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entsprechenden a,(-ungesittigten Ester gelang nicht. Eine Peterson-
Olefinierung mit lithiiertem Trimethylsilylessigsdureethylester ergab
nur 28% des a,f-ungesittigten Esters (434 % wiedergewonnenes
Edukt). Dagegen fiihrte die Reformatzky-Reaktion fast vollstindig
zum f(-Hydroxyester, dessen Dehydratisierung bisher jedoch noch
nicht gelang. Eine modifizierte Reformatzky-Reaktion (mit Dichlor-
essigsduremethylester und Zn in Gegenwart von Diethylaluminium-
chlorid: K. Takai, Y. Hotta, K. Oshima, H. Nozaki, Bull. Chem. Soc.
Jpn. 1980, 53, 1698) lieferte den a.f-ungesittigten Ester in 73 %
Ausbeute. Erste Versuche, ein Ein-Kohlenstoff-Fragment an das Enonat
zu addieren, verliefen erfolglos. Diese Studien wurden angesichts
unseres Erfolgs mit dem Spirobutanon nicht weiter vorangetrieben.
[7] B. M. Trost, M. J. Bogdanowicz, J. Am. Chem. Soc. 1973, 95, 5311.
[8] B. M. Trost, M. J. Bogdanowicz, J. Am. Chem. Soc. 1973, 95, 5321.
[9] B. M. Trost, J. H. Rigby, J. Org. Chem. 1976, 41, 3217.

[10] Zur Zeit kénnen wir nicht sicher sagen, ob die Lactonbildung bei der
sauren Aufarbeitung des Produkts der Vierringoffnung erfolgt, oder
— was interessanter wire — durch nucleophilen Angriff der Cl-
Hydroxygruppe im Zuge der Spaltung nach der Bissulfenylierung.

[11] M. R. Kernan, D. J. Faulkner, J. Org. Chem. 1988, 53, 2773.

[12] S.R. Magnuson, L. Sepp-Lorenzino, N. Rosen, S.J. Danishefsky, J.
Am. Chem. Soc. 1998, 120, 1615.

[13] Ausgewihlte spektroskopische Daten von 25: 'H-NMR (400 MHz,
CDCl;): 0=722(d,J=8.6 Hz,2H), 6.84 (d, /=6.8,2.1 Hz, 2H), 5.34
(t,J=5.6Hz, 1H), 5.12 (d, J=5.6 Hz, 1H), 4.39 (s,2H), 3.93 (dt, J =
114 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.58 (t,/=5.7 Hz, 1 H), 3.40 (t, /] = 6.5 Hz,
2H),2.69 (dd,J=5.6,0.9 Hz, 1H),2.53 (m,3H),2.31 (dd, /= 10.2 Hz,
1H), 2.02 (s, 3H), 1.58 (m, 4H), 1.28 (m, 6H), 0.85 (s, 9H), 0.039 (s,
3H), 0.007 (s, 3H); FT-IR (Film): 1771, 1698, 1558, 1508, 1248,
1091 cm~!; LR-MS: ber. fiir C3,H,3OsSiNa: 635.3, gef.: 635.3 [M+Na].

[14] Die Einfithrung der C5-C6-Briickenkopf-Doppelbindung gelang
kiirzlich: D. Meng, Columbia Universitit, unveroffentlichte Ergebnisse.
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in der Fliissigchromatographiel"? oder der Katalysel?! auf-
treten, die aber auch mit dem Transport von Verunreinigun-
gen im Grundwasser® oder aber der Olextraktion!” eng
verbunden sind. Die PorengroBenverteilungen der meisten
porosen Materialien zeichnen sich durch das Auftreten von
zwei oder gar mehr separaten Peaks aus. In Chromatogra-
phiesdulen, die iiblicherweise mit pordsen Teilchen gepackt
sind, werden sie durch die Poren im Zwischenkornraum und
die viel kleineren Poren in den Teilchen verursacht.-l
Obwohl die Kinetik des diffusionskontrollierten Massen-
transfers zwischen den Flissigkeitsmolekiilen der mobilen
Phase, die das Sédulenbett im Zwischenkornraum durchstro-
men, und denjenigen, die sich in den Poren der Teilchen
befinden, als limitierender Schritt einer Vielzahl dynamischer
Prozesse wirkt, die beispielsweise die Effizienz von Chroma-
tographiesiulen® oder die 6konomische Olférderung aus
einem Reservoir einschlieen, ist bisher keine direkte und
quantitative Messung dieser Massentransferkinetik moglich
gewesen. Hier zeigen wir, wie mit der Pulsed-Field-Gra-
dient(PFG)-NMR-Methode! diese Kinetik bestimmt werden
kann. Die Durchfithrung einer einzigen MeBreihe gestattet
dabei nicht nur die direkte Verfolgung des Fliissigkeitsanteils
in den Teilchen, der auf einer wohldefinierten Zeitskala mit
der durch den Zwischenkornraum flieBenden mobilen Phase
austauscht, sondern ermdoglicht auch die Bestimmung der
totalen Porositit des Materials und der Tortuositdt des
Porennetzwerkes im Innern der Teilchen.

