 109 Edukt zuriickgewonnen. Diese Erscheinung wird auf einen erhdhten
Gehalt an "polymeren Riickstinden" (vgl. 2.1.) zuriickgefithrt, der bei kleinen
Proben mit Hexan und Methanol nicht vollstindig weggewaschen werden kann.
Dieser Riickstand konsumierte vermutlich einen Teil des Jod-Essigsiure Reagen-
ses, das somit der Lactonisierungsreaktion entzogen wurde.

Die Verwendung von reinstem Jod und sorgfiltig gereinigten Dimethylacetamids
ist fiir den Erfolg der Lactonisierung wichtig.

Ausschlaggebend fiir den Erfolg der Lactonisierung nach den beschriebenen Me-
thoden ist die funktionelle Gruppe der c-Seitenkette. Die Lactonisierung von
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5,15-bis-nor-Cobester (vgl. Riickschau auf die Information aus den Pri-Boston
Lactonisierungen) (nach der Methode in 2.3.1.) lieferte nur ca 28 % Lacton,
aber 50 % Edukt. Lactonisierung desselben Eduktes nach den endgiiltigen Bedin-
gungen (in 2. 3.2. beschrieben) lieferte ein mit den alten Bedingungen vergleich-
bares Resultat, nidmlich 27 % Lacton und ca 59 % Edukt.

Die Lactonisierung der 5,15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamide lieferte deutlich
hohere Ausbeuten an Lacton. Diese funktionelle Gruppe ergab sich, bedingt
durch die Oeffnung eines Thiolactons mit Dimethylamin zur Vorbereitung von
Ringkondensationen) (vgl. P. Schneider [11], Seite 96 (A-B Cyclisierung)
und W. Fuhrer ([13], Seite151): (Kondensation von Ring A und BCD-Tri-
cyclus) und hatte einen Husserst gliicklichen Einfluss auf die Lactonisierungs-
reaktion.
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2.3.3. Lactonisierung der 8 reinen 5,15-bis-nor-Cobester-c-dimethylamid-f-
nitril-Diastereomeren und Charakterisierung der 4 daraus erhaltenen
5, 15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril-Diastereomeren

2.3.3.1. Allgemeines

Im Gegensatz zu den 8 auftretenden Amid-nitril Fraktionen natiirlicher Helizitit,
die mittels DC- und LLC-Trennung rein erhalten wurden ([13], Seite 179,207 ),
gelang eine vollstindige LLC-Trennung der Lactone in die 4 reinen Diastereo-
meren nicht. In einer Vorversuchsreihe wurden 6 der 8 moglichen reinen Amid-
nitril-Diastereomeren (die /Ao und ﬁdﬁ — Diastereomeren konnten damals noch
nicht getrennt werden) in kleinen Mengen (ca je 500 ¥) separat lactonisiert. Die
erhaltenen Produkte wurden von der Harvard-Gruppe mit dem dort entwickelten
Adsorptions-Hochdruckchromatographiesystem (LC, vgl. unten) analytisch unter-
sucht. Mittels dieses Systems war nimlich eine Trennung der 4 Lacton-Diaste-
reomeren moglich. Die LC-Resultate zeigten eindeutig, dass bei der Lactonisie-
rung keine C-13-Epimerisierung auftritt. Somit wurde fiir uns die Herstellung
reiner Lacton-Diastereomere ausgehend von reinen Amid-nitrilen (ausser den
damals noch nicht mit LLC trennbaren ﬂo(o( - und /@o(ﬁ -Diastereomeren) er-
moglicht.

Zu einem spiteren Zeitpunkt gelang in unserer Gruppe nicht nur die Trennung
der GXX - und ﬂv{d -Amid-nitril-Diastereomeren, sondern auch die Trennung
des . X /.4 -(= Lacton 1)-Diastereomerengemischs zu den reinen Isomeren

of- o resp. &./4 mittels des LLC-Systems II. Fiir die priparative Trennung
von Lacton 1 verwendete man 2 Kolonnen B; fiir die analytische Trennung die
Kolonne C (vgl. 2.1.). Leider gelang in unserer Gruppe die Trennung der &-«/
/3- B-(= Lacton 2)-Diastereomeren auf diesem Wege nicht.

Zur Charakterisierung verwendete man deshalb die reinen Lacton Diastereome-
ren, welche durch separate Lactonisierung erhalten wurden. Am Beispiel der
Lactonisierung der Amid-nitril Fraktion 1 (XX /XAB) wird zusitzlich die Iso-
lierung der reinen Lacton-Diastereomeren X - & resp, . /4 mittels préparativer
LLC-Trennung beschrieben. .

Durchfiihrung

Die Lactonisierungsansitze der 8 reinen Amid-nitril-Diastereomeren sind in
Tabelle 4 zusammengefasst,

Zur Lactonisierung verwendete man die 8 reinen Amid-nitril-Diastereomeren
natiirlicher Helizitdt des von W. Fuhrer ([13], Seite 207-211) beschriebenen
Analysenmaterials. Die Lactonisierungsansitze wurden jeweils mit ca 2 uMol
Amid-nitril nach der in 2. 3.2. beschriebenen Vorschrift in einem 2-3 ml fassen-
den Spitzkolben ausgefiihrt (Ansitze A-H in Tabelle 4). Die dazu ben&tigten Rea-
gensmengen wurden linear verkleinert. Zur Aufarbeitung und Reinigung verfuhr
man mit geringen, nachfolgend aufgefiihrten Aenderungen nach 2.3.2.

Die Lactonisierungsrohprodukte wurden nach Extraktion der TLC-Chromatogra-
phie unterworfen. Dabei eluierte man (vgl. 2.3.2.) eine Hauptzone A und eine
Schwanzzone B (z.T. deutlich von der Hauptzone A abgetrennt, siehe unten).
Die Hauptzonen wurden hierauf der schnellen (SI) LLC-Chromatographie, danach
zur Entfernung polymerer Riickstinde der TLC-Chromatographie und der
Waschung mit Methanol und Hexan unterworfen. Von den Lacton-Diastereomeren
dieser Reinheit registrierte man die UV/VIS-, die CD- und IR-Spekiren, sowie
die LLC- und LC-Chromatogramme,
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Auf Grund der CD-Spektren (Abb., 29-A-H), der LLC-Chromatogramme (langsa-
mes System/S II) und der LC-Chromatogramme (von der Harvard Gruppe ausge-
filhrt) wurde gezeigt, dass die aus den 8 reinen Amid-nitrilen erhaltenen Lacto-
ne paarweise identisch sind. Die UV/VIS-, sowie die IR-Spektren sind fiir die
Beurteilung der paarweisen Identitdit wenig aussagekriftig (vgl. unten).

Die Einheitlichkeit der erhaltenen Lacton-Diastereomeren wurde mittels DC-,
LLC- und LC (LC von der Harvard-Gruppe ausgefiihrt) gepriift.

Danach wurden die paarweise identischen Lacton-Diastereomeren (geringe Mate-
rialmengen!) gemischt, sofern moglich (d.h. bei den Diastereomeren o . ﬁ und
- A) kristallisiert, und mittels UV/VIS, IR, NMR und MS charakterisiért.

Zusammenfassung der Ausbeuten der Lactonisierungsansitze

Tabelle 4
Mengenbestimmung:

Edukte: alle £ = 12000 in Benzol, gemessen an der &« -Bande: 560-568 nm,
Produkte: alle £ = 12000 in Benzol, gemessen an der & -Bande: 575-582 nm.
Qualitit der Edukte: Analysenmaterial von W. Fuhrer ([13], Seite 207 -211).

Ansatz | Edukt: Chromophorausbeute *92
Amid- im Rohprodukt nach 1x TLC nach LLC-, der .
nitril 21Mol/ %) g:.Mol/ %) TLC-Hauptzonen A
(nMol) ez, Edukt ez. Edukt und TLC
(nMol/%) bez. Edukt
A (oleX) | 2.08 1.96 / 94 A 1,895 / 91 "1.604 /
B 0.053 / 3
B (464 | 1.875 1.833/ 98 A 1.50 / 80 1.332 / 11
BO0.167/ 9
C (%8) | 2.11 2.12 /100 A 2,05 /91 1.700 / 81
B -- -
D (o(/a/@) 2.04 2.04 /100 A 1,916 / 94 1.625 / 80
B 0.085 / 4
E (/w() 2.06 1.96 / 95 A 177 / 86 1.500 / 73
B 0.058 / 3
¥ (/@pa() 1,916 1.855/ 97 A 1.625 / 85 1.375 / 12
B 0.200 / 10
G W) 2.12 2,12 /100 A 2.08 / 98 1.750 / 83
B 0.037 / 2
H (/@/ala) 1.875 1.875/100 A 1,56 / 83 1.332 / M1
B 0.179 / 10
C 0.068 / 4 *93

*92 Die Ausbeuten wurden auf dem Spekirometer PE 402 (Routine) bestimmt.
Die Wellenlinge (auch der & -Bande) stimmen dabei nicht mit den Analy-
senspektren (Cary-14) iiberein (vgl. 2.1.).

*93 Die Zone C (violett) beim Ansatz H zeigt dieselben DC-Eigenschaften wie
jene violette Zone des in 2.3.2. beschriebenen Ansatzes. Sie tritt bei den
Ansitzen A-G nur in Spuren, beim Ansatz H jedoch deutlich auf. Die & -
Bande im UV Spektrum dieser Zone (Benzol) ist mit ca 584 nm gegentiber
572 nm (PE 402) deutlich bathochrom verschoben.
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Bemerkung zur TLC-Chromatographie der Rohprodukte (Kolonne 4, Tabelle 4)

Substanzmengen unter ca 3 uMol (ca 3 mg) wurden generell, und so auch hier,
auf DC-Platten *12 im Corrinlaufmittelsystem (vgl. 2.1.) 3x entwickelt. Die
TLC-Chromatographie war vor der nachfolgenden LLC-Chromatographie erforder-
lich, um eventuell noch vorhandenes, nicht umgesetztes Edukt (Grund cf. Dis-
kussion 2.3.2.) vom Produkt abzutrennen. Eine direkte Abtrennung nicht umge-
setzter Edukte (Amid-nitrile) mittels der schnellen LLC-Chromatographie (SI)
wiire nicht in allen F#llen méglich gewesen. Die Lacton LLC-Fraktion 1 iiber-
lappt némlich infolge zu geringer Retentionszeitunterschiede mit den Amid-nitril
LLC-Fraktionen 2 (enthiilt {8 , gt und ,60&) und 3 (enthidlt X843 ), wih-
renddem die Lacton LLC-Fraktion 2 mit den id-nitril LLC-Fraktionen 4a

( f4BA) resp. 5a (ﬁﬁ,@) tiberlappt. Dieses Verhalten verunmdoglichte eine saube-
re Edukt-Produkt Trennung mittels LLC allein. Die Rohprodukte wurden des-
halb vor der LLC-Chromatographie zur Abtrennung event. vorhandener Edukte
(diese wandern auf TLC- oder DC-Platten wenig langsamer als die daraus er-
haltenen Lactone) der TLC-Chromatographie unterworfen. Dabei zeigte sich ge-
nerell folgendes Bild:

Schwanzzone B

Start violett rot rot

Es wurde jeweils das Kieselgel der Hauptzone A, der Schwanzzone B und, wenn
vorhanden, auch jenes der Zone C wie iiblich (vgl. 2.3.2.) eluiert.

Die Hauptzone A enthilt die entsprechenden Lactone. Die Natur der Zone C ist
unbekannt und wurde infolge der kleinen Substanzmengen nicht weiter untersucht.
Die Zonen B waren infolge der geringen Rf-Unterschiede gegeniiber der Haupt-
zone A auch nach mehrmaligem Entwickeln nicht sauber abtrennbar. (Diese ent-
hielten nicht umgesetzte Edukte, vgl. unten.) Um sicher zu sein, dass keine
Edukte mehr die Hauptzone A verunreinigten, hatte man jeweils den hinferen
Teil der Hauptzone A zusammen mit der nicht immer sauber abtrennbaren Zone
B (zusammen Schwanzzone B) eluiert. Bei den Ansitzen A, C, E und G (Edukte
mit C-8 -Konfiguration) war die Zone B praktisch nicht vorhanden, sondern be-
stand hauptsiichlich aus dem hinteren Rand der Hauptzone A. Die UV-Spektren
dieser Schwanzzonen zeigten denn auch vorwiegend Produktstrukturierung, wih-
renddem die UV Spektren der Schwanzzonen der iibrigen Ansitze B, D, |F und
H (Edukte mit C-84-Konfiguration) die Strukturierung der Eduktspekiren doku-
mentierten. Die LLC-Analyse der Schwanzzonen ergab folgende Resultate:
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LLC-Analyse der Schwanzzonen B

Tabelle 5 *95

Zuordnungskriterium: Retentionszeiten (Diese bleiben im System I im Gegensatz
zum System I wihrend lingerer Zeit, jedenfalls wihrend
der LLC-Analyse, stabil)

Bedingungen: (S I, Kol A, 90 ml/h)

Bestimmung der Anteile: durch graphische Integration der Peakflichen (Summe
der Flichen aller Peaks = 100 %)

Schwanz- festgestellte Komponenten in der Schwanzzone;

zone aus Amid-nitrile Lactone *96

Ansatz /AR (Aafs,
Ll Ll M A /&’( x /‘7"( /ed/g /3/6/6 Lactonl Lac(g{lﬂz

A (oldet) -- -- 100%

B («464) 16% | 84%

C (48) kein | Edukt

D (o486) ca 1% | 35% | 64%

E (god) Spur | 5% 95%

F ) 12% | 63% 25%

G (p8) 94 Spur | 7% | Spur 38%

H (848) *94 14% | 30% 20%

R, (Min.) | 17.9| 20.5 | 18.6 | 23.0 | 20.5 | 26.3 }20.5 | 28.8 | 21.6 28.0

LLC-Chromatographie der TLC-Hauptzonen A (Tabelle 4, Kolonne 5)

Allgemeines: Die weitere Reinigung der TLC-Hauptzonen A geschah mittels
LLC (S I, Kol A, 90 ml/h), Dabei zeigte sich generell folgendes, am Beispiel
des of /6 ~Lactons (Ansatz C) aufgezeigtes Bild, Abb. 25.

*34 Die beiden Ansitze G und H enthalten ein unbekanntes Nebenprodukt. Die
Retentionszeiten dieser Nebenprodukte sind grosser als simtliche fiir Edukt
oder Produkt gemessenen Werte und sind mit keinem dieser Werte korre-
lierbar. Auf eine weitere Untersuchung der Nebenprodukte wurde infolge
der geringen Menge (ca je 504*) verzichtet (Anteil aus G: 55%/Rt = 32.6
Min., Anteil aus H: 36%/R, = 32.3 Min.)

*35 Die Besprechung dieser Talgelle erfolgt im Zusammenhang mit der Isome-
renzuordnung unter 2. 3. 3.4.

*96 Eine Unterscheidung zwischen den Diastereomeren « - X und &.4 resp.

/4 . und /6/5 ist in diesem LLC System nicht méglich.
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LACTON

& # 3 z
MIN. 7O 0 s0 0 30 20 10 °
Abb, 25
Vorfraktion 1: orange, nicht weiter untersucht, Retentionszeit ca 16 Min.,
Anteil 1 %.

Hauptfraktion 2: Lactonzone, Retentionszeiten je nach S#ulenzustand zwigchen
20-22 Min. fiir Lacton 1 und 28-31 Min. fiir Lacton 2. |Diese
Unterschiede ergaben sich, da nicht alle TLC-HauptzonJm A
unter identischen Sdulenbedingungen (bedingt durch Sdulenre-
generierung) chromatographiert werden konnten,

Nachfraktion 3: rosa, nicht weiter untersucht, Retentionszeit ca 30 Min,,
Anteil 1 %.

Nachfraktion 4: rot-violett, Retentionszeit ca 47-55 Min,

Nachfraktion 5: rot-violett, Retentionszeit ca 69-75 Min., beide Fraktionen
sehr breit, nicht mehr weiter untersucht. Auf Grund der Re-
tentionszeiten handelt es sich vermutlich um partiell hydroli-
sierte Ester, Anteil je ca 1-2 %.

Durchfiihrung

Das Abwarten der Nachfraktionen 4 und 5 erforderte fiir die LLC-Chromatogra-
phie der TLC-Hauptzonen A einen grossen Zeitaufwand. Dieser wurde folgender-
massen erniedrigt: Bei der priparativen LLC-Chromatographie der TLC-Haupt-
zonen A wurde vor der Elution der Nachfraktionen 4 und 5 erneut Substanz (ca
300-500 ¥“/Injektion) eingespritzt. Durch geeignete Wahl der Injektionsabstiinde
wurde erreicht, dass sich die getrennten Fraktionen jedoch nicht mischten. Es
waren jeweils ca 3-4 Injektionen zur Trennung der TLC-Hauptzonen A notwendig.
Abbildung 26 (LLC-Chromatogramm von Lacton ﬁ -A, Ansatz F) zeigt ein| Bei-
spiel einer solchen préparativen Trennung.
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PRAPARATIVE TRENNUNG

LACTON
TON

Abb. 26

Zur Trennung der TLC-Hauptfraktionen verfuhr man wie folgt: von den LLC-
Hauptfraktionen wurden Randfraktionen abgeschnitten, um sicher zu sein, dass
sich bei der priparativen Trennung der TLC-Hauptzonen A kein Material der
oben beschriebenen Vor- resp. Nachfraktionen beimischt. Es wurden nur die
Mittelfraktionen weiterverwendet, die wie iiblich (vgl. 2.3.2.) nach Einengen

der Losungsmittel auf DC-Platten rechromatographiert, in Benzol gegen gesittig-
te KC1/0.1% KCN-Losung gewaschen, schliesslich mit Hexan und Methanol ge-
waschen und iiber Nacht am HV bei RT getrocknet wurden. Die Ausbeuten der
so erhaltenen Produkte sind in Tabelle 4 (Kolonne 5) zusammengefasst. Die der-
art gereinigten Lactone dienten der vorlidufigen Charakterisierung der 8 erhalte-
nen Lactone mittels der CD-, IR- und UV/VIS-Spektroskopie, sowie der Identi-
fikation und Charakterisierung mittels DC, LLC und LC.
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2.3.3.2. Chromatographische Charakterisierung und Identifikation der Lacton-

Diastereomeren

I) Diinnschichtchromatographie;: Abb. 27 zeigt das DC-Verhalten der 8 isolier-

ten, je paarweise identischen (Resultat vorweggenommen, vgl. LLC-Identifikation

unten) Lacton-nitrile,

Bedingungen: -DC-Fertigplatten (Kieselgel, vgl. 2.1.)
-ca 20 ¥~ Substanz/Fleck.
-Referenz: Cobester, Cobesterlacton ([12], Seite 67,75
-1x im Corrinlaufmittelsystem (vgl. 2.1.) entwickelt.
-Laufdistanz ca 15 cm, Dauer ca 5h.
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Bemerkung: Auf die Angabe von Rf-Werten wurde verzichtet. Die Rf Unterschie-
de sind zu klein, und wegen der linglichen Fleckenform entstehen Rf Fehler,

die mit den Unterschieden vergleichbar sind.

Es deutet sich ein langsameres Wandern der C-3,8-Diastereomeren an, E
Abtrennung dieser mittels DC ist jedoch auch nach mehrmaligem Entwicke
nicht moglich (zu kleine Rf Unterschiede).

Die erhaltenen Lactone waren in diesem DC einheitlich.

ine

2In
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I LLC-Chromatographie

Bemerkung: Die Retentionszeiten der Substanzen variieren je nach Zustand der
Kolonne. Auch gegeniiber einer gleichzeitig mit Substanz injizierten Referenz
(meist Guajazulen geldst in Hexan) ergeben sich fiir zwei identische Substanzen,
vor allem im System II (langsames System), meist um bis zu 10% abweichende
Retentionszeiten. Ein Vergleich der Retentionszeiten allein ist deshalb, beson-
ders bei der Verwendung des langsamen Systems (S II), ungeniigend.

Zur Identifikation zweier Substanzen wurden diese zuerst einzeln mit Referenz
und anschliessend als 1:1 Gemisch unmittelbar hintereinander injiziert. Die Wer-
te fiir die theoretische Bodenzahl (vgl. 2.1.), sowie die Retentionszeiten wurden
fiir das Gemisch und die Einzelsubstanzen verglichen. Diese Werte stimmten

bei LLC Identitiit meist nur mit kleinen Abweichungen iiberein.

LLC-Identifikation im schnellen System (S I) (Zugehdrigkeit der diastereomeren
Lactone zu Lacton 1 und Lacton 2)

Bedingungen: (S I, Kol A, 90 ml/h), Referenz: Guajazulen geldst in Hexan, ca
5mg/ml. Zuordnungskriterium: hier Retentionszeiten, da relat. gut reproduzier-
bar (schnelles System (S I)).

Tabelle 6
Retentionszeiten und theoretische Bodenzahlen
Lacton-
Diastereomer
aus Ansatz: Rt(Mm.) RO(Mm.) Nth/ Nt Bemerkung
Referenz 5.6 0 39'10/2400
Ad-A ex olX 25.2 19. 6 3970/2400 -Lactone aus den An-
BA &k ex gk  |24.8 19.6 3840,/2300 sitzen A,B,C,D im
Col:8 ex A3 24.8 19. 6 3840/2300 schnellen System (SI)
DX-8 ex a(ﬁ/d 24.8 19.6 3840/2300 identisch (Komponenten
von Lacton 1).
Ef-& ex g |33.0 27. 4 3740/2570 | -Lactone aus den An-
FB-A ex Pyl 32.0 26. 6 3520/2420 séitzen E,F,G,H im
Ga-L ex BAs 33.2 27.8 3780/2650 schnellen System (SI)
HA'p ex ﬁﬁﬁ 33.6 28.0 3870/2680 identisch (Komponenten
von Lacton 2).
E+F+G+H =1:1:1:1| 29.0 23.6 4150/2780

Kommentar: Mit diesem LLC-System ist eine Trennung der beziigl. C-13 epi-
meren Lactone nicht moglich, wohl gelingt die Trennung der beziigl. C-3 epime-
ren Lactone in 2 einheitliche LLC-Fraktionen, nimlich Lacton 1 und Lacton 2.
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Identifikation der vier Lacton-Diastereomeren im langsamen LLC-System (S II)

und dem LC-System

Bemerkung: In unserem Labor gelang nur die Trennung des Lacton-Diastereo-
merengemischs K- of /X /4 mittels des LLC-Systems S II (langsames System).
Dieses System wurde deshalb zur Identifikation und Reinheitspriifung der erhal-

tenen Lacton-Diastereomeren herangezogen.

Die Trennung des @ - /@ -/ -Lacton-Diastereomerengemischs gelang mit| unseren

LLC-Systemen nicht.

Mittels der Hochdruck-Adsorptionschromatographie (LC) gelang es der
Gruppe nicht nur das & . & /o{ -3 -Lacton-Diastereomerengemisch, sondern auch
das 8 -« /@ ./8 -Lacton-Diastereomerengemisch zu trennen. Die Identifikation und

Reinheitspriifung unserer Lac

rvard-

ton-Diastereomeren, insbesondere fiir die /|-« und

A+/3 -Diastereomeren, wurde freundlicherweise von der Harvard-Gruppe ausge-

filhrt *98/*99,

LLC-Identifikation der Lacton Diastereomeren® .X und £ .4

Retentionszeiten, Bodenzahlen

Tabelle 7

Bedingungen: (S II, Kol C, 45 ml/h), Referenz: Guajazulen. Die Retentjonszei-
ten und Bodenzahlen sind auf den Injektionszeitpunkt (Spalte R, Nth) und| auf die

Referenz (Spalte Rs»

Neff) bezogen.

Injektionsmenge: ca 100 ¥/ 10 ul Injektionsgemisch (vgl. 2.1.)

Ansatz Ry *97 Rp *97 | N /N Bemerkungen
(Diastereomer) (Min. ) (l\?in. ) th eff
A (of X ex oox) 56.1 52.9 4820/4360 einheitlich
B (¢ K exo(8x) 55.6 52,2 4830/4260 "
A+B (1:1) 55.2 Abb.28A | 51.9 4760/4220 "
C (o(-,@ ex 0(°93) 54.8 51.6 3720/3280 "
D (o8 exo(ﬁf) 54.0 50.7 4550/4020 "

C+D (1:1) 54.6 Abb.28B | 51.4 4450/4020 "
Testgemisch: 56.4 53.4 3920/3520 beide Signale mit
A+B+C+D=1:1:1:1 60.8 | Abb. 28C | 57.8 4100/3700 gleicher Intensitit.
Testgemisch +A+B | 51.0 47.8 4750/4170 1. Signal ca dop-
(2:1:1) 54.0 | Abb, 28D | 50.4 nicht mess-| pelt so intgnsiv

bar wie 2. Signal
Testgemisch +C+D | 50.2 46. 6 4600/3970 2. Signal c¢a dop-
(2:1:1) 54.4 [Abb. 28E | 50.8 4620/4030 pelt so intensiv
wie 1. Sigﬁal

*97 vgl. 2.1. und Bemerkung unter LLC-Chromatographie.
*98 Herrn V. Jiger sei an dieser Stelle dafiir herzlich gedankt.
*99 M.A. Wuonola, Arbeitsbericht Harvard, 17.5.73. Herrn M.A.| Wuo-

nola sei an dieser Stelle dafiir herzlich gedankt.
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IDENTIFIKATION
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Abb. 28A Abb. 28B Abb. 28C Abb. 28D Abb. 28E

Durchfiihrung und Diskussion: Die Lactone der Einzelactonisierungen A-H wur-
den separat hintereinander injiziert; sodann wurden die entsprechenden Lactone
gemischt (A mit B und C mit D) und erneut injiziert. Dabei wurde keine Auf-
trennung der injizierten Gemische beobachtet; die Lactone liefen in den Misch-
chromatogrammen einheitlich und mit vergleichbaren Retentionszeiten und Boden-
zahlen wie in den Chromatogrammen der einzeln injizierten Proben. Die Lacto-
ne aus den Amid-nitrilpaaren (o), (%@ ) (Lactonisierungsansitze A und B)
resp. der Paare (XX43), (:{(@/ﬂ) (Lactonisierungsansitze C und D) sind somit
identisch. Ein zusitzliches Kriterium fiir die Identitiit lieferten die CD-Spektren
(vgl. unten),

Eine Komplizierung der Identifikation ergab sich durch die sukzessive Verkiir-
zung der Retentionszeiten wihrend des Identifikationsexperiments, bedingt durch
partielles Auswaschen von Stationdrphase (vgl. 2.1.). Dies war vor allem bei
der zur Identifikation verwendeten Kolonne C ein regelmissig beobachtetes Phii-
nomen.

Das Auswaschen der Stationdrphase hatte zur Folge, dass sich fiir das &« .43 -
Lacton-Diastereomere kiirzere Retentionszeiten als fiir das « - £ -Diastereomere
ergaben. Richtigerweise sollte das o€ ﬂ ~-Diastereomere aber eine gegeniiber dem
o{- { -Diastereomeren lingere Retentionszeit aufweisen.

Der Nachweis wurde folgendermassen erbracht: Zuerst wurde ein 1:1:1:1 Ge-
misch (Testgemisch) der 4 einheitlichen Lactone der Ansitze A-D injiziert, wel-
ches im oben erwihnten LLC-System zu zwei Fraktionen auftrennte, deren
Schreiberoutput zwei gleich intensive Signale lieferte. Danach mischte man zu
diesem Testgemisch ca gleich viel Lacton {-X (1:1 Gemisch der Ansitze A
und B) bei und injizierte erneut. Das 1. Signal des Schreiberoutputs dieses
Mischchromatogrammes zeigte gegeniiber dem 2. Signal (bei grosserer Reten-
tionszeit) doppelte Intensitit. Analoges Vorgehen mit den -ﬁ-Diastereomeren
(1:1 Gemisch der Ansiitze C und D) lieferte ein Mischchromatogramm, in wel-
chem das 2. Signal (Schreiberoutput) doppelte Intensitit aufwies. Damit ist das
- -diastereomere Lacton als das schneller wandernde, dasX .4 -Diastereo-
mere als das langsamer wandernde Lacton-nitril identifiziert worden. Die Re-
tentionszeiten variieren innerhalb weiter Grenzen und sind somit nur unter iden-
tischen Siulenbedingungen, die hier schwierig zu realisieren sind, ein charakte-
ristisches Substanzmerkmal.

Ergiinzung: Die entsprechenden Lactone (erhalten aus einer Lactonisierungsvor-
versuchsreihe mit je ca 500 ¥ Amid-nitril unter gleichen Bedingungen wie in
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2.3.2.) wurden an der Harvard-Universitit von V. Jiger *98 hinsichtlich Ein-
heitlichkeit und Identitéit mittels der Hochdruck-Adsorptionschromatographie (LC)

Retentionszeiten der LC-Chromatogramme laut Angabe der Harvard-Grupj
Tabelle 8

Lacton R, (Min. )

K. ex Amid & 46.6

K.K ex Amid gX 47.0

K. B8 ex Amid oxotd 43.2

A B ex Amid Af8 44.0

LC-Identifikation der Lacton-nitril Diastereomeren 4:o und 4.8

gepriift. Die Resultate bestétigen die Einheitlichkeit und die paarweise Identitét

der Diastereomeren .- und -/ (apparative Details vgl. unten).
he:

In unserem Labor gelang die Trennung des/d -« /A48 -Lacton-Diastereomeren-
gemisches mit den vorher beschriebenen Methoden nicht. Die Identifikation und
Reinheitspriifung wurde deshalb an der Harvard-Universitit ausgefiihrt, wo V.

Jiger *98 mit der Hochdruck-Adsorptionschromatographie (LC) die Trennung

des o{.o( /o8 und /3¢t /B8 -Diastereomerengemischs gelang. Laut Mitteilung
von V.J. (ATbeitsbericht Harvard, Juni 1972) wurde dazu folgende Apparatur

verwendet:
Apparatur: Hochdruck-Chromatograph der Firma Waters, Typ ALC-202-A
Kolonne: 5 x 2ft, 0.09 in Q.

Trigermaterial: Corasil I (37-53 u)

Laufmittelsystem: Hexan (220):Methylalkohol(60):Isopropanol(10):0.02% HCN in

Methanol(10).
Flussmenge: ca 50 ml/h
Detektor: UV 254 nm

Injektionsmenge: ca 20-502“.

ausgearbeiteten Methode an der Harvard-Universitit mit der oben besch
Apparatur durchgefiihrt (in Vorversuchen hat V. Jiger die Einheitlic
Lactone 3 .& (aus Amid 84 ) und 8.4 (aus Amid ﬁgﬁ ), hergestellt in
nisierungsvorversuchen nach 2. 3.2., nachgewiesen.

/Gogd konnten damals noch nicht rein erhalten werden).

Die Identifikation wurde von M. A. Wuonola *39 nach der von V. J ]i

ger

iebenen

eit der
Lacto-

je Amid-nitrile /dc’( resp.

Das Material der nachstehend kurz zusammengefassten Identifikation stammte

aus den Ansitzen E-H (Tabelle 4, letzte Kolonne).

Tabelle 9
Retentionszeiten:
‘|Ansatz Lacton Edukt Rt(Min.)
E ﬁ X ex [3KA 49. 7
F P ex  MBP% 49.9
G RV ex B8 46.1
H B e FAS 4.3
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Die Resultate bestitigten die Einheitlichkeit und Identitiit der Lactone aus den
Amid-nitrilpaaren E und F (/90(0( und ﬁ/ao( ) resp. G und H ( /40(/0 und/@/@/i ).

Kommentar: Ein Vergleich der LC-Retentionszeiten (Tabellen 8 und 9) (diese
sind bei LC besser reproduzierbar) zeigt, dass die Diastereomeren Lactone
K. A resp. A+ mittels LC kaum getrennt werden konnen, Hingegen gelingt
eine Trennung dieser Lacton-Diastereomere mittels LLC, da das o(.X -Diaste-
reomere in Lacton 1, das ﬁ /5 -Diastereomere hingegen in Lacton 2 enthalten
ist und Lacton 1 von Lacton 2 im schnellen LLC-System (S I) voneinander ge-
trennt werden kénnen (vgl. 2.3.2.).

In diesem Fall zeigt sich, dass die LLC-Chromatographie die Trennung von C-3
Epimeren, die LC-Chromatographie jedoch die Trennung von C-13 Epimeren
besser gewihrleistet. Die beiden Methoden erginzen sich somit in schoner Weise.

Spektroskopische Identifikation der Lacton-Diastereomeren

Von den 8 reinen Lacton-Proben (vgl. Tabelle 4) wurden die IR-, UV- und CD-
Spektren registriert. Dabei zeigte sich, dass die IR- und UV-Spektren, im Ge-
gensatz zu den CD-Spektren, nicht fiir einen Identititsnachweis herangezogen
werden konnen, denn sie zeigen nur signifikante Unterschiede beziigl. der C-3
Epimerie, nicht aber beziigl. der C-13 Epimerie. Die IR- und UV-Spektren
werden deshalb nicht hier, sondern bei der spektroskopischen Charakterisierung
besprochen,

CD-Spektroskopie

Wie die CD-Spektren der Amid-nitril Diastereomeren ([13], Seite 236, 253 )
werden auch die CD-Spektren der Lacton-nitril Diastereomeren von der Konfigu-
ration der Seitenketten stark beeinflusst (Besprechung cf. unten),

Die CD-Spektren der 8 reinen Lacton-Proben (erhalten aus den 8 Amid-nitrilen,
vgl. Tabelle 4) sind in den Abb. 29A-H dargestellt.

Aufnahmebedingungen

Alle Spektren wurden in Methanol/0.02 % HCN aufgenommen. Die Konzentratio-
nen wurden im UV/VIS fiir alle Diastereomeren auf 7.73 x 10-° Mol/1, gemes-
sen an der -Bande (566-572 nm) mit dem hypothetischen &£ = 11000) eingestellt.
Die Spekiren der Diastereomeren X ex of{d (Abb. 29A), &8 ex XX

(Abb. 29C), B .A& ex A% (Abb. 29E) und /-7 /A ex A%A3 (Abb. 29G) wurden in
Tabelle 10 numerisch angegeben.

Kommentar:

Die Abbildungen 29A-H zeigen, dass je 2 Spektren paarweise identisch (deckungs-
gleich) sind, nimlich die Spektren der Diastereomeren . ex ofXX (Abb. 29A)
mit .o ex XGA (Abb. 29B), A.8 ex X%G (Abb. 29C) mit A.4 ex A48
(Abb, 29D), fo( ex/o(® (Abb. 29E) mit @.X ex 4@ (Abb. 29F) und 4.8
ex @03 (Abb. 29G) mit /2B ex ﬁﬁ,@ (Abb. 29H).

Die Identitiéit derselben Lacton-Diastereomeren ergibt sich auch aus der LLC-
und der LC-Analyse (vgl. Tabellen 7 und 9).
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In Abb. 29-AA ist das CD-Spektrum des von H. Maag charakterisierten 5,15-
bis-nor-Cobester-c-lacton (trigt an Stelle der f-Nitrilgruppe in (23) eine Methyl-
estergruppe) (erhalten als Nebenprodukt bei der Herstellung des 5,15-bis-nor-

Cobesters, vgl. [12] , Seite'75 ) abgebildet. Dieses Lacton erwies sich auf Grund
des NMR-Spektrums als isomerenrein und zeigt ein mit Abb. 29-A (Lacton-nitril
of-{) praktisch deckungsgleiches CD-Spektrum (vgl. 2.3.3.3.).

Schlussfolgerung:

Wihrend der Lactonisierungsreaktion-tritt weder an den Kohlenstoffatomen C-3
noch C-13 eine Epimerisierung auf.

Tabelle 10

CD-Spektren in Methanol/0.02% HCN. Die Konzentration basiert auf dem hypo-
thetischen £-Wert (Methanol/0.02% HCN/bez. der &-Bande: 566-~572 nm : 11000 )
und wurde fiir alle Isomere konstant auf 7.73x10-5Mol/1 eingestellt. Da|die Konz.
in die Berechnung der Ag-Werte eingeht, sind diese wegen des unsicheren &£-
Wertes ebenfalls fehlerbehaftet. Nullinienschwankungen absolut in A& ca. 19,

Lacton-Nitril *100

566/-12.3 nm/as  568/-15.2 571/- 8.6 572/-11.1
543/- 1.7 543/-10.5 548/- 4.8 549/- 7.7
533/- 8.2 533/-10.7 537/- 5.5 537/- 8.0
471/ 0.0 463/ 0.0 480/ 0.0 465/ 0.0
416/+ 9.5 415/+ 6.6 419/+10.9 418/+ 8.5
408/+ 7.7 M 407/+ 6.0 A 410/+ 8.9 409/+ 7.4 @
392/+11.8 @ 390/+10.0 & 395/+13.4 @ 392/+11.8 &
385/+11.2 379/+10.6 390/+12.9 387/+11.5
375/+12.3 8 357/ 0.0 8 380/+14.6 2 382/+12.1 2
354/ 0.0 < 338/- 5.8 < 360/ 0.0 < 360/ 0.0 <
338/- 5.4 Z 327/ 0.0 3 342/- 8.6 = 341/- 8.0 E
327/ 0.0 = 320/+ 4.5 = 327/ 0.0 E 328/ 0.0 -
320/+ 4.8 © 310/+ 0.6 S 324/+ 2.4 S 322/+ 3.1
315/ 0.0 2 308/ 0.0 © 319/ 0.0 & 316/ 0.0 3
208/-11.4 & 298/- 5.2 & 314/- 4.3 ¥ 310/+ 1.4 &
282/- 2.8 & 285/ 0.0 ¥ 302/-11.1 ¥ 307/ 0.0 %"
274/- 5.8 & 277/+ 2.2 B 283/- 2.6 B 300/- 4.3 &
267/- 3.5 § 261/+ 0.3 & 276/- 5.1 & 286/ 0.0 &
264/- 3.9 257/+ 0.8 © 269/- 3.2 © 274/+ 2.8
259/- 3.2 Abb. 253/ 0.0 Abb,  266/- 3.8 Abb.  262/+ 1.8 Abb.
248/-14.8 29-A 250/- 0.9 20-C  262/- 3.1 29-E  258/+ 2.3 29-H
251/-14.5 252/+ 0.9

*100 Die aufgefiihrten Lacton-nitrile gelangten alle als Oele zur Char erisierung.
Es handelt sich dabei um die nicht gemischten, in Tab. 4 aufgefiihrten Lac-
ton-nitrile folgender Herkunft: Lacton x-fex Amidole(, LactonX.8 ex Amid
obid, Lacton 4.o ex AmidfoX und Lacton .3 ex Amid844. Die entsprechen-
den CD-Spektren der nach dem Identititsnachweis gemischten Lactone liegen
nicht vor, da in der Zwischenzeit die CD-Apparatur umgebaut wurde. Die
neuen Spekiren wiesen deshalb eine andere Darstellungsweise (Computer-
zeichnung) auf und hitten nicht direkt mit den friiher erhaltenen verglichen
werden konnen.
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Vereinigung der identischen Lacton-Diastereomeren und Kristallisation der

(-3 - und B .{-Diasiereomeren

Auf Grund des oben beschriebenen Identititsnachweises vereinigte man die paar-

weise identischen LLC-, LC- und DC-einheitlichen Lactone zur weiteren
terisierung (je ca 1.5 uMol = ca 1.5 mg Material vor der Vereinigung).

Charak-
Kristal-

lisationsvorversuche (Hexan/Benzol, Methylacetat/Hexan, Aethylacetat/Hexan) zur

weiteren Reinigung der Lactone verliefen in unserem Laboratorium erfol
Die Lactone sind generell schwierig zu kristallisierende Substanzen.

Das 5,15-bis-nor-Cobester-c-lacton trotzte alten wihrend lingerer Zeit
Maag [12] ausgefiihrten Kristallisationsversuchen, das Cobester-c-lact
te er schliesslich kristallin erhalten.

glos.

von H.
on konn-

In der Zwischenzeit unternahm auch die Harvard-Gruppe intensive Kristallisa-

tionsversuche. Dabei gelang die Kristallisation des X.8 - und 8-« -Dias
meren, von welchen wir freundlicherweise Impfkristalle erhalten hatten.

tereo-

Zur Charakterisierung mittels der NMR-, IR-, UV/VIS- und MS-Spektroskopie

gelangten die K.X- und 8.8 -Diastereomeren als Oele; die .3 - resp.
Diastereomeren gelangten kristallin zur Charakterisierung. Die Kristalle
man folgendermassen:

Kristallisation des o(.83 und 4-« -Lacton-Diastereomeren.

Kristallisation des ./43 -Diastereomeren.

