
Enantioselektive Biokatalyse in organischen Solventien 
am Beispiel Lipase-katalysierter Reaktionen 

Von Ching-Shih Chen * und Charles J. Sih * 

Die enantioselektive Biokatalyse in nicht-waBrigen Medien gewinnt in der praparativen Che- 
mie zunehmend an Bedeutung. Dieser Beitrag beschreibt a) die generellen katalytischen Eigen- 
schaften von Enzymen in nicht-waBriger Umgebung, b) die grundlegenden Prinzipien der 
Herstellung optisch aktiver Carbonsauren und Alkohole durch Lipase-katalysierte enantio- 
selektive Veresterungen und Umesterungen in organischen Medien, c) die Bestimmung kineti- 
scher und thermodynamischer Parameter und d) die quantitative Analyse von veroffentlichten 
Daten. 

1. Einleitung 

Nach allgemeiner Ansicht ist eine waBrige Umgebung op- 
timal, urn die fur Bindung und Katalyse maBgeblichen Kon- 
formationen eines Enzyms aufrecht zu erhalten. Deshalb 
werden enzymatische Reaktionen generell in waBrigen Me- 
dien ausgefuhrt. In einem wal3rigen System wird die Faltung 
eines loslichen Proteins von der Neigung der hydrophoben 
Aminosaurereste bestimmt, den Kontakt mit Wasser zu ver- 
meiden. Wahrend sie sich im Inneren des Molekuls verber- 
gen, treten geladene und hydrophile Reste an der Oberflache 
in Kontakt mit dem waurigen Losungsmittel. Wird Wasser 
nun durch ein unpolares Losungsmittel ersetzt, beginnt eine 
Dispersion der hydrophoben Reste im Inneren, als deren 
Folge sich die Tertiarstruktur des Enzyms neu organisiert. 
Die Konformation des Proteins muB sich dabei drastisch 
andern; im Extremfall kann man die Enzymtasche in organi- 
schen Medien als ,,umgestulpt" betrachten ['I. Folglich muB 
man erwarten, daB nun die katalytischen Eigenschaften des 
Enzyms schlechter als in Wasser sind. Diese naheliegende 
Vorstellung hat vielleicht fruher die Erforschung der stereo- 
selektiven Eigenschaften von Enzymen in nicht-waBrigen 
Medien verhindert. In den letzten Jahren ist jedoch zuneh- 
mend deutlich geworden, daB viele biokatalysierte Reaktio- 
nen in nicht-waBriger Umgebung mit hoher Enantioselekti- 
vitat verlaufen konnen. 

Seit langerer Zeit ist bekannt, dal3 eine Vielzahl von Enzy- 
men in unpolaren Medien katalytisch aktiv ist (Tabelle 1). 
Einige dieser Enzyme sind auch fur Umsetzungen von was- 
serloslichen Substraten [*] (z. B. die Umesterung von Fetten) 
und, unter Umkehrung der Hydrolyse, fur Peptidsynthe- 
sen[261 eingesetzt worden. Dennoch haben erst die fur die 
Synthese wertvollen, enantioselektiven Eigenschaften der Li- 
pasen [' - 2ol (Triglycerol-Acylhydrolasen, EC 3.1.1.3) die 
Aufmerksamkeit der priparativ arbeitenden Organiker er- 
regt. Lipasen, die eine einzigartige Stabilitat in unpolaren 
organischen Losungsmitteln zeigen, konnen eine Vielzahl 
von Konformationen annehmen und sich somit Substraten 
unterschiedlicher GroBe und stereochemischer Komplexitat 
anpassen. Daruber hinaus konnten Verbindungen, die in 
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Wasser instabil sind (Anhydride, halogenierte Verbindungen 
etc.), als Substrate eingesetzt werden. Noch wichtiger aber 
ist, daB Lipase-katalysierte Veresterungen in organischen 
Losungsmitteln oftmals eine hohere Enantioselektivitat als 
die entsprechenden Hydrolysen in Wasser zeigen. Deshalb 
gewinnt diese ,,nicht-waBrige" Technik der Biokatalyse als 
Methode zur Herstellung optisch aktiver Verbindungen zu- 
nehmend an Bedeutung. Dieser Beitrag mochte praparativ 

Tabelle 1 Reprasentative Beispiele fur enzymatisch katalysierte Umsetzungen 
in organischen Medien. 

