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Abstract:
Thorsten Hartmann

Uberkritisches Kohlendioxid als Reaktionsmedium fiir die Naturstoffsynthese —
Die enantioselektive Hydrolyse von 3-Hydroxysaureester

Schlagworter: Uberkritisches Kohlendioxid; Enantioselektive Hydrolyse; Lipase
Bei der Entwicklung von neuartigen Losemitteln, insbesondere fir enzymatische Reaktionen,
traten Uberkritische Fluide in den letzten Jahren verstarkt in den Vordergrund des Interesses.
Uberkritisches Kohlendioxid (SCGO= supercritical C@) eignet sich besonders fiir
chemisch-technische bzw. biologische Anwendungen, da es preisgtinstig und weder brennbar
noch explosiv ist. Durch einfache Druckreduzierung a3t es sich leicht von Substraten oder
Produkten abtrennen, und seine niedrige kritische Temperatur von 31°C bei einem
Uberkritischem Druck von 73,8 bar macht es zu einem idealen Losemittel flr biokatalytische
Reaktionen. Uberkritisches Kohlendioxid zeigt neben auRergewdhnlichen Transport-
eigenschaften auch eine druckabhangige Dichte und somit ein unterschiedliches
Ldslichkeitsverhalten. Dadurch wird eine integrierte Substrat-Produkt-Trennung mdglich.
Im Rahmen dieser Arbeit wird eine Hochdruckanlage konstruiert, in der die enantioselektive
lipasekatalysierte Hydrolyse unterschiedlicher 3-Hydroxysaureethylester im Zwei-Phasen-
System Wasser/uberkritisches Kohlendioxid durchgefuhrt wird. Dabei ist ein Ziel, sich die
Loslichkeitsunterschiede des Substrats und der Produktsaure zunutze zu machen. Ein
Esterenantiomer wird durch das Enzym bevorzugt zur entsprechenden Saure hydrolysiert. Das
verbleibende Substratenantiomer verbleibt in der Kohlendioxidphase, wéhrend sich das
Produkt in der Wasserphase anreichert. Durch Druckreduktion erfolgt die Extraktion des
Esters, so dal ein integrierter Reaktions-Separations-Prozel3 mdglich wird.
Als Beispielsubstrate werden 3-Hydroxy-4-pentensaureethylester (Sub (1)) und 3-Hydroxy-5-
phenyl-4-pentensaureethylester (Sub (2)), beide Vorstufen pharmakologisch interessanter
Naturstoffe, eingesetzt. Die Katalyse soll in Bezug auf Enantioselektivitat,
Enantiomerentberschisse, Umsatz und Reaktionszeit optimiert werden. Fur Sub (1) zeigen
sich moderate Enantiomereniiberschiisse mit einer Lipas€haamobacterium viscosym
wéahrend hohe Enantioslektivitaten fur Sub (2) mit einer LipasePaesdomonas cepacia
erzielt werden.
Der Enantiomerenbestimmung erfolgt off-line mit Hilfe der chiralen Gaschromatographie,
wahrend zur on-line Verfolgung des Reaktionsablaufes die 2D-Fluoreszenzspektroskopie

etabliert wird.



Abstract:
Thorsten Hartmann

Supercritical Carbon Dioxide as reaction medium for Synthesis of natural compounds —
the enantioselective Hydrolysis of 3-Hydroxyacidesters

Key words: Supercritical Carbon dioxide; Enantioselective hydrolysis; Lipase
In the last few years the interest in supercritical fluids, espacially supercritical carbon dioxide
(SCCQ) as new reaction medium for enzymatic reactions has increasgds @W-priced,
neither combustible nor explosive and therefore suitable for chemical-technical respectively
biological applications. By decreasing pressure substrates or products will be completly
removed from the CO With a critical temperature of 31°C and a critical pressure of 73,8 bar,
it is an ideal solvent for biocatalytic reactions. In addition to it's exceptional transport
properties carbon dioxide shows a pressure-depending density and solubility behavior,
therefore an integrated Substrate-Product-Separation will be possible.
Within the scope of this work a new experimental High-Pressure-Unit will be constructed, in
which the enantioselective enzymatic Hydrolysis of different 3-Hydroxyacidethylesters in a
biphasic Buffer/SCC@Systems takes place. One objective is to take advantage of the
solubilty differences of the substrate and the produced acid. One Esterenantiomer is prefered
hydrolyzed, the other remains in the supercritical phase. Against that the produced
acidenantiomer is concentrated in the bufferphase. From decreasing the pressure follows an
extraction process of the remainig substrateenantiomer, in consequence it will be possible to
combine a enzymatic reaction with a separation step.
For example the compounds 3-Hydroxy-4-pentenoicacidethylester (Sub (1)) and 3-Hydroxy-
5-phenyl-4-pentenoicacidethylester (Sub (2)), both Precursor of biological interesting natural
substances, will be used. The catalysis should be optimized in relation to enantioselectivity,
enantiomeric excess, conversion and rection time.
For Sub (1) a lipase aZhromobacterium viscosushows moderate enantiomeric excesses,
while high enantioselctivity is achieved for Sub (2) with a lipase fPfseudomonas cepacia
The detection of the enantiomers is followed by off-line analysis with help of the chiral
gaschromatography while an on-line observation is established by 2D-Fluorescence-

spectroscopy.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Biotechnologie ist eine der altesten Wissenschaften der Welt. Die ersten
Géarungsprozesse, die vor etwa 6000 Jahren durchgefuhrt wurden, beruhten auf mikrobiellen
Vorgangen [BMBF; 1995]. Ohne dal? die Menschen es wuldten, entwickelten sie immer
weitere biotechnologische Verfahren und wendeten sie an. So wurden Hefen fur die
Sauerteigherstellung genutzt oder mit Hilfe von Lactobacillen Milch zu Kase, Kefir oder
Joghurt weiterverarbeitet. Der grof3e Durchbruch, um biotechnologische Prozesse zu
verstehen, gelang schliel3lich Louis Pasteur und Sir Alexander Fleming. Gegenwartig erfahrt
die Biotechnologie einen grof3en Aufschwung, selbst klassische Wissenschaftsbereiche wie
die Physik, Fertigungstechnik und natdrlich auch die Chemie setzen verstarkt auf
biotechnologische Verfahren. Schatzungsweise wird sich das US-Marktvolumen im Jahr 2000
auf 150 Milliarden US-Dollar belaufen (1995 waren es 50 Milliarden) [BMBF; 1995]. Auch

in Deutschland wird mit einem groRen Wachstum gerechnet. Die Biotechnologie, so hoffen
die Wirtschaftszweige, soll den immer hoéher werdenden Reinheits- und Umwelt-
anforderungen, die an die Produkte gestellt werden, gerecht werden. Den grof3en Bereich, in
den die Biotechnologie bereits Einzug gehalten hat, und der stdndig erweitert werden soll,
verdeutlicht Abbildung 1.1.

Informations- und Humanmedizin

Kommunikm‘_ions‘rechnik 7%

Landwirtschaft

Rohstoffproduktion Erndhrung

Abb. 1.1: Anwendungsgebiete der modernen Biotechnologie (nach [BMBF; 1995])
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In der Grol3chemie, so das Bundesministerium fur Bildung, Wissenschaft, Forschung und
Technologie (BMBF), wird es allerdings noch einige Zeit dauern, bis mit Hilfe der
Biotechnologie oder Gentechnik signifikante Durchbriche (z. B. Vollsynthese von
Chemikalien mit Hilfe von Mikroorganismen oder Enzymen) erzielt werden. Alleine die
steigende Anwendung von Enzympraparationen sei hier zu nennen (Waschmittel- und
Textilindustrie). So werden Waschmitteln Amylasen, Proteasen und Lipasen zur Entfernung
von Polysaccharid-, Protein- und Fettverschmutzungen zugesetzt [Bornscheuer; 1999]. Der
rapide Anstieg der technischen Mdglichkeiten (z. B. Bau grofRerer Fermenter) fihrte bei der
Produktion von Enzymen zu immer niedrigeren Herstellungskosten, so dal sich ihr Einsatz in
der Waschmittelindustrie rentiert, obwohl die Biokatalysatoren nicht zuriickgewonnen werden
kénnen. Weitere industrielle Anwendungen finden sich in [Bornscheuer; 1999]. Beispielhaft
sollen zwei Produktionsmodelle vorgestellt werden. 1996 kommerzialisierte die BASF AG
die Darstellung optisch reiner Amine durch stereospezifische Acylierung der Racemate mit
immobilisierter Lipase in einem Festbettreaktor [Balkenhohl; 198Zpucin und andere
Aminosauren werden bei der Degussa AG durch reduktive Aminierung-¥@tosauren mit
Alkoholdehydrogenasen in einem Enzymmembranreaktor dargestellt [Drauz und Waldmann;
1995].

Einen wesentlich groReren Einflul3 haben biotechnologisch oder gentechnisch gewonnene
Enzyme in der bereits genannten Pharma- und auch in der Lebensmittelindustrie. Diese
Biokatalysatoren sind fahig, bestimmte Reaktionen unter milden Konditionen zu katalysieren.
Durch geeignete, frei zu wahlende Reaktionsbedingungen wie Substrat- oder
Losemittelvariationen, konnen chemische Umsetzungen direkt beeinflu3t und sogar in
bestimmte Produktrichtungen gelenkt werden. Ein weiterer Vorteil von Enzymen ist, dal3 sie
wenig bis keine Nebenprodukte oder schadliche Substanzen produzieren und somit keine
Abfallstoffe anfallen. Diese Punkte machen sie fir die Arzneimittelentwicklung interessant,
so dalR die Tendenz bei der Synthese von Medikamenten immer mehr von der klassischen
Chemie in Richtung Enzymtechnik abweicht. Einige dieser katalytisch aktiven Proteine wie
Lipasen sind sowohl in Wasser als auch in einer Vielzahl von organischen Losemitteln aktiv.
Daher werden Enzyme auch immer wichtiger in der organischen Synthesechemie. Eine
Ubersicht findet sich in [Scheper; 1999]. Zu nennen ist hier auch der verstarkte Einsatz der
Biokatalysatoren im Bereich der Naturstoffsynthese. In der vorliegenden und zahlreichen
weiteren Arbeiten werden verschiedene 3-Hydroxycarbonsdureester mit Lipasen oder
Esterasen hydrolysiert, umgeestert oder acyliert ([Bornscheuer; 1993 und 1999], [Capewell;
1994], [Herar; 1995], [Pahl; 1998]). Diese meist racemisch synthetisierten Hydroxyester sind
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geeignete Bausteine zur Darstellung verschiedenster Naturstoffe und Pharmaka. Abbildung

1.2 zeigt sowohl einige Hydroxyester als auch die daraus gewonnenen Produkte.

OH O OH
WJ\OEI .....
NS
— /\-' A A A
on v OH
H NS NS
Ratjadon
OCH;
H,CO

OH O | OCH,
: —> X
X OFt
o)

Oudemansin

@Ao OH O
Wo& Epothilon A

Abb. 1.2: 3-Hydroxyester als Vorstufen von Pharmaka und Naturstoffen ([Vol3; 1990], [Winsche; 1992], [Pahl;
1998])

Ratjadon zeigt neben antifungaler auch antibiotische Wirkung. Da es strukturell mit
Leptomycin verwandt ist, welches Carrierprozesse in den Zellkern blockiert, wird es auf
antiinflammatorische und cytotoxische Wirkungen untersucht [Schunaheal; 1995].
Epothilon A zeigt Anti-Tumor-Eigenschaften, da es die Mikrotubuli der Zellen stabilisiert. Es
ist im Wirkmechanismus mit dem TaXolergleichbar. Epothilon A zeigt aber einige
Vorteile, z. B. ist dessen Ldslichkeit und daher auch die Bioverfuigbarkeit wesentlich besser.
Weiterhin ist es bis zu 5000fach aktiver gegen mehrfach resistente Zellinien [Pahl; 1998].
Epothilon A wird aus Myxobakterien der GattuBgrangium cellulosurand Taxof aus dem
Rohextrakt der Rinde der pazifischen Eibe isoliert. Aufgrund dieser Rohstofflimitierung und
gleichzeitigem umwelttechnischen Aspekt ist eine weitgehend chemische bzw. enzymatische
Synthese von grof3em Interesse.

Die Oudemansine sind gegen pflanzenpathogene Pilze wirksam. Dem organischen
Synthesechemiker dienen sie als Leitstrukturen in der Pflanzenschutzforschung. Dabei wird
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die mitochondriale Ubihydrochinon-Cytochrom C Oxidoreduktase, ein Enzym in der
Atmungskette von Pilzen, spezifisch gehemmt. Bei der in Abb. 1.2 gezeigten Verbindung
handelt es sich um das Oudemansin A. In der Natur treten die Substanzen als Metabolite
bestimmter Basidiomyceten auf [ROmpp; 1995].

Allgemein sind 3-Hydroxysauren bzw. deren Ester nitzliche Vorstufen fir die Synthese
sogenanntef3-Blocker. Sie zeigen eine strukturelle Verwandtschaft zu den kdrpereigenen
Katecholaminen wie Adrenalin oder Noradrenalin bzw. deren pharmakologischen
Antagonisten, def-Sympathomimetika. Bei diesen Verbindungen handelt es sich durchweg
um Amine, welche in3-Position die Hydroxy-Gruppe aufweisen. In Abbildung 1.3 sind
einige Substanzen skizziert. Bei den Antagonisterfemdrenergen Rezeptore-Blocker)

wie Propranolol handelt es sich um reversibel und kompetetiv wirkende Pharmaka. Unter
therapeutischen Bedingungen werden ausschliel3lich Pedelrenergen Wirkungen des

Noradrenalins aufgehoben [Foghal; 1996].

OH

(I:HN OH (|:HN OH s
CH,—NH, CH,—NH—CHs

OH
OH OH
CHa
O O~ CH—CH— CHy—NH—CH
' B )

Noradrenalin Adrenalin Propranolol

Abb. 1.3: Kdrpereigene und pharmakologische Substanzen, die den 3-Hydroxyestern ahnlich sind

3-Hydroxysaureester zeigen ein breites Anwendungspotential. In der Pharmakologie bzw. im
Stoffwechsel sind gewtnschte und unerwiinschte Wirkung stark von dem entsprechenden
Enantiomer der Substanz abh&ngig. Es ist also zwingend notwendig, die Medikamente
enantiomerenrein darzustellen. Chemisch ist dies jahrelang nur schwer und unter unrentablem
Aufwand durchzufihren gewesen. Alternativ sei hier erneut auf einen Einsatz von
enantioselektiven substrat- und regiospezifischen Enzyme verwiesen. Lipasen und Esterasen
sind in der Lage, jeweils nur ein Enantiomer der 3-Hydroxycarbonséuren bzw. deren Ester
umzusetzen. Wenn diese Reaktion noch auf ein Reaktionsmedium tbertragen werden kénnte,
welches aufgrund seiner physiologischen Unbedenklichkeit in der Lebensmittel- und Pharma-
industrie eingesetzt werden kann, wirden zusatzlich umwelt- und gesundheitstechnische

Aspekte mit bertucksichtigt. Eine mogliche Reaktionsphase ist Uberkritisches Kohlendioxid.
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Es z&ahlt im Gegensatz zu den meisten konventionellen organischen Ldsemitteln zu den
naturlichen Medien und ist weder brennbar noch gesundheitsschadlich. Kohlendioxid wird
haufig in Polaritdt und Solvatationskraft mit Hexan verglichen. Geléste Substanzen lassen
sich durch Druckreduzierung leicht von unléslichen Reaktionspartnern abtrennen und liegen
nach volistandiger Dekompression rickstandsfrei vor. Es ist also moglich, mit Hilfe von
Uberkritischem Kohlendioxid eine Extraktion mit einer enzymatischen Transformation und
anschlielBender Separation in einem Prozel3 zu kombinieren. So kann die unterschiedliche
Loslichkeit eines Substrats vor und nach der Transformation in den jeweiligen Phasen eines
Zweiphasensystems wie z.B. Wasser/Uberkritisches Kohlendioxid fir eine Substrat-

/Produkttrennung genutzt werden.
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2 Zielsetzung

In dieser Arbeit wird die enantioselektive enzymatische Hydrolyse verschiedener 3-Hydroxy-
saureester in einem Zweiphasensystem Wasser/Hexan bzw. Wasser/Uberkritisches Kohlen-
dioxid untersucht. Neben einer Esterase werden mehrere Lipasen eingesetzt, dabei soll das
Enzym gefunden werden, welches das entsprechende Substrat in bezug auf Substrat- und
Produktenantiomerenuberschuld, Umsatz, Reaktionszeit und Enantioselektivitdt optimal

umsetzt. Abbildung 2.1 zeigt das allgemeine Reaktionsschema.

Enzym

H.0 H
AN > . PP
R OR R OH R OR
R

n-Hexan bzwSCCQ
Racemat - EtOH S

Abb. 2.1: Reaktionsschema der enzymatischen Hydrolyse von 3-Hydroxysaureestern

Eine anschlielende Enantiomerenseparation soll durch die unterschiedlichen Ldslichkeiten
der ,Produkte” in den einzelnen Phasen ausgenutzt werden. Die sich bildende S&ure wird in
der Wasserphase durch Deprotonierung loslich, wahrend sich das verbleibende, nicht
umgesetzte Esterenantiomer bevorzugt in der organischen Phase anreichert. Die Trennung
beider Phasen voneinander und somit auch die der Enantiomere ist im Fall des tberkritischen
Kohlendioxids (supercritical carbon dioxide = SC®esonders leicht, da durch Druck-
reduktion Kohlendioxid wieder gasformig wird und geléste Substanzen aul3erhalb des
eigentlichen Reaktionsraumes aufgefangen werden kénnen.

Zunachst wird ein geeignetes Substrat gewahlt. Es muld eine hohe Loslichkeit in Hexan bzw.
SCCQ aufweisen, wahrend die korrespondierende S&ure mdglichst ein entgegengesetztes
Loseverhalten zeigen sollte. Fir diesen Ester wird ein Enzymscreening durchgefihrt, um
einen Biokatalysator zu finden, der das Substrat mit einer hohen Enantioselektivitdt umsetzt.
Fir alle beteiligten Reaktionspartner sind die Verteilungskoeffiziemterm jeweiligen
Zweiphasensystem zu bestimmen. Ebenso wird eine Analytik fur diese Komponenten
etabliert.

Fir das gewahlte Enzym werden in weiteren Untersuchungen Aktivitatsprofile in
Abhangigkeit des pH-Werts und der Temperatur bestimmt. Neben der Charakterisierung der
kinetischen Parameter wieyKund Vnax sollen auch die thermodynamischen Grol3en wie
Verteilungskoeffizient oder Selektivitat in Abhangigkeit von der Temperatur oder dem Druck
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bestimmt werden. Der eigentliche Reaktionsprozel3 wird zum Abschluf® optimiert, d. h. daf3
durch Variation der Substrat- und Enzymmenge Enantioselektivitat und Umsatz gesteigert
werden sollen.

Fir die Umsetzungen in Uberkritischem Kohlendioxid soll eine on-line Analytik entwickelt
werden, um den Prozel3 ,in-time* verfolgen und eventuell auftretende Probleme in der
Reaktionsflihrung sofort erkennen zu kdénnen.

Das entwickelte System soll daraufhin mit weiteren 3-Hydroxyséureestern auf seine

Funktionalitdt untersucht werden.
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3 Theorie

3.1 Enzyme

In dieser Arbeit werden ausschlie3lich Hydrolasen verwendet. Im folgenden soll daher neben
den kinetischen Aspekten nur auf die verwendeten Lipasen und Esterasen eingegangen
werden. Fir einen weiterfiihrenden Uberblick (iber Enzyme allgemein, die ,Ein-Substrat-
Kinetik, Immobilisierungsmethoden und Hemmphanomenen sei auf die Fachliteratur
verwiesen [Stryer; 1996].

Enzyme sind in der Regel Proteine, doch wurden neuerdings auch katalytisch aktive RNA-
Moleklle entdeckt. Die Enzyme selbst bringen die Substrate in optimale Orientierung
zueinander, so daf} die Voraussetzungen fur ein leichteres Brechen und Knipfen von
chemischen Bindungen geschaffen sind. Aufgrund des dreidimensionalen, komplexen
Netzwerks aus Aminoséuren entsteht die eigentliche Reaktionsfahigkeit eines Biomolekuls,
da sich die Eigenschaften der Seitenketten, bedingt durch ihre raumliche Nahe zueinander,
verandern [Albertet al, 1995]. Im Chymotrypsin bewirkt die Asparaginsaure-Seitenkette,
dafd das benachbarte Histidin ein Proton vom Serin-Rest 195 anlagert (Abbildung 3.1) und im
folgenden in der Lage ist, z.B. eine Peptidbindung zu hydrolysieren. Haufig wird dieses
,Drei-Aminosauren-System*“ auch als katalytische Triade oder Troika bezeichnet.

'I' Ser 195
.Cs Umlagerung
N >

mmnn H —Q—CH,

Abb. 3.1: Die Aktivierung von Serin in Chymotrypsin (nach [Albettsl; 1995])

Die Oberflache eines jeden Proteinmolekils zeigt durch die Exponierung spezifischer
Seitenketten und deren Ausrichtung zueinander ihre ganz eigentimliche Reaktionsfahigkeit.
Dadurch erklaren sich auch die hohen Spezifitaten und Selektivitdten der Biokatalysatoren
wie Reaktions- und Substratspezifitdtt sowie Chemo-, Regio-, Diastereo- und
Enantioselektivitat.

Als aktives Zentrum wird der Bereich des Enzyms bezeichnet, an den das Substrat bindet.

Verschiedene Aminoséurereste KatalytischeGruppg nehmen dort direkt an der Trennung
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und Neuknlpfung der Bindungen teil (vgl. Abb. 3.1). Die Bindungskrafte zwischen Substrat
und Enzym und auch zwischen Produkt und Enzym sind sehr gering, es wirken nur
elektrostatische Bindungen, Wasserstoffbriicken und van-der-Waals-Krafte. Der gerichtete
Charakter der Wasserstoffbindungen zwischen Enzym und Substrat bewirkt oft die hohe
Spezifitat. Im Ubergangszustand kann es aber auch zur Ausbildung kovalenter Bindungen
kommen, insbesondere bei ,Zwei-Substrat-Reaktionen®.

Die zu katalysierende Reaktion selbst wird beschleunigt, indem das Enzym ausgew&hlte
energiereiche Ubergangszustande, die sowohl die Aktivierungsenergie als auch die
Reaktionsgeschwindigkeit bestimmen, energetisch herabsetzt. Dabei wird am Ort der
Katalyse die Substratkonzentration erhdht, es kommt zu einer Ausrichtung der Atome und die
Substratmolekile erfahren eine temporar verdnderte Geometrie und Elektronenverteilung
[Alberts et al; 1995]. Daraus folgt eine erhthte Affinitdt des Enzyms zum Substrat, welche
die Energieerniedrigung zur Folge hat. Zu betonen ist aber, dal3 ein Enzym die Raaktion
energetisch beglnstigt, die Unterschiede zwischen den Freien Energien der Substrate und
Produkte andern sich demnach nicht.

Die katalytische Aktivitdt der Enzyme kann vielfaltig gehemmt werden, z. B. Uber die
Feedbackhemmung einer Enzymkaskade. Als Beispiel laf3t sich hier die Biosynthese von
Isoleucin anfuhren. Bei diesem Stoffwechselkontrollprinzip wird das Enzym der
Schrittmacherreaktion (Threonin-Desaminase) durch Isoleucin allosterisch gehemmt.

Eine reversible Enzymhemmung ist oft die Ursache fir das Wirken von Pharmaka oder
toxischen Substanzen. Die Hemmungsphadnomene kénnen allerdings auch irreversibel sein, so
dald das Enzym erst neu produziert werden muf3 (Vergiftung mit Nervengasen wie Sarin,
dabei wird die Acetylcholinesterase gehemmt).

3.2 Enzymkinetik

1913 entwickelten Leonor Michaelis und Maud Menten ein Modell zur Beschreibung der

kinetischen Eigenschaften von Enzymen, das folgenden Reaktionsweg zugrunde legt:

E+S=— ES— BEZ— E+P

Dieses Modell geht von vereinfachten Bedingungen wie z.B. einer Ein-Substrat-Reaktion

oder einer konstanten Enzymkonzentration aus. Weiterhin wird kein Enzym-Produkt-
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Komplex gebildet, sondern es erfolgt eine sofortige irreversible Dissoziation in Enzym und
Produkt, was auch auf jeden Fall zu Beginn der Katalyse zutrifft. Die Konzentration des
Enzym-Substrat-Komplexes ES wird als konstant angenomsteady stafe Gleichung 3.1

gibt dieMichaelis-Menten-Gleichungieder:

[S]

V=V, . [S1+K., (3.1)

Vmax = Maximale Geschwindigkeit

Km = Michaelis-Menten-Konstante

3.2.1 Zwei-Substrat-Reaktionen

Enzymatische Reaktionen folgen in den wenigsten Fallen einer Ein-Substrat-Reaktion, viel
haufiger treten Mechanismen auf, bei denen zwei Edukte umgesetzt werden pArdérs
1982]:

E
A+B P+Q
A = Substrat A P = Produkt P E = Enzym
B = Substrat B Q = Produkt Q

Es werden dabei hauptséachlich drei Falle unterschieden:

(1) Der zufallige Bi-Bi-Mechanismus

Es lagern sich beide Substrate A und B in zufélliger Reihenfolge an das Enzym an, ebenso
erfolgt die Trennung der Produkte willkirlich. Es entsteht somit entweder der
Ubergangszustand E®der ES. Es kann aber ohne weitere Bindung des zweiten Substrats
an den entsprechenden Ubergangszustand kein Zerfall in ein Produkt stattfinden. Erst durch
die Anlagerung des fehlenden Edukts kommen die Substrate in eine raumliche Anordnung
zueinander, die eine Reaktion ermoglicht. Die folgende, von [Cleland; 1970] eingefuhrte
Darstellungsart (Abb. 3.2), verdeutlicht den Mechanismus. Die Pfeile geben lediglich den
Reaktionsweg wieder. Es handelt sich bei allen Schritten um reversible Teilreaktionen [Ahlers
et al; 1982]:
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EAB <= EPQ

B A Q P

Abb. 3.2: Der zuféllige Bi-Bi-Mechanismus

Die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion wird durch den Zerfall des [EAB]-Komplexes
bestimmt. Zur Herleitung des Geschwindigkeitsgesetzes werden erneut einige vereinfachende
Annahmen gemacht: Alle vorhandenen Enzymkomplexe befinden sgteauy state

d[EA] _ dEB] _ d[EAB] _,,
dt dt dt

Die Gesamtmenge an Enzym (Enzymerhaltungsgleichung) setzt sich additiv aus allen

(3.2)

beteiligten Enzymkomplexen und frei vorhandenem Enzym zusammen:

[E] =[E] +[EA] +|EB] +[EAB] (3.3)

gesamt
Fir das Geschwindigkeitsgesetz ergibt sich dann [Segel; 1975]:

vo_ [AI[B]
Voo KuKg +KG[A] + K, [B] +[A][B]

max

(3.4)

(2) Der geordnete Bi-Bi-Mechanismus

Dieser Mechanismus ahnelt der zufalligen ,Zwei-Substrat-Reaktion®. Allerdings ist die
Anlagerung eines Substrats jetzt in der Reihenfolge festgelegt. Erst muf3 die Bildung des
[EA]-Komplexes erfolgen, bevor B aufgrund einer durch A bewirkten Kon-

formationsdnderung des Enzyms binden kann.

E EA EAB <s EPQ EQ E
Abb. 3.3: Der geordnete Bi-Bi-Mechanismus
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Fur die Ableitung des Geschwindigkeitsgesetzes werden dieselben Betrachtungen wie fur den
zufalligen Bi-Bi-Mechanismus gemacht. Aufgrund der festgelegten Reaktionsreihenfolge der

Substrate ergibt sich ein einfacheres Gesetz [Segel; 1975]:

vo_ [AI[B]
Vew K, Ky +Kg[A] +[A][B]

max

(3.5)

Im Gegensatz zum zuféalligen Mechanismus kdnnen hier nur das Substrat A und das Produkt
Q mit dem freien Enzym reagieren, nicht B und P. Demnach wirken auch nur A und Q als
kompetetive Inhibitoren.

Die in dieser Arbeit untersuchte lipasekatalysierte Hydrolyse verschiedener 3-Hydroxyester
folgt einem Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus, der im folgenden genauer skizziert werden soll.

(3) Der Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus

In diesem besonderen Fall erfolgt die Bindung von A an das Enzym, welches unter
Eliminierung von P zu einer kovalent modifizierten Enzymfornrdagiert. Erst diese neue
Katalysatormodifikation ist fahig, das zweite Substrat B zu binden. Als letzter Schritt wird

das Produkt Q unter Rickbildung der freien Enzymform E abgespalten [&hkrs1982]:

E EA<s EP E E'B<= EQ E
Abb. 3.4: Der Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus

Fir die lipasekatalysierte Hydrolyse von 3-Hydroxyestern (vgl. Abb. 2.1) entspricht A dem
Ester, P dem Alkohol, B dem Wasser und Q der komplementéren Saure. Abbildung 3.5 zeigt
den genauen Reaktionsmechanismus, der im aktiven Zentrum unter Einwirkung der
katalytischen Triade (Kap. 3.1) durchlaufen wird. Zunéchst wird der Ester vom Serin unter
Ausbildung eines tetraedrischen Intermediated)(fukleophil angegriffen. Die Bildung des
Acyl-Enzym-Komplexes erfolgt unter Abspaltung des Alkohols. Von entscheidender
Bedeutung ist die Unterstutzung des Imidazolrestes des Histidins, der zunachst das
freiwerdende Proton des Serins abfangt. Es erfolgt der zweite nukleophile Angriff des
Wassers unter Ausbildung des zweiten tetraedrischen UbergangszusgandierTin die

Produktsaure und das freie Enzym zerféllt. Es ist zu erkennen, daf3 ein Protonentransfer vom
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Enzym auf den Alkohol und vom Wasser auf den Biokatalysator stattgefunden hat. Handelt es
sich bei dem angreifenden Nukleophil um Wasser, so findet eine Hydrolyse statt, ist es
dagegen ein Alkohol, so fuihrt die Katalyse zu einer Ver- bzw. Umesterung. Hervorzuheben
ist bei dem Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus, daR der Acyl-Enzym-Komplex (entsprechend E

erst wieder nach Beendigung der Reaktion, wenn das Biomolekul in seiner urspringlichen

Form vorliegt, als Enzym im eigentlichen Sinne wirken kann [Atdéed.; 1982].

Asp Ereie Li Asp
— reie Lipase — .
O_<o' 0= - HO_ R
H
He H. o)
N\ H 0 R NN\ _H O,
N o H H W </ o” H
HooN O OH N
- .
His Ser H\N \N\ Ala His Ser H\ \N Ala
\G'y/Gly N\Gly/\Gly
Td2
l . R/OWRI
O OH ‘ + H,0
_<Asp o Asp
fo = H R
SN H\‘Ff}o : - ROH o“””'""'H
N, 5 Qo - SN
— : H N Qi
NN ~" ° "
His Ser H \ | r H N
\ N Ala His Ser H \ |
N G \ N Ala
N e Iy N N
Gly \GIy/G'y
Tql Acyl-Enzym-Komplex

Abb. 3.5: Reaktionsmechanismus der lipasekatalysierten Hydrolyse eines 3-Hydroxyesters (nach [Kazlauskas
und Bornscheuer; 1998])

Fir das Geschwindigkeitsgesetz ergibt sich [Segel; 1975]:

vo_ [Al[B]
Voo KA[BI+K,[A] +[A][B]

max

(3.6)

Fiar ,Zwei-Substrat-Reaktionen* ergeben sich verschiedene Arten der graphischen
Auswertung [Kreye; 1997], [Ahlers; 1982] und [Bisswanger; 1979]. Allen Mechanismen ist
dabei gemeinsam, dal3 zur Bestimmung der kinetischen Parameter eine Substratkonzentration
konstant gehalten wird. Dies wird in der Regel durch die Zugabe des Edukts im Uberschul

realisiert und fur beide Substrate einzeln durchgefuhrt. Fiur den Ping-Pong-Bi-Bi-
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Mechanismus ergibt sich zum Beispiel aus Gl. (3.6) nach Erweiterun?;l\?itfolgender

Ausdruck:
LA (] 3.7)
V... KalB] +K, +[B]
YR
Wird [A] jetzt im UberschuR eingesetzt, so ggl[ﬁpt\[]ﬂgegen Null, woraus folgt:
v __I[B] (3.8)
Vmax KB +[B]

Gleichung (3.8) entspricht der Form nach der Michaelis-Menten-Gleichung (3.1), so dal3 bei
Vorhandensein einer UberschuRkomponente die Bestimmung der kinetischen Parameter auch
nach dieser vereinfachten Methode zulassig ist, wenn dabei keine Hemmung durch die

UberschuBkomponente auftritt.

3.3 Lipasen und Esterasen

Beide Enzyme zahlen zu der Klasse der Hydrolasen. Die Lipasen (systematischer Name:
Triacylglycerol-Acylhydrolasen, EC 3.1.1.3) finden sich in fast allen Organismen. Die
naturlichen Substrate wie Triglyceride und von ihnen abgeleitete Substanzen wie Mono- und
Diacylglyceride werden durch Lipasen und Esterasen zu hydrophileren Formen umgesetzt, die
vom Organismus besser verwertet werden. Die Lipasen benétigen dazu wie alle Hydrolasen
keine Coenzyme. Gerade die hohe Aktivitat an einer Ol-Wasser-Grenzfliche (= Grenz-
flachenaktivierungjnterfacial activatior) zeichnet die Lipasen aus, da sie im Gegensatz zu
anderen Hydrolasen auch langkettige, lipophile Fettsduren umsetzen.

Die bis heute zahlreich isolierten Lipasepraparationen, die fur die organische Synthese ein
aufwendiges Screening notwendig machen, zeichnen sich durch zahlreiche, strukturelle
Gemeinsamkeiten aus [Kreye; 1997]. [Olgs al; 1992] beschreiben fur elf Lipasen die
sogenannt@/pB-Hydrolasefaltung. Dabei wird ein Kern von parallefefaltblattern voro-

Helices umgeben. Ebenfalls gemeinsam ist allen Lipasen die bereits in Kap. 3.1 erwéhnte
katalytische Triade aus Serin, Histidin und Asparaginat- oder Glutamatrest [€yciér

1994].
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Die Grenzflachenaktivierung erklart sich durch eine bewegliche Oligopeptideintiays
o-Helices, die das aktive Zentrum in polarer Umgebung bedeckt. Unter Einwirkung apolarer
Medien bzw. Substrate richtet sich dieser ,Deckel” neu aus und gibt den Zugang zum aktiven
Zentrum frei ([Winkleret al; 1990], [Cycleret al; 1994], [Kazlauskas; 1994]).

Lipasen konnen also ihre Konformation in Abhangigkeit von der Umgebung &ndern. Das
macht sie neben ihrer Aktivitat in differenten organischen Losemitteln zu typischesed-

fit Enzymen mit einem breiten Substratspektrum [Koshland; 1994]. Hier liegt ein Hauptgrund
fur die hdufige Anwendung von Lipasen im Bereich der Biotransformation. Dabei lassen sich
drei Hauptgebiete ausmachen [Bornscheuer; 1999]:

> Modifikation von Fetten und Olen
> Acylierung/Deacylierung von Kohlenhydraten bzw. Schitzen/Entschitzen von Peptiden
> Synthese chiraler Verbindungen

Zahlreiche weitere Anwendungen von Lipasen in der organischen Synthese sind
veroffentlicht worden (fur Literaturliste siehe [Bornscheuer; 1999], S. 7).