Nach Vereinigung der Lactone der entsprechenden Ansitze C und D (abzi
ca 300-400 /° Material fiir LLC-Tests) aus Tabelle 4, wusch man das Oe
mit Hexan und Methanol (vgl. 2.1.) und trocknete die roten Riickstinde i
Nacht am HV.

Das rote Oel (ca 3 puMol) 1oste man in 250 ul abs. Essigester, gab 250
mittels einer Mikrospritze unter die Ldsungsmitteloberfliche zu und imp
nicht sichtbaren Spuren von kristallinem o(-ﬂ Lacton der Harvard-Grupp
an. (Kristallisation bei RT unter Lichtschutz.) Nach ca 5h erschienen di

A -
erhielt

iglich
1 2x
liber

al Hexan
fte mit
e *¥101
ersten

Kristalle. Nach 3 Tagen gab man 200 nl Hexan und nach weiteren 2 Tagen (total

nach 5 Tagen) nochmals 70 ul Hexan auf die gleiche Weise zu. Nach 8
pipettierte man die Mutterlauge (0.063 nMol/ = Benzol/568: 12000) ab,
die roten feinen Nadeln mit Hexan und kristallisierte nach kurzem Troc
HV noch 2x analog wie oben beschrieben.

0.124 nMol ( £ Benzol/568: 12000}
0.076 uMol ( £ Benzol/568: 12000)

2. Mutterlauge:
3. Mutterlauge:

agen
sch
€n am

Die vereinigten und gereinigten (TLC, Extraktion, Waschen) Mutterlaugen konn-

ten nicht mehr kristallisiert werden.

Die erhaltenen Kristalle (ca 2.6 uMol, 85 %) wurden getrocknet (HV/RT
und fiir die NMR- (Abb. 47), IR- (Abb, 39), UV/VIS- (Abb. 31, 35) und
(Abb. 43) Charakterisierung verwendet.

*101 Ich danke Herrn V.
von Impfkristallen.

Jiger, der Harvard-Gruppe, fiir das Ueber

2 Tage)
MS-

lassen
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Anmerkung

Die Kristalle waren in Deuterobenzol (NMR-Losungsmittel) nicht mehr gut 15s-
lich. Man loste sie deshalb zuerst in Chloroform *48, entfernte dieses am RV,
16ste die Probe danach 2x in ca 0.5 ml Deuterobenzol, sog jeweils am RV das
Losungsmittel ab und trocknete iiber Nacht bei RT am HV. Von dieser Probe
registrierte man das NMR (Abb. 47). Die NMR-Probe filtrierte man anschlies-
send mit zusétzlichem Chloroform #*48 durch Watte, engte das L&sungsmittel
am RV ein und trocknete wie oben. Von dieser Probe registrierte man das IR-
Spektrum (Abb. 39). Die wiederum mit Chloroform *48 durch Watte filtrierte
Probe engte man am RV ein und kristallisierte die Probe analog obiger Vor-
schrift 1x. Von dieser Probe registrierte man die UV-Spektren (Abb. 31, 35)
und das MS-Spektrum (Abb. 43).

Kristallisation des 4. -Diastereomeren

Nach Vereinigung der beiden Ansidtze E und F (abziiglich ca 300-400 5 LLC-Test-
material) aus Tabelle 4 und analoger Vorbehandlung wie bei der Kristallisation
des X.8 -Diastereomeren, lste man das rote Oel (ca 2.4 MMol) in 160 yl abs.
Methylacetat und gab mittels einer Mikrospritzelangsam 200 ul Hexan unter die
Losungsmitteloberfliche zu (bei zu schneller Zugabe entsteht Triibung und Aus-
Olen). Diese Probe impfte man mit nicht sichtbaren Mengen von Harvard-Impf-
kristallen *101 an. Nach ca 1 Tag erschienen die ersten Kristallspuren. Man
liess deshalb wihrend 2 Wochen bei RT und Lichtausschluss kristallisieren. Da-
nach entfernte man die 1. Mutterlauge 0.066 uMol (£ Benzol/582: 12000), wusch
die klotzigen Kristalle mit Hexan und kristallisierte nach kurzem Trocknen am
HV/RT noch 2x analog der beschriebenen Methode.

2. Mutterlauge: 0.292 uMol (£ Benzol/582: 12000)
3. Mutterlauge: 0.094 pMol ( £ Benzol/582: 12000)

Die vereinigten und gereinigten (TLC, Extraktion und Waschen) Mutterlaugen
konnten nicht mehr kristallisiert werden.

Die erhaltenen Kristalle (ca 1.9 uMol, 80 %) wurden getrocknet (HV/RT/2 Tage)
und flir die Charakterisierung verwendet (gleiche Behandlung wie das & -/3 -Dia-
stereomere, siehe oben). NMR: Abb. 48, IR: Abb. 40, UV/VIS: Abb. 32/36,
MS: Abb. 44.
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2.3.3.3. Spektroskopische Charakterisierung der 5, 15-bis-nor-Cobester

-C-

lacton-f-nitril-Diastereomeren (Lacton-nitrile) *102

Summenformel; C..H..N,.O, ,Co : 1011 fiir alle Isomeren (1 Mol = ca 1 mg)

507627 12
Tabelle 11
UV/VIS Benzol/0.02% HCN Lacton-Nitril *103
oL XL LK LA
qualitativ 894°/25 ml 931 /25 ml qualitativ
(Ablesegenauigkeit: 1 nm)
576/0.475 max/Ex1  575/11590 582/10980 max/Exl  580/0. 446
553/0.272 min/Ex2 551/7500 559/7240 min/Ex2 557/0. 283
539/0. 314 max/Ex3 537/8220 543/8610 max/Ex3  542/0.328
497/0,140 sh 496/3900 504,/4060 sh 503/0. 142
469/0.096 sh sh 471/0.103
446/0.069 min 448/2340 450/1730 min 451/0.075
420/0.180 max 419/4630 426/4500 max 424/0.170
407/0.132 min 407/21730 413/3470 min 412/0.138
397/0.175 sh 396/4460 402/4330 sh 402/0.167
362/1.000 max/Ex4  362/25900 365/24500 max/Ex4  365/1.000
334/0.329 min 33479600 337/8540 min 337/0.1338
329/0.335 sh 328/9750 323/9350 max 322/0.(384
319/0. 361 max 320/10000 315/8400 min 315/0.(341
308/0.331 sh 308/8900 310/8450 max 310/0.352
291/0.268 min 292/7000 292/6180 min 293/0.282
278/0.480 max 278/10450 280/10620 max 279/0.500
¥/ = 2,11 X/ = 2,24 S/X = 2.24 §/X = 2.24
Abb. 30 Abb, 31 Abb. 32 Abb. 33

Fiir die Aufnahme der qualitativen UV-Spektren wurden Chromophorkonzéntratio-

nen zwischen 3.5-3.65 x 10-9 Mol/1 (hypothetisches & der o(-Bande = 1
verwendet.

*102 Die CD-Spektren sind unter 2. 3. 3.2, aufgefiihrt.

2000)

*103 Das o{-X und 8.3 Diastereomere wurde als tliges, das -3 und B.X

Diastereomere hingegen als 3x krist. Produkt charakterisiert (vgll

oben).
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Tabelle 12

UV/VIS  Methanol/0.02% HCN Lacton-Nitril *103

.. XA LA LA
qualitativ 894 ¥-/25 ml 931 /25 ml qualitativ
(Ablesegenauigkeit: 1 nm)
567/0.386 max/Exl  566/10450 572/10300 max/Exl  571/0. 377
545/0.252 min/Ex2 542/7060 550/7000 min/Ex2 548/0. 257
531/0.284 max/Ex3 530/'7500 535/8050 max/Ex3 534/0. 282
493/0.160 sh 490/4660 496/4250 sh 494/0. 155
437/0.069 min 440/2480 442/1870 min 444/0.075
413/0.137 max 412/3820 418/3880 max 416/0.133
400/0.100 min 398/3050 404/2760 min 402/0. 104
391/0.120 sh 392/3390 395/3340  sh 394/0.120
356/1.000 max/Ex4 356/28100 359/29800 max/Ex4  359/1.000
319/0.255 min 320/3050 328/7050  min 328/0. 270
314/0.280 sh 314/8540 316/7830 max 316/0. 294
307/0.398 max 307/8900 307/8100 max 307/0. 302
296/0.282 sh 295/8250 289/6580 min 288/0. 238
287/0.220 min 287/7500 275/12200 max 275/0. 400
274/0.400 max 274/11750
¥/ = 2,58 X/ = 2,57 ¥/ck = 2.65 X/K = 2,65
Abb. 34 Abb. 35 Abb. 36 Abb. 37

Zur Aufnahme der qualitativen Spektren wurden Chromophorkonzentrationen zwi-
schen 3.2-3.4 x 10°° Mol/l (hypothetisches £ = 11000) verwendet.
Tabelle 13

IR (CHC13) ca 2%-Losung in Chloroform, Schichtdicke der Zellen: 0. 207
mm. Es werden nur die wichtigsten Banden angegeben.

Lacton-Nitril *103

K- K x-3 8- & 3,8
£-Nitril 2250 w cm™l 2250 w em™! 2250 w cm™! 2250w em”!
axiale CN-Liganden 2120 w 2122 w 2122 w 2122w
Lactongruppe 1795 m 1795 m 1795 m 1795m
COOCH4 1735 s 1735 s 1735 s 1735s

1642 w 1642 w 1635 w 1635w
Chromophor I 1602 m 1600 m 1596 m 1596m
Chromophor II 1577 m 1578 m 1574 m 1573m
1524 m 1525 m 1524 m 1523m
1438 m 1438 m 1438 m 1438m
1368 m 1368 m 1368 m 1368m
1168 m 1168 m 1170 m 1170m
1075 w 1075 m 1080 w 1078m
Abb, 38 Abb. 39 Abb. 40 Abb. 41
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Tabelle 14

Lacton-Nitril *103 (Fragmente unterhalb m/e = 912 und

Einlasstemperatur:

M+

M* - Co, - CN

M+-002-ZCN

XK

185°

185°

nicht beobachtet!

943/15
942/15
941/19
940/12
930/19
929/37
928/37
9217/44
917/25
916/56
915,/100
914/37
913/56
912/19

Abb. 42

943/14
942/10
941/14

930/18
929/36
928,20
927/36
917/18
916/50
915/100

914/45

913/82

Abb. 43

Peaks £ 10 % nicht tabelliert).

«8

3 g8
180° 180°
1012/10 1012/10
1011/10 1011/10)
1010/10 1010/10

930/10

929/25 929/31
928/14 928/19
927/22 927/27
916/50 916/38
915/100 915/100
914/60 914/58 |
913/90 913/77
Abb. 44 Abb. 45
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NMR CGDG 100 MHz Spekirum, aufgenommen auf Varian XL-100 mit

Varian Computer 620 L, CAT, je 20 scans *104,

Substanz in Mikrozelle ca 120 ul CgDg *105.
chem. Verschiebung in ppm bez. TMS.

Tabelle 15
Lacton-Nitril *103

XL «<-fB
Chromophorgebundene 5.98 (C-5) 5.97 (C-5)
Protonen 5.86 (C-10) 5.85 (C-10)
Zuordnung: (vgl., 2.3.3.4)5.56 (C-15) 5.50 (C-15)
H-C-19 3.89/3.99(d) 3.90/4.00(d)
Methylester 3.56 3.54

3.46 3.38

3.35 3.34

3.26 3.26

3.19 3.18
Nicht interpretier-
barer Signalhaufen 3.70-1.50(m) 3.70-1.50(m)
der iibrigen Protonen
Methylgruppen: CH3-C1 1.38 1.38
restliche CH3 1.08 1.08

0.97 0.98

0.88 0.80 (2)

0.78 (2) 0.70
Fremdsignale: 6. 39 6. 40

6. 25 6.23

5.62 5. 61

1.40

0.96
0.89

Menge: ca 2 mg ca 2 mg

Abb. 46 Abb, 47

B-A BL
5.85 (C-10) 5.87 (C-10)
5.56 (C-15) 5.60 (C-5)
5.46 (C-5) 5.52 (C-15
4,.24/4.34(d) 4.28/4.39(d)
3.48 3.44
3.44 3.38
3.35 (2) 3.36
3.28 - 3.34

3.30
3.20-1.50(m) 3.20-1.50(m)
1.32 1,32
1.22 1.22
0.90 1.00
0.88 0.93 (2)
0.84
0.78 0.73

6.40
6.20 6.25
1.40 1.40
ca 1.5 mg ca 2 mg
Abb. 48 Abb. 49

Die Fremdsignale sind von schwacher Intensitit. Sie sind nicht mit NMR-Banden
der Edukte oder der Produkte korrelierbar. Auf Grund der Abwesenheit von
Fremdsignalen im Bereiche der sehr intensiven Methylestersignale vermuten
wir, dass sie nicht-corrinoiden Ursprungs sind. HZO-Signal immer um 0.8 -

0.9 ppm.

*104 Ich danke Herrn Prof. J.F.M. Oth (ETH-Ziirich) fiir die Aufnahme die-

ser Spektren.

*105 vgl. Anmerkung bei Kristallisation der o(-/i - und ﬁ - A -Diastereomeren.
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Abb. 32

Abb. 33

. 34
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2.3.3.4. Digkussion der spektroskopischen Daten und Konfigurationszuordnung
der vier diastereomeren Lactone

I. Diskussion der Spekiren

uv/vis

Der Vergleich der Intensitdten (Tabelle 16) der 4 Absorptionsextremata und die
Positionen derselben (Tabellen 11 und 12) lisst folgende Tendenzen erkennen.

- Das Spektrum des « X -Isomeren (Abb. 30) ist praktisch identisch mit dem
Spektrum des auth. 5,15-bis-nor-Cobester-c-lactons (vgl. Abb. 30A und H.
Maag [12]).

- unnatiirliche Konfiguration am Ring A (C-38) hat eine bathochrome Verschie-
bung des ganzen Spektrums zur Folge, insbesondere betrigt die Verschiebung
im VIS-Teil bis ca 6 nm,

- unnatiirliche Konfiguration am Ring C (C-138) hat praktisch keinen Einfluss
auf die Bandenpositionen. Der sogenannte "Neo-Effekt" (signifikant kleineres
Verhiltnis von Extremum 1 : Extremum 2 (Ex1/Ex2) wird im Falle der Lac-
ton-Nitrile o{-o( und @ stark, im Falle #-& und 4:3 kaum beobachtet.

Im Gegensatz dazu stehen die signifikanten Unterschiede bei den Amid-Nitrilen
(22) (vgl. [13], Seite252 ) und am ausgepriigtesten beim Vitamin By, resp.

Neo-Vitamin BIZ’ wo er auch erstmals entdeckt worden war [41].

Tabelle 16

Vergleich der Intensitéitsverhiiltnisse der Extremata 1, 2, 3 und 4

(vgl. Tabellen 11 und 12)
Werte in Benzol, in Klammern Werte in Methanol.

Intensitiiten (rel. £ -Werte)

(«X-Bande) (3-Bande) | (¥-Bande)
Isomer |Ex 1 Ex 2 Ex 3 Ex 4 Ex1/Ex2 | Ex1/Ex3 | Ex4/Ex1
ook 0.475 0.272 | 0.314 1. 000 1.75 1.51 2.11
(0. 386) (0.252) | (0.284) | (1.000) (1.53) | (1.36) | (2.58)
- 0. 447 0. 289 0. 317 1. 000 1.55 1.41 2.24
£ lo.372 (0.252) | (0.267) | (1.000) (1.48) | (1.39) | (2.57)
o 0.448 0. 295 0. 351 1. 000 1.52 1.28 2. 24
A (0. 346) (0.235) | (0.270) | (1.000) (1.47) | (1.28) | (2.65)
0.446 0.283 | 0.328 1.000 1.58 1.36 2,24
BB |o.313 (0. 257) | (0. 282) (1. 000) (1.47) (1. 34) (2. 85)
auth. 5,15~
bis-nor- | 0.460 0. 288 0. 324 1. 000 1.60 1.42 2.18
Cobester-|(0. 385) (0.267) | (0. 292) (1. 000) (1.44) | (1.32) (2. 60)
c-Lacton
[12], S.75
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il

Die IR-Spektren zeigen nur kleine Unterschiede.

C-13-Epimerie:
-Das Spektrum des £ - X Isomeren ist praktisch identisch mit jenem des
K- Isomeren. Das Gleiche gilt fiir die B -X resp. 8-/ Isomeren.

C-3- Epimerie: 1

-Die sehr schwache und relativ breite Bande bei 1640 cm = bei den C-34-
Lactonen wird schlanker und intensiver bei den C- 38-Lactonen.

-Die Chromophorbanden bei 1602 resp. 1568 cm-1 béi den C-3&-Lactonen
sind bei den C-3ﬂ -Lactonen schwach (ca 2-3 cm-1) nach rot verschoben.
Insbesondere treten beim Uebergang von C-3« -Konfiguration (kurzwelligere
Bande schwicher als langwellige) nach C-38-Konfiguration (kurzwellige
Bande intensiver als langwellige) gerade umgekehrte Intensitéitsverhiltnisse
dieser beiden intensiven Chromophorbanden auf. Dies ist der einzige sig-
nifikante Unterschied in den IR-Spektren der .« /o,B3 (= Lacton 1) und
A d/ﬁ -3 (=Lacton 2)-Diastereomerengemische (vgl. 2.3.1. und 2. 3.2.).
-weniger deutlich ist die Intensititszunahme der schwachen, bei 1138 em-1
liegenden Bande beim Uebergang von C-3& nach C-B,G-Konfiguration. Um-
gekehrtes gilt fiir die schwache, bei ca 1120 em-1 liegende Bande.

-Im IR wird deutlich die paarweise Zugehorigkeit zweier Spektren (C-13-
Epimerenpaare) offenbar. Die paarweise Uebereinstimmung dieser Spektren
ist ausserdem eine Bestitigung, dass die richtigen *106 Epimeren zu
Paaren geordnet worden sind (vgl. dazu auch die CD- und NMR-Spektren).

CD

Die deutlichsten Unterschiede zwischen den 4 Lacton-Diastereomeren treten ne-
ben in den NMR-Spektren vor allem im CD-Spektrum auf und dokumentieren das
Vorliegen von 4 "Individuen" (= reine Diastereomeren). Insbesondere zeigt sich
die paarweise Identitit der CD-Spektren (Abb. 29A-H), welche aus Lacton-Nitril,
durch Lactonisierung der reinen Amid-Nitril Fraktionen erhalten wurden. Im
weiteren zeigt das CD des « - Isomeren eine sehr gute Uebereinstimmung mit
auth. 5,15-bis-nor-Cobester-c-Lacton (Abb. 29AA, vgl. H. Maag [12], Sei-
te 75). Die geringen Unterschiede sind wahrscheinlich auf die unterschiedliche
Funktionalisierung der f-Seitenkette (Methylester gegeniiber Nitril) zuriickzufiihren.

-Zur Analyse der CD-Spektren wurden die sogenannten "Differenz-CD-Spek-
tren" durch graphische Subtraktion des ﬁ—Epimeren vom entsprechenden

o -Epimeren gezeichnet. ~

Ausgehend von den beiden konfigurativ labilen Zentren C-3 und C-13 (die
Seitenkette an C-8 hat infolge der Lactonisierung obligate C-8&-Konfigura-
tion) erhielt man 2 Gruppen zu je 2 Differenzspektren (Abb. 50A-D).
Innerhalb der Fehlergrenze (ca 2-4C absolut inA £) ldsst sich eine recht
gute Uebereinstimmung der erhaltenen Differenzspektren feststellen. Diese
Uebereinstimmungen wurden erstmals von W. Fuhrer an Hand der Diffe-
renzspektren der 8 reinen Amid-Nitril Fraktionen festgestellt und dahin ge-
deutet, dass die Umkehr der Konfiguration eines bestimmten Zentrums ei-
ne Aenderung des CD-Spektrums bewirkt, welche von der Konfiguration

gzzg %r%%eren Zentren weigehend unabhingig ist (vgl. W.F. [13], Seiten

s )

*106 ‘'richtig’ bedeutet, dass nur Epimerenpaare vereinigt sind, die sich beziig-
lich der Konfiguration desselben Zentrums unterscheiden.
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Die Uebereinstimmung der Differenzspektren gilt nicht nur innerhalb der
Lacton-Nitrile und Amid-Nitrile, sondern auch zwischen entsprechenden
Differenzspekiren der beiden verschiedenen Substanzgruppen. Die Ueber-
einstimmung innerhalb und zwischen diesen Substanzgruppen ist wiederum
eine Bestitigung dafiir, dass jeweils die richtigen *106 Epimeren zu Paa-
ren geordnet wurden (vgl. Diskussion der IR-Spektren).

Allerdings ist daraus nicht ersichtlich, an welchem Zentrum (C-3 oder
C-13) sie sich unterscheiden. Ein Hinweis ergibt sich fiir die C-13-Epime-
rie auf Grund des Differenz-CD-Spektrums von Vitamin Bjp resp. Neo-
Vitamin By *107. Dieses Differenzspekirum zeigt einen sehr #hnlichen
Verlauf, wie ihn die Differenzspektren der Ring-C-Epimere aufweisen *108.

RING-A

0] 2la8) w10} Alag)
dd - Bod 4B-BB

SN ’\\,\/“ - —" M’“{\/\w/\w .

|
200 400

-10 -10
Abb. 50A Abb. 50B
RING C
+10] Alag) +10] 4(4€)
Ad-dg pd- R
+5 .5
, AA/”\/\/\V/"“\ : ) vj\/\/\/’\
5 -5
t | 1 i | ]
-10 -10
Abb. 50C Abb. 50D

*107 Die Konfiguration dieser beiden Verbindungen ist auf Grund von Rontgen-
Strukturanalysen [14] und [414 bekannt (vgl. dazu [13], Seite 253 ).

*108 Das Differenz-CD-Spektrum von auth. Neo- (X%@3 ) und Normal- (XX )-
cobyrinsdure-hexamethylester-f-amid (24) zeigt ebenfalls einen #hnlichen
Verlauf (vgl. H. Maag [12]).
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NMR - Signalzuordnung
Analog den NMR-Spektren der Amid-Nitrile (22), lassen sich 5 Regionen unter-
scheiden.

Region I
Im Bereiche von 0.7-1.4 ppm erkennt man die Singlette der anguliren Methyl-
gruppen (theoretisch 6, nicht immer vollstindig aufgeldst).

Region II
Der Bereich von 0.7-2.8 ppm enthilt komplexe, nicht detailliert interpretier-

bare Multipletts, die den Methylenprotonen aller Seitenketten und vermutlich
dem nichtallylischen Proton an C-18 zuzuordnen sind.

Region II
Tm Bereiche von ca 2.8-3.6 ppm liegen die Methylestersinglette (theoretisch
5, nicht immer alle aufgeldst). Im selben Bereich findet man, meist verdeckt
durch die Methylestersinglette die Multipletts von vermutlich 2 allylischen
Protonen (Protonen an C-3 und C-13).

Region IV
Im Bereiche 3.8-4.4 ppm findet man das an C-19 gebundene Ring-D Proton
deutlich von der Region III getrennt.

Region V

Der Bereich von ca 5.4-6.0 ppm enthilt 3 Singlette, die den chromophorge-
bundenen Vinylprotonen in Stellung C-5, C-10 und C-15 zuzuordnen sind.

Zuordnung der Vinylprotonen
In allen 4 Spekiren ist eines der 3 Singlette schwach bis deutlich verbreitert.
Im Falle des X-& /oX-/3 Paares erscheint dieses Signal bei hochstem Feld,
beim 3. //3.3 Paar hingegen erscheint ein verbreitertes Signal in der Mitte
der 3 Singlette. Fiir das «-& /A3 Epimerenpaar ist dieses Signal vermut-
lich dem C-15-Proton zuzuordnen (vgl. dazu: Zuordnung und Argumentation
W. Fuhrer [13], Seite 256).
Beim }3. &/ f3./3 - Paar fillt eine Zuordnung nicht eindeutig auf das C-15 Proton.
Vergleicht man zur Abklirung dieser Frage die Region V der entsprechenden
C-3cX und C-3/43-Epimere (Abb. 51A-B) (Paarbildung, Zuordnung eindeutig auf
Grund der Isomerisierung der Lactone), so ist ersichtlich, dass jeweils 2
Signale ihre Position beibehalten, wihrenddem jeweils 1 Signal eine starke
Verschiebung (ca 0.4-0.6 ppm) erleidet. Insbesondere bleibt aber eines der
3 Signale innerhalb aller Diastereomeren an gleicher Position bei ca 5.85 ppm.
Ordnet man diesem Signal das Proton an C-10 zu, welches zu keinem konfi-
gurativ labilen Zentrum (C-3 und C-13) benachbart und somit von der Epime-
rie schwicher beeinflusst ist als die C-3 und C-13 Protonen, lésst sich fol-
gende Zuordnung treffen:

tiefes Feld —————== hohes Feld

XX H-C-5 H-C-10 H-C-15
X8 H-C-5 H-C-10 H-C-15
X H-C-10 H-C-15 H-C-5

83 H-C-10 H-C-5 H-C-15
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MS

Den MS Spektren kommt keine Bedeutung zur Isomerenzuordnung zu. Die Struk-
turierung hiingt stark von den Aufnahmebedingungen ab. Das intensivste Frag-
ment oberhalb m/e=900 wurde bei m/e=915 gefunden, was der Abspaltung von
(M+,-ZCN ,~COg?) entspricht. Unterhalb m/e=900 folgen die Signalgruppen einem
fiir alle Kobaltcorrinkomplexe der Blz-Reihe typischen Muster in Abstinden von
durchschnittlich ca 15 Masseeinheiten”(Methyl ?) (vgl. H. Maag [12] , Seiten
59, 60 ).

II. Konfigurationszuordnung der 4 diastereomeren Lactone

Die Konfiguration der 4 diastereomeren Lactone ergibt sich eindeutig aus der
Konfiguration der Amid-nitrile. Zur Konfigurationszuordnung der Amid-nitrile
wurde nur folgendes, von der jeweiligen Lactonkonfiguration unabhingiges, Er-
gebnis der Einzellactonisierungen verwendet: Es gibt Amid-nitrile, die paarwei-
se identisches Lacton liefern.

Dieses Ergebnis der Einzellactonisierungen und eine grosse Fiille spektroskopi-
scher Daten der Amid-nitrile erlaubten W. Fuhrer die Zuordnung aller Amid-
nitril-Diastereomeren natiirlicher Helizitit (vgl. die detaillierte Uebersicht [13] ,
Seite 251 - 260,

III. Unabhiingige Konfigurationszuordnung der Lacton-Diastereomeren

Spektroskopische Indizien zur Konfigurationszuordnung

Zur Bedeutung der UV/VIS-, IR- und CD-Spektiren vgl. oben.
NMR-Spektren: In Abb. 51A-B sind die NMR-Daten so geordnet, dass jeweils
zusammengehorige Epimerenpaare untereinander stehen.

Abb. 51A stellt den Vergleich der Ring-A Epimerie, Abb. 51B jenen der Ring-
C Epimerie dar. Insbesondere ist die Paarbildung in Abb. 51-A eindeutig auf
Grund der Isomerisierung der Lactone gegeben (vgl. 2.3.5.).

Folgende konfigurationsabhiingige Signalverschiebungen wurden beobachtet:

Ring-C-Epimerie
- bei natiirlicher Konfiguration (C-3&) am Ring A (Abb. 51B):
- alle Vinylprotonensignale schwach nach héherem Feld verschoben, wovon
die Verschiebung des C-15 Protons am grissten ist.
- gleiche Position des C-19 Protons.
- Ein Estersinglett (vermutlich Seitenkette am Ring-C) deutlich nach hdherem
Feld verschoben.
- Auseinanderriicken von 2 Methylgruppen unterhalb 1 ppm (vermutlich gemi-
nale Methylgruppen am Ring-C).

- bei unnatiirlicher Konfiguration (C-38) am Ring A (Abb. 51B):
- schwache Verschiebung der Vinylprotonensignale nach tieferem Feld.
- gleiche Position des C-19 Protons.
- generelles Zusammenriicken der Estersingletie.
- Auseinanderriicken von 2 Methylgruppen unterhalb 1 ppm (vermutlich geminale
Methylgruppen am Ring-C).

Dieser Vergleich ist nicht in allen Regionen gleichliufig, er zeigt jedoch inner-
halb der Isomerenpaare sehr gute Uebereinstimmung der Positionen.
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Ring-A-Epimerie
- - starke verschiebung (bis ca 0.6 ppm) des dritten Vinylprotons (H-C-5) nach
hoherem Feld.
- Lagekonstanz des C-10 Protons in allen 4 Diastereomeren.
- paarweise Lagekonstanz des C-15 Protons (- und ﬁ-o(/o(-ﬁ und ﬁ/é? ).
- deutliche Verschiebung des C-19 Protons.
- generelles Zusammenriicken aller Methylestersinglette.
- paarweises Zusammenriicken der Methylgruppensignale.

NMR - VERGLEICH
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Abb, 51A Abb. 51B

Andere Indizien zur Konfigurationszuordnung

Tabelle 3 (2.3.1.) zeigt, dass bei der Lactonisierung der Amid-nitril Fraktion-
2 und Fraktion-3 in DMF *109 neben wenig Lacton hauptsichlich Edukt isoliert
wurde. Dieses Verhalten kann dahin gedeutet werden, dass die Fraktionen 2 und
3 Isomeren mit falscher C-88-Konfiguration der d-Seitenkette enthalten, was
die Lactonisierungsgeschwindigkeit (bedingt durch eine Isomerisierung zur obliga-
ten C-8« -Konfiguration) vermutlich verlangsamen wiirde. Unter gleichen Lacto-
nisierungsbedingungen liefert die Amid-nitril Fraktion 1 *109 neben wenig Edukt
hauptsichlich Lacton. Die Konfiguration der oo -Komponente der Amid-nitril
Fraktion 1 ist gesichert, da W. Fuhrer [13] die Ueberfilhrung des Amid-ni-
trils XXX zu 5,15-bis-nor-Cobester und dessen Identifikation mit einer authen-
tischen Vergleichsprobe gelang.

Die Lactonisierung der Amid-nitril-Fraktion 2 *109 zeigte gleichzeitig, dass
noch Isomere mit C-3- ,@-Konﬁguration in dieser Edukt-Fraktion vorhanden ge-
wesen sein miissen, da neben Lacton-1 auch Lacton-2 entstand (spiter konnte
W.F. zeigen, dass die Amid-nitril-Fraktion-2 die diastereomeren Amid-nitrile

oXBok ,go( o« und po;@ enthalten hatte).

*109 Auf Grund der Einzellactonisierungen der 8 isomerenreinen Amid-Nitrile
in DMAA konnte gezeigt werden, dass die Lactonisierung keine Epimeri-
sierung der Zentren C-3 und C-13 zur Folge hat.




a)

b)
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Die Tabellen 5 und 6 zeigen ebenfalls, aber in verfeinerter Form, den beschrie-
benen Sachverhalt, der wie folgt zusammengefasst wird:

Es gibt Amid-nitril Paare, die paarweise identisches Lacton liefern, nimlich
Aund B, Cund D, E und F, G und H.

Diese Amid-nitril Paare unterscheiden sich offenbar in der Konfiguration des
Rings-B.

Bei der Einzellactonisierung der obigen Amid-nitril Paare (Eduktpaare) er-
kannte man mittels LLC in der Schwanzzone B neben z.T. den entsprechend
erwarteten Lactonen hauptsédchlich 2 Komponenten. Diese erwiesen sich als
identisch mit den Komponenten der entsprechenden Eduktpaare (Tabelle 5).
Offenbar tritt wihrend der Lactonisierungsreaktion spurenweise eine Isomeri-
sierung am C-8 (aber nicht am C-13!) auf (Schwanzzonen B machen nur ca
2-10% aus).

In den Paaren unter a) gibt es Amid-nitrile, welche bei der Lactonisierung
deutlich mehr Edukt zuriickliefern (Tabellen 3 und 5), nimlich B, D, F und
H (in Tabelle 5). Diese Amid-nitrile besitzen C-8/3-Konfiguration. Aus den
Lactonisierungsansitzen der Amid-nitrile A, E und G (vermutlich auch C)
fand man praktisch kein Edukt. Diese Amid-nitrile besitzen C-8X-Konfigu-
ration.

Systematische Konfigurationszuordnung der 4 diastereomeren Lactone

1.

|

Lol by

Das nachfolgende Schema fasst den Versuch einer systematischen Zuordnung
aller Lactondiastereomeren auf Grund folgender experimenteller und spektrosko-
pischer Tatsachen zusammen.

Die Lactonisierung verliuft unter Retention der Konfiguration des Zentrums
C-13.

Das Diastereomere mit der ¢{-o -Konfiguration ist via die Identifikation des
Amid-nitrils XX mit 5,15-bis-nor-Cobester und die unter Retention ver-
laufende Lactonisierung bekannt.

Signal des C-15 Vinylprotons bekannt (schwach verbreitertes Signal).

Ring-C-,@ Epimere erkennbar mittels NMR (C-15 Vinylproton bei htherem
Feld) und mittels CD (Differenz-CD).

Die getroffene Diastereomerenzuordnung ist mit allen iibrigen spektroskopischen
Daten und vor allem mit der von W. Fuhrer getroffenen und von der obigen
Zuordnung unabhiingigen Diastereomerenzuordnung der Amid-nitrile (vgl. [13],
Seite 251-260) vollig vereinbar.
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Schematische Darstellung der Diastereomerenzuordnung der Lactone.

Lactonisierungs- I | I | | I | I

ansitze (vgl.

Tabelle 4): A B C D E F G H
| I | I | I I I

Amid-nitrile; 1-1 2a 1-2 3 2b-1 4a 2b-2  5a

(LLC-Fraktionen
nach W. Fuhrer)

Ueberfiihrung
® in 5,15-bis-nor-

2
R Cobester.

LACTONISIERUNGSREAKTION
(keine Isomerisierung wihrend der Lactonisierung)

0('(7\

1dent Lacton ident.Lacton ident.Lacton ident.Lacton

e e

x-o« —» NMR: nur C-15
Proton nach
hoherem Feld
verschoben: v

Zuordnung der l 1 v
C-3 a -Diastereo- - & B } .
meren. i P

——+ a) NMR: C-15-Vinyl-
proton nach hdherem
Feld verschoben
b) dhnliches Differenz-CD
wie & & - ot fd
Zuordnung der —L ‘
C-3p -Diastereomeren] ¥ T B S pp

Zuordnung aller I I | | !
Lacton-Diastereo- X -3 B pP-B
meren.
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2.3.4. Trennung des Lacton-1-Gemisches in die Komponenten & - & und o( .3
mittels LLC

Bemerkung: Im Gegensatz zur bis heute nicht mdéglichen Trennung der diastere-
omeren Lactone 3-X und S+3 in unseren LLC-Systemen (an der Harvard ge-
lang eine Trennung dieser Diastereomeren (= Komponenten von Lacton 2) mittels
LC an Corasil, vgl. 2.3.3.2.) gelang die Trennung des Lacton-1-Gemisches in
die Komponenten - und o3 mittels des LLC-Systems II (S II). Allerdings
ist die Herstellung der X-A und o4 -Lacton-Diastereomere via die Einzellac-
tonisierung einfacher. Die dazu notwendigen Amid-nitrile XXX und XX/3 lassen
sich durch die LLC-Trennung der Amid-nitril-Fraktion-1 im schnellen System
(S 1) oder auch im langsamen System (S II) (bessere Trennung, vgl. die Details
in [13], Seite 179, 207) mit weniger Zeitaufwand erhalten, als zur Trennung
des Lacton-Diastereomerengemischs Q-7 C (= Lacton 1) erforderlich wire.

Bei der préparativen Trennung von Lacton-1 sind folgende Punkte von Nachteil:
Die Retentionszeiten der beiden Epimeren sind lang und variieren je nach Siu-
lenzustand zwischen 160 und 210 Minuten., Die geringe Siulenbeladung (ca 200-
250 ¥ pro Injektion) hat grosse Injektionszahlen zur Folge. Das schnelle Zusam-
menbrechen des Trennvermogens infolge partieller Elution der Stationdrphase be-
schrinkte die Injektionszahl auf ca 10 hintereinander injizierte Chargen; an-
schliessend war jeweils eine Regenerierung der Sdule (vgl. 2.1.) notwendig.
Dies dauerte ca 24-36 h, da innert kiirzerer Zeit keine befriedigenden, stationi-
ren Sdulenbedingungen erreicht werden konnten.

Herstellung des Lacton-nitrils: Man ging nach der in 2. 3. 2. beschriebenen Me-
thode vor.

Ausgehend von 12.71 uMol Amid-nitril der LLC-Fraktion 1 ( £ Benzol/ -Bande:
12000) erhielt man 11,89 uMol ( £ Benzol/-Bande: 12000) Rohprodukt, aus wel-
chem nach TLC-Chromatographie und anschliessender LLC-Chromatographie
(schnelles System (S I)) 10.41 uMol (82 % bez. Edukt) einheitliches (DC,LLC)
Lacton-1 (o{-X/ o{-@ ) erhalten wurden.

Die verwendete Amid-nitril-LLC-Fraktion 1 bestand aus dem Diastereomerenge-
misch XX /({8 . Das Verhiltnis wurde nach W. Fuhrer ([13], Seite 179)
mittels des langsamen LLC-Systems bestimmt und betrug: o :O(DW = 56.4 :
43.7 %.

Das im schnellen LLC-System einheitlich wandernde Lacton-1 (Abb. 52-A) wurde
in 5 Arbeitsgingen a je ca 2 mg bei einer jeweiligen Injektionsmenge von ca
200Y7/10 ul Injektionsgemisch (vgl. 2.1.) getrennt.

Dazu sammelte man die zwischen den in Abb, 52-B angegebenen Marken liegen-
den Fraktionen X-X resp. X./8, vereinigte den Vorlauf 1, die Zwischenfraktion
2 und den Nachlauf 3 und trennte das Gemisch erneut. Dabei war darauf zu
achten, dass die Zwischenfraktion 2 geniligend gross gewihlt wurde, da sonst
eine vollstindige Trennung der beiden Diastereomere nicht erreicht werden konn-
te. (Grund: Ueberlappung der beiden Signale fiir die beiden Diastereomeren.)
Trotz dieser relativ gross gewihlten Zwischenfraktionen enthielten die getrenn-
ten Lactone geringe Anteile des jeweils anderen Diastereomeren (Anteil ca 1-

2%).

Bedingungen: (S I, 2 x 50 cm Kol B, ca 90 ml/h)
ca 200-250)°/ 10 pl Injektionsgemisch (vgl. 2.1.).
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Ausbeute:  Lacton X.& ( £Benzol/568: 12000) 5.92 uMol 41.6% bez. Edukt
Lacton X ./ " 4,17 uMol  32.8% "
14. 4%,

Das Epimerenverhiltnis der Produkte betrug somit:
KK e o(-ﬁ =55.9:44.1%

Das Eduktepimerenverhiltnis betrug:
XXX o(o(ﬁ = 56.4 : 43.7 %.

Die getrennten Lactone enthielten auf Grund der LLC-Analyse im gleichen System
noch Spuren (ca 1-2%) vom jeweils anderen Isomeren (vgl. Abb. 52C-D).

Das -X -Diastereomere wurde nach der iiblichen Reinigungsmethode (TLC, Wa-
schen gegen gesittigte KC1/0.1 % KCN-Losung, Waschen mit Hexan und Metha-

nol) spektroskopisch (NMR, IR, UV) und mittels LLC analysiert. Die erhaltenen
Werte waren mit jenen des entsprechenden Lactons o(: X der Einzellactonisierun-
gen (Ansiitze A und B) identisch.

Das .4 -Diastereomere (4.17 yMol) wurde 3x aus Essigester/Hexan (vgl.
2.3.3.2.) kristallisiert und lieferte 3.7 uMol (88 %) feine rote Nadeln (indirekt
durch Spektroskopie der Mutterlauge (0.46 yMol) bestimmt). Die Mutterlauge
konnte nicht mehr kristallisiert werden. Die spektroskopischen- (NMR, IR und
UV) und LLC-Daten der Kristalle waren identisch mit den Daten des Lactons
o(-/@ aus den Einzellactonisierungen (Ansiitze C und D).

,(,‘/,(/3 LANGSAMES SYSTEM
oL K
LACTON4 |
SCHNELLES SYSTEM
— L +
MIN. 15 10 PRAPARATIV 175 150 175 150

Abb. 52A. Abb. 52B Abb. 52C Abb. 52D
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2.3.5. Isomerisierung von 5,15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril (Lacton-2,
resp. Lacton-1 Gemisch) beziiglich dem Kohlenstoffatom C-3 von der
C-3 4 (unnaftirlichen) zur C-3X (natiirlichen) Konfiguration

Kurze Uebersicht: Die Zeit nach dem Black-Friday Ereignis (vgl. H. Maag

, Seite 107) kann wie folgt charakterisiert werden: Die Amid-nitrile natiir-
licher Helizitdt waren via Lactonisierung und Alkylierung praktisch vollstindig
aufgebraucht worden.