Biokatalysator Losungsmittel Katalysierte Lit. 
Reaktion 

Lipasen Unpolare 
(ungereinigtes Pulver) Losungsmittel 

Proteasen Ethylacetat, 
(Thermolysin, Amylalkohol etc. 
Subtilisin, 
Chymotrypsin) 

Immobilisierte Methylpropionat 
Carbox yesterase 

Immobilisierte Isopropylalkohol 
Alkohol-Dehydrogenase 

Immohilisierte Chloroform 
Polyphenol-Oxidase 

Immobilisierte Ethylacetat 
Mandelonitrilase 

Cholesterin-Oxidase Heptan, CCI,, 
Butylacetat 

Veresterung, 
Umesterung [2-201 
Peptidsynthese [21, 221 
Bildung makro- 
cyclischer Lactone [23-251 
Peptidsynthese [26] 

Enantioselektive [2, 91 
Acylierung race- 
mischer Alkohole 
Asymmetrische [27] 
Reduktion von 
Ketonen 
Oxidative Um- [28] 
wandlung von 
Phenolen in 
o-Chinone 
Synthese optisch [29] 
aktiver 
(R)-Cyanhydrine 
Oxidation von [30] 
3P-Hydroxy- 
steroiden 

arbeitende Chemiker durch eine Diskussion der grundlegen- 
den Prinzipien und neuerer Arbeiten fur diese Methodik in- 
teressieren. Behandelt werden hier ausschlieBlich die en- 
antioselektiven Eigenschaften der Lipasen in organischen 
Medien; neuere Entwicklungen zur enzymatischen Katalyse 
in inversen Micellen[3'1 und uberkritischen Flussigkeiten[32] 
wurden nicht berucksichtigt. Zur Enzymologie und zur Ki- 
netik Lipase-katalysierter Reaktionen sei auf andere Publi- 
kationen ve~wiesen[~~l .  
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2. Enzymatische Katalyse in organischen 
Losungsmitteln - allgemeine Bemerkungen 

G 

Fur biokatalysierte Umsetzungen werden drei Arten von 
Losungsmittelsystemen benutzt : a) Ein System aus Wasser 
und einem mit Wasser mischbaren organischen Losungsmit- 
tel, b) ein wasserfreies (< 1 % Wasser) organisches Losungs- 
mittel und c) ein zweiphasiges System aus Wasser und einem 
rnit Wasser nicht mischbaren organischen Losungsmittel. 
Die potentiellen Vorteile beim Ausfiihren biokatalysierter 
Reaktionen in diesen Losungsmittelsystemen wurden mehr- 
fach zusammengefaljt r 3 4 -  381. . a) Mit schlecht wasserlosli- 
chen Substraten kann eine effiziente Katalyse erzielt werden, 
b) durch hydrolysierende Enzyme katalysierte Reaktionen 
konnen in Richtung Synthese gelenkt werden, c) uner- 
wiinschte Nebeureaktionen in organischen Medien sowie 
Substrat- und Produktinhibition konnen verringert werden, 
d) die Gewinnung des Produktes und die Abtrennung des 
Biokatalysators aus dem Reaktionsmedium kann verein- 
facht sein und e) die Enzyme konnen in wasserfreien organi- 
schen Medien stabiler sein. 