Abbildung 1 veranschaulicht die Struktur eines Sdulen-
bettes aus porosen Teilchen, wie man es in der Chromato-
graphie oder aber bei Anwendungen in der heterogenen

; FluBrichtung

pordses Teilchen

in den Teilchen
stehende
Flussigkeit

intrapartikuldre Poren —j

Abb. 1. Schematische Darstellung der Struktur eines mit pordsen Teilchen
erhaltenen Sdulenbettes und der Verteilung der fliissigen Phase. a) Stro-
mungslinien, denen die in den groben Poren des Zwischenkornraumes
stromenden Fliissigkeitsmolekiile folgen. b) Stehende Fliissigkeit in den
feinen Poren einzelner Teilchen. Der Austausch mit der interpartikuléren
Fliissigkeit erfolgt durch Diffusion.

Katalyse antrifft. Porose Gesteine zeigen eine weitaus kom-
plexere Struktur (mit gewohnlich multimodaler Porengro-
Benverteilung) und Porenverkniipfung,® jedoch koénnen Ol
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und Wasser durch vorhandene Risse flieBen und dabei
Regionen mit sehr viel feineren Porennetzwerken erreichen.
Der Zugang zu ihnen erfolgt dann aber nur durch Diffusion.
Die axiale Dispersion einer Bande bei der Chromatographie
wird verursacht durch axiale Diffusion entlang der Stro-
mungslinien, durch Eddy-Diffusion (resultiert aus der Anato-
mie des Porenraumes und unterschiedlichen Fliegeschwin-
digkeiten in individuellen Stromungslinien) sowie durch die
Kinetik des Massentransfers in den pordsen Teilchen.?! Da
diese Prozesse auf verschiedenen dynamischen Zeitskalen
verlaufen, konnen ihre einzelnen Beitrdge zur Bandenver-
breiterung unabhingig voneinander und quantitativ mit der
PFG-NMR-Methode direkt in der Sdule bestimmt werden.
Dabei wird eine einzige (reine) fliissige Phase — der Einfach-
heit halber Wasser — verwendet, die die Packung kontinuier-
lich durchstromt. Mit dieser Arbeitsweise werden Probleme
durch den zusétzlichen Beitrag des Extrasdulenvolumens zur
Bandenverbreiterung, einer nicht idealen Probenaufgabe und
des NMR-Detektionslimits (bei alternativer Einfithrung von
Tracermolekiilen in die Sdulenpackung) umgangen.P!

Die PFG-NMR-Methode basiert auf der Wirkung eines
linearen magnetischen Feldgradienten, mit dem die Bewe-
gung der Fliissigkeitsmolekiile kodiert werden kann.! Er
wird in gepulster Form dem statischen Feld des Magneten fiir
eine kurze Zeit iberlagert. Ein zweiter, identischer Gradien-
tenpuls, der zeitlich nach einer exakt einstellbaren und
verinderlichen Beobachtungszeit (A) auf den ersten folgt,
kompensiert nur dann exakt den entlang der Gradientenrich-
tung ortsabhingigen Phasenshift der spintragenden Fliissig-
keitsmolekiile (H,0), wenn sie ihre Position entlang der
Richtung des Gradienten nicht verdndert haben. Folglich
spiegelt sich in den verbleibenden Phasenshifts der Fliissig-
keitsmolekiile direkt ihre Dynamik iiber diese wohldefinierte
Beobachtungszeit wieder. In einem idealen PFG-NMR-
Experiment!'"”) wird das normierte Signal, E(q,A), beziiglich
Amplitude und Phase beschrieben durch Gleichung (1).