Es waren jedoch noch ca 10 mg Lacton (#-%%/#+3) (= Lacton 2) vorhanden,

von welchem wir allerdings wussten, dass es unter Alkylierungsbedingungen im
Gegensatz zum Lacton {o{-& /X 3) (= Lacton 1) an Stelle der gewiinschten Disub-
stitutionsprodukte praktisch ausschliesslich Monosubstitutionsprodukte lieferte
(vgl. H. Maag EIZ],*Seite 174).

Mit Lacton 1 wird das C-13 Epimerengemisch o(-X /4 , mit Lacton 2 das
C-13 Epimerengemisch 8.4 /8.8 bezeichnet.

Das Lacton 2 war deshalb nicht direkt zur Alkylierung verwendbar, sondern
sollte vorerst zu Lacton 1 isomerisiert werden. Mit der Isomerisierung erhoff-
ten wir damals den akut gewordenen Materialmangel ein wenig lindern zu k&nnen.
Die erhoffte Isomerisierungsreaktion gelang damals, jedoch war sie leider infol-
ge kleiner Ausbeuten an Lacton 1 und experimenteller Schwierigkeiten priparativ
kaum verwendbar. Es wurde denn auch kein Lacton 1 fiir préparative Zwecke
durch Isomerisierung von Lacton 2 hergestellt.

Nachfolgend wird die Isomerisierung sowohl von Lacton 2 (8- /ﬁ-ﬂ) als auch
von Lacton 1 (- /.3 ) ausgehend beschrieben. Es wurden keine Isomerisie-
rungen ausgehend von reinen Lacton-Diastereomeren ausgefiihrt.

Die aus den beiden Isomerisierungen erhaltenen Lactone 1 und 2 (Gleichgewichts-
gemisch von Lacton 1 und 2) wurden mit den entsprechenden Isomerisierungs-
edukten (= Lacton 2 resp. Lacton 1, hergestellt durch Lactonisierung von Amid-
nitril (vgl. 2.3.2.)), mittels LLC und UV/VIS (im Falle des Lactons 1 auch mit
IR, im Falle des Lactons 2 reichte die Substanz nicht fiir ein IR) identifiziert.

Vorbemerkung: Bei der vorliegenden Vorschrift ist auf rigorose Abwesenheit
von Wasserspuren und Sauerstoff zu achten.

2.3.5.1. Isomerisierung von Lacton 2 (Lacton B+ und 8.3, Verhiltnis unbe-
stimmt, vermutlich 1:1-Gemisch). *110. !

0.5 pMol (& Benzol/582: 12000) reines Lacton 2 (LLC-Fraktion 2, hergestellt
nach 2.3.2.) wurden mit abs. Benzol in eine kleine Ampulle (Linge: ca 10 cm/
Innen @: 8 mm) transferiert, das Losungsmittel mit trockenem, Og-freiem
Argon *111 abgeblasen und der rote Film wihrend 2 Tagen bei 0.001 Torr (in
die Vacuumlinie Kiihlfalle mit Trockeneis/Isopropanol dazwischengeschaltet) iiber
P205 getrocknet,

*110 Alle Gerite vor Gebrauch mindestens 2h bei 120° getrocknet und unter
trockenem Argonstrom erkalten lassen.

*111 Argon, der Sauerstoff- und Wasserstoffwerke Luzern (nach Werkangabe
99.99%) wurde zur Trocknung durch Calziumchlorid und Blaugel, zur Ent-
fernung von O2 durch "BTS-Kupfer-Katalysator" (BASF) geleitet.




e

Ampulle: Pyrexglas t 8mm ——

-—— 10 cm —— | Bcm —=

Den roten Film iiberschichtete man in der Ampulle unter Argon *111 (alle fol-
genden Operationen werden generell unter Argon *111 ausgefiihrt) mittels einer
langnadeligen mit Argon gespiilten Injektionsspritze (Totalvolumen 2 ml) mit

375 ul einer wie folgt entgasten, sauerstofffreien Baseldsung. Diese bestand aus
5 ml Sulfolan *112, 1 ml DBU *113 und 70 pul Trifluoressigsidure *114 (es wur-
den unabhingig von der Ansatzgrisse stets dieselben Mengen zur Entgasung ver-
wendet). Zur Entgasung der Baselosung wurde der mit obigem Basegemisch ge-
fiillte 10 ml Kolben mittels eines geraden Schliffhahnes iiber einen Dreiweghahn
einerseits an die Hochvacuumleitung (mit fliissigem Stickstoff gekiihlte Kiihlfalle
dazwischengeschaltet), andererseits an einen mit Argon *111 gefiillten Ballon an-
geschlossen. vgl. Skizze.

*112 Sulfolan, Fluka AG purum, gereinigt nach Whiting et al. J. chem. Soc.
4707 (1964), und dreimal durch eine Vacuummantel-Vigreuxkolonne am
HV destilliert.

*113 DBU, 1,5-Diazabicyclo-[5,4,0] -undec-5-en, Fluka AG purum, 1x destil-
Tert, Sdp. 72°/0.1 Torr.

*114 Trifluoressigsiure, Fluka AG purum, unter Argon destilliert.
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Der Kolben mit der Baseldsung wurde evakuiert (0.001-0.005 Torr) und nach
kurzem Umschwenken sofort im Kiltebad abgekiihlt, bis alles erstarrte. Nach
jeweils ca 2-3 Min. liess man (stets noch unter HV) unter Erwirmung mit lau-
warmem Wasser (30-35°) auftauen. Diesen Vorgang wiederholte man insgesamt
5x, danach entliiftete man mit trockenem, Os-freiem Argon *111 aus dem Bal-
lon, offnete den Kolben und entnahm mit der Spritze unter ausstrémendem Argon
ca 1 ml Baseldsung, von welcher man die benétigte Menge in die Lacton-Ampul-
le einfiillte. Danach schloss man die Lacton-Ampulle an Stelle des Kolbens und
Schliffhahns mittels Gummischlauch an obige Apparatur an und evakuierte. Nach
ca 2-3 Sek. liess man die Lésung im Kiltebad erstarren und evakuierte fiir 2-
3 Min. Anschliessend wurde vorsichtig aufgetaut (Vacuumleitung mittels Dreiweg-
hahn unterbrochen), Durch gelegentliches Schiitteln der Ampulle wird das Lacton
gleichzeitig geldst. Die Ampulle ist vorsichtig von oben nach unten langsam auf-
zutauen, da sonst die erstarrte Losungsmittelmenge im Ampullenrohr durch das
zwischen dem Ampullenboden und dem auftauenden Losungsmittelzapfen austre-
tende Gas in die Hohe und eventuell in den Schlauch getrieben wird. Es entstand
eine dunkelrote, zihfliissige Losung. Hierauf liess man Argon einstrémen, kiihl-
te ab bis alles erstarrt war, und evakuierte von neuem fiir 2-3 Min. Diesen
Vorgang wiederholte man weitere 4x jedoch ohne Einstrtmen von Argon,

Nach dem Entgasen schmolz man die Ampulle unter gutem HV (0.001 Torr) ab
und erhitzte die dunkelrote, zihe L&sung unter Lichischutz fur 3h auf 80 + 20 C
im Oelbad (Farbwechsel von dunkelrot nach rot-violett). -

Danach kiihlte man die Ampulle im Kaltwasserstrom, trocknete aussen gut, off-
nete sie, iiberschichtete die violette L&sung sofort mit ca 2 ml abs. Benzol und
transferierte sie zusammen mit dem Benzol (beim Aufsaugen mischen sich die
Phasen gleichzeitig) mittels einer trockenen Pipette innert ca 15-20 Sek. tropfen-
weise auf ein heftig mit Eis/Kochsalz gekiihltes Gemisch (Benzol soll nicht ge-
frieren, schnell arbeiten) bestehend aus 10 ml Acetatpuffer *115, 2 ml KC1/0. 1
% KCN und 20 ml Benzol (Farbinderung: violett nach rosa: Bildung der Dicyan-
form des Lacton-nitril-Kobaltkomplexes). Die Ampulle wusch man mit insgesamt
2 ml abs. Benzol nach. Nach ca 2 Min. transferierte man das Gemisch in einen
Scheidetrichter, wusch mit ca 8 ml Benzol nach und trennte die Phasen (org.
Phasen: Totalvolumen ca 30 ml).

Man extrahierte die wissrigen Phasen noch 2x mit je 20 ml kaltem Benzol und
wusch die org. Phasen 1x mit 5 ml kalter 0.1n sto4/geséittigt mit KC1 und
1x mit 10 ml gesittigter KC1/0.1% KCN-Ldsung.

Zur Entfernung des Sulfolans *116 verdiinnte man das Benzol (30 resp. 20 ml)
mit 7.5 resp. 5 ml Hexan (1/4 des Benzolvolumens) und extrahierte jenes mit
7 10 ml Portionen KC1/0.1% KCN-L&sung. Die ersten 2-3 Extrakte waren
schwach rosa gefirbt.

*115 Acetat-Puffer pH 5, hergestellt aus 200 ml 4m-Natriumacetatlésung und
100 ml 4m-Essigsiure, gesittigt mit KCl.

*116 Diese bequeme Methode zur Entfernung des Sulfolans stammt von P.
Schneider, Diss. ETH 1972,
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Die organischen Phasen filtrierte man durch Watte, entfernte das Lisungsmittel
am RV und erhielt den Neutralteil, der u.a. die isomerisierten Lactone enthielt.
Die vereinigten Wasserphasen der beiden Extraktionen extrahierte man 3x mit
Methylenchlorid, wusch die org. Phasen 1x gegen 0.1n HZSO4/0. 1% KCN Losung
(gesiittigt mit KCl), filtrierte sie durch Watte, engte das L&sungsmittel am RV
ein und erhielt den in Sulfolan geldsten Sdureteil *117.

Neutralteil: 0.278 uMo! ( £ Benzol/572: 12000) 57.6 %
Sdureteil: 0.092 pMol ( £ Benzol/568: 12000) 18.3 %
(enthélt noch 5.9 9
Sulfolan) .9

Der Neutralteil wurde auf einer 6 cm breiten DC-Kieselgelplatte *12 chromato-
graphiert, mit Methylenchlorid : Methanol (85 : 15) eluierte man das Silikagel
der Zonen 1 und 2 *118.

r‘-‘\\ —
2x

Start rosa rot rot gelb

*1117

*118

violett 2 1 (Lactonzone)

Dieser Siureteil ist nur schwer vom Sulfolan abtrennbar. Er enthdlt ver-
mutlich Komplexe mit unspezifisch hydrolisierten Methylesterseitenketten.
Eine Hydrolyse durch Einwirkung von DBU in nicht wissrigem Medium

ist bekannt, vgl. D. Howard Miles, J. org. Chem. 38, 223 (1973).
Die Veresterung dieses Siureteils mit dtherischem Diazomethan in Metha-
nol bei RT und 0° gelang nicht, Bei der Veresterung verfirbte sich die
anfinglich rote Losung via orange nach gelb (Zerstorung des Chromophors).
Diese Erscheinung deckt sich mit den von H. Maag gemachten Beobach-
tungen bei der Veresterung saurer 5215-bis-nor—Cobester-Derivate mit
Diazomethan (nicht publiziert). Im Gegensatz dazu lassen sich saure, an
der 5-und 15-Stelie alkylierte Cobester-Derivate in einigen Féillen leicht
mif Diazomethan bel RT verestern (vgl. H. Maag, Seite 105).

Der Siureteil wurde wegen der Veresterungsschwierigkeiten und geringen
Mengen wegen (ca 50-100)") nicht weiter untersucht.

Die Veresterung mit Schwefelsiure/Methanol, die bei der Herstellung des
5, 15-bis-nor-Cobesters gelang (vgl. [12]1, Seite 64), konnte wegen des
f-Nitrils, das in Veresterungsvorversuchen unter den sauren Veresterungs-
bedingungen in den Methylester liberfithrt worden war, nicht angewandt
werden.

Die TLC-Zone 2 wurde infolge der geringen Menge nicht mehr weiter un-
tersucht. Bei der LLC-Trennung (S I) blieben ca 50 % nicht eluierbar an
der Sidule haften. ’
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Nach Einengen der Losungsmittel bestimmte man folgende spektroskopische Aus-
beuten:

Zone 1: 0.190 pMol ( £ Benzol/572: 12000) 38 % (Lactonzone)
Zone 2: 0.060 uyMol ( £Benzol/570: 12000) 12 9 ?
violette Zone: nur andeutungsweise vorhanden, wurde nicht weiter untersucht.

Die beiden TLC-Zonen 1 und 2 *118 des obigen Ansatzes unterwarf man der
schnellen LLC-Trennung. Dabei erzielte man nach Einengen der L&sungsmittel
und Waschen mit Methanol und Hexan (vgl. 2.1.) folgende Ausbeuten (bezogen
auf eingesetztes Edukt).

Bedingungen: (S I, Kol A, 90 ml/h)
Zuordnungskriterium hier: UV/VIS
Identifikation nach Vereinigung mit dem Nachschubmaterial mit-
tels LLC, UV/VIS und sofern méglich mittels IR (vgl. unten).
LLC-Chromatogramm der TLC-Zone 1:
Lacton 1 (Rt = 19.8 Min.}) 0.136 uMol ( £Benzol/570: 12000) 27.2 %
Lacton 2 (Rt = 25,2 Min.) 0.039 AMol  ( £ Benzol/578: 12000) 7.9 %

35.1 %

LLC-Chromatogramm der TLC-Zone 2: *118

Fraktion 1 (?) (Rt = ca 73 Min.) 0.0166 uMol ( £ Benzol/568: 12000) 3.3 %

Fraktion 2 (?) (Rt = ca 79 Min.) 0.0125 uMol ( =£Benzol/568: 12000) 2.5 %
5.8 %

Die Natur der beiden letztgenannten Fraktionen ist unbekannt. Auf Grund der
grossen Retentionszeiten konnte es sich um S#uren handeln. Dieses Material
wurde wegen der geringen Mengen nicht mehr weiter untersucht.

Nachschubansiitze: Analog der obigen Vorschrift erzielte man ausgehend von 2
Nachschubansitzen gleicher Grésse (0.5 uMol) und einem Nachschubansatz dop-
pelter Grosse folgende, in Tabelle 17 zusammengefassten Ausbeuten beziiglich
eingesetztem Lacton 2. Die aufgefiihrten Reaktionsprodukte, TLC-Zonen und
LLC-Fraktionen wurden im Sinne der Pfeile vereinigt und gemiss der in der
letzten Spalte angegebenen Reinigungsmethoden gereinigt. Anschliessend vereinig-
te man das Lacton 1 resp. Lacton 2 des obigen, ausfiihrlich beschriebenen An-
satzes mit den entsprechenden Lactonen der 3 Nachschubansitze. Dieses Materi-~
al diente der Identifikation mit den entsprechenden Lactonen (Eduktlactone), wel-
che durch Lactonisierung (vgl. 2.3.2.) erhalten wurden (vgl. unten).




- 153 -

Tabelle 17

Mengen in uMol (bestimmt in Benzol bez. der X -Bande (ca 570-578 nm)
£ = 12000 fiir alle Substanzen. Ausbeuten durch Querstrich getrennt in % bez.
Edukt.

Reinigung
Eduktmenge: (0.5 pMol 0.5 pMol 1.0 pMol mittels
Neutralteil 0.296/59. 2 0.292/58. 4 0.466/46. 6 Extraktion
Sdureteil 0.063/12.17 l 0.082/16. 3 0.233/23.3

v

Zone 1 0.396/39. 6 0. 300/30 TLC
Zone 2 0.101/10.1 0.156/15. 6
Lacton 1 0.488/24.4 schnelle LLC
(R¢=21 Min.) (S I/Kol A/90ml/h)
Lacton 2 Abb, 53
R¢=26.5 Min.) 0.143/ 6.15 *120

Die TLC-Zone 2 wurde nicht mehr weiter untersucht *118,
Identifikation der Isomerisierungsprodukte (Lacton 1 und 2) mittels LLC, UV/
VIS und IR (nur bei Lacton 1) weiter unten.

2.3.5.2. Isomerisierung von Lacton 1 (Lacton &-& und o3, Verhiltnis
49:51 %) *110

Diese Isomerisierung wurde in 2 Parallelansitzen a je 0.5 JMMol Lacton 1 *119
unter genau analogen Bedingungen wie die Isomerisierung von Lacton 2 ausge-
filhrt. Die erzielten Ausbeuten - bezliglich eingesetztem Edukt - sind in Tabelle
18 zusammengefasst. Beim Edukt handelt es sich um Lacton 1, hergestelit
nach 2.3.2.

*119 Herstellung nach 2.3.2. Die Diastereomerenverteilung (- /-3 im Edukt-
Lacton 1 betrigt auf Grund einer LLC-Analyse (SI, Kol C, 40 ml/h):
o+ o :0{-B = 49:51 %. Details zur Trennung vgl. 2.3.4.

*120 Die Auswertung der LLC-Chromatogramme erfolgte durch spektroskopi-
sches Ausmessen der aufgefangenen Fraktionen ( & Benzol = 12000, gemes-
sen an der o{ -Bande) oder durch Auswaage der ausgeschnittenen Peakfld-
chen. Die Abweichungen der beiden Werte betrug ca + 1 %.
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Tabelle 18

Mengen in pMol (bestimmt in Benzol bez. der «-Bande (ca 570-578 nm) £=
12000 fiir alle Substanzen. Ausbeuten durch Querstrich getrennt in % bez.Edukt.

Reinigung
Eduktmenge: 0.5 uMol 0.5 pMol mittels
Neutralteil 0. 308/59. 7 0.334/64.6 Extraktion
Stureteil 0.101/10.0 0.081/8.0
Zone 1 0.450/43. 6 — TLC
Zone 2 0.104/11.0
Lacton 1 0. 350/33. 9=— schnelle LL.C
(R¢=20.4 Min.) (S 1, Kol A, 90 ml/h)
Lacton 2 0.098/ 9.5 a— Abb. 54
(R;=25.5 Min.) *120

Die TLC-Zone 2 wurde nicht mehr weiter untersucht *119,
Identifikation der Isomerisierungsprodukte (Lacton 1 und 2) mittels LLC, UV/
VIS und IR (nur bei Lacton 1) cf unten.

LACTON 1
LACTON 1
ISOMERISIERUNG
VON LACTON-2 VON LACTON -t
2

2
.
MIN. 20 10 20 10 [}

Abb. 53 Abb., 54

Das erhaltene Lacton 1 aus der Isomerisierung von Lacton 1 *119 wurde zu-
sétzlich analytisch der langsamen LLC-Analyse (S II, Kol C, 40 ml/h) unterwor-
fen und ergab ein Isomerenverhiltnis von Lacton o(*X : (-3 (Komponenten von
Lacton 1) von 49:51 %. Dieser Wert ist identisch mit dem Verhiltnis der bei-
den Lacton-1-Komponenten im Eduktlacton *119, Diese Uebereinstimmung ist
wohl zufdllig. Das Verhilinis der C-13 Epimeren in anderen Corrinkomplexen
liegt in der gleichen, stets ca 1:1 betragenden, Grossenordnung (vgl. die Amid-
nitrile, [13], Seite 258).
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2.3.5.3. Identifikation der Lactone 1 und 2 aus den Isomerisierungen von
Lacton T und 2 und Vergleich der Resultate der Isomerisierungen von
Lacton 1 und 2

Die durch Isomerisierung erhaltenen Lactone 1 und 2 der beiden Isomerisierun-
gen wurden infolge der geringen Substanzmengen nicht TLC-rechromatographiert,
sondern nach Einengen der LLC-L&sungsmittel am RV direkt mit Methanol und
Hexan gewaschen (vgl. 2.1.) und anschliessend getrocknet (HV/RT/ iiber Nacht).
Das so erhaltene Material verwendete man zur Identifikation mittels LLC, UV/
VIS und IR (nur Lacton 1, von Lacton 2 war zuwenig Material vorhanden).

Identifikation
LLC
Die erhaltenen Lactone wurden hinsichtlich ihres LLC-Verhaltens auf Identitiit
hin gepriift. Die LLC-Daten der Einzelinjektionen der Lactone aus den Isomeri-
sierungen, sowie die Daten der entsprechenden 1:1 Gemische (Mischchromato-
grammidentifikation) sind in Tabelle 19 aufgefiihrt.

Tabelle 19

Zuordnungskriterium: Mischchromatogramme
Bedingungen: (S 1, Kol A, 90 ml/h)

Ansatz aus- Rt

gehend von Produkt (Min. ) Nin

Lacton 1 Lacton 1 14.7 2110 einheitlicher LLC-Peak
Lacton 2 Lacton 1 14.3 1890 n
Identifikation a) 1:1 Gemisch 14.2 1850 "

von Lacton 1

Lacton 1 Lacton 2 18.4 2460 "

Lacton 2 Lacton 2 18.35 2460 "
Identifikation b) 1:1 Gemisch 18.75 2430 "

von Lacton 2

Referenz: c+d,jc)Lacton 1 (Edukt) | 15.1 1870 2 ca gleich intensive
1:1-Gemisch [)Lacton 2 (Edukt) | 19.35 2450 Peaks

Identifikation a) + ¢) (1:1) 13.9 2150 einheitliche LLC-
mit Referenz | b) + d) (1:1) 17.9 2220 Peaks

Kommentar zu Tabelle 19: Die Unterschiede der theoretischen Bodenzahlen von
Tacton 1 und 2 sind auf die im obigen System schwach beginnende Trennung von
Lacton 1 in die Komponenten - und 0(-/@ zuriickzufijhren.

Die Abweichungen der Retentionszeiten haben ihren Grund in der durch die suk-
zessive partielle Elution von Stationiirphase bedingten Verénderung des Sidulen-
zustandes (vgl. 2.1. und 2.3.3.2.). Abweichungen in der theoretischen Boden-
zahl bis zu 10 % sind erfahrungsgemiss iiblich. Die Gréssenordnung der Abwei-
chungen der Retentionszeiten hingen stark vom Sdulenzustand ab.
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Uyv/vis

Lacton 1 ex Isomeris. von Lacton 1: in Benzol 0.02% HCN, qualitativ, PE 407
572/0. 445 max, 549/0.284 min, 536/0. 315 max, 495/sh 0.140, 446/0.08 min,

418/0.170 max, 395/sh 0.170, 358/1.00 max, 336/0.362 min, 318/0.385 max,
308/sh ca 0.36, 292/0.292 min. Y:« = 2.24.

Lacton 1 ex Isomeris. von Lacton 2: in Benzol 0.02% HCN, qualitativ, PE 407
572/0.445 max, 549/0.284 min, 536/0.314 max, 495/sh 0.14, 446/0.08 min,
418/0.170 max, 395/sh 0.170, 358/1.00 max, 336/0.360 min, 318/0.385 max,

308/sh ca 0.36, 292/0.30 min. Y:X = 2.26.

Lacton 2 ex Isomeris. von Lacton 1: in Benzol 0.02% HCN, qualitativ, PE 407
576/0. 460 max, 554/0.316 min, 540/0. 358 max, 500/0.165 sh, 452/0.108 min,
424/0.219 max, 363/1.00 max, 337/0.480 min, 322/0,535 max, 315/0.500 min,
308/0.520 max. § :A{ = 2.12. (Aufgenommen in Mikrozelle)

Lacton 2 ex Isomeris. von Lacton 2: in Benzol 0.02% HCN, qualitativ, PE 407

0. max . min, 0. max, . 170 sh, .11 min,
423/0.22 max, 363/1.00 max, 337/0.48 min, 322/0.560 max, 315/0.540 min,
307/0.575 max. ¥ :X = 2. (Aufgenommen in Mikrozelle).

Die geringen Unterschiede der relativen Intensititen im UV-Teil der letzten bei-
den UV/VIS-Spektren ist auf geringe Anteile nichtcorrinoider Substanzen zuriick-
zufiihren. Dies wurde bei derart kleinen, nicht kristallinen Proben stets beob-
achtet.

R
Lacton 1 ex Isomeris. von Lacton 1: ca 3503 Lacton/40 yl CHCl3, PE 257
Lacton 1 ex Isomeris. von Lacton 2: ca 6004 Lacton/40 ul CHClg, PE 257

Beide IR-Spektren zeigen vor allem bei 1685 cm_1 starke Banden, welche wir
den in 2.1, beschriebenen Verunreinigungen zuschreiben. Auf die Rechromato-
graphie zur Entfernung dieser Verunreinigungen wurde, um weitere Substanzver-
luste zu vermeiden, verzichtet. Das sonst angewandte und erfolgreiche Waschen
mit Methanol und Hexan zur Entfernung dieser Verunreinigungen ist insbesondere
bei derart kleinen Proben nicht erfolgreich.

Beide IR-Spekiren zeigen die charakteristischen Banden von Lacton 1, insbeson-
dere liegt auf Grund der Intensititsverhélinisse der beiden Chromophorbanden
bei 1600 resp. 1578 cm-1 (Bande um 1600 cm-1 weniger intensiv als Bande um
1578 cm-1) eindeutig Lacton 1 vor (vgl. 2.3.3.3.). Die beiden IR-Spektren sind,
abgesehen von Intensitdtsunterschieden (bedingt durch die unterschiedlichen Kon-
zentrationen der beiden IR-Spektren), identisch.
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Vergleich der Ausbeuten an Lacton der Isomerisierung von Lacton 1 und 2

Tabelle 20
Isomerisierung Ausbeute Verhiltnis *120
ausgehend von JAMol/ % bez. Edukt Lacton 1/Lacton 2
Lacton 2 Lacton 1 0,.488/24.4
Lacton 2 0.142/ 7.15 77.4 : 22.6
Lacton 1 Lacton 1 0.35 /33.9
Lacton 2 0.098/ 9.5 77.6 : 22.4

Schlussfolgerung: Lacton 1 aus der Isomerisierung von Lacton 1 und Lacton 1
aus der Isomerisierung von Lacton 2 ist identisch mit Lacton-1-Referenz (vgl.
Tabelle 19). Dasselbe gilt sinngemiss fiir Lacton 2 aus den beiden Isomerisie-
rungen mit Lacton-2-Referenz (vgl. Tabelle 19).

Das Verhiltnis von Lacton 1 : Lacton 2 betriigt unter den Isomerisierungsbedin-
gungen ca 78:22 % zu Gunsten des Lactons mit natiirlicher Konfiguration am
Kohlenstoffatom C-3, nimlich C-3A (vgl. LLC, Abb. 53-54). Dieses Verhiltnis
wurde sowohl durch Isomerisierung von Lacton 1, als auch durch Isomerisie-
rung von Lacton 2, also von beiden Seiten her eingestellt. Demzufolge ist das
Isomerisierungsgleichgewicht eingestellt.

Obwohl das Gleichgewicht der Isomerisierung zu Gunsten des richtigen Lactons
(Lacton 1) vorliegt, ist die Isomerisierung infolge der geringen Ausbeute prépa-
rativ nicht verwendbar.

Diskussion der Reaktionsbedingungen

Die vorliegenden Reaktionsbedingungen zur Isomerisierung von Lacton 1 und 2
sind das Resultat von ca 50 Vorversuchen mit je ca 0.1 pMol (ca 100 ¥) Edukt-
material. In diesen Vorversuchen wurden sowohl Basen als auch SHuren als Iso-
merisierungskatalysatoren und verschiedene Lisungsmittel verwendet.

verwendete Basen: Pyridin, N-ithyl-diisopropylamin, 1,5-Diaza-bicyclo- [5,4,0]
undec.5.en(DBU) und 1,5-Diaza-bicyclo-[4,3,0] -non-5-en
(DBN).

verwendete Siuren: Trifluoressigsiure, Trifluormethansulfonsiure.

verwendete Losungsmittel: Toluol, Diglym, Methanol, Dimethylformamid, Dime-
thylacetamid und Sulfolan.

Die Temperaturen wurden innerhalb RT und 800, die Reaktionszeiten innerhalb
30 Min. -270 Min. variiert.

Die Vorversuche zeigten, dass nur mittels starker Basen eine Isomerisierung
erreicht werden kann. Beispielsweise lieferte die Isomerisierung von Lacton 2
in Sulfolan/10 % Trifluoressigsiure (180 Min. /RT) ca 90 % einheitliches, nicht
isomerisiertes Lacton 2, Selbst die Isomerisierung von Lacton 2 in Sulfolan/
10 9 Trifluormethansulfonsiure (30 Min. /80°) lieferte nur einheitliches, nicht
isomerisiertes Lacton 2,

Die besten Bedingungen zur Isomerisierung von Lacton 2 resultierten mit DBU
(wovon 10 % mittels Trifluoressigsiure protoniert waren). Der Zusatz von TFE
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bei den ausgefiihrten Versuchen war nicht unbedingt notwendig; offenbar ist in
den kleinen Isomerisierungsproben geniigend Wasser (?) vorhanden, um eine Re-
protonierung des durch Baseangriff am C-3 Kohlenstoffatom generierten, via den
Chromophor stabilisierten, Carbanions zu gewéhrleisten. Als Losungsmittel ver-
wendete man Sulfolan unter den Reaktionsbedingungen: 180 Min. /80°. Diese Re-
aktionsbedingungen erforderten denn auch drastisch den Ausschluss von Sauer-
stoff und Wasserspuren. War das nicht der Fall, konnten bei keiner Isomerisie-
rungsreaktion Isomerisierungsprodukte isoliert werden. Es entstanden nur violet-
te und gelbe, wasserlosliche, unbekannte Produkte (moglicherweise Hydrolyse-
und Oxidationsprodukte).

Die Isomerisierungsbedingungen gestatteten allerdings die wiinschenswerte Isome-
risierung zu Gunsten von Lacton 1 in leider nur schlechter Gesamtausbeute (ca
24-30%). Eine Verkiirzung der Reaktionszeit, eine Erniedrigung der Basekonzen-
tration und eine Senkung der Reaktionstemperatur hatte ein nicht eingestelltes
Gleichgewichtsverhiltnis zur Folge.

Die Reaktionsbedingungen haben offenbar auch Chromophorverluste zur Folge,
wie die Chromophorausbeuten von ca 75 % zeigen. Im weiteren entstehen saure
Nebenprodukte, deren Strukturen unbekannt sind. Experimente mit schwicheren
Basen (cf oben) zeigen, dass Wasserspuren nicht allein fiir den grossen Anteil
saurer Produkte (ca 15-20 %) verantwortlich sind. Bei der Verwendung von
N-ithyl-diisopropylamin (in Toluol/180 Min./80°) wurde unverindertes Lacton 2
in ca 95 % Ausbeute isoliert. Vielmehr liegt die Vermutung nahe, dass DBU
unter den Reaktionsbedingungen unselektiv Ester verseift. Diese Vermutung wird
gestiitzt durch die Beobachtung, wonach stark sterisch gehinderte Triisopropyl-
acetate mittels DBU in Xylol bei 1650/48h in hoher Ausbeute zu den entsprechen-
den SHuren verseift werden kidnnen (vgl. dazu: D. Howard Miles, J.org.
Chem 38, 223 (1973)),
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COBYRINSAEURE - HEXAMETHYLESTER - f - SAEURE (27) ("f-Sdure").

Vorbemerkung: Die im folgenden Kapitel beschriebenen Experimente wurden von
Prof. N. Obata ausgefiihrt (vgl. sein Arbeitsbericht, Juli 1972) und wurden, um

alle wichtigen Stufen zur Synthese von Vitamin B-12 in Dissertation

festgehalten

zu haben, in die vorliegende Dissertation integriert.
Die priperativen Arbeiten von Prof. Obata werden in historischer Reihenfolge be-
schrieben, wobei das nachstehende Schema eine Uebersicht iiber diese Arbeiten gibt.

2. 4.1. Priparative Herstellung von

f-Amid [—e

"f-Propionaldoester"

+

f-Nitronester

-Sdure.
—»| f-Sdure [———+s~| Cobester
vollsténdige Identifikation mit
Charakteri- auth. Cobester mittels
sierung DC und UV/VIS.

2. 4. 2. Untersuchungen am "f-Propionaldoester".

Voruntersuchungen

f-Amid

i

Ff - Propionaldoester"l

LLC-Trennung (schlechte Kolonne)

/N

molyse

eresterung

: Cobester

Identifikation| mittels LLC
und UV/VIS

: "f-Propionaldoester"

f-Siure

H*”‘“H
5

~Fl—
|
-

Cobester aus
Vitamin B-12

Charakterisierung von'f-Propionaldoester"

* T
["f -Propionaldoester" + f- Nitronesteﬂ

LLC-Trennung (gute Kolonne)

: "f-Propionaldoester"

- Charakterisierung A, B, C sind
- Entkopplung ( 1H.NMR) \ | diastereomere
- D9O-Austausch Cyanhydrine

~ vgl. mit Modellreaktion

Amlnolyse

f-Sédure identifiziert
durch UV/VIS und DC.
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Erliuterung der Griinde fiir dieses komplizierte Vorgehen.

Beim priiparativen Ansatz zur Synthese von f-Siure wurde das nach Hydrolyse von
Nitronester (25) erhaltene Reaktionsprodukt anféinglich nicht der LLC- Chromato-
graphie unterworfen, sondern nur TLC-gereinigt der Aminolyse zur f-Sdure zuge-
fiihrt. Anfiinglich war man der Meinung, dass das TLC-gereinigte Hydrolyseprodukt
von Nitronester als "f-Propionaldoester" (26a) vorliege.

In einer systematischen Voruntersuchung dieses Hydrolyseproduktes, bei welcher
die LLC-Chromatographie (Kol B) zur Reinigung des Hydrolyseproduktes von Nitro-
nester ("f-Propionaldoester") eingesetzt wurde, sind 2 einheitliche LLC-Fraktionen
(je ca 14Mol ca 1 mg) isoliert worden. Beide Fraktionen konnten durch Einzel-
aminolyse in f-SHure iiberfiilhrt werden, wobei die erhaltenen f-Sduren via Ver-
esterung mit Diazomethan in partial synth. Cobester (28) und dieser mittels LLC
und UV/VIS mit auth. Cobester identifiziert worden sind.

In einer weiteren, an die Voruntersuchungen anschliessenden Untersuchung mit
mehr (ca 204Mol ca 21 mg) "f-Propionaldoester", verwendete man zur LLC-Tren-
nung die Kol A (die Kol B wurde fiir die Trennung der Lactone benétigt). Die Tren-
nung mit der Kolonne A (die besten Trenneigenschaften aufweisend) lieferte dann
auch 3 einheitliche Fraktionen im ungeféihren Verhiltnis 1:1:2, die kristallisiert
werden konnten, Die NMR-und IR-Daten der Charakterisierung dieser 3 kristallinen
LLC-Fraktionen zeigten fiir keine Fraktion Evidenz fiir das Vorliegen einer Aldehyd-
funktion. Da bei der TLC-und LLC-Chromatographie von Corrinkomplexen die
Laufmittelsysteme zur Stabilisierung der axialen Liganden des Kobaltzentralatoms
HCN enthielten, wurde deshalb vermutet, dass die "f-Propionaldehydfunktion'durch
Addition von HCN in das Cyanhydrin (26b) umgewandelt worden war. Auf Grund der
vorhandenen 2 asymmetrischen C-Atome im Cyanhydrinteil miissen 2 diastereomere
Enantiomerenpaare vorliegen. Die vorhandenen spektroskopischen Daten liessen
aber nicht direkt auf das Vorliegen eines Cyanhydrins schliessen.

In der Zwischenzeit fithrte K. R. Lindner [23] die Reaktionssequenz zur Ueber-
filhrung von f-Amid in f-Siure an der Modellsubstanz: 3-Phenyl-Propionsdureamid
(i) durch.

CONHy

j\o/cri- Jﬁ\ I >\ﬁ\ J§
CoH k OH
R e g o o R o)\(
\ {
(o) H CN
(i)

(i) (iii) (iiii)

Dabei isolierte er sidmtliche Zwischenprodukte, insbesondere den Nitronester (ii)
und den Aldoester (iii). Letzterer wurde via KCN/H20 oder via das Bisulfitaddukt
und KCN in die entsprechenden Cyanhydrine (iiii) iiberfiihrt.

K. R. Lindner isolierte zusitzlich mittels TLC-Trennung die beiden diastereomeren
Enantiomerenpaare der Cyanhydrine (iiii). Diese: Modellcyanhydrine dienten dem
NMR- Vergleich mit den isolierten Corrin- "f-Propionaldoester" -Fraktionen A, B, C,
woraus insbesondere durch Doppelresonanz-und HD-Austauschexperimente der Be-
weis erbracht wurde, dass die isolierten Corrin- "f-Propionaldoester"-Fraktionen
A,B und C (bedingt durch die Chromatographie mit HCN-haltigen Losungsmitteln)
als Cyanhydrine (26b) vorgelegen haben miissen. Die Modellcyanhydrine (iiii) und
der Modellaldoester (iii) wurden nach den Aminolysebedingungen glatt zu 3-Phenyl-
propionsidure umgewandelt.

Ebenso lieferten die Einzelaminolysen der 3 "f-Propionaldoester" -Fraktionen

3 f-Sduren, welche sich im UV und DC als identisch erwiesen (keine Identifikation
via Veresterung zu Cobester wie in den Voruntersuchungen).
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2.4.1. Beispiel eines préparativen Ansatzes zur Synthese von f-Sdure ohne

Reinigung der Zwischenprodukte (25) und (26).

H3C00
—coocH, 3
- -
H4CO0C

R CHy R CH3 JR CH,
aJ\o/lk_::f"" A =AY
No- " cN
(25) (26-a) (26-b)

2.4.1.1. O-Alkylierung von f-Amid und Hydrolyse des f-Nitronesters (25).

20. 80 4Mol ( £ CHoCl2/592=12000) (23. 05 mg (gewogen) kristallines f-Amid (24)
* 121 wurden in einem 30 ml Dreihalskolben, versehen mit Innenther mometer, Po05-
Trockenrohr, Magnetrithrstab und Serumkappe unter Argon in 3 ml absolutem
1, 2-Dichlorithan *122 geldst und die Losung im Eiswasserbad (0°C) gekiihlt. Zur
gekiihlten und magnetisch geriihrten L&sung tropfte man innert 20 Minuten gleich
schnell und gleichzeitig eine L&sung von 225 mg (1. 15 mMol) Silbertetrafluorobo-
rat *123 in 8 ml 1, 2-Dichlorithan *122 und eine L&sung von 225 mg (1. 18 mMol)

o{ -Chlor-Propionaldonitron *124 in 8 ml 1, 2-Dichloriithan *122 mittels zweier in
durch die Serumkappe eingestochenen Injektionsspritzen (je ca 10 ml Totalvolumen).

* 121 f-Amid mit natiirlicher Konfiguration ( XXX ), hergestellt durch partielle
Aminolyse von auth. Cobester (28) nach H. Maag [12] , Seite 226 ff.

* 122 1,2-Dichlorithan, Fluka AG puriss, destilliert und vor Gebrauch durch bas.
Alox, Akt. 1 (Woelm) filtriert.

* 123 Silbertetrafluoroborat, wasserfrei, Fluka AG purum, gereinigt iber den
Aetherkomplex nach H. Meerwein et. al. Arch. Pharm. 291, 541 (1958).

* 124 K -Chlor-Propionaldonitron, hergestellt nach A. Eschenmoser et. al. Helv.
55, 2187 (1972).

* 125 hergestellt aus 2 ml wiissriger 0, 1n HC1-L8sung (Titrisol, Merck) und 18 ml
Dioxan.
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Dabei blieb die Temperatur des Reaktionsgemisches innerhalb 0-~2°C konstant, Das
Reaktionsgemisch riihrte man nach beendeter Zugabe fiir weitere 10 Min. bei 00C.
Danach goss man das Reaktionsgemisch auf 30 ml kalte, gesiittigte KC1-Losung,
welche zusitzlich wenig Eis enthielt, wusch den Reaktionskolben mit insgesamt

100 ml Methylenchlorid nach und goss dieses ebenfalls auf die gekiihlte KC1-L&sung.
Nach der Phasentrennung wusch man die org. Phase 4x mit je 30 ml kalter, ge-
sittigter KC1-Lsung (+ wenig Eis), filtrierte die org. Phase durch Watte, entfern-
te das Losungsmittel am RV bei RT und trocknete den violetten Lack fiir 20 Min.
am HV bei RT.