Bei der Hydrolyse von 3-Hydroxyestern wird die Stereoselektivitdt des Biokatalysators
ausgenutzt. Diese ist immer abhangig vom eingesetzten Substrat und kann somit von Lipase
zu Lipase bei variierender Substratstruktur vollig unterschiedlich sein. Zur Vorhersage stellten
[Kazlauskaset al 1991] empirische Regeln fir sekundare Alkohole fiir Lipasen aus
Pseudomonas cepaciaind Candida rugosa auf. Die Grol3e der Substituenten ist
ausschlaggebend fir die Unterscheidung der Enantiomeren im aktiven Zentrum des Enzyms.
[Ahmed et al; 1994] verfeinerten das Modell basierend auf Rontgenstrukturanalysen noch
weiter. Demnach bildet das aktive Zentrum eine chirale Umgebung, in die die Enantiomere
mit unterschiedlichen Aktivierungsenergien binden kdnnen. Daraus folgt eine Kkinetische
Diskriminierung der Enantiomere [Kreye; 1997].

In dieser Arbeit werden Lipasen aus verschiedenen Stammen, insbesondere aber zwei
bakterielle (ausChromobacterium viscosumnd Pseudomonas cepagiaind eine tierische

(aus Schweinepankreas) verwendet. Ein tabellarischer Vergleich dieser Hydrolasen findet sich
im Anhang (Kap. 13.4).

Ein ausfihrlicher Ubersichtsartikel Uber Lipasen in bezug auf ihr Vorkommen, ihre
Charakterisierung und Aufreinigung, Struktur und Anwendung in der Technik und der
organischen Synthesechemie wurde von [Schmid und Verger; 1998] verfal3t.
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Der charakteristische Unterschied der Esterasen (systematischer Name: Carboxylester-
Hydrolasen, EC 3.1.1.1) zu den Lipasen ist ihre Aktivitdt in homogener Losung und die ihnen
fehlende Grenzflachenaktivitdt. Aul3erdem setzen Esterasen keine Triacylglyceride
langkettiger Sauren um.

Ansonsten sind die Esterasen den Lipasen in bezug auf Herkunft, Isolation, biochemischen
Eigenschaften und strukturellen Merkmalen wie katalytische Triade -
Hydrolasefaltung gleich oder zumindest &hnlich. Aufgrund ihrer Inaktivitat in hydrophoben
Losemitteln bzw. beim Einsatz hydrophober Substrate spielen sie in der Naturstoffsynthese
nur eine untergeordnete Rolle. Weiterhin werden in der Regel nur Carbonsauremethylester
und Acetate hydrolysiert [Bornscheuer; 1999].

3.4 3-Hydroxysaureester — Omnipotente Synthesebausteine in der Naturstoff-

transformation

In der Einleitung (Kap. 1) wurde auf das Synthesepotential chiraler 3-Hydroxyester
hingewiesen (Darstellung voi-Blockern), dessen Funktionalitat an den zahlreichen
Angriffspunkten dieser Substanzklasse fiir chemische und enzymatische Reaktionen liegt. In
dieser Arbeit werden hauptsachlich ungeséttigte Ester eingesetzt, um eine weitere funktionelle
Gruppe einzufihren. Abbildung 3.6 skizziert einige prinzipielle Reaktionsmdglichkeiten.

Ver- und Umesterung, Eliminierung,

Oxidation / Reduktion
OH

RMOR‘
/TN

Addition Hydrolyse, Umesterung
Trennung in ein optisch
reines Enantiomer

Abb. 3.6: Prinzipielle Reaktionsmdglichkeiten eines ungeséattigten 3-Hydroxyesters

Fir die enzymatische Enantiomerentrennung stehen vier Wege zur Verfugung: Die Hydrolyse
der Esterfunktion, die Ver- bzw. Umesterung an der Hydroxylfunktion und schlie3lich die
Umesterung an der Esterfunktion [Bornscheuer; 1993]. Auf die Bedeutung
enantiomerenreiner Substanzen fir die Pharmaindustrie [Herar; 1995] soll an dieser Stelle

nicht weiter eingegangen werden.
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Die entsprechenden Carbonséuren treten im Organismus als Stoffwechselzwischenstufen auf.
Kurzkettige, aliphatische Verbindungen wurden in zahlreichen Frichten wie z. B. Orangen
oder Ananas als Aromakomponenten gefunden. 3-Hydroxy-5-phenyl-pentansaure, ein
direktes Derivat des in dieser Arbeit verwendeten 3-Hydroxy-5-phenyl-4-
pentensaureethylesters, wurde aus frischem LaulPepualus balsimafergsoliert. Die (R)-3-
Hydroxydecanséure wird von Blattschneideameisen mit Phenylessigsaure und Indolessigséaure
als Sekret ausgeschieden [Vol3; 1990].

Eine ausfiihrliche Ubersicht tber die moglichen, aus chiralen 3-Hydroxysaurederivaten
synthethisierten Naturstoffe gibt Abbildung 3.7 wieder. Bei [Vof3; 1990] und [Winsche;
1992] finden sich genauere Ubersichten iiber die Synthesewege der einzelnen Derivate und
die daraus gewonnenen optisch reinen Naturstoffe.

OH O

R OH ®
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Abb. 3.7: 3-Hydroxysaure(derivate) als Ausgangssubstanz fiir Naturstoffe ([Vof3; 1990] und [Wiinsche; 1992])

Verbindung (B) entspricht mit R = trans-Styrol dem Goniothalamin, (C) mit R = Methyl- und
R’= 11-Oxododecyl- dem Cassin und (D) mit R = iso-Butyl- dem Statin. Wird mit (A)
3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensaure, die in dieser Arbeit aus dem entsprechendem Ethylester
enzymatisch dargestellt wird, eingesetzt, so ist Oudemansin zugénglich. 3-Hydroxy-4-
pentensaureethylester, die zweite hier hauptsachlich eingesetzte Verbindung, dient als
Baustein in der Ratjadonsynthese.

Die Vielfalt der bekannten Naturstoffe, kdrpereigenen Verbindungen oder Pharmaka, die auf
(enantiomerenreinen) 3-Hydroxyesterderivaten basieren, zeigt das erhebliche Forschungs-
potential dieser Verbindungsklasse. Dieses wird besonders deutlich, wenn bedacht wird, daf3
der steigende Bedarf von pharmazeutisch wirksamen Naturstoffen aus natirlichen Quellen
wie Mikroorganismen oder auch Pflanzen immer schwerer zu decken ist
(Rohstofflimitierung). Hier sei auf das in der Einleitung (Kap. 1) erwé&hnte Epothilon

hingewiesen.
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Die Reinheitsanforderungen an pharmazeutische oder lebensmittelrelevante Produkte lassen
nur eine geringe Zahl an Reaktionsmedien wie Wasser, Ethanol oder auch Kohlendioxid zu.

3.5 Uberkritisches Kohlendioxid — Nicht nur ein Extraktionsreagenz

Die Entdeckung, dal3 es neben den ,klassischen* Aggregatzustanden (fest, fllissig, gasfoérmig)
eines Stoffes noch eine weitere Modifikation gibt, liegt fast 175 Jahre zurtick [de Latour;
1825]. Dieser sogenannte ,uberkritische* Zustand ist abhangig von der vorherrschenden
Temperatur und dem eingestellten Druck. Aber trotz dieser frihen Entdeckung haben sich erst
wenige industrielle Anwendungen etabliert, die sich tUberkritische Fluide (SCF = supercritical
fluids) zunutze machen. Hervorzuheben sind hier folgende Prozesse (* = noch in der
Entwicklung bzw. Prozel} in Pilotversuch [Tservistas; 1997]):

Extraktion von:

> Koffein aus Kaffeebohnen [Lack und Seidlitz; 1993]

> Hopfenharz [Gardner; 1982]

> diversen Aromastoffen, Nikotin, Cholesterin oder Pflanzendlen aus geeigneten Medien
bzw. von Schadstoffen aus kontaminierten Boden und Wasser [Taylor; 1996], [Krukonis;
1987]

> Sesquiterpenen adgnacetum partheniuniBeuscher und Willigmann; 1995]

> Sesquiterpenen aldagnolia grandiflorg [Fischer; 1990]

> Taxol aus der Rinde der Eibe* [Taylor; 1996]

Weiterhin:

> Farbemedium fur Synthesefasermaterial [Knittel und Schollmeyer; 1992]

> Mobile Phase in der Chromatographie (SFC = supercritical fluid chromatography)
[Dean; 1993]; [Macherey-Nagel; 1997]

Reaktionsmedium fir die Synthese von Polymeren [Krukonis; 1987]
Reaktionsmedium zur Darstellung von Methylethylketon [Clifford und Bartle; 1993]
Trennung von Cholesterin, Sigmasterol und Ergosterol* [Wong und Johnston; 1986]
Reinigung des Proteingf* aus Tabakpflanzen* [Fantoztial,, 1993]

Entfettung von Knochen* [Fages al; 1994]

YV V V VY V¥V
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Eine Ubersicht liber weitere Verfahren und Firmen, die diese Prozesse anwenden, findet sich
in [Tservistas; 1997]. Bei den Anwendungen handelt es sich hauptsachlich um
Extraktionsverfahren, wahrend tberkritische Fluide als Reaktionsmedien nur sehr begrenzt
eingesetzt werden, obwohl in den letzten Jahren mehrere Arbeiten hierzu veréffentlicht
worden sind, die schwerpunktméfig biokatalysierte Reaktionen zum Thema hatten (siehe
Kap. 3.5.2).

Das bei diesen Applikationen am haufigsten genutzte Fluid ist Gberkritisches Kohlendioxid.
Dieses soll im Weiteren n&her charakterisiert werden. Auf die Beschreibung des
Uberkritischen Zustands an sich wird hier verzichtet (siehe dazu Lehrbucher der
Physikalischen Chemie und Vero6ffentlichungen von [Bornscheuer; 1993]; [Capewell; 1994]
und [Tservistas; 1997]). Physikalische Parameter und das Phasendiagramm, degl€O

sich im Anhang (Kap. 13.9).

3.5.1 Die Besonderheiten von Kohlendioxid

Der kritische Punkt fur COwird bei 73,8 bar und 31,0°C erreicht. Im Gegensatz zu den
kritischen Parametern anderer Medien (z.B. Wasser, Ethanol, Ammoniak [Klesper; 1978])
sind diese Werte sehr niedrig, so da3 Se®GEsser fur technische Prozesse geeignet ist.
Gerade die niedrige Temperatur macht Kohlendioxid interessant fur biotechnologische und
pharmazeutische Anwendungen, bei denen thermolabile Komponenten eingesetzt oder
produziert werden. Auch fur den Einsatz der meisten Enzyme ist diese Temperatur in der
Regel geeignet, da viele bis auf thermophile Biokatalysatoren bei dieser Temperatur stabil
und aktiv sind. So zeigen Lipasen im allgemeinen zwischen 20 und 60°C maximale Aktivitat
[Schomburg und Salzmann; 1991].

Ein weiterer Hauptgrund fiir die Verwendung von Kohlendioxid in der industriellen
Hochdruckextraktionstechnik ist die toxikologische Unbedenklichkeit dieser Substanz. Neben
dem ausdrucklichen Ausschluf3 vom Zusatzstoffverbot fir Lebensmittel (811, Abs. 2, Nr. 2
LMG) gilt Kohlendioxid nach EG Vorschrift 88/344/EEC als GRAS-Solvens (Generally
Regarded As Save). Die U.S. Food & Drug Administration (Code of Federal Regulation
21.184.1240 CC) ordnet Kohlendioxid als direkte ,Zutat® fur Lebensmittel ein [Taylor;
1996]. AuRerdem laRt es sich vollstdndig ruckstandsfrei aus Extraktions- oder
Reaktionsprozessen entfernen, was es gerade fur Anwendungen im Lebensmittel- und
Pharmaziebereich sehr wertvoll macht. Auf3erdem ist es chemisch weitgehend inert, nicht
brennbar und ungiftig. Kohlendioxid ist als Emissionsgas bei vielen Prozessen ein
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Nebenprodukt, welches zuriickgewonnen und somit nicht extra fur technische Anwendungen
hergestellt werden muf3 [Greenwood, Earnshaw; 1990]. Aus diesem Grunde ist es auch in
hoher Reinheit kostengunstiger als herkommliche organische Losemittel. Die JAAST (Joint
Association For The Advancement Of Supercritical Fluid Technology) schatzte 1990, dali3
zwischen 5 — 50 % aller fur Reinigungsprozesse verwendeten Fluorchlorkohlenwasserstoffe
gegen SCC@ausgetauscht werden kénnten [Taylor; 1996].

Kohlendioxid ist ein selektives Extraktionsreagenz, bei gezielter Variation des Drucks (oder
der Temperatur) lassen sich bestimmte Komponenten aus einem Stoffgemisch entfernen. Dies
liegt daran, dal} sich die Dichte und somit die direkt abhdngige Solvatationskraft von SCCO
im Bereich kurz unterhalb des kritischen Punkts bis ca. 150 bar stark andert (Abbildung 3.8).
In dieser Arbeit wurde die Druckabhangigkeit der Loslichkeit einzelner Substrate bestatigt.

20 1

kritischer Druck

15 -

10 -

Dichte [mol/L]

0 50 100 150 200
Druck [bar]

Abb. 3.8: Dichte von Kohlendioxid als Funktion des Drucks bei 45°C

Daraus ergibt sich z. B. folgender Separationsprozel3: Komponente (1) zeigt bereits ab ca.
80 bar ausreichende Ldslichkeit in SCC®omponente (2) dagegen fast keine, sondern erst
bei ca. 130 bar. Somit kann (1) von (2) leicht durch Variation des Arbeitsdrucks getrennt
werden. Die Isolierung von (2) erfolgt danach durch Wahl eines héheren Drucks.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, polare Reagenzien, die aufgrund des unpolaren Charakters
des Kohlendioxids nur schwer loslich sind, durch Zugabe geringer Mengen sogenannter
,Modifier* oder ,Entrainer” in ihrer Loslichkeit zu beeinflussen, da durch sie die Polaritat im
SCCQ geéandert wird.

Nachtelilig ist dagegen der grofR3e praparative Aufwand fir Anwendungen mit,SB&€ihgt

durch den Druck von 73,8 bar oder hoher. Weiterhin folgen daraus erhdhte
Sicherheitsanforderungen fur den Hochdruckbetrieb, was zu hoheren Investitions- und
Folgekosten fiihrt. In Tabelle 3.1 werden die Vor- und Nachteile dieses aul3ergewohnlichen
Losemittels knapp zusammengefal3t, wahrend Tabelle 3.2 einen Vergleich zwisghent CO
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herkdmmlichen organischen Losemitteln zeigt. In Kapitel 3.5.2 erfolgt die Betrachtung von
enzymkatalysierten Reaktionen, die in tGberkritischen Medien durchgefiihrt werden.

Vorteile Nachteile
niedrige Temperatur mittlerer bis hoher Druck
flichtiges Losemittel hohe Investitions- bzw. Fixkosten
niedriger Energieverbrauch grof3er Aufwand fiir kontinuierliche Prozesse

hohe Selektivitat

ungiftig

nicht brennbar

Synthese kann mit Separation kombiniert werden

billig und verfiigbar

Tab. 3.1: Vor- und Nachteile von (Uberkritischem) Kohlendioxid in der Prozef3technik [Brogle; 1982]

organische Losemitte SCCQ
geringe Fixkosten + -
einfache kontinuierliche Verfahren + -
Handhabung / geringer Regelaufwand + -
Abtrennung des Lésemittels / Recycling - +
leichte Edukt-/Produktseparation - +
nicht brennbar ) +
pharmakologische Unbedenklichkeit - +
gunstige Verfligbarkeit in gro3en Mengen - +
Ausschluld vom Zusatzstoffverbot fir Lebensmittel ) +
unbegrenzte Mischbarkeit mit Gasen - +

Tab. 3.2: Vergleich zwischen organischen Losemitteln und Gberkritischem Kohlendioxid; (-) = nicht allgemein
gultig; nach [Capewell; 1994]

3.5.2 Uberkritisches Kohlendioxid als Reaktionsmedium fiir biokatalysierte
Reaktionen

Aufgrund der niedrigen kritischen Temperatur, den weiteren in Kap. 3.5.1 gezeigten
Eigenschaften und den verbesserten Prozef3- und Regeltechniken, wird, $6@Ger
interessanter fur den Einsatz als Reaktionslosemittel. Gerade der apparative Aufwand war
lange Zeit der limitierende Faktor. So wurden die ersten enzymatischen Umsetzungen erst
Mitte der achtziger Jahre von [Randolgh al; 1985] und [Hammondet al; 1985]
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durchgefuhrt. Im ersten Fall wurde die vAlkalischer Phosphataskatalysierte Umsetzung

von di-Natrium-p-nitrophenylphosphat zu p-Nitrophenol und im zweiten Fall die Oxidation
von p-Kresol und p-Chlorphenol mRolyphenoloxidaseuntersucht. Als Reaktionsmedien
dienten Uberkritisches Fluoroform und Kohlendioxid. Die genannten Oxidationen zeigen eine
weitere interessante Eigenschaft von Uberkritischen Fluiden: Sie sind im Gegensatz zu
organischen Losemitteln mit Gasen wie Sauerstoff unbegrenzt mischbar, wodurch sie zu
einem geeigneten Medium flr weitere Oxidationsreaktionen werden [Tservistas; 1997].

In den folgenden Jahren nahmen die Veroffentlichungen auf dem Gebiet der enzymatischen
Reaktionen deutlich zu, wobei hauptsachlich Sg@&wendet wurde. Auch der Anteil an
Untersuchungen enantioselektiver Reaktionen stieg mit den Jahren. Untersucht wurden neben
der Bestimmung kinetischer Daten vor allem die Einflisse der Temperatur, des Drucks, des
Wassergehalts, der Enzym- und Substratkonzentration, der Immobilisierung des Bio-
katalysators und der Zugabe von Modifieren auf das Reaktionsverhalten. Tabelle 3.3 faf3t
Dabei

einige neuere Untersuchungen zusammen. wird auch die zugrundeliegende

ProzeRfiihrung (vgl. Kap 3.6) aufgezahlt. Die vollstandige Ubersicht findet sich in [Hartmann

et al; 1999].
Quelle Enzyme Reaktion, Substrate Losemittel Reaktor
Adshiri et al.(1992) Lipase Umesterung GO Kontinuierlich,
integrierte
Produktgewinnung
Berget al.(1993) immobilisierte Lipase Umesterung von eRBbaren Fetten 2 CO Festphasenextraktiop
Bernard und Barth (1995) Lipase Veresterung von Myristinsaure 2, [@€Xan Batch
Bornscheueet al. (1996) Lipase Umesterung GO Batch
Cai (1992) Lipase Veresterung von Buttersaure 2,E@xan
Capewellet al.(1996) Lipase Umesterung GHexan Batch
Cernia und Palocci (1997) Review, Lipase Veresterungen 2 Ub@andere
Chrisochoou und Schaber | Verschiedene Enzyme Umesterung von Ethylacetat und CO, Kaskade
(1996) Isoamylalkohol
Chrisochootet al. (1997) Lipase Umesterung GO
Combes (1996) Lipozym Veresterung von Olsaure 2,E@xan
Diazet al.(1997) Review, verschiede Enzymaktivitat CQ
Enzyme

Endoet al. (1994) immobilisierte Lipase Umesterung zwischen Tricaprylin CO,

und Methyloleat
Glowaczet al. (1996) Lipase Hydrolyse von Triolein und CO,

entsprechenden Glyceriden
Goddardet al.(1997) Lipozym Veresterung von Olséure mit CO, Kontinuierlich,

Methanol Festbett
Habulinet al. (1996) Verschiedene Enzyme Synthese von Oleat 2 CO Ruhrkesselreaktor
Ikariya et al. (1995) Review, verschiedene | Unterschiedliche Reaktionen GQWasser

Enzyme
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Ikushima, Y. (1997) Lipase Estersynthesen ,CO
Ishikawa und Osajima Review Enzyminaktivierung (¢9)
(1997)
Ishikawaet al. (1995) Glucoamylase, Saure | Enzymaktivitat SCC®
und Alkalische Proteasg,
Lipase
Jacksoret al. (1997) immobilisierte Lipase Triglyceride, Palmél, Sojabohnendl , CO
Kamatet al.(1995) Review Enzymaktivitat Uberkritische
Fluide
Leeet al.(1993) a-Amylase, Hydrolyse cQ
Glucoamylase
Lin (1996) Review, verschiedene | Reaktionen, Aktivitat, Stabilitat von| Uberkritische
Enzyme Enzymen, Reaktionsrate Fluide
Lin et al.(1997) Review, verschiedene | Umesterung Co
Enzyme
Lozanoet al.(1996) immobilisiertesa- Enzymstabilitat CQ
Chymotrypsin
Martinset al. (1992) Lipase Veresterung GO Batch
Marty et al. (1995) Verschiedene Enzyme Reaktions-Separationsprozef’ 2 CO
Michor et al. (1996) Verschiedene Lipasen | Umesterung von racemischen CO,

und eine Esterase

Citronellol und Menthol

Michor et al. (1997)

Lipasen, Esterase

Racemattrennung von D,L-Menthol , CO

Miller et al.(1991) Lipase Umesterung GO Kontinuierlich
Nakamura (1996) Review, Lipase Um- und Veresterung 2 CO
Parveet al.(1997) Lipase (Lipolase) Hydrolyse von bicyclo-[3.2.0]- | CO,
heptanolestern
Rantakylget al. (1996) Lipase Hydrolyse cO Batch
Russellet al. (1994) Review, verschiedene | Aktivitat, Spezifitdt und Stabilitat dgrUberkritische
Enzyme Enzyme Fluide
Seretiet al. (1997) Fusarium Solani Stabilitat, Reaktivitat, Veresterung [ CO,
Cutinase von Hexenséure mit Hexanol
Snyderet al. (1997) Methylierung von Fetten Uberkritische
Fluide
Vija et al. (1997) Lipase Veresterung GHexan
Xu et al.(1996) Review, verschiedene | Enzymstabilitat, Reaktionen Uberkritische
Enzyme Fluide und
organische
Losemittel
Yoonet al.(1996) Lipase (Lipozyme) Umesterung zwischen Triolein urfdCO,
Ethylbehenat
Zheng und Tsao (1996) Cellulase Hydrolyse .CO

Tab. 3.3: Verschiedene enzymatische Reaktionen in Uberkritischen Losemitteln. Vollstandige Tabelle in

[Hartmannet al; 1999]

Fir den Grof3teil der Reaktionen werden Kohlendioxid und Lipasen eingesetzt. Auch in dieser
Arbeit ist diese Enzymklasse Gegenstand der meisten Untersuchungen. Im folgenden Kapitel
wird die bisher angewandte Reaktionstechnik fir Hochdruckversuche erlautert.
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3.6 Hochdruckreaktionstechnik — Vom Labor in die industrielle Anwendung

In der Technischen Chemie werden Reaktoren hauptsachlich nach drei einfachen,
grundlegenden Modellen charakterisiert [Baerns, Hofmann, Renken; 1992]:

> diskontinuierliche Reaktionsfuhrung: - der ,batch“-Betrieb
> kontinuierliche Reaktionsfuirung: - das ,plug flow reactor* Modell (PFR) und das

scontinous stirred tank reactor* Modell (CSTR)

Die am haufigsten fir Reaktionen in Uberkritischem Kohlendioxid beschriebene Methode ist
die diskontinuierliche Reaktionsfihrung im einfachen Reaktor (batch). Alle Reaktanten
werden in den Ruhrkessel gegeben, der daraufhin mit @€t wird. Nach Beendigung

der Reaktion wird der Reaktor dekomprimiert und das Produktgemisch analysiert. In
modifizierter Form wird diese Art der Reaktionsfiihrung auch fur die Experimente in dieser

Arbeit verwendet (vgl. Kap. 4.2.2).

BN CO, mit Extrakten
co, X &, o
CG,
A+B==C+D A+B<=C+D
(A) Diskontinuierlicher Rihrkessel (B) Diskontinuierlicher Rihrkessel zur Extraktion

Abb. 3.9: Der batch-Betrieb

Im diskontinuierlichen Verfahren fur Extraktionsprozesse (Abb. 3.9 (B)) wird der Reaktor
erneut mit allen Reaktanten gefullt. Entweder findet die Reaktion bereits ohne, SEBO

und dieses dient dann nur zur anschlielenden Entfernung diverser Produkte oder es wird auch
als Reaktionsmedium eingesetzt, so dal} zunéchst der Reaktor mit Kohlendioxid gefullt wird
und die Extraktion erst nach Abbruch der Reaktion beginnt. In Abb. 3.10 wird ein Verfahren
([Hammondet al; 1985], [Randolplet al,; 1988], [Miller et al, 1990]) beschrieben, bei dem

ein Stromungsrohrreaktor verwendet wird.
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Reaktionsgefall mit Enzym
A+B= C+D

Glaswolle

Substrate Pumpe
=9

(C) Diskontinuierlicher Strémungsrohrreaktor

CG,

Abb. 3.10: Der diskontinuierliche Strémungsrohrreaktor fir enzymatische Hochdruckreaktionen

Diese Reaktionsfihrung ist als diskontinuierlich anzusehen, da die Substrate (fest, fllssig
oder auf z. B. Glaswolle ,immobilisiert”) von Beginn an im Vorratsgefal vorliegen. Dagegen
wird CO, kontinuierlich durch die Anlage gepumpt, l6st dabei die Substrate und transportiert
sie in das Gefal3, in dem die Reaktion mit dem Enzym stattfindet.

In Abbildung 3.11 ist ein &hnliches halb- bzw. semikontinuierliches Verfahren skizziert
[Aaltonen und Rantakyld; 1991]. Auch hier liegen die Substrate von Beginn an in einem
zweiten Gefal3 vor, werden durch kontinuierlich umgepumptes Kohlendioxid gelést und durch
den Enzymreaktor transportiert. Die Produkte fallen anschlie3end in einem Separationsgefald

aufgrund der Fluidexpansion aus.

e

Co,
ReaktionsgefaR mit Enzym Separationsgefafd
A+B=— C+D

C,D

Co, Substrate

A, B
+

(D) Halbkontinuierlicher Stromungsrohrreaktor

Abb. 3.11: Der semikontinuierliche Reaktionsprozel3

Wird im halbkontinuierlichen Prozeld das Vorratsgefal3 entfernt und statt dessen eine zweite
Pumpe verwendet, Uber die die Substrate in den Kohlendioxidstrom appliziert werden, so
resultiert ein rein kontinuierlicher Prozel3 (Abb. 3.12 [Aaltonen und Rantakyld; 1991]).



Theorie 26

CG,

e

Substrate Reaktionsgefal mit Enzym Separationsgefal
A B A+B==C+D
Co,
>

(E) Kontinuierlicher Strémungsrohrreaktor

Abb. 3.12: Die kontinuierliche Reaktionsfiihrung

Welche Art der vorgestellten Reaktionsfuhrung fur ein Experiment gewahlt wird, ist immer
von der zu untersuchenden Reaktion und dem gewinschten Ergebnis abh&angig. Allgemein
gesehen zeigen Enzymfestbettreaktoren (Stromungsrohr) Vorteile gegenlber einfachen
Ruhrkesselreaktoren. Letztgenannte mussen mechanisch gerihrt werden. Hierfur sind
magnetisch betriebene RUhrer sicherlich geeigneter als in die Reaktoren integrierte
Ruhrwerke. Allerdings kann es aufgrund der Dickwandigkeit der Reaktoren bei
Magnetriihrern ebenfalls zu Problemen mit einer gleichméRigen Vermischung tber den
gesamten Reaktionsverlauf kommen. Auch sind die Enzyme, vor allem wenn sie
immobilisiert sind, scherstrel3empfindlich. Das Mischverhalten von Stromungsrohrreaktoren
kann Uber die Flu3rate manipuliert werden. Hierin liegt allerdings der entscheidende Nachteil
dieses Reaktionstyps: Ist das Fluid an Substrat gesattigt, kann es aufgrund von auftretenden
Druckschwankungen im Enzymbett zu einem Ausfallen der Substrate kommen, wodurch der
Reaktionsfluf3 unterbrochen wird oder durch Verstopfen des Festbetts zum Erliegen kommen
kann [Aaltonen und Rantakyld; 1991]. Dieser Druckverlust tritt haufig bei langen
Festbettreaktoren auf. Ebenso kann er durch unterschiedliche Packungsdichten des Enzyms
hervorgerufen werden. Ein weiterer Nachteil in der Fluf3rate ist, dal3 der Umsatz eines
Zielprodukts oder aber auch eines Nebenprodukts von ihr direkt abhangig ist. Wird eine
Nebenreaktion zum Beispiel nur vermieden, in dem eine hohe Flul3rate eingestellt wird, so ist
abzuwagen, ob die damit verbundene hohere Pumpleistung auf Dauer rentabel ist.

Im Folgenden werden noch zwei aufwendigere Verfahren erlautert, um die Komplexitat von
Hochdruckreaktionen darzustellen. [Adstetial; 1992] untersuchten die lipasekatalysierte
Umesterung von Tricaprylin mit Methyloleat. Dabei fand eine Ruckreaktion statt. Durch eine
kontinuierliche Extraktion von Methylcaprylat (D) mit Hilfe einer unterschiedlich
temperierbaren RuckfluBsdule, konnte das Gleichgewicht verschoben und die Rickreaktion

begrenzt werden. Hier wurde die unterschiedliche, vom Kohlendioxiddruck und der
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Temperatur abhéngige Solvatationskraft von SgG@sgenutzt, da am Separator ein
niedrigerer Druck und eine andere Temperatur als im Pumpkreislauf herrschte. Der Reaktor
hatte ein Volumen von 800 érrund durch zwei entgegengesetzt integrierte Glasfenster war
die Reaktion zu beobachten. Der eigentliche Prozel} ist diskontinuierlich. Allerdings wurden
das Kohlendioxid, die verbleibenden Substrate und die Produkte kontinuierlich durch den

Reaktor und die Ruckflulsdule gepumpt. Abb. 3.13 verdeutlicht dieses.

- Reaktionseinheit - - Separationseinheit -

RickfluRsaule

Durchfluf3-
messung

Rl‘jckdruckregelung@7
k>

Reaktor
T.R

Kuhlung

1 A B, ct

~ - . Separationsgefall

B N - Enzym T. R

e \ A+B== C+D *

—— ol

Flissiges C©
Pumpe

Wasserbad

(F) Rezirkulationsreaktor mit integrierter Produktgewinnung

Abb. 3.13: Der semikontinuierliche Reaktions-Separationsprozel}

In Abbildung 3.14 wird ein kontinuierlicher Kaskadenreaktorprozel3 dargestellt [laatly

1994]. Dabei wird die lipasekatalysierte Veresterung von Olsdure mit Ethanol zugrunde
gelegt. Das SCCP passiert zundchst den Reaktor. Daraufhin folgen bis zu vier
Separationseinheiten, wobei jeweils Uber Nadelventile der nachstniedrige Druck eingestelit
wird. Am Ende der Kaskade wird das Kohlendioxid durch Kihlung verflissigt und dem
Kreislauf erneut zugefiihrt. Uber eine HPLC-Pumpe werden die entsprechenden Substrate in
den SCCQ@-Strom injiziert und passieren den mit Enzym gefuliten Festbett-Reaktor. Am
Ausgang befindet sich eine Probeschleife, Gber die einzelne Proben zur Analyse entnommen
werden (nicht eingezeichnet). Je nach Wahl der Driicke in den Separationsgefafien ist eine
selektive Kondensation einzelner Substanzen und/oder Nebenprodukte mdglich geworden, so
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dal sie aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden koénnen. Auch hier besteht die
Moglichkeit, Gleichgewichtsreaktionen positiv zu verschieben und Aufreinigungsprozesse zu

vereinfachen.

- Reaktionseinheit -

> > >
Pr” Re” R B Temperatur-
) regelung P
Reaktionsgefal  Tu P T R Ta s \ Tu Py
A+B=C+D |
Enzym |
Flussiges CQ
i~
Heizung > ‘ " “Produkte (C), (D)
Kaskade
ﬂé@w - Separationseinheit -
o1

HPLC-Pumpe
mit Substraten

(A, (B)

Hochdruckpumpe Kuhlung

(G) Kontinuierliche Reaktionfiihrung inkl. FraktionierungsprozeR

Abb. 3.14: Das kontinuierliche Kaskadenmodell mit integriertem Reaktions-Extraktionsprozef

In den letzten Jahren wurden im Bereich der Labortechnik groR3e Fortschritte erzielt. Die
~Miniaturisierung“ der Gerate kommt der Hochdrucktechnik zugute. Neue Dichtmaterialien
ermoglichen z. B. langere und sichere Betriebszeiten, hochdruckstabile Glaser erlauben
visuelle Kontrolle und Analyse der Reaktion und Sollbruchstellen erhéhen die Sicherheit. Die
industrielle Anwendung kann durch elektronisch variabel kontrollierte Restriktoren oder
automatische Modifier-Dosierapparate erleichtert werden [Taylor; 1996].

Probleme treten im technischen Mal3stab vor allem durch das ,scale up“ [Black; 1996] auf, da
bei einem Druck von Uber 73 bar hohe Sicherheitsanforderungen an die Reaktoren gestellt
werden und die Einhaltung dieser mit zunehmender Reaktorgré3e deutlich schwieriger wird.
Der komplette Reaktionsaufbau muf3 konstant temperiert werden kénnen: Zur Férderung des

Kohlendioxids, gerade bei kontinuierlichen Prozessen, muf} eine stetige leistungsstarke
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Kuhlvorrichtung verwendet werden. Der komplette Reaktions- und/oder Extraktionsaufbau
mul’ die gewdahlte Reaktionstemperatur konstant halten kdnnen, was durch die Wandstarke
der Reaktoren nur schwer zu gewahrleisten ist.

Es wurde bereits erwéhnt, daf3 bei der Anwendung einer Hochdrucktechnik zuséatzliche
Investitions- und Fixkosten entstehen. Hier gilt es verstarkt, bereits bei der Planung den
potentiellen Nutzen der Extraktions- oder Reaktionsmethode mit Uberkritischen Fluiden gegen
die Kosten des Prozesses abzuwéagen. Die Darstellung von z. B. Methylethylketon rentiert
sich fur eine japanische Firma nur aufgrund der hohen Produktionsrate von 40000 t pro Jahr
[Clifford und Bartle; 1993]. Die hohen Investitionskosten kdnnen aber dadurch ausgeglichen
werden, dal3 andere kostenverursachende Faktoren durch die Hochdrucktechnik reduziert oder
sogar ausgeschlossen werden. So fallt z. B. bei technischen Farbeprozessen mike&&CCO
Brauch- oder Abwasser mehr an. Weiterhin entféllt ein Trocknungsprozel3, so dai3 ein Teil der
Energiekosten wegfallt. Es missen keine zusatzlichen Chemikalien wie Dispersionsmittel
oder pH-Puffer eingesetzt werden und es wird die reduktive Nachreinigung und somit ein
wasserverbrauchender Schritt eingespart [Knittel und Schollmeyer; 1992].

Der Ersatz von toxikologisch bedenklichen Substanzen macht den Einsatz Uberkritischer
Medien noch zusatzlich interessant. Daher soll zum Abschlul3 die industrielle
Entkoffeinierung griiner Kaffeebohnen mit tberkritischem Kohlendioxid beschrieben werden.