E(g.A) = [P(R.A)exp(i2ng-R)dR 1)

In dieser Gleichung definiert das Gradientenintegral einen
Wellenvektor,'] g = (2)'ydg, welcher raumreziprok ist zur
dynamischen Verschiebung der Fliissigkeitsmolekiile, R, die
iiber die Zeit A entlang der Richtung des Gradienten
stattfindet (z.B. durch Konvektion). Dabei steht g fiir die
Amplitude und die Richtung des magnetischen Feldgradien-
ten, O fiir seine Dauer (0 < A), und y ist das gyromagnetische
Verhiltnis des betrachteten Kernes (hier 'H). Die GroBe
P(R,A), die sich durch eine direkte Fourier-Beziehung zum
gemessenen PFG-NMR-Signal auszeichnet, ist die Wahr-
scheinlichkeitsverteilung der dynamischen Verschiebungen,
der ,,Propagator*.l'2l Folglich kann die quantitative Verteilung
der dynamischen Verschiebungen der Flissigkeitsmolekiile
aus dem gemessenen Signal direkt durch Fourier-Transforma-
tion von E(q,A) beziiglich g erhalten werden. Durch geeig-
nete Wahl sowohl der Beobachtungszeit als auch der Flie$3-
geschwindigkeit kann dann die Massentransferkinetik zwi-
schen (diffusiver) mobiler Phase in den Poren der Teilchen
und (flieBender) mobiler Phase im Zwischenkornraum detail-
liert untersucht werden.
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Fiir die klassische konvektive Dispersion in einem mit nicht
pordsen Teilchen gepackten Saulenbett ist die Verteilung der
dynamischen Verschiebungen R der Fliissigkeitsmolekiile
GauB-formig,"¥! und der in FluBrichtung gemittelte Propaga-
tor P(R,A) ist durch Gleichung (2) gegeben.

1 —(R — @A)
A e

In dieser Gleichung steht # fiir die iiber den Sidulenquer-
schnitt gemittelte FlieBgeschwindigkeit und o*=2D,,A fiir
die Varianz der Verteilung. Folglich kann man fiir eine
Packung aus nichtpordsen Teilchen den Dispersionskoeffi-
zienten (D,,) der Fliissigkeitsmolekiile und ihre Flie3ge-
schwindigkeit (#) in einfacher Weise aus der Standardabwei-
chung (o) und der Position des Maximums dieser GauB-
Verteilung (bei #A) ermitteln.

Verwendet man hingegen porose Teilchen, dann setzt sich
P(R,A), solange der Austausch zwischen intra- und inter-
partikulidren Fliissigkeitsmolekiilen nicht vollstindig erfolgt
ist, aus zwei GauB-Kurven zusammen (Abb. 2 und 3). Neben

P(RA) = @
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Abb. 2. Wahrscheinlichkeitsverteilung der dynamischen Verschiebungen
der Flissigkeitsmolekiile in zwei Chromatographiesdulen, die mit sphé-
risch geformten, vollstdndig pordsen, Cg-funktionalisierten Kieselgelteil-
chen (YMC Europe, Schermbeck) gepackt wurden. Intrapartikuldre
PorengroBenverteilung 13+ 1.5 nm; FlieBgeschwindigkeit F,=
8.8 mLmin~'; Beobachtungszeit A=30ms (0=4.0 ms); fliissige Phase:
reines Wasser (entgast). Die PEEK-Sdulen wurden nach Standardverfah-
ren!! mit der Slurry-Technik gepackt. Die PFG-NMR-Messungen wurden
an einem 0.5-T-NMR-Spektrometer durchgefiihrt, bestehend aus einer
SMIS-Konsole (Surrey Medical Imaging Systems, Guildford, GroBbritan-
nien), einem Eisenkernmagneten (Bruker, Karlsruhe) sowie einem aktiv
abgeschirmten Gradientensystem und einer Solenoid-RF-Spule (Doty
Scientific, Columbia, OH, USA). a) Mittlerer Teilchendurchmesser d,=
50 um. Die erste GauB-Kurve (A, nicht ausgetauschte intrapartikuldre
Fliissigkeit, 21 % ) ist beztiglich des Ursprungs zentriert, wiahrend die zweite
(B, flieBendes Zwischenkornwasser, 79 %) ihr Maximum bei einer dyna-
mischen Verschiebung von #A =0.638 mm und eine Standardabweichung
von 0, =0.365 mm aufweist. b) d, = 15 um. Der Anteil nicht ausgetauschter
intrapartikuldrer Fliissigkeit bei derselben Beobachtungszeit betrdagt nur
2.5%. Das Maximum der GauB-Kurve, die die flieBenden Teilchen
charakterisiert, liegt bei #A =0.463 mm (0, =0.215 mm).