Um die Loslichkeit schlecht wasserloslicher Substrate zu 
verbessern, werden den waljrigen Reaktionsmedien oftmals 
rnit Wasser mischbare organische Cosolventien wie Aceton, 
Methanol, Ethanol, Dimethylformamid (DMF) und Dime- 
thylsulfoxid (DMSO) zugesetzt [381. Daruber hinaus sind Lo- 
sungsmittel in der Peptidsynthese haufig zum Verschieben 
des Ionengleichgewichts eingesetzt worden. Durch Verklei- 
nerung der Dielektrizitltskonstante des Mediums verringert 
das organische Cosolvens die Hydratisierung ionischer 
Gruppen und setzt dadurch die Aciditit der Carboxygruppe 
und die Basizitat der a-Aminogruppe herab[391. Wahrend 
jedoch niedrige Konzentrationen dieser polaren Losungsmit- 
tel oft keine schwerwiegenden Nachteile haben (DMSO- 
Konzentrationen bis zu 20 % wurden in Lipase-katalysier- 
ten, enantioselektiven Esterhydrolysen ange~endet[~ ' ] ) ,  
fiihren hohere Losungsmittelkonzentrationen zunehmend 
zur Denaturierung der Proteine und damit zu einem Verlust 
an Stereospezifitlt. Die Verwendung angemessener Mengen 
polarer Cosolventien kann die Reaktion beschleunigen und 
in einigen Fallen auch die Stereoselektivitat biokatalytisch 
wirksamer Systeme erhohen L 4 '  -431. Dieser Beitrag wird sich 
jedoch ausschlieljlich auf die Biokatalyse in zweiphasigen 
Systemen aus wanrigen und mit Wasser nicht mischbaren 
Losungsmitteln sowie in wasserfreien organischen Losungs- 
mitteln konzentrieren. Von besonderem Interesse sind dabei 
Lipase-katalysierte Veresterungen und Umesterungen in or- 
ganischen Losungsmitteln, denn die Enantioselektivitat von 
Kondensationsreaktionen in organischen Medien ist oftmals 
hoher als bei den entsprechenden Hydrolysen in Was- 

Es ist wohlbekannt, dalj Lipasen sowohl in waBrigen als 
auch in unpolaren Medien eine breite Palette auch syntheti- 
scher Substrate unterschiedlicher GroBe akzeptieren kon- 
nen. Dies deutet darauf hin, dalj die Proteinkette der Lipasen 
flexibel ist und eine Vielzahl von Konformationen annehmen 
kann, um Substrate aufzunehmen. Demzufolge mussen Li- 
pasen niedrige Energiebarrieren fur Konformationsum- 
wandlungen des Enzymproteins haben ~ ein Verhalten, das 

Enzyme vom ,,induced-fit"-Typ erinnert [441. Diese Eigen- 
.aften machen die Vorhersage der stereochemischen 

Wechselwirkung der Enzyme mit den Substraten schwierig. 

s e r [ l O .  181 

"H-BrGrke \ 

(Enz + Su),, 
[EnzSul [EnzPr l  

So ist in einigen Fallen die Enantioselektivitdt bei Esterhy- 
drolysen in Wasser hoher als bei den zugehorigen Vereste- 
rungsreaktionen und umgekehrt. Verlaufen Hydrolysen im 
waljrigen Milieu jedoch mit schlechter Enantioselektivitat, 
so sollte die entsprechende Veresterung in einem organischen 
Losungsmittel untersucht werden. Im Gegensatz dazu er- 
wartet man fur Enzyme vom ,,non-induced-fit"-Typ, die 
starrere Konformationen haben (hohere Energiebarrieren 
fur die Uberwindung nicht-kovalenter Krafte), daB sie keine 
grofieren Konforniationsanderungen eingehen miissen, um 
in nicht-waljrigen Umgebungen die katalytisch aktive Kon- 
formation anzunehmen. Da bei dieser Klasse von Enzymen 
die katalysierende Enzymtasche in nicht-waljrigen Medien 
erhalten bleiben diirfte, ist zu erwarten, dalj sie nur wenig 
ihrer katalytischen Aktivitat und Enantioselektivitat verlie- 
ren, wenn Wasser durch unpolare Medien ersetzt wird. Je- 
doch haben diese Enzyme iiblicherweise eine ausgepragtere 
Substratspezifitat, und eine Erhohung der Enantioselektivi- 
tiit in unpolaren Medien ist unwahrscheinlich. 
Kieb~orn[~~] hat sich naher mit den thermodynamischen 

Anderungen wlhrend der Komplexierung eines Substrats 
durch ein Enzym (Bildung eines EnzSu-Komplexes) befafit. 
In warjrigen Losungen bilden die polaren Gruppen im kata- 
lytischen Zentrum des Enzyms und im Substrat Wasserstoff- 
brucken mit Wassermolekulen. Wahrend der Komplexie- 
rung werden einige der Wasserstoffbriickenbindungen ge- 
offnet, und die dafur notwendige Energie verandert auch die 
freie Energie der Komplexbildung (AGJ (Abb. 1). Wenn 