3.6.1 Der technische Extraktionsprozel3 von Koffein

Nachdem von [Zosel; 1971] eine Methode zur Entkoffeinierung mit Kohlendioxid
veroffentlicht wurde, nahm die Zahl der Patentierungen auf diesem Gebiet stetig zu. 1996
waren es uber ein Dutzend [Taylor; 1996], wobei die Tendenz weiter steigend ist.

Kaffee ist weltweit eines der am haufigsten konsumierten Guter. Aufgrund verschiedener
Anbaugebiete variiert der Koffeingehalt der einzelnen Sorten, und liegt zwischen 0,8 bis 2,0
Massenprozent. In den USA ist der Verbrauch an koffeinfreiem Kaffee von 1962 bis 1989 um
das Vierfache angestiegen und belief sich 1993 auf 220000 Tonnen pro Jahr [Lack und
Seidlitz; 1993]. In Deutschland betrug 1990 der Anteil an entkoffinierten Kaffee 12% vom
gesamten Kaffeeumsatz. Diese wirtschaftlichen Aspekte erklaren die Vielfalt von
Extraktionsverfahren von Koffein. Bevor sich SCL@Is Separationsmedium etablierte,
wurden hauptséachlich Methylenchlorid oder Ethylacetat eingesetzt. Dabei wurden die Bohnen
mit Wasser zum Quellen gebracht, mit den Losemitteln extrahiert und diese dann vom
Koffein abdestilliert. Die Bohnen muf3ten anschlieRend aufwendig vor der Weiterverarbeitung
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von Ldsemittelrickstanden befreit werden. Weitere Aromakomponenten, die ebenfalls durch
die organischen Losemittel extrahiert worden sind, muf3ten den Bohnen anschlie3end wieder
zugesetzt werden. Diese letzten beiden Schritte entfallen bei der Verwendung voy 8€CO
hierbei Koffein selektiv extrahiert wird [Lack und Seidlitz; 1993].

Die géangigsten Verfahren beruhen auf drei grundlegenden Modellen, die z.B. in [Zosel; 1978]
beschrieben werden und in Abbildung 3.15 a bis ¢ skizziert sind.
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Abb. 3.15: Die Entkoffeinierung griiner Kaffeebohnen mit tiberkritischem Kohlendioxid; nach [Zosel; 1978]

Im Fall (a) werden die Kaffeebohnen durch Wasser vorgequollen. Bei 70 — 90°C und ca. 160
— 220 bar erfolgt die alleinige Extraktion des Koffeins durch SC@® Waschturm geht das

Koffein in eine walirige Loésung tber. Bei 90°C ist das gesamte Koffein nach zehn Stunden im
Waschwasser, welches entgast und abdestilliert wird. Das abgetrennte Kohlendioxid und

Wasser gehen in den Kreislauf zuriick, das reine Koffein verbleibt als rentabler
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Destillationsriickstand. In den Bohnen sind nur noch 0,02 % Koffein vorhanden, diese
Konzentration ist deutlich geringer als die fur koffeinfreien Kaffee festgesetzte von 0,08 %.

Im Fall (b) erfolgt anstatt eines Waschvorgangs eine Adsorption des Koffeins an Aktivkohle,
so daf} ein Trocknungsprozel3 des Koffeins entfallt. Allerdings mufld es spater von der
Aktivkohle extrahiert werden. Das GQvird im Kreislauf umgepumpt und tritt nach der
Koffeinadsorption an der Aktivkohle erneut in den Extraktor ein. Der Prozel3 wird bei 40 —
80°C und 120 bis 180 bar gefahren [Clarke, Macrae; 1987].

Bei der dritten Variante (c) wird die Aktivkohle direkt zu den Bohnen gegeben. Dabei wird
der Aktivkohledurchmesser so gewahlt, dalR genau die Licken zwischen den einzelnen
Bohnen ausgefillt werden, d. h. es liegt dieselbe Packungsdichte der Bohnen wie in Fall (a)
und (b) vor (auf 3 kg Kaffeebohnen kommen 1 kg Aktivkohle). Das Kohlendioxid wird nicht
im Kreislauf umgepumpt, so dal? das Koffein alleine durch Diffusion extrahiert wird. Nach
5 h bei 90°C und 220 bar ist nahezu eine vollstandige Entkoffeinierung erreicht. Aufgrund der
unterschiedlichen Korngré3en der Bohnen und der Aktivkohle ist eine einfache Trennung der
Komponenten auf einem Schiittelsieb moglich.

Die vorgestellten Beispiele sind alles diskontinuierliche Verfahren, die hohe Kosten durch
Fehlzeiten fur das Befullen, Entladen und die Reinigung des Reaktors verursachen. Hier
bieten sich kontinuierliche Methoden zur Steigerung der Wirtschatftlichkeit an. [Lack und
Seidlitz; 1993] beschreiben solch einen Aufbau, der auf der in Abbildung 3.15 (a) skizzierten
Methode beruht. Dabei werden vier Extraktoren mit Kaffeebohnen beschickt. Drei davon
befinden sich jeweils im Extraktionskreislauf, allerdings immer zu verschiedenen Startzeiten.
Der vierte ist entkoppelt und kann in der Zwischenzeit be- und entladen werden. Auch Kraft
General Foods hat 1989 einen kontinuierlichen Extraktor patentieren lassen (European Patent
Application No. 0331852), in dem koffeinhaltige Bohnen mittels einer druckreduzierten Zone
von oben her beschickt werden, den Saulenreaktor passieren und am Boden erneut in einer
druckreduzierten Zone entnommen werden kdnnen.

Obwohl diese Hochdruckanlagen um das Doppelte teurer sind als herkdmmliche
Extraktionsanlagen ([Lack und Seidlitz; 1993]), sind sie wirtschaftlich rentabel, da im
Gegensatz zur Verwendung konventioneller organischer Ldsemittel Reinigungsprozesse
entfallen und die Produkte wie der entkoffeinierte Kaffee und das hochreine Koffein den
hdchsten Qualitatsanspriichen genugen. Bei diesen Prozessen liegen die Verluste bei ca. 10 %
fur das Koffein und 0,5 % fiur die Kaffeebohnen. Bei der Extraktion mit Ethylacetat bleiben
nur 70 % verunreinigtes Koffein erhalten und der Verlust an Rohbohnen liegt zwischen 2 bis
3 %.
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3.7 Prozel3orientierte Analytik flr 3-Hydroxysauren und deren Ester

Da in dieser Arbeit racemische Substrate eingesetzt werden, ist das Hauptaugenmerk auf eine
analytische Erfassung dieser Enantiomere gerichtet, d. h. bei einem Substrat und einem
entsprechendem Produkt sind je nach eingesetztem Enzym bis zu vier Verbindungen zu

analysieren (Zwei Substrat- und zwei Produktenantiomere; Abb. 3.16).

OH O OH O
Substratenantiomer (1) Produktenantiomer (1)
Enzym
gH O > QH 0
R - OR R : OH
Substratenantiomer (2) Produktenantiomer (2)

Abb. 3.16: Die vier zu erfassenden Verbindungen

Als charakteristische GrofRen dienen hierfur die Enantioselektikitéier enzymatischen
Reaktion, die Enantiomereniiberschisséenantiomeric excess) des jeweiligen bevorzugten
Substrat- und Produktenantiomers und der UmshatDie Formeln zur Berechnung dieser
Grol3en finden sich in (Kap. 4.4.3). Als Analytik kommen die chirale Gaschromatographie
(GC) wund die HochleistungsflissigchromatographidHiglf Performance Liquid
ChromatographyHPLC) in Frage. Bei diesen Analyseverfahren handelt es sich um off-line
Methoden, d. h. eine direkte zeitlich korrekte Beobachtung des Experimentes ist nicht
moglich. Eine Integration dieser Systeme in den eigentlichen Versuchsaufbau zur on-line
Erfassung ist zwar prinzipiell moglich, kann aber im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt
werden.

Aus diesem Grund werden andere Verfahren zur Etablierung einer on-line Analytik
untersucht. Die Erfassung des Umsatzes ohne Unterscheidung der Enantiomere ist hierfur
ausreichend, d. h. es mul3 lediglich die Umsetzung des Substrats und/oder die Bildung von
Produkt verfolgt werden kénnen.

In dieser Arbeit werden zu diesem Themengebiet UV-Absorptionsmessungen durchgefihrt
und die 2D-Fluoreszenzspektroskopie eingesetzt. Diese Methoden werden im Folgenden kurz
beschrieben.
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3.7.1 Verfahren zur on-line Analytik

3.7.1.1 UV-Absorptionsspektren

Wird eine Substanz durch Licht geeigneter Frequenz angeregt, so kann das entsprechende
Molekll in einen elektronisch angeregten Zustand ubergehen. Unter Emission von
Lichtquanten charakteristischer Wellenlange geht die Verbindung wieder in den
Grundzustand Uber. Diese Emission kann mit geeigneten Verfahren gemessen werden. Bei der
Erfassung der Ester bzw. freien Sauren bieten sich UV-Messungen an, da die
Carboxylatgruppe als chromophore Gruppe allgemein im nahen UV-Bereich bei 200 bis
230 nm angeregt wird [Hesse, Meier, Zeeh; 1991]. Zusatzlich lait sich aupksidirdige
Alkoholkomponente im fernen UV-Bereich anregen (ca. 180 nm). Die beiden hauptsachlich
verwendeten Substrate 3-Hydroxy-4-pentensaureethylester und 3-Hydroxy-5-phenyl-4-
pentensaureethylester (Abb. 4.1 in Kap. 4.1) sind beides ungesattigte Verbindungen, so daf3
noch weitere Anregungsmoglichkeiten bestehen. Mit Hilfe einer Hochdruckdurchflu3zelle
wird die UV-Messung in SCCOmoglich (vgl. Kap. 10.2).

3.7.1.2 Die 2D-Fluoreszenzspektroskopie

Dieses nicht invasive Mel3system beruht ebenfalls auf Anregungsph&nomene einzelner
Elektronen. Dabei ist die Fluoreszenz die Emission von Licht, die nur so lange auftritt, wie
die fluoreszierenden Molekiule durch Lichtabsorption angeregt werden. Fir eine
weitergehende Beschreibung dieser Methode sei auf Fachliteratur verwiesen ([Wedler; 1987]
und [Guilbault; 1990]). Unter definierten Bedingungen sind die Anregungs- und Emissions-
wellenlangen jeder fluoreszierenden Verbindung charakteristisch. Die Einflisse auf diese
Grol3e sind allerdings komplex. Neben der Temperatur oder dem pH-Wert kdnnen auch
verschiedene Losemittel oder der sogenannte ,Inner-Filter-Effekt” (Reflexions- und
Absorptionserscheinungen bei getriibten Losungen) diese Grof3en veréandern. Bei Messungen
in verschiedenen Losemitteln ist es schwer, einen eindeutigen Vergleich der Ergebnisse zu
erzielen. Bei der 2D-Fluoreszenzspektroskopie werden haufig nicht fluoreszierende
Zielmolekule mit geeigneten Fluorophoren derivatisiert und somit einer Detektion zuganglich
gemacht. Organische S&uren lassen sich beispielsweise mit PDAM (1-Pyrenyldiazomethan)
derivatisieren [Mukherjee; 1996]. In dieser Arbeit wird gezeigt, daf3 sich der 3-Hydroxy-5-
phenyl-4-pentensaureethylester im Gegensatz zu dem aliphatischen Substrat fluoreszenz-
spektroskopisch erfassen laf3t. Ein Beispielspektrum ist in Abb. 3.17 dargestelit.
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Abb. 3.17: 2D-Fluoreszenzspektrum von 3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensaureethylester in Ether

Die Kopplung des Spektrometers an die Hochdruckanlage wird in Kapites&i2zgrt.

3.7.2 Verfahren zur off-line Analytik: Die Bestimmung der Enantiomere mittels
chromatographischer Methoden

Die Bestimmung von Enantiomeren- oder Diastereomerenverhaltnissen war lange Zeit ein
komplexes und aufwendiges Verfahren, da optische Isomere in achiraler Umgebung nur durch
chiroptische Methoden unterschieden werden konnten [Bornscheuer; 1993]. Zur Enantio-
merenanalytik eignen sich neben der Chromatographie insbesondere folgende Methoden:
Polarimetrie, differentielle Mikrokalometrie, NMR-Spektroskopie oder die Kapillar-
elektrophorese. Dabei erzielte allerdings die Chromatographie aufgrund der Entwicklung
zahlreicher neuer chiraler stationarer Phasen den grof3ten Aufschwung. Die Enantiomere
kénnen hierbei in der Regel ohne Derivatisierung oder Zugabe eines Shift-Reagenz getrennt
werden, es sei denn, es erfolgt eine Kopplung mit massenspektroskopischen Methoden. Bei
der Chromatographie alleine ist Derivatisieren nur noch nétig, um die Trennleistung der
Verbindungsklasse zu verbessern, nicht, um die eigentlichen Enantiomere zu trennen. Weitere
Vorteile der Chromatographie bestehen in einer sehr hohen Empfindlichkeit bei kurzer
Analysendauer und hoher Reproduzierbarkeit trotz kleiner Probenmengen.

Allgemein beruht die Trennung eines Stoffgemisches bei der Chromatographie auf der
unterschiedlichen Verteilung der Substanzen innerhalb zweier Phasen. Dabei wird eine
bewegliche (mobile) Phase mit Gelegenheit zum Stoffaustausch an der zweiten stationaren
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Phase vorbeigefiihrt. Eine auf die stationdre Phase aufgebrachte Probe wandert im Strom der
mobilen Phase mit. Ad- und Desorptionsprozesse fuhren zu einem standigen Aufenthalts-
wechsel der Substanzmolekile zwischen beiden Phasen. Die Wanderungsgeschwindigkeit der
Probenmolekile wird durch ihren Verteilungskoeffizienten zwischen beiden Phasen
bestimmt. Hauptsachlich unterscheiden sich die Methoden aufgrund der Verwendung
verschiedener mobiler Phasen und Tragermaterialien.

3.7.2.1 Die High PerformanceLiquid Chromatography

Bei der HPLC wird unter hohem Druck die Probe in einen kontinuierlichen Strom der
mobilen Phase injiziert. Dabei werden neben walrigen Puffermedien haufig organische
Losemittel wie Acetonitril oder Methanol verwendet. Die Trennung erfolgt im Vergleich zur
Gaschromatographie in einer kurzen, dichtgepackten Séule des Tragermaterials. Dabei ist die
Trennleistung abhangig von der FlieRgeschwindigkeit und der Zusammensetzung der mobilen
Phase und natirlich vom verwendeten Tréager. Bei der HPLC ist es maoglich,
Losemittelgradienten zu verwenden und so die Trennung einzelner Stoffklassen wesentlich zu
beeinflussen, da im Laufe der Analyse direkt die Verteilungskoeffizienten zwischen Analyt in
der mobilen und stationdren Phase geandert werden. Die Detektion erfolgt in der Regel
mittels UV-, Brechungsindex- oder Fluoreszenzdetektoren. Der Vorteil gegeniber der
Gaschromatographie besteht bei der HPLC in der Moglichkeit, die Trennung bei niedrigen
Temperaturen durchzufuhren. Fur die Enantiomerenanalytik stehen vielfaltige Sé&ulen zur
Verfugung, die aber hauptsachlich wie bei der Gaschromatographie aus modifizierten
Cyclodextrinen bestehen (vgl. Kap. 3.7.2.2). Eine Uubersichtliche Zusammenfassung
verschiedener HPLC-Techniken findet sich in [Meyer; 1992].

3.7.2.2 Die Gaschromatographie — Praktische Enantiomerenanalytik

Ahnlich wie bei der HPLC wird bei der Gaschromatographie (GC) die Probe in den Strom der
mobilen Phase injiziert. Dabei werden Tragergase wie Stickstoff, Wasserstoff oder Helium
verwendet. Bei den hier eingesetzten Kapillarsdulen ist die stationdre Cyclodextrinphase
direkt auf der Innenwand der bis zu 50 m langen Kapillare immobilisiert. Die Trennleistung
und die Retentionszeiten hadngen bei der GC neben der Art der stationdren Phase von der
Lange der Kapillarsaule, dem Innendurchmesser, der Temperatur und vom Tragergasstrom
ab. Die Detektion erfolgt meistens mit einem Flammenionisationsdetektor (FID). Ein
prinzipieller Aufbau der GC und tiefergehende Grundlagen finden sich in [Macherey-Nagel;
1997]. Als stationare Phase werden in den meisten Fallen modifizierte Cyclodextrine fir die
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Enantiomerentrennung verwendet. Dies sind cyclische Oligosaccharide aus aechs (
Cyclodextrin), siebenfY) oder achty) a-1,4-verknipften Glucoseeinheiten [ASTEC; 1999].
Aufgrund mehrerer unterschiedlich reaktiver Hydroxylgruppen der glykosidischen Einheiten
sind Cyclodextrine leicht vollstandig oder partiell zu alkylieren oder acetylieren, so dal3 eine
Vielzahl verschiedener Tragermaterialen genutzt werden kann. Die Nachteile dieser Phasen
gegenuber herkommlichen GC-Saulen sind eine geringere thermische Belastbarkeit und die
schwierige Vorhersage, welche Phase fir ein gegebenes Trennproblem geeignet ist
[Macherey-Nagel; 1997]. Die Cyclodextrine zeigen eine Art Kafigstruktur. Die einzelnen
Enantiomere werden aufgrund sterischer Effekte unterschiedlich gut gebunden und damit
letztendlich getrennt. Abb. 3.18 zeigt einige Cyclodextrinstrukturen.
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Abb. 3.18: Strukturformel von-, 3- undy-Cyclodextrin

Die Vorteile der GC gegenuber der HPLC liegt in der Moglichkeit, auch kleine, nicht
aromatische chirale Molekile zu trennen, sowie in der hohen Auflosung und Kapazitat
(komplexe Gemische mit zahlreichen Komponenten sind zu erfassen). Weiterhin fallen keine
Losemittelreste an, Verunreinigungen kdnnen besser erkannt werden und eine Kopplung an
weitere Analysemethoden wie z. B. die Massenspektrometrie ist leichter moglich [ASTEC;
1999].
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Substrate

In dieser Arbeit werden fur die lipasekatalysierte Hydrolyse hauptsachlich 3-Hydroxy-4-
pentensaureethylester (HPE; Sub (1)) und 3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensdureethylester
(HPPE; Sub (2)) eingesetzt. Aus Grinden der Namensahnlichkeit werden die Abkirzungen
Sub (1) und Sub (2) fur die folgenden Untersuchungen bevorzugt. Beide Substrate (Abb. 4.1)
wurden als Racemate und als reine Enantiomere von Herrn Prof. H. H. Meyer (Institut fur
Organische Chemie, Universitat Hannover) zur Verfugung gestellt.

Sub (1) Sub (2)

OH O

OH O
X OEt
\}\/U\
OEt

3-Hydroxy-4-pentensaureethylester 3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentenséureethylester

Abb. 4.1: Strukturformeln der verwendeten Substrate

Die Hydroxyester werden durch eine Aldol-Reaktion des entsprechenden Aldehyds (Acrolein
fur Sub (1) bzw. Zimtaldehyd fir Sub (2)) mit Essigsaureethylester in THF bei ca. —70°C
dargestellt [Vol3; 1990 und Pahl; 1998].

4.2 Die Hochdruckanlage

Im Folgenden werden die grundlegenden Hochdruckaufbauten fir alle Experimente
vorgestellt. In einigen Versuchen werden diese Aufbauten allerdings geringfigig modifiziert.

Diese Anderungen werden in den entsprechenden Kapiteln erlautert.

4.2.1 Der allgemeine Aufbau

Fir eine leichte und flexible Durchfiihrung aller Untersuchungen missen einige

Anforderungen an den Versuchsaufbau gestellt werden. Neben einer Druckfestigkeit von bis
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zu 200 bar mul3 die komplette Anlage konstant temperierbar sein. Alle Anschlisse und
Ventile sollten austauschbar und frei miteinander kombinierbar sein. Die verwendeten
Reaktoren unterschiedlicher Volumina bestehen durchweg aus druckfesten, korrosionsarmen
Edelstahlzylindern mit einem Wanddurchmesser von 1 cm, die in der Werkstatt des Instituts
fur Technische Chemie angefertigt worden sind. An diese kénnen aufgrund von ,1/16"-
Standardbohrungen® handelstibliche Erweiterungen wie Manometer, Ventile oder optische
Sensoren angeschlossen werden. Durch die Verwendung von kauflichen HPLC-Kapillaren
und -Zubehor ist eine flexible Durchfuhrung verschiedener Experimente moglich. Die
Reaktoren konnen je nach Versuch Uber sechs Schrauben mit verschiedenen Deckeln
verschlossen werden, die Dichtung erfolgt Gber O-Ringe aus Viton 500. In einer friheren
Arbeit [Tservistas; 1997] und zum Teil auch in dieser wurden die Reaktoren noch durch
Stahldeckel mit Innengewinde verschlossen, so dal3 kein flexibler Austausch der Reaktoren
moglich war, da die Gewinde genau aufeinander abgestimmt waren. Zwei verwendete Deckel
wurden mit druckstabilen Fenstern aus Quarzglas versehen, um optische Untersuchungen zu
ermoglichen. Vor und hinter den Reaktoren werden Berstscheiben, die bei 170 bis 180 bar
splitterfrei anbrechen, eingebaut, die im Notfall bei unkontrolliertem Druckanstieg als
Sollbruchstellen fungieren.

Eine konstante Thermostatisierung erfolgt durch den Einbau der Anlage in einen
handelsiblichen Trockenschrank. Lediglich die Kohlendioxidflasche, der Kryostat und die
Forderpumpe werden aulR3erhalb plaziert. Der Kryostat dient zur Kiihlung des Kohlendioxids,
da es nur im flissigen Zustand gefordert werden kann. Uber eine Edelstahlkapillare, die durch
eine Bohrung im Trockenschrank in dessen Innenraum geleitet wird, gelangt das
Kohlendioxid in den Reaktor. Vorher passiert sie im Trockenschrank ein Wasserbad, so daf3
das Kohlendioxid vorgewarmt wird. Um eine grof3e Austauschflache zu gewahrleisten, wird
die Kapillare gewendelt. Diese Vorwarmung ist notig, da es durch sich ausdehnendes kaltes
Kohlendioxid im Reaktor zu einem unkontrollierten Druckanstieg kommen kann. Dieser fur
fast alle Experimente grundlegende Aufbau und zwei verwendete Reaktorengrundmodelle
sind in Abb. 4.2 skizziert.
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Abb. 4.2: Der grundlegende Versuchsaufbau der Hochdruckanlage und zwei Reaktormodelle

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die Berstscheiben und die VerschluRschrauben in
Abb. 4.2 nicht mit eingezeichnet. Bei folgenden Darstellungen werden zur besseren

Uberschaubarkeit auch die Kiihlvorrichtung und das Wasserbad nicht skizziert, obwohl sie

weiterhin Bestandteil der Apparatur sind.

4.2.2 Die integrierte Probenahme bei Betriebsdruck

Zur Bestimmung der Enantioselektivitdt, der Enantiomereniberschiisse und des Umsatzes in
Abhangigkeit von der Reaktionsdauer muf3 die Mdglichkeit bestehen, definierte Proben aus

dem unter Druck stehenden Reaktor zu entnehmen, ohne diesen zu 6ffnen bzw. hohe
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Druckverluste zu riskieren. Mit Hilfe einer auf3erhalb des Trockenschranks plazierten HPLC-
Pumpe wird daher der Reaktorinhalt kontinuierlich tGber ein Drei-Wege-Ventil durch eine

200pl Probenschlaufe umgepumpt (Abb. 4.3).

Probeschlaufe
KPP-Puffer
Drei-Wege-
Ventil
Probe
Membran
7 7 . 2
ok @ X @% ‘ ——ple— DruckablaBventil
;j\ Hoch- — -
druck- KPP-Puffer, Enzym
| pumpe
- Trockenschrank g
— HPLC-Pumpe
Kohlen-
dioxid-
flasche

Abb. 4.3: ,Kontinuierliche* Probenahme bei Betriebsdruck

Zur Probenahme wird das Drei-Wege-Ventil umgelegt, dadurch wird die unter Druck
stehende Probeschlaufe abgekoppelt und der Reaktorinhalt stromt direkt wieder zurick (rot
gestrichelte Linie). Durch vorsichtiges Entspannen des Nadelventils kann die Probe
entnommen werden. Die Probevorrichtung wird mit einer definierten Menge an Puffer
gespult, so dall das gesamte Probevolumen konstant bleibt. Gleichzeitig wird die
Probenschlaufe mit frischem Puffer gefullt, der durch erneutes Umlegen des Drei-Wege-
Ventils in den Reaktionsraum zurickgelangt. So wird eine nahezu druckverlustfreie
Probenahme bei konstantem Reaktionsvolumen gewdhrleistet. Eine Membran mit geeignetem
Cut-Off (10 bis 30 kDa) halt zudem das Enzym im Reaktor zurtck.

Die Messungen fur die UV-Absorptionsuntersuchungen werden in einer ahnlichen Anlage
durchgefuhrt, nur wird dort die Kohlendioxidphase mit Hilfe einer zweiten Hochdruckpumpe
im Kreislauf geférdert. Dabei wird die Probenahme durch eine Hochdruckdurchfluf3zelle
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ersetzt, die sich in einem geeigneten UV-Photometer befindet. Die Absorption wird Uber
einen Schreiber ausgegeben. Der genaue Aufbau ist in [Becker; 1998] beschrieben.

4.2.3 Die 2D-Fluoreszenzspektrometrie zur Hochdruckprozel3beobachtung

Fur Fluoreszenzmessungen in SGQ@@rd das computergesteuerte Spektrometer F-4500 der
Firma Hitachi in die Hochdruckanlage integriert. Dazu wird das Gerat mit einem
Flussiglichtleiter der Firma Lumatec umgeristet ([Hilmer; 1995], [Knuttel; 1999]). Das von
einer 150 Watt Xenonlampe ausgestrahle Licht passiert den Exzitationsmonochromator, wo
jeweils eine Wellenlange herausgefiltert wird. Ein Strahlenteiler verteilt das Licht
gleichmafig auf einen Referenzphotomultiplier und den Lichtleiter. Von dort aus wird das
Licht zum Reaktor geleitet. Uber den zweiten ,Strahlengang” des Lichtleiters wird das den
Reaktor verlassende Fluoreszenzlicht zum Spektrometer zurickgefiihrt. Nach Passieren eines
Emissionsmonochromators, der nur eine bestimmte Wellenlange durchlaf3t, trifft das Licht auf
einen Photomultiplier.

Die Messung unter Hochdruck erfolgt durch ein fur Fluoreszenzlicht durchlassiges
Quarzglasfenster der Starke 8,0 mm (Spindler & Hoyer), das in einem Deckel integriert ist
(vgl. Abb. 4.4). Das Quarzglas liegt aus Schutz vor der mechanischen Druckbeanspruchung
auf einem faserverstarkten Teflondichtring. Weiterhin befindet sich um die Quarzglasscheibe
ein zusatzlicher Gummiring. Der Lichtleiter wird durch die Rickwand des Trockenschranks
in das Innere gefuhrt und mittels eines Kunststoffadapters (Werkstatt Institut fur Technische
Chemie) in einer Hohe von 0,1 mm Uber dem Fenster des Deckels aufgesetzt. Abbildung 4.4
verdeutlicht den Aufbau. Der Vorteil dieser optischen Analysenmethode liegt darin, dal3 in
den zu untersuchenden Prozel3 nicht direkt eingegriffen wird.

In allen vorgestellten Experimenten (Kap. 10) werden folgende Geréteeinstellungen gewahlt:

> Scan-Geschwindigkeit: 12000 nm/sec
> Schrittweite der Exzitationswellenlange: 5nm

> Schrittweite der Emissionswellenlange: 10 nm

> Exzitations-Slit: 10 nm

> Emissions-Slit: 20 nm

> Photomultiplierspannung: 700 Volt
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Lichtleiter

2D-Spektrometer

 Fixierschrauben
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Abb. 4.4: Schematischer Aufbau fur Fluoreszenzmessungen in SCCO

4.3 Aktivitatsbestimmung mit der pH-Stat Methode

Fur Experimente in SCCQst es wichtig, den geeigneten Temperatur- und pH-Wert-Bereich,
in dem die Biokatalysatoren aktiv sind, zu bestimmen. Es wird hauptséchlich bei
Temperaturen um 45°C gearbeitet. Aufgrund der unter Druck erh6hten Léslichkeit yon CO
in walkrigen Puffersystemen sinkt der pH-Wert im Reaktionsgemisch von ca. pH 7,6 auf ca.
5,5 [Tservistas; 1997]. Die Aktivitdtsb@smung erfolgt fir Lipasen mit der pH-stat
Methode. Dabei werden bei der enzymatischen Hydrolyse von Tricaprylin die frei werdenden
Fettsauren kontinuierlich mit Natronlauge bekannter Konzentration (0,1 N) neutralisiert.

In ein thermostatisierbares Ruhrgefald werden 1,5 ml Tricaprylin mit 0,05 M Kaliumphosphat-
puffer (pH 8,0) auf 25 ml aufgefillt. Es erfolgt die Zugabe der Lipasepraparation. Das kann
sowohl Enzym in fester (nativ oder immobilisiert) als auch in geléster Form sein. Die
eingesetzte Menge richtet sich nach erwarteter Aktivitdt und sollte zwischen 20 und 50 mg
liegen, um den moglichen MeRRbereich nicht zu Uberschreiten.

Die Spezifische Aktivitat [U/mg oder Uil bzw. die Reaktionsgeschwindigkeit ist der pro

ZeiteinheitAt verbrauchten Menge n an Natronlauge direkt proportional:

SpezAktivitat [U/mg] = At[n:‘i:']a]OEL“mO'gmg] (4.1)
Enzym!
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4.4 Gaschromatographische Enantiomerenanalytik

4.4.1 Aufarbeitung der Proben

Alle zu analysierenden wafirigen Proben missen aufgearbeitet werden, bevor sie in den
Gaschromatographen injiziert werden, da @@eCyclodextrin-Phase der verwendeten
Kapillarsdule-Hydrodex 3P (Macherey-Nagel) wasserloslich ist. Daher wird die Probe von
jeweils 0,5 ml mit 10Qul Salzsaure (6 N) und 1Q@ Methanol versetzt, um die enzymatische
Katalyse abzubrechen, die in der Pufferphase als Anion vorliegende Produktséure zu pro-
tonieren und Proteinreste auszufallen. Es erfolgt viermaliges Extrahieren der Saure mit 1 ml
Ether. Die notwendige Extraktionsanzahl wurde in Vorversuchen bestimmt. Die vereinigten
organischen Phasen werden im Stickstoffstrom auf ca. 1,5 ml eingeengt. Im Falle von Sub (2)
wird die Saure durch Zugabe von 2p0 Diazomethan zum entsprechenden Methylester
derivatisiert, da keine Detektion der 3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensdure im fur die Saule
zulassigen Temperaturbereich moglich ist. Uberschiissiges Diazomethan (gelbe Farbung der
Losung) wird im Stickstoffstrom entfernt. Die Proben werden daraufhin tGber 200 mg
Calciumchlorid getrocknet. Nach Abzentrifugieren des Trockenmittels werden 0,5 ml
abgenommen und mit 34 einer Dodecan : Hexan Mischung (1:100) als interner Standard

versetzt. Das GC-Injektionsvolumen liegt zwischen 0,1 unglll,0

4.4.2 Betriebsparameter

Abbildung 4.5 zeigt ein Beispielchromatogramm fur Sub (1) und (2) inkl. Produktséuren.
Aufgrund der Derivatisierung von Sub (2) liegen die Methylesterenantiomere zeitlich vor den
Substratpeaks. In beiden Fallen werden die jeweiligen R-Enantiomere zuerst detektiert. Das

wurde durch Injektion entsprechender Reinsubstanzen verifiziert.
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Sub (1)
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Abb. 4.5: Beispielchromatogramme fir Sub (1) und Sub (2) und deren Produktenantiomere

Folgende Temperaturprofile und Geréteeinstellungen wurden verwendet:

Sub (1):
90°C/5 min_,

Gesamtdauer = 16 Minuten

Sub (2):

135°C/10 min_, 5°C/min -, 145°C/48 min

Gesamtdauer = 60 Minuten

Carriergas: Wasserstoff: 1,2 bar
Make-Up Gas: Stickstoff: 0,5 bar
FID: Wasserstoff: 0,65 bar
Luft: 0,5 bar
Injektortemperatur: 180°C
Detektortemperatur: 250°C

10°C/min - 130°C/0 min
15°C/min - 160°C/0 min
10°C/min - 190°C/2 min
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4.4.3 Bestimmung der Enantioselektivitat, der Enantiomereniberschisse und des

Umsatzes

Die charakteristische Grol3e fur die optische Reinheit einer Substanz ist der sogenannte
EnantiomerentiberschuBe [%]. Das ist der Anteil eines Enantiomers, der Uber das
racemische Verhaltnis der Gesamtmenge hinausgeht. Uber die Molenbriifilre die
EnantiomereR und S ausgedrtickt, wird er fur Substrat (und analog auch fir das Produkt) wie

folgt berechnet:

(XR — Xs)

[100% (4.2)
(X *Xs)

ee=

Bei einer chiralen chromatographischen Methode ist es allerdings moglich, die
Enantiomereniberschiisse direkt Uber die Peakfld€lzernberechnen:

- (Fr—Fs)

[100% (4.3)
(Fr +Fs)

In einer kinetischen Racematspaltung sind die Enantiomereniberschisse allerdings abhéngig
vom Umsatz, d. h. sie verandern sich mit der Zeit. Sollen verschiedene Racematspaltungen
verglichen werden, so ware das nur sinnvoll bei gleichen Umsatzen. [Chen et al.; 1982]
fuhrten daher die Enantioselektivitit ein. Diese GroR3e, die direkt die unterschiedlichen
Geschwindigkeiten der umgesetzten Enantiomere definiert, kann autitematdeistungoder
Unterscheidungsfahigkeit des Enzyms aufgefalRt werden. Im Idealfall ist die
Enantioselektivitdt Uber den gesamten Reaktionsverlauf konstant. Gleichung (4.4) zeigt, dai3
sie sich aus dem Umsatz und den entsprechenden Substrat- oder Produkt-

enantiomerenuberschiissen berechnen lafit:

O
o€

U

U

U
§+e ] max%

_In[(1-U)-ee)] _In[1-U(+ee)] _ H eef_ %kM (4.4)
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EinemE-Wert von 1 entspricht eine unselektive Reaktion, einem Wert von > 100 eine hoch-
stereoselektive Umsetzung. Nur lBeP 100 kann sowohl das Substrat als adak Produkt

bei 50% Umsatz optisch rein dargestellt werden. Ist die Enantioselektivitat grof3er als 20, so
laRt sich zumindest optisch reines Substrat oder Produkt bei einem bestimmten Umsatz
erreichen [Bornscheuer; 1999]. Streng genommen gilt Gl. 4.4 nur fur irreversible Reaktionen,
bei dem ein chirales Substrat zu einem chiralen Produkt ohne Produktinhibierung umgesetzt
wird. Ansonsten mul3 die Gleichgewichtskonstatteertcksichtigt werden. Im Gegensatz zu

den meisten enzymatischen Reaktionen kann die Hydrolyse als irreversibel betrachtet werden,
da Wasser im Uberschul vorliegt und so die Ruckreaktion unterdriickt wird [Bornscheuer;
1999]. Weiterhin liegt das Produkt in der Pufferphase als Anion vor und steht aufgrund seiner
Ladung einer Rickreaktion nicht zur Verfugung. Nur die protonierte freie S&ure ware dazu
imstande (vgl. Abb. 3.5).

