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Racematspaltung: Sagten Sie ,,klassisch*?

André Collet*

Die 1853 von Pasteur entdeckte ,klassische Racematspal-
tung®“ beruht auf der Vereinigung eines Racemats mit einem
Enantiomer einer chiralen Substanz als Trennreagens, um ein
1:1-Gemisch aus (p,n)-diastereomeren Salzen zu erhalten, die
dann durch Kristallisation voneinander getrennt werden (p
steht dabei fiir das am wenigsten 16sliche Diastereomer). Ein
GroBteil der optisch aktiven Grundstoffe, die in enantiome-
renreiner Form fiir die Herstellung von Pharmaka oder
Agrochemikalien benotigt werden, wird gegenwértig noch
immer iiber die klassische Racematspaltung hergestellt — und
dies ungeachtet ihres in mancher Hinsicht zweideutigen und
nicht mehr zu rechtfertigenden Rufs, eher eine Kunst als eine
Wissenschaft zu sein. Dazu einige Beispiele: Mehrere tausend
Jahrestonnen (S)-Naproxen,l!!' p-Phenylglycin und p-4-Hy-
droxyphenylglycin? werden durch Trennung diastereomerer
Salze produziert und nicht auf durchaus vorhandenen alter-
nativen Wegen wie der asymmetrischen Synthese oder der
biochemischen Racematspaltung. Hierfiir gibt es gute Griin-
de: Bei Enantiomerentrennungen im groBen MafBstab sind
Kristallisationstechniken meist unkomplizierter und wirt-
schaftlicher als jede andere Methode. Dies ist eine Folge der
groffen Anstrengungen der akademischen und industriellen
Forschung der letzten Jahrzehnte, die physikalisch-chemi-
schen Konzepte besser zu verstehen, auf denen die Trennung
von Diastereomeren durch Kristallisation beruht.? 4

Bezieht man Phasendiagramme ein, so beschleunigt dies
gewohnlich die Auswahl eines guten Trennreagens und der
besten Kristallisationsbedingungen. In weniger als sechs
Monaten ausgearbeitete industrielle Anwendungen sind kei-
ne Ausnahme. Es gibt drei Grundtypen von Phasendiagram-
men, die Fest-fliissig-Gleichgewichte von diastereomeren
Gemischen beschreiben. Das einfache Eutektikum ohne feste
Losungen im Randbereich ist fiir Trennungszwecke am
interessantesten (Abb. 1a). Hierbei wird das am wenigsten
losliche Diastereomer p in reiner Form nach einer einzigen
Kristallisation aus dem 1:1-Gemisch (p:n) der Zusammenset-
zung O erhalten. Die erwartete Ausbeute ist Y=100 x (OE/
Ep)/Co, wobei C, die Konzentration des Gemisches O ist.
Diese Ausbeute nihert sich dem Maximalwert von 0.5 (oder
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Abb. 1. a) Ideale Loslichkeitsisothermen fiir zwei p- und n-Diastereomere,
die im Losungsmittel ¥ ein Eutektikum bilden. Die weniger 16sliche
Komponente p kann in reiner Form aus Losungen der Zusammensetzung
zwischen O und S erhalten werden. Die maximale Ausbeute Y fiir p erhélt
man aus der Losung bei O (siche Text). In dem gezeigten Fall liegt Y bei
25%, ein Bild, wie es recht hiufig auftritt; b) eutektisches Phasendia-
gramm mit fester Losung sowohl auf der p- als auch der n-Seite. Bei
Kristallisation wird ein System der Zusammensetzung Q einen unreinen
Feststoff (p’) in einer Fliissigkeit der Zusammensetzung T ergeben.