I + 
Reak t ionskoord ina te  

Abb. 1 Vergleich der in wlBriger Ldsung und in organischen Ldsungsmitleln 
durchlaufenen Freien-Energie-Profile einer enzymatischen Reaktion, in der 
Substrat und Produkt Wasserstoffbriicken mit Wasser bilden. Enz = Enzym, 
Su = Substrat, Pr = Produkt. H-Briicke = Wasserstoffbriicke. 

ein Losungsmittel dagegen keine Wasserstoffbriicken bilden 
kann, werden bei der Eiitstehung des EnzSu-Komplexes kei- 
ne Wasserstoffbruckenbindungen geoffnet, und die freie 
Energie der K o m p l e ~ b i l d u n g [ ~ ~ ~  (A Gorg,) 12Dt sich durch 
Gleichung (1 )  ausdriicken. 

Dabei bezeichnen n,,, und nsu die Anzahl der zu spalten- 
den Wasserstoffbruckenbindungen zwischen Wassermoleku- 
len und den aktiven Zentren des Enzyms bzw. des Substrats. 
Demzufolge kann der Zusammenhang zwischen den schein- 
baren Assoziationskonstanten des Enzym-Substrat-Kom- 
plexes in Wasser (Ka(aq,)) und in organischen Losungsmitteln 
(K,,,,,,,) durch Gleichung (2) ausgedriickt werden. 

Kdaq., = e w -  (%" + n E n r ) A G H - B r u c k e / R - r 1  ' Ka(org.) (2) 
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K, = [EnzSu]/[Enz] [Su] . Der Ubergang von der wanrigen 
zur unpolaren Umgebung kann fur stark polare Substrat- 
molekule (z. B. Polyhydroxyverbindungen oder ihre Phos- 
phat-Derivate) zu einer sehr groljen scheinbaren Assozia- 
tionskonstante fur den Enzym-Stubstrat- und/oder den En- 
zym-Produkt-Komplex fuhren (Tabelle 2), obwohl die 
Bindungsenergie der Wasserstoffbrucken relativ klein ist 
(4.5 kcal mol-'). Als Konsequenz wird starke Substrat- und/ 
oder Produkt-Inhibition auftreten. 

Tabelle 2. Auswirkungen der Bindungsenergie von Wasserstoffbriicken auf die 
Enzym-Substrat-Komplexierung in unpolaren (organischen) Losungsmitteln. 
berechnet fur Losungsmittel, die keine Wasserstoffbriicken bilden (z. B. Isooc- 
tau. Cyclohexan, Toluol) als organisches Solvens. 

Anzahl der H-Briicken 
(nFnz + n s J  

K:%lor, , !Km 1 

2000 
3.9 x l o b  

1.5 x lo" 
7.1 109 

3. Lipasen und die Katalyse an Grenzflachen 

Zur Zeit sind ca. zwanzig Lipasen rnikrobiellen, pflanzli- 
chen und tierischen Ursprungs im Handel (Tabelle 3). Viele 
dieser Lipasen wurden bis zur Homogenitat gereinigt und 
kristallin erhalten, doch wurden nur die Kristalle der Lipase 
aus Geotrichum candidum durch Rontgenstrukturanalyse bei 
6 und 2.8 A[471 Auflosung untersucht. Dabei fand 

Tabelle 3. Herkunft kommerziell erhiltlicher Lipase-Praparationen 

Herkunft Hersteller 

Alculigen~s- Arten 
Achromohucier-Arten 
Aspergillus nigiv 
BucilluA subtilis 
(hndidu cvlindrucea 

Cundidu lipolylicu 
C'hromobuclerium viscosum 
Geoirichum cundidum 
Humicolu lunuginosu 
Mucor miehei 
PeniciNium ramemberti 
Phjcomjces nitens 
Schweinepankreas 
Psrudomonus aeruginosu 
Psrudumoiius ,fluorPscens 
P,seudomonus- A rten 
Rhizopus urrhizus 
Rhizopus delemur 
Rhimpus juponicus 
Rhizopus oryzae 
Rhizopus- Arten 
Weizenkeime 