Der in Gleichung (4.4) auftretende Umsatz 148t sich bei Kenntnis der
Enantiomereniberschissedie das Substrat und g&ir das Produkt) wie folgt berechnen:

U= —ees (45)
eg +e6

Es ist zu erkennen, dal? bei 50 % Umsataied ee gleich sein mussen. Weiterhin zeigt sich,
dal3 sich alle wichtigen Kenngré3en fur die lipasekatalysierte Hydrolyse von 3-Hydroxy-

saureester alleine Uber die Peakflachen eines Chromatogramms bestimmen lassen.
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5 Substratauswahl

In dieser Arbeit werden schwerpunktmallig lipasekatalysierte Reaktionen in ;SCCO
untersucht. Dabei sollen die in Kap. 3.bdschriebenen Vorteile dieses Mediums ausgenutzt
werden, um die Moglichkeit der Substrat-/ Produkttrennung mit der enzymatischen Reaktion
zu verknupfen. Das produzierte Saureanion sollte sich nicht bzw. kaum in,36&¥€0. Dies

ist der Fall, wenn noch keine Protonierung des Anions bei einem pH-Wert von 5,5 (pH-Wert
von unter Druck gelostem Kohlendioxid in Kaliumphosphatpuffer) stattfindet. Komplementar
dazu sollte das gewdahlte Substrat eine hohe Loslichkeit in $@&@en, um es fir eine
integrierte Extraktion interessant zu machen. Aus diesen Grunden werden mittelkettige
Substrate gewabhlt, die trotz ihrer beiden polaren Gruppen (Alkohol- und Esterfunktion)
ausreichende Loslichkeit in unpolaren Medien wie Hexan zeigen. Fur Sub (2) gilt dieses
aufgrund des aromatischen Rests um so mehr. AuRerdem wurden langkettige aliphatische
Verbindungen in uberkritischem Kohlendioxid bereits ausreichend untersucht ([Bornscheuer;
1993]; [Capewell; 1994]). Um die Funktionalitdt des gewahlten Reaktionssystems mit
konventionellen Losemitteln wie Hexan zu vergleichen, ist es notwendig, die Substrate auch
in diesen Solventien einzusetzen. Mehrere Arbeiten wurden zu diesem Themengebiet bereits
durchgefuhrt ([VoR3; 1990), [Herar; 1995], [Pahl; 1998]), und einige Reaktionen in Hexan
werden auch in dieser Arbeit untersucht.

Ein Hauptgrund fir die Wahl von Sub (1) und Sub (2) ist ihr bereits erwadhntes
Synthesepotential als Ausgangssubstanz fur wichtige enantiomerenreine Naturstoffe. Sollte es
moglich werden, diese Stoffe durch den Einsatz umweltfreundlicher, kombinierter Reaktions-
Separationsmethoden leichter und sogar reiner herzustellen, wirde die gesamte Synthese
dieser Naturstoffe erleichtert und schonender ablaufen.

Zunéachst werden einige allgemeine Vorversuche fir beide Substrate durchgefihrt. In Kapitel
7 wird darauf folgend die enzymatische Hydrolyse des aliphatischen und in Kapitel 8 die des
aromatischen Esters untersucht. Kapitel 9 beschreibt Optimierungsversuche fir Sub (2) in
bezug auf Enantioselektivitdt und Enantiomerenuberschiisse einschlie3lich der Bestimmung
der Zwei-Substrat-Kinetik. Die Etablierung einer geeigneten on-line Analytik wird in Kapitel

10 dargestellt.
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6 Allgemeine Voruntersuchungen

6.1 Bestimmung der Loslichkeiten beider Substrate in  verschiedenen

Losemittelsystemen

Bevor ein Enzymscreening (Kap. 7.1) stattfindet, wird geprift, wie sich die Loslichkeit der
Substrate in den verwendeten Losemitteln bzw. Zwei-Phasen-Systemen/8@€s2r und
Hexan/Wasser verhalt. Die qualitative Bestimmung der Loslichkeit der Substrate in, SCCO
erfolgt Uber Gewichtsdifferenzmessungen. Die Substrate werden in Einzelversuchen in ein
Gefald bekannten Gewichts eingewogen und im Reaktor plaziert. Der 24 stindige
Losungsprozel} erfolgt in SCGOei ca. 100 bar fur Sub (1) und 110 bar fur Sub (2).

Die Driicke konnten nicht exakt identisch eingestellt werden. Neben Loéslichkeitseffekten der
Substrate in Kohlendioxid ist dafiir die Temperaturdifferenz des Kohlendioxids verant-
wortlich. Zun&chst mul3 es zur Forderung gekuhlt werden. Um den uberkritischen Zustand zu
erreichen, wird daraufhin eine Erwarmung auf Reaktionstemperatur notwendig. Trotz des
vorgeschalteten Wasserbads und aufgrund zusatzlich auftretender Flu3Bschwankungen der
Hochdruckpumpe ist es nicht moglich, das SG@Weils mit identischen Temperaturen in

den Reaktor zu leiten. Daher expandiert das Kohlendioxid bei weiterer Erwarmung auf die
Versuchstemperatur, was einen weiteren Druckanstieg zur Folge hat. Dieser Effekt tritt auch
bei einigen der folgenden Versuchen auf und wird dort als , Temperatureffekt* bezeichnet.
Nach der Versuchsdauer wird der Reaktor vorsichtig entspannt und dabei das Kohlendioxid in
Ether eingeleitet. Die Bestimmung der Loslichkeit erfolgt Uber die Gewichtsdifferenz und
Uber eine gaschromatographische Analyse der Etherfraktion. In beiden Fallen wird Substrat
gefunden. Die Gewichtsdifferenzmessungen zeigen, daf3 sich 90,6 % Sub (1) und 89,1 % Sub
(2) in SCCQ gelost haben. Da beim Entspannen auch gelostes Substrat an den
Reaktorwanden und in den Kapillaren ausfallt, wird die Ldslichkeit zu 100% angenommen.

Fir beide Substrate wird der Verteilungskoeffizient im System SEEP® (Kalium-
phosphatpuffer) bestimmt. Im Gegensatz zu Sub (1) bildet der aromatische Ester bei Vorlage
in KPP ,Fettropfchen* auf der Wasserphase, d. h. die Ldslichkeit ist in dem verwendeten
Puffer gering. Der aliphatische Ester l6st sich dagegen deutlich besser. Aus diesem Grund

wird zu Vergleichszwecken auch der Verteilungskoeffizient in Hexan/KPP ermittelt.
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Nachdem das Substrat in Puffer vorgelegt wurde, erfolgt die Zugabe des organischen
Mediums. Nach 24 h wird aus jeder Phase eine Probe entnommen und gaschromatographisch
analysiert. Im Falle des uberkritischen Kohlendioxids wird die Bestimmung anders
durchgefuhrt. Hier ist es nicht mdglich, eine Probe vergleichbarer Menge wie aus der
Pufferphase zu entnehmen, da das @@der gasformig wird. Aus diesem Grund wird das
Substrat zunéchst nur in der Wasserphase vorgelegt, der Reaktor verschlossen, 24 h lang
gerihrt und eine Probe Uber die Probenschlaufe entnommen (vgl. Abb. 4.3). Erst jetzt erfolgt
die Befullung mit Kohlendioxid. Nach weiteren 24 h wird eine zweite Probe aus der KPP-
Phase entnommen und analysiert. Die Konzentrationen werden Uber die Peakflachen der
Chromatogramme bestimmt. Aus der entsprechenden Konzentrationsdifferenz des Substrats
laRt sich der Verteilungskoeffizient bestimmen:

0
q= Corg.Phase - CKPP _ c:KPP (61)

Cxpp Cypp
Conp = Konzentration des Substrats in der Pufferphase vor Zugabe des Kohlendioxids

Cep= Konzentration des Substrats in der Pufferphase im System SKRFO

Der Verteilungskoeffizient fir das System SCGO®P gilt strenggenommen nur fur den
Druck, bei dem gemessen wird, da die Loslichkeit druckabhangig ist. Tabelle 6.1 listet die
Ergebnisse auf. Dabei sei erneut auf die Temperatur- und Ldslichkeitseffekte hingewiesen, die

zu den verschiedenen Driicken fuhrten.

Substrat SCCQ/KPP Hexan/KPP
1 (HPE) 1,54 (bei 95 bay) 1,948
2 (HPPE) 11,51 (bei 100 bar) -

Tab. 6.1: Verteilungskoeffizienten der beiden Substrate in verschiedenen Zwei-Phasen-Systemen

Das Ergebnis fur das aromatische Substrat ist fehlerhaft, da sich das Substrat bei der Messung
in der reinen Pufferphase, wie bereits erwdhnt, nicht vollstandig gelést hat, d. h. der
Verteilungskoeffizient mif3te noch héher liegen. Fur die integrierte Substrat-/Produkttrennung
ist aufgrund der ca. 11-fach besseren Loslichkeit in SCd&S aromatische Substrat besser
geeignet. Dennoch werden in den weiteren Untersuchungen zu Vergleichszwecken beide
Substrate eingesetzt.

Fur Sub (1) stellt sich zusatzlich die Frage, ob sich das gewéhlte System so weit optimieren
lant, daf trotz der geringen Loéslichkeitsunterschiede in Kohlendioxid und KPP der Einsatz in
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SCCQ mdglich wird. Aus diesem Grund wird die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten
bzw. der Loslichkeit bei verschiedenen Driicken und Temperaturen wiederholt. Dazu werden
0,5 ml Sub (1) in KPP vorgelegt und unter SG@®@setzt. Das Gemisch wird mit 800 U/min
gerihrt, die KPP-Phase wird kontinuierlich mit einem Volumenstrom von 0,1 ml/min
umgepumpt. Nach jeder Druckerhdhung wird die entsprechende Melreihe bei 40°C
begonnen. Nach jeweils zwei Stunden wird eine Probe aus der Pufferphase entnommen und
die Temperatur erhdht. Abb. 6.1 stellt das Ergebnis dar. Dabei wird qualitativ die aus den
Gaschromatogrammen bestimmte Gesamtflache der Substrat-enantiomerenpeaks gegen die
Temperatur aufgetragen.
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Abb. 6.1: Die Abhangigkeit der Ldslichkeit von Druck und Temperatur fir Sub (1)

Die Verteilungskoeffizienten bei 45°C sind in Tabelle 6.2 dargestellt.

Druck [bar] Verteilungskoeffizient
SCCQ/KPP [45°C]
77,5 0,81
86,5 1,15
95,0 1,54
100,7 3,03
108 10,51

Tab. 6.2: Verteilungskoeffizienten fur Sub (1) in Abhangigkeit vom Druck; * = vgl. Tab. 6.1

In Abbildung 6.1 nehmen die relativen Peakflaichen mit steigendem Druck ab, d. h. die
Konzentration von Sub (1) nimmt in KPP ab und somit in SE@A0O Es wird deutlich, dal3

der Verteilungskoeffizient und damit auch die Loslichkeit von Sub (1) sehr stark von dem
Druck anhangig ist. Der Einflu3 der Dichte auf die Solvatationskraft gerade im Bereich
zwischen 70 und 120 bar kann mit diesem Experiment bestatigt werden (vgl. Abb. 3.8). Bei
108 bar wird fur Sub (1) ein ahnlich hoher Verteilungskoeffizient wie fur Sub (2) bestimmt.
Ein Temperatureinflu® kann nicht eindeutig erkannt werden. Mit Ausnahme der Messung bei
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77,5 bar zeigen sich bei allen Dricken Loslichkeitsmaxima zwischen 45 und 50°C. Diese
kénnen nicht eindeutig erklart werden, da die Dichte mit steigender Temperatur kontinuierlich
abnimmt (Kap. 13.2, Tab. 13.2) und kein Maximum zeigt. Diese Abweichungen der
MelRwerte lassen sich vermutlich neben Druckschwankungen im System oder unregel-
malRigem Volumenstrom der Pumpe mit einem zu kurz gewahlten Zeitraum fur die

Einstellung des Loéslichkeitsgleichgewichts begrinden.

6.2 Die Protonierung der Produktsaureanionen

Fur eine einfache Substrat-Produkttrennung sollte sich die produzierte Saure nicht inn SCCO
I[6sen, was auf jeden Fall gewahrleistet ist, solange sie als Anion vorliegt. Unter diesen
Bedingungen kann die Hydrolyse als irreversibel betrachtet werden. Im System KPR/SCCO
sinkt der pH-Wert von urspringlichen 7,6 auf ca. 5,5 ab [Tservistas; 1998]. Daher wird
gepruft, ob in dem pH-Bereich zwischen 5 und 6 eine Protonierung stattfindet.

Racemische Produktsaure (dargestellt aus 5 mg des entsprechenden Phenylethylamin-Salzes
durch Ansduern mit HCI) wird in 5 ml 0,5 M KPP (pH 7,6) geldst und sukzessive mit 6 N
Salzsaure angesauert. Es erfolgt nach jeder weiteren Salzsdurezugabe jeweils eine zweimalige
Extraktion mit 1 ml Ether, die Zugabe des Internen Standards Dodecan und die Analyse im

GC. Abb. 6.2 stellt beispielhaft das Ergebnis fur die 3-Hydroxy-4-pentenséure dar.
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Abb. 6.2: Die Abhangigkeit des Protonierungsgrads vom pH-Wert fur 3-Hydroxy-4-pentensdure

Es zeigt sich, dal erst bei pH-Werten < 5,06 viel Saure extrahiert wird. Zwischen pH 5 und 6
liegt dagegen weniger ,freie” Saure vor. Fur die aromatische Produktséure wird ein &hnlicher
Verlauf beobachtet. Auch in den spateren enzymatischen Hydrolysen wird nie S&ure in

Proben aus der SCG®hase nachgewiesen.
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6.3 Reracemerisierungsversuche

Viele reine Enantiomere kdnnen abhangig von den am chiralen Zentrum sitzenden Gruppen
unter S&ure- oder Basenkatalyse uber einen Eliminierungsschritt reracemerisieren. Aus
diesem Grund wird untersucht, ob bei den hier verwendeten Substanzen eine

Reracemerisierung stattfindet. Die reinen S-Enantiomere beider Substrate werden bei pH 5 fur
24 h geschittelt und anschlieBend gaschromatographisch analysiert. Die entsprechenden
S-Enantiomere der Produktsduren werden realen Versuchsbedingungen unterworfen: 0,3 g
Phenylethylamin-Salz wird mit 0,5 ml 6 N Salzsaure versetzt und achtmal mit 1 ml Ether

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden nach Einengen auf ca. 1 ml zu einem
Gemisch bestehend aus 15 ml Hexan, 19 ml 0,5 M KPP, 1 ml Ethanol (zweites

Reaktionsprodukt bei der Hydrolyse) und 0,3 g Esterase gegeben. Alle sechs Stunden werden
Proben aus der Pufferphase entnommen, aufgearbeitet (s. Kap. 4.4.1) und analysiert. Dabei
wird auch bis zum Versuchsende nach 24 h sowohl fir die Substratenantiomere als auch fur

die Sauren keine Reracemerisierung festgestellit.
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7 Die enzymatische Hydrolyse von 3-Hydroxy-4-pentensaureethylester

7.1 Das Enzymscreening in Hexan

Bevor die enzymatische Hydrolyse von Sub (1) in SgGersucht werden kann, muf3 eine
geeignete Lipase Iin bezug auf Reaktionsgeschwindigkeit, Umsatz und erreichte
Enantiomerentberschisse bzw. Enantioselektivitat gefunden werden. Daher findet zunachst
ein Enzymscreening mit 16 Lipasen und einer Esterase statt. Dieses Screening wird im
Millilitermaf3stab mit n-Hexan als Lésemittel durchgefihrt und nicht im eigentlichen
Kohlendioxid-Reaktionsmedium. Das ermoglicht eine schnellere Vorauswahl eines Enzyms.
Es werden zu 7501 KPP (0,5 M; pH 7,6) und 950l Hexan 50ul Substrat und ca. 15 mg
Enzym gegeben. Es werden nur Proben aus der Hexan-Phase entnommen, getrocknet und
analysiert. Daher richtet sich dieses ,erste* Screening nur nach Reaktionsdauer,
Substratenantiomerenverhéaltnis und bevorzugt umgesetztes Enantiomer. Tabelle 7.1 listet die
Ergebnisse nach dem jeweiligen Reaktionsabbruch (keine weitere Peakauswertung mehr

moglich) auf.

Lipase Zeit [h] ee; bevorzugtes

Enantiomer

Alcaligenes species 22,5 37,4 R
Alcaligenes specidgsLipase PL; Meito) 47, 14)9 R
Aspergillus nige(Lipase A; Amano) - - -
B (H&R) 46,5 20,6 S
Candida cylindracegAmano) 70,0 20,6 S
Candida rugosdLipase AY; Amano) 46,8 10,7 S
CE (Amano) 22,3 20,2 S
Chromobacterium viscosuioyo Jozo) 23,2 45 S
Lipolase(Novo Nordisk) . : -
Lipozyme(Novo Nordisk) 46,2 80,8 R
Mucor miehe(R6hm) - - -
Pseudomonas cepadjhipase PS; Amano) 5,8 13,4 R
Porcine pancreas (Sigma) 48,0 55,7 S
Penicillium camembertijLipase G; Amano) - - -
2212 F (R6hm) I I -
7023(R6hm) 47,71 26,8 S

Esterase
Mucor miehei 22,5 69,9 R

Tab. 7.1: Enzymscreening fur Sub (1); Reaktionsdauer, Substratenantiomereniberschuf und bevorzugtes
Enantiomer



Ergebnisse 54

Aus Tab. 7.1 wird ersichtlich, dal’ die Ergebnisse stark variieren. Funf Enzyme setzen das R-
und die restlichen das S-Enantiomer um. Enantiomerentberschiisse von tber 30 % werden
ebenfalls nur mit funf Enzymem\[caligenes sp.; Chromobacterium visc.; Lipozyfercine
pancreas und der Esterase) erreicht. Dabei sind die Reaktionszeiten allerdings mit ein bis zwei
Tagen fur eine enzymatische Katalyse relativ hoch. Die oben genannten Enzyme und die
Lipase PS (Amano) werden erneut in Hexan eingesetzt, allerdings werden jetzt die Proben aus
der Pufferphase entnommen und die Produktenantiomereniiberschiisse, der Umsatz und die
Enantioselektivitat bestimmt. Da das Substrat eine hinreichende Ld&slichkeit in KPP zeigt
(Verteilungskoeffizient Hexan/KPP = 1,95; Kap. 6.1), wird keine zweite Probe aus der
Hexanphase bendtigt. Die Lipase PS wird hier zusétzlich eingesetzt, da sie die Reaktion bei
moderatem Substratenantiomereniberschufd mit 5,75 Stunden relativ schnell katalysierte.

Folgender Reaktionsansatz gilt fur alle sechs Untersuchungen (Reaktion im Rundkolben):

15 ml KPP (0,5 M; pH 7,6)
20 ml Hexan
1 ml Ester

300 mg Enzym

YV ¥V VvV VY V¥V

Ruhrgeschwindigkeit 800 U/min

In Abb. 7.1 sind exemplarisch die Reaktionsverlaufe fur e domonas cepaciapase;
friher: Pseudomonas specieksipase) und CVL Chromobacterium viscosuniipase)
graphisch dargestellt, Tab. 7.2 gibt die Ergebnisse insgesamt wieder. Dabei wird das ,50 %
Umsatz-Kriterium“ herangezogen. Theoretisch sollte bei einer stereoselektiven kinetischen
Racematspaltung bei 50 % Umsatz genau ein Substratenantiomer komplett in das

entsprechende Produktenantiomer umgesetzt worden sein.

PSL in Hexan/KPP CVL in Hexan/KPP
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Abb. 7.1: Reaktionsverlaufe der lipasekatalysierten Hydrolyse von Sub (1) mit PSL und CVL
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Enzym Umsatz [%]| Zeit [h] eq; [%0] ee [%] E
Alcaligenes sp. 50,0 7,8 10,8 12,4 13
CVL 50,0 23 21,5 27,4 2,3
Lipozyme 50,0 6,5 12,6 11,6 14
Porcine pancreas 38,4 67,7 16, 26,5 5,0
PSL 50,0 8,5 17,7 18,0 1,7
Esterase 50,0 1,6 11,3 11,8 14

Tab. 7.2: Ergebnisse der Hydrolyse von Sub (1) in Hexan/KPP

Bis auf die PPL Rorcine pancread.ipase) erreichen alle Enzyme 50 % Umsatz, aber die
Hydrolyse ist in allen Féllen nicht selektiv. Obwohl mit der PPL mit 5,0 die hdchste
Enantioselektivitat erzielt wird, spricht die langste Reaktionszeit gegen den weiteren Einsatz.
[Pahl; 1998] zeigte, dal? die Hydrolyse mit insgesamt 3,25 g PPL und 85 g Sub (1) in 1M KPP
ohne den Zusatz einer zweiten organischen Phase erst nach vier Wochen zu avern ee

von > 98 % und einem g&Vert von 68 % (U = 59 %; E = 23) fuhrte. Diese lange
Reaktionszeit ist alleine wegen der Aktivitatsverluste (vgl. folgende Kapitel) in dem
verwendeten Puffersystem fir einen technischen Einsatz véllig indiskutabel.

Moderate Ergebnisse in bezug auf Enantiomereniberschiisse und Enantioselektivitat zeigen
ansonsten die CVL und die PSL. Interessant ist auch der weitere Einsatz der Esterase
aufgrund der kurzen Reaktionszeit.

Zu Vergleichszwecken werden zunéchst alle sechs Enzyme nochmals in Hexan bei pH 5,5
und einmal in SCC@eingesetzt. Fir die anschlielRenden Optimierungsreaktionen wird trotz
der hoheren Reaktionszeit dagegen nur noch die CVL aufgrund der hochsten

Enantioselektivitdt und Substratenantiomereniberschiisse ausgewabhilt.

7.2 Die lipasekatalysierte Hydrolyse in Hexan/KPP bei pH 55 -
Vergleichsmessungen zu Kohlendioxid

Bei einem Einsatz von KPP in SCg8inkt der pH Wert, abhéngig vom gewéhlten Druck,

von 7,6 auf ca. 5,5 ab. Aus diesem Grund wird die Hydrolyse von Sub (1) mit allen sechs
Enzymen in Hexan/KPP bei pH 5,5 untersucht. Es wird der gleiche Reaktionsansatz wie in
den vorigen Experimenten (Kap. 7.1) verwendet. Auch hier werden nur die Reaktionsverlaufe
fir die CVL und die PSL wiedergegeben (Abb. 7.2). Zusétzlich wird vor und nach der
Reaktion bis auf den Esterase-Versuch die Aktivitat des eingesetzten Enzyms bestimmt. Dazu

werden jeweils 0,5 ml des Reaktionsgemisches abgenommen. Im Falle der Anfangsaktivitat
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erfolgt die Abnahme vor der Substratzugabe. Die Aktivitdt wird mit der pH-stat-Methode
ermittelt (Kap. 4.3). Die Gesamtergebnisse spiegelt Tab. 7.3 wieder.

PSL in HexarVKPP (pH 5,5) CVL in Hexan/KPP (pH 5,5)
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Abb. 7.2: Reaktionsveraufe der lipasekatalysierten Hydrolyse von Sub (1) mit PSL und CVL bei pH 5,5

Fir die Enzyme, die nicht 50 % erreichen, werden die Werte fur die Reaktionszeit analog zum

vorigen Versuch (Kap. 7.1; Tab 7.2) aufgelistet, um so einen Vergleich erzielen zu kdnnen.

Enzym U [%] | Zeit [h] | eq; [%] | es [%0] E Uant [U/ml] | Ugpg [U/m]
Alcaligenes sp. 50,0 99,9 17,7 18,6 1]7 72,9 13,1
CVL 50,0 14,0 24,2 23,8 2/1 355,2 231,1
Lipozyme 50,0 14,0 22,6 22,0 1/9 43,9 41,7
Porcine pancreap 7,5 67,7 3,0 34,7 2,1 871 120
PSL - 8,5 13,1 2,9 1,1 215,2 1264
Esterase 50,0 7,9 30,1 32,8 24 - -

Tab. 7.3: Ergebnisse der Hydrolyse von Sub (1) in Hexan/KPP (pH 5,5)

In Abb. 7.2 wird im Fall der PSL deutlich, da’3 aufgrund der Berechnung des Umsatzes Uber

die Enantiomerenuberschiisse (Formel (4.5); Kap. 4.4.3) bei nur gerirgemeéee-Werten

dennoch hohe Umsétze erzielt werden, obwohl dies nicht der Fall ist. Aus diesem Grund wird

der Zusatz des Internen Standards um so wichtiger, da der Umsatz anhand der Verhaltnisse

der Peakflachen Enantiomer/Standard abgeschétzt werden kann. Die Substrat-enantiomere

werden nicht selektiv umgesetzt, d. h. der Katalysator arbeitet zwar (bei pH 5,5 weist er eine
relative Aktivitat von ca. 85% bezogen auf die Maximalaktivitat auf [AMANO; 1995]), kann

aber nicht mehr zwischen den Enantiomeren unterscheiden. Daher ist der Umsatz in Tab. 7.3

nicht aufgefuhrt und die dargestellten Werte beziehen sich ebenfalls auf die Reaktionszeit

analog zum vorigen Versuch.

Bei der Katalyse mit CVL zeigt sich, daf? nach ca. 36 Stunden das Enzym anfangt, auch das
nicht bevorzugte R-Enantiomer des Substrats schneller umzusetzen, da das Reaktionsgemisch
da der
Die

an S-Enantiomer immer weiter verarmt. Somit sinkt der Umsatz wieder,

Substratenantiomerentberschuf3 nach anfanglicher Zunahme wieder abnimmt.
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Berechnung des Umsatzes Uber die Enantiomereniberschiisse ist also bei nichtselektiven
Reaktionen problematisch.

Die hochsten Enantioselektivitdten werden erneut fur die CVL und PPL bestimmt. Im
Gegensatz zu dem Versuch bei pH 7,6 verkirzt sich bei der CVL die Reaktionszeit bis zu
einem 50 %igen Umsatz von 23 auf 14 Stunden bei vergleichbaren Enantiomeren-
Uberschissen. Interessant ist der Anstieg der Enantioselektivitdt und der ee-Werte fur die
Esterase. Obwohl die Reaktionszeit um ca. 6 Stunden zunimmt, scheint das Enzym bei pH 5,5
besser zu arbeiten und wird somit fur einen Einsatz in S@@€ressant.

Bei den meisten Enzymen mit Ausnahme des immobilisierten Lipozyme und der CVL sinkt
die Aktivitat im Reaktionsverlauf bis zu 80 %. Die CVL scheint fur die Hydrolyse des Sub (1)

in SCCQ weiterhin am besten geeignet zu sein, da der Aktivitatsverlust trotz des Einsatzes
von nativem Enzym nur 35 % betréagt. Dieses wird im nachsten Abschnitt verifiziert.

7.3 Die Hydrolyse in SCCQ - ,Eintopf-Reaktion*

Fur die lipasekatalysierte Reaktion in Uberkritischem Kohlendioxid wird der in Kap. 4.2.2
beschriebene Aufbau mit integrierter Probenahme verwendet. Das Enzym wird nativ
eingesetzt und mit Hilfe der Membran im Reaktionsraum zuriickgehalten. Das Volumen des
Reaktors (\es= 66ml) kann Uber ,Einlegescheiben” variiert werden. Der Reaktionsraum
(inklusive des Kapillarvolumens) kann so auf 42 ml angepal3t werden. Da in den
entsprechenden Hexanversuchen (Kap. 7.1 und 7.2) ein Gesamtvolumen von 36 ml vorlag,
mussen hier, um einen Vergleich zu gewahrleisten, die eingesetzten Mengen erhdht werden.

Die Volumenverhaltnisse bleiben aber identisch:

17,5 ml KPP (0,5 M; pH 7,6)
1,15 ml Sub (1)

350 mg Enzym
Ruhrgeschwindigkeit 800 U/min

YV V V¥V V

Der Puffer wird im Reaktor vorgelegt, dann erfolgt die Enzymzugabe und der Start des
Ruhrers. Nach zwei Minuten werden 0,5 ml der Reaktionslosung fur die Aktivititsmessung
abgenommen und das entwendete Volumen mit Pufferlosung aufgefullt. Daraufhin wird das
Substrat zugegeben und somit die Reaktion gestartet. Erst jetzt wird der Reaktor verschlossen,
die Pumpe zur Probenahme gestartet und Kohlendioxid zugegeben. Diese Zwei-Phasen-
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Reaktion wird im Weiteren als ,Eintopf-Reaktion* betitelt, um diese Art der
Reaktionsfuhrung deutlich von spateren Methoden abzuheben.

Durch die lange Reaktionsdauer von tber zwei Tagen kann die Zeit zwischen Substratzugabe
und Erreichen des uberkritischen Zustandes vernachlassigt werden. Pro Versuch werden bis
zu zwolf Proben entnommen. Der Reaktionsabbruch erfolgt, sobald mittels GC keine
Substratpeaks mehr zu detektieren sind. Die Kohlendioxidphase wird bei der Dekompression
vollstandig in Hexan eingeleitet und ebenfalls analysiert. Fur die Endaktivitdtsbestimmung
werden 0,5 ml Reaktionslésung entnommen. Auf den Einsatz von PSL wird aufgrund der
vorherigen Erkenntnisse verzichtet. Das Ergebnis der Hydrolyse mit CVL ist beispielhaft in
Abbildung 7.3 dargestellt, die weiteren in Tab. 7.4. Werden wieder keine 50 % Umsatz
erreicht, werden die Werte zu den in Tab. 7.3 aufgelisteten Reaktionszeiten des
Hexanversuchs abgelesen. Der Druck liegt in allen Versuchen zwischen 100 und 110 bar
(aufgrund der bereits erwahnten Temperatur- und Loéslichkeitseffekte konnte er nicht fur alle

Versuche gleich eingestellt werden).

CVL in SCCQ/KPP

Zeit [h]

Abb. 7.3: Der Reaktionsverlauf der Hydrolyse mit CVL in SGCO

Enzym U [%] | Zeit [h] | e&; [%] | es [%0] E Uant [U/MI] | Ugng [U/M]
Alcaligenes sp. - 99,8 3, n.d - 100,7 18,3
CVL 50,0 28,0 32,7 32,6 2|6 579,1 119,2
Lipozyme 8,6 14,0 2,1 22,0 1,6 175 148
Porcine pancreas 11,9 67,7 2,6 20,4 1,6 1398 74
Esterase 50,0 35,0 17,9 18,0 1,7 118,4 13,8

Tab. 7.4: Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse des 3-Hydroxy-4-pentenséureethylesters;in. 8CE€0
nicht detektiert

Nur noch die CVL und die Esterase erreichen in SE€€ien Umsatz von 50 %. Dabei ist fur
die Lipase ausChromobacterium viscosuneine mit 2,6 um den Wert 0,5 hohere
Enantioselektivitdt als in Hexan bei pH 5,5 gemessen worden. Demnach liegen auch die
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Enantiomereniiberschisse mit ca. 32,6 % deutlich Uber den in Hexan erzielten Werten. Die
Esterase dagegen weist nur noch einen E-Wert von 1,7 auf, aul3erdem erhtéhte sich die
Reaktionszeit von 7,5 in Hexan/KPP (pH 5,5) auf 35 Stunden in $d0&3 entspricht sogar

einer um 33,4 Stunden langeren Reaktionsdauer im System Hexan/KPP (pH 7,6). Auf die
Esterase und die restlichen Enzyme scheint sich neben dem pH-Wert deutlich das
Losemittelsystem auszuwirken, da alle keine 50 % Umsatz mehr erreichen. Auch die Aktivitat
der Enzyme nimmt in SCChoch einmal ab. Bis auf die CVL und das Lipozyme betragen

die Verluste bis zu 90 % und mehr. Der Einflul3 des Lésemittelsystems auf die Enzymaktivitat
wird in spateren Untersuchungen bestatigt.

Aufgrund des Enzymscreenings war eine Vorauswahl der Biokatalysatoren méglich. Weitere
Selektionsschritte wurden durch den Einsatz der Enzyme in Hexan/KPP und,/BREEO
erzielt. Fur die weitergehende Optimierung der Hydrolyse und zur Auslegung eines
geeigneten Hochdruckverfahrens wird daher nur noch die CVL eingesetzt. Dabei muf3
beachtet werden, daf} von einer Enantiomerentrennung aufgrund einer Biokatalyse noch nicht
gesprochen werden kann, da die Enantioselektivitdten nicht zufriedenstellend sind. Dennoch
sollen einige weitere Untersuchungen folgen, um die allgemeine Funktionalitat des
Reaktionssystems zu testen, dieses zu charakterisieren und die Hydrolyse durch gezielte

Parametervariation zu optimieren.

7.4 Reaktionen mit Lipase ausChromobacterium viscosum

In diesem Kapitel wird ausschliel3lich die Katalyse der Hydrolyse von Sub (1) mit CVL
beschrieben. Zunachst werden einige Vorversuche wie Aktivitatsmessungen in Abhéangigkeit
von der Temperatur, dem pH-Wert oder dem verwendeten Puffersystem durchgefihrt.
Anschliel3end werden verschiedene Versuche zur Reaktionsoptimierung vorgestellt.

7.4.1 Die Temperaturabhangigkeit der Aktivitdt von CVL

Lipasen reagieren sehr unterschiedlich auf Temperatur-, pH-Wert- oder Druckanderungen,
jedes Enzym zeigt ein anderes Aktivitdtsoptimum. Wird die Reaktionstemperatur zu hoch
gewahlt, kann das Enzym Anderungen in der Sekundar-, Tertiar- oder Quartatstruktur erleiden
und schliel3lich denaturieren. Das gilt auch fur die anderen erwéhnten Parameter. Um zu
Uberprufen, ob die CVL bei der in der Regel in SG@&wendeten Reaktionstemperatur von
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45°C noch ausreichend aktiv ist, wird die Aktivitat mit der pH-stat-Methode bei
verschiedenen Temperaturen in Doppelbestimmung ermittelt. Fir die Hydrolysen in
Uberkritischem C@werden 45°C gewahlt, um auf jeden Fall die Uberkritische Temperatur zu
Uberschreiten, da mit Warmeverlusten durch die Edelstahlwand des Reaktors zu rechnen ist.
Pro Messung werden 2,5 mg Enzym zu 25 ml KPP (pH 8,0; 0,05M) und 1 ml Tricaprylin
gegeben. Abbildung 7.4 zeigt die Temperaturabhéngigkeit.
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Abb. 7.4: Die Temperaturabhangigkeit der CVL-Aktivitat; Mittelwerte aus Doppelbestimmungen

Die CVL hat ihr Aktivitatsmaximum bei 35°C mit 42,8 U/mg Enzym. Bei 45°C liegen noch
ca. 24,5 U/mg vor. Fir den Einsatz in SGCWird dieser Wert noch als ausreichend
angesehen. Ein Einsatz bei 40°C wirde sich anbieten, dieses wurde allerdings im Rahmen

dieser Arbeit nicht mehr durchgefuhrt.