Dieses Reaktionsprodukt wurde nie vollstindig spektroskopisch charakterisiert.
Auf Grund der gutfundierten Daten derselben Reaktionsfolge an einer Modellver-
bindung [23] ist anzunehmen, dass der Nitronester (25) vorlag.

Hydrolyse des f-Nitronesters (25).

Nach Trocknung l6ste man den obigen Riickstand ohne weitere Reinigung unter Ar-
gon in 20 m! 0, 01 n-HC1 in Wasser/Dioxan (1:9) *125 und riihrte magnetisch wih-
rend 30 Min. unter Argon bei RT.

Danach verdiinnte man die Reaktionslésung mit 100 ml Methylenchlorid, goss auf

30 ml kalte, gesiittigte KCl-Losung (mit wenig Eis), trennte die Phasen und ex-
trahierte die wissrige Phase mit 10 ml Methylenchlorid. Di€ vereinigten org. Pha-
sen wusch man 2x gegen 30 ml kalte gesiittigte KC1-Lésung (mit wenig Eis) und 2x
mit 30 ml kalter, gesittigter KC1/0. 1% KCN-L3sung (mit wenig Eis), filtrierte die
org. Phasen durch Watte, entfernte die Losungsmittel bei RT am RV und trocknete
den violetten Riickstand am HV.

Rohchromophorausbeute: ~ 20. 42 #Mol (£ CHoCl/592=12000) 98% bez. Edukt. Das
Rohprodukt chromatographierte man auf 3 TLC-Platten im Corrinlaufmittelgemisch
* 79:

5 4 3 2 1

Start o f-Amid

——
5x

Alle Zonen violett

Rf: 0.1 0.3 1.0 1.6 2.0- 31 bez, f-Amid

Das Silikagel der einzelnen Zonen wurde mit Methylenchlorid/Methanol Zone 1-3:
95:5. Zone 4+5: 50:50) eluiert und die Eluate am RV eingeengt (Zonen 1 und 2 bei
RT, Zonen 4+5 bei ca 40-500). Darauf bestimmte man die spektroskopischen Aus-
beuten (bez. Edukt) der einzelnen Zonen:

(Alle UV in CH2Cly nach Zugabe von ca 1-2 Tropfen 0. 4% HCN in Methanol: von den
Nebenprodukten sind die Positionen der & -, ﬁ -und X" -Banden angegeben).

Zone 1 : "f-Propionaldoester'*126 15. 42 wMol (£ CH2Cly/590=12000) 74 %
UV: 590/0. 395 max, 550/0. 321 max, 373/1. 00 max.
Zone 2 : f-Nitronester (vgl.Diskussion)l. 96 «Mol( . n ) 9. 4%

UV:590/0. 438 max, 551/0. 364 max, 374/1.00 max. (IR vgl. Diskussion
unten). UV nicht unterscheidbar vom UV des "f-Propionaldoesters”.

Zone 3 : unumgesetztes f-Amid 0. 80 # Mol( £CH2C12/588=12000) 3.8%
(Identifikation mittels DC, UV/VIS, IR)
Zone 4+5: "Siuren" 0. 65 4 Mol( " ) 3.1%

corrinoides UV: 588 nm, 550 nm, ca 375 nm (relat. Int. sind infolge zu
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konzentriert aufgenommener UV's (Int. fiir Y- -Bande nicht auf
Skala ablesbar, nicht berechenbar).

Diskussion: (f-Nitronester)

Auf Grund des chemischen Verhaltens (die TLC-Zone 2 liefert bei der Nachhydro-
lyse in HCl/H%O/Dioxan (vgl. 2.4.1.3.) dieselben Reaktionsprodukte wie die Hydro-
lyse des oben beschriebenen "f-Propionaldoesters"” TLC-Zone 1) wird vermutet,
dass es sich bei der TLC -Zone 2 um f-Nitronester (25) handelt. Diese Vermutung
wird durch die Resultate der von K. R. Lindner [23] studierten Modellreaktionen
(vgl. Vorbemerkung zu 2. 4.) gestiitzt.

Diskussion des IR: Der Modellnitronester (ii) (vgl. Vorbemerkung zu 2. 4.) zeigt
im IR-Spektrum eine gegen den Bandenfuss hin verbreiterte Nitronbande bei

1600 cm -1 mit ca 20-30% der Intensitét dex dazugehorigen Estercarbonylbande.
Im IR des f-Nitronesters (25) (total 7 Estergruppen) wiirde hingegen auf Grund der-
selben Intensititsverhiltnisse eine Nitronbande mit ca 3-4% der Estercarbonyl-
intensitdt erwartet. Bei 1580 cm -~ liegt jedoch eine intensive, gegen den Banden-
fuss hin schwach verbreiterte, Chromophorbande, welche die zu erwartende
schwache Nitronbande verdeckt. Der Rest des Spektrun{ls ist mit Ausnahme ge-
ringer Intensitéitsunterschiede zwischen 1390-1350 em~* praktisch identisch mit
dem Spektrum des "f-Propionaldoesters” (vgl. hinten).

Reaktionsbedingungen
Einfluss anderer-Chlor-Nitrone:

oK - Chlor-N-Cyclohexyl-acetaldonitron: Mittels dieses Nitrons wurden urspriing-
lich die oben beschriebenen Reaktionsbedingungen der O-Alkylierung, Hydrolyse
des f-Nitronesters und Aminolyse des betreffenden Aldoesters erarbeitet. Nach
den Reaktionsbedingungen fiir die O-Alkylierung von f-Amid und die Hydrolyse des
f-Nitronesters (beide Methoden praktisch identisch mit den definitiv beschriebenen)
erhielt man aber nur hichstens ca 35-45% des entsprechenden Aldoesters. Die
Umwandlung dieses Aldoesters nach der definitiven, schon damals gefundenen Me-
thode in f-Siure, gelang in ca 50-80% Ausbeute. Die Reaktion konnte spiter nicht
mehr verbessert werden.

Anschliessend an die vorhergegangenen Untersuchungen verwendete man das

o -Chlor-N-Cyclohexyl-propionaldonitron,welches die Umwandlung von f-Amid zu
f-Sdure mit gutem Erfolg gewihrleistete. Diese definitive Methode ist in der vor-
liegenden Arbeit beschrieben.

Zusitzlich wurde noch der Einfluss von {-Chlor-N-Cyclohexyl-butylaldonitron

auf die Reaktionssequenz zur Umwandlung von f-Amid in f-S3ure untersucht. Nach
den oben beschriebenen, definitiven Bedingungen isolierte man unter Verwendung
von Butylaldonitron ca 42-47% "f- Butylaldoester", ca 14-23% f-Nitronester und
ca 20% zuriickgewonnenes f-Amid neben ca 6% unbekannten Nebenprodukten.

* 126 Nach den vorhandenen spektroskopischen Daten liegt die TL.C-Zone 1 nicht
als isolierter Aldehyd , sondern als Cyanhydrin-Diastereomerengemisch vor.
Ueber die Struktur der TLC-Zone 1 (f-Propionaldoester): vgl. 2. 4. 2.

* 127 Hergestellt durch L6sen von 10 g Dimethylamin (wasserfrei, Siegfried AG,
Zofingen) in 20 ml abs. Isopropanol (destilliert tiber Aluminiumisopropylat,
vgl. 2.1.). Dieses Gemisch wurde unter Wasserausschluss mittels eines
Gaseinleitungsrohres mit wasser-und sauerstofffreiem Argon * 111 wihrend
ca 3h geflutet. Das Gemisch wurde jeweils auch fiir kleine Ansitze mit
obigen Mengen frisch hergestellt,
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Es wurden mit diesem Butylnitron keine besseren Ausbeuten an Aldoester er-
zielt. Die Aminolyse des erhaltenen Butylaldoesters nach den definitiven Be-
dingungen lieferte ca 80% (bez. Aldoester) f-Siure. Dieses Resultat ist mit dem
Resultat der definitiven Methode vergleichbar.

Einfluss des Lisungsmittels auf die O-Alkylierung

In einigen Versuchen verwendete man fiir die O-Alkylierung SOy als Losungsmit-
tel. Diese Experimente wurden folgendermassen ausgefiihrt: Zu 2 ml fliissigen
Schwefeldioxids gab man 1 #Mol in ca 200 «1 1, 2-Dichloréthan gelostes f-Amid bei
-200C. Zu dieser Lésung gab man gleichzeitig mittels 2 Injektionsspritzen ca 65 Mol-
4quivalente (ca 12. 6 mg) Silbertetrafluoroborat geldst in ca 400 #1 1, 2-Dichlor-
#than und ca 67 Moléguivalente (ca 12. 6 mg) Chlor-Propionaldonitron, geldst in ca
400 41 des gleichen Lisungsmittels. Nach beendeter Zugabe (ca 15 Min. ) liess man
noch 2h bei -20° reagieren, liess das Schwefeldioxid unter Erwirmung auf RT ent-
weichen, hydrolysierte und arbeitete analog den unter 2, 4. 1.1, beschriebenen Be-
dingungen auf. Dabei isolierte man nach dem erfolgreichsten Experiment ca 32%
"f-Propionaldoester", ca 21% f-Nitronester und ca 27% f-Amid. Diese Experimen-
te wurden nicht weiter verfolgt. Schwefeldioxid ist als L&sungsmittel insbesondere
bei kleinen Ansitzen infolge seiner grossen Hygroskopizitit nicht zu empfehlen.
Ansitze mit mehr als 1 /aMol (ca 1 mg) f-Amid wurden nie ausgefiihrt.

2.4.1.2. Aminolyse von "f-Propionaldoester" (26a) * 126.

Das Material der TLC-Zone 1 (vgl. 2.4.1.1.) 15. 42 «Mol "f-Propionaldoester"
(26) wurde in 3. 0 ml eines wasserfreien und sauerstofffreien Gemisches von Di-
methylamin in Isopropanol (1:2) *127 geltst und wihrend 1h bei RT unter Argon
stehen gelassen. Danach saugte man das LOosungsmittel und das Dimethylamin am
HV ab, nahm den anfallenden violetten Lack 2x in je 5 ml abs. Benzol auf und ent-
fernte jeweils das Benzol am RV (Entfernung von Dimethylaminspuren).

Roh-Chromophorausbeute: 15. 0 «Mol (€CH,Cl /593=12000) 98%
Das Rohprodukt chromatographierte man auf D%: -Platten *12 im Corrin-Lauf-
mittelsystem *79:

6 5 4 3 2 1

f-Amid a»
4x

Alle Zonen
violett

Rf:01 0.15-0.45 1.'0 13 15 1.8-20 24 25 2.7 bez, f-Amid

Das Silikagel der einzelnen Zonen wurde mit Methylenchlorid/Methanol (Zone
1-3: 95:5, Zone 4-6: 50:50 ) eluiert und die Eluate am RV vollstindig eingeengt.
Es wurden folgende Substanzmengen (nach Zugabe von ca 1-2 Tropfen 0. 4% HCN
in Methanol zur Losung der Substanzen in Methylenchlorid spektroskopiert) be-
ziiglich eingesetztem "f-Propionaldoester" erhalten.

Bei den UV/VIS der Nebenprodukte sind nur die Bandenpositionen fiir die £~ 4 -
und JY“Bande angegeben. Sofern der Intensititswert der J“-Bande auf dem Spek-
trum ablesbar war, wurden auch die relativen Intensititen dieser 3 Banden ange-
geben,
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Zone 1 : 0.2 «4Mol (£ CH Clz/ 590=12000) 1.3 % (nicht weiter untersucht)
UV:" 590 nm, 553 nm, 372 nm.
Zone 2 : 0.68 4Mol ( £ CHyCl,/590=12000) 4.4 % (nicht weiter untersucht)

UV: ~ 590/0.377 max, 552/0.304 max, 372/1,00 max.

vermutlich f-Isopropylester; Evidenz: Aus Aminolysevorversuchen in
Methanol (vgl. Diskussion unten) isolierte man bis zu 19% Cobester
(28), der ungefihr den glelchen Rf-Wert aufwies.

Zone 3 : 0. 29 »Mol ( ) 1.9 % (nicht weiter untersucht)
UV:~ 590/0. 385 max, 551/0 340 max, 372/1.00 max.
Zone 4 : 1.08 Mol ( ) 6.3 % (auf Grund des IR-Spektrums

moglicherweise f-Dimethylamid, mit Bande bei 1640 cm 1, vgl. dazu die
gleiche Bandenlage fiir die c-Dimethylamide (22) (vgl. [13]).
UV: 591/0. 388 max, 552/0.320 max, 372/1, 00 max.

Zone 5 1_1_25/4M01 (e CH2C12/590—12000) 73 0 % ( HAUPTPRODUKT, f-Siure
(27)
Zone 6 : 0. 14 «Mol ( " ) 1.0 % (nicht weiter untersucht)

UV:" 590/0. 340 max, 550/0.300 max, 370/1. 00 max.

Diskussion: Die Aminolyse von "f-Propionaldoester" ergab fiir die obigen Be-

dingungen mit Isopropanocl als Losungsmittel die besten Resultate. Vorversuche mit

anderen Ldsungsmitteln unter sonst analogen Bedingungen ergaben folgende Resultate:

Methanol : 57 % f-Sdure und ca 19% Cobester (28).

Aethanol : 76 % f-Sdure wund ca 16% einer Zone mit vergleichbarem Rf-Wert wie
Cobester (28), vermutlich f-Aethylester. :

Isopropanol: 84 % f-Sdure und ca 10% einer Zone mit vergleichbarem Rf-Wert wie
Cobester (28), vermutlich f-Isopropylester.

Eine Verkiirzung der Reaktionszeit auf 30 Min. (nur fiir Isopropanol ausgefiihrt) er-
gab fiir die Aminolyse von "f-Propionaldoester" dieselbe Ausbeute an f-Siure (bez.
Edukt) wie flir 1-stlindige Reaktionszeit.

Diskussion der Vorversuche zur Erarbeitung der Reaktionsbedingungen zur Aminolyse

von "f-Propionaldoester":

Die Vorversuche wurden an "d-Propionaldoester" (hergestellt nach den obigen Metho-

den fiir "f-Propionaldoester" aus d-Amid) (Herstellung von d-Amid, vgl. H. Maag
[12] , Seite 230) mit je ca 60 ¥ Material qualitativ ausgefiihrt. Die Reaktions-

zeit betrug 1h, Zubereitung und Entgasung der Solvolysegemische wie im Hauptansatz,

Analyse der Reaktionsgemische mittels DC.

Resultate:

Solvolysegemische: ca 200 /41/60?!" "d-Propionaldoester"
a) Dimethylamin/Methanol (1:2)

b) " /Dioxan (1:2)

c) " /Methanol/Dioxan (1:1:1)

d) " / Benzol (1:2)

e) i / Methanol/Benzol (1:1. 5:0. 5)

In den Experimenten a), c), und e) wurde mittels DC neben wenig Cobester und wenig
d-Dimethylamid (?) hauptsichlich d-Siure (auf Grund des kleinen Ri-Wertes) festge-
stellt. In den Experimenten b) und d) stellte man neben wenig "d-Sdure" und d-Di-
methylamid (?) praktisch nur Edukt fest. Anschliessend wurde der Einfluss verschie-
dener Alkohole auf die Aminolyse des "f-Propionaldoesters" (cf.oben) untersucht,
was zu den definitiven, oben beschriebenen Reaktionsbedingungen fiihrte.
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andere Amine: Erwartungsgemiiss gab die Verwendung von Trimethylamin an Stelle
von Dimethylamin in den definitiven Aminolysebedingungen kaum f-Sidure. Die DC-
Analyse des Reaktionsproduktes zeigte, dass neben wenig f-Sdure praktisch nur Edukt
vorhanden war.

2.4.1,3. Nachhydrolyse von f-Nitronester (25) zu f-Siure (27).

Die 1. 96 «Mol des im obigen Hauptansatz zuriickgewonnenen f-Nitronesters (25)
(Zone 2, 2.4.1.1) wurden unter Argon in 1 ml 0. 01 n-HC1 in Wasser/Dioxan (1:9)

* 125 geldst und wihrend 30 Min. unter Argon bei RT magnetisch geriihrt. Danach
verdiinnte man die violette Reaktionslésung mit 20 ml Methylenchlorid und goss an-
schliessend auf 15 ml kalte, gesittigte KC1-Losung. Man wusch den Kolben mit 5 ml
Methylenchlorid nach und goss ebenfalls auf obige gesiittigte KC1-Losung. Nach
Trennung der Phasen wusch man die organische Phase 2x mit je 15 ml kalter, ge-
séttigter KC1-Losung, 1x mit 15 ml kalter, gesittigter KC1/0.1 % KCN-Lésung (mit
wenig Eis), filtrierte die org. Phase durch Watte, entfernte die Losungsmittel bei
RT am RV und trocknete den violetten Riickstand am HV.

Roh-Chromophorausbeute: 2 4«Mol ( € CH2C1y/590=12000) 100%

Das Rohprodukt chromatographierte man wie iiblich an einer DC-Platte *12 im Corrin-
Laufmittelsystem *79:

Start 4 3 2 1

1L

Rf: 043 048 0.76 10

3x
Alle Zonen violett

Das Silikagel der einzelnen Zonen eluierte man mit Methylenchlorid/Methanol

(Zonen 1-3: 95:5, Zone 4: 50:50), engte die Eluate am RV (Eluat 1-3 bei RT, Eluat

4 bei ca 40-500) ein und bestimmte folgende spektroskopischen Ausbeuten (bez. Edukt):
(UV/VIS in Methylenchlorid nach Zugabe von ca 1-2 Tropfen 0. 4% HCN in Methanot).

Zone 1 : "f-Propionaldoester" 0.924 AMMol (& CHoCly/590=12000) 47. 2%
UV: 590/0. 404 max, 552/0. 322 max, 374/1. 00 max.
IR : identisch mit IR der gleichen Zone des Hauptansatzes.
!

Zone 2 :"i-Nitronester" 0.55 /Mol ( ' ) 28.0%
UV: 590/0. 375 max, 551/0. 310 max, 373/1. 00 max.
iR identisch mit IR der gleichen Zone des Hauptansatzes.

Zone 3 : ? 0.05 Mol ( " ) 2.%%
uv: 5;38/0. 338 max, 550/0. 304 max, 372/1.00 max. (nicht weiter unter-
sucht).

Zone 4 : ? 0.14 L Mol ( " ) 7.2%
UV:588/0. 370 max, 548/0.304 max, 370/1.00 max. (nicht weiter unter-
sucht).

In zwei weiteren Nachhydrolysen (mit Material aus anderen Ansiitzen) ca gleicher
Grossenordnung nach den beschriebenen Bedingungen isolierte man 66 resp. 54%
"f-Propionaldoester".

Die TLC-Zone 1 wurde ohne weitere Reinigung wie folgt aminolysiert.
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Aminolyse des "f-Propionaldoesters" aus der Nachhydrolyse von f-Nitronester.

Das Material der obigen TLC-Zone 1 (0,924 Mol "f-Propionaldoester") unter-
warf man den in 2. 4. 1. 2. beschriebenen Aminolysebedingungen in 1 ml sauerstoff-
freiem und wasserfreiem Dimethylamin/Isopropanol (1:2) *127.
Roh-Chromophorausbeute: 0,924 «Mol ( £ CH,Cl /592=12000) 100%

Nach Chromatographie (vgl. 2.4.1.2.) bestimmte man die Ausbeute (bez. Edukt)
analog.

3 2 1
Start f-Amid = - A v
L ad
r 4x

Alle Zonen
violett

Rf: 0.18-0.4 10 1415 18-21 22/2.3/24 bez, f-Amid

Zone 1 : ? 0.159 Mol ( £ CHyCly/590=12000) 17.2 %

enthilt mehrere Zonen, die gemeinsam eluiert wurden. Diese Zonen ent-
sprechen in ihren Rf-Werten den unter 2. 4. 1. 2.beschriebenen Zonen.

Zone 2 : ? 0.034 «Mol ( " ) 3.7%
entspricht auf Grund des Rf-Wertes der Zone 4 (vgl. 2.4.1.2.) (f-Dimethyl-
an)lid (?) ). UV dieser Zone nicht unterscheidbar von UV der Zone 4 ( 2.4.1.
2.).

Zone 3 : f-Siure  0.617 4Mol ( " ) 65.6%
Die erhaltene f-Sdure war UV-spektroskopisch und im DC nicht zu unter-
scheiden von der f-Sidure des Hauptansatzes.

Ausbeuteiibersicht.

Die Ausbeute an "f-Propionaldoester” analog ausgefijhrter Ansitze gleicher und

kleinerer Gréssenordnung variierte zwischen 65-74 %, jene fiir f-Siure lag zwischen

47-57 % bez.eingesetztem f-Amid (24).

Hauptansatz:

20.85 Mol f-Amid (Edukt) 15.42 Mol (74 %) "f-Propionaldoester" (26a)
11.25 « Mol (53. 9% f-Sdure (27).

Aus Nachhydrolyse des zuriickgewonnenen f-Nitronesters.
1,96 Mol  f-Nitronester 0.924 /uMol (4. 4%) "f-Propionaldoester™ (26a)

0.62 ‘Mol (2.9%) f-Siure (27).
Beide Ausbeuten bezogen auf f-Amid (24)

Gesamtausbeute an f-Siure (27).
11.25 + 0. 62 /aMol = 11,817 /aMol (56.8 %, bez. f-Amid (24) )

2,4.1. 4. Kristallisation und Charakterisierung der f-Siure

Bemerkung: Die Kristallisation der nach obiger Reaktionsfolge erhaltenen f-Sdure
wurde anfanglich in Methylacetat/Hexan ausgefiihrt. Dabei zeigte es sich, dass ent-
weder feine Nadeln oder klotzige kubische Kristalle mit identischen 1l6sungsspektros-
kopischen Daten anfielen. Die Rekristallisation zweier vereinigter Kristallisate, eines
nadelige, das andere kubische Kristalle aufweisend) lieferte beide Kristallformen nur
langsam kristallisierend. Im Verlaufe weiterer Kristallisationsversuche zeigte sich,
dass die Kristallisationslosungsmittel Aceton/Hexan gut reproduzierbare und stets
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einheitliche, nadelige Kristallisate lieferte. In der Folge wurde stets aus der
letzten Losungsmittelkombination kristallisiert. Die Kristallisation der vorliegen-
den f-SHure zur Charakterisierung wird jedoch detailliert in historischer Reihenfolge
beschrieben.

Kristallisation.

11.25 Mol f-Siure aus dem oben beschriebenen Hauptansatz (das Material der Nach-
hydrolyse (2. 4. 1. 3.) nicht damit vereinigt) wurde in 1 ml Methylenchlorid gelost,
durch einen Wattepfropf filtriert, am RV vom L&sungsmittel befreit, am HV bei RT
getrocknet und anschliessend wie folgt kristallisiert.

Dazu 18ste man 11.25 Mol (ca 12.1 mg gewogen) f-Siure in 1 m! abs. Methyl-
acetat und versetzte tropfenweise mit insgesamt ca 1.1 ml Hexan. Nach heftigem
Kratzen des Kolbens mittels eines Nickelspatels erschienen die ersten feinen Nadeln.
Nach einem Tag pipettierte man die Mutterlauge ab, wusch die Kristalle mit Hexan
und trocknete die feinen Nadeln am HV bei RT. Zur weiteren Kristallisation verfuhr
man nach Schema 2.

Schema 2. *128.

[11.25 Mol t-stiure]

‘ 1:1.1 ml
y
|7. Img K ,I +— ILI'? Mol Mﬂ
0. 5:0. 6 m1
[ mg Kj— —[1omgK] L, [3.42 Mol ML
1:0.9 ml
+ [0.99 «Mol ML
0. 2:0. 35 ml '
- .. 1
————=[0.38 o Mol ML]
[
[7.4mg K, feine Nadeln| 0. 65mg K, Nadeln| [3. 74, Mol ML]

Ein analog ausgefiihrter Nachschubansatz ausgehend von 21. 04 4 Mol £-Amid lie~
ferte 10,42 4Mol (ca 11. 5 mg) f-Sture, die nach obig beschriebener Kristallisation
8. 4 mg (gewogen) klotzige, kubische Kristalle lieferten.

* 128 Die Buchstaben in den Kistchen bedeuten: K=Kristalle, ML=Mutterlauge.
Die erste Zahl neben den Pfeilen bezieht sich auf die Methylacetatmenge
(Schema 2, 4) resp. Acetonmenge (Schema 3,). Die zweite Zahl gibt stets die
Hexanmenge an.
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Die 7. 4 mg feinen Nadeln der vorher beschriebenen Kristallisation vereinigte man
mit den 8. 4 mg kubischen Kristallen des Nachschubansatzes (zusammen 15.5 mg,
gewogen) und kristallisierte wie oben beschrieben aus Methylacetat/Hexan. Dabei
erfolgte die Kristallisation nur langsam und das anfallende Kristallisat enthielt die
beiden morphologisch verschiedenen Kristallformen. Zugabe von weiterem Hexan
bewirkte das "Ausilen" der f-Sdure. Die Kristallisation wurde abgebrochen, die
Losungsmittel am .tV entfernt und das anfallende Oel wie iiblich der TLC-Chromato-
graphie unterworfen. Dabei erhielt man 12.9 «Mol { £ CHyCl,/590=12000) (14. 2 mg,
gewogen) f-Siure, die nun aus Aceton/Hexan kristallisiert wurden. Dieses Kristalli-
sationssystem bewihrte sich in der Folge sehr gut und lieferte, stets reproduzier-
bar, kristalline f-Siure in feinen Nadeln. Die dabei anfallenden Mutterlaugen wurden
wie iiblich rechromatographiert und erneut kristallisiert. Die Details der Kristalli-
sation sind aus Schema 3 ersichtlich.

Schema 3 * 128,

[12.9 uMot t-stiure]

! 1 Woche 3.4:4.9 ml

8.0 mg K I + || ML, rechrom I

+ 1.7:2.3 ml
I 2.4mgkK ! + IIML, rechrom
+ 1.3:1.8 ml

4—— + ————|ML, rechrom

+ 0.8:1.2 ml
1.2mgK I —
14.1mgK 0. 55 #Mol ML

Die vereinigten Kristallisate (14. 1 mg, violette Nadeln) wurden am HV bei RT ge-
trocknet und dienten dann zur Aufnahme des NMR-Spektrums und IR-Spektrums.
Nach analoger Kristallisation wurden noch die iibrigen Spektren (UV/CD) registriert
und das Molekulargewicht bestimmt.

Cobyrinsiure-Hexamethylester-f-Siure (27) ("f-Siure") (kristallin).

Molekulargewicht: bestimmt nach der thermoelektrischen Methode [26],

theoretisch: C53 Hyp Ng O14 Co : 1075
(3. 934 mg/g Methylenchlorid/ 25°)
Durch Zufall wurde gefunden, dass das Molekulargewicht zeitab-
hiingig ist. Es wurde nach erfolgter Probeherstellung in folgen-
den Intervallen gemessen. Die folgenden Werte wurden dabei
erhalten:
Zeit nach Probeherstellung Molekulargewicht

15 Minuten 1169

35 " 1436
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Zeit nach Probeherstellung Molekulargewicht
45 Minuten 1968
50 " 2207

Diese Molekulargewichtszunahme ist vermutlich auf eine
Assoziation der geldsten f-Sdure zuriickzufiihren.

uv 1. 442 mg in 50 ml Methanol/0. 02 % HCN.
- 583,/10200 max, 560/7350 min, 544/8400 max, 514/5400 sh,
Abb. 55 442/1650 min, 420/2400 max, 410/2160 min, 368/29100 max

354/13800 sh, 330/4550 min, 314/9000 max, 306/8650 max,
288/5400 min, 277/9500 max.

IR CHCI1 Banden u. a. bei: 3440w breit (OH assoziert), 2122 w (Co-CN),

3 1730s (COOCHg), 1580s mit breitem Signal Giberlagert (Chromp-
Abb. 56 phor, Carboxylat der f-Seitenkette), 1500s (Chromophor) em™".
IR Nujol Banden u. a. bei 3700-3100m breit (OH assoziert),
- 2120w (Co-CN), 1730s (COOCHj3), 1580s mit breitem Signal
liberlagert (Chrom?phor, Carboxylat der f-Seitenkette), 1500s
(Chromophor) ecm-*,
NMR CDCl3 11. 4mg in ca 0. 4ml Integral
HA-100 Bereich theor. exp.
Abb. 57 -H-C-10 5. 54 1 0. 87
- -Ester: 3. 76/3. 173/
3.170/3. 68/3. 63 4. 0-3. 50 22 - 22
-C-5-Methyl, C-15-  3,5-1.70 30 34

Methyl und iibrige (darin 2CHg-s

Ring-und Seitenket- bei 2,27

tenprotonen. und 2, 20)

-Methyl:1. 58/1, 51/ 1, 7-1.00 18 19

1.37/1.27/1.25/1. 20
Kommentar zum NMR: Das vorliegende NMR (Abb. 57 ) ist schlecht aufgelést. Der
Grund dafiir ist in der erst spiiter bei der Bestimmung des Molekulargewichts durch
Zufall entdeckten Assoziationstendenz der f-Sdure in Methylenchloridlosung zu su-
chen. In der NMR-Probe (L&sungsmittel:Deuterochloroform) liegen wahrscheinlich
sehr dhnliche Assoziationsverhéltnisse vor. Die Assoziation dussert sich im NMR
durch schlecht aufgeloste Methylestergruppensignale und eine gegeniiber Zhnlichen
Spektren viel schlechtere Auflésung (verbreiterte, diffuse Banden) der zwischen
3. 5-1. 7 ppm liegenden Signalhaufen. Auch die Methylgruppensignale (zwischen
1, 7-1. 00ppm) sind schlecht aufgeldst. Leider wurden keine anderen, weniger zu
Assoziationen einladenden Lésungsmittel zur Aufnahme der NMR -Spektren auspro-
biert.
Das vorliegend aufgefiihrte und abgebildete Spektrum ist die beste Aufnahme von ca
3 NMR-Spektren die seinerzeit von f-Siure registriert wurden.

CD c=3.91 x 10"°Mol/1 ( £ Methanol/0. 02 % HCN = 12000)

Abb. 58 583/-3.7, 540/-1.8, 473/0.0, 425/+15.3, 416/+14. 6,

. 395/+24. 4, 373/0.0, 367/-8. 2, 360/-6.1, 349/-12.2,
320/-3.1, 310/-9.8, 293/0.0 , 280/+2.4, 253/-12.8.
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ae

2, 4.1.5. Veresterung von f-Siure (27) zu Cobester (28) und DC-Identifikation mit
authentischem Cobester (28) * 129, (vgl. Identif. mittels LLC in 2,4.2.1.)

CH,
) CHg by

COOCH;

H3C00 “™N—coocH,
——
H3C00C

CHy

CHy
Ha CHy
COOH COOCH3 COOCHy COOCHg
@n (28)

0.2 «Mol ( & CHZCIZ/ 590=12000) kristalline f-Siure des vorigen Ansatzes wurden
in 1 ml Methanol geldst und mit 10 Tropfen einer frisch hergestellten 0. 25 m &4theri-
schen Diazomethanlésung *69 versetzt. Die schwach gelbe L&sung liess man wéihrend
5 Min. bei RT stehen, saugte danach die Losungsmittel und iiberschiissiges Diazo-
methan am RV ab und chromatographierte das violette Rohprodukt direkt auf einer
DC-Platte *12 im Corrin-Laufmittelsystem *79:

2 1
Start @ auth.Cobester —_—
3x

Alle Zonen violett

Rf: 0.057
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Das Silikagel der Zonen 1 und 2 eluierte man mit Methylenchlorid/Methanol (Zone
1: 95:5, Zone 2:50:50) und bestimmte nach Einengen der Eluate am RV die folgenden
spektroskopischen Ausbeuten bez. Edukt.

Zone 1:  Cobester 0.142 Mol ( £ CH,Cly/592=12000) 171 %
Identifiziert mittels DC (Rf=0. 415, vgl. obiges DC).
Das UV/VIS-Spektrum dieser Zone ist nicht unterscheidbar vom UV/VIS
der authentischen Vergleichsprobe, (vgl. LLC-Identifikation in 2. 4.2.1.).
Zone 2: f-Sdure 0.027 Mol ( £ CH C12/590=12000) 13.5 %
UV/VIS-Spektrumdieser Zone is% nicht unterscheidbar vom UV/VIS des
Eduktes.

Anmerkung: Die Veresterung von f-Sdure in Methylenchlorid als Lésungsmittel,
unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen, ist schwer reproduzierbar. Die Aus-
beuten solcher Veresterungsansitze gleicher Grdssenordnung wie oben variierten
zwischen 52-67 % bez. Edukt; dabei wurde allerdings mehr (bis ca 38 % ) nicht ver-
esterte f-Sdure zuriickgewonnen.

Reaktivitit der Methylestergruppen gegeniiber O-Alkylierung mit o -Chlor-

Propionaldonitron in Cobester (28) als Estermodellverbindung.

Um zu priifen, inwieweit die Methylestergruppen unter Alkylierungsbedingungen mit
X -Chlorpropionaldonitron reagieren, wurde Cobester (28) den unter 2. 4.1.1.

beschriebenen Bedingungen zur Alkylierung von f-Amid unterworfen.

1. 07 & Mol kristallinen, authentischen Cobester (28) unterwarf man den in 2. 4.1.1,

und 2. 4.1, 2, beschriebenen Bedingungen zur Ueberfiihrung von f-Amid in f-Sédure.

Resultat:

- Zurlickgewonnener Cobester nach Alkylierung und saurer Hydrolyse in 0. 01n-HCl
in Wasser/Dioxan (1:9) und Chromatographie wie in 2. 4.1.1. (DC: 1 Flecken):

0.95 «Mol ( £ CHyCl2/584=12000) 89 % (bez. Edukt).

Identifikation des Reaktionsproduktes mittels DC und LLC. Das UV/VIS-Spektrum
dieses Reaktionsproduktes ist nicht unterscheidbar vom UV/VIS des Eduktes. Diese
Cobesterfraktion wurde anschliessend der Aminolysebedingung unterworfen.

- Zuriickgewonnener Cobester nach Aminolyse und Chromatographie wie in 2. 4.1, 2. :
0. 884 4Mol ( & CH,Cl,/584=12000) 82. 7% (bez. urspriinglich eingesetztem Cobes-
ter). Identifikation nfittels DC und LLC (LLC vgl. unten) Das UV/VIS-Spektrum
dieses Reaktionsproduktes ist nicht unterscheidbar vom UV/VIS des auth. Cobes-
ters,

Die beiden obigen Reaktionsprodukte wurden zusitzlich mittels LLC identifiziert. In

Tabelle 21 sind die ldentifikationsdaten zusammengefasst.

* 129 Herstellung vgl. L. Werthemann, Diss. ETH, 1968.
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Tabelle 21.

Bedingungen: (S1, Kol A, 90 ml/h)
Zuordnungskriterium: Mischchromatogramme

By Nin
1 auth, Cobester 4. 2 Min. 1760 einheitlicher
2 Cobester nach Alkylierung 4. 2 Min. 1760 LLC-Peak
3 Cobester nach Aminolyse 4, 2 Min. 1760 "
1 und 2 (1:1) gemischt 4, 2 Min. 1760 "
1 und 3 (1:1) gemischt 4, 2 Min. 1760 "

Kommentar: Die aus der Alkylierungsreaktion resp. Aminolysereaktion zuriickge-
wonnenen Reaktionsprodukte sind identisch (DC, LLC und UV/VIS) mit dem Edukt,
nimlich authentischem Cobester (28).

Mit Beriicksichtigung der Chromatographieverluste bei der Reinigung der Reaktions~
produkte (bei Chromatographie von Substanzmengen dieser Gréssenordnung erfahrungs-
gemiss ca 5-10%) darf angenommen werden, dass mindestens 90% des eingesetzten
Cobesters keine Nebenreaktionen erlitten haben.

2. 4. 2. Untersuchungen iiber die Struktur des "f-Propionaldoesters" (26a).

(vgl. dazu den Ueberblick in der Vorbemerkung zu 2. 4.)

2.4.2.1. Voruntersuchungen
LLC-Identifikation des Cobesters erhalten via Aminolyse und Veresterung
der beiden mittels LLC erhiltlichen Fraktionen von "f-Propionaldoester".

Ausgehend von 5. 08 #Mol f-Amid (24) *121 erhielt man nach den unter 2.4.1.1,
und 2. 4. 1. 2. beschriebenen Methoden 3. 58 Mol (71 %) bez. f-Amid "f-Propionaldo-
ester".

LLC-Trennung des "f-Propionaldoesters".

Die 3. 58 «Mol "f-Propionaldoester” des obigen Ansatzes wurden der schnellen LLC-
Chromatographie unterworfen. Man sammelte die inAbb. 59 angegebenen Fraktionen

und bestimmte nach Entfernung der Lsungsmittel am RV folgende spektroskopischen
Ausbeuten (bez. eingesetzten f-Amids).

Bedingungen: (S I, Kol B, 90 ml/h) Abb. 59
Ausbeute gemessen mit g CH2012/590=12000 ®)

fiir alle aufgefiihrten Fraktionen.
Fraktion a 0.48 w«Mol 10.3%
Vorfraktion; komplexes Gemisch
Fraktion A 1,13 Mol 24.4% R = 6,3 Min.
Hauptfraktion A: sogen. " Aldo-

(A)

ester A",
Fraktion B 1.34 4 Mol 29.3 % R¢ = 6.8 Min.
Hauptfraktion B: sogen. " Aldo-
ester B',
Fraktion b 0.28 Mol 6.1 % (b) @

Nachfraktion:komplexes Gemisch

- Die IR-Spektren der beiden Fraktionen A und B
sind nicht voneinander unterscheidbar. Es sind
auch keine Anzeichen fiir das Vorliegen eines w0 s [J

Aldehyds vorhanden. Die beiden Spektren sind
auch nicht unterscheidbar von den 3 unter Abb. 59
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2.4.2.2. beschriebenen IR-Spektren der Aldoesterfraktionen A, B und C.
- Die UV/VIS-Spektren der aus dem obigen Chromatogramm erhaltenen 4 Fraktio-
nen sind von corrinoidem Charakter und voneinander nicht unterscheidbar.
- Die 4 Fraktionen des obigen Chromatogramms wurden separat den nachfolgenden
Aminolysebedingungen zugefiihrt.
Nachbemerkung:Bei der erst spdter erfolgten Trennung mit mehr Material verwen-
dete man eine bessere Kolonne (Kol A). Dies hatte eine Auftrennung des nach gleicher
Methode hergestellten "f-Propionaldoesters™ in 3 (statt 2) Hauptfraktionen zur Folge
(vgl. 2.4.2.2,).

Einzelaminolyse der 4 LLC-Fraktionen der vorhergegangenen Trennung.

Das Material der 4 LLC-Fraktionen a, A, B und b wurde mit den entsprechenden
Fraktionen einer Vortrerinung (ausgehend von ca 800 ¥ nicht LLC getrennten
"f-Propion - Aldoesters") vereinigt. Dieses vereinigte Material unterwarf man an-
schliessend einzeln den unter 2. 4. 1. 2. beschriebenen Aminolysebedingungen. Dabei
wurden folgende Ausbeuten (bez. eingesetztem "f-Propionaldoester") erzielt (alle UV
gemessen mit & CHyCl,/590=12000).

LLC-Fraktionen nach Trennung
von "f-Propionaldoester" f-Sdure (bez. Edukt)

Fraktionen a (0.5 «Mol) f -Sdure a (0. 27 /4Mol) 48%
" A (1. 3874 Mol) " A(L 21 % Mol) 88%
u B (1. 62 #Mol) AMINOLYSE _  « p(1.34 fuMol) 83%
" b (0. 32 7 Mol) (2.4.1.2.) " b (0.05/4Mol) 16%

Das Material der f-Siuren A resp. B war im UV/VIS-Spektrum nicht von der unter
2, 4. 1. beschriebenen f-Siure zu unterscheiden.

Das Material der "f-Sduren a resp. b" ist aus dem komplexen Gemisch der bei der
LLC-Trennung von "f-Propionaldoester" angefallenen Fraktionen a resp. b (vgl.
Abb. 59) erhalten worden und wurde nicht mehr weiter untersucht. Die UV-Spektiren
dieser beiden Fraktionen sind gegeniiber den Spektren der f-Sdure A resp. B um ca
2 nm schwach hypsochrom verschoben und sind ebenfalls corrinoid.

Einzelveresterung der obigen f-Sidure A resp. B und LLC-Identifikation via Cobester
(28).