Amano 
Meito Sangyo 
Amano 
Towa Koso 
Sigma. Amano, Meito Sangyo, 
Boehringer-Mannheim 
Amano 
Sigma. Toyo Jozo 
Sigma, A m m o  
Amano 
Amano, NOVO 
Rh6ne-Poulenc 
Takeda Yakuhin 
Sigma, Amano, Boehringer-Mannheim 
Amano 
Amano 
Sigma, Boehringer-Mannheim 
Sigma. Boehringer-Mannheim 
Sigma, Amano, Tanabe seiyaku 
Amano, Nagase Sangyo. Osaka Saiken Lab. 
Amano 
Amano. Serva 
Sigma 

man, daB das Enzym neun cl-Helices und vier P-Stringe bil- 
det. Der Gehalt an Helices wurde zu etwa 20 % berechnet. 
Das Molekul 1st ellipsoid und weist Dimensionen von 
50 x 50 x 70 A3 auf. In der Nahe des Molekulzentrums be- 
findet sich eine groBe Spalte, die vermutlich das aktive Zen- 
trum des Enzyms bildet. 

Uber den Zusammenhang zwischen Struktur und Wir- 
kungsweise der Lipasen gibt es nur wenige Arbeiten. Fur die 

Aktivitat der Lipase aus Pankreas sind Serin, Carboxylat 
und Histidin essentiell [481; bei der Lipase aus Geotrichum 
candidum scheint aber kein Serin beteiligt zu sein. Die Aktivi- 
tat der Lipase aus Humicola lanuginosa hangt dagegen von 
Carboxylat, Histidin und Tyrosin ab[491. 

Lipase-vermittelte Katalysen haben ein gemeinsames 
Kennzeichen - in den katalytischen Prozen ist eine Lipid- 
Wasser-Grenzflache einbezogen [331. Diese einzigartige FB- 
higkeit. an Grenzfliichen katalytisch aktiv zu sein, verleiht 
den Lipasen eine naturliche Affinitat fur hydrophobe Me- 
dien; sie unterscheiden sich dadurch von anderen hydroly- 
tisch wirkenden Enzymen. Die generellen Prinzipien der en- 
zymatischen Katalyse an Grenzflachen wurden von Verger et 
al. f o r r n ~ l i e r t [ ~ ~ l  und konnen durch Schema 1 veranschau- 
licht werden. 

+ Sn 
n 

Enz* Enr*Su 

Grenzflache ~ -11 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~. . . . . . . . . . ~ ~ ~ ~ ~ ~. . . . . . . . . . . . i 
Enz Pr 

Schema 1 

Enz bezeichnet hierbei das Enzym in Losung, Enz* das in 
die Grenzflache eingedrungene Enzym, Su die Lipid-Sub- 
strate an der Phasengrenze und Pr die Reaktionsprodukte. 

Dieses Modell umfaljt zwei aufeinanderfolgende Gleich- 
gewichtsschritte. Zunachst wird das Enzym im Penetrations- 
schritt reversibel an die Phasengrenzflache gebunden und 
nimmt dabei eine neue Konformation (Em*) an. Im zweiten 
Schritt bildet das in die Grenzflache eingedrungene Enzym 
Enz* mit dem Substrat Su den Komplex Enz*Su, aus dem 
nach der Katalyse die Produkte und Enz* freigesetzt werden. 

Mit diesem Konzept kann die Lipolyse zweier unloslicher, 
um das Enzym konkurrierender Enantiomere["] A und B 
nach Schema 2 beschrieben werden. 