50%), wenn das Eutektikum E nahe an den Réndern des
Phasendiagramms liegt. Solche ,guten Systeme* stellen
wahrscheinlich nicht mehr als 20 % der Félle. Sie eignen sich
fiir 4uBerst wirtschaftliche kommerzielle Anwendungen (z.B.
Naproxen). Héufig sind eutektische Phasendiagramme durch
feste Losungen erschwert, die an den Rindern auftreten
(Abb. 1b). Dann konnen mehrere Kristallisationsschritte
notig sein, um die Enantiomerenreinheit auf ein akzeptables
Maf anzuheben, und die Gesamtausbeute liegt unterhalb der
in der oben beschriebenen Gleichung. Feste Losungen an den
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Réndern von Diastereomeren-Phasendiagrammen sind hau-
fig ein Hauptproblem bei industriellen Anwendungen.

Relativ hiufig gibt es auch Fille, bei denen die beiden
Diastereomere unter Bildung einer kontinuierlichen Reihe
von festen Losungen zusammen kristallisieren. Derartige
Systeme sind generell zur Racematspaltung ungeeignet, zu-
mindest bei kommerziellen Anwendungen.’] Im Fall der
ebenfalls recht hiufig anzutreffenden 1:1-Additionsverbin-
dungen (Doppelsalze) ist eine Trennung der Diastereomeren
durch Kristallisation ihrer 1:1-Gemische nicht moglich.

Von groBer Wichtigkeit ist daher die Auswahl eines guten
Trennreagens, das zu einem extrem dissymmetrischen, eutek-
tischen Phasendiagramm fiihrt, wenn moglich ohne feste
Losungen im Randbereich. Gewohnlich wird dieser entschei-
dende Schritt am besten durch ,,Trial-and-error“-Verfahren
angegangen. Auch wenn diese Versuche sehr systematisch
und effizient durchgefiihrt werden konnen,!® 148t sich der
Erfolg nicht vorhersagen. Es gibt keine feststehenden Richt-
linien, um fiir ein gegebenes Substrat das ideale Trennreagens
vorherzusagen. Ausnahme sind vielleicht Analogien, die
innerhalb einer Reihe eng verwandter Substrate gelten kon-
nen; z.B. konnen einfach substituierte Mandelsdurederivate
allgemein mit Ephedrin in die Enantiomere gespalten wer-
den. Obwohl unlosbare Fille die Ausnahme sind (zumindest
nach Erfahrung des Autors), liegt in den meisten Fillen, fiir
die klassische Racematspaltungsverfahren entwickelt werden
konnten, die Ausbeute nicht immer nahe am theoretischen
Wert von 50%. Dies kann fiir kommerzielle Anwendungen
problematisch sein. Vor allem aus Zeitmangel kénnen mei-
stens nicht geniigend Trennreagentien iberpriift werden.
Ferner ist die Zahl kéuflicher Reagentien zur Racematspal-
tung begrenzt.

Vries etal. vermitteln einen neuen Losungsansatz fiir
dieses lange bekannte Problem.[! Die Grundidee ist einfach
und offensichtlich zugleich: ,,Wir hofften daher, da durch
Zugabe mehrerer Reagentien zur Racematspaltung die lang-
wierige Suche nach einem geeigneten Reagens verkiirzt
wiirde.“ Ist diese Idee wirklich so verniinftig, wie sie
erscheint? Auf den ersten Blick hat eine kombinatorische
Variante der iiblichen Vorgehensweise geringe Erfolgsaus-
sichten. Es ist sehr unwahrscheinlich, aus einem solchen
Mehrkomponentengemisch kristalline Materialien zu erhal-
ten, da ja die Konzentration eines gegebenen diastereomeren
Salzes um den Faktor drei verringert wird, wenn ein Gemisch
von drei Trennreagentien anstelle eines einzigen eingesetzt
wird. Folglich konnen mit dieser Methode nur sehr schwer-
losliche Salze ausgewéhlt werden. Die Autoren muf3ten auch
schnell erfahren, dafl der Einsatz zufilliger Kombinationen
von Trennreagentien keine guten Ergebnisse liefert.