0.205 4 Mol f-Siure-A (resp. f-Sdure B) der obigen Einzelaminolysen 16ste man in
je 1 ml Methylenchlorid, versetzte die beiden violetten L&sungen mit je 0. 2 ml einer
0. 25n-4therischen Diazomethanlésung *69 und liess wihrend 10 Min. bei RT stehen.
Danach entfernte man die Lésungsmittel am RV, nahm die Riickstédnde in je 5 ml
Benzol auf und engte erneut am RV vollsténdig ein. Nach {iblicher chromatogra -
phischer Aufarbeitung (vgl. 2. 4.1.5.) bestimmte man die folgenden spektroskopi-
schen Ausbeuten (bez. Edukt).

Die Ausbeuten des vorliegenden Ansatzes liegen ca 4-34% tiefer als ein analog in
Methanol ausgefiihrter Veresterungsansatz (vgl. 2.4.1.5.).

Cobester A : 0.138 wMol ( £ CH,Cl,/584=12000) 67 %
f-Sdure : 0.05 «4Mol ( " } 24 % (unumgesetzt)
Cobester B : 0.071 «Mol ( § ) 371%
f-Sdure : 0.11 Mol  ( " ) 55 % (unumgesetzt)

Die beiden Cobester A und B wurden mittels LLC mit authentischem Cobester identi-
fiziert.
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LLC -Identifikation.

Die Identifikation beruht auf dem Vergleich der theoretischen Bodenzahlen und der
Retentionszeiten der einzeln injizierten Cobester A resp. B und auth. Cobester mit
den entsprechenden Werten der 1:1 Gemische von Cobester A und auth. Cobester
resp. Cobester B und auth. Cobester, sowie den Werten von auth. Cobester allein.

Die LLC-Chromatogramme zeigten stets einheitliche, scharfe Peaks
mit vergleichbaren Retentionszeiten und theoretischen Bodenzahlen (Tabelle 22). Die
erhaltenen Cobester A und B sind innerhalb des experimentellen Fehlers (geschiitzt
ca 10 %) identisch mit authentischem Cobester *129. Im weiteren weisen sie von-
einander nicht unterscheidbare UV/VIS-Spektren auf.

Tabelle 22.

Bedingungen: (S I, Kol A, 90 ml/h)
Zuordnungskriterium: Mischchromatogramme

Rt Nth
1 auth. Cobester 3. 75 Min. 1740 einheitlicher
2 Cobester A 3.7 Min. 1690 LLC-Peak
3 Cobester B 3.8 Min. 1780 "
142 (1:1) 3.7 Min. 1690 "
143 (1:1) 3.8 Min. 1780 "
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2.4.2.2. Charakterisierung von "f-Propionaldoester " (26a).

LLC-Trennung von "f-Propionaldoester" mittels einer besseren Siule in
drei Fraktionen.

Zur Herstellung des "f-Propionaldoesters" wurde nach den in 2.4.1.1-2, 4.1.2,
beschriebenen Vorschriften verfahren. Ausgehend von 26. 67 Mol (30 mg gewogen)
kristallinem f-Amid (24) erhielt man 18. 75 _&Mol "f-Propionaldoester" aus dem
Hauptansatz und 1. 92 «¢sMol "f-Propionaldoester"” durch Nachhydrolyse und Amino-
lyse aus zuriickgewonnenem f-Nitronester (25).

Die vereinigte Menge "f-Propionaldoester” (20, 67 ¢ Mol, 77. 5% bez. eingesetztem
f-Amid) wurden der schnellen LLC-Chromatographie unterworfen. Dabei erzielte
man mittels einer besseren Kolonne (Kol A statt Kol B) eine Auftrennung des
"f-Propionaldoesters" in drei einheitliche LLC-Fraktionen (vgl. Abb. 60).

Zum Vergleich ist Abb. 59 nochmals reproduziert.

alte Trennung (Abb. 59) A neue Trennung
Bedingungen: (S I, Kol B,90 ml/h) (S1, Kol A, 90 ml/h

(8)

(b (@

) s [) MIN, 1 s [}
Abb ., 59 Abb. 60

Nach Einengen der Losungsmittel am RV ermittelte man folgende spektroskopischen
Ausbeuten bezogen auf eingesetztes f-Amid. Alle Substanzen gemessen mit
£ =12000 in CHZCIZ bez. der K -Bande (592 nm).

Vorfraktionen a: 4.29 «Mol 186. 1% komplexes nicht weiter untersuchtes
Gemisch., UV zeigt corrinoiden Charakter.

Vorfraktion b: 1.75 «#Mol 6.6% Nitronester, R, = 4.9 Min,

Hauptfraktion A: 3.0 «Mol 11.3% sogen. "f-Propionaldoester A", Rt=10' 0 Min.

Hauptfraktion B: 3. 67 _# Mol 13.8% sogen. "f-Propionaldoester B", R;=10. 8 Min.

Hauptfraktion C: 7.17 «Mol 26. 9% sogen. "f-Propionaldoester C", Ry=12. 2 Min.

Die Vorfraktion b entspricht f-Nitronester, wie durch Vergleich der Retentionszei-
ten einer Probe zuriickgewonnenen Nitronesters (TLC-Zone 2, vgl. 2.4.1.1,) gezeigt
werden konnte. Die TLC-Trennung des rohen "f-Propionaldoesters" vor LLC ist oft
ungeniigend, sodass geringe Anteile von f-Nitronester in der "f-Propionaldoesterzone"
(TLC-Zone 1) miteluiert werden. Diese Nebenkomponente kann jedoch mittels LL.C
vollstéindig abgetrennt werden.



- 178 -

Das IR-Spektrum dieser Vorfraktion b (Nitronester) ist nicht unterscheidbar vom
entsprechenden Spektrum des in 2, 4. 1. 1. zuriickgewonnenen f-Nitronesters.

Die 3 "LLC-einheitlichen" Fraktionen A,B ,C wurden kurz am HV bei RT getrocknet,
danach zur Entfernung polymerer Riickstinde (vgl. 2.1.) der Hexan- und Methanol-
waschung unterworfen, erneut am HV bei RT getrocknet und wie folgt aus Methyl-
acetat/Hexan (Schema 4 ) kristallisiert. Zur Aufnahme der Charakterisierungs-
spektren bediente man sich der in Schema 4 angegebenen Kristallqualititen von
"f-Propionaldoester" A, B und C. Die Kristalle wurden zuvor wihrend 3 Tagen bei
RT am HV getrocknet.

Schema 4. *128

"f-Propionaldoester"

Fraktion A Fraktion B Fraktion C
[3.0 uMol | 3. 67_«Mol 7.17 _esMol
0.5:1.6 ml 0.5:1.8 ml 1.3:3.1 ml
(4.6 mgK+ML 1| K --- +ML1 [K(Nadeln) + ML 1|
*130 *130 IO. 13£M01 |
0.5:1. Tml 0.5:1.5 ml 1.0:3.0 ml
[4.0 mgx+ML 2] K --- +ML2 [6.66 mg K + ML 2
I 0. 045£Mol - ML 1+2
IR NMR, IR 0. 027 4Mol
0.5:1. 7ml 0.5:1. Tml | 1.0:3.2ml
[3.56 mg K + ML 3] [4.01 mgK +ML 3 [6.8mgK +ML3
0.5:1.8 ml | 0. 05,4Mol | [ Lo 06ganol|
l?i. 35 mg K + ML 4 NMR-Doppelresonanz- NMR-Doppelresonanz-
ML 1-4 experiment experiment
0.09 Mol || 1R, CD, UV/VIS
NMR -Doppelresonanz-
experiment
l 0.8:2. 4 ml 0.5:1.3 ml 0. 8:2.3 ml
2.6 mgK+ ML 5 2.8mgK + ML 4 6.7TmgK + ML 4
kubisch 0. 1254Mol 0. 17 4Mol Nadeln 0. 25 #Mol
UVv/Vvis, CD UV/V¢IS, CD
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Spektroskopische Charakterisierung der "f-Propionaldoesterfraktionen" A, B und C.

Einleitung: Anfinglich erwartete man, dass der "f-Propionaldoester" sich im LLC
einheitlich verhalte. Nach den Voruntersuchungen (2. 4. 2. 1.) stellte sich heraus,
dass entgegen den Erwartungen die LLC-Chromatographie die "f-Propionaldoester-
zone" in 2 Hauptfraktionen (ca 1:1) auftrennte. Man vermutete deshalb, dass die 2
diastereomeren "f - Propionaldoester" (26a) getrennt wurden. Die weitere Unter-
suchung (2. 4. 2, 2.) ergab jedoch, dass sich der "f-Propionaldoester" nicht nur in
2, sondern sogar in 3 einheitliche LLC-Fraktionen zerlegen liess (Verhiltnis ca
1:1:2). Im Falle des Vorliegens eines f-Propionaldehyds (1 asymmetr. C~Atom in
der f-Seitenkette) sind mit dem opt. aktiven Corrinrest zusammen aber nur 2
(event. trennbare) Diastereomere zu erwarten, was in Widerspruch zu den isolier -
ten 3 Fraktionen stand. Liige die Aldehydfunktion aber, bedingt durch die Aufarbei-
tung mit Cyanidionen (vgl. Vorbemerkung zu 2. 4.),als Cyanhydrin vor, so erwarte-
te man durch das zusitzlich in der f-Seitenkette generierte asymmetrische C-Atom
unter Beriicksichtigung des opt. aktiven Corrinrestes 4 diastereomere Cyanhydrine.
Hiitte das Hydrat des Aldehydes vorgelegen (wiederum nur 1 asym -
metr, C-Atom in der f-Seitenkette), so wiren wie im Falle des Vorliegens des
isolierten Aldehydes nur 2 diastereomere Hydrate zu erwarten gewesen, Das Vor-
liegen eines Aldehydhydrates wie auch eines Aldehyds konnte deshalb ausgeschlos-
sen werden.
Die erhaltenen spektroskopischen Daten der 3 LLC-einheitlichen "f-Propionaldo-
ester" wurden deshalb sehr eingehend auf Anzeichen fiir das Vorliegen von Cyan-
hydrinen untersucht (vgl. Diskussion hinten).
Die CD-Spektren der 3 Fraktionen erwiesen sich als kongruent. Die IR-und UV/VIS-
Spektren sind voneinander nicht zu unterscheiden. Einzig in den NMR-Spektren sind
geringe Unterschiede im Bereiche von ca 4. 0-5. 4 ppm erkeqfxbar.
Zur Abklirung der Ursachen fiir diese Unterschiede wurden “H-NMR -Entkopplungs -
experimente und H-D-Austauschexperimente sowohl mit den "f-Propionaldoestern
A,B und C", als auch mit Modellcyanhydrinen (iiii) (vgl. Uebersicht in der Vorbe-
merkung zu 2.4.) ausgefiihrt. Die Resultate dieser Studien (am Schluss der Charak-
terisierung aufgefiihrt) zeigten, dass die 3 LLC-einheitlichen "f-Propionaldoester-
fraktionen A, B und C" nicht als isolierte Aldehyde, sondern als Cyanhydrine vorge-
legen haben miissen. Dabei erwiesen sich die beiden Fraktionen A und B als im NMR
einheitlich, Die Fraktion C (ca doppelt so viel Material wie die Fraktionen A resp.
B) war auf Grund der Entkopplungsexperimente méglicherweise ein 1:1Gemisch
zweier Cyanhydrindiastereomerer.

Spektroskopische Charakterisierung
Molekulargewicht: Hydrat des Aldoesters : C56H7,7N 601 6Co ;1149

3 1 . .
Cyanhydrine : C57H76N7015Co : 1158

"f-Propionaldoester A" (kristallin)

uv 0. 512 mg in 20 ml CH2C12, £ berechnet mit MG = 1158 (Cyan-
hydrin).

Cary-14 590/11500 max, 567/7870 min, 550/9050 max, 517/5400 sh,
44871950 min, 423/3120 max, 413/2760 min, 372/31600 max

Abb. 61 355/14700 sh, 336/5600 min, 315/10200 max breit, 291/6500

min, 279/13100 max. nm.

* 130 vereinigt mit ca 0, 6 mg Kristallen aus einem Kristallisationsvorversuch,




IR CHCl
Abb. 62

Abb. 63

"f-Propionaldoester
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Das vorliegende Spektrum ist nicht unterscheidbar von den
entsprechenden Spektren der beiden anderen "f-Propionaldo-
estern A und B".

Banden u. a. bei: 3430w breit (OH assoziert), 2120w (Co-CN),
1'73015 (COOCHg), 1600w, 1580s, 1550w, 15008 (Chromophor)
cm™* kein Aldehyd-Carbonyl sichtbar.

Das vorliegende Spektrum ist nicht unterscheidbar von beiden
entsprechenden Spektren der "f-Propionaldoester A und B".

c=3.91x 10'5Mol/1 (&£ Methanol/585 = 12000).

580/-4. 5, 540/-3.0, 458/0.0, 425/+12.3, 417/+11.1,
395/+21. 6, 374/0,0, 366/-11.1, 360/-7.8, 348/-13.2,
319/-4.8, 308/-11. 4, 280/0.0, 252/-14.1,

Die CD-Spektren der beiden anderen Fraktionen sind mit dem
vorliegenden Spektrum kongruent: cf Abb. 66 und 69.

B" (kristallin)

w

Cary-14

Abb. 64

IR CHCl

Abb. 65

cp
Abb. 66

0. 322 mg in 10 ml CHoCly, & berechnet mit MG = 1158 (Cyan-
hydrin).

591/11850 max, 567/8000 min, 551/9250 max, 518/5400 sh,
44671730 min, 423/2700 max, 413/2520 min, 372/31750 max
355/14700 sh, 336/5330 min, 315/9900 max breit, 291/5960
min, 279/12600 max. nm.

Das vorliegende Spektrum ist nicht unterscheidbar von beiden
entsprechenden Spektren der "f-Propionaldoester A und C".

Banden u. a. bei: 3420w breit (OH assoziert), 2120w (Co-CN),
1730s (COOCHg), 1610w, 1580s, 1550w, 1500s (Chromophor).
kein Aldehyd-Carbonyl sichtbar.

Das vorliegende Spektrum ist nicht unterscheidbar von beiden
entsprechenden Spektren der "f-Propionaldoester A und C".

¢ =3.91x 10" Mol/1 (& Methanol/585 = 12000)
vgl. die Werte fiir "f-Propionaldoester A; die CD-Spektren
der 3 LLC-einheitlichen Fraktionen sind kongruent.

"f -Propionaldoester C" (binires Diastereomerengemisch, kristallin)

w

Cary-14

Abb. 67

IR CHCl
Abb. 68

0. 547 mg in 20 ml CH9Clg, £ berechnet mit MG = 1158 (Cyan-
hydrin).

590/11500 max, 567/7700 min, 550/9050 max, 518/5300 sh,
446/1820 min, 422/2960 max, 413/2540 min, 372/30900 max
355/14300 sh, 336/5250 min, 315/9650 max breit, 291/5800
min, 279/12300 max. nm.

Das vorliegende Spektrum ist nicht unterscheidbar von beiden
entsprechenden Spektren der "f-Propionaldoester A und B".

Banden u. a. bei: 3430w breit (OH assoziert), 2120w (Co ~-CN),
1730s (COOCH,), 1610w, 1580s, 1550w, 1500s (Chromophor).

kein Aldehyd-Carbonyl sichtbar.

Das vorliegende Spektrum ist nicht unterscheidbar von beiden
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entsprechenden Spektren der "f-Propionaldoester A und B".

CD c=3.91x 10'5 Mol/I ( £ Methanol/585 = 12000)
Abb. 69 vgl. die Werte fiir "f-Propionaldoester A"; die CD-Spektren
der 3 LLC-einheitlichen Fraktionen sind kongruent.
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CD-Spektren

TRy
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NMR-Spektren

Die NMR-Spektren dieser 3 "f-Propionaldoester-Proben" wurden zuerst normal in
CDClg auf dem Gerit XI.-100 aufgenommen. Anschliessend entkoppelte man in den
Bereichen von 5. 0-5. 2 ppm, 4. 4-4.5 ppm und 1. 35-1. 40 ppm.

Auswertung der Integrale (ausser bei der Fraktion C)

Die experimentell gemessenen Integrale wurden auf die theoretisch zu erwartenden
Protonen im Bereiche 4. 0-1. 0 ppm geeicht. Die auf Grund dieser Eichung zu er-
wartenden Protonenzahlen sind in Kolonne B aufgefiihrt. In der Kolonne A sind die
zu erwartenden Protonenzahlen nach Eichung des experimentellen Integrals im Be-
reiche von 4. 0-3. 3 (Methylestergruppen-und Allylprotonenregion) mit der theo-
retischen Protonenzahl- (22) aufgefiihrt. .

Die Integrale oberhalb 4. 0 ppm wurden separat ausgewertet und sind zusammen mit
den Positionen angegeben. Diese Integrale wurden beziiglich des H-C-10 Protons
(theoretisch gleich 1 H) geeicht.

H-D- Austausch

Dazu wurden die 3 Proben nach durchgefiihrten Doppelresonanzexperimenten mit je
5 ¢ 1 Perdeuteromethanol (CD30D, Merck AG) versetzt (ca 5% bez. Totalvolumen
der NMR-L6sung). Die Ldsungen liess man nach kurzem Schiitteln ca 10 Min. bei
Rt stehen und registrierte hierauf die Spektren.

Am Schluss wurden die Resultate der Entkopplungs-undH-D-Austauschexperimente
zusammengefasst und mit den von K. R, Lindner [23] erhaltenen Daten der
Modellcyanhydrine (vgl. Vorbemerkung zu 2. 4.) verglichen.




- 185 -

"f-Propionaldoester A", (Zuordnung der Protonen im Cyanhydrinteil vgl. Doppel-
resonanz- und HD-Austauschexperimente unten).

NMR ca 3mg/80ul CDClg in Mikrozelle , XL-100.
normale Aufnahme, nicht entkoppelt: Abb. 70 A.
Integral
Bereich Interpretation theoretisch experimentell
(ppm) A B
5.7-4.2 H-C-10: 5.6 (s, 1H) 1
COO-CH=(CH3)-CH (OH) (CN)5. 2 2 4.0 } 3.7
(m, 2H}, 1 H tauschbar mit CD;OD.
COO-CH (CH3) -CH (OH) (CN):4.’4 1
(m, 1H).
4.2-3.3 Estergruppen-und Allylprotonen: 22 - 22 20
4 COOCH3-s bei: 3. 78, 3.72, 3.70,
3. 66,
3.3-1.9 C-5-CHg/C-15-CHg (je 1 CHg-s bei: 29 30 28
2. 27 und 2. 20, Zuordnung unbekannt)
und iibrige Ring-und Seitenketten-
protonen.
1.9-1.1 1. 82 (Wasser, tauschbar mit 21 22 21

CD30D) Methylgruppensignale:
6-CHg-s bei: 1. 59, 1.53, 1.38
(breites m mit Spitzen bei:

1. 41/1. 39/1. 31/1. 35; enthiilt
CH,~gruppe des Cyanhydrinteils)
1.30, 1.22.

Doppelresonanzexperiment Abb, 70 B.

Position des beobachtetes Resultat der
Storfeldes Signal Beobachtung
5. 20 ppm 4, 40 (m) —e= 4, 37 (singlettoid)
1. 38 (CH3-m)—s 1, 36 (s,deutlich schirferes Signal, m ausgewischt)
4. 41 ppm 5.20 (m) — = ?(Signal durch Seitenbande des Stérfeldes ver-
deckt.)
1,38 (CHz-m — 1. 38, (keine Ver#nderung)
1. 39 ppm 5. 20 (m) — = 5.04(d, J=6Hz)
4, 40 (m) — 4.43 (d, J = 6 Hz)

H-D-Austausch (+5 «1 CD,OD) Abb. 70C. (Lokalisation des Cyanhydrin-OH)
5.20 {m, 2H) —w= 5.06 (m, 1H) (bez. H-C-10 = 1H)
4,40 (m, 1H) —w 4,37 (d, J = 6 Hz/1H)

Cyanhydrin-OH liegt bei 5. 20 ppm. CD30H nicht sichtbar.
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"f_Propionaldoester B".(Zuordnung der Protonen im Cyanhydrinteil vgl. Doppel-
resonanz-und H-D-Austauschexperimente unten)

NMR ca4dmg/ 80 1 CDC13 in Mikrozelle, XL - 100.
normale Aufnahme, nicht entkoppelt: Abb. 71 A,
Integral
Bereich Interpretation theoretisch experimentell
(ppm) A B
5.7-4.2 H-C-10 5.59 (s, 1H) 1
COO-CH-(CH3)-CH (OH)(CN):5. 09 2 6.1 5.2
(m, 2H) 1 H tauschbar mit CD3OD.
COO-CH-(CHg)-CH (OH)(CN):4. 49 1
(m, 1H)
4,2-3.3 Estergruppen-und Allylprotonen: 22 w—w 22 19
4 COOCHg-s bei: 3. 76, 3.72, 3.68,
3. 65.
3.3-1.8 1. 88 (H90, tauschbar mit CD30D) 29 31 27
C-5-CH3/C-15-CHg (je 1 CH3-s bei
2. 25 und 2. 18 ppm, Zuordnung unbe-
kannt) und {ibrige Ring-und Seiten-
kettenprotonen.
1.8-1.1 Methylgruppensignale, 5-CH3-s bei: 21 24 21
1.57, 1,52, 1,37 (breites s, enthilt
CH3-Gruppe des Cyanhydrinteils) 1. 29,
1.21.
Doppelresonanzexperiment Abb. 71 B.
Position des beobachtetes Resultat der
Storfeldes Signal Beobachtung
5. 09 ppm 4.49 (m) —= 4, 46 (singlettoid)
1.37 (CHg-m) ——= 1.36 (s, deutlich intensiver und schlanker)
4, 49 ppm 5.09 (m) —= 5,10 (q ?, J = 6 Hz)

1.37 (CHg~-m) —= 1.36 (m, keine signifikante Aenderung, Blind-
probe durch Einstrahlung bei 5. 7 ppm
ergibt gleiches Bild).

1. 36 ppm 5. 09 (m) —= 5,08 (d, J = 4 Hz)
4.49 (m) — 4,48 (m, breit J nicht bestimmbar)

H-D-Austausch (+5 &1 CD,OD) Abb. 71 C. (Lokalisation des Cyanhydrin-OH)
5.09 (m, 2H) —= 5.07 (m, 1H) (bez. H-C-10 = 1H)
4,49 (m, 1H) —»- 4.51 (d,J = 4 Hz, ca 1H)

Cyanhydrin-OH liegt bei 5. 09 ppm. CD30H vermutlich bei 4. 42 ppm (breit).
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"f-Propionaldoester C'! (Zuordnung der Protonen im Cyanhydrinteil vgl. Doppel -
resonanz-und H-D-Austauschexperimente unten).

NMR ca 5 mg / 80 ul CDClg in Mikrozelle, XL - 100
normale Aufnahme, nicht entkoppelt: Abb. 72 A,
Integrale
Bereich Interpretation theoretisch experimentell
(ppm) A B
5.7-4,2 H-C-10 5.59 (s, 1H) 1
COO-CH (CH3)-CH (OH) (CN):5. 15 2
(m, 2.3H) 1 ‘}31 tauschbar mit CDqOD. Integrale
COO-CH (CHg)-CH (OH) (CN):4. 41 1 nicht ge-
(m, 1. 4H) - messen un-
terhalb 4. 00
4,2-3.3 Estergruppen-und Allylprotonen: 29 ppm.
4 COOCHg3-s bei: 3. 76, 3.71, 3. 68,
3. 62,
3.3-1.8 C-5-CH /C-15-CH3 (je 1 CHg-s bei: 29
2.27 unc? 2. 20 ppm, Zuordnung unbe-
kannt) und iibrige Ring~und Seiten -
kettenprotonen.
1.8-1.1 Methylgruppensignale, 5 CHg-s bei: 21

1.57, 1.49, 1. 37 (breites s, enthilt
CHq-Gruppe des Cyanhydrinteils)
1.30, 1.21.

Doppelresonanzexperiment Abb. 72 B.

Position des beobachtetes Resultat der
Storfeldes Signal Beobachtung
5. 05 ppm 4. 41 (m) — 4. 40 (singlettoid)
1.37 (CHg-m)—e= 1. 36 (nur geringe Intensitétszunahme des Signals).
4. 40 ppm 5.15 (m) —= ?(Signal durch Seitenbande des Storfeldes ver-

deckt).
1.37 (CHs-m) —= 1, 36,(keine Verinderung)
1. 36 ppm 5.15 (m) —a= 5.04 (d, J = 4 Hz) die beiden Signale sind

—s 5.00(d, J = 6 Hz) {iberlagert.

H-D-Austausch (+5 4 1 CD,OD Abb. 72 C. (Lokalisierung des Cyanhydrin-OH)
5.15 (m, 2.3 H)—=D5. 04 (m, 0.8 H) (bez. H-C-10=1H)
4.41 (m, 1,4 H)—4.35 (m, 1.0 H)

Cyanhydrin-OH liegt bei 5. 15 ppm. CD30H nicht sichtbar.
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Zusammenfassung

Resultate der "f-Propionaldoester"

Qo>

f- CI: =0
7 T

CH 3 CH CH OH

1 2 3 4

1.38 5. 20 4.40 5.20 : J2,3 =6 Hz

1.37 5. 09 4.49 5.00: Jy g=4Hz, Jj 5= 6Hz

1.37 5.15 4.4 5.15 : Gemisch zweier %yanhydrine
mit Jg 3 =4 Hz und
Jo o = 6 Hz. Erkennbar

dtzli'ch 2 {iberlagerte Dublette.

Resultate der Untersuchungen an den Modellcyanhydrinen,

(Die Versuche wurden von K. R. Lindner [23] ausgefiihrt)

1. NMR-Spektren der getrennten diastereomeren Enantiomerengemische A und B.

Enantiomerengemisch A

Cetls/ Sc-0

|

T
CH, CH CH OH
1 2 3 4

|

1.38 (d, le =1 HZ, 3H)
!
5.05 (m, 1H)

i
4, 44 (4, Jgg = 6 Hz, 1H) (wird schirfer bei D5O-
Tausch)

nicht sichtbar (im ungetrennten Gemisch
A/B bei 3. 6 ppm (breit), verschwindet
bei Zugabe von D90).

Mit dem Enantiomerengemisch A wurden keine Entkopplungsexperimente
ausgefiihrt.
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Enantiomerengemisch B

Cells \/\?=o
0 (lfN
|
cH, CH CH oH
1 2 3 4
h |
1.35 (d, J}2 -7THz, 3 }ll)
5.05(m, J,=THz, Iy = 4Hz, 1H)
i.41(4, J.. - 4Hz, 1H)

nicht sichtbar (im ungetrennten
Gemisch A/B bei 3. 6 ppm (breit,
verschwindet mit DZO N.

Doppelresonanzexperiment an B

Position des beobachtetes Resultat der Beobachtung
Storfeldes Signal
5. 05 ppm 4,41 (d, 1H) ——— = 4,41 (s, 1H)
1.35(d, 3H) ——— = 1,35 (s, 3H)
4,41 5.05 (m,1H) ———— = 5,05 (q, J = T Hz, 1H)
1.35(d, 3H) —— = nicht verindert
1,35 4,41 (d, 1H) ——— —w» 4.41(d, J = 4Hz, 1H)
5.05(m,1H) ——— = 5.05(d, J = 4 Hz, 1H)
Zusammenfassung
Cells~/ -0
|
(l) CN
|
CH3-——- CH—— CH——OH
Enantiomerengemisch 1 f ? 4
A 1. 38 (d) 5. 05 (m) 4.44 (d): J12=7Hz, J23=6Hz
’ b
B 1.35 (d) 5.05 (m) 4. 41 (d): J12=7Hz,J23=4Hz

( OH - Signal infolge raschen
Austauschs nicht beobacht-
bar)
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2. Reaktivitit der Modellcyanhydrine und Modellaldoester gegeniiber den

Aminolysebedingungen.

Sowohl der Modellaldoester als auch die Modellcyanhydrine (vgl. Vorbemerkung
zu 2. 4.) lassen sich unter den in 2. 4. 1, 2. beschriebenen Aminolysebedingungen
(Versuche ausgefiihrt von K. R. Lindner [23] ) in die 3-Phenyl-Propionsiure
tiberfiihren. Die Modellaldoester ergaben Ausbeuten von ca 94 %, die Modell-
cyanhydrine ca 87 % (bez. Edukt) an reiner 3-Phenylpropionsiure.

Diskussion der spektralen Daten.

IR

Die IR-Spektren der 3 "f-Propionaldoesterfraktionen A, B und C" geben keine
Auskunft iiber die funktionellen Verhiltnisse in der f-Seitenkette. Es sind weder
die Absorptionsbanden fiir das Aldehydproton noch Anzeichen fiir die Aldehydcar-
bonylschwingung vorhanden. Es ist auch keine Nitrilabsorption fiir die postulierten
Cyanhydrine sichtbar. Oberhalb 3000 em™1 liegt eine breite, schwache Bande,
welche vermutlich auf assoziertes OH des Cyanhydrins zuriickzufijhren ist. Die

3 IR-Spektren sind voneinander nicht zu unterscheiden.

CD

Die CD-Spektren der 3 "f-Propionaldoester” A, B und C stimmen mit dem CD-
Spektrum des f-Amids (24) iiberein.

Die Kongruenz der CD-Spektren der vorliegenden 3 Fraktionen ist ein Hinweis da-
fiir, dass beziiglich der 3 labilen Chromophorzentren (C-3, C-8, C-13) gegeniiber
Epimerisierung, Isomerenreinheit vorliegt. Die CD-Spektren sind nimlich eine
dusserst empfindliche Sonde, um Isomerenunterschiede an den 3 labilen Chromo-
phorzentren zu erkennen. Die CD-Spektren dndern sich schon drastisch bei der
Aenderung von nur einem der oben erwihnten labilen Zentren (vgl. 2.3.3.4. und
W. Fuhrer [13] ).

NMR

Die Esterregion der NMR-Spektren, sowie die Region des C-10 Protons zeigt
deutlich, dass beziiglich der labilen Chromophorzentren (C-3, C-8, C-13) Iso-
merenreinheit besteht (scharfe Signale). Die Ursache fiir das Auftreten von 3
isomeren Fraktionen (eine Fraktion ist vermutlich ein Gemisch) muss deshalb

in den Seitenketten selbst gesucht werden (vgl. auch Einleitung zur Charakteri-
sierung).

In den NMR-Spektren der 3 Fraktionen ist kein Aldehydproton sichtbar. Das
Aldehydproton wiirde in Analogie mit dem Modellaldehyd (vgl. Einleitung zu 2. 4.)
bei 9. 41 ppm erwartet, demzufolge liegen die Fraktionen A, B und C nicht als
freie Aldehyde vor.

Wiirde ein Aldehydhydrat vorliegen, so sollte das Signal des Hydratprotons
(R-CH (OH),) um 5.1 ppm auftreten *131.

Die Integrafe der 3 Fraktionen im Bereiche oberhalb 4. 00 ppm ergeben nach
H-D-Austausch ca 1 Proton weniger. Im Falle des Vorliegens eines Aldehyd-
hydrates miissten 2 Protonen verschwinden. Demzufolge liegen mit grosser
Wahrscheinlichkeit keine Aldehydhydrate vor.

Der Verlust von nur einem Proton nach H-D-Austausch stimmt sehr gut mit dem
Vorliegen eines Cyanhydrins iiberein. Vergleicht man nun die Positionen der ge-
messenen Signale oberhalb 4. 00 ppm der 3 "f-Propionaldoesterfraktionen A, B
und C" mit den Positionen der Signale der Modellcyanhydrine, so stellt man nicht
nur eine sehr gute Uebereinstimmung der Positionen der Signale, sondern auch
eine ebenso gute Uebereinstimmung der Kopplungskonstanten fest (Ermittlung

z. T. durch Doppelresonanzexperimente).

Die Doppelresonanzexperimente zeigen weiter, dass die Fraktionen A und B ver-
mutlich als reine Isomeren vorlagen, wihrenddem die Fraktion C auf Grund der
beiden iiberlappenden Dublette bei 5.04 (d, J = 4 Hz) und 5. 00 (d, J = 6 Hz) ppm
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nach Entkopplung bei 1. 36 ppm als Isomerengemisch im Verhiltnis ca 1:1 vorge-
legen haben diirfte. Das beobachtete Verhéltnis der 3 Fraktionen A,B und C be-
trug ca 1:1:2 das folgendermassen gedeutet wird: Bei der Bildung der Cyanhydrine
entstehen diese im Verhiltnis 1:1:1:1, wobei 2 Diastereomere nicht trennbar

sind und die Komponenten der Fraktion C (mit doppelt so viel Material wie die
einheitlichen Fraktionen A und B ) bilden.

Auf Grund der vorliegenden Resultate vermutet man, dass die isolierten Fraktio-
nen A, B und C (bisher als "f-Propionaldoester-fraktionen A, B und C" bezeich-
net) als Cyanhydrindiastereomeren vorgelegen haben.

* 131 Durch K. R. Lindner im folgenden NMR-Experiment bestimmt. Eine ca

7 %-ige Losung von Acetaldehyd in CDCl, versetzte man mit ca 150 1
DO und einer Spur Trifluoressigsidure. Eine Aufnahme unmittelbar nach
dér Probeherstellung zeigte eine sehr schwaches Signal bei ca 5.1 ppm.
Man liess deshalb iiber Nacht (ca 10h) bei RT stehen und registrierte da-
nach ein weiteres Spektrum. Dieses zeigte nun ein Quadruplett bei 5. 10
ppm ( J = 5 Hz) fiir das Aldehydhydratproton (R-CH (OH)2). Das Hydrat
lag in der obigen Probe zu ca 10 % vor.




- 195 -

Aminolyse der drei LLC-isolierten Cyanhydrinfraktionen A, B und C.

Die Ansitze wurden nach der in 2, 4. 1. 2, wiedergegebenen Vorschrift mit fol-
genden Aenderungen ausgefiihrt: Die Konzentration des Dimethylamins in
Isopropanol wurde verdoppelt *¥127 (neu: 10 g Dimethylamin/10 ml Isopropanol).

die Reaktionszeit wurde von 1h auf 30 Min. verkiirzt. In Tabelle 23 sind die Aus~
beuten bez. eingesetztem Aldoester, berechnet fiir das hypothetische £ = 12000
und fiir die analytisch bestimmten £ aufgefiihrt. Der Vergleich mit den Ausbeute-
werten unter 2. 4. 2.1, zeigt, dass die urspriinglichen Bedingungen (2. 4.1.2.) ver-
gleichbare Ausbeuten liefern.

Tabelle 23.

Cyanhydrine (krist. ) (=Edukt) f-Sdure ( % bez. Edukt)

A0 394/4M01 (e CH2012/590=114OO) 0. 300/4Mol (£ CH2C12/586=12000) 76. 2%
0. 343/4M01 ( gCHSOH/ 584=10200) 87 %

B 0. 390 4Mol ( u =11800) | 0.292 wMol ( £CH,Cl,/586=12000) 75 %
0. 333 4Mol (£ CH,OH/ 584=10200) 85. 5%
C 0. 438 4 Mol ( " =11400) | 0.363 yMol ( £CH,Cl,/586=12000) 83 %

0. 421/,4M01 (ZCHBOH/ 584=10200) 96 %

Die erhaltenen f-Sduren dieser Einzelaminolysen sind UV -spektroskopisch identisch
mit der in 2. 4. 1. beschriebenen f-Siure.

Das Material dieser Ansitze wurde nicht via Veresterung in Cobester (28) iiber-
fiihrt und nicht mit auth. Cobester identifiziert.

Die Modellcyanhydrine lassen sich mit 87% (bez. Edukt), die Modellaldoester mit
94% (bez. Edukt) in die entsprechende Sdure iiberfiilhren [23] . Die Resultate

fiir die Modellcyanhydrine stimmen sehr gut mit denjenigen in der oben aufgefiihr-
ten Tabelle iiberein.

In Tabelle 23 wurden die Edukte mit dem experimentell bestimmten g der Fraktio-
nen A,B und C (vgl. 2.4.2.2.) bestimmt. Die Produkte berechnete man einerseits
mit dem hypothetischen £ = 12000 (CH,,Cl,) und zudem mit dem fiir krist. f-Sdure
gemessenen £-Wert (vgl. 2.4.1.) in eghanolz 10200.

Die berechneten Ausbeutezahlen divergieren um ca 10% und diirften de facto iiber
80 % liegen.
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2.5. PARTIALSYNTHESE VON AQUO-CYANO-COBYRSAEURE (29) AUS

f-AMID (24) VIA {-SAEURE (27).

Vorbemerkung Die im folgenden Kapitel beschriebenen Experimente wurden von

A, B.Holmes ausgefiihrt (vgl. sein Arbeitsbericht, August 1972). Das unten auf-

gefiihrte Schema gibt dabei eine Uebersicht iiber diese Experimente.
Die vorliegend beschriebenen Reaktionsbedingungen der Aminolyse von
f-Sdure (27) sind von der Harvard-Gruppe ausgearbeitet und auch in unserem
Laboratorium von A, B. Holmes nachvollzogen worden. *132.

Eigenschaften der Cobyrsiure.

Cobyrsdure wurde erstmals im Arbeitskreise von K. Bernhauer [42] als
orange-rote Nadeln aus Wasser durch Zugabe von Aceton bei +3%als  B-Aquo

- X -cyano-cobyrsiure (a-Form) kristallisiert. Derart erhaltene Kristalle zeigten
auf Grund der Rontgenstrukturanalyse [15] neben der abs. Konfiguration der Cobyr-
siure die B -Aquo- « -cyano-Konfiguration (29-a) fiir die axialen Kobaltliganden
(H50 und CN). Bernhauer erwihnte spiter die Kristallisation von Cobyrséure und
corrinoiden Polysduren in Gegenwart von Essigsidure aus wissrigen Losungen

[ 43]. In der Literatur wird diese /3 -Aquo- X -cyano-cobyrséure (29-a) als
Cobyrsiure-a oder kurz a-Form bezeichnet.

W. Friedrich erkannte, dass diese einheitliche Cobyrsidure-a in wissriger Losung
schon bei RT, insbesondere aber bei erhthter Temperatur, zu einem 1:1 Gemisch
zweier ligandisomerer Komponenten isomerisierte. Die Komponenten dieses Ge-
misches konnten im Arbeitskreise von W, Friedrich mittels Sdulenchromatographie
oder Papierchromatographie aufgetrennt und charakterisiert werden. Die eine,
langsamer wandernde Komponente, war identisch mit Cobyrséure-a, fiir welche
die Konfiguration mittels Rontgenstrukturanalyse feststand. Die andere, schneller
wandernde Komponente, welche W. Friedrich Cobyrsiure-b nannte, war UV/VIS
und CD-spektroskopisch von den gleichen Spektren der Cobyrsiure-a schwach ver-
schieden., [44].W.F. schloss daraus, dass die Cobyrsiure-b als o(-Aquo-/G -cy-
ano-cobyrsiure (Cobyrsiure-b, 29-b) vorlag [45].

kurze Zusammenfassung: Der CN-Ligand liegt in der Cobyrsiure-a auf der Seite
der Propionylseitenketten, in der Cobyrsiure-b auf der Seite der Acetylseiten-
ketten.
Wie R, A. Firth [28] spiter fanden, gelingt eine bessere Trennung der beiden
ligandisomeren Cobyrsiuren a und b auf Cellulose-DC-~Platten im Laufmittel-
system: sek., Butanol/Wasser 9. 5:4, Die Rf-Werte betrugen:

(Cobyrsiure-a) : 0.35 bez. RgB-12=1 (RfB-12 = 0, 25)
R, (Cobyrsiure-b) : 0. 60 " "
Diese Autoren fanden auch, dass eine frisch hergestellte wissrige Losung von
Cobyrsiure-a noch keine im DC feststellbaren Mengen an Cobyrsiure-b enthielt.
Weiter konnte R. A. Firth ebenfalls die Identitiit der Cobyrsiure-a (langsamer
wandernde Form) mit kristalliner Cobyrsiure (von Prof. Bernhauer), fiir welche
die /3- Aquo- o -cyano-Konfiguration aus der Rontgenanalyse [15] feststand,
mittels DC nachweisen.
Der Einfluss der Ligandisomerie der Aquo-cyano-cobyrsiure-Formen a und b
kann durch Zugabe von HCN oder KCN zu einer Losung von Aquo-cyano-cobyr-
sidure durch Bildung der Dicyano-Form der Cobyrsdure [42] aufgehoben werden.
Diese sogenannte a-b Isomerie wurde besonders gut an den Corrinoid-Tetrasiuren
(beide Formen kristallin) untersucht [467 .
Die Cobyrs#ure-b ist in der recherchierten Literatur noch nicht kristallin be-
schrieben. Die Cobyrséure ist in der Literatur mittels UV/VIS [44] [42], IR
[427] [47] [48], CD [44] [497], ORD [50], Elekirophorese und Papier-
chromatographie [487] [51] charakterisiert worden. “H-NMR sind bis jetzt
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keine publiziert worden. Wohl aber liegen 13

und Dicyano-cobyrsiure vor [52] .