7.4.2 Die pH-Abhangigkeit der Aktivitat von CVL

Analog zu der Temperaturabhéngigkeit wird die Aktivitdt bei verschiedenen Puffer-pH-
Werten bestimmt. Das ist insbesondere aufgrund des in $G{D&enden pH-Werts des
eingesetzten Kaliumphosphatpuffers von Bedeutung. Der Einflul} des pH-Werts beruht auf
der Anderung der lonisation (Ladungsanderung) der Enzymaminosauren bzw. des Enzym-
Substrat-Komplexes. Es werden 10 mg Enzym und 50 ml des jeweiligen Puffers eingesetzt
[Knittel; 1999].
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Abb. 7.5: Die Abhangigkeit der CVL-Aktivitat vom pH-Wert [Knittel; 1999]

Abbildung 7.5 zeigt das Aktivitatsmaximum im pH-Bereich zwischen 7,5 und 9 (180 U/mg).
Dagegen treten im SCG®el3bereich (pH = 5,5 bis 6) Aktivitatsverluste von ca. 72 — 80 %
auf, die spezifische Aktivitat liegt zwischen 40 bis 50 U/mg.

Obwohl weder die Temperatur noch der pH-Wert nach diesen Aktivitatsbestimmungen fur
einen Einsatz der CVL in SCGQ@prechen, wurde beim ersten Versuch in S€®@p. 7.3)
festgestellt, dal3 eine Reaktion stattfand. Auferdem kann der pH-Wert in Uberkritischem
Kohlendioxid nicht wesentlich beeinfluf3t werden.

7.4.3 Variation des Puffersystems

Die hohen Aktivitatsverluste, die bei allen bisherigen Versuchen auftraten, lassen sich nur
zum Teil auf Temperatur- und pH-Effekte zurickfiihren. [Kntttel; 1998] konnte zeigen, daf3
die Lipase PS in KPP stark an Aktivitat verliert. Dieser Einflu3 wird jetzt fir die CVL naher
bestimmt. In den Versuchen werden 5 mg Lipase in folgenden 0,5 M Puffersystemen

eingesetzt:

1. Zitronensduremonohydrat / Dinatriumhydrogenphosphat (pH 7,8)
2. Kaliumhydrogenphthalat / Natronlauge (pH 5,8)
3. KPP als Referenz (pH 7,6)

Dabei wird in Doppelbestimmung die Aktivitat sofort nach der Pufferzugabe, nach einem Tag
unter Normalatmosphare und nach einem Tag in SG@01L00 bar ermittelt [Kndttel; 1999].
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Abb. 7.6: Die Abhangigkeit der CVL-Aktivitat vom Puffersystem [Knittel; 1999]

Aus Abbildung 7.6 wird deutlich, daf3 die CVL in allen Puffersystemen an Aktivitat verliert.
Da unter SCC@Atmosphare in KPP die hdchsten Werte erzielt werden, wird in diesem
Puffersystem weitergearbeitet. Interessant sind die hohen Aktivitadten des Enzyms nach einem
Tag in Kaliumhydrogenphthalat / Natronlauge unter Normalatmosphare. Bei einem pH-Wert
von 5,8 zeigte sich in Kap. 7.4.2 bereits ein Aktivitatsverlust in 0,05 M KPP um ca. 44% vom
Maximalwert. Daraus folgt, dal3 auch die eigentliche Aktivitdtsabhangigkeit vom pH-Wert
direkt vom gewéhlten Puffersystem beeinflul3t wird. In allen folgenden Versuchen wird, wenn
nicht anders angegeben, 0,5 M KPP (pH 7,6) eingesetzt.

Im folgenden Kapitel wird der Einflu? des Drucks auf die Aktivitat bestimmt.

7.4.4 Die Aktivitat der CVL in KPP unter Normal- und SCCO ,-Atmosphéare

[Rademacheet al; 1999] beschrieben den Aktivitatsverlust von Enzymen durch bevorzugte
Dissoziation in Untereinheiten unter Druck. Dieser Zerfall ist abhangig von der raumlichen
Struktur des Katalysators. Fur die CVL wird ein moglicher Druckeinflufd3 untersucht. Dazu
werden jeweils 5 mg CVL im Trockenschrank bei einer Temperatur von 45°C fur ca. einen
Tag wie folgt behandelt:

- Ungel6st unter Normalatmosphére

- In1ml0,5M KPP gel6st unter Normalatmosphére
- Ungel6st unter 100 bar SCGO

- In1ml0,5M KPP gel6st unter 100 bar SGCO
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Als Referenz dient eine native CVL-Probe, die eine halbe Stunde lang im Trockenschrank
unter Normalatmosphéare aufbewahrt wird. Abbildung 7.7 stellt das Ergebnis der in
Doppelbestimmung ermittelten Aktivitat dar. Die Ansatze, bei denen die CVL in Puffer gelost
ist, werden komplett bei der Aktivitdtsbestimmung eingesetzt.
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Abb. 7.7: Spezifische Aktivitdt der CVL in Abhangigkeit vom Druck

Eine Lagerung bei 45°C fuhrt im Rahmen der Mel3genauigkeit weder unter Normal-
atmosphéare noch unter SCE@u keinen signifikanten Aktivitatsverlusten (19,46 U/mg und
19,53 U/mg gegen 21,18 U/mg der Referenz). Der bereits beobachtete Aktivitatsverlust in
KPP zeigt sich auch bei dieser Untersuchung. Mit 1,58 U/mg liegen nur noch ca. 7 % der
Referenzaktivitat vor. Dabei fallt dieser Verlust unter Sg@Qtz erniedrigten pH-Werts und
Druckeinfluf3 mit ca. 52 % wesentlich geringer aus. Wahrscheinlich fuhrt im letzten Fall die
Ausrichtung des Enzyms an der Phasengrenzflache BB zu einer Stabilisierung des
Enzyms uber den Versuchszeitraum.

Prinzipiell zeigen alle Aktivitatsuntersuchungen Einbul3en bei einem Einsatz der CVL in
SCCQ durch Temperatur-, pH- und Puffereinflul3, diese fuhren aber nicht so weit, da3 gar
keine Katalyse mehr stattfindet. SchlieBlich wirkt der in SegCa@uftretende
Stabilisierungseffekt den Verlusten auch teilweise entgegen. Im folgenden werden keine
Aktivitaten vor und nach den Versuchen mehr aufgelistet. Sie wurden zwar bestimmt, aber die
Verluste waren weiterhin nahezu identisch. [Knittel; 1998] immobilisierte einige der Lipasen
und setzte sie ebenfalls zur Hydrolyse ein. Es zeigten sich geringere Aktivitatseinbuf3en,
allerdings auch langere Reaktionszeiten, geringere Enantiomereniiberschisse und
Enantioselektivitaten. Aufgrund der Moglichkeit, natives Enzym mittels der Membran im

Reaktor zurtickzuhalten, wird daher weiterhin nur native Lipase eingesetzt.
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7.4.5 Optimierungsschritt | — Variation der Enzymmenge

In zwei Ansétzen wird der Einflu3 der Enzymmenge auf die Hydrolyse in SOEimmt.
Es werden 17,5 ml KPP, 0,6 ml Sub (1) und 350 mg bzw. 600 mg CVL eingesetzt. Beide
Versuche werden bei 45°C und ca. 105 bar durchgefihrt. In Abbildung 7.8 ist das Ergebnis

skizziert.
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Abb. 7.8: Variation der Enzymmenge bei der Hydrolyse von Sub (1) mit CVL in $CCO

In beiden Fallen werden 50 % Umsatz mit Enantiomereniiberschissen von 27 bis 28 % nach
14,5 h (600 mg CVL) und 18,71 h (350 mg) erreicht. Auch sind die Enantioselektivitdten mit
E = 2,2 identisch. Lediglich zum Reaktionsende nach drei Tagen treten Unterschiede auf. So
wird mit 600 mg Enzym 97,8 % Umsatz mitsee57,1 % und ge= 1,3 % erzielt. Mit 350 mg

CVL wird die Reaktion bei einem Umsatz von 82,8 %s(e€65,5 % und gee= 13,6 %)
abgebrochen.

Da sich keine signifikanten Anderungen im Reaktionsverlauf beobachten lassen, wird auf eine
weitere Variation der Enzymmenge verzichtet und statt dessen nur noch mit 350 mg CVL
weitergearbeitet, da Uber den gesamten Reaktionsverlauf hohevéede erzielt worden

sind.

Im Vergleich mit dem ersten CVL-Versuch in SCLC@gl. Abb. 7.3 Kap. 7.3), bei dem bis

auf die Substratmenge ein identischer Ansatz mit 350 mg CVL eingesetzt wurde, sind 50 %
Umsatz mit 1,15 ml Substrat erst nach 25,8 h erreicht. Allerdings liegen die
Enantiomerenliberschisse mit ca. 36,6 % und die Enantioselektivitdt mit einem Wert von 2,6
etwas hoher als in diesem Versuch mit 0,6 ml Substrat. Aus diesem Grund soll der Einfluf3 der

Substratmenge weiter untersucht werden.
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7.4.6  Optimierungsschritt Il — Variation der Substratmenge

Es wird in vier weiteren Ansatzen die Substratmenge bei der Hydrolyse von CVL in,SCCO
variiert. Es werden jeweils 17,5 ml KPP und 350 mg Enzym eingesetzt. Tabelle 7.5 gibt die
Ergebnisse bei 50 % Umsatz wieder. Die Resultate der ersten beiden Versuche mit 350 mg
Enzym (Kap. 7.3 und Kap. 7.4.5) sind bei der Auswertung ebenfalls bertcksichtigt. Da bei
einem Umsatz von 50 % die Enantiomerenuberschiisse fur das Substrat und das Produkt
identisch sind (vgl. Formel 4.5), wird nur ein ee-Wert genannt. Einen exemplarischen
Reaktionsverlauf gibt Abbildung 7.9 wieder.

Substrat [ml] U [%] Zeit [h] ee [%] E Druck [bar]
0,10 50,0 20,1 28,p 24 112
0,15 50,0 17,8 30,8 2/5 107
0,40 50,0 16,0 28,8 2|3 106
0,60 50,0 18,7 27,3 22 105
0,80 50,0 21,8 25,b 2/1 111
1,15 50,0 25,8 36,[7 2|6 100

Tab. 7.5: Ergebnisse der Variation der Substratmenge in bezug auf 50 %igen Umsatz

[%0]

Zeit [h]

Abb. 7.9: Die enzymatische Hydrolyse mit CVL in SGGit 0,8 ml Substrat

Die Enantioselektivitat nimmt mit zunehmender Substratmenge ab. Der Anstieg bei einem
Einsatz von 1,15 ml Substrat auf 2,6 143t sich nicht erklaren. Ebenfalls 1a3t sich mit steigender
Substratmenge tendenziell eine langere Reaktionsdauer bis zu 50 % Umsatz erkennen, was
auf eine Substrathemmung schliel3en laf3t. Dieses wurde von [Knuttel; 1999] bestéatigt.
Insgesamt gesehen zeigen sich zu geringfligige Unterschiede der Ergebnisse, um von einer
Optimierung der Hydrolyse zu sprechen. Auch die Enantiomereniberschisse zeigen utber alle
Reaktionsverlaufe nur Werte bis zu maximal 80 %, so dal3 weder ein Substrat- noch ein

Produktenantiomer rein dargestellt werden kann. Daher erfolgen keine weiteren
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Optimierungsversuche. Lediglich das Substrat selbst wird in Kettenldnge und Esterfunktion
variiert. Zunachst soll aber noch eine andere Reaktionsfihrung mit einem neu konstruierten
Reaktor untersucht werden, um zu prufen, ob diese prinzipiell flir enzymatische Reaktionen in

Uberkritischem Kohlendioxid geeignet ist.

7.5 Die Hydrolyse im ,Source-Trap-Reaktor*

[Tservistas; 1997] etablierte fur Reaktionen in SG@@ sogenannte Source-Trap-Methode.
Dabei wird das Substrat in einem Gefal3 (Source = Quelle) innerhalb des Hochdruckreaktors
plaziert. Dieses kann rein oder auch in Wasser oder einem organischen Solvens gelost
vorliegen. Aufgrund der aul3ergewohnlichen Stofftransporteigenschaften des 8&@Qlie
Uberkritische Phase als Trenn- und Transportmedium eingesetzt werden. Das Substrat l6st
sich in SCCQ und wird so aus dem Source-Gefall von unldslichen Bestandteilen wie
Verunreinigungen oder Losemittel extrahiert. Uber die tiberkritische Phase wird das Substrat
zu einem zweiten Gefal3 (Trap = Falle) beférdert. In diesem ist das Enzym in der Pufferphase
gelost. Es erfolgt letztendlich eine Katalyse an der Phasengrenzflache,/8€0So lafit

sich leicht die Reaktion mit einer Separation verknitpfen. Fur alle in dieser Arbeit
durchgefuhrten Source-Trap-Reaktionen wurde ein neuer Reaktor konstruiert, um nicht mehr
mit zusétzlichen GlasgefalRen, die als Source und Trap dienten [Tservistas; 1997], zu arbeiten
(Abbildung. 7.10).

Das Gesamtvolumen des in drei Kammern aufgeteilten Reaktors betragt 108 ml. Die Source
weist ein Volumen von 10 ml und die Trap von 65 ml auf. Beide sind direkt aus dem
Reaktorkorper gebohrt wurden, so dal3 eine Edelstahlwand die raumliche Trennung
gewahrleistet. Das restliche Volumen (die dritte Kammer) tber der Source und der Trap
betragt 43 ml. Der Reaktor wird ebenfalls Uber sechs Schrauben verschlossen, was eine freie
Wahl der Deckel gewéhrleistet.
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Abb. 7.10: Der schematische Aufbau der Anlage inkl. Source-Trap-Reaktor

Bei den folgenden Untersuchungen wird das Substrat bereits aufgereinigt in das Source-Gefal3
vorgelegt, da der Prozel3 lediglich auf Funktionalitéat gepruft werden soll. Die Probenahme
erfolgt wieder aus der walrigen Phase des Trap-Reaktionsraums, allerdings werden die
Proben nicht mittels einer Pumpe entnommen. Im Reaktor ist eine Kapillare mit einer
Membran an der Seitenwand plaziert worden. Diese fiihrt zu einem 2-Wege-Ventil. In der
Grundstellung erfolgt die Abdichtung tber einen Blindstopfen. Zur Probenahme wird das
Ventil umgelegt, und ein definiertes Volumen von 20Gtromt in die Probeschlaufe. Das
Nadelventil V1 wird geschlossen, das 2-Wege-Ventil wird wieder umgelegt und die Probe
durch vorsichtiges Offnen des Nadelventils V2 entnommen. Nach Offnen von V1 wird die
Schlaufe mit KPP definierten Volumens und Sauerstoff gespult und mit der Probe vereinigt.
Das Kapillarvolumen zwischen Reaktor und 2-Wege-Ventil ist klein gehalten, um die Fehler
durch etwaige Reste der vorangegangenen Probe zu minimieren. Ein Nachteil dieser Methode
ist die mit jeder Probe zunehmende Verringerung des Puffervolumens innerhalb des Reaktors.
Daher wird in spateren Untersuchungen auch hier die ,kontinuierliche* Probenahme Uber die
HPLC-Pumpe verwendet.
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Ein Vorteil der Source-Trap-Methode ist ein definierter Startzeitpunkt. Erst wenn der
Uberkritische Zustand erreicht ist, wird die Reaktion durch den Transport des Substrats zur
Pufferphase moglich. Daher bezieht sich t = 0 in allen Source-Trap-Ansétzen auf das
Erreichen des Uberkritischen Zustands.

Es wird folgender Ansatz durchgefiihrt: 0,4 ml Sub (1) werden in die Source, 17,5 ml KPP
und 350 mg CVL in die Trap gegeben. Der Druck betragt 110 bar. Abbildung 7.11 zeigt das
Ergebnis.
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Abb. 7.11: Source-Trap-Hydrolyse mit der CVL

Die raumliche Trennung von Substrat und Enzym hat keinen Einflul auf die Hydrolyse.
Nachdem sich das Substrat in SCGC@elost hat, wird es zu der walrigen KPP-Phase
transportiert und umgesetzt. Nach Beendigung der Reaktion kann das in Kohlendioxid
angereicherte Substrat durch Ablassen des &@rahiert, die Saure aus der Wasserphase
gewonnen und eventuelle unldsliche Verunreinigungen aus der Source entfernt werden. So ist
es moglich, in einem Schritt eine Aufreinigung, eine Separation und die Reaktion
durchzufihren.

Der 50 %ige Umsatz wird nach 12,5 h mit Enantiomerentberschissen von 29,6 und einer
Enantioselektivitat von 2,5 erreicht. Bei der analogen ,Eintopf-Reaktion” (Kap. 7.4.6) werden
nahezu identische Werte erzielt. Die CVL zeigte dort nach 16 h 50 % Umsatz (ee = 28,8 %
und E = 2,3). In diesem Fall ist die Reaktion im Source-Trap-Reaktor sogar schneller, obwohl
der Transportprozeld langwierig ist, da erst nach ca. zwei Stunden Substrat und Produkt
gefunden werden. Auch hier wird auf weitere Versuche verzichtet, da die Enantioselektivitat

und die Enantiomerentberschiisse zu gering sind.
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7.6 Variation der Kettenlange und der Esterfunktion

Im Rahmen ihrer Diplomarbeit setzte [Becker; 1998] drei weitere aliphatische Substrate ein,
die mit Sub (1) strukturell verwandt sind. Abbildung 7.12 stellt diese ebenfalls vom Institut
fir Organische Chemie der Universitdt Hannover synthetisierten Verbindungen und ihre

Bezeichnung dar:

Sub (A) Sub (B) Sub (C)
OH o OH o OH o
/Wj\oa \}\/U\oa \}\/U\OMe
3-Hydroxy-4-hexenséure- 3-Hydroxypentanséaure- 3-Hydroxy-4-pentenséure-
ethylester ethylester methylester

Abb. 7.12: Verwendete Substrate zum Vergleich der Kettenlange und Esterfunktion [Becker; 1998]

Fir alle Substrate erfolgte analog zu dieser Arbeit ein Enzymscreening und der Einsatz in
Hexan und SCC® Dabei ist ein interessantes Ergebnis hervorzuheben, denn die CVL erzielt
im Vergleich zu Sub (1) mit (A), (B) und (C) nur geringe-eend eg-Werte erzielt. Fur
geeignet wurde in allen Fallen die Lipase B (H&R) befunden, sie setzte den Hexensaureester
innerhalb von 22 h bei einemg@ert von 97,1 % um. Im Fall von Sub (1) zeigte diese
Lipase dagegen nach 22,6 h nur eingaWert von 46,5 %.

In SCCQ werden fir den Hexensaureethylester Enantioselektivitdten von 1,7 (Lipase PS),
4,8 (Lipase B) und 5,4 (PPL) erreicht. In allen Fallen liegt in Hexan die Enantioselektivitat
noch hoher, so wurde sie zu 33,3 mit PPL bestimmt. Fur den Methylester wird in Hexan eine
Enantioselektivitdt von 3,0 mit der Lipase AY von Amano erzielt. [Herar; 1995] stellte fur
lipasekatalysierte Umesterungen von 3-Hydroxyestern dagegen fest, dall Methylester
schneller und mit h6heren Enantiomereniberschissen umgesetzt werden.

Die Lipasen zeigen demnach eine ausgepragte Substratspezifitdt, schon eine
Kettenverlangerung um ein C-Atom oder die Variation der Estergruppe bewirkt eine deutliche
Anderung im Reaktionsverlauf. AuBerdem wird der geséttigte Hydroxypentansaureethylester
kaum umgesetzt. Allerdings sind auch hier die Enantioselektivitaten mit maximal 5,4 nicht
zufriedenstellend. Die lipasekatalysierte Hydrolyse kurzkettiger aliphatischer Ester i, SCCO
zeigt demnach nur moderate Enantioselektivitdt. Daher soll jetzt das aromatische Substrat

untersucht werden.
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8 Die enzymatische Hydrolyse von 3-Hydroxy-5-phenyl-4-penten-

saureethylester

Auf ein Enzymscreening analog zu Sub (1) wird im Falle des Sub (2) verzichtet. Alle
Experimente werden mit deforcine pancreas ,- Chromobacterium viscosum und
Pseudomonas cepacidipasen durchgefuhrt. Fir die Hydrolyse dieser Enzyme in
konventionellen organischen Medien liegen bereits Literaturdaten vor, hier wird eine
potentielle Reaktion vorausgesetzt [Vol3; 1990]. AuRerdem wird die PSL gewahlt, da sie in
zahlreichen Um- und Veresterungsreaktionen aromatischer Substrate bereits eingesetzt wird
[AMANO; 1995].

Nur fur die PPL werden noch einige Versuche in Hexan durchgefihrt, um einen direkten
Vergleich der Losemittel unter identischen Bedingungen zu gewahrleisten. Die bekannten
Literaturdaten unterscheiden sich in den eingesetzten Konzentrationen und in der
Reaktionsfihrung.

Alle drei Enzyme setzen bevorzugt das S-Enantiomer des Substrats um.

8.1 Die enzymatische Katalyse von Sub (2) mit CVL

Zunachst soll die Hydrolyse von Sub (2) in SGQ®OIit der bereits bekannten Lipase aus
Chromobacterium viscosununtersucht werden (vgl. Kap. 7.4). Das Substrat ist bei
Raumtemperatur fest, wird aber bei ca. 40°C flissig. In einem Vorversuch wurden 500 mg
CVL, 150 mg Sub (2) und 20 ml KPP (0,5 M; pH 7,6) eingesetzt. Bei 150 bar wurde eine
Enantioselektivitdt von 16,1 bestimmt. Der Umsatz betrug 60,7 % bei eingWege von

96,2 und einem eélNert von 62,2 %. Es wurden bei diesem Versuch keine Proben
entnommen, d. h. der Reaktor wurde beftllt, unter Druck gesetzt und nach einer willktrlich
bestimmten Reaktionszeit von 165 h dekomprimiert. Dabei wurde die SERA3e
aufgefangen und ebenso wie eine aufgearbeitete Probe aus der KPP-Phase analysiert. Der
hohe Druck ist mit Temperatur- und Loslichkeitseffekten zu erklaren.

Da eine wesentlich bessere Katalyse als mit Sub (1) stattfand, wird die CVL nochmals in
einer weiteren Eintopf-Reaktion in SCgingesetzt. Bei diesem Versuch wird der
Reaktionsverlauf durch die Entnahme mehrerer Proben verfolgt. Um das Ergebnis des
Vorversuchs zu verifizieren, werden dieselben Mengen bei einer Rihrgeschwindigkeit von

800 U/min eingesetzt. Abbildung 8.1 stellt das Ergebnis dar.
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Abb. 8.1: Die Hydrolyse von Sub (2) mit CVL in SCECO

Nach 22,4 h werden 50 % Umsatz bei Enantiomerentberschiissen von ca. 65 % erreicht. Die
Enantioselektivitat betragt 10,6. Nach 95 h muf3 der Versuch abgebrochen werden, da keine
Substratpeakauswertung mehr moéglich war. Da digNsrte zundchst ansteigen, wird ein
Enantiomer bevorzugt umgesetzt. Dald aber bereits auch das R-Enantiomer umgesetzt wird,
zeigen die fallenden gé&Verte. Nach 46 h wird der Maximalwert mit 96,5 % eereicht.

Danach ist das Reaktionsgemisch an S-Substratenantiomer verarmt, das Verhaltnis der Peaks
gleicht sich aufgrund bereits umgesetzten S-Enantiomers an und-dgeedallt.

Im Gegensatz zum Vorversuch wird eine geringere Enantioselektivitat erzielt, was mit
weniger geléstem Substrat in der SG&Rhase bei 110 bar zusammenhéangen kann. Die
Loslichkeit von Sub (2) wird noch genauer in Kap 10.3uatersucht.

8.2 Die enzymatische Katalyse von Sub (2) mit PPL

Zunéchst soll das Aktivitatsverhalten dieser Lipase analog zur CVL in Abh&ngigkeit von der
Temperatur und dem pH-Wert beschrieben werden. Danach werden verschiedene Reaktionen

in Hexan und Kohlendioxid untersucht.

8.2.1 Die Abhangigkeit der PPL-Aktivitat von der Temperatur und dem pH-Wert

Die Abhangigkeit der Aktivitat von den einzelnen Parametern wird fur 100 mg Enzym mit
Hilfe der pH-Stat-Methode per Doppelbestimmung ermittelt. Im Falle der Temperatur-
variation wird 0,05 M KPP mit einem pH-Wert von 8 eingesetzt. Die pH-
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Aktivitatsmessungen erfolgen daraufhin bei einer Temperatur von 45°C, entsprechend den
Versuchsbedingungen in SC&@ie Abbildung 8.2 verdeutlicht das Ergebnis.
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Abb. 8.2: Die Abhangigkeit der PPL-Aktivitdt von ausgewéahlten Parametern

Die PPL weist ihre hochste spezifische Aktivitat im Bereich um 45°C auf. Dagegen ist sie im
pH-Bereich zwischen 5 und 6 ausgesprochen gering, dort erreicht sie mit ca. 0,20 U/mg nur
noch 13,4 % ihres Maximalwerts von 1,42 U/mg (pH 7,5). Auf einen Einsatz in S@@dD
dennoch nicht verzichtet, da die Lipase bei 45°C sehr aktiv ist. Eventuell kompensiert dieser
Effekt den Aktivitatsverlust aufgrund des niedrigen pH-Werts.

Der Druck sollte in den entsprechenden Versuchen nicht zu hoch gewahlt werden, um den in
SCCQ auftretenden pH-Shift gering zu halten und dadurch eine hdéhere Aktivitéat zu erzielen.
Dagegen spricht dann allerdings die geringere Substratléslichkeit in Kohlendioxid. Es wird
hier sehr deutlich, da’3 die enzymatische Hydrolyse in SC©@ vielfaltigen Parametern
abhangig und eine Vorhersage optimaler Reaktionsbedingungen &uf3erst schwierig ist. Um
z. B. die oben erwahnten gegenlaufigen Temperatur- und pH-Wert-Effekte n&her zu
beschreiben, wird in den folgenden Hexanversuchen die Hydrolyse den Reaktions-

bedingungen in Kohlendioxid sukzessive angenahert.

8.2.2 Die Katalyse in Hexan

Es werden drei Melreihen durchgefuhrt. Dabei werden identische Mengenverhéltnisse

verwendet und jeweils mehrere Proben aus der Hexan- und der KPP-Phase entnommen:

> 5 mlHexan
> 4 ml KPP (0,5M)
> 200 mg Sub (2)
» 75 mg PPL
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Der erste Ansatz erfolgt bei 24°C und pH 7,6. Im zweiten Fall wird der pH-Wert auf 5,5
erniedrigt. Der letzte Versuch wird dann bei 45°C und pH 5,5 durchgefuhrt. Die
Reaktionsverlaufe sind in Abbildung 8.3 dargestelit.
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Abb. 8.3: Die Hydrolyse in Hexan bei verschiedenen Reaktionsbedingungen

Es zeigen sich sehr deutliche Unterschiede in den Reaktionsverlaufen, die sich bei gleichen
Ansatzen nur aufgrund differenter Aktivitdten bzw. Stabilitdten des Enzyms erklaren lassen.
In allen drei Fallen wird niemals 50 % Umsatz erreicht. Zur Beschreibung der Ergebnisse
werden in Tabelle 8.1 neben den jeweils maximalen auch alle Werte nach 200 h
Reaktionszeit, die willkirlich gewahlt ist, aufgelistet.

Ansatz Zeit [n] | ee; [%] | ea [%] | U [%] | EY™ | e [%] | e [%]
T = 24°C, pH 7,6 200 65,9 85,8 43,5 30,7 72,9 92,1
T =24°C, pH 5,5 200 32,3 84,2 28,6 25,9 36,8 93,7
T =45°C, pH 5,5 200 11,5 89,9 12,0 22,6 12,9 90,7

Tab. 8.1: Ergebnisse der enzymatischen Katalyse des Sub (2) mit PPL in Hexan

Die Enantioselektivitaten bleiben tGber den gesamten Reaktionsverlauf nicht konstant, daher
sind in Tabelle 8.1 die Maximalwerte beschrieben. Bei allen Ansatzen schwankt der Wert um

ca. 5 — 7 Einheiten.
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Entgegen der Vermutung, dald sich die Temperatur- und pH-Effekte im dritten Ansatz
kompensieren, werden hier die geringsten Werte fur Enantioselektivitdt, Umsatz und
Enantiomereniberschisse erzielt. Die eindeutig besten Ergebnisse liefert der erste Ansatz. In
allen Versuchen sind die Produktenantiomerenuberschisse des S-Enantionzer@0niib

sehr hoch. Daraus folgt, dal3 trotz der geanderten Reaktionsbedingungen weiterhin das S-
Enantiomer bevorzugt umgesetzt wird, und die Enantioselektivitat im Rahmen der
Bestimmungsgenauigkeit nur sehr wenig absinkt. Das spiegeln die einzelnen Werte von
E = 22,6 bis E = 30,7 wieder. Unter anspruchsvolleren Versuchsbedingungen (T = 45°C, pH =
5,5) fur das Enzym nimmt hier hauptsachlich die Reaktionsgeschwindigkeit und kaum die
Selektivitat ab.

Mit der PPL werden noch einige Versuche in SG@0rchgefihrt, um die Medien direkt zu

vergleichen. Diese sind im na&chsten Kapitel beschrieben.

8.2.3 Die Katalyse in SCCQ

In mehreren Versuchen werden unterschiedliche Mengen an Puffer, Enzym und Substrat
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8.2 beschrieben. Aus Grinden der langen
Reaktionszeit und der zu erwartenden geringen Enantioselektivitat werden bis auf die letzten
beiden ,Eintopf-Reaktionen” (Ansatz 4) und 5)) alle anderen willkirlich abgebrochen und das
Reaktionsgemisch analysiert. Um einen Vergleich der Reaktionszeiten mit den Ansatzen 1)
bis 3) zu erzielen, werden fir 4) und 5) mehrere Proben entnommen. Auf die graphische
Darstellung des Reaktionsverlaufs soll aber verzichtet werden. Die Ansatze 6) und 7) sind
Source-Trap-Versuche, bei Ansatz 8) wird auf VA-Epoxy immobilisierte PPL verwendet

[Anhang Kap.13.5]. In der Tabelle werden fur die Ansatze mit mehreren Proben jeweils die
fur alle GroRen erzielten Maximalwerte dargestellt. Die angegebene Zeit ist die gesamte

Reaktionsdauer.
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Ansatz| KPP |SUB (2)] PPL t[h] |ee&[%]|ee [%]| U [%] E p [bar]
[m] [mg] [mg]

1 40 300 200 208,0D 0J6 806 d,7 9,3 106
2 10 150 500 165,00 13]2 898 12,9 21,1 100
3 20 150 500 188,25 8]1  81]9 40 10,9 130
gm-P- 15 300 300 21226 12/4 684 19,5 55 107
gm-P. 35 300 500 238,50 20/|8 692 231 6,7 106
6" 10 150 500 166,26 15/5 859 153 153 99
7T 10 130 500 146,0p 11,65 878 11,7 17,3 08
g/mmob 10 150 700 144,0p 23,41 810 22,6 1p,0 99

Tab. 8.2: Die Ergebnisse der Hydrolyse mit PPL in SE@O P. = mehrere Proben; S-T = Source-Trap;
Immob = Enzymimmobilisat

In allen Versuchen wird trotz Variation der eingesetzten Mengen nur in Ansatz 2) annahernd
die Enantioselektivitat des Hexanversuchs bei 45°C und pH 5,5 mit 21,1 (statt 22,6) erreicht.
In diesen Untersuchungen werden extrem geringe Enantioselektivitaten erzielt, sobald das
Enzym-Substrat-Verhaltnis gleich oder kleiner 1 ist (Ansatze 1) und 4)). Bei den Reaktionen
in Hexan betrug das Verhalnis 1 : 2,7. In allen Fallen werden hohe Produkt-
enantiomerentberschisse und geringe Substratenantiomereniiberschiisse erzielt, die mit den
Ergebnissen in Hexan vergleichbar sind. Die Versuche 6) bis 8) sowie Ansatz 2) erreichen die
hochsten Enantioselektivitdten. Diesen vier Experimenten ist eine geringe Puffermenge bei
grol3em Enzym-Substratverhaltnis (3,6 : 1 bis 4,6 : 1) gemeinsam. Das deutet neben dem pH-
Wert auf weitere inaktivierende Einflisse von SG@Of die PPL hin. Das in diesen Fallen

eine Substrathemmung der ausschlaggebende Faktor ist, widerlegt das Ergebnis des
Hexanversuchs, da dort trotz einer fast dreimal so hohen Menge an Substrat moderate
Enantioselektivitaten erzielt werden konnten. Hier wére eine unter Druck auftretende
Carbamatbildung am Enzym zu diskutieren.,@Din der Lage, mit freien Aminogruppen an

der Enzymoberflache zu reagieren. Die folgende Konformationdnderung des Enzyms kann
durchaus zu einer Hemmung fuhren (vgl. Kap. 8.3.1). Fur weitere Optimierungsversuche ist

diese Lipase aufgrund dieser Ergebnisse und der langen Reaktionsdauer somit nicht geeignet.

8.3 Die enzymatische Katalyse von Sub (2) mit PSL

Als letztes Enzym wird di®seudomonas cepadidpase untersucht. In Hexan zeigten sich in
analogen Vorversuchen zu denen mit der PPL auch bei 45°C und pH 5,5 Enantioselektivitaten

von 35 bis 45 bei 50 % Umsatz und Enantiomereniiberschiisse von Uber 80 %. Somit ist die
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PSL ein geeignetes Enzym fir den Einsatz in SCGnachst werden aber fur diesen

Biokatalysator wieder verschiedene Aktivitatstests durchgefihrt.

8.3.1 Die Aktivitat der PSL in Abhangigkeit der Temperatur, des pH-Werts und des
Drucks

Zur Bestimmung der Temperatur- und pH-Wert-Abhéangigkeit wurden 30 mg Enzym
eingesetzt. Die Aktivitdt wurde erneut in Doppelbestimmung mit der pH-Stat-Methode
bestimmt [Knuttel; 1998]. In Abbildung 8.4 ist das Ergebnis dargestellt.

Temperaturabhangigkeit pH-Abhangigkeit
1100+ 1000+
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o o
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5 600 3
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400 —tt—t—t—t—t—t— 0
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Abb. 8.4: Die Abhangigkeit der spezifischen Aktivitat der PSL von der Temperatur und dem pH-Wert
[Knuttel; 1998]

Entsprechend der CVL und der PPL zeigen sich bei 45°C ausreichend hohe Aktivitaten. Der
Maximalwert wird bei 62°C mit 1030 U/mg erzielt. Bei 45°C liegen noch ca. 850 U/mg vor.
Der EinfluR des pH-Werts ist auch fur diese Lipase hoher. Bei pH 5,5 liegen nur noch 149
U/mg vor, entsprechend 16,25 % vom Maximalwert bei pH = 8 mit 916 U/mg. [AMANO;
1995] gibt dagegen fur die PSL ein Temperaturoptimum von 50°C und den optimalen pH-
Wert mit 6 an. Die Unterschiede machen deutlich, dal3 wahrscheinlich in beiden Fallen andere
Versuchsbedingungen gewéhlt worden sind. Es liegt nahe, daf? bei den Messungen von
AMANO ein anderes Substrat als Tricaprylin eingesetzt worden ist und sich somit andere
Optima ergeben (das Substrat wird in [AMANO; 1995] nicht angegeben).

Zur Untersuchung der Druckabhangigkeit werden vier Enzympraparate (50 mg) vorbereitet

und die Aktivitat anschlieRend in Doppelbestimmungen ermittelt:
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30 Minuten bei 45°C, Normalatmosphére (Referenz)
20 h bei 45°C, Normalatmosphére
20 h bei 45°C unter 100 bar SCEO
20 h bei 45°C unter 150 bar SCEO

YV V VYV V

Das Ergebnis ist in Abbildung 8.5 dargestelit.