Die Resultate verbesserten sich aber schlagartig, als die
Autoren begannen, Mischungen aus mehreren (gewohnlich
drei) Trennreagentien der gleichen ,,Familie* einzusetzen. So
bildet z.B. das 1:1:1-Gemisch von drei unterschiedlich sub-
stituierten Phosphorsduren mit der gleichen, gezeigten Kon-
figuration eine derartige ,,Familie“, im folgenden ,,P-Mix“
genannt. Zehn solcher terndre Mischungen werden in der
erwihnten Verdffentlichung aufgefiihrt.”! Einige sind saure,
andere basische Trennreagentien. In diesem Zusammenhang
ist der Begriff ,,Familie“ stark einschrdnkend: Die Kompo-
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nenten des Gemisches sind nicht nur strukturell und chemisch
verwandt, sondern sie sind auch annihernd Isostere.l®l So ist
z.B. Weinsdure kein Mitglied der Dibenzoylweinsédure-, Fa-
milie®.

Wird ein derartiger Mix zu einer Losung eines racemischen
Substrats gegeben, dann fillt gewohnlich schnell ein kristal-
lines Salz aus. Meist hat das im Niederschlag enthaltene
Substrat einen ee-Wert von 90-98%. Die wichtigste Fest-
stellung ist, dal das Salz immer mehrere Trennreagentien
enthilt, die in einem nichtstochiometrischen Verhiltnis
zueinander vorliegen. So ergibt (+)-Ephedrin 1 mit dem
oben beschriebenen ,,P-Mix“ kombiniert in 2-Propanol ein
Salz, das (4)-1 mit 98 % ee und die drei Phosphorséduren des
,,P-Mix“ im Verhiltnis 1:1.2:1.1 enthélt. Meist sind die Salze
auch nach wiederholter Kristallisation nichtstochiometrisch
zusammengesetzt. Im erwdhnten Beispiel verschob sich die
anfingliche Zusammensetzung nach 20 Kristallisationsschrit-
ten auf 1:14:55. Die gemischten Salze sind also nicht nur
Gemische aus reinen diastereomeren Salzen, sondern sie
bestehen eher aus einer einzigen kristallinen Einheit, bei der
die drei Trennreagentien eine feste Losung bilden. Die
strukturelle Ahnlichkeit der Komponenten des Mix ist im
Einklang mit dieser Hypothese. Sie wird auch durch die
Aufkldrung der Struktur im Kristall eines binédren Salzes von
(+)-Ephedrin mit nahezu d4quimolaren Mengen von zwei der
Phosphorsédure-Komponenten des ,,P-Mix“ gestiitzt.

Ungeachtet dessen, daf3 keine relevanten Phasendiagram-
me oder Loslichkeitsdaten verfiigbar sind, scheint die Hypo-
these der festen Losungen der Schliissel fiir eine logische
Erklarung des Phdnomens zu sein. Feste Losungen bilden sich
hiufig zwischen eng verwandten chiralen Strukturen gleicher
Konfiguration.[® Dies ist eine der Aussagen, auf denen unter
anderem die bekannte Methode von Fredga beruht.”) Mit ihr
lassen sich die relativen Konfigurationen strukturell verwand-
ter Verbindungen aus ihren Schmelzpunkt-Phasendiagram-
men bestimmen. So bilden z.B. o-Chlor- und o-Bromman-
delsdure gleicher Konfiguration eine derartige feste Losung.
Vom thermodynamischen Standpunkt aus konnte eine feste
Losung eine geringere Loslichkeit haben und eine hohere
Dichte als die reinen Komponenten. Das 148t sich leicht
verstehen: In einem Kristall mit nur einer Komponente ist die
Packungsdichte durch die Anforderungen der Gittersymme-
trie auf ein gewisses Maf} begrenzt, wihrend in einer festen
Losung die lokale Symmetrie durch die Gegenwart unter-
schiedlicher Spezies verringert ist, obwohl die durchschnitt-
liche Kristallsymmetrie erhalten bleibt. Diese Situation er-
moglicht eine dichtere Packung und damit eine hohere
Dichte. Im Gegenzug sollte eine dichtere Packung zu einer
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besseren Selektivitit fiir die Konfiguration des Substrats
fiilhren. Anders gesagt wiirde sich eine feste Fliissigkeit
zwischen p- und n-Salzen am Randbereich nicht so leicht
bilden, wenn anstelle des Mix nur ein einzelnes Trennreagens
eingesetzt wiirde (Abb. 1b). Das ist vielleicht der Grund fiir
die hohen ee-Werte, die fiir die zuerst ausgefallenen gemisch-
ten Salze gemessen werden.