C-NMR-Spektren der Aquo-cyano-

Resultate eigener Untersuchungen

Die Cobyrsdure-a kristallisiert bei Raumtemperatur aus Wasser/Aceton als Cobyr-
sdure-b (29-b) (A. B. Holmes ).

Die Cobyrsiure-a kristallisierte aus 0.1 m Essigsiure/Aceton bei ca 3°C besser
als aus Wasser/Aceton (bei gleicher Temp. ) und lieferte kristalline Cobyrséure-a.
Der Zusatz von Essigsiure bei der Kristallisation hatte dann allerdings Schwierig-
keiten bei der Aufnahme der IR-Spektren zur Folge (vgl. unten und 2. 5. 4./2.5.17.).
In Lésung (Wasser, Methanol) bei RT bildet sich aus den reinen Cobyrséduren-a resp.
b innert ca 24h ein Gleichgewichtsgemisch von Cobyrsédure-a und -b im Verhiltnis
ca 1:1,

NMR-Spektren der beiden Formen konnen in DyO aufgenommen werden. Dabei ent-
steht aber schon nach kurzem Stehenlassen die jeweils andere Cobyrsdure-Form.
Durch Zugabe von KCN (Ueberfiihrung in die Dicyano-Form (29-CN)) verschwinden
die Signale der beiden Aquo-cyano-cobyrsiuren (29-a resp. 29-b) und man erhélt
das Spektrum der Dicyano-cobyrsiure-Form (29-CN).

IR-Spektren kénnen in KBr registriert werden. Bei der Trocknung der Kristalle
wird aber unkontrollierbar (insbesondere bei Kristallisation aus 0.1 m Essig~
sidure/Aceton) HCN abgespalten, weshalb es schwierig ist, identische IR-Spektren
aus kristallinen Cobyrsédureproben zu Vergleichszwecken zu erhalten,

Das nachfolgende Schema gibt einen Ueberblick iiber das Vorgehen bei den Arbei-
ten iiber die Cobyrsédure:

Vitamin B-12

| 1
Hauptansitze Vorversuche
kristallisierte nicht kristalli-
f-SHure sierte f-Sdure

! !

Cobyrsiure-b Cobyrsiure-b

Cobyrsédure-a

CD.

kristallisiert | kristallisiert o kristallisiert
Identifikation Identifikation Identifikation
und Charakteri- und Charakteri- und Charakteri-

sierung mittels sierung mittels sierung mittels
IR, DC (—Cobyr- IR, UV, LC, IR, UV, CD,
Sdure-b), UV, LC, PC und Eph. NMR, LC und DC.

t

f

auth. Aquo-cyano-cobyrsiure-a (aus Klirschlamm)
(von Prof. Friedrich hergestellt).

* 132 Wir danken der Harvard-Gruppe (Leitung Prof. R. B. Woodward) fiir die
Mitteilung experimenteller Details.
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2. 5. 1. Amonolyse von kristalliner f-Siure (27) zu partial synthetischer Cobyr-

siure (29) (Hauptansitze).

Kristallisation und Identifikation als -Aquo-#-cyano-cobyrsiure (b-Form).

COOH -
COOCH3 €oo CONH,

L () Ly(«)

H20 CN (29-a ) (a-Form) [15] C46H67N1109C° MG = 977
CN H20 (29-b ) (b-Form) : MG =977
CN CN (29-CN ) (Dicyano-Form) C47H66 120800 MG = 985

Zur Mengenbestimmung wurden 5. 3 mg kristalline Dicyano-cobyrinsiure-hexa-
methylester-f-siure (27) *133 abgewogen, in Methanol geldst und spektroskopiert.
Die Messung ergab 4.8 «Mol ( = Methanol/583 = 10200 ), entsprechend 5.16 mg
f-Sdure (27). Das Methanol wurde am RV entfernt, der Riickstand mit insgesamt
2 ml abs. Methylenchlorid portionenweise in eine Schliffampulle transferiert
(Fig. 1), welche 15 mg Ammoniumchlorid *134 enthielt.

ATTE
| W I S PYREXROHR
NS 14 PoO5 % NS 14 smm } )
S
< ca 10cm -l cal2.5cm —wla ca 12.5cm ——I
Fig. 1

Das Methylenchlorid wurde mittels eines feinen Argonstromes bei RT abgeblasen
und der violette Riickstand mit dem Ammoniumchlorid wihrend 12h bei 0. 05 Torr
und Rt in Gegenwart von PyO getrocknet *135. (Fig. 1).

Danach 16ste man den Ruckstand in 0. 33 ml absolutem Aethylenglykol *136 (Fiill-
hohe ca 2 cm, Zugabe mittels Injektionsspritze) unter Argon *111, Die Ampulle
wurde hierauf zur Entgasung der L&sung an die in Fig. 2 beschriebene Apparatur

angeschlossen.
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pm =g
HV [=— ‘ | B ARGON
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NH4
aus
Zylinder

B ca2cm Hg

-]
Fig. 2

Entgasung: Die violette Lsung wurde unter Vacuum (0. 001 Torr) mit fliissigem
Stickstoff zum Erstarren gebracht. Danach wurde das Vacuum unterbrochen und
die L&sung ohne Kiltebad langsam aufgetaut, bis RT erreicht war *137. Dieser
Prozess wurde 5x ausgefiihrt.

Kondensation des Ammoniaks: Die violette Aethylenglykolldsung wurde mittels
Tsopropanol/Trockeneis auf ~78° gekiihit und gleichzeitig evakuiert (0. 001 Torr).
Dann flutete man die unter Vacuum stehende Apparatur ohne das Volumen der
Reaktionsampulle (Fig.2, Hahn 1,2 und 4 geschlossen) mit trockenem Ammoniak

* 138, evakuierte und flutete die Apparatur noch 2x. Hierauf kondensierte man
(Hahn 4 offen) ca 0.3 ml (= 2 cm Fiillhohe) trockenes Ammoniak *138 in die Ampulle
und schloss Hahn 4 wieder. Das Kiltebad (-78°) wurde sofort entfernt, gegen ein
solches mit fliissigem Stickstoff ausgetauscht und nachdem die Losung incl. konden-
siertes Ammoniak ganz erstarrt waren evakuierte man das ganze System (0. 001
Torr). Danach wurde die evakuierte Ampulle beigeschlossenem Hahn 4 abge-
schmolzen. Anschliessend kiihlte man wahrend 5h bei -78° (langsames Auftauen

des Ammoniaks) und liess sodann langsam auf RT aufwirmen, wobei eine

tief violette Losung entstand.

Die violette Losung erhitzte man nach dem Auftauen wéhrend 12h auf 75°(Bad-
temperatur) im Oelbad unter Lichtausschluss. (Farbénderung: rot nach rot-violett).
Die Ampulle kiihlte man nach erfolgter Reaktion in fliissigem Stickstoff, offnete sie
und transferierte den Inhalt mit Methanol (ca 10 ml) in einen 25 ml-Kolben. Zur
Entfernung des Ammoniaks engte man die methanolische Ldsung am RV bei RT ein.

* 133 Herstellung 2. 4. 1.

* 134 Ammoniumchlorid, Riedel de Haen AG, analysenrein, frisch sublimiert bei
2000/0. 01 Torr. Dieser Zusatz verhindert die Bildung eines J”-Lactams mit
de)r c-Acetamidseitenkette im Ring B. ( interne Mitteilung der Harvard-Grup-
pe).

*135 Phosphorpentoxid, granuliert, Trocknungsmittel, Fluka AG.

*136 Aethylenglykol, Fluka AG puriss. 2x liber Natrium und Argon destilliert.
bp. 62.5°/0.6 Torr.
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Den in Aethylenglykol geldsten Riickstand 16ste man in 10 ml Methanol, ver-
diinnte einen aliquoten Teil (1 ml) dieser Lésung auf 10 ml mit Methanol und 2
Tropfen 0.4 % HCN in Methanol und spektroskopierte die zuletzt erhaltene L&sung:
Rohchromophorausbeute; *139 4. 65 <« Mol ( £ Methanol/578=10200) 97 %
Danach entfernte man das Methanol bei RT am RV und anschliessend das Glykol
bei 50° (Badtemperatur) und 0. 02 Torr, wobei ein kristalliner Riickstand (ent-
hidlt Ammoniumchlorid) anfiel.
Zur Entfernung des Ammoniumchlorids unterwarf man das rot-violette Reaktions-
gemisch der Phenolextraktion [53 ] wie folgt:
Phenolextraktion [ 53]
Dazu transferierte man den violetten Riickstand mit insgesamt 5 ml Wasser in einen
Scheidetrichter und extrahierte den corrinoiden Anteil portionenweise mit insge-
samt 5 ml eines Gemisches von Phenol *140 und Chloroform *48 (3:2, Gewichts-
verhiltnis) unter schwachem Umschwenken (nicht schiitteln). Dabei war die wissrige
Losung am Schluss praktisch farblos (Restfarbe riihrt von der Eigenfarbe des
Phenols her). Die von der wissrigen Phase getrennten und nachher vereinigten
Phenol/Chloroform-Portionen wusch man zur Entfernung wasserléslicher Salzan-
teile mit 5 ml Wasser (kriftig schiitteln), Dabei wurden z. T. auch corrinoide An-
teile wieder ins Wasser mitgeschleppt. Man trennte die Phasen und extrahierte die
im Wasser mitgeschleppten Corrinanteile erneut mit insgesamt 3 ml Phenol/Chloro-
form-Gemisch. Hierauf vereinigte man die org. Phasen (zusammen ca 8 ml), ver-
diinnte mit 8 ml n-Butanol *141 und 16 ml Chloroform *48 (Corrinanteile werden
dadurch wasserldslich). Anschliessend extrahierte man die Corrine aus der org.
Phase 1x mit 10 ml und 4x mit je 5 ml Wasser (die dabei oft auftretende Emulsion
kann durch Zugabe von ca 5 ml Diisopropylither *142 gebrochen werden). Die ver-
einigten Wasserphasen (ca 30 ml) wurden zur Entfernung des Phenols 10x mit je
5 ml Chloroform und 3x mit je 5 ml Diisopropylither *142 extrahiert. Die so er-
haltene Lésung (frei von wasserldslichen, nichtcorrinoiden Anteilen) engte man am
RV bei 40° vollstindig ein und erhielt einen roten Riickstand, den man mit Methanol
verdiinnte (ganzer Riickstand in 10 ml gelést, 1 ml dieser Losung auf 10 ml ver-
diinnt) und spektroskopierte nach Zugabe von ca 1-2 Tropfen 0. 4 % HCN in Methanol
zur Endlésung:
Rohausbeute (nach Phenolextraktion) 4.56 4 Mol ( &Methanol/578=10200) 95%

bez. Edukt.
Anmerkung: Die Farbinderung von violett nach rot beim Einengen wiissriger
Cobyrsdureldsungen ist auf die Abspaltung von HCN aus der violetten Dicyano-Form
(29-CN) unter Bildung der orange-roten Aquocyano-Formen (29-a und 29-b) zu-
riickzufijhren. (vgl. dazu K, Bernhauer et al. [42]).

* 137 Der erste Auftauvorgang soll langsam erfolgen, da zu Beginn viel Gas ent-
weicht und dadurch die Substanz im Reaktionsgefiiss umher gespritzt werdeg
kann. Am besten geschieht das Auftauen stufenweise, indem zuerst auf -78
(Isopropanol/Trockeneis) und erst nachher auf RT erwirmt wird. Dauer ca
30 Min.

* 138 trockenes Ammoniak, aus Stahlzylinder via Hg-Druckausgleichsgefiss,
KOH-Turm und bas. Alox Trockenturm (gefiillt mit bas Alox, Akt. 1, Woelm)
eingeschleust. (Fig. 2 ).

*139 Die Bestimmung der Ausbeuten wurde auf Grund der Absorption der  -Bande
um 578 nm (fiir die Di-CN-Form) nach Zugabe von 1-2 Tropfen 0, 4 % HCN
in Methanol ausgefiihrt.

* 140 Phenol, lose Kristalle, Fluka AG puriss, p.a.

* 141 n-Butanol, Fluka AG puriss. p.a., 1x destilliert.

* 142 Diisopropylidther,Fluka AG puriss., vor Gebrauch frisch durch bas.Alox
Akt, 1 (Woelm) filtriert.
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LC-Chromatographie

Das Rohprodukt wurde nach Entfernung des Methanols am RV direkt mittels der
Adsorptionschromatographie (LC, vgl. unten 2. 1.) gereinigt.
Bedingungen: AS, 3x 50 cm Kol AS-1. 50 ml/h Abb. 73
Injektionsmenge: ca 400-500 ¥ /10 ¢, 1 Laufmittelgemisch
Laufmittelgemisch: Acetonitril/Wasser = 5:1 mit 0. 4 % HCN und
0.1 % Tridthylamin (Vol %).

Ausbeute gemessen in Methanol/
0. 02 % HCN bez. der £ -Bande
um 578 nm mit & = 10200,
LC-Fraktion A: R, = 19, 85 Min.
575). 0.5 Mol 11.2% bex.
Edukt.

LC-Fraktion B: R; = 23. 35 Min.
(750). Hauptfraktion: Dicyano-
Cobyrséure 3. 48 «<Mol 72. 5%
bez. Edukt,

LC-Fraktion C: Rt ca 30 Min,
wenig Material, nicht aufge-
fangen.,

HAUPTFRAKTION
“COBYRSAURE

Abb. 73

NACHLAUF VORFRAKTIONEN
— —

|

—
N 40 30 20 0 )

Ein zweiter, analog ausgefithrter Ansatz, ausgehend von 4. 75 _« Mol (entsprechend
5.12 mg) kristalliner f-Sdure (27) lieferte folgende Materialmengen:

Rohausbeute vor Phenolextraktion: 4. 52 /aMol ( & Methanol/578=10200) 95 % bez.
Edukt.

gy nach " : 4. 22 Mol " 89% "

LC-Fraktion A : Ri=21. 0 Min. (490) 0. 826 « Mol ( £Methanol/578=10200) 17.4 %
mit Fraktion C vereinigt aufgefangen.
LC-Fraktion B : R{=24.9 Min, (660) 2.85 ¢ Mol ( £ Methanol/578=10200) 60 %

(Hauptfraktion) Cobyrséure (29) (Dicyanoform)
LC-Fraktion C : Rt=ca 30 Min. vereinigt mit Fraktion A.

LC-Identifikation der beiden Hauptfraktionen B aus den beiden Ansiitzen. Je eine
analytische Probe (ca 20-30 ¥*) der beiden Hauptfraktionen B wurden unter den
folgenden Bedingungen mittels eines Mischchromatogramms identifiziert.
Bedingungen: (AS, 3x 50 cm Kol AS-1, 50 ml/h)

LC-Fraktion B aus erstem Ansatz :Rt = 24, 0 Min. (670) einheitlicher, symmetri-
scher LC-Peak.
LC-Fraktion B aus zweitem Ansatz: Rt = 24,1 Min. ('710) "
1:1 Gemisch mit Material der

beiden Ansiitze :Rt = 24, 2 Min. (720) "

Die Hauptfraktion B der beiden Ansitze wurden nach LC-Identifikation vereinigt,
der Phenolextraktion unterworfen (Entfernung von miteluiertem Kieselgel) und in
Methanol (Verdiinnung: ganze Substanzmenge in 10 ml Methanol gel6st, 1 ml davon
mit Methanol auf 10 ml aufgefiillt) nach Zugabe von 1-2 Tropfen 0.4 % HCN in
Methanol zur Endlésung spektroskopiert:

Ausbeute: 6, 09 /aMol (£ Methanol/578=10200) 64 % bez. eingesetzter f-Siure,




- 202 -

Das vereinigte Material der LC-Fraktionen A und C aus beiden Ansétzen

(1. 366_«sMol) wurde mittels Phenolextraktion vom miteluierten Kieselgel befreit
und direkt LC getrennt.

Bedingungen: (AS, 3x 50 cm Kol AS-1,50 ml/h) Abb, 74

Fraktionen R; (Min.) N, Ausbeute (% bez. Edukt) *139
18.5

F1 700 1.03 % (0. 098 /uMol) ( £ Methanol/578=10200)
F2 20.5 580 52 % (0. 490/4 Mol) "
F3 24.0 710 0.73 % (0. 067/4 Mol) "
F4 29.1 1045 0.8 % (0. 0’76/44M01) "

Die Fraktionen 1 und 4 zeigen mit Cobyrsédure #hnliche UV/VIS Spektren, wurden
aber nicht weiter untersucht.

Bei Fraktion 3 handelt es sich auf Grund der Retentionszeit und des UV-Spektrums
um Cobyrsiure.

Bei der Fraktion 2 handelt es sich vermutlich um das von der Harvard-Gruppe
*134 erwihnte Nebenprodukt mit einem Y~Lactam im Ring-B, sogenannte

¥ -Cobyrsiure.

F2

6-
o4
(=}

MiN, 25 20 15

Abb. 4

2.5.2. Kristallisation von partial synthetischer o -Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure
(b-Form) (Probe H) (Kristallisation bei RT). !

Die nach LC-Chromatographie vereinigten und anschliessend der Phenolextraktion
(zur Befreiung von miteluiertem Kieselgel) unterworfenen Hauptfraktionen B der
beiden Hauptansitze (vgl. 2.5.1.) (zusammen 6. 09 ¢ Mol, entsprechend ca 6 mg)
wurden nach UV-spektroskopischer Mengenbestimmung in Methanol/0. 02 % HCN
(Cobyrs#ure liegt als Di-CN-Form, 29-CN vor) am RV vom Methanol befreit. Den
violetten Riickstand 16ste man in 50 ml destilliertem Wasser, welchem man 20
Tropfen (0. 6 ml) 0.1 % (Vol%) wiissrige Essigsiure hinzufiigte. Dieser Zusatz
hat den Zweck, iiberschiissiges HCN der Dicyano-Form (29-CN) zu entfernen und
diese beim Einengen am RV in die Aquo-cyano-Formen (29-a,b) liberzufiihren
(interne Mitteilung der Harvard-Gruppe). Dabei verédnderte sich die Farbe von
violett nach dunkelrot (Uebergang von der Di-CN-Form in die Aquo~-CN-Form).
Danach engte man die Lisungsmittel bei ca 40° am RV vollstindig ein, wobei iiber-
schiissiges HCN entwich (deutliche Rotverschiebung der Losungsfarbe) und ein
prichtig roter Film erhalten wurde. Diesen nahm man abermals in 100 ml Wasser
auf und engte erneut ein. Danach 16ste man den Riickstand in wenig Methanol und
filtrierte die rote L&sung mit total 1 ml Methanol durch einen Wattepfropf in einen
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kleinen Kolben. Nach Entfernung des Lsungsmittels am RV trocknete man den

roten Riickstand (30 Min. /0, 01 Torr/RT). Zur Kristallisation (stets unter Licht-
schutz ausgefiihrt) 16ste man den roten Film bei RT in 300 «1 Wasser (pro mg
Corrin ca 50 ya Wasser) und gab mittels einer Injektionsspritze langsam 1.1 ml
Aceton bis zur gerade wieder verschwindenden Triibung unter die Losungsmittel-
oberfliche zu. (Acetonmenge ca 3-4 mal die Wassermenge).

Nach 2 Tagen erschienen die ersten Kristalle. Danach gab man 100 1 Aceton und
nach einem weiteren Tag nochmals 180 ¢ 1 Aceton auf die gleiche Weise zu. Nun
kristallisierte man wihrend 16 Tagen weiter, indem man jeden 2. Tag bis zur ge-
rade wieder verschwindenden Triibung (ca 100-300 ) 1) Aceton zusetzte (total 1.7 ml).
Nach 20 Tagen pipettierte man die Mutterlauge von den dunkelroten Kristallen (stark
verdruste Nadeln in Rosetten angeordnet) ab, wusch diese 2x mit 300 «1 Wasser/
Aceton (1:15) und 1x mit 100/«1 Aceton und trocknete anschliessend (2h/0. 01 Torr/
RT).

Zur Auswaage transferierte man die Kristalle in einen tarierten Kolben und ver-
eini%te die nicht transferierbaren Kristallriickstinde mit der Mutterlauge (Mutterlau -
ge 1):

Kristalle: 5. 4 mg (entsprechend 5. 52 ¢ Mol) (gewogen)

Mutterlauge 1: (0. 730 S Mol) (spektroskopisch bestimmt)

Zur Umkristallisation (unter Lichtschutz) 16ste man die 5. 4 mg Kristalle in 10 ml
Wasser, engte die Losung am RV ein, transferierte den Riickstand mit insgesamt

2 ml Methanol durch Watte in einen kleinen Kolben, entfernte das Methanol am RV
und trocknete (10 Min. /0. 01 Torr/RT). Den roten Riickstand kristallisierte man aus
300 «1 Wasser und 1. 04 ml Aceton (Zugabe wie oben) unter Lichtschutz bei RT. Nach
einem Tag gab man 100 #1 Aceton zu. Die ersten Kristalle erschienen darauf nach
einem weiteren Tag. Nach 3 Tagen gab man erneut 100 ! Aceton zu und wiederholte
die Zugabe der gleichen Menge nach 4 Tagen. Nach einem weiteren Tag (total nach
10 Tagen) pipettierte man die Mutterlauge ab und wusch die Kristalle 2x mit 300 /1
Wasser/Aceton (1:10) und 1x mit 100 «1 Aceton. Danach trocknete man die stark
verdrusten roten Kristalle zuerst w'al(fend 48h/0. 01 Torr/RT/P5Opg und anschlies-
send 6h/0. 01 Torr/50°/Py0x.

Die Kristalle wurden wie oben gewogen (Auswaage : 3. 53 mg (3. 58 e« Mol)) und die
verbliebenen, nicht transferierbaren Kristallriickstiinde der Mutterlauge zuge-
schlagen (Mutterlauge II, 1.45 Mol, spektroskopisch bestimmt).

Diese Kristalle der part. synth. -Aquo- 4 -cyano-cobyrsidure (b-Form)

(Probe H) gelangten zur Charakterisierung und Identifikation mit einer analog um-
kristallisierten authentischen Cobyrsiureprobe, die wie folgt erhalten wurde:

2. 5. 3. Vergleichsprobe von auth. Aquo-cyano-cobyrsiure (29).

Die authentische Cobyrsiure, die in unserem Laboratorium Experimenten zu
Identifikationszwecken diente, wurde im Arbeitskreise von Prof. W. Friedrich
eigens zu diesen Zwecken frisch aus Klidrschlamm hergestellt.

- An dieser Stelle sei Prof. W. Friedrich fiir sein

grossziigiges Entgegenkommen herzlich gedankt.

Laut Angaben von Prof. Friedrich wurden 2 cobyrsiurehaltige Kieselguradsorbate
(50 resp. 150 g) aus Klidrschlamm gewonnen [54] [55].
Diese beiden Adsorbate wurden folgendermassen aufgearbeitet:
Die in Wasser suspendierten Priiparate wurden mit wenig Blausidure versetzt und
mit verd. Ammoniak auf pH ca 7 gebracht. Nach Abfiltrieren oder Abzentrifugieren
der Kieselgur wurde auf ein kleines Volumen eingeengt und an einer Carbomethoxi-
Cellulose-Siule (CM-S#ule) mit Wasser/0. 01 % HCN und 0. 03 % Toluol (als Anti-
septicum) chromatographiert. Die dabei erhaltene Cobyrsidure wurde zur weiteren
Reinigung nochmals an einer CM-S#ule rechromatographiert. Dabei lief die Cobyr-




- 204 -

siure praktisch vollig einheitlich. Das Cobyrséure enthaltende Eluat wurde via
Phenolextraktion gereinigt und die dabei anfallende wissrige Cobyrsiurelosung
auf einige ml eingeengt, wobei die Cobyrsiure beim Stehenlassen bei +3° in feinen
rhombischen Blittchen kristallisierte.

Insgesamt wurden 493 mg kristalline /5 -Aquo-~ o -cyano-cobyrséiure (a-Form) er-
halten, die nach Angabe von Prof. Friedrich folgende Eigenschaften zeigten *143:

1. Elektrophorese (pH ca8): Die erhaltene Cobyrséiure enthielt nur sehr geringe
Spuren an Corrinoid-Dicarbonséuren und wanderte einheitlich und identisch mit
einer Standardprobe.

2. Papierchromatographie: sowohl im sauren (wassergesiitt. sek-Butanol+1% Eis-
essig), als auch im basischen (wassergesiitt. sek-Butanol+NH,) Laufmittelsys -
tem, wandert die erhaltene Cobyrsédure einheitlich und identisch mit der Stan-
dardprobe.

3. Auf Grund des UV/VIS-Spektrums liess sich ein Wassergehalt von ca 8. 5% be-
rechnen.

Umbkristallisation der auth. Cobyrsidure ex Prof. Friedrich.

Um moglichst identische Bedingungen zur Herstellung der auth. Vergleichsprobe zu
schaffen, wurde die von Prof. Friedrich erhaltene kristalline Cobyrséure, wie bei
der part. synth. Cobyrsdure geschehen, zuerst der Phenolextraktion (vgl. 2.5.1.)
unterworfen. Es wurden 2 Proben zu Vergleichszwecken hergestellt.

Probe I (Kristallisation bei RT)

5. 92 mg (entspricht 6. 02 ¢ Mol) auth. Aquo-cyano-cobyrsédure wurden in 5 ml
Wasser gelost und mittels Phenolextraktion (vgl. 2. 5.1.) gereinigt. Die nach
Phenolextraktion erhaltene wiissrige Losung (ca 30 ml) versetzte man mit ca 0.6 ml
0.1% wiissriger Essigsidurelosung (Vol%) und entfernte das Wasser am RV (die
Zugabe von wissriger Essigsdure hat den Zweck, iiberschiissiges HCN der Di-cyano-
Form (29-CN) zu entfernen und diese beim Einengen in die Aquo-Cyano-Form (29a,
b) iiberzufiihren). Den anfallenden roten Film 16ste man erneut in ca 50 ml Wasser
und engte erneut am RV ein. Der rote Riickstand wurde nun mit wenig (ca 1 ml)
Methanol durch einen Wattepfropf filtriert, am RV vom L&sungsmittel befreit und
am HV bei RT kurz getrocknet.

Diesen Riickstand kristallisierte man aus 300 «1 Wasser und 1. 15 ml Aceton bei

RT unter Lichtausschluss, indem man das Aceton wie unter 2. 5. 2 beschrieben zu-
gab. Innert einer Zeitdauer von ca 20 Tagen bei RT gab man jeden 2. Tag portionen-
weise ca 100-300 1 Aceton bis zur gerade noch verschwindenden Triibung (total

ca 1.7 ml) zu. Danach pipettierte man die Mutterlauge ab und engte diese am RV

ein (1. 22 «#Mol, £ Methanol/578=10200).

Die Kristalle (fein verdruste Kristallhdufchen) wusch man 2x mit je 300 « 1 Wasser/
Aceton (1:15) und 1x mit 100 « lAceton. Nach Trocknung (2h/RT/0. 01 Torr) wog
man 5 mg (5. 07 _¢Mol) sich schwach zusammenballende (Feuchtigkeit?) rote Kristal-
le. Diese Kristalle kristallisierte man erneut bei RT aus 300 « 1 Wasser und 1.2 ml
Aceton bei Rt unter Lichtschutz, indem man wihrend 10 Tagen jeden 3. Tag ca

100 41 (total 300 «1) Aceton zugab. Nach Entfernung der Mutterlauge (1. 56 <, Mol)
wusch man die Kristalle 2x mit je 300 //1 Wasser/Aceton (1:10) und 1x mit 100 1
Aceton. Danach trocknete man die roten verdrusten Kristallhdufchen wie folgt:
(2h/RT/0.01 Torr), dann (48h/RT/0. 01 Torr/P205) und schliesslich wihrend

6h/50 /0. 01 Torr/Py0g (gewogen 3. 0 mg).

* 143 Von dieser Probe wurden ca 100 mg der Harvard-Gruppe (Leitung Prof. R.B.
Woodward) zur Verfiigung gestellt.
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Probe II (Kristallisation bei RT)

Die nach Phenolextraktion, ausgehend von 15 mg kristalliner /4 -Aquo- o(~cyano -
cobyrsiure (a-Form) (von Prof. Friedrich ) * 144, angefallene wissrige Cobyr-
siurelosung (ca 50 ml) wurde am RV zur Trockne eingeengt. Den Riickstand 10ste
man in moglichst wenig Methanol (ca 1 ml) und filtrierte die Losung durch einen
Wattepfropf. Den nach Einengen am RV erhaltenen Riickstand kristallisierte man aus
800 1 Wasser und 2. 9 ml Aceton (Zugabe wie bei Probe I) unter Lichtschutz bei
RT ‘wihrend 3 Wochen (keine weitere Acetonzugabe). Nach Entfernung der Muttedau-
ge wusch man die Kristalle mit 400_«1 Aceton und trocknete die fein verdrusten
Kristallhiiufchen wie folgt: zuerst 2h/RT/0. 01 Torr, dann 48h/RT/0. 01 Torr iiber
PyO5 und schliesslich wihrend 6h/ 60°/0.01 Torr iiber P,05. Man wog 11.27 mg,
entsprechend 11. 4 /aMol o -Aquo- ﬁ -cyano-cobyrsiure (b-Form).

|

* 144 Die 15 mg kristalline & -Aquo- X -cyano-cobyrséure (von Prpf. Friedrich)
wurden vor der Umkristallisation in 3 Proben zu je 5 mg im “H-NMR getestet.
Als Lésungsmittel verwendete man CD3OD, dg - DMSO und D90O. Nach Auf-
nahme der Spektren entfernte man die iﬁsungsmittel der 3 Proben separat
am RV, vereinigte die Riickstéinde und reinigte sie mittels Phenolextraktion
(vgl. 2.5.1.). Die dabei angefallene wissrige Cobyrsiurelésung wurde fiir die
obige Umkristallisation verwendet.

Bemerkung zu den “H-NMR-Spektren: CD30D eignet sich wegen der schlech-
ten Loslichkeit von Aquo-cyano-cobyrsiure nicht als NMR-Losungsmittel. Es
konnte kein Spektrum registriert werden. Bei der Verwendung von dG-DMSO
als Losungsmittel konnte ein NMR -Spektrum registriert werden. Dieses zeig-
te jedoch eine sehr schlechte Bandenauflésung (hochviskose Lisung), insbe-
sondere waren keine scharfen, sondern nur verbreiterte, diffuse Signale er-
kennbar. Die Verwendung von D20 als Losungsmittel ergab hingegen ein
brauchbares NMR-Spektrum mit relativ scharfen Signalen. Ein derart re-
gistriertes NMR~Spektrum zeigt Abb. 84. Die Verwendung von D20 (die Cobyr-
s#ure liegt in der Aquo-cyano-Form vor) eignete sich aber wegen Auftretens
der a,b-Isomerisierung von Aquo-cyano-cobyrsiure in widssrigen Losungen
nicht. Die registrierten Spektren zeigten im NMR denn auch Signale (vor allem
im Bereich des H-C-10 Signals), welche der jeweils anderen Form von Aquo-
cyano-cobyrsidure zugeordnet wurden. Die Losung des Problems zur Aufnahme
einheitlicher NMR-Spektren ergab sich durch die Verwendung von D9O als
Losungsmittel in Gegenwart von KCN, In diesem Medium liegt die Cobyrsiure
in der Dicyano-Form vor, welche nicht in zwei ligandisomeren Formen auf-
treten kann.
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2. 5.4, Analytische und spektroskopische Daten von part. synth. o(-Aquo- ,8 -
cyano-cobyrsiure (b-Form) und Identifikation mit umkristallisierter
auth, X -Aquo- /4 -cyano-cobyrsiure (b-Form).

A) DC-Vergleich

Fiir den DC-Vergleich wurde das von R. A, Firth entwickelte Chromatographie-
system verwendet [28]. Die Resultate des Vergleichs sind in Tabelle 24 zu-
sammengefasst. Die Resultate der in den beiden Tabellenhélften reproduzierten DC-
Analyse sind aus zwei separat ausgefiihrten, zeitlich auseinander liegenden DC-
Analysen hervorgegangen.

Bedingungen: DC-Cellulose auf Alufolie, Merck, ohne Fluoreszenzindikator
Laufmittel: sek. Butanol/Wasser 9.5: 4
Entwicklung: 12-15h/RT, Laufdistanz ca 16 cm.
Probe in Methanol geldst und unmittelbar danach aufgetragen
(ca 20-25 ¥°).
Als Referenz wurde Vitamin B~12 (Probe der Firma Hoffmann-
La Roche AG) mitlaufen gelassen.

Tabelle 24.
Ri rel. Rf Bemerkung
(B-12 =1)

Vitamin B-12 (als Referenz) 0.27 == 1,00 einheitlich
auth. Aquo-cyano-cobyrsiure einheitlich
Probe I (vgl. 2.5.3) 0.14 0. 52 b-Form
auth. Aquo-cyano-cobyrsiure einheitlich
Probe II (vgl. 2.5.3) 0.14 0. 52 b-Form
auth. Aquo-cyano-cobyrsédure,
nicht umkrist. Vergleichsprobe 0.065 | 0.25 einheitlich
von Prof. Friedrich. (vgl. 2.5.3) a-Form
part. synth., Aquo-cyano-cobyr- 0.14 0. 52 einheitlich
sdure Probe V (vgl. 2.5.5.) b-Form
Vitamin B-12 (als Referenz) 0.27 =+ 1,00 einheitlich
part., synth, Aquo-cyano-cobyr- einheitlich
siure Probe H (vgl. 2.5.2.) 0.14 0. 52 b-Form
auth. Aquo-cyano-cobyrsiure einheitlich
(analog umkrist. wie Probe I) 0.14 0.52 b-Form
Referenz: auth. Aquo-cyano- 2 ca gleich inten- 1:1 Gemisch (vi-
cobyrsiure (nicht umkrist. sive Flecken bei: suell geschitzt
Probe von Prof. Friedrich) von:
24h bei RT stehen gelassen. 0.14 0. 52 b-Form

0. 07 0.24 a-Form
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Anmerkung: Wurden frisch geloste Proben direkt auf DC-Cellulose aufgetragen, so
wanderten die Proben als einheitliche, beinahe runde Flecken. Liess man dieselben
Proben nach dem L&sen bei RT stehen und trug nach 2 resp. 24h auf Cellulose-DC
auf, so wurde nach 2h ein zusitzlicher schwacher Fleck mit dem Rf-Wert der jeweils
anderen Form beobachtet. Nach 24h aufgetragene und anschliessend entwickelte L&-
sungen zeigten deutlich 2 villig voneinander getrennte Flecken fiir die a-resp. b-Form
im ungefidhren Intensititsverhiltnis 1:1 (visuell geschitzt).

Diese Beobachtungen stehen mit den von R. A. Firth gemachten in Einklang [28].
Die gleichen Beobachtungen wurden auch von W. Friedrich [44, 45, 49, 51] an Hand
der Papierchromatographie von Aquo-cyano-cobyrsiure und insbesondere an Hand
der beiden kristallinen ligandisomeren Formen der Corrinoid-Tetracarbonsiuren ge-
macht. Allerdings war die Trennung der beiden Formen durch PC weniger gut als
durch Verwendung von DC-Cellulose.

Folgerungen: ~Die Probe H und V sind DC-identisch mit den Proben I und II in Bezug
auf die Farbe (orange-rot) und Form (beinahe runde Flecken), sowie
auch der Rf-Werte der Flecken.

-Die kristallisierten Aquo-cyano-cobyrsiureproben lagen in der b-Form
(Cyanid auf der Seite der Essigsiureseitenketten an Kobalt koordiniert)
vor.

-Die Umkristallisation von /8-Aquo- « -cyano-cobyrsiure (a-Form,
29-a) (auth. Friedrich'sche Probe bei Raumtem&ratur lieferte offen-

bar DC-einheitliche o(-Aquo-ﬁ -cyano-cobyrsaure (b-Form, 29-b).

B) LC-Chromatographie

Bedingungen: (AS, 3x 50 cm Kol AS-1, 50 ml/h) (Mischchromatogrammidentifikation)
Injektionsmenge ca 10 ¥~, geldst in 10 « 1 Laufmittelgemisch AS.
Referenz: Guajazulen geldst in Hexan (vgl. 2.1.) zur Bestimmung der

Frontdurchlaufzeiten.

Probe Rt (Min. ) Nth Bemerkungen
part. synth. Aquo-cyano- einheitlicher
cobyrsiure (b-Form (Probe H) 23.8 740 LC-Peak
auth. Aquo-cyano-cobyrséure

(b-Form) (Probe II) 23.8 745 n

1:1 Gemisch der Probe H und

Probe II, (Mischchromato - 24.0 720 "
gramm)

Referenz 11.6 1600 "

Kommentar: Die Proben laufen (bedingt durch das HCN-haltige Laufmittelsystem) in
der Dicyanoform. Es kann deshalb keine Ligandisomerie auftreten, weshalb mit dieser
Methode nicht von Aquo-cyano-cobyrsiure-a resp. b unterschieden werden kann. Die
Abweichungen in den Retentionszeiten und den theoretischen Bodenzahlen liegen inner-
halb der Fehlergrenze (geschitzt aus Erfahrung ca 10% fiir Nip und ca 5% fiir R,). Die
beiden Aquo-cyano-cobyrsiureproben sind durch LC nicht unterscheidbar. Die theoret.
Bodenzahl und die Retentionszeit des Mischchromatogramms sind innerhalb der
Fehlergrenze mit den Daten der Einzelchromatogramme identisch.
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C) Papierchromatographie (PC ) (ausgefiihrt mit den Proben V und III, vgl. 2.5.5.)

Die verwendeten Papiersorten wurden mit Methanol/Wasser (2:3) gewaschen und
anschliessend luftgetrocknet.

Die Proben wurden in Methanol geldst und unmittelbar danach auf die nachstehend
beschriebene Weise auf das Papier aufgetragen. Als Referenz liess man Vitamin
B-12 (Probe der Firma Hoffmann-La Roche AG) links und rechts der Cobyrséure-
proben mitlaufen.

Die Proben wurden in Absténden von ca 1. 5 cm voneinander in der Mitte des Papiers
aufgetragen und nach Trocknung entwickelt.

Alle aufgetragenen Substanzen liefen als ovale, einheitliche Flecken. Die Cobyr-
stureflecken waren (bedingt durch das im Laufmittel vorhandene HCN) in der vio-
letten Dicyanoform gewandert. Ligandisomerie kann deshalb nicht auftreten.

Beim Entwickeln der Chromatogramme lief die B-12 Referenzfront asymmetrisch
(vgl. die schematische Skizze).

Zur Auswertung der Chromatogramme bestimmte man durch Mittelung der Front-
laufdistanz und Schwanzlaufdistanz den Schwerpunkt der Flecken. Zur Angabe der
rel. Rf-Werte (bez. B-12 = 1) der Cobyrsiureproben extrapolierte man die Schwer-
punkte der asymmetrisch gelaufenen B-12 Flecken, indem man die Schwerlinie der
beiden B-12 Flecken mit den Lauflinien der Cobyrséureflecken schnitt. Die erhalte-
nen Schnittpunkte stellten nun die korrigierten Schwerpunkte fiir die Referenz (B-12)
dar. Die relativen Rf-Werte ergaben sich nun als Quotient der Schwerpunktdistanz
des betreffenden Cobyrsidurefleckens und der korrigierten Schwerpunktdistanz der
Referenzflecken (B-12),

PC-Skizze (Massstab 1:2).

——C—3—: Vitamin B-12 (als Referenz mitlaufen lassen)
—ammm—— : Cobyrsidureproben (p = part. synth., a = auth.)

cm A B Cc D

a s S a s a s ikl a
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Nachstehend sind die Laufdistanzen der Fleckenfronten und Fleckenschwinze fiir
die einzelnen Chromatogramme (jeweils von links beginnend) in em angegeben.,

A) 11.0/8.6, 5.7/4.2, 5.8/4.45, 11.5/9. 25.

B) 13. 55/11. 85, 4.95/3. 65, 4.90/3. 65, 13.55/11. 85.

C) 10.0/8.0, 13.3/11.05, 13.2/11.1, 10. 25/8. 35.

D) 10.9/8.9, 13.7/11.9, 13.9/12. 3, 14.0/12.2, 11.5/9. 3.

Rf-Werte (korrigiert bez. der extrapolierten Referenzschwerpunkte, vgl. oben).