derjenigen GauB3-Verteilung, welche die durch den Zwischen-
kornraum stromenden Fliissigkeitsmolekiile hervorrufen,
wird die zweite GauB-Verteilung nun durch die (iiber die
Beobachtungszeit A) in den pordsen Teilchen verbleibenden
Flussigkeitsmolekiile verursacht, die daher auch nicht am
FluBgeschehen im Zwischenkornraum teilhaben konnen
(Abb. 1). Folglich findet sich das Maximum dieser letzteren,
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Abb. 3. Wie in Abb. 2, aber mit F,=2.2 mLmin ' und A=120 ms. a) d, =
15 um. Die in den Poren der Teilchen stehende Fliissigkeit (R=0) ist
anndhernd vollstindig ausgetauscht (verbleibender Anteil <1%). Das
Maximum der GauB3-Verteilung liegt bei #A =0.445 mm (o, =0.145 mm).
b) d,=50 um. Die nicht ausgetauschten, intrapartikuldren Fliissigkeits-
molekiile machen immer noch 8.5% der Fliissigkeit aus (A), wihrend
91.5% der Fliissigkeitsmolekiile am Fluf teilnehmen und dadurch eine
entsprechende dynamische Verschiebung erfahren (B).

ein reines Diffusionsverhalten charakterisierenden Gauf3-
Kurve bei R=0. Das integrale Verhiltnis der beiden Gauf3-
Verteilungen liefert hier einen direkten Hinweis auf den
Anteil an intrapartikuldrer Flussigkeit, die iiber den Zeitraum
A mit der Zwischenkornfliissigkeit nicht austauschen konnte,
und nimmt mit zunehmender Beobachtungszeit ab. Offen-
sichtlich ist dieser Anteil bei gleicher Beobachtungszeit fiir
50-pm-Teilchen deutlich grofer als fiir 15-um-Teilchen
(AbD. 2 und 3). So zeigt Abbildung 2, daB bei der kiirzesten
hier gewihlten Beobachtungszeit (A =30 ms) 21 % der Fliis-
sigkeitsmolekiile (H,O) in der mit den groBeren Teilchen
gepackten Siule, jedoch nur 2.5% in der mit den kleineren
Teilchen gepackten, nicht ausgetauscht in den Poren der
Teilchen zuriickbleiben.

Nach 120 ms ist nahezu die gesamte in den Poren der 15-
um-Teilchen stehende Fliissigkeit ausgetauscht (Abb.3a),
wihrend aber immer noch 8.5% in den Poren der 50-pum-
Teilchen verbleiben (Abb. 3b). Uber die Standardabweichun-
gen (oder auch die Halbwertsbreiten wy,) der beiden GauB-
Verteilungen lassen sich die jeweiligen Diffusions- und
Dispersionskoeffizienten der Fliissigkeitsmolekiile im intra-
und interpartikuldren Porenraum ermitteln. So 148t sich,
ausgehend von der in Abbildung 3b gezeigten Propagator-
Verteilung, fiir die iiberwiegend im Zwischenkornraum
befindliche Fliissigkeit ein axialer Dispersionskoeffizient
D,,; =01/2A=3.18 x 107 cm?s™! bestimmen, wihrend sich
fiir die intrapartikuldren Fliissigkeitsmolekiile ein Diffusions-
koeffizient von D,,, =1.05 x 10~ cm?s™! ergibt. Der moleku-
lare Diffusionskoeffizient fiir reines Wasser (ungehinderte
Diffusion) wurde mit der PFG-NMR-Methode zu D, =
2.15x 1075 cm?s™! bei 23°C bestimmt. Somit errechnet sich
fiir das intrapartikuldre Porennetz ein Tortuositdtsfaktor von
D,,2/D,,=0.51, ein sinnvoller Wert fiir ein kompliziertes
Porensystem.P! Dieser geometrische Parameter ist eine wich-
tige GroBe, die die Porenverkniipfung in porésen Materialien
charakterisiert. Bisher war seine direkte Bestimmung extrem
schwierig und recht ungenau.