Weitere Informationen iiber die physikalischen Eigen-
schaften der Komponenten dieser komplexen Systeme und
ihrer Gemische wéren jetzt notig. Dank dieser Entdeckung
hat sich ein neues Forschungsfeld eroffnet, das Aspekte wie
Phasengleichgewichte, Kristallisationskinetik und die Struk-
tur und Dynamik fester und fliissiger Phasen einbeziehen
sollte.

Das grofite praktische Interesse dieses ,Familien-An-
satzes* liegt — ungeachtet der physikalisch-chemischen Erkla-
rung — moglicherweise nicht darin, den Prozess zum Auf-
finden des besten Trennreagens zu beschleunigen, sondern
eher im Potential, die Qualitidt der diastereomeren Salze zu
verbessern. Dabei wird eine Selbstoptimierung der Kristall-
packung ermdoglicht, die aus der Gegenwart von mehreren
leicht unterschiedlichen Bausteinen anstelle eines einzigen
den Vorteil zieht. Bei DSM Andeno wurde die Methode
bereits angewendet, um Racemate im 100-kg-MaBstab zu
spalten.'’!' Es besteht kein Zweifel, daB die ,klassische
Racematspaltung® immer noch eine grofle Zukunft hat,

sowohl in der Grundlagen- als auch in der anwendungs-
orientierten Forschung.

Stichworter: Chiralitit - Diastereomere . Enantiomeren-
trennung - Kiristallisation
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In-vitro-Evolution und Selektion von Proteinen: durch Ribosomen-Display zu
groBeren Bibliotheken**

Ulrich Hoffmiiller und Jens Schneider-Mergener*

Ein sich seit Beginn der 90er Jahre stiirmisch entwickelndes
Forschungsgebiet ist die Herstellung und Nutzung von
molekularen Bibliotheken (Ubersicht siehe Lit.[1]). Das
Schlagwort dabei ist: ,,kombinatorisch®, gepaart mit Chemie,
Biochemie oder Biologie. Obwohl die angewendeten Metho-
den bisher kaum in Lehrbiichern zu finden sind, kennt doch
beinahe jeder in der Chemie oder in den Biowissenschaften
tatige Forscher inzwischen Begriffe wie Phagen-Display,
Peptid- und Nucleinsdure-Bibliotheken oder kombinatori-
sche Chemie. Die gemeinsame Strategie sowie das Ziel aller
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chemischen und biologischen Ansétze ist immer 1) Generie-
rung eines moglichst grofen und vollstindigen Pools von
unterschiedlichen Molekiilen (der ,Bibliothek*) und
2) Durchmustern der Bibliothek nach Einzelsubstanzen mit
gewiinschten Eigenschaften, z.B. einem Ausgangsstoff (Leit-
struktur) fiir ein Arzneimittel oder nach einem Antikorper fiir
diagnostische Zwecke. Bibliotheken werden zunehmend zur
Identifizierung von Interaktionspartnern bei der Signaltrans-
duktion, der Zell-Zell-Erkennung und bei immunologischen
Regulationsprozessen eingesetzt. Diese Herangehensweise
beschleunigt nicht nur die Bearbeitung vieler Probleme,
sondern ermoglicht in vielen Fillen erst deren Losung. Daher
haben eine Vielzahl von Chemikern und Biologen in Indu-
strie- und Universitdtslabors begonnen, neuartige Methoden
zu entwickeln, die es ermoglichen, Bibliotheken zu erzeugen
und zu durchmustern. Der bekannteste Ansatz ist die Phagen-
Display-Methode, >3l bei der Peptid- oder Protein-Bibliothe-
ken auf Phagenoberflichen priasentiert werden. Die Selektion
der gewiinschten Phagen erfolgt in vitro, wéhrend die
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