Papiersorte Chromato- | Laufmittel-| Zeit Rf-Werte (Rf B-12= 1)
gramme system (h) synth, auth. 1:1 Gemisch
Whatmann No 1 A 1 52.5 | 0. 49 0. 50 -
Whatmann No 1 B 2 24 0. 34 0. 34 -
Whatmann No 1 C 3 24 1,33 1.32 -
Whatmann 3 MM D 3 24 1. 27 1.28 1,29

Experimentelles:

Laufmittelsysteme: (vgl. R. Bonnett et al. J.Chem. Soc. (C) 1163 (1969).

1) sek. Butanol, gesittigt mit Wasser enthaltend 0. 04 % HCN.

2) sek. Butanol/Wasser/Konz NH,4 (d=0. 91)/ 4% HCN in Wasser (150:59:15:1).

3) sek. Butanol/ Essxgsaure/Wasser bis zur Sittigung, ({ 4% HCN in Wasser
(150:0. 4:65:1. 5) Entwicklung: absteigend bei ca 24°, Entwicklergefiiss gegen
Licht geschiitzt. Papierdimension: 45 x 19 cm.

D) Elektrophorese (EPh) (ausgefiihrt mit der Probe V und Probe III, vgl. 2.5.5.)

Apparatur ELPHOR Niederspannungs-Elektrophorese Apparat mit horizon-
taler Papierhalterung, nicht gekiihlt.

Papier : Whatmann No 1 (30 x 14 cm) gewaschen mit Methanol/Wasser
(vgl. PC)
Elektrolyt : A) 0, 05 m NaHCO enthaltend 0.01 % KCN pH ca 8.9
B)0.5 m CH H " 0.01 % KCN pHca3.5
Probezube- Die Proben wurden als methanolische Losungen auf das ge~
reitung *  trocknete Papier aufgetragen. Nach Trocknung der Proben be-

feuchtete man das Papier von beiden Enden her mit Elektrolyt,
dass die Elektrolytfronten ungefihr gleich schnell von beiden
Papierenden her gegen die in der Papiermitte aufgetragenen
Proben wanderten und diese zu einem schmalen Substanzstreifen
zusammenlaufen liessen. Danach entfernte man iiberschiissigen
Elektolyten mit einem Wattestiick und befestigte das Papier
zwischen den Elektroden.

Zur Entwicklung legte man zuerst eine niedrige Spannung wihrend
ca 10 Minuten an (ca 20 Volt). Danach erhhte man die Spannung
auf den angegebenen Wert iiber eine effektive Wirkungsdistanz
von 30 cm.

Die Anordnung der Substanzen war gleich wie im PC. Am Rand
wurde ebenfalls Vitamin B-12 mitlaufen gelassen,
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Resultate: A) 0. 05 m NaHCO,/0. 01 % KCN pH ca 8.9
Spannung: 4. 153Volt/ cm, Strom: 2.5 mA, Zeit: 7.5 h, Temp.: 17°C.
Die part. synth. und auth Cobyrsaureproben wanderten in der Di-
cyano-Form als einheitliche, violette, beinahe runde Flecken zur
Anode. Die Wanderungsdistanz betrug in beiden Fillen 2.6 cm ~
(am Fleckenschwerpunkt gemessen). Die B-12 Flecken blieben im
Wesentlichen stehen.

B)0.5 m CH,COOH/0. 01 % KCN pH ca 3. 5.
Spannung: 310 Volt/cm, Strom: 1.5 mA, Zeit: 3.5 h, Temp 17°c.
Die part. synth. und auth. Cobyrsaureproben wanderten in der Di-
cyano-Form als einheitliche, violette, beinahe runde Flecken zur
Kathode. Die Wanderungsdistanz betrug in beiden Fillen 6.6 cm
(am Fleckenschwerpunkt gemessen). Die B-12 Flecken blieben im
Wesentlichen stehen.

Folgerung: Die part. synth. und die auth. Cobyrséureproben waren in den beiden
Elektropherogrammen nicht zu unterscheiden.

E) UV-Spektren (alle Cary-14)

Abb, 75 0. 708 mg part. synth. of -Aquo- 8 -cyano-cobyrsiure (Probe H)
Aquo-cyano- in 25 ml Wasser.

Form 526/7400 max, 513/7200 max, 496/7700 max, 423/2800 min,
max, 396/4100 min, 353/23900 max, 324/9300 min,
320/9400 max, 293/7000 min, 274/10500 max, nm. 4% = 3.23.

Abb. 176 0.722 mg auth, o{-Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (Probe II) in
Aquo-cyano- 25 ml Wasser.
Form 526/7700 max, 513/7500 max, 496/8100 max, 423/2800 min,

max, 396/4200 min, 353;25400 max, 324/9800 min,
320/9900 max, 293/7000 min, 274/10500 max, nm. J*:o{= 3,30

Abb. 17 0. 708 mg part. synth.o(-Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (obige Probe H)

Dicyano- in 25 ml Wasser. Ein aliquoter Teil dieser Losung versetzte man
Form mit KCN (totale Konzentration an KCN: 0. 05 %). (Dicyano-Form der
Probe H)

578. 5/9500 max, 556/'7000 min, 539/8200 max, 511/5400 sh,
9/1400 min, 416/2100 max, 408/1900 min, 367/29000 max
351/13600 sh, 327/4200 min, 312.5/8900 max, 3 max,

2817. 5/5900 min, 276/9500 max. nm. )".'0(= 3.06

Abb. 18 0. 722 mg auth. &£ -Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (obige Probe II) in
Dicyano- 25 ml Wasser. Ein aliquoter Teil dieser Losung wurde mit KCN
Form (totale Konzentration an KCN: 0. 05 %) versetzt. Dicyano-Form der
Probe IT)
'18 5/9900 max, 556/7300 min, 539/8600 max, 511/5600 sh,
min, 416/2100 max, 408/1900 min, 367/30600 max

351/14200 sh, 327/4200 min, 312, 5/9200 max—§, 0679200 max,
287. 5/5900 min, 276/9600 max. nm. J)*:o{= 3.09

Kommentar: Die UV-Spektren der beiden Proben H und II sind sowohl in der
-Aquo- /3 ~cyano-Form (b-Form), als auch in der Dicyano-Form
nicht voneinander zu unterscheiden.
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F) CD-Spektren

CDh part. synth. Cobyrsiure, Dicyano-Form der Probe H.

Abb. 79 0.05 % wiissrige KCN-Losung, ¢ = 4. 61 x 10~° Mol/1
(& 0.05% KCN in H,0/578 = 10200)
574/-2. 7, 555/-0.8, 830/-2.6, 512/-1.8, 498/-2.5,
462/0.0, 423/+13.7, 413/+13.0, 394/+21.5, 372/0,0,
366/-6. 3, 360/-3.6, 347/-8. 4, 328/-5. 6, 322/ 6.6,
318/-5.8, 306/-13.7, 284/-0.6, 278/-1.7

CD auth. Cobyrsiure, Dicyano-Form der Probe II.

Abb. 80 0. 05 % wissrige KCN-Losung, ¢ = 4. 61 x 10-° Mol/1
(£0.05%KCNin H,0/578 = 10200)
574/-2. 6, 555/-1.3, ‘2)30/ 2,8, 512/-2.5, 498/-2. 1,
460/0. 0, 423/+13 1 413/+12. 3 394/+21 2, 373/0. 0
366/-1. 8 359/-4, 7 347/-10. 5, 328/-6. 3, 322/ 1. 4
318/-6. 7 306/-14. 2 284/-1. 2 278/-1.9.

Kommentar

Die beiden CD-Spektren sind deckungsgleich. Sie sind weiter praktisch identisch
mit den CD-Spektren der f-Sidure (vgl. 2.4.1.4.), des f-Amids und f-Nitrils

(vgl. H. Maag [12], Seiten 218 resp, 194). Dies ist einer der sichersten Hin-
weise fiir die stets noch intakte o(XX-Konfiguration der 3 gegeniiber Epimeri-
sierung labilen Chromophorzentren C-3, C-8 und C-13. Die CD-Spektren sind
eine sehr empfindliche Sonde, um Isomerenunterschiede an den 3 labilen Chromo-
phorzentren zu erkennen. Die CD-Spektren Z#ndern sich schon drastisch bei der
Aenderung von nur einem der oben erwihnten labilen Zentren (vgl. 2. 3. 3.4. und
W. Fuhrer [13]).

G) IR-Spektren

IR ca 1 mg part. synth. oK -Aquo- ﬂ -cyano-cobyrsiure (Probe H) in

Abb. 81 300 mg KBr.
Banden u. a. bei: 3410sh, 3330s, 3180s, 2960m, 2930m, 2125m,
1675-1660s, 1605s, 1575s, 1555sh, 1498s, 1470sh, 1440m,
1400-1388s, 1370sh, 1345m, 1295w, 1280w, 1200-1190w, 1157s, 1115m,
1100sh, 1070w, 1053w, 1040w cm ~

IR ca 1 mg auth. &X-Aquo- & -cyano-cobyrsiure (Probe I) in 300 mg KBr.

Abb. 82 Banden u. a. bei: 3410sh, 3330s, 30m, 2125m,
1675-1660s, 1605s, 15755, 15556h, 1498s, 1470sh, 1440m, 1398-
1388s, 1370sh, 1345m, 1295w, 1280w, 1200-1190w, 1157s, 1115m,
1100sh, 1068w, 1050w, 1040w, cm -1,

IR ca 1 mg auth. o -Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (Probe II) in 300 mg

Abb. 83 KBr.
Banden u. a. bei: 3420s, 3320s, 3290s, 3200s, 2970m, 2940in 2130m,
1665s, 1650s, 1610s, 15805 14985 14005 1380s etc. cm

Bandenzu~ Banden oberhalb 3000 cm'l: Assoziatenbanden der priméren Amide
ordnung : (6) und der S#ur f (1).
2125-2130 cm : Co-CN, Absorption des koordinierten Cyanids.
1675-1600 cm ! : Amid-T und Amid-II Banden.
1580-1575 cm ~! (zusammen mit 14001380 cm -1): Carboxylat-
Absorptionen.
1500-1498 cm -1 : Chromophor.
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Diskussion

Die Bandenpositionen der part. synth. Probe H (Abb. 81) und der auth. Probe I

(Abb. 82) sind identisch. Die beiden Festkdrperspektren sind aber von leicht unter-

schiedlicher Auflésung. Ef“ geringer Intensititsunterschied besteht beziiglich der

Nitrilbande bei 2125 cm -*, der vermutlich auf unterschiedliche HCN-Verluste beim

Trocknen oder Pressen der Proben zuriickzufiihren ist.

Beide oben erwihnten IR-Spektren zeigen im Vergleich mit der Probe II (Abb. 83)

eine schlechtere Bandenaufldsung und vor allem eine deutlich weniger intensive

CN-Bande. Ueberdies zeigt das Spektrum (Abb. 83) der auth. Probe II, welche gemiiss

DC (vgl. oben) aus b-Form bestand, bemerkenswert geringe Unterschiede gegeniiber

dem Spektrum (Abb. 99, bestes Spekirum) einer nicht weiter umkristallisierten

Friedrich'schen Cobyrsiureprobe, welche auf Grund des DC (vgl. oben) aus a-Form

bestand. Offenbar sind beide Isomeren IR-spektroskopisch kaum zu unterscheiden.

Wie aus Abb. 82 und 83 hervorgeht, kdnnen verschiedene Kristallisate der gleichen

auth. £ -Aquo- ,8 ~cyano-cobyrsiure Festkorper-IR-Spektren unterschiedlicher

Auflosung liefern. Dies zeigt, dass es schwierig ist, befriedigend iibereinstimmende

IR-Spektren zu Vergleichszwecken zu erhalten. Der Grund hiezu kann im Folgenden

liegen:

- unterschiedliche Isomerisierung zwischen der a- und b- Form beim Pressen der
KBr-Pillen. Diese Vermutung wurde auch von W. Friedrich [49] gemacht.

- Die Kristalle kénnen amorphe Anteile enthalten.

- Beim Trocknen der Kristallisate oder beim Pressen der KBr-Pillen kann HCN-Ab-
spaltung in unterschiedlichem Ausmass erfolgen., Auf diese Moglichkeiten weisen
vor allem die unterschiedlichen Intensititen der CN-Bande bei 2125-2130 cm -1 hin,

Das einzige reproduzierte IR-Spektrum befindet sich bei Bernhauer [ 42 ]. Dieses

Spektrum ist jedoch von sehr geringer Aufldsung.

NMR-Spektren

Zur Zeit, da diese Identitéitsarbeiten der Cobyrs#ure-b in unserem Laboratorium
durchgefithrt wurden, stand diesem die Puls-Fourier-Transform NMR-Technik noch
nicht zur Verfiigung. Vorversuche zur Entwicklung der Aufnahmetechnik der NMR -
Spektren mit auth. /& -Aquo- X -cyano- cobyrsiure lieferten unbefriedigende Er-
gebnisse. Grund dafiir waren unter anderem:

- Loslichkeit in CD3OD zu gering.

- NMR-Spektren in dg-DMSO (hochviskose Losung) gaben sehr geringe Signalauf-

16sung. .
Als einziges Losungsmittel kam auf Grund solcher Vorversuche DO in Betracht,
Bei der Spektrenaufnahme in DO stellte man fest, dass ausgehend von reiner a-oder
b-Form Gemische von a- und b-Form unterschiedlicher Zusammensetzung entstan-
den und Spektren unbefriedigender Qualitiit erhalten wurden. Diese Gemische ent~
standen durch Isomerisierung wihrend der Aufnahmezeit (ca 1h ; ca 1 mg Substanz,
CAT-Methode, ca 30 scans auf XI.-100). Insbesondere gelang es zu jener Zeit mit
diesen Mitteln nicht, ein Spektrum ausgehend von einer DC-einheitlichen Probe das
einheitliche Spektrum der o(-Aquo- /4 -cyano-Cobyrséure (b-Form) zu erhalten. Die
Losung des experimentellen Problems, synth. und auth. Cobyrsédure mittels NMR~
Spektroskopie zu vergleichen, war erst mit Hilfe der Puls-Fourier-Transform
Aufnahmetechnik moglich. Diese Technik war zuerst der Harvard-Gruppe zuginglich,
wo denn auch die Identifikation der in unserem Labor hergestellten part. synth. und
auth. Cobyrsidureproben in ihrer /5’ -Aquo- o -cyano- (a-Form)und Dicyano-Form
durchgefiihrt wurden (vgl. 2.5.7.).
Das qualitativ beste, aber immer noch unbefriedigende Spektrum, das mit der

oK -Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (b-Form, part. synth. Probe H) nach der CAT-
Methode erhalten wurde, ist nachfolgend in Abb. 84 wiedergegeben.
Referenz: 3-Trimethylsilyl-2, 2, 3, 3-Tetradeuteropropionsiure - Na-Salz / §=0 ppm.
(ca 1 mg Cobyrsiure-b (Probe H) in 100 /al DyO (Mikrozelle), CAT, 29 scans,
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XL-100) 6. 48 (s), 6. 41 (s), 5.50-5. 00 (Signalhaufen), ca 4.74 (HDO-Signal),

4. 50-4. 00 (Signalhaufen), 4.00-3. 00 (Signalhaufen), 3.00-2.00 (Signalhaufen, darin
?-s bei: 2.42, 2.40, 2.36), 1.80 (s) 1.70 (s), 1.58 (s), 138 (s), 1.34 (s) und 1.16
s) ppm.

Auf Grund des Vergleichs von Spektren mit verschiedenen a/b-Verhiltnissen, aus-
gehend von DC-einheitlicher b-Form, sind im obigen Spektrum (Abb. 84) folgende
Signale den beiden Formen zuzuordnen:

H-C-10 : 6. 48 (a), 6.41 (b) (im Spektrum der Abb. 84 im Verhiltnis ca 1:1)
Chromophorgebundene Methylgruppen: 2. 42 (b}, 2.40 (a), 2.36 (b) ppm.

Periphere Methylgruppen: 1. 80 (b), 1.70 (a), 1.58 (b), 1.38 (b), 1.34 (a), 1.16

(b) ppm.

Aus einem vorliufigen NMR-Spektrum der Cobyrséure (als Dicyano-Form vor-
liegend) konnten folgende Bandenpositionen entnommen werden:

Aufnahmebed. : ca 4 mg auth. Aquo-cyano-cobyrsiure (Friedrich'sche Probe) in
D,0/0. 05 % KCN und gleicher Referenz wie vorher, HA-100.

H-C-10: 5.85 (s), Chromophorgebundene CHq : 2. 33 (s), und 2. 26 (s), Periphere-
CHg: 1.71 (s), 1.56 (s), 1.44 (s), 1.32 (s), 1.20 (s) ppm.

Diese Werte wurden spiter zu Eichzwecken verwendet (vgl. NMR in 2. 5. 7. )

Zusammenfassung der Identifikationsarbeiten.

DC: Die part. synth. erhaltene Cobyrsiureprobe H ist nach Kristallisation bei
Raumtemperatur aus Wasser/Aceton auf Grund der DC-Analyse die o< -Aquo- /3~
-cyano-Form {(b-Form) und zeigt identisches DC~Verhalten mit auth. « -Aquo-/3 -
cyano-cobyrséure, die durch Umkristallisation von 8 -Aquo- & -cyano-cobyrsédure
(von Prof. Friedrich) erhalten worden ist.

Die part. synth. und auth. Cobyrséureproben sind in folgenden Vergleichsexperi-
menten nicht unterscheidbar : UV/VIS, CD, PC (in 3 Systemen) , EPh und LC-
Chromatographie. Alle diese analytischen Daten betreifen die Dicyano-Form (29-CN).
Zur weiteren Identifikation ist das part. synth. Material in die a-Form (29-a)
iiberfiihrt worden und durch weitere Daten vervollstéindigt.
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UV/VIS-Spektren

Abb. 75

76

Abb,

(4

Abb.




PART. SYNTH. COBYRSAURE

PROBE H

600 nm

AUTH. COBYRSAURE

PROBE 1

600 nm
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IR-Spektren
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NMR -Spektrum
T PART. SYNTH. COBYRSAURE
u: PROBE H
[

”

Abb. 84

2. 5. 5. Amonolysevorversuche von nicht-kristalliner f-Siure (27) zu partial
synthetischer Cobyrsaure (29).
Kristallisation und vorlaufige Identifikation als o -Aquo- A3 -cyano-
cobyrsiure (b-Form).

Bemerkung: Die vorliegenden Amonolysen von nicht kristalliner f-Séure sind
zeitlich vor den Ansiitzen mit kristalliner f-Sdure ausgefiihrt worden und er-
mbglichten erstmals einen Vergleich der dabei erhaltenen part. synth. Aquo-cyano-
cobyrsidure (Probe V) mit der auth. Aquo-cyano-cobyrsiure (Probe III mittels IR,
UV, LC, Papierchromatographie (PC), Elektrophorese (Eph) und Diinnschicht-
chromatographie (DC). Der PC- und EPh-Vergleich, sowie die zeitlich ausein-
anderliegende DC-Analyse der Probe V sind unter 2. 5. 4. aufgefiihrt. Wie sich erst
spiiter (auf Grund der DC-Analyse) herausstellte, lagen die part. synth. Probe V,
sowie die auth. Probe I als o -Aquo- /j’-cyano-cobyrsﬁure (b-Form) (29-b) vor.
Der spektroskopische und chromatographische Vergleich wurde (mit
Ausnahme der IR-Spektroskopie mit Aquo-cyano-cobyrsture) an der Dicyano-
cobyrsiure (29-CN) vorgenommen und dokumentierte Identitiit des part. synth.,
Materials mit der auth. Vergleichsprobe III.
Die Ausbeuten der Amonolyseansiitze, welche das Material der part. synth. Probe
V lieferten, sind nachfolgend in Tabelle 25 zusammengefasst.

Tabelle 25.

Die in Tabelle 25 aufgefiihrten Ansitze wurden nach den in 2, 5. 1. beschriebenen
Amonolysebedingungengleich ausgefiihrt und lieferten folgende Ausbeuten: (Dabei
bedeuten f-Siure (A% resp. (B): f-Siiure, erhalten durch Aminolyse von LLC-
getrenntem "f-Propionaldoester" A resp. B (vgl. dazu 2.4.2.1. ).

f-Sdure (A, B) bedeutet: f-Sdure, erhalten aus nicht LLC-getrenntem "f-Propionaldo-
ester" (vgl. dazu 2.4.1.)
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Edukt (nicht Reagensmengen Ausbeute Ausbeute
krist. f-Sdure ) NH‘3/G1ykol[NH4 Cl | (% bez. Edukt ( ¢Mol/%)
s Mol ml ml mg nach Phenol- der LC-Haupt~
extraktion, spek- | fraktionen B,
troskop. best. ) spektroskop.
best. )

1) 1.145 (A) 0.15 0.15 3.45 85 0.64 /56

2) 1.33 (B) 0.15 0.15 4.0 86 0.917/69

3) 2.23 (A) 0.2 0.2 6.9 88 1,82 /81

4) 2. 545 (B) 0.2 0.2 1.86 89 2.04 /80

5) 4.58 (A, B) 0.32 0.3213.8 95 3.63 /18

€) 4.49 (A,B) 0.32 0.3213.5 95 2.70 /60

Die obigen Ausbeuten beziehen sich auf 1 x LC-chromatographiertes Material. Ein
analytischer LC-Test dieses Materials ergab, dass das Material der Ansiitze 1-4
noch mit einer schneller wandernden, unbekannten und nicht weiter untersuchten
Substanz (entsprechend der unter 2. 5. 1 beschriebenen LC ~-Fraktion A) verun-
reinigt waren. Das Material wurde zur weiteren Reinigung folgendermassen ver-
einigt (Ansatz 1 mit 3 und Ansatz 2 mit 4), der Phenolextraktion unterworfen,
daran anschliessend nochmals LC-chromatographiert und phenolextrahiert. Die
Gesamtausbeute der Ansiitze 1-4 sank dadurch auf ca 40% bez. Edukt, was deut-
lich unter jener der Ansitze 5 und 6 lag. Dieser Unterschied ist auf Substanzver-
luste bei der weiteren Reinigung zuriickzufiihren. Die oben erwihnte Verunreini-
gung wurde durch die weitere Reinigung entfernt.

Kristallisation (part. synth. Aquo-cyano-cobyrsiure Probe V).

Das Material der Ansiitze 1-8 wurde nach dem folgenden Schema zur Kristallisa-
tion weiterverwendet. Es bedeuten: Phex (Phenolextraktion), K (Kristalle), Mul
(Mutterlauge) und LC (vgl. 2.1.). Die erste Zah! neben den Pfeilen gibt die zur
Krist. verwendete Menge Wasser in _«l, die zweite Zah! die verwendete Menge
Aceton in 41 an. Die erhaltenen Mutterlaugen wurden vor Verwendung zur Weiter-
kristallisation generell der LC-Chromatographie und anschliessend der Phex. unter-
worfen. Die nach Phenolextraktion erhaltenen Materialmengen wurden wie unter

2. 5. 2 beschrieben vor der Kristallisation mit wiissriger Essigsdure behandelt.
Kristallisate wurden wie unter 2. 5. 2 umkristallisiert.

Die Substanzmengen im folgenden Schema sind fiir Kristallisate im mg (falls ge-
wogen) angegeben. Die Mutterlaugenmengen wurden spektroskopisch bestimmt
(Dicyano-Form) und wurden in < Mol angegeben.

Alle Kristallisationen wurden bei RT ausgefiihrt.




Ansatz 1 2 3 4 5 6
AMol 0, 64 0. 917 1.82 2,04 3.63 2.7
F = 1 ] |
Phex Phex Phex direkt
LC LC krist.
Phex Phex )
{ 100/400
[1.23 uMo1 | [1. 48 oMot | 2.8 4Mol 2 mg
amorph| Mul
|
210/750 150/700 600/2500 400/2300
K nicht | _|K nicht [k | M [x | Mul |
gewogen gewogen |
Mul Mul 3 200/900
=C1 | Mul
Mul
400/1200
ca 2,5 Wochen
5.6 mg K 1. 34 Mol
Probe V —=| feine + |Mul OI
Rosetten

Die Kristalle der Aquo-cyano~-cobyrsiure (Probe V) wurden wie folgt ge-
trocknet: zuerst 2h/RT/HV, dann 16h/R’IfHV/P205 und schliesslich
4h/65°/HV/P,0,.

Auth, Vergleichsprobe der Vorversuchsreihe (Probe III).

7 mg kristalline auth. Aquo-cyano-cobyrséure (von Prof. Friedrich) wurden 2 x
aus 400 «1 Wasser und ca 1.7 ml Aceton bei RT unter Lichtausschluss kristalli-
siert. Nach Entfernung der Mutterlaugen wusch man die Kristalle mit 3x 300 # 1
Aceton und trocknete die feinen, zu Rosetten geordneten Kristalle analog der oben
beschriebenen Probe V (gewogen 4. 5 mg). Zur Zeit der Bereitung dieser Probe,
wurde die DC-Chromatographie noch nicht verwendet. Bei der erst spiter aus-
gefiihrten DC-Analyse der Proben H, V, 1 und I stand kein Material der Probe III
mehr zur Verfiigung. Auf Grund der Beobachtungen bei der Umkristallisation von
Aquo-cyano-cobyrsiure aus Wasser/Aceton bei RT (simtliche DC -analysierten
Proben lagen in der b-Form vor) vermuten wir, dass die Probe III ebenfalls in der
b-Form vorlag.
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Vorliufige analytische und spektroskopische Daten von part. synth, £ -Aquo-A4-

-cyano-cobyrsiure (b-Form, Probe V) und Identifikation mit umkristallisierter

auth, £ -Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (b-Form, Probe III),

Die Daten der Papierchromatographie und Elektrophorese, sowie der zeitlich
auseinanderliegenden DC-Analyse sind unter 2, 5. 4 aufgefiihrt.

LC-Chromatographie.

Bedingungen: (AS, 3x50 cm Kol AS-1, 50 ml/h) (Mischchromatogrammidentifi-
kation) Injektionsmenge ca 10§, geldst in 10/41 Laufmittelgemisch
(AS8),

Probe R t Nth Bemerkungen

part. synth. Aquo-cyano-
cobyrsiure (Probe V) 22, 90 770 einheitlicher
(b-Form) LC-Peak

auth. Aquo-cyano cobyr-
sdure (Probe II) (b-Form) 22, 90 790 "

1:1 Gemisch der Probe V
und Probelll, (Mischchro- 22. 90 770 "
matogramm)

Kommentar: Die part. synth. und auth., Cobyrsiureproben sind im LC-Chromato-
gramm nicht voneinander zu unterscheiden. Die part. synth. und auth. Cobyrsiure-
probe sind innerhalb der Fehlergrenze mit den Daten des Mischchromatogramms in
Bezug auf die Retentionszeit und die theoretische Bodenzahl identisch. Erfahrungs-
gemiiss liegt die Fehlergrenze der theoretischen Bodenzahl bei ca 10 %,

IR-Spektren .

IR 1 mg part, synth. of-Aquo- & -cyano-cobyrsiure (Probe V) in
7

- 300 mg KBr,
Banden u.a. bei: 3410s, 3330s, 31905, 2960m, 2930m, 2125m,

1670s, 1610s, 1580s, 1560m, 1500s, 1395s cm
Dieses Spektrum ist identisch mit jenem der Probe H, vgl. Abb. 81.

=

0.9 mg auth. o -Aquo- @ ~cyano-cobyrsiure (Probe I) in 300 mg
KBr. /

Banden u. a. bei: 3410s, 3330s, 3190s, 2960m, 2930m, 2125m,
1670s, 1610s, 1580m, 1560sh, 1500s, 1395s cm -1,

Die Bandenpositionen dieses Spektrums sind identisch mit jenen
der Spekiren der Proben V, H und I. Die Bandenauflésung ist etwas
geringer als im Spektrum der Probe I, vgl. Abb, 82,

Diskussion und Interpretation der spiter erhaltenen und besseren IR-Spektren
vgl. 2.5.4. und 2. 5.7,
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UV-Spektren (alle Cary-14)

uv

IS

Kommentar:

1. 467 mg part. synth. o{ -Aquo- g-cyano-cobyrsiure (Probe V)

in 50 ml Wasser. /

527/7350 max, 514/7150 min, 496/7700 max, 422.5/3050 min,
Tax, 395/4100 min, 354/23000 max, 324/9250 min,

320/9500 max, 292.5/6950 min, 275/10250 max, ¥ o{=3.13.

1. 435 mg auth. o{-Aquo- 43 -cyano-cobyrsiure (Probe II) in 50 ml
Wasser. ’

527/7500 max, 514/7200 min, 496/7850 max, 422, 5/3100 min,
205/4450 max, 395/4150 min, 354/23900 max, 324/9550 min,

320/9700 max, 292.5/6900 min, 275/10300 max. § :X = 3.18.

0. 0264 me part. synth. o -Aquo- B -cyano-cobyrsiure (Probe V)
ro ml Wasser/0. 05 % KCN. (Dicyano-Form).
578/9200 max, 556/7050 min, 539/8200 max, 511/5600 sh,

439/1600 min, 416.5/2300 max, 408/2100 min, 367/27400 max,
351/13100 sh, 327/4300 min, 308. 5/8800 max, 287/5950 min,
277/9300 max, & :( = 2.98.

0. 0258 mg auth. & -Aquo-/3 -cyano-cobyrséure (Probe ) pro
ml Wasser/0. 05 % KLN. (Dicyano-Form).

578/9350 max, 556/7200 min, 539/8350 max, 511/5700 sh,
43971700 min, 416.5/2300 max, 408/2250 min, 367/28200 max,
351/13500 sh, 327/4550 min, 308.5/9150 max, 287/6350 min,
27'7/9850 max, 1ol =3.02,

Die UV/VIS-Spektren der Proben V und III sind gleich und stimmen

nach Bandenposition und Bandenstruktur iiberein mit den in Abb. 75-78 reprodu-
zierten Spektren der Proben H und IL
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2.5.6. Riickgewinnung der zur Charakterisierung verwendeten part. synth.

Aquo-cyano-cobyrsiure der Hauptansiitze (Probe H) und der Vorver-

suche (Probe V) fiir die Ueberfiihrung in A3 -Aquo- & -Cyano-cobyrsiure
7
(a-Form).

Sdmtliches part. synth. Material der Hauptansitze und der Vorversuche , welches

in der b-Form zur Charakterisierung gelangte, wurde als -Aquo-~ ~cyano-

cobyrsiure (b~Form) zuriickgewonnen. Daran anschliessend wurde dieses Ma-

terial in die ﬁ -Aquo- 4 -cyano-cobyrsidure (a-Form) iiberfiihrt.

Die Riickgewinnung wurde fiir das Material der Hauptansitze und Vorversuche ge~

trennt vorgenommen, wie im nachstehend aufgefithrten Schema angegeben ist,

Das Kristallisationsgut, das mittels Phenolextraktion gereinigt wurde, behandelte

man vor der Kristallisation wie unter 2, 5. 2. beschrieben mit wissriger Essig-

sdure. Kristalline Proben wurden wie unter 2, 5. 2. umkristallisiert.

Die Kristallisation geschah bei RT unter Argon und Lichtausschluss aus Wasser

(ca 50 &1/ mg Corrin) und Acefon (ca 3-4 faches Wasservolumen, dh. ca

150-200 «/ 1/ mg Corrin). Die Kristallisation dauerte wie {iblich ca 3-4 Wochen,

wobei in der Zwischenzeit gelegentlich Aceton bis zur gerade wieder verschwin-

denden Triibung zugegeben wurde.

Mengenbestimmung: kristalline Proben wurden gewogen, Mutterlaugen und Ma-

terialmengen nach Phenolextraktion wurden spektroskopisch bestimmt (Dicyano-

Form) und bez. dem MG der Dicyano-Form (985) in mg berechnet.

Abkiirzungen: Phex= Phenolextraktion, LC = LC-Chromatographie, K = Kristalle,
Mul = Mutterlauge. Die Zahlen neben den Pfeilen geben die ver-
wendeten Kristallisationslésungsmittel (Wasser/Aceton) in //1 an.




vereinigtes Charakterisierungs-

material der Probe H (urspriing-
lich 3.53 mg) (vgl. 2.5.2.) wurde
mittels Phex. gereinigt. Man er-
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vereinigtes Charakterisierungs-
material der Probe V (vgl. 2.5.5.)
wurde mittels Phex. gereinigt.

Man erhielt 4.1 mg gereinigtes

Zusammenfassung des zuriickgewonnenen Materials:

Mutterlaugen Mul HA

Mul VA

Kristalline Proben: Material HA
Material VA-1
Material VA-2 :

:1.95 mg
: 2,91 mg
1.445mg

: 1,78 mg
: 1.3 mg

hielt 2.73 mg gereinigtes Mat. Material
v v
2.73 mg vereinigt Mul I 4.1 mg Mul II
mit Mul IO (1.42 mg) ex 2.5.2. ex 2.5.5.
Durch einen Unfall 0.72 mg 170/580 1.3 mg
verlor man ca 1 mg. l
zur Krist, verwendet: 2.91 mg K Mul
3.2 mg LC Material VA-1 1.2 mg
Phex. Th/50°/HV/ —
P,0..
250/1190 25 150/600
2
1.95mg K Mul v
Material HA | 1.145 mg 1.7meg | Mul
3h/RT /HV L Mul HA 1'?4 =
Phex. 1.78 mg 1LC
nicht ‘_I_’Bex.
krist.
140/620
1.445 mg K + l*vMul VA
Material VA-2 ca. 1.3 mg
2h/RT /HV

Auf Grund der DC-Analyse (analog
2.5.4.) lagen alle Proben als

ot -Aquo- [} -cyano-cobyrsiure (b-Form)

vor und waren LC-einheitlich und

identisch.

Auf Grund der DC-Analyse ca 1:1
Gemisch der beiden Aquo-cyano-cobyr-

sjure Formen a und b.
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2. 5.7. Umkristallisation von part. synth. & ~Aquo-/3 -cyano-cobyrsiure
(b-Form) bel ca +3°C und Identifikation als /3 -Aquo- X cyano-cobyr-

sdure {(a-Form).

(eigene Arbeiten)

Vorbemerkung: Kristallisationsvorversuche aus Wasser/Aceton bei 30C verliefen
wenig erfolgreich. Es entstanden stets langsam wachsende kleine Kristalle, die
oft amorphe Anteile enthielten und in den meisten Fillen stets auch unterschied-
liche Mengen an Aquo-cyano-cobyrsiure (b-Form) enthielten (im DC festge-
stellt). Bernhauer [42] beschreibt die Kristallisation von Aquo-cyano-cobyr-
sdure aus Wasser/Aceton bei +3°, Dabei isolierte er reine /3 -Aquo- « -cyano-
cobyrsiure (a-Form). Eine unter obigen Bedingungen von Bernhauer kristalli-
sierte Cobyrsédure-probe gelangte zur Rontgenstrukturanalyse [15] , wobei sich
herausstellte, dass die untersuchte Probe als ,@ ~Aquo- o(y -cyano-cobyrsédure
(a-Form) vorlag. In der Literatur von D. Hodgkin [15] - sind Hinweise ent-
halten, wonach die Cobyrsiure in Gegenwart von Siure (keine genaue Spezifi-
zierung) kristallisiert wurde. Ebenso beschrieb Bernhauer in einer spiter er~
schienen Publikation [43] die Kristallisation von Aquo-cyano-cobyrséure in
Gegenwart von Essigsiure aus wissriger Losung bei 0-40,

Deshalb unternahmen wir weitere Kristallisationsvorversuche aus 0.1 m wissriger
Essigsidure/Aceton bei +3°. Diese ermdglichten auf Anhieb und reproduzierbar
reine /3 ~Aquo- A -cyano-cobyrsiure (a-Form) in feinen, zu Rosetten geord-
neten Nadeln zu erhalten.

Der eigentlichen Kristallisation ging eine Aequilibrierung voran, welche be-
zweckte, die Dicyano-Form (aus der vorangegangenen spektroskopischen Mengen-
bestimmung) in ein 1:1 Gemisch der beiden Aquo-cyano-Formen a resp. b um~
zuwandeln.

Zur Umkristallisation gelangten 2 vereinigte kristalline part. synth, ~Aquo-/3-
- cyano-cobyrsiureproben (b~Form), nimlich die Probe VA-1 (2. 91 mg) und die
Probe HA (1. 95 mg) (vgl. 2.5.6.) zur Probe A. In einem Kristallisationsvorver-
such wurde auch die Probe VA-2 (1, 445 mg) analog der nachfolgend beschriebe-
nen Vorschrift umkristallisiert und dabei die part. synth, ﬁ-Aquo- o -cyano-
cobyrsdure-Probe AV erhalten.

Umkristallisation des vereinigten part. synth. MaterialsVA-1 und HA zur Probe A.
Das vereinigte Material 16ste man in 10 ml abs. Methanol (orange-rote osung),
verdiinnte 1 ml dieser L&sung mit abs. Methanol auf 10 ml und spektroskopierte
die Endlosung nach Zugabe von 2 Tropfen 0.4 % HCN in Methanol (Farbumschlag
nach violett, Bildung der Dicyano-Form (29-b)).

Menge: 4.43 wMol (entsprechend 4. 36 mg) ( £ Methanol, HCN/578 = 10200)

Zur Aequilibrierung vereinigte man die beiden methanolischen Ldsungen, gab

50 41 0.4 % HCN in Methanol zu(quantitative Bildung deg tief violetten Dicyano-
Form) und entfernte das Lsungsmittel am RV bei ca 40°. Nach kurzem Trocknen
(10 Min, /HV/RT) 18ste man den violetten Riickstand in 12 ml bidestilliertem Was-
ser, gab 0.65 ml 0.2 % wissrige Essigsiureldsung zu (Farbumschlag nach rot-
violet?, liess 30 Min. bei RT stehen und entfernte danach das Wasser bei ca
50-60" Badtemperatur am RV (Dauer ca 20-25 Min. ). Dabei verinderte sich die
Farbe der Losung durch Verlust von HCN unter Bildung der Aquo-cyano-Formen
nach orange-rot. Gleichzeitig entstanden die beiden Aquo-cyano-cobyrséiure-For-
men a und b in etwa gleichen Mengen (feststellbar durch DC, vgl. unter 2.5.4.).
Man nahm erneut in 6 mi bidest. Wasser auf und engte die orange Ldsung zur
Entfernung von iiberschiissigem HCN und Komplettierung der Bildung der beiden
Aquo-cyano-Formen am RV analog ein. Danach trocknete man den orange-roten
Film (10 Min. /HV/RT), 16ste ihn in moglichst wenig abs. Methanol und filtrierte
zur Entfernung von Festkorpern durch eine kleine G-3 Glasfilternutsche in einen
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Kkleinen Kolben (ca 2 ml). Hierauf entfernte man das Methanol am RV bei ca 40° und
trocknete den orange-roten Film (30 Min. /HV/RT).

Diesen Film 16ste man zur Kristallisation unter Kiihlung auf +3°C in 240 410.1

m wissriger Essigsiure (50 v1/ mg Corrin) und gab bei gleicher Temperatur
mittels einer Injektionsspritze langsam 960 «1 Aceton unter die Fliissigkeitsober-
fliche zu bis zur gerade noch verschwindenden Triibung. Die LOsung darf keine
bleibende Triibung zeigen, da sonst amorphe Cobyrsiure ausfillt. Diese LOsung
zeigte auf DC-Cellulose (vgl. 2. 5. 4.) zwei ca gleich intensive Flecken mit den
relativen Rf-Werten (bezogen auf den Rf-Wert von Vitamin B-12 =1) von Rf ca

0. 2 (entsprechend 4 -Aquo- & -cyano-cobyrsiure (a-Form)) und Rf ca 0. 4 (ent-
sprechend der £ -Aquo- /3 -cyano-cobyrsdure (b-Form)).

Diese Lésung impfte man bei +3° mit nicht sichtbaren Mengen von ﬁ -Aquo- K -
cyano-cobyrsiure (part. synth. Material der Probe AV (a-Form), erhalten aus einer
analogen Umkristallisation der &K -Aquo- /3-cyano-cobyrsiureprobe VA-2) an.
Danach liess man die Lésung bei +3°C unter Lichtausschluss und Argon stehen. Nach
2 Tagen erschienen kleine rote, zu Rosetten geordnete Nadeln. Nach 5 Wochen resp.
7 Wochen gab man nochmals 300 «1 resp. 250 41 Aceton auf die gleiche Weise zu
und kristallisierte bei 1-3° weiter. Nach total 8 Wochen war die Mutterlauge deut-
lich schwicher rot. Man pipettierte die Mutterlauge aus dem in Eiswasser ge-
kithlten K6lbchen ab, wusch die Kristalle 2x mit 1 ml und 1x mit 0, 5 ml eiswasser-
gekiihltem 0. 1 m Essigséure/Aceton-Gemisch (1:5) und trocknete die Kristalle wie
folgt:2 Tage/RT/0. 02 Torr /P90 und anschliessend 6h/6070. 01 Torr/ P50, Die
Mutterlaugen (vereinigt mit den ?Vaschliisungsmitteln) wurde am RV bei 405 0 ein-
geengt und enthielt (spektroskopisch bestimmt) 0. 705 « Mol ( £ Methanol, HCN/
578 = 10200) corrinoides Material.