Ist der Austausch zwischen beiden Fliissigkeitsfraktionen
vollstindig, so wird nur eine GauB-Verteilung beobachtet
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(AbbD. 3). Thre Varianz enthilt dann den gesamten Beitrag
dieser diffusionskontrollierten Massentransferkinetik. Ist dies
der Fall, so kann die totale Porositit des Sdulenbettes (er) in
einfacher Weise aus der FlieBgeschwindigkeit errechnet
werden, |#|=4F/emnd? (d.= Siulendurchmesser, F, = volu-
metrische FlieBgeschwindigkeit), welche selbst iiber die Posi-
tion des Maximums der GauB3-Kurve (bei #A) erhalten wird.
Werte fiir e von 0.67 und 0.65 wurden auf diese Weise fiir die
Sdulenpackungen aus 50- und 15-pum-Teilchen errechnet.
Diese Werte zeigen eine hervorragende Ubereinstimmung
mit Daten, die kiirzlich auf der Basis unabhéngiger, chroma-
tographischer Methoden erhalten wurden.['4!

In Abbildung 4 ist der iiber die jeweilige Beobachtungszeit
A nicht ausgetauschte intrapartikuldre (stehende) Fliissig-
keitsanteil (f,) gegen die Fick-Zahl (2D, A/d}) aufgetragen.

25 1
1 20 '\
—eo— 0,=50um
15 A ° b=
£ % \ ~o—  dy=15um
10 1

—_—

2
2D A/

Abb. 4. Auftragung des nicht ausgetauschten intrapartikuldren Fliissig-
keitsanteils (f;) gegen die Fick-Zahl (2D,,A/d}). Fiir die 50-um-Teilchen
wurde die Beobachtungszeit sukzessiv von 30 auf 960 ms verdoppelt um
einen vollstdndigen Austausch zu erzielen; fiir die 15-um-Teilchen wurde
sie von 30 auf 120 ms erhoht.

Die Verwendung der Fick-Zahl normiert die Daten beziiglich
des Teilchendurchmessers und erméglicht eine Abschitzung
der Zeit, die fiir den zwischen intra- und interpartikuldrer
Fliissigkeit erfolgenden Massentransfer charakteristisch ist.
Die Ahnlichkeit des Verlaufs der Daten beider Siulenpack-
ungen ist durchaus erwartungsgemaéf, da die verwendeteten
Packungsmaterialien gleichen Ursprungs sind. Dieses Ergeb-
nis zeigt, dal der Massentransfer in dhnlichen Porennetzwer-
ken einer reduzierten Betrachtungsweise zuginglich ist, und
liefert eine niitzliche Basis fiir den Vergleich verschiedener
Porensysteme.