6,8
6,4
6,2
6,0
5.8 T T T

Atmosphare; 0,5 h Atmosphare; 20 h 100bar; 20 h 150bar; 20 h

Spez. Aktivitat [U/mg}
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Abb. 8.5: Die Druckabhangigkeit der spezifischen PSL-Aktivitat

Insgesamt fiihrt eine langerfristige Aufbewahrung des Enzyms bei 45°C nur zu geringen
EinbulR3en in der Aktivitat. Im Vergleich zu der Referenzprobe mit 7,3 U/mg ist die Aktivitat
nach 24 h auf 6,7 U/mg abgesunken. Bei 100 bar werden 6,9 U/mg und bei 150 bar 6,4 U/mg
gemessen. Im Rahmen der Mel3genauigkeit ist hier kein grof3er irreversibler Aktivitatsverlust
durch hohere Dricke fur die PSL zu beobachten. Eine reversible Konformationsdnderung
durch Carbamatbildung oder direkt durch den Druck (vgl. Kap. TRademacheet al;

1999]) ware mit dieser Methode nicht feststellbar.

[Kamatet al; 1995 (11)] fanden eine reversible Inaktivierung einiger Enzyme in SCS@

stellten eine These vor, in der freie Aminogruppen an der Enzymoberflache mit Kohlendioxid
kovalente Komplexe bilden, die z. B. an Lysinresten zu Ladungsverschiebungen fiihren
konnen. Diese Komplexe bzw. der ,Ladungsshift® fuhren zur Inhibierung. Die
Carbamatbildung ist reversibel und héangt direkt von der Enzymstruktur bzw. den auf der
Oberflache exponierten Aminoséuren, dem pH-Wert, der Temperatur und vom Wassergehalt
ab. Dabei wirken die Effekte sich teilweise entgegen, die Carbamatbildung wird bei hohen
Temperaturen erschwert, allerdings mit steigendem pH-Wert und Wassergehalt erleichtert. Da
die Aktivitat auch ohne den Einflu3 des Kohlendioxids direkt von diesen Parametern abhangt,
ist eine Vorhersage, ob eine Carbamatbildung und dadurch bedingte Inhibierung auftritt, sehr

schwierig. Der sinnvollste Weg ist, die Parameter einzeln zu variieren und das so veranderte
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Reaktionsverhalten zu studieren. Vielversprechend ist fur die PSL-katalysierte Hydrolyse eine
Temperaturerhbhung auch wegen der festgestellten gesteigerten Aktivitat bei Temperaturen
Uber 45°C. Weiterhin sollte der Druck aufgrund des geéanderten Loslichkeitsverhaltens des
Substrats und der wahrscheinlich bei h6heren Dricken bevorzugten Carbamatbildung variiert

werden.

8.3.2 ,Eintopf-Reaktionen“ mit PSL

Zunachst wird in einem Einzelversuch bei 102 bar, bei dem 20 ml KPP, 200 mg PSL und 150
mg Sub (2) eingesetzt worden sind, die Enantioselektivitat nach 168,5 h bestimmt. Die Probe
wird nach Dekompression aus der KPP-Phase entnommen. Die Zeit wird willkrlich
festgelegt und bezieht sich auf die Versuche mit der PPL, die alle zwischen 140 und 200
Stunden beendet wurden. Es wird eine geringe Enantioselektivitdit von 4,9 bei 71,54 %
Umsatz und Enantiomerentberschissen von 96,6 % fur das Substrat und 33,6 % fir das
Produkt erzielt. Der weit Uber 50 % liegende Umsatz und der geringe Wertfidgea die
Vermutung nahe, dafl} die Reaktion bereits zu weit fortgeschritten ist. Aufgrund des aber
immer noch sehr hoch liegenden Substratenantiomereniiberschusses wird trotz der geringen
Enantioselektivitdt ein neuer Ansatz mit kontinuierlicher® Probenahme durchgefuhrt, um
moglichst den kompletten Reaktionsverlauf zu erfassen. Allerdings wird ein anderer Ansatz
gewdahlt. Statt 200 mg werden 500 mg PSL eingesetzt. Ein erhdhtes Enzym-Substrat-
Verhaltnis in den entsprechenden PPL-Versuchen zeigte einen direkten Einflu@ auf die
Katalyse. Fur Umesterungsreaktionen mit dem entsprechenden Methylester des hier
verwendeten Substrats in konventionellen organischen Medien fand [Herar; 1995] aul3erdem
ein ahnliches Ergebnis heraus. Es wurden die besten Ergebnisse fiir Enzym-Substrat-
Verhéltnisse zwischen 2 : 1 bis 3 : 1 erzielt. Eine weitere Erh6hung brachte keine
Verbesserung mehr ein. Der Reaktionsverlauf wird in Abbildung 8.6 wiedergegeben.

Bereits nach ca. 15,5 h betragt der Umsatz 50 %. Fur alle untersuchten Enzyme und Substrate
wird hier die schnellste Reaktionszeit beobachtet. Auch werden die bis jetzt hdchsten
Enantiomerentberschisse (ee = 83 %) und die beste Enantioselektivitd&4O)Efir eine

Hydrolyse in Uberkritischem Kohlendioxid erzielt.
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Abb. 8.6: PSL in SCC& 500 mg Enzym und 150 mg Sub (2)

Zunéchst bleibt die Enantioselektivitdt tUber den Reaktionsverlauf anndhernd konstant.
Nachdem allerdings 50 %iger Umsatz erreicht worden ist, fallt sie kontinuierlich auf einen
Wert von 7 bei Reaktionsabbruch ab. Nach Erreichen eines Substratenantiomeren-
Uberschusses von 83 % bleibt dieser Wert tber den gesamten Zeitraum gleich. Dagegen fallt
der Wert fur den Produktenantiomerentberschuf3 von anfangs 88,5 % auf letztendlich 47 %
ab. Da egkonstant bleibt, eeaber abnimmt, erklart sich nach Formel (4.4) der fallende Wert

fur die Enantioselektivitat. Anscheinend wird fir das Substrat eine Sattigung der aktiven
Zentren des Enzyms erreicht (Substrathemmung), da kein weiterer Umsatz anhangd der ee
Werte und der Peakflachenverhéltnisse zum Internen Standard fur das Substrat registriert
wird. Gegen diese Hemmung spricht allerdings, dafd das Produkt kontinuierlich weitergebildet
wird, was anhand der sinkendenr-&eerte deutlich wird.

Aufgrund der bei 50 % Umsatz erzielten relativ hohen Enantiomereniberschissen wird die
Hydrolyse mit PPL in ,Source-Trap-Versuchen* durchgefihrt.

8.3.3 ,Source-Trap-Reaktionen* mit PSL

Ebenfalls in einem Vorversuch werden in der Source 150 mg Substrat und in der Trap 10 ml
KPP und 500 mg Enzym vorgelegt. Die Hydrolyse findet bei 110 bar statt. Nach 72 h wird
der Versuch abgebrochen und sowohl die Kohlendioxidphase als auch eine Probe aus der
Pufferphase analysiert.

Erstmals wird der geWert der SCC@Phase zu 99 % bestimmt. Dagegen liegt der
Produktenantiomerenuberschuld mit 35,6 % erneut sehr niedrig. Der Umsatz betragt 73,8 %
bei einem E-Wert von 17,5.
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Dieser in Hinsicht auf eine enantiomerenreine Substratdarstellung vielversprechende Versuch
wird unter Beobachtung des gesamten Reaktionsverlaufs wiederholt. Dabei missen allerdings
45 ml Puffer verwendet werden, da der Reaktionsaufbau modifiziert worden ist. Anstatt des in
Abbildung 4.3 (Kap. 4.2.2) verwendeten Reaktors wird jetzt der Source-Trap-Reaktor fir eine
.kontinuierliche* Probenahme verwendet. Bei der in Kap. 7.5 in Abbildung 7.10 skizzierten
Probenahme fir Source-Trap-Reaktionen kam es gelegentlich zu Problemen bei der
Probenahme durch verstopfte Nadelventile (entsprechende Versuche wurden nicht
dargestellt). AuRerdem verringerte sich mit jeder Probenahme stetig das Puffervolumen.

Abbildung 8.7 zeigt den neuen Versuchsaufbau.

Probeschlaufe
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Abb. 8.7: Die ,kontinuierliche” Probenahme bei der ,Source-Trap-Reaktionsfuhrung“

Aufgrund des grof3eren Source-Trap-Reaktors tauchte bei Verwendung von 10 ml Puffer die
Kapillare mit der Membran nicht mehr in die walirige Phase, da sie durch ein Ferrule mit der
.Deckelschraube” fixiert ist und sich nicht mehr in ihrer LAnge variieren laR3t. In diesem Fall
liegt eine Beeintrachtigung der freien Kombinierbarkeit der Komponenten vor. Somit muf3ten
45 ml Puffer eingesetzt werden, um ein komplettes Eintauchen der Kapillare und der
Membran in die Pufferphase zu gewahrleisten.

Zur Entwicklung einer on-line Analytik wird spéater (Kap. 10.3.2.3) ein analoger Source-Trap-
Versuch mit PSL durchgefuhrt. Dabei mussen allerdings die Proben wieder nach dem in
Abbildung 7.10 skizzierten Aufbau entnommen werden, da gleichzeitig Gber dem im Deckel
befindlichen Quarzglas die Fluoreszenz gemessen wird. In diesem speziellen Fall konnten
daher 20 ml Puffer eingesetzt werden. Der Druck betrug fur 45 ml KPP 109 bar und fir 20 ml
KPP 116 bar.
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Die Reaktionsverlaufe gibt Abbildung 8.8 wieder.
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Abb. 8.8: Source-Trap-Reaktionsverlaufe bei Einsatz von 45 und 20 ml KPP

Erwartungsgemald zeigen sich analoge Reaktionsverlaufe. Bei der Katalyse mit 45 ml KPP
werden 50 % Umsatz nach 19,9 h (ee = 81,5 %; E = 28) erzielt. Im Fall von 20 ml Puffer
werden 50 % Umsatz bereits nach ca. einer Stunde uberschritten. Nach 20,5 h werden 50 %
Umsatz mit ee-Werten von 77,6 % bei einer Enantioselektivitat von 20 erreicht. Diese Zeit ist
mit dem Ansatz mit 45 ml KPP vergleichbar. Das mehrmalige und frihe Erreichen von 50 %
Umsatz bei Einsatz von 20 ml Puffer laf3t sich durch die anfangs niedrigéreee erklaren.

Diese muf3ten eigentlich héher liegen, wie der Verlauf der ,Eintopf-Reaktion* und des ersten
Pufferansatzes nahe legt.

Bei der Analyse der SCG&Phase zeigen sich fur beide Ansatze geringe Unterschiede. Bei
Einsatz von 45 ml Puffer wird ein g&/ert von 98,0 % und bei 20 ml ein Wert von 99,9 %
bestimmt. In beiden Fallen ist noch Substrat in der Source vorhanden. Das heil3t, dal3 es zu
einer Gleichgewichtseinstellung zwischen Lésevorgang des Substrats, Transport zur KPP-
Phase und der Reaktion kam. Fir die Darstellung enantiomerenreinen Substrats scheint somit
die ,Source-Trap-Methode" geeigneter zu sein, da nicht nur hghé&/ede erreicht werden,
sondern auch noch ausreichend Substrat vorhanden ist. Bei den ,Eintopf-Reaktionen* wurden
erst hohe Substratenantiomerentberschiisse erzielt, wenn insgesamt bereits viel Substrat
abreagiert war. Dies lief3 sich durch den Vergleich der Peakflachen mit denen des Internen
Standards feststellen.

Unter Berucksichtigung des ,50 % Umsatz-Kriteriums* zeigt sich, dafd die Katalyse fir Sub
(2) mit derPseudomonas cepaciapase in SCC@vielversprechend ist. Aus diesem Grund

wird sie fur die folgenden Optimierungstrategien eingesetzt. Dabei werden ,Eintopf-
Reaktionen* untersucht, da die Reaktionszeit bis zum 50 %igen Umsatz kirzer und die
Enantioselektivitdt hoher als bei den Source-Trap-Reaktionen war, obwohl diese wie erwahnt
gunstiger in Hinblick der Substratenantiomereniberschisse sind. Die Optimierungs-
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experimente in SCCOwerden in Hinsicht auf die Enantioselektivitat durchgefuhrt. Auch
zeigt ein Literaturvergleich, daf3 deutlich hohere Enantioselektivitdten beim Einsatz des
aromatischen 3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensaureethylesters in S@@gcht werden. [VoR;

1990] untersuchte ebenfalls mehrere Enzyme auf ihre Einsatzméglichkeiten in der Hydrolyse
dieses Substrats in 1 M KPP ohne Zusatz einer weiteren organischen Phase. Dabei wurden
folgende Enantioslektivitaten bei 38°C und 103 h Reaktionsdauer erzielt:

CVL: E =23-40 (U = 48 %)
PPL: E=15-17 (U= 27 %)
PSL: E =22-30 (U = 48%)

Bei der Hydrolyse in SCCQOwvurde mit der CVL eine Enantioselektivitat von 10,6 (Kap. 8.1),
mit der PPL von 21,1 (Kap. 8.2.3) und mit der PSL zunéachst von 40,2 (Kap. 8.3.2) und spater
(Kap. 9.1) sogar von 66,1 nach nur 4,9 h erzielt.



Ergebnisse 83

9 Die Optimierung der enzymatischen Katalyse in Uberkritischem
Kohlendioxid

In diesem Kapitel soll fir die mit PSL katalysierte Hydrolyse des 3-Hydroxy-5-phenyl-4-
pentensaureethylesters die Enantioselektivitdt durch Variation der Reaktionsparameter
Substratkonzentration, Druck und Temperatur in ,Eintopfreaktionen“ in SG@@rsucht

bzw. optimiert werden. In allen Experimenten werden 20 ml KPP (0,5 M, pH 7,6) und
500 mg Enzym eingesetzt. Die Ruhrgeschwindigkeit betragt immer 800 U/min, um eine
hinreichende Vermischung zu gewébhrleisten. In allen Fallen wird ein 66 ml Hochdruckreaktor
verwendet. Im nachsten Kapitel wird die optimale Substratmenge bzw. -konzentration

bestimmt.

9.1 Variation der Substratkonzentration

In 5 Ansatzen wird die Substratkonzentration (bezogen auf 20 ml KPP) und damit das
Enzym-Substrat-Verhaltnis variiert. Dabei wird der Ansatz mit der ermittelten optimalen
Substratkonzentration zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wiederholt. Die Reaktions-
verlaufe werden in der Regel uber zwei Tage durch Entnahme von sieben bis zehn Proben
verfolgt. Die Entnahme der ersten Proben erfolgt bis auf einige Ausnahmen jeweils zu
definierten Zeiten (0,5 h; 2 h; 3,5 h; 5 h; 7 h), um einen besseren Vergleich und die
Bestimmung der kinetischen Parameter (vgl. Kap 9.5) zu gewaéhrleisten. Abweichende
Probenahmezeiten aufgrund einer friiheren Versuchsdurchfuhrung werden bei Darstellung der
Ergebnisse gekennzeichnet. Da die Reaktionen alle tendenziell identisch verlaufen, wird aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nur ein Verlauf dargestellt (Abb. 9.1) und die restlichen
Ergebnisse bei 50 % Umsatz tabellarisch wiedergegeben (Tab. 9.1). Bei der
Enantioselektivitat wird der Hochstwert tber den Reaktionsverlauf angegeben. Dieser wird in
allen Fallen bei ca. 50 % Umsatz erreicht (vgl. Kap. 9.4). Zuséatzlich wird bei Abbruch der
Reaktionen auch eine Probe aus der Kohlendioxidphasse entnommen und der Substrat-
enantiomerenuberschul® ebenso wie die maximal erzielten Werte aller Enantiomeren-
Uberschiisse angegeben. Die eingestellten Driicke variieren aufgrund der bereits erwahnten
Temperatureffekte beim Befiillen des Reaktors. Die Reaktionstemperatur betragt jeweils
45°C.
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Ansatz [Nsup2) |Csub@ |t[Nbei |€€ [u=sowi|€&cco |[E [P e ™ |e@"™
[mg] | [mmol] |50 umsatz |[%0] [%0] [bar]

1 75| 17,0 4,1 86,8 999 524 1p4 965 91,3
2 1000 22,7 3,3 878 870 491 1p7 983 914
3 130 29,5 3,5 86,0 927 50,2 1p7 90,6 90,8
4% 150] 34,1 15,9 830 850 402 112 867 885
5 200 454 4,1 88,0 968 61,7 108 960 920
6 200 454 4,9 89,6 957 66,3 1p3 951 943

Tab. 9.1: Variation der Substratkonzentration bei der enzymatischen Hydrolyse durch PSL g SCCO
* = Proben zu anderen Zeiten genommen
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Abb. 9.1: Die Hydrolyse mit 200 mg Substrat

Aus Tab. 9.1 wird deutlich, dal3 zunachst bis zu einer Substratkonzentration von 29,5 mmol
die Enantioselektivitaten relativ  konstant bleiben. Dabei wird der hdchste
Enantiomerentberschull der SC&Rhase mit 99,9 % fur Ansatz 1) bestimmt. Nahezu
identisch sind fur die ersten drei Ansatze auch die maximal erzielten
Produktenantiomerentiberschiisse von ca. 91 %. Dagegen sinken zunachst die entsprechender
maximalen eeWerte. Fur die Reaktionszeit und die ee-Werte bei 50 % Umsatz lafl3t sich
keine klare Tendenz finden. Die Reaktionszeit wurde direkt mit Hilfe des Programms ,Origin
5.0“ aus den Kurvenverlaufen bestimmt. 50 % Umsatz liegen genau am Schnittpunkt der
Kurven fir die Enantiomereniiberschisse vor. Dieser lal3t sich markieren und die
entsprechende Zeit ablesen. Da aber die Verlaufe idealisiert als Geraden zwischen einzelnen
MelRwerten dargestellt werden, ist diese Interpolierung ungenau, so daf3 das Kriterium
.Reaktionszeit* gerade bei diesen schnellen Zeiten fehlerbelastet ist. Eigentlich héatten
innerhalb der ersten finf Stunden noch mehr Proben entnommen werden muissen, dieses ist
aber aufgrund der notwendigen Aufarbeitung (vgl. 4.4.1) zeitlich nicht méglich.

Die besten Ergebnisse werden fur 200 mg [45,4 mmol] Substrat gefunden. In beiden Féllen

werden Enantioselektivitaten von Uber 60 erzielt. Vergleichbar hohe Werte sind fur
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Hydrolysereaktionen in SCGQicht bekannt. Der Enantiomereniiberschull der Sg@@se

liegt mit jeweils Uber 95 % am zweithOchsten fur alle Ansatze. Ebenso werden die hochsten
maximalen Produktenantiomerenuberschisse von 92 bzw. 94,3 % erzielt. Unter Vorbehalt
laRkt sich sagen, dal? mit steigender Substratkonzentration die Enantioselektivitat upe die ee
Werte bei zunehmender Reaktionszeit und konstanten Substratenantiomereniberschissen
ansteigen. Eine Ausnahme bildet Ansatz 4) mit 150 mg Substrat. Da dieser Versuch der erste
mit der PSL in SCC®war (vgl. Kap. 8.3.2), wurden zu anderen Zeiten Proben genommen.
Allerdings erklart das nicht die lange Reaktionszeit von 15,5 h und die niedrigste
Enantioselektivitat von 40,2. Der Versuch wurde allerdings bei 112 bar durchgefihrt und liegt
damit um 4 bar héher als Ansatz 5) mit 200 mg Substrat. Gerade der Druck hat, wie im
nachsten Kapitel beschrieben, einen erheblichen Einflul auf Reaktionszeit und
Enantioselektivitat.

Hohere Substratkonzentrationen wurden nicht mehr untersucht, da ©#edge mit
steigender Substratkonzentration schnell mit fortschreitender Zeit abnahmen (nicht
dargestellt) und somit der maximale Produktenantiomerentberschuld immer friher erreicht
wurde. Eventuell ware es also mdglich, noch hohere Enantioselektivitdten durch Variation der
Substratkonzentration zu erzielen.

Im folgenden soll der Einfluf3 des Drucks auf die Hydrolyse untersucht werden.

9.2 Variation des Drucks

Es soll eine Optimierung der Hydrolyse in bezug auf die Enantioselektivitdt durch Variation
des Drucks erfolgen. Im vorherigen Kapitel 8.3 konnte bereits die entscheidende Rolle dieser
Grol3e bei der Katalyse mit PSL erlautert werden. Neben der hoheren Loslichkeit des
Substrats mit steigendem Druck kann es aber zu der Katalyse entgegenwirkenden
Inhibierungsvorgangen durch Carbamatbildung und zur Enzyminaktivierung durch den
absinkenden pH-Wert kommen. Dieser Einflu® wird in den folgenden sechs Ansétzen naher
untersucht. Dabei werden jeweils bei 800 U/min 200 mg Substrat in 20 ml KPP durch 500 mg
PSL in SCCQ bei verschiedenen Dricken hydrolysiert. Eine Reaktion unter Normal-
atmosphare dient als Referenz. In diesem Fall bildet das Substrat &ahnlich der
Aktivitatsmessung mit Tricaprylin selber die fir die Lipase notwendige zweite Phase. Dabei
wird erneut ein besonderes Augenmerk auf die Reaktionszeit und die Enantioselektivitat
gerichtet. In Tabelle 9.2 werden die Ergebnisse dargestellt, Abbildung 9.2 zeigt den
Reaktionsverlauf der Referenz unter Normalatmosphére und eine Beispielmessung bei 80 bar.
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Fiar die Enantioselektivitat sind wiederum die Maximalwerte angegeben. Alle Versuche
werden bei 45°C durchgefihrt. Auch hier beziehen sich die Reaktionszeiten auf 50 %

Umsatz. Ebenso wird erneut eine Probe bei Abbruch der Reaktion aus der Kohlendioxidphase
entnommen.

Ansatz [p t [N] bei 50 % €€ [u-50%]|€&cco | E ee"™  |eg@"™
[bar] Umsatz [%] [%]

qReferenz 1 1,9 87,4 ] 46,9 93,7 94|1
2 80 4,9 86,7 94,3 54)0 94]5 92,8
3* 103 4,9 89,6 95,7 66,3 95]1 94,3
4% 108 4,1 88, 96,8 61,7 96/0 92,0
5 125 14,9 82,8 92,6 46)0 92,2 91,7
6 159 37,9 80,6 89,0 42[7 91,2 91,5

Tab. 9.2: Die Abhangigkeit der Hydrolyse des Sub (2) vom Druck; * = Ergebnisse aus Kap. 9.1

Atmosphéare 80 bar
100 + 100 +
T e —
80+ S : 80| .
\. / 1 \- A/A
60 + ® 60 T "
- . _ P ><
X X ¢
= = -
40 + ——eeS 40 + /.
1 —=—eep 1 —e—eeS
. —— Umsatz —=—eeP
20+ 20+ ee
4 —— Umsatz|
0 0

0 2 4 6 8 10 12 14 0 5 10 15 20 25 30
Zeit [H] Zeit [H]

Abb. 9.2: Die Reaktionsverlaufe der Hydrolyse mit PSL unter Atmosphéarendruck und bei 80 bar

Mit den Versuchen kann belegt werden, dal3 die Enantioselektivitat vom Druck abhangig ist.
Diese erhoht sich zunachst mit steigendem Druck, durchlauft bei 103 bar mit einem Wert von
66,3 ein Maximum und falit dann kontinuierlich ab, wie Abbildung 9.3 zeigt. Die Referenz
bei Normalatmosphéare ergibt aul3er der kiirzesten Reaktionszeit keine Vorteile gegenuber
SCCQ. Da die hdchsten Enantioselektivitditen und Enantiomereniiberschiisse unter Druck
erreicht werden, ist es gunstiger, das Substrat nicht direkt als zweite Phase vorzulegen,
sondern es in einer zusatzlichen Phase wie SCAdsen. Dadurch entfallt nach erfolgter
Reaktion auch die Extraktion des entsprechenden Substratenantiomers aus dem
Reaktionsgemisch. Wird die Katalyse ohne S@Cdurchgefihrt, kdme es zu einer
Verarmung des Gemisches an Substrat. Im unginstigsten Fall kann die Sattigungs-
konzentration des Substrats in Wasser unterschritten werden. Sobald dies geschieht, liegt das
Substrat nicht mehr als fiir eine Lipasenkatalyse notwendige zweite Phase vor und die
Reaktion wird eingestellt. Zusatzlich bietet SGCfle Mdglichkeit einer on-line Analytik,
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die aber erst in Kap. 10.3.2 vorgestellt wird. Bei hoheren Drucken ist der Einsatz von SCCO
nicht mehr effektiv. Es werden zwar weiterhin maximale Enantiomerentberschiisse von tUber

90 % erzielt, doch verlangert sich die Reaktionszeit deutlich.

Referenz SCca

Enantioselektivitat
5
o

1 80 103 108 125 159
Druck [bar]

Abb. 9.3: Die Druckabhangigkeit der Enantioselektivitat

Folgende Hypothese lal3t sich aus diesen Ergebnissen schlieBen: Sobald der Uberkritische
Zustand erreicht wird, 16st sich das Substrat bevorzugt in Kohlendioxid und die Katalyse wird
erleichtert. Mit steigendem Druck erhoht sich diese Loslichkeit weiter. Dieser Effekt wirkt
zundchst dem starker werdenden Einflu@ der pH-Wert Erniedrigung und einer
wahrscheinlichen Carbamatbildung entgegen. Ab einem bestimmten Druck kehrt sich dieser
Zustand allerdings um, da die Substratléslichkeit stagniert. Ebenso kann auch der pH-Wert
bei Einsatz von Puffer einen bestimmten Wert nicht unterschreiten [Tservistas; 1997].
Dagegen gibt jetzt die Bildung von Carbamat bzw. die direkte Konformationsanderung des
Enzyms durch Druck den Ausschlag und die Reaktionsrate und Enantioselektivitat fallen
deutlich ab. Somit IaRt sich diese Melreihe auch als Beweis fir eine reversible
Enzyminhibierung durch Druck betrachten.

Als letzter Optimierungsschritt wird der Einflu der Temperatur auf die Reaktionsrate

bestimmt.

9.3 Variation der Temperatur

In drei Anséatzen wird das Temperaturverhalten der Hydrolyse untersucht. Es werden erneut
200 mg Substrat mit 500 mg PSL in 20 ml KPP bei 800 U/min umgesetzt. Der Druck wird auf
ca. 103 bar eingestellt. Neben der bisherigen Versuchstemperatur von 45°C werden noch
40°C und 50°C untersucht. Tabelle 9.3 listet die Ergebnisse auf.



Ergebnisse 88
Ansatz [T t [N] bei 50 % €Qu=s0% | €&scCO ee"™  [e@"™

[OC] Umsatz [%] [%]
1 40 4,0 86,8 94,2 534 87\6 91,4
2% 45 4,9 89,6 95,7 66,3 951 94,3
3 50 3,1 83,8 92,5 29,6 910 87,0

Tab. 9.3: Die Abhangigkeit der Hydrolyse des Sub (2) von der Temperatur; * = Ergebnisse aus Kap. 9.1

In Kap. 8.3 wurde gezeigt, daf’3 bei 50°C die Aktivitdt der PSL hdher ist als bei 40°C und
45°C. Dal3 dadurch auch die Enantioselektivitat mit steigender Temperatur zunimmt, konnte
hier nicht belegt werden. Analog zu den Untersuchungen des Druckeinflusses durchlauft hier
die Enantioselektivitat bei 45°C ein Maximum. Allenfalls die schnelle Reaktionszeit von 3,1 h
%
Aktivitatssteigerung, die Enantioselektivitat sinkt dagegen auf 29,6 ab. Das kommt in dem

bis zum Erreichen von 50 Umsatz korreliert mit der temperaturbedingten
Temperaturbereich zwischen 45°C und 50°C einer Abnahme von tber 50 % gleich. Bei einer
Betrachtung der Ansatze 1) und 2) wird ein positiver Temperatureinflufd deutlich. Alle Gro3en
wie Enantioselektivitdt, Enantiomereniberschiisse und maximale ee-Werte nehmen zu.
Aufgrund dieser Einbuf3en der Enantioselektivitat werden keine héheren Temperaturen mehr
untersucht.

Zusammenfassend wird die hoéchste Enantioselektivitat fur die PSL-katalysierte Hydrolyse

von Sub (2) unter folgenden Bedingungen erzielt:

200 mg (45,4 mmol) Substrat

500 mg PSL - Enzym-Substratverhaltnis =2,5: 1
45°C

103 bar

Diese Parameter sollten fur alle folgenden Versuche verwendet werden. Fur die Etablierung
einer on-line Analytik (Kap. 10) werden dagegen auch abweichende Bedingungen gewahlt.

Die Begrindung findet sich bei den entsprechenden Anséatzen.
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94 Umsatz-Enantioselektivitats-Verlaufe

Es wurde bereits erwahnt (Kap. 4.1.3), da3 die Enantioselektivitdt eine fur das Enzym
charakteristische GroR3e ist, die Uber den gesamten Reaktionsverlauf konstant sein sollte. In
den meisten Untersuchungen féllt die Enantioselektivitat nach Erreichen von 50 % Umsatz
schnell ab, da das bevorzugte Enantiomer abreagiert ist und das weniger bevorzugte verstarkt
umgesetzt wird. FUr vier ausgewahlte Ansatze der Melreihe ,Variation der
Substratkonzentration* (Kapitel 9.1) erfolgt in Abb. 9.4 die graphische Darstellung der
Enantioselektivitat in Abhangigkeit vom Umsatz.

70 +

—=—2) 100 mg
—a—3) 130 mg

4) 150 mg
—e—6) 200 Mg

60 -+

50 +

40+

30 +

Enantioselektivitét

20

10 +

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Umsatz [%)]

Abb. 9.4: Verlauf der Enantioselektivitat in Abh&ngigkeit vom Umsatz in SCCO

In allen vier Fallen steigt die Enantioselektivitdt zunéachst leicht mit zunehmendem Umsatz
an. Im Bereich um 50 % Umsatz findet dann ein rascher Abfall statt. Jetzt wird auch verstarkt
das nicht bevorzugte Enantiomer umgesetzt, da das andere zum grof3ten Teil abreagiert ist
(vollstandige Abreaktion bei 50 % Umsatz nur bei einer Enantioselektivitdt > 100). Das
Enzym kann nicht mehr zwischen den Enantiomeren unterscheiden. Das dieses Absinken
nicht genau bei 50 % Umsatz sondern bei ca. 55 % stattfindet, liegt daran, dal’ auch schon seit
Beginn der Reaktion teilweise das nicht-bevorzugte Enantiomer umgesetzt wird. Wirde die
Enantioselektivitat Gber 100 liegen, so muf3te der Abfall genau bei 50 % Umsatz auftreten.

Da die Enantioselektivitat wahrend der gesamten Reaktionsverlaufs eigentlich konstant sein
mufRte und eine Anderung nur mit einer Veranderung in der Umgebung des Enzyms zu
erklaren ist, wird zusatzlich das Auftreten einer Hemmung vermutet.

Ein von [Becker; 1998] postulierter Einflul3 aufgrund der Aktivitatsabnahme der Lipase in
KPP-Puffer laf3t sich hier nicht als weitere Erklarung der Abnahme heranziehen, da sonst der
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Abfall der Enantioselektivitat geringer und langsamer ausfallen mufite. [CapE98]; und
[Tservistas; 1997] schlugen dagegen Nebenreaktionen vor, die die Enantioselektivitat
beeinflussen. Auch das ist in diesem Fall unwahrscheinlich, da die Hydrolyse irreversibel ist
und auf die Seite der Produkte gezogen wird.

Als letztes erfolgt die Bestimmung der kinetischen Parameter fur die PSL-katalysierte

Hydrolyse.

9.5 Kinetische Betrachtungen der enzymatischen Hydrolyse mit PSL

Da die Hydrolyse des 3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensaureethylesters mit PSL die einzige
Reaktion war, die Enantioselektivitaten von > 20 (Darstellung entweder des optisch reinen
Substrats oder Produkts mdglich) aufwies, sollen fir diese Katalyse die kinetischen Parameter
bestimmt werden.

Nach Kapitel 3.2.1 gilt fur lipasekatalysierte ,Zwei-Substrat-Reaktionen“ haufig der ,Ping-
Pong-Bi-Bi* Mechanismus, der sich analog zu den anderen Mechanismen bei Einsatz eines
Substrats als UberschuBkomponente zu einer ,Michaelis-Menten* analogen Gleichung (3.8)
vereinfachen laf3t. Die Variation der Substratmenge bei konstanter Enzymkonzentration ist ein
gangiges Verfahren zur Bestimmung der Kinetik (Kap. 9.1). In den dort durchgefuhrten
Versuchen wird die Enzym- und die Wasserkonzentration konstant gehalten, letzteres ist
gleichzeitig die UberschulRkomponente (in allen Anséatzen ist das Verhaltnis Wassermenge :
Substratmenge 100). Eine graphische Auswertung z. B. nach Lineweaver-Burk ist mit
Schwierigkeiten verbunden, da aufgrund der bereits erwahnten, durch die Aufarbeitung
limitierten Probenanzahl zu Reaktionsbeginn zu wenig Mel3punkte fur eine Bestimmung der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit zur Verfugung stehen. Aus diesem Grund wird eine andere
Methode zur Bestimmung der notwendigen Daten angewandt.

Unter Beriicksichtigung der UberschulRkomponente Wasser folgt nach Gl. (3.8) mit Sub (2):

v___ [Sub(2)] ©.1)
Voo Kg+[SUb()] '

max

Nach Trennung der Variablen und anschliel3ender Integration folgt:
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t __[Sub(z)] K, +[Sub(2)]
Vo E!dt— I " d[Sub(2)] (9.2)

Nach Aufspaltung des Integrals folgt:

1 [Sub@r

v s ub@)] +[Sub(2)]" ~[Sub(2)] = v, [ (9.3)

Die momentane Substratkonzentration [Sub °(2§Rt sich Uber den Umsatz nach

[Sub(2)] =[Sub(2)]° [{1- U) ausdriicken, woraus aus Gl. (9.3) folgt:

K, 11 1 [Sub2)I’ _ t
o %m%_ T % T (9.4)

In diesem Fall kann U tber Gl. (4.5) aus den Enantiomerenuberschissen bestimmt werden.