Ausbeute: Kristalle durch Differenz der Menge vor Kristallisation und Mutterlaugen-
anteil. bestimmt. ).

Kristalle : 3.725 «Mol (entsprechend 3.64 mg) 84 % Probe A

Mutterlauge: 0. 705 «Mol ( " 0. 695 mg) 15 % » Mutterlauge A

Die Kristalle der Probe A gelangten zur Charakterisierung mittels NMR und IR.
Die CD-und UV-Spektren wurden mit den Kristallen der Probe AV aufgenommen,
welche unter analogen Kristallisationsbedingungen wie oben mit der Probe VA-2 er-
halten worden waren.

Umkristallisation von auth.8-Aquo-«-cyano-cobyrséure (auth. Vergleichsprobe)

(Probe IV) ’

37. 65 4 Mol (gewogen 39. 2 mg) authentische /@ -Aquo- K -cyano-cobyrsiure
(a-Form von Prof. Friedrich) wurden analog der vorgingig beschriebenen Kristalli-
sation #quilibriert und nach Filtration durch eine G-3 Glasfilternutsche getrocknet
(2h/HV/RT).

Danach kristallisierte man unter Argon und Lichtschutz aus 1.96 ml 0.1 m widssri-
ger Essigsiure und 8 ml Aceton bei 3°C durch Animpfen mit einer nicht sichtbaren
Menge authentischer ,&-Aquo- & -cyano-cobyrsiure (von Prof. Friedrich).

Die ersten Kristalle erschienen nach 3 Tagen und wuchsen nur langsam. Man ver-
setzte deshalb nach ca 2. 5 Wochen mit 0. 5 ml Aceton (danach wuchsen die Kristalle
schneller) und nach total 3 Wochen gab man nochmals 0. 4 ml Aceton zu. Nach

total 4. 5 Wochen 18ste man die feinen, zu Rosetten geordneten Nadeln mittels eines
Nickelspatels von der Kolbenwand ab und trennte die Mutterlauge mittels Filtration
durch eine G-3 Glasfilternutsche ab. Man wusch die Kristalle 1x mit der Mutter-
lauge und portionenweise mit total 10 ml eiswassergekiihltem 0.1 m wéissrigem
Essigsiure/Aceton-Gemisch (1:5), saugte danach die Waschlosungsmittel scharf

ab und trocknete die Kristalle auf der Nutsche wie folgt: 2 Tage/RT/0. 01 Torr/
PO, und anschliessend 6h/60°/0. 01 Torr/P305. '
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Die Mutterlauge engte man am RV bei 40° ein und bestimmte folgende Ausbeute:
Kristalle: Differenz zwischen der Menge vor Kristallisation und Mutterlaugenanteil:

Ausbeute:
Kristalle : 27.15 4 Mol (entsprechend 27.3 mg) Probe IV
Mutterlauge : 9.8 e Mol ( " 9.65 mg) (spektroskopisch

bestimmt)

Spektroskopische und analytische Daten von part. synth. /4 -Aquo- £ -cyano-
cobyrsiure (a-Form) (Probe A) und Identifikation mit umkristallisierter (30)

auth, 3 -Aquo- X -cyano-cobyrsiure (a~Form) (Probe IV).

A) DC-Vergleich

Fiir den DC-Vergleich wurde wiederum das von R, A, Firth entwickelte Chromato-
graphiesystem verwendet [28] vgl. auch 2.5.4,)

Die untersuchten Cobyrsdureproben wurden sowohl in der Aquo-cyano-Form, als
auch der Dicyano-Form auf DC-Cellulose laufen gelassen.

Bedingungen: DC-Cellulose auf Alufolie, Merck, ohne Fluoreszenzindikator.
Laufmittel: sek. Butanol/Wasser 9. 5:4 fiir Aquo-cyano-Formen. Fiir
die Dicyano-Formen trug man wissrige Lsungen der Aquo-cyano-
Formen auf und entwickelte im obigen Laufmittel gemisch mit einem
Zusatz von 0, 02 % HCN.

Entwicklung: 12-15 h/RT, Frontlaufdistanz ca 16 cm.
Probe in Wasser geldst und unmittelbar danach aufgetragen (ca
20-25 ¥“ ). Als Referenz liess man Vitamin B-12 mitlaufen.
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Aquo-cyano-cobyrsiure Rf rel. Rf Bemerkungen
(B-12 =1)

Vitamin B-12 (als Referenz) 0.27 = 1.00 einheitlich

auth. Aquo-cyano-cobyrsiure 0. 065 0. 27 einheitlich

Probe IV (vgl. 2.5.17.) a-Form (orange)

part. synth. Aquo-cyano-cobyr- 0. 065 0. 27 einheitlich

sdure Probe A (vgl. 2.5.7.) a-Form (orange)

auth. Aquo-cyano-cobyrséiure

nicht umkrist. Vergleichsprobe 0. 065 0. 27 einheitlich

von Prof. Friedrich (vgl. 2.5.3.) a-Form (orange)

Referenz: auth. Aquo-cyano- 2 ca gleich inten- 1:1 Gemisch

cobyrsédure nicht umkrist. Probe sive Flecken bei: (visuell best.)

von Prof. Friedrich 24h bei RT 0.15 0. 55 b-Form (orange)

stehen gelassen. 0.07 0. 27 a-Form ( " )

Dicyano-Form der Cobyrsiure

(alle Flecken violett)

Vitamin B-12 (als Referenz) 0.40 == 1,00 einheitlich

auth, Probe IV 0. 47 1.17 einheitlich

part. synth. Probe A 0. 47 1.17 einheitlich

obige nicht umkrist. auth. Ver- 0. 47 1,17 einheitlich

gleichsprobe

obige auth. Probe, welche 24 h 0. 47 1.17 einheitlich

bei RT stand.

Kommentar: (vgl auch unter 2. 5. 4, ) Auf Grund der DC-Analyse steht fest, dass
die bei ca 1-3 ° kristallisierten Aquo-cyano-cobyrsdureproben in der a-Form
(29-a) (CN auf der Seite der Propionsidureketten an Kobalt koordiniert) vorlagen.
Im Gegensatz dazu lagen bei RT kristallisierte Aquo-cyano-cobyrsiureproben in
der b-Form (CN auf der Seite der Essigsiureseitenketten an Kobalt koordiniert)
vor. Mit dieser DC-Analyse ist bewiesen worden, dass die part. synth. Aquo-
cyano~cobyrsdureprobe A in der a-Form vorlag.

Die Proben A und IV sind DC-identisch sowohl in ihrer ﬂ -Aquo-o( - cyano-Form
(orange), als auch in ihrer Dicyano-Form (violett) in Bezug auf die Farbe und
Form (beinahe runde Flecken), sowie auch der Rf-Werte der Flecken.

B) LC-Chromatographie

In einer erst am Schluss dieser Arbeit (Mai 1974) ausgefiihrten LC~-Analyse mit einer
besseren Siule, (Kol AS-2, vgl. 2.1.) wurden die part. synth, ,3-Aquo-X -
~-cyano-cobyrsdureprobe A mit der umkrist. auth. /3 -Aquo- A -cyano-cobyr-
siureprobe IV in der Dicyano-Form (bedingt durch das HCN-haltige Laufmittel-
system) identifiziert und zudem mit nicht umkristallisierter /3 -Aquo- X -cy-
ano~-cobyrsiure (Probe von Prof. Friedrich) LC-chromatographisch verglichen.

Die Trennleistung der Sdule wurde zusétzlich mittels eines 1:1 Ge-
misches von auth. neo- Aquo-cyano-cobyrsiure ( o< /3 -Konfiguration) (ge-
friergetrocknete Probe von Prof. R. Bonnett) und auth. Aquo-cyano-cobyr-
siure (Probe von Prof. Friedrich) ( o{cXX -Konfiguration) getestet.
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Bedingungen: - (AS, 25 cm Kol AS-2, 40-45 ml/h)
- Mischchromatogrammidentifikation
- Injektionsmenge: ca 20 ¥“, geldst in 10 1 Laufmittelsystem
ASmit ca 2 gl zusitzlichem Wasser.
- Referenz: Guajazulen gelost in Hexan (vgl. 2.1.) zur Bestimmung
der Frontdurchlaufzeit.

Probe Rt (Min. ) Nth k'

part. synth. Aquo-cyano- .
cobyrsiure (a-Form) (Probe A) 32.2 3840 0.87 Abb. 85A

auth. Aquo-cyano-cobyr-
sdure (a-Form) (Probe IV) 32.2 3300 0.87 Abb. 85B

auth, , nicht umkrist. Aquo-
cyano-cobyrsiure (von Prof.

Friedrich) 32.5 3370 0. 89 Abb. 85C
1:1-Gemisch von Probe A

und Probe IV. 32.5 3370 0. 89 Abb. 85D
Referenz 17. 2 -

auth. , nicht umkrist.

Aquo-~cyano-cobyr- 34. 4 nicht 0. 89

sdure (von Prof. Friedrich) * best.

auth. neo-Aquo-cyano-

cobyrsdure (gefriergetrocknet) 42. 8 nicht 1.35 Abb, 85E

(von Prof. R. Bonnett) best.

1:1-Gemisch 2 ca gleich intensive, deutlich
voneinander getrennte Signale: | Abb., 85F
34.2 3870 (XXX )-Cobyrsiure
41,8 4130 neo~Cobyrsiure

(X48) |
Referenz 18.2 - -

Kommentar: (vgl. 2.5.4. B.)

Die hier verwendete Sdule (nur 25 ¢m), wies gegeniiber der in 2, 5, 4. B, verwen-
deten Siule (1. 5 m) eine sehr viel bessere Trennwirkung auf (anderes Packver-
fahren vgl. 2.1.). Die part. synth. Cobyrséiureprobe A und die auth. Cobyrsédure-
probe IV sind durch LC-Chromatographie nicht zu unterscheiden. Die theoret.
Bodenzahl und die Retentionszeiten des Mischchromatogrammes sind innerhalb der
Fehlergrenze mit den Daten der Einzelchromatogramme identisch.

Die untere Tabellenhilfte zeigt eindeutig, dass event. vorhandene neo-Cobyr-
sture (&4 -Konfiguration, 4 -Konfiguration an C-13) von der richtigen Cobyr-
sdure (mit X -Konfiguration) mittels LC abgetrennt werden konnte.
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Es wurde in keiner der untersuchten Cobyrsiureproben, insbesondere nicht in
der part. synth. Probe A, irgendwelche Neo-Anteile festgestellt.

Dies ist ein gutes Kriterium fiir die stets noch intakte (X o< -Konfiguration
der part. synth. Cobyrséure. Die Reaktionssequenz: f-Amid (24) — Cobyr-~
stiure (29) gestattet demnach die Synthese von Cobyrséure, ohne die Konfigura-
tion der gegeniiber Epimerisierung potentiell labilen Chromophorzentren C-3,
C-8 und C-13 anzutasten.

I 1 '
MIN. 35 30 35 30 35 30 s 30
PART. SYNTH. _ AUTH, UMKRIST, AUTH. EX FRIEDRICH 1:1-GEMISCH
Abb. 85A Abb. 85B Abb.| 85C Abb. 85D

—

NEO(%8)

MIN, 40 30 ‘ﬁ
30

Abb, 85E Abb. 85F
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C) UV-Spektren (alle Cary-14)

Abb. 86 0. 300 mg };art. synth. #-Aquo- & -cyano-cobyrsiure
(Aquo-cyano-Form) {Probe AV) in 10 ml Wasser.

526/7260 max, 514/6960 min, 495/7720 max, 462/5800 sh,
423/2640 min, 404/4230 max, 395/3900 min, 386/4140 max,
354/24400 max, 325/9630 min, 320/9760 max, 304/7810 sh,

293/6930 min, 274/10090 max, 266/9300 min, nm, J*: X

= 3. 36.

Abb. 87 0. 302 mg auth. 4-Aquo- & -cyano -cobyrséure (Probe IV)
(Aquo-cyano-Form) 1n 10 ml Wasser.

526/7440 max, 514/7220 min, 495/7960 max, 462,/6050 sh,
423/2850 min, 404/4470 max, 395/4040 min, 386/4370 max,
354/25160 max, 325/10000 min, 320/10100 max, 303/8000 sh,
292/7050 min, 274/10250 max, 266,/9550 min, nm, }*:

= 3.37

Abb. 88

0. 300 mg part. synth, -Aquo-o{ -cyano-cobyrsiure (obi e
(Dicyano-Form)

Probe AV) in 10 ml Wasser. Ein aliquoter Teil dieser
Losung versetzte man mit KCN (totale Konz. an KCN: 0, 05%).
578/9200 max, 557/6840 min, 539/8040 max, 503/4970 sh,
439/1300 min, 418/2150 max, 367/28500 max 350/13500 sh,
328/4450 min, 312/9050 max, 307/9000 max, 287/6020 min,
277/9500 max, 260/6080 min , nm, J°: A =38,10

Abb. 89 0. 302 mg auth, @ -Aquo- X -cyano-cobyrsiure (obige Probe

(Dicyano-Form) IV) in 10 ml Wasser. Ein aliquoter Teil dieser Losung ver-
setzte man mit KCN (totale Konz. an KCN: 0, 05 %).
578/9500 max, 557/7020 min, 539/8120 max, 503/5240 sh,
438/1360 min, 418/2140 max, 367/29000 max 350/13700 sh,
327/4530 min, 312/9260 max, 307/9050 max, 287/5930 min,
276/9470 max, 260/9180 min, nm. ¥ : &« =3.07

Kommentar: Auf Grund der UV-Spektren der Aquo-cyano-Formen ist nicht zu
unterscheiden, ob die Aquo-~cyano-cobyrsiure in der a~-Form oder der b-Form vor-
liegt. Die Absorptionen der a-Form liegen gegeniiber jenen der b-Form nur ca
1-1. 5 nm hypsochrom verschoben. Die Unterschiede sind am deutlichsten an den

3 Hauptmaxima, der -, ﬁ -und 4“-Bande erkennbar. Nachstehend sind die
von Friedrich [44] ermittelten Werte fiir die Hauptmaxima der beiden Aquo-cy-
ano-cobyrsiure-Formen reproduziert.

a-Form: 527/8420 max o, 495/9000 max /3, 353.5/28260 max 2°, nm.
b-Form: 528/8190 max <<, 496/8670 max A3, 355.0/27360 max J*, nm.

Es sind sowohl die UV/VIS-Spektren der part. synth. und auth. Cobyrsiureproben
in der Aquo-cyano-Form, als auch in der Dicyano-Form nicht voneinander unter-
scheidbar,

D) CD-Spektren

cp
Abb, 90

rt. synth, Cobyrsidure, Dicyano-Form der Probe AV.
in 0. 05 7% wissriger KCN-Losung, ¢ = 4. 61 x 10 -5 Mol/1
(bez. £ = 10200 in 0. 05 % KCN in HyO bei 578 nm. )
573/-2.9, 552/-0.9, 526/-3.0, 460/0. 0, 423/+13.8,
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414/+13.1, 395/+21.17, 372/0.0, 366/-7.1, 360/-4.3,
346/-10.5, 328/-5.8, 323/-17.0, 319/-6. 4, 306/-13.8,
285/-0. 5, 279/-1.0, 272/0.0, 250/-12.5.

CD auth. Cobyrsiure, Dicyano-Form der Probe IV. -5

Abb. 91 in 0. % wassriger KCN-Losung, ¢ = 4.61x 10
(bez. £ = 10200 in 0. 05 % KCN in H,O bei 578 nm.
573/-3.0, 552/-0.9, 525/-3.1, 459/0.0, 422/+13. 5,
414/+12. 5, 395/+21.0, 373/0.0, 366/-1.5, 359/-4.6,
346/410. 5, 328/-6.0, 323/-7.0, 318/-6. 2, 306/-14.0,
284/-0. 5, 279/-1.0, 272/-0. 2, 250/-11, 9. o
Nullinienschwankung in A € absolut ca 1.0 ",

Mol/1

Kommentar: Die CD-Spektren der part. synth. und auth. Cobyrsidureprobe (in der
Dicyano~Form aufgenommen) sind identisch. Im weiteren sind die CD-Spektren
praktisch identisch mit jenen des f -Amids (24) und f-Nitrils (vgl. H. Maag [12]
Seite 218 und 194), sowie auch mit jenem der f-Sdure 27).

Wie wir wissen, sind schon geringe Konfigurationséinderungen (z. B. Aenderung der
Konfiguration an nur einem der 3 gegeniiber Epimerisierung labilen Chromophor-
zentren C-3, C-8 und C-13) mit drastischen Aenderungen in den CD~Spektren ver-
punden (vgl. 2.3.3.4. und W. Fuhrer [13] , Seite 253).

Die sehr gute Uebereinstimmung der CD-Spektren der part. synth, Cobyrsdure (in
der Dicyano-Form) mit den CD-Spektren des £ -Amids (24), des f-Nitrils und der
f-Siure (27), sowie hauptsichlich mit der auth. Cobyrsiureprobe (in der Dicyano-
Form) bestitigt fiir das f-Amid (24), £-Nitril, die f-Sdure (27) und die Cobyrsiure
die XX X -Konfiguration bez. der 3 labilen Chromophorzentren C-3, C-8 und
C-13.

H

E) NMR-Spektren
T700-MHz %:ourier-Transform Spektren, aufgenommen auf Varian X1.-100 an der

Harvard-Universitidt *144,
Aufnahme der Aquo-cyano-Form: Beide Proben in je 0.4 ml D20 geldst und danach
) sofort registriert, um die ISOmerisierung der
Aquo-cyano-Form in Wasser moglichst klein zu
halten.
Aufnahme der Dicyano-Form : Zugabe von 2. 5 mg festem KCN/0. 4 ml D20 zu
den Losungen der obigen Aquo-cyano-Formen.
Infolge der unterschiedlichen Mengen mussten verschiedene Pulszahlen verwendet
werden.
Das Spektrometer wurde auf die Deuteriumresonanz von D50 gelockt. Es wurde
keine Referenz verwendet. Alle Spektren wurden mit identischem sweep off set
(45031. 6 Hz) registriert.
Zur Angabe der chem. Verschiebung in ppm wurden die Spektren der part. synth.
und auth. Aquo-cyano-Formen an Hand der beiden schwachen Signale bei 141 Hz
resp. 676 Hz (Computer-output) geeicht, Diese Signale sind der o -Aquo- /8 -cy-
ano-cobyrsiure zuzuordnen, welche durch Isomerisierung von ﬁ -Aquo- X -cyano-
cobyrsiure (a~-Form) wihrend der Aufnahme entstanden war. Diesen beiden Signalen
entsprechen die Signale bei 1,16 ppm (eine angulire Methylgruppe) resp. 6. 48 ppm
(H-C-10) im Spektrum der K -Aquo- ﬁ-cya,no-cobyrsﬁure (Abb. 84). Als Referenz
diente dort: 3-Trimethylsilyl-2, 2,3, 3-tetradeuteropropionsiure-Na-Salz (d =0
ppm) als interner Standard.
Zur Eichung der Spektren der in der Dicyano-Form aufgenommenen Cobyrséure-

proben bediente man sich der im Computer-output angegebenen Resonanzen bei




- 232 -

147. 3 Hz (bei héchstem Feld absorbierende Methylgruppe) und 616, 3 Hz
(H~C-10). Diese beiden Banden entsprechen den bei 1, 20 ppm (Methylgruppe bei
héchstem Feld) resp. 5.85 ppm (H-C-10) liegenden Resonanzsignalen, welche in
einem Vorversuchs-NMR (an der ETH aufgenommen) ermittelt wurden (vel.

2.5.4.).

Die Pfeile in den Abb, 92 und 93 zeigen auf die von -Aquo- /3 -cyano-cobyr~

sture (b-Form, durch Isomerisierung wiihrend der Auf

rithrenden Banden,

nahme entstanden) her-

Probe: /B -Aquo- X ~cyano-cobyrsiure
part. synth. Probe A auth, Probe IV
Menge cal.0mg cal.3 mg
Pulsdauer ( e sec) 40 40
Repetitionszeit (sec) 2 2
Pulszahl (K-Trans) 997 866
Computer- Computer-
output (Hz) ppm output (Hz) ppm
H-C-10 (b-Form) (Spur) 676 6. 48 676 ~——w 6.48
H-C-10 (a-Form) 668 6. 40 668 6. 40
Chromophor-
gebundene CHg (2) 268.1 2, 40 267.9 2. 40
angulire CHg (2) 198.9 1.1 198.17 1.7
" (1) 190.1 1. 62 189.9 1.62
" 1) 183.8 1. 56 183. 6 1. 56
" 2 160. 6 1.33 160, 4 1.32
Spur angulire
CH3 von b-Form 141 —~ 1,16 141 w-— 1,16
Abb, 92 Abb. 93
Probe: Dicyano-Form der obigen Aquo-cyano-cobyrséiur(-zprobem
part. synth. Probe A auth. Probe IV
Menge cal.0mg cal.3mg
Pulsdaver ( _«sec) 40 40
Repetitionszeit (sec) 2 2
Pulszahl (K-Trans) 1094 1311
Computer Computer
output (Hz) ppm output (Hz) ppm
H-C-10 616 ~— 5,85 616 -—w=—» 5,85
Chromophor - 259. 5 2.31 259. 5 2.31
gebundene CH3 253.9 2.25 253.9 2,25
anguliire CH3 1) 197.1 1. 68 197.1 1, 68
" (1) 182, 0 1,53 182.0 1. 53
v (1) 178. 6 1,51 178. 6 1.50
" (1) 171. 7 1,43 171.9 1. 43
" (1) 158. 6 1.30 158. 6 1. 30

" 1) 1475 -=~—= 1,20

Abb. 94

1473 —=—w 1,20

Abb. 95

* 144 Ich danke Herrn Dr. P. Balaram der Harvard-Gruppe fiir die Aufnahme

dieser NMR-Spektren.
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Kommentar: Die NMR-Spektren der auth. und part. synth. /3 -Aquo- « -cyano-
cobyrsaureproben stimmen bis auf einen nur schwach unterschiedlichen Gehalt von
K -Aquo- /3 -cyano-cobyrsiure (b-Form) (geschiitzt ca 5-10 %) sehr gut {iber-

ein. Die unterschiedliche Kontamination mit der b-Form kann darauf zuriickge-
fiihrt werden, dass die Spektren mit verschiedenen Pulszahlen und somit ver-
schiedener Aufnahmezeiten, welche einen unterschiedlichen Isomerisierungs-
grad der beiden Proben zur Folge hatten, aufgenommen worden sind.

Nach Zugabe von KCN, was die Bildung der Dicyano-Form zur Folge hat, wurde
die Ligandisomerie aufgehoben. Die entsprechenden NMR-Spektren zeigten danach
denn auch befriedigende Uebereinstimmung. Das NMR-Spektrum ist in diesem
Falle das beste Kriterium fiir den Identititsnachweis der beiden Proben.

F) IR-Spekiren

Die mit dem kristallinen Material der part. synth. und auth. ﬁ -Aquo- & -cyano-
cobyrsiure (Probe H und IV) aufgenommenen IR-Spektren waren von unter-
schiedlicher Intensitit und Bandenauflosung. Insbesondere betrug die Cyanid-
Absorption bei 2125-2130 cm -1 jm IR der auth. Probe IV ca 30 % gegeniiber

der gleichen Absorption eines IR-Spektrums der nicht umkristallisierten
Friedrich'schen Cobyrsiurevergleichsprobe (Abb. 99). Die Cyanidabsorption

der part. synth. Probe H betrug hingegen ca 80 % gegeniiber der gleichen Ab-
sorption der Vergleichsprobe. 1
Parallel zur Intensititsabnahme der Cyanid-Absorptionsbande bei 2125-2130 cm ~
nahm auch die Spektrenauflésung ab. Schultern oder nahe beieinander liegende
Banden in Spektren schlechter Bandenauflésung (immer Spektren geringer Cyanid-
absorption) verschmolzen zu verbreiterten, gemeinsamen Banden, Diese Er-
scheinung wurde schon friiher (vgl. Abb. 81-83) gemacht. Es gelang dort aller-
dings 2 identische Spektren zu erhalten.

Der Grund fiir das Auftreten dieser Intensititsunterschiede der Cyanidbande fiihr-
ten wir auf Cyanid-Verluste zuriick. Diese wurden moglicherweise durch in die
Kristallstruktur eingebaute Essigsiure (im Kristallisationslésungsmittel ent-
halten) beim Trocknen der Proben am HV katalysiert.

Die Frage, wonach solche Unterschiede durch Kristalldimorphie verursacht
werden, wurde nicht abgeklirt, da es nicht gelang ein geeignetes Losungsmittel
zur Aufnahme von L&sungs-IR-Spektren zu finden, Losungsspektren wiirden Unter-
schiede, verursacht durch Kristalldimorphie nicht aufzeigen. Diese Frage-
stellung ist insofern von Bedeutung, als bei der Kristallisation von f-Séure

(27) (vgl. 2.4.1.4.) dimorphe Kristalle erhalten worden waren.

Um den Einfluss der Essigsture bei der Kristallisation zu vermeiden, wurde das
ganze zur Charakterisierung verwendete part. synth. Material incl. der Mutter-
laugen HA, VA und A und das Material der Vorversuchkristallisation
VA-2 nochmals mittels LC gereinigt, anschliessend phenolextrahiert und hierauf
aus Wasser/Aceton (ohne Zusatz von Essigsiure) umkristallisiert.
Dabei ging man wie folgt vor:
Das Material der IR-Spektren (ca 1 mg ) und das Material der CD-, UV-und
NMR-Spektren wurde zur Entfernung des Kaliumbromids (IR-Spektrum) und
Kaliumcyanids (UV, CD und NMR-Spektrum) der Phenolextraktion unterworfen und
anschliessend getrennt vom Mutterlaugenmaterial HA, VA und A mittels LC-ge-
reinigt.
Bedingungen (AS, 25 cm Kol AS-2, 40-45 ml/h) (Abb. 96)

Injektionsmenge ca 300-400 y/ 10 M1 Laufmittelgemisch AS

und ca 2 ] zusiitzliches Wasser.
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Dabei zeigte sich folgendes Bild:
Simtliche Materialproben waren nur sehr
geringfiigig mit 4 schneller und einer
langsamer wandernden Verunreinigung
mit Ry = 19. 0, Rt =21.0, R; = 23,0,
Ry =24.4 und R, = 46. 0 Min. (total ca

2-3 % bez. der Hauptfraktion, spektros-
kopisch in der Dicyano-Form bestimmt)
verunreinigt.
Man sammelte die Hauptfraktionen (Rt =
34. 0 Min. ) aller Chromatogramme, ver-

einigte diese und reinigte danach mittels

der Phenolextraktion (zur Entfernung von
miteluiertem Kieselgel). Man erhielt ca c
6.2 Mol (spektroskopisch in der Di-
cyano-Form bestimmt) Cobyrsiure.
Diese Probe vereinigte man mif ca 1 mg MIN.
verbleibender kristalliner part. synth.

A3 -Aquo- { -cyano-cobyrsiure (Probe-
A) (LC-einheitlich auf Kol AS-2, vgl. Abb. 96
LC~Chromatographie unter 2, 5. 7.) und
bestimmte spektroskopisch 7.12 Mol
part. synth, Cobyrsidure. Dieses part. synth. Material wurde fiir die nach-
folgende Kristallisation verwendet.

Kristallisation von partial synthetischer Cobyrsiure als /3 -Aquo- X -cyano-cobyr-
sdure (a-Form) (Probe S) 7

Die nach obiger Reinigung erhaltenen 6. 2 ¢ Mol part. synth. Cobyrsiure wurden
mit ca 1 mg verbliebener kristalliner part. synth. Cobyrsiure-a vereinigt und

in 25 ml bidest. Wasser gelost. Zur Mengenbestimmung verdiinnte man 1 ml dieser
Losung mit bidest. Wasser auf 10 ml und spektroskopierte die Endlésung. Menge:
7.12 4cMol ( €& Wasser/0. 05 % HCN/ 578 = 10200).

Die beiden Ldsungen wurden danach vereinigt und mit 2 Tropfen 3% HCN in Wasser
vollstiindig in die Dicyano-Form iiberfiihrt. Danach gab man 10 Tropfen 0. 2 %
Essigsiure in Wasser zu und engte am RV bei ca 40-50° vollstéindig ein und
trocknete wihrend 30 Min. am HV bei RT. Dieses Prozedere bezweckt die Ueber-
fiihrung der Dicyano-Form in ein 1:1 Gemisch der beiden Aguo-cyano-Formen a
und b, sowie die Entfernung der zur Katalyse dieser Ueberfiihrung zugesetzten
Essigsiure. Nach dem Trocknen nahm man den nun rot-violetten Riickstand er-
neut in 20 ml bidest. Wasser auf und engte wiederum am RV vollstindig ein. Dabei
wurde die Losung unter Bildung der Aquo-cyano-Form orange-rot, Diesen Riick-
stand nahm man in wenig bidest. Wasser auf und transferierte die orange Lisung
quantitativ in Portionen von ca 100 .l durch einen Wattepfropf in einen ca 5 ml
fassenden Spitzkolben (ca 0. 4 ml bidest. Wasser wurden total benétigt). Das Was~
ser wurde sodann unter einem schwachen Argonstrom unter gelindem Erwirmen
(ca 400 im Wasserbad) vollstindig abgeblasen. (Dauer ca 40 Min. ). Hierauf trockne -
te man nochmals wihrend 15 Min. am HV bei RT.

Zur Kristallisation kiihlte man das K6lbchen im Eiswasserbad (OOC) und 16ste den
orangen Film in 350 1 bidest. Wasser. Diese stark orange Lésung versetzte
man bei 0° C langsam mittels einer Injektionsspritze (Aceton unter Ldsungs-
oberfliche zugeben, es darf keine bleibende Triibung auftreten) portionenweise mit
total 1, 4 ml Aceton. Danach impfte man mit nicht sichtbaren Spuren von kristalli-
ner part. synth. /3 -Aquo- o -cyano-cobyrsdure (part. synth. Probe A) an,
kratzte heftig mit einem diinnen Glasstab und liess unter Argon verschlossen bei
+3°C im Kiihlschrank kristallisieren. Nach ca 2 Tagen erschienen die ersten
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Kristalle als feine orange Nadeln zu Rosetten geordnet. Man liess wihrend 34
Tagen ohne weitere Acetonzugabe kristallisieren, wobei sich die iiberstehende
Mutteriauge deutlich aufhellte.

Danach entfernte man die iiberstehende Mutterlauge bei 0°c (Eiswasserbad) mittels
einer feinen Pipette, wusch die feinen Nadeln 2x mit je 2 ml Wasser/Aceton (1:3)
bei 0°C und 2x mit je 1 ml Aceton bei 0°C. Anschliessend trocknete man die feinen
orangen, zu Rosetten geordneten Nadeln wihrend 3h bei RT und 0, 001 Torr.

Die Mutterlauge enthielt, spektroskopisch in der Dicyano-Form bestimmt,

1.275 Mol Cobyrsidure.

Auf Grund einer DC-Analyse auf DC-Cellulose (analog wie unter 2. 5. 7. A.) lagen
die erhaltenen Kristalle als ﬁ -Aquo- K -cyano-cobyrsiure (a~Form) vor.

Ausbeute: (Kristallmenge durch Differenz der Menge vor Kristallisation und Mutter-
Taugenmenge bestimmt).

Kristalle : 5.845 Mol (82.1 %) ﬁ -Aquo- & -cyano-cobyrsdure (Probe-S)
Mutterlauge-S : 1.275 ¢ Mol (17.9 %)

Diese Probe-S diente ausschliesslich dem IR-spektroskopischen Vergleich mit einer
unter genau gleichen Bedingungen kristallisierten auth, /J’ ~Aquo- o{~cyano-cobyr-
siureprobe (Probe-VF) (vgl. unten).

Umkristallisation von authentischer 4 -Aquo- o -cyano-cobyrsiure (a~-Form)
(Probe-~VF)

7.12 Mol auth. 4 -Aquo- X -cyano-cobyrsiure (Friedrichprobe) wurde unter
genau gleichen Bedingungen spektroskopisch ausgemessen und kristallisiert, wie in
der vorangegangenen Vorschrift beschrieben worden war.
Dabei wurde mit nicht sichtbaren Spuren von auth. Friedrich'schen Cobyrsédure-a
angeimpft.
Die ersten Kristalle erschienen nach ca 1 Tag und waren ebenfalls als Nadeln zu
feinen Rosetten angeordnet.
Nach 34 Tagen wurde analog wie vorher beschrieben aufgearbeitet, wobei man
ebenfalls feine, etwas grossere,zu feinen Rosetten geordnete orange Nadeln erhielt.
Diese Kristalle wurden wihrend 3h bei RT und 0. 001 Torr getrocknet und deren
Anteil ebenfalls durch Subtraktion der Mutterlaugenmenge (spektroskopisch in der
Dicyano-Form bestimmt) von der Substanzmenge vor der Kristallisation bestimmt.
Die erhaltenen Kristalle lagen auf Grund einer DC-Analyse (analog wie
unter 2.5.7.A.) auf DC-Cellulose als /J’-Aquo- o -cyano-cobyrsiure (a-Form) vor.

Ausbeute:

Kristalle : 6.67 /aMol (93.8 %)
Mutterlauge: 0.45 «Mol ( 6.3 %)

Diese Probe-VF diente dem IR-spektroskopischen Vergleich mit der oben erhaltenen
Probe-S.

IR -Spektren

R 1. 0 mg part. synth. /4 -Aquo- A -cyano-cobyrsiure (Probe S)
Abb. 97 in 300 mg KBr. M
3420s, 3320s, %3005,3200s: Spitzen der breiten Absorption von
3600-2300 cm~! der Assoziationsschwingungen der priméiren
Amidgruppen (6) und der Carboxylgruppe (1).
2970m, 2950m : C-H stretch,
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2130m: Absorption des axial an das Kobaltatom koordinierten
Cyanids.

1660s breit, 1610s, 1580s : Amid I und Amid II Banden sowie
Bande fiir die Carboxylatgruppe, II‘SOOS Chromophor,

1395m, 1385m : Carboxylat, cm =,

IR 1. 0 mg auth. -Aquo- & -cyano-cobyrsiiure (Probe VF)
Abb. 98 in 300 mg KBr,
3420s, 3320s, 3300 , 3200s : Spitzen der breiten Absorption

von 3600-2300 ¢cm ~* der Assoziatenschwingungen der primiren
Amidgruppen (6) und der Carboxylgruppe (1).

2970m, 2950m : C-H stretch,

2130m:Absorption des axial an das Kobaltatom koordinierten
Cyanids. Die Intensitiit dieser Bande ist etwas geringer als bei
der part. synth. Probe-S.

1660s breit, 1610s, 1580s : Amid I und Amid II Banden sowie
Bande fiir die Carboxylatgruppe, 1500s Chromophor.
1400-1382 breit m : Carboxylat, cm -1,

Die Bandenauflésung in diesem Spektrum ist etwas geringer
als jene der obigen part. synth. Probe-S.

1. 0 mg auth, -Aquo- £ -cyano-cobyrsture (Friedrichprobe
b, 99 nicht durch uns umkristallisiert.

s, s, 8, 8, 2970m, 2950m, 2130m (deutlich
intensiver als in beiden obigen Proben : Co-CN, 16?05 breit,
1615s, 1584s, 1560sh, 1502s, 1400m, 1385m cm -1,
Dies ist im Vergleich zu allen aufgenommenen Spektren jenes
mit der besten Bandenauflésung und mit der intensivsten Cyanid-
absorptionsbande.

ol

Kommentar:
{(vgl. auch die Bemerkungen zu Beginn dieses IR-Kapitels und die frither ge-
machten Bemerkungen betreffend die IR-Spektren von Cobyrséiure unter 2. 5. 4. )
Die hier reproduzierten Spekiren der part. synth. und auth. ﬁ -Aquo-
-X -cyano-cobyrsiure (a-Form) zeigen gute Uebereinstimmung und sind nur hin-
sichtlich der Bandenauflésung (bei der auth. Probe VF etwas schlechter gegeniiber
der part. synth. Probe S) schwach unterschiedlich. Zahl und Lage aller Absorptions-
banden dieser beiden Proben stimmen exakt iiberein. Es zeigte sich, dass die
Kristallisation von Cobyrsiure aus Wasser/Aceton im Gegensatz zur Kristalli-
sation aus 0.1 m Essigsiure/Aceton fur die IR3pektroskopie in KBr
(Festkorperspektren) besser geeignete Kristallisate lieferte. Der Grund dafiir
ist wahrscheinlich in der Abwesenheit von Essigsiure bei der Kristallisation zu
suchen. Essigsiiure katalysiert vermutlich, eingebaut in das Kristallgitter, die
Abspaltung von HCN in nicht reproduzierbarer und unkontrollierbarer Weise beim
Trocknen der kristallinen Proben am HV. Um auch einen eventuellen Verlust von
HCN beim Trocknen bei erhdhter Temperatur zu vermeiden (alle friilheren Proben
wurden iiber P,y0;5 bei 50-60°C getrocknet) wurden die obigen beiden Proben nur
kurz bei RT ohne P9Or am guten HV getrocknet. Wie sehr die Qualitit eines IR~
Spektrums von krist.” Cobyrsiure in KBr von der Kristallisationsvorgeschichte ab-
héingt, zeigt der Vergleich der IR-Spektren der Proben S und VF, sowie die IR~
Spektren unter 2. 5. 4. mit dem IR-Spektrum der nicht von uns umkristallisierten
Friedrich'schen Cobyrsiureprobe. (Abb. 99).
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Gegeniiberstellung der Bandenlagen und relat. Intensitéten der IR-Spektren der

part. synth, Cobyrsdureprobe-S und auth, Cobyrsiureprobe VF.

part. synth. Probe S auth. Probe VF
3420s 1312w 3420s 1312w
3320s 1305sh 3320s 1305sh
ca 3290s 1288w ca 3300s 1290w
3200s 1275w 3200s 1275w
2970m 1235w 2970m 1235w
2550m 1220w 2950m 1220w
2130m ca 1210sh 2130m —
ca 1665s 1200w ca 1665s 1200w
1650s 1185w 1650s 1185w
ca 1620sh 1165m ca 1620sh 1165m
1610s 1150m 1610s 1150m
1580s ca 1135sh 1580s ca 1135sh
ca 1560sh 1112m ca 1560sh 1112m
1500s ca 1095sh 1500s ca 1095sh
ca 1470sh ca 1085sh ca 1470sh ca 1085sh
1448w 1040w 1448w 1042w
1430w 1012w 1015w
ca 1410sh 990w ca 1410sh 990w
1395m 975w ca  1400m 978w
1385m 945w ca 1385m 945w
1370sh 880w 1370sh 880w 1
1350sh 800w cm™! 1350sh 800w cm

Abb., 97 Abb. 98
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UV/VIS-Spektren

Abb. 86

87

Abb,
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CD-Spektren
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NMR-Spektren
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IR-Spektren
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Zusammenfassung

In einem ersten Teil wird ausgehend vom (+)-Keto-lactam-ester (1) die Synthese
eines optisch aktiven Ring-D Vorliufers ( (+)-Methyl-imin (12)) beschrieben,
Dieses wird fiir den Corrinchromophoraufbau nach der photochemischen AD-
Variante [13] bendtigt.

In einem zweiten Teil wird die oxidative Lactonisierung des 5, 15-bis-nor-Cobester-
c-dimethylamid-f-nitrils (22) zum 5, 15-bis-nor-Cobester-c-lacton-f-nitril (23),
welches zum Schutz der C-10-Vinylposition bei der nachfolgenden Alkylierung

[12] dient, beschrieben.

Der dritte und vierte Teil umfasst die partialsynthetische Ueberfiihrung von

f-Amid (24) in einer neuartigen "Amidhydrolyse" mit Hilfe von « ~Chloraldonitronen:
zur f-Siure (27) und deren partialsynthetische Ueberfiihrung in die /4 -Aquo- oX-
cyano-cobyrsiure (29-a)., Dieses partialsynthetische Endprodukt in der Synthese

des Vitamins B-12 wird mit aus Klirschlamm gewonnener auth. Aquo-cyano-
cobyrsiure (29) [54,55] sowohl in /3 -Aquo- X ~cyano- (29-a, a-Form), als

auch in der o -Aquo- ﬁ ~cyano-Form (29-b, b-Form) identifiziert,
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