Die Verwendung von Siulen und Zubehor aus Poly(aryl-
etheretherketon) (PEEK) war ein wesentlicher Faktor fiir den
Erhalt brauchbarer Daten. Dieses hochfeste, polymere Ma-
terial ermoglicht das Packen und Betreiben von Siulen unter
fir chromatographische Anwendungen realistischen Bedin-
gungen (bis zu 350 bar) sowie die Aufnahme von NMR-
Daten, die zur Kldrung von Problemen von gro3er Bedeutung
sind, die bei der Untersuchung von konsolidierten Teilchen-
packungen auftreten.['’! Die entsprechende Implementierung
ist recht einfach auszufiihren und ist eine deutliche Ver-
besserung gegeniiber den nichtkonsolidierten, losen (mei-
stens lediglich zentrifugierten) Teilchenpackungen, die in
gewohnlichen NMR-Rohrchen erhalten werden und durch
die hindurch die Konvektion einer Fliissigkeit nicht moglich
ist.ltel
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Das grof3e Potential und die breite Anwendbarkeit der hier
gezeigten PFG-NMR-Untersuchungen liegt in der Vielzahl
der direkt erhaltenen Parameter, die den Transport und die
Dynamik von Fliissigkeiten in porosen Materialien charakte-
risieren (FluB, zeitlich aufgeldster Massentransfer, Diffusion,
Dispersion, Tortuositét, Porositit). Eine einzige Messung, die
gewohnlich weniger als 15 Minuten beansprucht, kann hier
bereits einen tiefen Einblick gewéhren. Diese quantitativen
Untersuchungen zum Massentransfer konnen mit einer
Vielzahl von porosen Materialien durchgefiihrt werden, in
denen eine fliissige Phase innerhalb und zwischen mikro- und
makroporosen Porennetzwerken austauscht. Derartige Situa-
tionen trifft man beispielsweise beim Grundwassertransport
oder beim Transport von Wasser in Pflanzen an sowie in
Fermentoren und in den verschiedensten Teilchenpackungen,
wie sie in der Biotechnologie, Katalyse oder Chromatogra-
phie Verwendung finden.

Eingegangen am 26. Februar 1998 [Z11521]
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C-terminale Amidierung von Peptiden —
katalysiert von der aus dem Flavedo von
Orangen stammenden Peptidamidase**

Viclav Cefovsky* und Maria-Regina Kula*

Fiir die biologische Aktivitit vieler Peptidhormone ist eine
a-Amidgruppe am C-Terminus der Peptidkette essentiell.l]
Ublicherweise werden amidierte Peptide durch Festphasen-
synthese an Benzhydrylamin-Harzen hergestellt oder durch
Ammonolyse von C-terminalen Peptidestern, die iiber kon-
ventionelle Peptidsynthesen zugénglich sind. Mit molekular-
genetischen Methoden (Rekombinationstechnik) konnen
heute ldngere Peptide durch Fermentation hergestellt wer-
den. Den Produkten fehlt allerdings die C-terminale Amid-
gruppe. Wird die Peptidsynthese in einem rekombinanten
Wirt mit einer chemischen Modifikation am C-Terminus
kombiniert, ist das Schiitzen aller funktionellen Gruppen an
den Peptidseitenketten erforderlich. Daher ist die Entwick-
lung einer enzymatischen Methode zur Umsetzung der C-
terminalen Carboxygruppe eines Peptids zu einer a-Amid-
gruppe wiinschenswert.

Die enzymatische Amidierung von Peptiden mit Ammo-
niak als Nucleophil ist selten beschrieben worden.?l Kurze
Modellpeptide und Aminosidurederivate wurden durch Pro-
tease-katalysierte Ammonolyse der zugehorigen Ester ami-
diert.>* Zwar sind enzymatische Methoden vorteilhaft in
Peptidsynthesen,! doch werden Proteasen nur in begrenztem
Umfang zur Amidierung eingesetzt — vor allem wegen der
Gefahr der unerwiinschten Produkt-Proteolyse. Wir haben
1990 ein Enzym mit ungewohnlichen Eigenschaften isoliert,
das Peptidamide regioselektiv am C-Terminus hydrolysiert,
ohne Peptidbindungen oder Amidfunktionen in der Seiten-
kette anzugreifen.l) Das Enzym wurde aus dem Flavedo von
Orangenschalen isoliert und als eine Peptidamidase charak-
terisiert.’! Wegen seiner vielfiltigen Substraterkennungsmog-
lichkeiten ist das Enzym vielseitig einsetzbar beim Entschiit-
zen von a-Carboxygruppen in enzymatischen Peptidsynthe-
sen.P!

Unser Ziel war es, die Peptidamidase zur Katalyse der
Umkehrreaktion einzusetzen, der C-terminalen Amidierung
von Peptiden (GI. (1); R': Aminosiure- oder Peptidrest; R2:
Seitenkette einer a-Aminosiure), zumal diese Reaktion noch

Amidase

R'CONHCH(R?*)COOH + NH;,

a
R!CONHCH(R2)CONH, + H,0 )
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