Wird %gegen%ln%%aufgetragen, so resultiert bei Gultigkeit der Michaelis-Menten-

Beziehung eine Gerade, aus der sich aus der Steinghg und aus dem Achsenabschnitt
Vmax
[Sub(2))’
v

max

ermitteln lassen. Es sollte jedoch bericksichtigt werden, dal3 bei der betrachteten

Hydrolyse eine Zwei-Phasen-Reaktion vorliegt und Stoffllbergangsphdnomene in Gl. (9.4)
vernachlassigt werden. Der Vorteil dieser Integralmethode ist, dal3 hier bei Kenntnis der
Umsatz-Zeit-Verlaufe nur eine Messung bei einer Substratkonzentration nétig ist. Fur zwei
Ansatze soll dies exemplarisch geschehen:

Die optimale Substratkonzentration wird zu 45,4 mmol bestimmt (Kap. 9.1). Daher sollen
graphisch fir Ansatz 5) aus diesem Abschnitt die kinetischen Parameter ermittelt werden.
Ansatz 5) wird gewahlt, da eine Probe mehr als bei Ansatz 6) entnommen wurde. Ebenfalls
erfolgt die Bestimmung fir den Atmosphéarenversuch in Kap. 9.2 (Ansatz 1),
Referenzmessung ohne SC.M\bbildung 9.5 stellt das Ergebnis dar.
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Abb. 9.5: Die Bestimmung kinetischer Daten der Hydrolyse von Sub (2) mit PSL

In beiden Fallen werden negative Achsenabschnitte und damit ein negativer Quotigpt fur K
und vnax erhalten. Da aber Geraden resultieren, ist zumindest bewiesen, daf} die Katalyse der
Michaelis-Menten-Kinetik mit UberschuRkomponente folgt. Der negative Achsenabschnitt
tritt bei allen hier untersuchten Reaktionen bei beiden Substraten auf (Ergebnisse nicht
dargestellt) und ebenso fur die in Kap. 7.6 beschriebenen Hydroxyester [Becker; 1998].
Daraus folgt, daf3 Stofftransportlimitierungen, die nur schwer zu bertcksichtigen und zu
berechnen sind, einen erheblichen Einflu3 auf die Reaktion ausiben. Auch bei der Reaktion
ohne SCCQ mul} interessanterweise solch eine Limitierung vorliegen. Wahrscheinlich ist
dort das Passieren des Substrats durch die Grenzschicht Wasser-Enzym und umgekehrt fur
das Produkt ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt. Zusatzlich treten in,S@@€re
Transporthemmungen aufgrund des Passierens der SRFEOGrenzflache auf. Neben
diesem Phasenlbergang verteilt sich das Substrat im Kohlendioxid. Daher ist auch noch die
Konzentration des Substrats am Enzym verringert. Bei Atmospharenmessungen ist dies nicht
der Fall.

Eine Verminderung der Transporthemmungen kdnnte durch hdhere Rihrgeschwindigkeiten
die
Scherkraftbelastungen auf das Enzym. Ein mathematisches Modell,

erreicht werden. Dagegen sprechen dann aber steigenden mechanischen

dall auch alle
Stoffubergangskoeffizienten bei der Reaktion bericksichtigt, wird zur Zeit in dieser
Arbeitsgruppe entwickelt [Aydemir; 1999].

Neben den Stofftransportlimitierungen ist das Vorliegen einer Hemmung wahrscheinlich, da
die erwahnten Transportmechanismen gerade im Fall der Atmospharenmessung keine grof3en
Einflisse auf die Geschwindigkeit haben kdnnen.
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10 Die Etablierung einer on-line Analytik fir enzymatische Reaktionen
in SCCO;,

In diesem Kapitel werden drei Methoden auf ihre Eignung zur on-line Uberwachung der
enzymatischen Hydrolyse in SCgQ@etestet. Neben 2D-Fluoreszenzmessungen werden
HPLC- und UV-Absorptionsverfahren untersucht.

10.1 HPLC-Analytik — Integration in die Probenahme

Fur die Enantiomerenanalytik existieren neben Kapillarsaulen fir die GC auch zahlreiche,
ebenfalls auf Cyclodextrinen beruhende HPLC-Trennsaulen. Daher entstand die Idee, eine
geeignete wasserunlosliche HPLC-Phase in das in Abb. 4.3 (Kap. 4.2.2) skizzierte
Probenahmemodul zu integrieren, so daf3 mit Hilfe eines automatischen Injektionsventils eine
walrige Probe definierten Volumens aus dem Reaktor direkt in den Strom eines HPLC-
Systems injiziert werden kann. Abbildung 10.1 soll den Aufbau verdeutlichen.

Probeschlaufe

Pumpe

u Injektionsventil

Eluent

HPLC-Saule
Detektor

Reaktor

Abb. 10.1: Schematischer Aufbau einer mdglichen HPLC on-line Analytik

Das Injektionsventil und die Pumpe waren computergesteuert, so dal3 zu definierten Zeiten
eine Probe analysiert und direkt Gber ein an den Detektor angeschlossenes Ausgabegerat der
Reaktionsverlauf beobachtet werden kdnnte. Dabei wére es fur eine Prozel3beobachtung vollig
ausreichend, entweder das Substrat oder das Produkt zu analysieren. Es galt also in
Vorversuchen eine geeignete Saule zu finden. Zu Testzwecken wurde von Macherey-Nagel
freundlicherweise die Nucleod@xPM zur Verfiigung gestellt. Es lie3en sich aber weder die
Substrat- noch die Produktenantiomere trennen. Nach Riicksprache mit dem Hersteller wurde

vermutet, dal® es zu einem intramolekularen Ringschlul3 zwischefrHigiroxy- und der



Ergebnisse 94

Carboxylatfunktion kommt, der eine Trennung verhindert. Dieses ware auch bei weiteren
S&ulen der Fall. Bei der GC verhindert die hohe Analysentemperatur diesen Ringschluf3. Ein

Alternative ware, die HPLC-Saule auf hbhere Temperaturen zu erwarmen.

10.2  UV-Absorptionsmessungen in SCCQ

[Becker; 1998] versuchte, basierend auf den Arbeiten von [Bornscheuer; 1993] und
[Capewell; 1994], eine on-line UV-Absorptionsmethode fur 3-Hydroxysaureester in SCCO
zu entwickeln (vgl. Kap. 3.7.1.1). Die Uberkritische Phase wird dabei kontinuierlich durch
eine Hochdruckdurchflul3zelle gepumpt, die Absorption Uber ein Photometer bestimmt und
die entsprechenden Spannungswerte Uber ein Voltmeter ausgegeben. Dabei wird das
Spektrum der Substrate zwischen 170 und 350 nm aufgenommen. Die Konzentration der
Ester ist der Absorption und damit der Spannung proportional. In Abbildung 10.2 ist sowohl
das Referenzspektrum des Kohlendioxid bei zwei verschiedenen Dricken als auch ein

MeRspektrum des 3-Hydroxy-4-hexenséaureethylesters (vgl. Kap. 7.6) wiedergegeben.

Reines Kohlendioxid 3-Hydroxy-4-hexensaureegtester
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Abb. 10.2: UV-Absorptionsspektren von reinem Kohlendioxid und von 3-Hydroxy-4-hexensaureethylester bei
zwei verschiedenen Driicken [Becker; 1998]

Es wird deutlich, daf} die Absorption des reinen Kohlendioxid (ca. 200 nm) mit
zunehmendem Druck steigt, da hohere Konzentrationen vorliegen. SobalduhGulistrat
zugegeben wird, erhoht sich ebenfalls aufgrund additiver Effekte die Absorption des
Kohlendioxids. Dabei wird bereits bei dieser sehr geringen Substratmenge der Mel3bereich
des Photometers udberschritten. Wird der Druck erhoht, ist die Ausbildung eines
Substratabsorptionsmaximums bei 300 nm zu beobachten. Damit ist eine qualitative
Beobachtung der Reaktion zwar moglich, doch verhindert der geringe Mel3bereich des
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Photometers einen Einsatz zur on-line Analyse. Die Messung zeigt allerdings gut die
steigende Loslichkeit eines Substrats mit zunehmendem Druck. Analoge Ergebnisse ergeben
sich mit allen Substraten, die aber nicht weiter dargestellt werden.

Es war nicht mdglich, den Mel3bereich des Photometers zu vergrof3ern, so daf} auf einen

weiteren Einsatz dieser einfachen Analysenmethode verzichtet werden muf3te.

10.3  Verschiedene Methoden zur on-line Analyse mittels der 2D-Fluoreszenz-
spektroskopie

Zwei Strategien zur Erfassung des Reaktionsverlaufes bei der Hydrolyse des 3-Hydroxy-5-
phenyl-4-pentensaureethylesters mit PSL sollen verfolgt werden. In Vorversuchen (nicht
beschrieben) wurde festgestellt, da? Sub (2) und die Produktsaure fluoreszieren. Aufgrund
ihrer Ahnlichkeit macht sich die abgehende Ethylgruppe im Fluoreszenzspektrum nicht
bemerkbar, so daf? sich Ester und S&ure in ihrer Lage im Spektrum nicht unterscheiden und in
ihrer Fluoreszenzintensitat (FI) addieren. In Hexan wird das Fluoreszenzmaximum zu
Em/Ex = 310/260 nm und in SCGAM Bereich um Em/Ex = 310/255 bestimmt. Leichte
Wellenlangenverschiebungen, die auch in den folgenden Versuchen auftreten, liegen an
Losemittel-, Druck- bzw. pH- und Temperatureffekten, die die Lage der Substanzen im
Spektrum und die Fluoreszenzintensitat direkt beeinflussen. Daher unterscheiden sich die
Wellenlangen fur das Substrat bzw. die Saure in den folgenden Versuchen. Das Enzym
fluoresziert nicht, ein basischer Aufschlul3 und anschlielende Bestimmung der Aminoséuren
zeigte, dal3 keine der drei Fluoreszenz zeigenden Aminosauren Phenylalanin, Tryptophan und
Tyrosin im Enzym zu finden sind.

Zunachst wird versucht, die produzierte Pentensaure mit Hilfe eines geeigneten Fluorophors
zu derivatisieren. Ziel dabei ist, dal3 sich das Substrat, der Fluoreszenzmarker und das Saure-
derivat in ihrer Lage im Spektrum unterscheiden.

Im zweiten Teil soll die unterschiedliche Lo6slichkeit von Substrat und Produkt far
Fluoreszenzmessungen ausgenutzt werden. Da sich die Saureenantiomere nicht jn SCCO
I6sen, sollte es mdglich sein, das Substrat bei ausschlie3lichen Messungen durch die
Kohlendioxidphase analytisch zu erfassen. So lange der Strahlengang nicht die Pufferphase
passiert, kann auch kein Produkt detektiert werden. Es sei nochmals darauf hingewiesen, daf}
hier nur das Substrat bzw. das Produkt als Summe ihrer Enantiomere erfal3t werden, da mittels
Fluoreszenzmessung keine Enantiomerenunterscheidung moglich ist. Es geht nur um die

gualitative Erfassung des Reaktionsverlaufs. Bei einer enantioselektiven Reaktion (E > 100)
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Reaktion mufite demnach bei Detektion des Substrats in der tberkritischen Phase die Fl im
Laufe der Katalyse genau um die Halfte fallen, d. h. ein Enantiomer wurde umgesetzt, das
andere verbleibt im SCGQund bestimmt die restliche Fluoreszenzintensitat. Bei Reaktionen
geringerer Enantioselektivitat wird die FI mit der Zeit auch weiterhin fallen, allerdings sollte

zumindest ein Abflachen der Kurve zu erkennen sein.

10.3.1 Derivatisieren der Produktsaure mit 1-Pyrenyldiazomethan (PDAM)

Im Rahmen seiner Diplomarbeit untersuchte [Knuttel; 1999] bereits fur die Produktsdure von
Sub (1) einige Derivatisierungsreaktionen mit verschiedenen Fluoreszenzmarkern. Vielver-
sprechende Ergebnisse wurden mit 1-Pyrenyldiazomethan (PDAM) erzielt, welches auch hier
eingesetzt wird. Die Derivatisierung erfolgt durch einfache Esterbildung mit der Produktsaure
(Abb. 10.3).

L OH O
CH=N=N
oH 0 O KPP N 0—CH,
RT
N OH + —_—
® " 9@

3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensdure PDAM PDAM-Derivat

Abb. 10.3: Derivatisierungsreaktion der Produktsaure mit PDAM

Das PDAM fluoresziert sowohl in KPP/Hexan als auch in KPP/SC&DAgy = 380 und

Aex = 340 nm. Damit unterscheidet es sich zumindest von der Lage des Sub (2) und dessen
Saure. Sollten sich dagegen das PDAM und das Derivat nicht unterscheiden, ware es auch
hier theoretisch moglich, dafld sich die FI des Substrat-Produkt-Gemisches sowohl aufgrund
der Enzymkatalyse als auch durch die Reaktion des PDAM mit der S&ure verringert und so
eine Verfolgung der Reaktion moglich wird. Optimal ware, wenn das Derivat ebenfalls andere
Fluoreszenzmaxima als das PDAM und die Saure aufweist. Da das Enzym keine Fluoreszenz
zeigt, ist in diesem Fall mit héchstens drei ausgepragten Maxima im Spektrum zu rechnen.

10.3.1.1Die Derivatisierungsreaktion in KPP

Zunachst wird nur in KPP die reine Produktsaure mit PDAM eingesetzt. Die Messung der
Fluoreszenz erfolgt durch eine in einen seitlichen Einlal3 eingefal3te Quarzglasscheibe in
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einem 15 ml Edelstahlzylinder. Die innere Reaktorwand wird mit einer schwarzen
Teflonmanschette bedeckt, um Reflexionen an der Edelstahlwand zu vermeiden. Fir die
Hochdruckreaktoren existieren solche Manschetten noch nicht, da aufgrund der zahlreichen
Kapillarbohrungen die Herstellung einer pal3genauen Manschette erschwert ist. Zu 10 ml
einer 2,4 10° molaren PDAM-Lésung (in 0,5 M KPP, pH 7,6) werden 1,15 mg reine race-
mische Produktsdure gegeben. Es werden Uber zwei Stunden Spektren aufgenommen. In
Abbildung 10.4 sind die Spektren zu Reaktionsbeginn, nach 120 min und das
Differenzspektrum dargestellt, Abbildung 10.5 gibt den FI-Verlauf Gber die Zeit wieder. Die
skizzierten FI-Verlaufe werden aus den aufgenommenen Spektren bei einem bestimmten
Wellenlangenpaar (Em/Ex = 320/250 Saure; Em/Ex = 380/335 PDAM und Em/Ex = 330/290
Neuer Peak) ermittelt. Leichte Wellenlangenverschiebungen der Peakmaxima liegen im
Folgenden an der Abhangigkeit der FI vom Lésemittelsystem, von der Temperatur und vom
Druck. Auf diese Anderungen wird nicht jedesmal explizit hingewiesen. Auch wird spéter

aufgrund der Ahnlichkeit auf die Darstellung von Einzelspektren zu bestimmten Zeiten
verzichtet.
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Abb. 10.4: Fluoreszenzspektren der Derivatisierungsreaktion in KPP
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Abb. 10.5: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat

Sowohl der Saurepeak als auch der PDAM-Peak nehmen in ihrer FI mit der Zeit ab. Bei
Em/Ex = 330/290 wird erst im Differenzspektrum ein ,zunehmender* Peak sichtbar. Aus den
Fl-Verlaufen wird deutlich, dald die Fluoreszenzintensitat fur den neuen Peak nur gering
zunimmt. Dabei kann es sich nicht um das Derivat handeln. Erstens liegt dieses
Wellenlangenpaar zu nah am Maximum der Saure und zweitens wird bereits zu Beginn der
Reaktion bei Em/Ex = 330/290 eine hohe FI von ca. 118 gemessen. Fur ein neues Produkt
sollte sie aber wesentlich geringer sein, vor allem, wenn bedacht wird, dafl3 daraufhin keine
Zunahme mehr stattfindet. Auf jeden Fall kann die erwartete Abnahme der Peaks fur die
Séaure und das PDAM beobachtet werden. Auffallig daran ist, dal3 die FI des PDAM nur
gering abfallt, die der Sdure dagegen sehr stark. Daher wird ein Zusammenfallen der Peaks im
Spektrum von PDAM und vom neuen Derivat vermutet.

Wie sich die Derivatisierungsreaktion in KPP/Hexan bzw. KPP/S{€0einer Katalyse des
Substrats verhalt, wird in den folgenden Kapiteln beschrieben.

10.3.1.2Die Derivatisierungsreaktion in KPP/Hexan

Zu 9 ml KPP (0,5M, pH 7,6) werden 5 ml Hexan und 4 mg racemisches Sub (2) gegeben. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 13 mg PSL gestartet. Die Fluoreszenzmessung erfolgt durch
die waRrige Phase hindurch. Nach 207 Minuten wird 1 ml einer Z)4 molaren PDAM-
Losung zu dem Reaktionsgemisch gegeben. Das Ergebnis ist in den Abbildungen 10.6 und
10.7 skizziert. Hierbei &ndert sich die Lage des Substrat- bzw. Saurepeaks aufgrund von
Losemitteleffekten geringfligig (Em/Ex = 310/255).
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Abb. 10.6: FI-Verlauf der Reaktion des Sub (2) mit PSL in KPP/Hexan unter Zusatz von PDAM

Zunachst sinkt die FI fur das Substrat bzw. die zu produzierende 3&ur&10/255) fast um

50 % von 87 auf 48 ab. In diesem Fall ist das auf ein Losen des Substrats in der Hexanphase
zurtckzufiihren. Nach ca. 60 Minuten bleibt die FI konstant bzw. steigt sogar langsam an. Die
abfallende FI des abreagierenden Substrats wird durch die in der Pufferphase gebildete Saure
kompensiert. Erst nach Zugabe von PDAM wird ein weiterer Abfall beobachtet, da das
Substrat weiterhin von der PSL katalysiert und jetzt die Produktsdure vom Fluorophor
abgefangen wird. Das korreliert mit der ebenfalls sinkenden Fluoreszenzintensitat des PDAM-
Peaks. Aufgrund des unpolaren Charakters des 1-Pyrenyldiazomethan ist es wahrscheinlich,
daf} sich dieses auch in Hexan I6st und auch dadurch die FI verringert wird. Das wirde den
anfanglich schnelleren Abfall der FI des PDAM direkt nach der Zugabe erklaren. Ein neuer

Peak wurde nicht gefunden, dies wird im Differenzspektrum (Abb. 10.7) deutlich.
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Abb. 10.7: Differenzspektrum (466 min — 207 min) bei Reaktion des Sub (2) mit PSL in KPP/Hexan

Im nachsten Abschnitt der Derivatisierungsuntersuchungen wird die Reaktion auf
Kohlendioxid Gbertragen.
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10.3.1.3Die Derivatisierung mit PDAM in Uberkritischem Kohlendioxid

Die Reaktion findet in der in Abbildung 4.4 (Kap. 4.2.3) skizzierten Anlage statt. Allerdings
wird der Reaktor waagerecht gelegt, da hier nur in der Pufferphase gemessen werden soll. Um
das Quarzglas vollstandig mit KPP zu bedecken, miissen 40 ml PDAM-Lésungl(®,4

molar) verwendet werden. Nachdem 250 mg PSL und 75 mg Sub (2) zu der Reaktionslosung
gegeben worden sind, wird der Reaktor verschlossen, hingelegt und sofort mit der
Fluoreszenzmessung begonnen. Der Druck betragt wahrend des Versuches ca. 93 bar. Das
Substrat bzw. die Saure werden bei einem Wellenlangenpaar von Em/Ex = 310/275 nm
detektiert. Ein Differenzspektrum (240 min — 2 min) ist in Abbildung 10.8 und der FI-Verlauf

in Abbildung 10.9 dargestellt. Der S&aure- bzw. Substratpeak ist aufgrund des,-SCCO
Einflusses deutlich zur Streubande hin verschoben.
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Abb. 10.8: Differenzspektrum (240 min — 2 min) der Katalyse mit PSL in SCCO
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Abb. 10.9: FI-Verlauf bei Em/Ex = 310/275 nm
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Zunachst steigt die FI von 109 innerhalb der ersten 30 Minuten auf 199 an. Danach ist bis zur
115. Minute ein Abfall zu beobachten, der nicht zu erkldaren und wahrscheinlich auf
Losemittel- und Temperatureffekte zurtickzufihren ist. Danach steigt die FI kontinuierlich an,
um dann nach 240 Minuten von 231 auf 192 wieder abzufallen. Das ist wie folgt zu erklaren:
Zunachst wird sehr schnell ein Saureenantiomer produziert, das ausschlaggebend fur den
ersten Fl-Anstieg ist. Das Substrat tragt nicht zur Fluoreszenz bei, da davon ausgegangen
wird, dal3 es fast vollstandig in der SC&Rhase gelost ist. Es erfolgt der langsame Anstieg

bis zur 240. Minute aufgrund der auch auftretenden Umsetzung des zweiten, nicht
bevorzugten Enantiomers. Gleichzeitig wird die produzierte Sé&ure bereits von PDAM
abgefangen. Nach vier Stunden ist die Reaktion nahezu abgeschlossen, nur die Saure wird
weiter derivatisiert. In den entsprechenden Umsatzverlaufen mit der PSL wurde festgestellt,
dafld 50 % Umsatz teilweise bereits nach 3,1 Stunden vorlagen und dieser danach aufgrund der
Reaktion des weniger bevorzugten Enantiomers nur noch sehr langsam fortschritt (Kap. 9.1).
Hier wird nach Reaktionsabbruch eine Probe entnommen, aufgearbeitet und analysiert. Dabei
wurden Enantiomereniberschisse von 90,5 % fur das Substrat und 87,9 % fur das Produkt bei
Ubereinstimmenden 50,73 % Umsatz und einer Enantioselektivitdt von 48,4 bestimmt. Es
kann also davon ausgegangen werden, daf3, wie vermutet, die Reaktion nach knapp vier
Stunden stagniert und nur noch die Saure von PDAM abgefangen wird (Verringerung der Fl).
Im Gegensatz zu den vorigen Derivatisierungsreaktionen verlauft die Reaktion mit dem
Fluorophor hier sehr langsam. Da im Differenzspektrum kein PDAM-Peak gefunden wird,
liegt die Vermutung nahe, dal? sich das unpolare 1-Pyrenyldiazomethan in, &3CONnd

sich aufgrund einer jetzt auftretenden Zwei-Phasen-Reaktion die Derivatisierung durch
Stoffibergangsphdnomene verlangsamt. Die Loslichkeit des PDAM in S@@@e in

einem Referenzversuch bestétigt. Dazu wurde eine 1g2 molare PDAM-Lésung in KPP

unter SCCQgesetzt und die FI der wéal3rigen Phase bestimmt (Abbildung 10.10).

EEmM: 390/ Ex 340 n

I

0 min, 1 bar 2 min, 60 bar 5 min, 99 bar 10 min, 96 bar

Abb. 10.10: Die Fluoreszenzintensitat von PDAM in SG@Abh&ngigkeit vom Druck und Zeit
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Bereits nach zehn Minuten ist die FI des PDAM um 50 % auf 131,7 gefallen. Damit ist
bewiesen, dal sich PDAM in SCgI{Ost.

Zusammenfassend lai3t sich feststellen, dafd eine Verfolgung der Reaktion in BT Edfe

der 2D-Fluoreszenzspektroskopie méglich ist. Dabei fihren weniger die Derivatisierungs-
strategien aufgrund der ebenfalls unterschiedlichen Loslichkeiten des Fluorophors und der
Produktsaure und die damit auftretenden Reaktionslimitierungen zum Erfolg. Vielmehr wird
deutlich, dal3 die direkte Detektion der Saure in KPP mdglich ist, da sich das Substrat fast
vollstandig in SCC@I6st. Noch vielversprechender ist allerdings die direkte Detektion des
Substrats in der Kohlendioxidphase, da die produzierte Saure in S@dsandig unléslich

ist und somit Gberhaupt keine stdrenden Einflisse anderer Reaktionspartner auftreten sollten.

10.3.2 Die Reaktionsverfolgung in der SCCQG-Phase mit Hilfe der Fluoreszenz-
spektroskopie

10.3.2.1Die Loslichkeit von Sub (2) in Abhangigkeit vom Druck

Zunachst soll die 2D-Fluoreszenzspektroskopie dazu verwendet werden, die
Druckabhangigkeit des aromatischen Esters in SCfiObestatigen. Dazu werden 300 mg

Sub (2) in 10 ml Kaliumphosphatpuffer im Hochdruckreaktor vorgelegt. Bei 310/260 nm wird
die Fluoreszenz in der SC@®hase mit Hilfe sogenannter ,Timescale“-Aufnahmen verfolgt.
Dabei wird jede Sekunde die FI bei dem oben genannten Wellenlangenpaar bestimmt.
Aufgrund einer geratebedingten Einschrankung sind immer nur Messungen von einer Stunde
moglich, so dal3 direkt nach Beendigung einer Aufnahme die nachste gestartet wird und
anschlieBend die Einzelmessungen zusammengefligt werden mussen. Der Reaktor wird erneut
waagerecht gelegt, nur wird in diesem Fall die Glasscheibe aufgrund des geringen KPP-
Volumens nicht durch Puffer bedeckt. So ist in diesem Fall eine ausschliel3liche Detektion in
der Kohlendioxidphase gewéabhrleistet. Bei jeder Timescaleaufnahme wird der Druck erhéht.
Der genaue Zeitpunkt wird in Abbildung 10.11 aus Ubersichtsgriinden nicht eingezeichnet,

sondern nur das entsprechende Druckintervall skizziert.
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Abb. 10.11: Laslichkeitsverlauf von Sub (2) in SCCO

Die Anderung der FI und damit die Anderung der Loslichkeit mit dem Druck wird deutlich.
Im Intervall 100 bis 110 bar betragt die mittlere FI 22,3, im Bereich zwischen 140 und 160
bar bereits 30,5. Die Ldslichkeit nimmt also um ca. 36,8 % zu. Die Detektion des Substrats in

SCCQ ist mdglich, dieses wird jetzt direkt in einer lipasekatalysierten Hydrolyse ausgenutzt.

10.3.2.2Eintopf-Hydrolyse mit PSL in SCCO, mit integrierter Fluoreszenzanalytik

In 20 ml KPP werden 500 mg PSL und 150 mg Substrat vorgelegt. Es erfolgt sofortiger
Verschlu3 des Reaktors mit anschlieBender Spektrenaufnahme. In diesem Fall werden
aufgrund der langen Beobachtungsdauer keine Timescaleverlaufe aufgenommen, sondern die
FI direkt aus den Spektren bestimmt. Diese werden anfanglich alle zwei, spater dann alle 20
Minuten und zuletzt jede Stunde aufgenommen. Das Gemisch wird bei 800 U/min gerihrt. In
Abbildung 10.12 ist der FI-Verlauf bei Em/Ex = 310/260 nm und der entsprechende Druck

dargestellt.
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Abb. 10.12: FI-Verlauf des Sub (2) in SCElai der Hydrolyse mit PSL

Zunachst steigt die FI von ca. 80 bis 90 auf ungeféahr 115 an. Das ist mit einem Druckanstieg
bis auf 150 bar aufgrund starker Temperatureffekte des kalt einstromenden Kohlendioxids in
den Reaktor zu erklaren. Aus diesem Grund wurde nach 3,5 h bis auf ca. 110 bar entspannt,
wodurch Substrat verloren geht und die FI um einen Wert von ca. 8 absinkt. Der weitere
Abfall, beginnend nach ca. 4 h, ist mit der Hydrolyse des Esters zu erklaren. Nach 5,5 h
Stunden betragt die FI 102, zum Ende (16 h) fallt sie auf 66 ab. Das korreliert mit dem nach
Reaktionsabbruch bestimmten Umsatz von 52,22 %+®4,5 %, ee= 83,8 %, E = 36,2).

Der Abfall der FI wird auch im Differenzspektrum nach 16 h (Abb. 10.13) deutlich.
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Abb. 10.13: Differenzspektrum (16 h — 0,16 h)

Um die Druckschwankungen aufgrund von Temperatureffekten zu minimieren, wird der

Versuch mit auf 45°C vortemperierten Losungen wiederholt. Dabei wird zusétzlich die

Substratmenge auf 300 mg erhdht. Aus den Spektren wird hier die FI des Substrats fur
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Em/Ex = 310/260 nm bestimmt und in Abbildung 10.14 gegen die Zeit aufgetragen.

Zuséatzlich wird auch der Druckverlauf skizziert.
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Abb. 10.14: FI-Verlauf des Sub (2) in SC&lai der Hydrolyse mit PSL

Uber den gesamten Reaktionszeitraum von 22,7 h bleibt der Druck annihernd konstant bei
105 - 107 bar. Nur innerhalb der ersten fiinf Stunden steigt er von 96 auf 105 bar an. Damit
sind die Druckschwankungen wesentlich geringer als im Versuch davor. Die Fl steigt
aufgrund des Substratldsungsprozesses von ca. 8 auf 35 innerhalb der ersten 25 Minuten an.
Danach fallt sie mit einigen Ausnahmen kontinuierlich ab und betragt nach ca. 4 h nur noch
ca. 17 bis 20. Das entspricht einer erwarteten Abnahme um 50 %, d. h. das bevorzugte
Enantiomer ist umgesetzt, die Hydrolyse des zweiten Esterenantiomer schreitet nur langsam
voran. Nach Reaktionsabbruch betrdgt die FI immer noch ca. 16 bis 18. Bei der
Dekompression wird eine Probe aus dem Reaktor entnommen und aufgearbeitet. Der Umsatz
wird bei ee-Werten von 96,8 % fur das Substrat und 76,8 % fur das Produkt zu 55,3 %
bestimmt. Die Enantioselektivitat betragt 27,8.

Dieses Experiment zeigt bereits deutlich, dal’ eine on-line Beobachtung des Reaktionsverlaufs
anhand der Detektion des Substratabbaus in der $€8&e mdoglich ist. Um die
Schwierigkeiten bei der Druckeinstellung aufgrund von Loslichkeits- und Temperatur-

ph&anomenen weiter zu minimieren, wird der Versuchsaufbau modifiziert.
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10.3.2.3Die Beobachtung der Reaktion mit definierten Startbedingungen

Da in den vorigen Versuchen alle Reaktionskomponenten bereits unter Normalatmosphére in
Beruhrung traten, begann die Reaktion bereits vor der eigentlichen Detektionsphase. Um die
Reaktion bei definiertem Druck zu starten, wird das Enzym aul3erhalb des Reaktors plaziert
und erst spater dazugegeben. Dadurch wird auch der genaue Startzeitpunkt festgelegt.

Abbildung 10.15 skizziert den neuartigen Aufbau.
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Abb. 10.15: Versuchsaufbau mit Vorratsreaktor und Fluoreszenzdetektion

Uber ein Zwei-Wege-Ventil Ykonnen der Vorratsreaktor mit Enzymextrakt und der Reaktor
mit KPP und Substrat unter Druck gesetzt werden. Dabei bleibt das Nadelventil V
geschlossen. Sobald die FI und der DrugkypReaktor konstant sind, wird,\geoffnet. Der
Enzymextrakt stromt unter der Voraussetzung, dafl® g, ist, in den Reaktor und die
Reaktion wird gestartet. Ein ebenfalls im Vorratsreaktor eingebautes Glas erlaubt die visuelle
Kontrolle der Extraktzugabe. Das Volumen des Vorratsreaktors wird mit 6 ml wesentlich
kleiner als das des eigentlichen Reaktors gewéhlt, damit der Druck im Reaktionsraum nach
der Zugabe nicht allzu stark ansteigt. Die Kapillare, die vom Extraktgefal3 in den eigentlichen
Reaktionsraum fiuhrt, wird im hinteren Bereich des Reaktors angeschlossen, um ein Spritzen
von KPP an die Quarzglasscheibe zu verhindern. Die Abnahme der Substratfluoreszenz-
intensitat erfolgt durch Aufnahme von Timescaleverlaufen bei Em/Ex = 310/260 nm. Aus
Grunden der Ubersicht wird ab hier nicht mehr der gesamte Timescaleverlauf dargestellt,
sondern nur noch ein Mittelwert der FI Uber 5 Sekunden zu bestimmten Zeiten. Der

Gesamtverlauf setzt sich erneut aus einzelnen Timescales zusammen.
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Es werden insgesamt 20 ml KPP, 530 mg Enzym und 400 mg Substrat eingesetzt. Die
Extraktherstellung erfolgt durch dreistindiges Schitteln des Enzyms in 4 ml Puffer. Danach
wird der Uberstand abzentrifugiert und in den Vorratsreaktor gegeben. Unlésliche
Restbestandteile werden verworfen. Nach 6,5 h bleibt der Druck mit 115 bar und einer FI von
ca. 53 annédhernd konstant. Der Extrakt wird unter 150 bar gestellt. Daraufhin wird V
gedffnet und somit die Reaktion gestartet. Dabei ist zu beobachten, dafR sich der
Vorratsreaktor komplett leert. Im Reaktionsraum steigt der Druck durch die Zugabe des
Extrakts sprunghaft auf 119 bar an und erhoht sich trotz der abgewandelten
Versuchsdurchfiihrung im Laufe der Zeit noch auf 122 bar. Die Fl steigt ebenfalls bis zur
neunten Stunde auf 61,5 an. Danach ist deutlich ein Abfall zu beobachten (Abb. 10.16).
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Abb. 10.16: FI-Verlauf des Substratabbaus in Sg@®einem PSL-Enzymextrakt

In Vorversuchen (nicht dargestellt) wurde festgestellt, dal3 ein so hergesteliter Enzymextrakt
zu Aktivitatseinbul3en von ca. 60 - 70 % im Vergleich zur Aktivitat des ,rohen* Enzyms
fuhrt. Damit ist erklart, warum die Fl im Vergleich zu den vorigen Versuchen nur langsam
abfallt und erst nach ca. 15,5 h (entsprechend einer Reaktionszeit von 9 h) mit 31 konstant
bleibt. Somit sinkt die FI erneut um die hypothetischen 50 %. Auch hier bestatigt die nach
Reaktionsabbruch entnommene Probe, dal’ der Umsatz 48,13 $68%&& % und ge= 90,7

%) betragt und die FI demnach mit der Umsetzung genau eines Enantiomers korreliert.
Gleichzeitig wird eine hohe Enantioselektivitat von 54,6 bestimmt. Abbildung 10.17 zeigt das
Differenzspektrum nach neun Stunden Reaktionszeit. Die Abnahme der FI des Substrats ist

deutlich zu erkennen.
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Abb. 10.17: Das Differenzspektrum der Hydrolyse mit PSL-Extrakt in SGC®h — 6 h (Extraktzugabe))

Im nachsten Kapitel wird der Fluoreszenzverlauf fur das Substrat bei einer Source-Trap-

Hydrolyse verfolgt. Es soll beobachtet werden, ob anhand des Fluoreszenzintensitatsverlaufs
der anfangliche Loése- und Transportprozel3 und der spatere Reaktionsverlauf beobachtet
werden kann. Zusétzlich werden wahrend der Reaktion Proben entnommen, aufgearbeitet und

off-line gaschromatographisch analysiert.

10.3.2.4Source-Trap-Hydrolyse mit Fluoreszenzdetektion und Enantiomerenanalytik

Im senkrecht stehenden Source-Trap-Reaktor wird durch die SER&3e die
Fluoreszenzintensitat bai = 310/260 nm verfolgt. Dadurch geht der Strahlengang zuerst
durch die Kohlendioxidphase und dann durch den in dem Trap-Gefal3 vorgelegten KPP-
Puffer. Demnach ware es mdglich, dafd auch produzierte Saure detektiert wird und sich die Fl
demnach additiv aus der des Substrats und der Saure zusammensetzt. In einem Vorversuch
wurde daher reine Saure in 20 ml KPP vorgelegt, unter S@@€etzt und die Fluoreszenz-
intensitat durch beide Phasen gemessen. Dabei wurde keine relevante Fluoreszenz beobachtet.
Das bedeutet, dal3 die Saure durch die SERI@ase nicht detektiert wird. Wahrscheinlich ist

der Weg innerhalb des Reaktors zu lang. Zusatzlich treten Brechungseffekte an der
Reaktorwand auf, die zu einer Fl-Abschwé&chung fihren kdnnen. Demnach ist auch mit
diesem Versuchsaufbau eine ausschlielliche Detektion des Substrats in der
Kohlendioxidphase mdglich.

Da hier gleichzeitig GC-Proben entnommen werden sollen, mufl? die in Kap. 7.5 in Abb. 7.10
skizzierte Analge verwendet werden, weil die Fluoreszenzmessung durch das sich im Deckel

befindliche Quarzglas stattfinden muf3. In die Source-Vorlage werden 150 mg Substrat und in
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das Trap-Gefal3 500 mg PSL zu 20 ml KPP gegeben. Der Startpunkt der Reaktion wird mit
Erreichen des Uberkritischen Zustands festgelegt. Dabei erfolgt die Fluoreszenzmessung
bereits nach VerschlieRen des Reaktors durch Timescaleaufnahmen bei Em/Ex = 310/260 nm.
Die Reaktion wird tUber zwei Tage durchgefiihrt. Allerdings sind bereits nach einem Tag
keine Anderungen mehr zu beobachten. Deswegen wird der Reaktionsverlauf in Abbildung
10.18 nur bis zur 22. Stunde dargestellt. Der erste Teil der Grafik setzt die FI in Relation zum
Druck, im zweiten Teil dagegen wird die FI neben dem Umsatz und der gemessenen
Substratenantiomerentberschiisse dargestellt.
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Abb. 10.18: Reaktions- und Fl-Verlaufe der Source-Trap-Hydrolyse

Anhand des FI-Verlaufes ist gut zu erkennen, wie sich zunachst das Substrat ip IB&CO

und anreichert. Dabei ist ein schneller Transport zur Trap gewébhrleistet, da bereits nach 0,5 h
ein Umsatz und demnach Produktbildung beobachtet wird. Zunachst wird mehr Substrat
gelost als abreagiert, da die FI weiter ansteigt. Ein Maximum wird nach ca. 2 h mit einem
Wert von 57 durchlaufen. Danach fallt die FI kontinuierlich ab. Im Moment des Maximums
ist entweder kein Substrat mehr in der Source vorhanden oder ein weiterer Loseprozel? ist
genauso schnell wie die Reaktion zum Produkt. Danach tberwiegt die Reaktion und die FI
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fallt ab. Auch hier zeigt sich anhand des Umsatzverlaufs, daf3 die FI bei 50 % Umsatz ca. um
die Halfte abgenommen hat (von ca. 55 auf 25). Dies ist nach ungefahr 5,5 h der Fall. Danach
bleiben Umsatz, eeund FI annahernd konstant. Die Enantioselektivitat wird zum
Reaktionsabbruch zu 22,2 bestimmt.

Es zeigt sich, dal3 mit Hilfe der Fluoreszenzdetektion des Substrats in dep-B6&X¥@ eine
on-line Reaktionsverfolgung sowie qualitative Aussagen Uber den Katalyseverlauf mdglich
sind. Diese korrelieren mit den tber off-line Daten bestimmten Umsatzen der Reaktion.



Zusammenfassung und Diskussion 111

11 Zusammenfassung und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden lipasekatalysierte Hydrolysen von zwei 3-Hydroxyestern
in Uberkritischem Kohlendioxid untersucht. Als Substrate wurden der aliphatische 3-Hy-
droxy-4-pentensaureethylester (Sub (1)) und der aromatische 3-Hydroxy-5-phenyl-4-
pentensaureethylester (Sub (2)) untersucht. Ziel war es, die enzymatische Racematspaltung
auf SCCQ zu uUbertragen und in bezug auf Umsatz, Enantiomereniberschisse und
Enantioselektivitdt zu optimieren. Die ausgezeichneten Eigenschaften des Kohlendioxids
sollten dabei fur eine (gleichzeitige Substrat-Produkt-Separation aufgrund der

unterschiedlichen Ldslichkeiten beider Stoffklassen in SEC&Qgenutzt werden.

Aus diesem Grund wurden zunachst LOoslichkeitsversuche der Substrate in, SCCO
durchgefuhrt und anschliel3end die entsprechenden Verteilungskoeffizienten im Zwei-Phasen-
System SCC@KPP bestimmt. Fir beide Ester wurden hohe, vom Druck abhangige
Loslichkeiten in Kohlendioxid ermittelt. Die Verteilungskoeffizienten wurden bei Driicken
Uber 100 bar zu Werten > 10 bestimmt. Dabei ist die Loslichkeit von Sub (2) in KPP deutlich
schlechter als die des aliphatischen Esters. Die produzierten Sauren waren aufgrund einer
Deprotonierung vollstandig unléslich in SCE€@uch bei pH-Werten zwischen 5 und 5,5 lag

nur ein geringer Teil der protonierten Saure vor, der theoretisch in Kohlendioxid l6slich sein
kobnnte. Das Vorliegen des S&aureanions und ein Wassertberschul3 fuhrten zu einer
irreversiblen Reaktion, bei der keine Nebenreaktionen festgestellt worden sind. Auch kam es
unter den gewahlten Versuchsbedingungen zu keinen Reracemerisierungen, so dafld die
lipasekatalysierte Hydrolyse fur einen Einsatz in Sg@@drage kam.

Fir das Substrat (1) wurde zunachst ein Enzymscreening durchgefihrt, um eine Lipase zu
finden, die die Hydrolyse schnell und mit geeigneter Enantioselektivitdt katalysiert. Dabei
wurden 17 Enzyme zunéchst in Hexan bei verschiedenen pH-Werten eingesetzt. Nach dieser
Vorauswahl erfolgten erste Experimente in SGCElr eine hoch stereoselektive Reaktion
wurde allerdings kein Enzympraparat gefunden, der héchste Wert von 2,6 wurde fur die
Lipase ausChromobacterium viscosu(@VL) bei Enantiomerentberschiissen von 36,6 % bei

50 % Umsatz gefunden. Um das entwickelte Hochdruckverfahren zu testen, wurden dennoch
Folgeuntersuchungen mit der CVL durchgefihrt.
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Zunéachst erfolgten Aktivitatsuntersuchungen des Enzyms in Abh&ngigkeit von der
Temperatur, dem Druck, dem Puffersystem und dem pH-Wert. Maximale spezifische
Aktivitat wurde in KPP bei einer Temperatur von 35°C und einem pH-Wert von 7,5 bis 9
gefunden. Der Druck hatte keinen grofR3en Einflul3. Liegt das Enzym in KPP gel6st vor, so ist
der Aktivitdtsverlust nach 22 h mit 52 % in SCLCGogar geringer als unter
Normalatmosphare (93 %). Hier wurde eine Stabilisierung des Enzyms durch die Ausrichtung
an der Phasengrenzflache postuliert.

Daraufhin sollte die eigentliche Hydrolyse in SCCdurch Parametervariation wie Enzym-
bzw. Substratkonzentration optimiert werden. Aufgrund der ohnehin geringen Enantio-
selektivitat zeigte die eingesetzte Enzymmenge keine signifikanten Anderungen in
Selektivitat und Reaktionsverhalten. Die Variation der Substratmenge fiihrte ebenfalls zu
keiner Steigerung, es wurde lediglich erkannt, dal3 im Rahmen der Meligenauigkeit eine
Erhdhung der Substratkonzentration zu geringeren Enantioselektivititen und langerer
Reaktionszeit fihrten, was auf eine Substrathemmung schlie3en Iaf3t.

Als letztes wurde die Hydrolyse nach der Source-Trap-Methode durchgefiihrt. Diese wurde
etabliert, um durch rdumliche Trennung der Reaktanten das Transportvermdgen des
Kohlendioxids flir eine spatere prozel3technische Separation der Enantiomere bzw. von
Verunreinigungen oder Nebenprodukten zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dal’ es zu keiner
Einschrankung in der Reaktion kam. Nachdem sich das Substrat in,Sguli3t hatte,
erfolgte der Transport zur Puffer-Enzym-Phase mit anschlieRender Katalyse.

Insgesamt wurde keine enantioselektive Hydrolyse mit Sub (1) erzielt. Auch andere
aliphatische Ester zeigten ahnlich geringe Enantioselektivitaten.

Daraufhin wurde das aromatische Substrat in analogen Untersuchungen eingesetzt. Als
Enzym eignete sich fur die Hydrolyse die Lipase Basudomonas cepac{&SL). Obwohl

das Enzym bei 45°C und pH 5,5 hohe Aktivitatseinbuf3en im Vergleich zu den Optimalwerten
bei 62°C und pH = 8 erlitt, zeigte sich in Vorversuchen in Hexan (45°C; pH = 5,5) bereits
eine relativ hohe Enantioselektivitat von 35 bis 45.

Zusatzlich wurden noch die CVL und drorcine pancread.ipase (PPL) eingesetzt. Diese
zeigten aber geringere Enantioselektivitaten und langere Reaktionszeiten als die PSL. Die
PPL wére aber fur weitere Untersuchungen mit anderen Substraten in Uberkritischem
Kohlendioxid durchaus interessant, da ihr Temperaturaktivitatsoptimum bei 45°C liegt.

In ersten Eintopf-Versuchen in SCe&@urden mit der PSL Enantioselektivitaten von ca. 40
(ee= 83 %) bei einer Reaktionszeit von ungefahr 15 Stunden bis zum 50 %igen Umsatz

erzielt. Diese lagen wesentlich héher als die mit der CVL erzielten Werte fur Sub (1). 50 %
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Umsatz wurde als Reaktionskritierium gewahlt, da bei enantioselektiven Reaktionen dann das
bevorzugte Enantiomer umgesetzt sein sollte. Eine Enantioselektivitat von > 20 bedeutet, dai3
zumindest entweder das Substrat oder das Produkt enantiomerenrein dargestellt werden kann.
Das wurde in zwei Source-Trap-Ansatzen bestatigt.

Dort konnten in beiden Fallen erstmals Substratenantiomereniberschisse in der
Uberkritischen Phase von tber 98 % erzielt werden. In einem Versuch betrug-désree

sogar 99,9 % in SCGODie Enantioselektivitdten lagen dagegen aufgrund niedrigeger ee
Werte € 77 — 82 %) in der Pufferphase zwischen 20 und 28. Nach Dekompression wurde in
der Source noch Substrat gefunden, es kam zu einer Gleichgewichtseinstellung zwischen
abreagierendem und in L6sung gehendem Substrat. Aufgrund des Enantiomerentiberschusses
von 99,9 % kann die Schluf3folgerung gezogen werden, dal3 das bevorzugte Enantiomer
abreagiert ist, und dal3 sich im Gegensatz zur Eintopf-Reaktion das zweite Enantiomer
angereichert hat. Im Vergleich zur Eintopf-Reaktion zeigte die GC-Analyse (Interner
Standard), da3 hohe Substratenantiomerentberschiisse von > 90 % erst erzielt worden sind,
wenn die Reaktion schon weit fortgeschritten war. Fur eine Separation des Enantiomers ware
die Ausbeute zu gering gewesen. Das nicht bevorzugte Substratenantiomer wird in der
Source-Trap-Reaktionsfiihrung langsamer umgesetzt als in der Eintopf-Reaktion. Fir eine
prozel3technische Optimierung bietet die Source-Trap-Methode gute Ansatze, fiur die
reaktionstechnische Optimierung werden hingegen weitere Eintopf-Reaktionen durchgeftihrt,
da dort hohere Enantioselektivitaten erzielt worden sind.

Die Optimierung erfolgte durch die Variation einzelner reaktionsrelevanter Parameter wie
Substratkonzentration, Temperatur und Druck. Die hochste Enantioselektivitat fir die PSL-
katalysierte Hydrolyse von Sub (2) von 66,3 wurde bei Einsatz von 500 mg Enzym und
200 mg Substrat erzielt. Der Versuch wurde bei ca. 100 bar und 45°C durchgefuhrt. Bei der
Untersuchung des Druckeinflusses wurde ein Maximum der Enantioselektivitat bei ca.
103 bar durchlaufen. Bei hoheren Dricken wird eine Inaktivierung der PSL durch Carbamat-
Bildung und Absinken des pH-Werts postuliert, die einer gré3eren Loslichkeit des Substrats
und damit verbundener erh6hter Reaktivitat aufgrund einer vergrof3erten Phasengrenzflache
entgegenwirkt. Bei Dricken unter 100 bar wird eine Carbamatbildung erschwert, allerdings
steht weniger Substrat in der SC&£Rhase zur Verfligung. Die zunehmende Ldslichkeit mit
steigendem Druck wurde Uber Fluoreszenzmessungen bestatigt. Aus den Untersuchungen zur
Druckvariation wird weiterhin deutlich, dal3 SCL@ls Losemittel die Katalyse begunstigt.

Das Substrat bildet analog zu den Aktivitatsmessungen mit Tricaprylin zwar selbst die
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notwendige zweite Phase, doch zeigt ein entsprechender Referenzversuch ohne Kohlendioxid
geringere Enantioselektivitat (E = 46,9) bei allerdings kurzerer Reaktionsdauer als bei den
Mel3reihen in Uberkritischem Kohlendioxid.

Die Optimierungsversuche bei verschiedenen Temperaturen zeigten, daf3 die in den meisten
Untersuchungen gewahlte Temperatur von 45°C bereits die optimale war.

Bei Betrachtung der Enantioselektivitdts-Umsatz-Verlaufe wird deutlich, daf3 die
Enantioselektivitat Gber den Reaktionsverlauf nicht konstant war, sondern ab ca. 50 %
Umsatz fiel. Hier wurde eine Substrat- oder Produkthemmung angenommen, die um so
deutlicher wurde, sobald das bevorzugte Enantiomer abreagiert war. Weiterhin sank die
Enantioselektivitdt aufgrund des nahezu vollstdndig abreagierten bevorzugten Ester-
enantiomers.

Kinetische Betrachtungen waren bei allen Untersuchungen schwierig, da aufgrund der Zwei-
Phasen-Reaktion Stoffiibergangsprozesse eine entscheidende Rolle spielen. Aus diesem
Grund wurden negative Werte fugKozw. vinax gemessen. Allerdings gehorchte die Katalyse

an sich einer Michaelis-Menten-Kinetik mit UberschuRkomponente.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dal3 fur die lipasekatalysierte Hydrolyse von Sub
(2) in einer Eintopf-Reaktion in SCG@ie hochste Enantioselektivitat bei 45°C, 100 bar und
einem Enzym-Substrat-Verhéltnis von 2,5 : 1 erzielt wird. Abbildung 11.1 faf3t schematisch
die verschiedenen Optimierungsstrategien fur eine festgelegte Reaktionsfuhrung in bezug auf

die Enantioselektivitiat schematisch zusammen.
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Abb. 11.1: Optimierungsstrategien: Die Abhangigkeit der Enantioselektivitdt von den Prozel3parametern

Eine Methode zur on-line Prozel3beobachtung der Katalyse mit PSL konnte etabliert werden.
Neben der Méglichkeit, die Reaktanten Gber UV-Absorptionsspektren zu bestimmen, war die
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Entwicklung einer Fluoreszenzmethode erfolgreich. Die UV-Analytik scheiterte letztendlich
nur an einer Geréatelimitierung, prinzipiell konnten Hydroxyester in SGie@ektiert werden.
Allerdings war es dazu nétig, die Kohlendioxidphase umzupumpen, und somit in den
Reaktionsprozel einzugreifen. Daher ist die Messung der Fluoreszenz direkt durch eine in den
Reaktordeckel integrierten Glasscheibe vorteilhafter, da der Prozel3 nicht gestort wird. Die
direkte Messung der Substratabnahme in der SER@se bei Em/Ex = 310/260 nm war

moglich und korrelierte mit den entsprechenden Umsatzverlaufen.

Anhand dieser Arbeit wird deutlich, daf3 enzymatische Hydrolysen von 3-Hydroxyestern in
SCCQ moglich sind. Dabei kann eine integrierte Substrat-Produkt-Separation durchgefiihrt
und analytisch erfal3t werden. Im Vergleich zum Einsatz konventioneller Loésemittel ist die
Methode milder und umweltfreundlicher, auerdem werden hohere Enantioselektivitaten
erzielt.
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12 Ausblick

Diese Arbeit bietet trotz der erfolgreichen Optimierung einer enzymatischen Reaktion in
SCCQ zahlreiche Ansatzpunkte fiir weitergehende Untersuchungen. Zu nennen ist hier ein
weiteres Enzymscreening, da die hier untersuchten Enzyme nur einen kleinen Teil der
kommerziell erhéaltlichen Biokatalysatoren darstellen.

Neben natirlichen Quellen bietet es sich mit Hilfe der Gentechnologie an, sowohl vorhandene
Enzyme zu verbessernPrptein Engineering als auch neue Lipasen zu kreieren.
[Bornscheuer; 1999] dokumentierte die Darstellung einer Esterase dbetithtete
Evolution die einen Hydroxyester fir die Epothilonsynthese umsetzte. Dieser Ester wurde
von keinem weiteren herkdmmlichen Enzym akzeptiert. Weiterhin sollten auch Immobilisate
untersucht werden, die hier bis auf eine Ausnahme nicht verwendet wurden, da zunachst die
Funktionalitdt des Systems gepruft werden sollte. Neben der leichteren Rickgewinnung und
der Mdglichkeit zum mehrmaligen Einsatz ist es denkbar, dal immobilisierte Enzyme
wesentlich unempfindlicher auf den Druck und die Temperatur reagieren.

Weiterhin mu3ten zusétzliche aromatische Substrate untersucht werden, ob mit ihnen ahnliche
oder sogar hohere Enantioselektivitaten erreichbar sind. Auch die genaue Charakterisierung
des vermuteten Hemmphanomens muf3te erfolgen, um den Prozel3 zu optimieren.

Eventuell lieRe sich die Loslichkeit des Substrats durch geschickten Zusatz eines geeigneten
Modifiers auch bei niedrigeren Driuicken als 100 bar verbessern. Das hatte den Vorteil, die
druckabhangige Carbamatbildung zurickzudrédngen und trotzdem ausreichend Substrat in
Kohlendioxid vorliegen zu haben.

Ein technischer Aspekt ware die Anderung der Reaktionsfiihrung. Es zeigten sich bei den
Source-Trap-Versuchen sehr hohe Substratenantiomerentberschisse. Hier mifdte analog zu
dieser Arbeit eine Variation der Substratkonzentration, des Drucks und anderer Parameter
erfolgen, um die Enantioselektivitat zu verbessern. Die Source-Trap-Methode bietet
schlie3lich aufgrund der hohensé&erte eine geeignete Methode, das Substratenantiomer
optisch rein zu erhalten. Uberhaupt wéare es sinnvoll, kontinuierliche Methoden zu
untersuchen, da das Uuberkritische Fluid eine vereinfachte Extraktion des Esters durch
Druckreduktion im Gegensatz zu herkdmmlichen Losemitteln er6ffnet. Eine Mdoglichkeit
bietet die kontinuierliche Zufutterung des Substratracemats mittels S6€&€konstantem

Druck. Am Ausgang des Reaktors wirde die Dekompression und das Auffangen des
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verbleibenden Substratenantiomers folgen. So erfolgt eine Reaktion mit stetiger Extraktion,
wobei beide vom gewéhlten SC&¥olumenstrom abhéngig wéren.

Ein Nachteil der kinetischen Racematspaltung ist, dal3 das gewinschte Enantiomer bei
enantioselektiven Reaktionen nur zu 50 % erhalten wird. Hier bietet sich die Mdglichkeit
einer ,geplanten* Reracemerisierung an. Das unbedeutende Substratenantiomer miufite
entweder chemisch oder durch andere Enzyme wie z. B. Epimerasen wieder racemerisieren.
Damit stehen der Hydrolyse erneut 25 % des gewiinschten Enantiomers zur Verfigung. Das
liel3e sich bis zu einem 100 %igen Umsatz weiterflihren.

Werden dagegen beide Saureenantiomere fir z. B. zwei verschiedene enantiomerenreine
Synthesen benotigt, lieRe sich Kohlendioxid erneut als Reaktions- und Extraktionsmedium
nutzen. In zwei Reaktoren, die miteinander verbunden sind, werden jeweils zwei Enzyme mit
entgegengesetzter Stereospezifitat gegeben, d. h. Lipase | setzt das R- und Lipase Il das S-
Substrat um. Wird das Esterracemat jetzt in SE@@gelegt und dieses kontinuierlich im
Kreislauf umgepumpt, so lieBen sich beide reinen Produktenantiomere getrennt in den
entsprechenden Reaktoren anreichern. Es zeigt sich, da3 das Potential von utberkritischem

Kohlendioxid noch lange nicht ausgeschopft ist.

Zum Schluf3 soll nochmals auf die Analytik eingegangen werden. Bis jetzt war es schwer, das
pH-Verhalten von Kohlendioxid unter Druck on-line zu verfolgen. Hier ertffnet ebenfalls die
2D-Fluoreszenzspektroskopie zusatzliche Madoglichkeiten. Analog zu den durchgefuhrten
Derivatisierungsreaktionen mit PDAM wére es denkbar, dem Reaktionsgemisch ein pH-
sensitives Fluorophor zuzusetzen und so den augenblicklich vorherrschenden pH-Wert zu
messen. [Tservistas; 1997] schlug vor, einen entsprechenden Fluoreszenzmarker direkt mit
dem Enzym zu koppeln, um so Informationen dber den pH-Wert direkt in der

Enzymhydrathille zu erhalten.

Zur direkten Reaktionsverfolgung des Substratabbaus wéare eine weitere on-line Methode
denkbar, die auf den Fluoreszenz- und UV-Absorptionsmessungen beruht. Ware es madglich,
in den SCC@Kreislauf anstatt des UV-Photometers einen Fluoreszenzdetektor wie z. B. fur

die HPLC zu integrieren, lie3e sich die Abnahme der Substratfluoreszenz analytisch erfassen.
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Abklrzungen und Zeichenerklarung

Konzentration eines Stoffes (x)
Verteilungskoeffizient

Viskositat

Dichte
Emissionswellenlange
Exzitationswellenléange
zweidimensional
Abbildung
Schichtdicke Mel3zelle
Grad Celcius
Konzentration
Bundesministerium fur Bildung, Wissenschaft, Forschung und
Technologie
Continous Stirred Tank Reactor; der kontinuierliche Rihrkesselreaktor
Chromobacterium viscosuhipase
Diffusionskoeffizient
Dalton
Enantiomeric Excess; Enantiomereniberschuf3
Enantioselektivitat oder Enzym
Emissionswellenléange
Enzym-Produkt-Komplex
Enzym-Substrat-Komplex
Ethanol
Exzitationswellenléange
Fluoreszenzintensitat
Gleichung
Stunde
Salzsaure
3-Hydroxy-4-pentensaureethylester
3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensdureethylester
High Performance Liquid Chromatography; Hochleistungsflissig-
chromatographie
Intensitéat
Intensitat Exzitationslicht
Michaelis-Menten-Konstante
Kaliumphosphatpuffer
Methanol
Minute
Natronlauge
Nanometer
Druck
Produkt
Produktkonzentration
1-Pyrenyldiazomethan
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PFR Plug Flow Reactor; der Kolbenstromungsreaktor

PPL Porcine pancreasipase

PSL Pseudomonas cepadidpase; friherPseudomonas speciegpase

S Substrat

[S] Substratkonzentration

sek Sekunde

SCCQ Supercritical CQ = tberkritisches Kohlendioxid

SCF Supercritical Fluid = tberkritisches Fluid

SFC Supercritical Fluid Chromatography = tberkritische Fluidchroma-
tographie

Sub (1) 3-Hydroxy-4-pentensaureethylester

Sub (2) 3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentenséureethylester

Sub (A) 3-Hydroxy-4-hexensaureethylester

Sub (B) 3-Hydroxy-4-pentansaureethylester

Sub (C) 3-Hydroxy-4-pentensauremethylester

t Zeit

T Temperatur

Tab Tabelle

THF Tetrahydrofuran

U Umsatz oder Units

U/min Umdrehungen pro Minute

v Geschwindigkeit

Vimax Maximalgeschwindigkeit

\% Volumen

vgl vergleiche

X Molenbruch

13.2 Verwendete Chemikalien

1-Pyrenyldiazomethan MoBiTec
3-Hydroxy-4-pentensaureethylester Institut fir Organische Chemie, Hannover
3-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensdureethylester Institut fir Organische Chemie, Hannover
Calciumchlorid Fluka

Diethylether Fluka

Dikaliumhydrogenphosphat Merck

Dinatriumhydrogenphosphat Merck

Dodecan Merck

EtOH Fluka

Hexan Fluka

Isopropanol Merck

Kaliumdihydrogenphosphat Merck

Kaliumhydrogenphthalat Merck

Kohlendioxid Linde

Methanol Merck

Natronlauge Sigma

Salzsaure Fluka

Tricaprylin Fluka

VA-Epoxy Riedel de Haen

Zitronensauremonohydrat Merck
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13.3 Verwendete Enzyme

Lipasen:

Alcaligenes species
Alcaligenes species
Aspergillus niger
Aspergillus niger

B

Candida cylindracea
Candida rugosa

Anbieterabkiirzung

Lipase PL
2212 F
Lipase A

Lipase AY

Chromobacterium viscosur@VL

Humicola lanigunosa
Lipolase

Lipozyme

Mucor miehei
Penicillium camembertii
Pig pancreas liver
Porcine pancreas
Pseudomonas cepacia

Esterase:
Mucor miehei

Lipase CE

Lipase G
7023

Lipase PS

13.4  Vergleich der verwendeten Lipasen

Anbieter:

Meito
Rohm
Amano
H&R
Amano
Amano
Toyo Jozo Co.
Amano
Novo Nordisk
Novo Nordisk
Réhm
Amano
Rohm
Sigma
Amano

Gist-Brocades

Pseudomonas cepacia Chromobacterium Schweinepankreas
viscosum
Erhéltlich bei Amano Toyo Jozo Sigma
Spezifitat unspezifisch unspezifisch regio 1,3
Molekulargewicht [d] 3410% 33006 30000; 26000 52000; 49859
Isoelektrischer Punkt - 7.3 5.2
pH-Optimun? 7,0 6,5-7 -
T-Optimunf 50° 70 -
Quartarstruktur monomer dimer -
Stabilitéat [4°C] mehrere Mondte

Tab. 13.1: Charakteristische Eigenschaften einiger Lipasen [ehabr1986]; a = Olivendl; b = [Li zu yi und
Ward; 1994]; ¢ = [Bornscheuet al; 1994]; d = [Amano Produktinformation; 1995]; e = [Schomburg
und Salzmann; 1991]; - = keine Angaben
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13.5 Immobilisierung

In Ansatz 8) (Kap. 8.2.3) wurde in einem Fall die PPL immobilisiert eingesetzt. Das
Immobilisat wurde wie folgt dargestelit:

50 mg PPL werden fur 2 bis 3 h in 1 ml KPP (0,5 M; pH 7,6) geschuttelt. Es erfolgt ein
langsames Absetzen der unlgslichen Bestandteile. Der Uberstand wird abgenommen und zu
250 mg Tragermaterial gegeben. Das Gemisch wird fur ein bis zwei Tage geschuttelt. Nach
Abzentrifugieren wird das Immobilisat zweimal mit 1 ml KPP gewaschen und anschlie3end

an der Luft getrocknet.

13.6  Die Lipase ausChromobacterium viscosum

Die hauptséachlich fur die Hydrolyse von Sub (1) eingesetzte Lipas€laosnobacterium
viscosumstammte von der Firma ,Toyo Jozo Co". Es war nicht mdglich, Angaben Uber das
Enzym bzw. die Firma zu bekommen. Aus diesem Grund wurde mit Hilfe eines ,Matrix-
Assisted-Laser-Desorption-lonisation* (MALDI) Massenspektrums und eines SDS-Gels zur
Charakterisierung die Molmasse des Enzyms bestimmt. Andere kommerziell erhaltliche
Lipasen au€hromobacterium viscosumeisen ein Gewicht von ca. 33 kDa auf.

13.6.1 MALDI-MS und SDS-PAGE Aufnahmen der Chromobacterium viscosum
Lipase

MALDI-Einstellungen:

Matrix: o-Cyanozimtséure in AcnTFA (Acetonitril/Trifluoressigsaure) (2:1) gelost,
15 mg/ml

Auftragung: "Dried-droplet-Methode", d.h. Matrix und Analyt werden nacheinander
aufgetragen, 0,5ul Matrix, 0,5ul Analyt und dann wieder 0,5u1 Matrix

Kalibration: mit Cytochrom C 1mg/ml, in AcnTFA gel6st
charakteristische Peaks des Cytochroms C: 24655 (2M); 12328 (M+);
6164,5 (M2+)
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Abb. 13.2: SDS-PAGE der CVL von Toyo Jozo und von Sigma (Referenz)
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Die Struktur der CVL gibt Abbildung 13.3. wieder.

Abb. 13.3: Kristallstruktur der CVL ATCC 6918 [Lamrg al; 1996]

13.7 Geréateverzeichnis

Hochdruckanlage:

Berstscheiben, P17mn170-09 (170bar)
Drei-Wege-Ventil

Edelstahlreaktoren

Ferrules, Edelstahl

Ferrules, PEEK

Hochdruckpumpe mini-pump duplex, NSI 33R

Hochdruckpumpe SDS 9404

Kapillare Edelstahl 1/16“ AD, 10 mm ID
Kryostat RM 6 (-15°C — 100°C)
Manometer

Nadelventile 1/16*

Nadelventile, Two Way

O-Ringe, Viton 500

Probeschlaufen

Totvolumenarme Kupplungsstiicke 1/16*
Trockenschranke (Modell 500)

Schlesinger GmbH
Knauer
Werkstatt Technische Chemie Hannover
Knauer
Upchurch
Milton-Roy
Schambeck SFD GmbH
Knauer
mgw Lauda
Hensinger & Salmon
Hoke
SSI
Balster
Knauer
Knauer
Memmert
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Aufarbeitung

Vortexer Heidolph
Zentrifuge 5415 C Eppendorf
Gaschromatograph

Detektoreinsatz GC-14 A Shimadzu
Gaschromatograph GC-14 A Shimadzu
Integrator C-R4 AX CHROMATOPAC Shimadzu
Kapillarinjektor SLH-14 Shimadzu
Software: Class-VP Shimadzu
Trennséule FS-Hydrode3-3P Macherey-Nagel
25mx 0,25 mm

HPLC

Datenaufnahme 162 CSI-Box Autochrom
Datenverarbeitung APEX Autochrom
Injektionsventil, 2Qul Valco

Pumpe SDS 9404 Schambeck SFD GmbH
Saule ET 200/4 NucleodgxPM Macherey-Nagel
UV-Detektor ERC-7215 ERMA
Ventilsteuerung CIM Autochrom

UV-Messungen

Hochdruckpumpe mini-pump duplex, NSI 33R Milton-Roy
Hochdruckzelle Kratos Division
UV-Photometer Spectroflow 757 ABI

2D-Fluoreszenzspektrometrie

Atmosphéarenreaktor Werkstatt Technische Chemie Hannover
Fluoreszenzspektrophotometer Modell F-4500 Hitachi

Lichtleiter Lumatec

Quarzscheibe 40 mm, d 8 mm Spindler & Hoyer

Reaktoreinsatz Werkstatt Technische Chemie Hannover
Software Hitachi

Titrationsanlage (pH-Stat)

Dosimat 665 Metrohm
Impulsomat 614 Metrohm
pH-Meter 605 Metrohm
Ruhrer E 649 Metrohm
Schreiber SE 120 BBC
Thermostat M 3 mgw Lauda

thermostatisierbares Reaktionsgefaf Metrohm
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13.8  Ausgewahlte Komponenten und Versuchsaufbauten

In Abbildung 13.4 ist ein Teil der Hochdruckanlage dargestellt. Links befindet sich das
Thermostatisiergefa, rechts daneben steht der Reaktor auf einem Magnetrihrer. Uber dem
Edelstahlreaktor ist das Drei-Wege-Ventil zu erkennen.

Abbildung 13.4: Darstellung des Reaktors mit integrierter Probenahme

In Abbildung 13.5 ist der verwendete Edelstahlreaktor im offenen und im geschlossenen
Zustand mit angeschlossenen Kapillaren abgebildet. Daneben befinden sich zwei

Einlegescheiben und der Deckel zur Fluoreszenzmessung.

Abb. 13.5: Der Hochdruckreaktor

In  Abbildung 13.6 wird der Reaktor mit aufgestecktem Lichtleiter fur die
Fluoreszenzmessungen skizziert (zur Analyse der Kohlendioxidphase wird das System
allerdings waagerecht gelegt).
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\ 4 J‘\\yn
Abb. 13.6: Der Reaktor inkl. Lichtleiter und Fixieraufsatz [Knittel; 1999]

13.9 Physikalische Daten von Kohlendioxid

Kohlendioxid erreicht bei 73,8 bar und 31,0 °C seinen Uuberkritischen Zustand (vgl.
Phasendiagramm Abbildung 13.7), an diesem Punkt weisen flissige und gasformige Phase
dieselbe Dichte auf, so dal3 eine Unterscheidung der einzelnen Phasen nicht mehr mdglich ist.
Die Unterschiede zu den Aggregatzustanden ,gasformig® und flissig® verdeutlicht
Tabelle 13.2.

Parameter Einheit Gas Flussigkeit Uberkritisch

Dichte glent 10° 0,6 bis 1,4 0,4-1
Diff.koeff. cm?/s 10! 2-10° 7-10°
Viskositat g/(cm s) 10* 3-10° 3-10*

Tab. 13.2Physikalische Eigenschaften von Kohlendioxid

Hervorzuheben ist, dal SCg@ngefahr eine Dichte hat, die der der flissigen Phase
entspricht. Dagegen liegt der Wert fur die Viskositat in der Gro3enordnung der Gasphase und
der Diffusionskoeffizient zwischen der gasformigen und flissigen Phase. Es wird deutlich,
dald im Uberkritischen Medium Stofftransport- und Ldsungsvorgénge aufgrund niedriger

Viskositat, hoher Dichte und kleiner Stromungswiderstande begiinstigt werden.
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Abb. 13.7: Das Phasendiagramm von Kohlendioxid

Fur die Hydrolyse in SCCQist es wichtig, den Anteil der Wasserloslichkeit von
Kohlendioxid zu kennen. Dieser liegt in der Gré3enordnung von 0,1% (w/w) und ist von der
Dichte des SCC@abhangig [Taylor; 1996].

Tabelle 13.3 gibt die in Kap. 3.5.1 gezeigte Dichte-Druck-Temperatur-Beziehung fir CO

wieder.

Dichte (g/mL) Temperatur [°C]
40 50 60 70O 80 90 100 110 120

1,00 526 614§ - - -
0,95 383 463 544 644 680 - - - -
0,90 281 350 429 489 518 - - - -
0,85 211 269 329 401 447 - - - -
0,80 164 213 264 314 365 416 4p7 - -
0,75 134 17% 218 261 305 348 3P2 436 510
0,70 115 150 18y 223 260 297 3B4 372 425
0,65 104 133 16p 196 247 2%9 2P0 322 354
0,60 971 122 149 176 203 229 2p6 284 311
0,55 93 115 138 160 183 206 280 252 276
0,50 91 109 129 148 168 188 207 227 246
0,45 89 104 122 138 1585 172 188 205 221
0,40 87 100 11% 12 143 1%7 1y1 185 197
0,35 84 9 108 12p 132 144 1%5 167 178
0,30 81 90 101 11p 121 130 140 149 158
0,25 77 84 93 100 108 116 123 1BO 137
0,20 70 79 84 88 88 99 105 110 1p6

Tab. 13.3Dichte-Druck-Temperatur-Beziehung fur Kohlendioxid. Druck p [bar] [Taylor; 1996]

Bei konstanter Temperatur nimmt die Dichte mit dem Druck zu, bei konstantem Druck nimmt

sie mit steigender Temperatur ab.
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