Enz*R k-, Enz* + P 
*I  

Schema 2 

Dabei wird angenommen, da8 der eigentlich katalysierte 
Schritt irreversibel ist, was fur das Anfangsstadium der Re- 
aktion sicher zutrifft. Dieses Konzept unterscheidet sich vom 
konventionellen Enzymmodell ["I fur miteinander um ein 
Enzym konkurrierende Substrate nur durch das zusitzliche 
Gleichgewicht zwischen Enz und Enz* und Chnelt dem von 
F e r ~ h t [ ~ ~ '  vorgeschlagenen Modell fur das ,,induced-fit"- 
Phanomen. Da die Enantiomere gleiche oberflachenaktive 
Eigenschaften haben, ist das Verhaltnis kJk,  eine Konstante 
und von der relativen Konzentration der Enantiomere an der 
Grenzflache unabhiingig. (k ,  beschreibt die Penetration in 
die Grenzflache, k ,  die Ruckdiffusion in die waljrige Phase.) 
Folglich tragt der Penetrationsschritt nichts zum Diskrimi- 
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nierungsvorgang bei[44J, und fur die Enantioselektivitat irre- 
versibler Lipase-katalysierter Reaktionen in mit Wasser nicht 
mischbaren organischen Losungsmitteln oder in wasser- 
freien organischen Medien gilt die klassische Gleichung fur 
homokompetitive Umsetzungen [Gl. (3)]. k,,,/K, bezeichnet 
die scheinbare Gleichgewichtskonstante fur die Reaktion 
zweiter Ordnung des Enzyms mit dem Substrat zum Produkt 
oder zu den Produkten bei infinitesimal kleiner Substratkon- 
zentration. k,,, und K, reprasentieren die Katalysekonstante 
und die Michaelis-Konstante, E ist die Enantioselektivi- 
tat 1521, 

(3) 

Dieser Zusammenhang wurde durch Ableitung aus den 
Beziehungen fur die Kinetik im stationaren Zustand besta- 
tigt. Ferner lassen sich die fur P h o ~ p h o l i p a s e ~ ~ ~ ~  und Lipa- 
set5'] erhaltenen kinetischen Daten mit diesem Modell hin- 
liinglich gut wiedergeben. 

4. Stereospezifitat der Lipase-Katalyse in 
organischen Losungsmitteln 

In organischen Losungsmitteln katalysieren Lipasen die 
Ubertragung von Acylgruppen von geeigneten Donoren auf 
eine Vielzahl von Acceptoren. In Abhangigkeit von der Art 
der Acyldonoren und -acceptoren konnen die Lipasen Ver- 
esterungen, Umesterungen, Amidierungen, Peptidsynthesen 
und den Aufbau von makrocyclischen Lactonen katalysie- 
ren. Hiervon interessieren besonders die enantioselektiven 
Um- und Veresterungen, denn sie eroffnen dem praparativ 
arbeitenden Chemiker einen einfachen Zugang zu optisch 
aktiven Carbonsauren und Alkoholen. Vom mechanisti- 
schen Standpunkt aus gesehen haben die enzymatischen 
Um- und Veresterungen vieles mit den entsprechenden Hy- 
drolysen gemeinsam; die grundlegenden Prinzipien, die die 
Stereospezifitat bestimmen, sind jedoch etwas unterschied- 
lich und bediirfen einer genaueren Betrachtung. 

4.1. Racematspaltung von Carbonsauren durch 
enantioselektive Estersynthese 

Die Kinetik des Lipase-katalysierten Acyltransfers in or- 
ganischen Medien kann durch einen Ping-Pong-Mechanis- 
mus1541, der in Schema 3 dargestellt ist, beschrieben werden. 

+ R C O  R1 k 
Enz Enz . RC0,R' RCO-Enz . R'OH 

-RCO,R' k, k4 

Fur R2 = H sind die Mechanismen fur die Synthese und 
die Hydrolyse analog. Die Um- und Veresterung wird jedoch 
durch die Reversibilitat der enzymatischen Katalyse zusatz- 
lich kompliziert, wenn ein Acylacceptor R 2 0 H  an der Reak- 
tion teilnimmt, dessen Konzentration und chemische Be- 
schaffenheit die thermodynamischen und/oder kinetischen 
Funktionen des katalytischen Systems veriindern kon- 
nenl'O1. Trotzdem ergeben derart katalysierte Synthesen in 
organischen Medien oftmals eine hohere Enantioselektivitat 
als die zugehorigen Hydrolysen in Wasser. Eine Erklirung 
dieses Befundes wird im folgenden versucht. 

Im Anfangsstadium der Reaktion kann die in Schema 3 
dargestellte komplizierte Katalyse-Sequenz auf einen mini- 
malen Reaktionsmechanismus reduziert werden, der zwei 
bindungslosende und zwei bindungsbildende Schritte um- 
fal3t (Schema 4). Hierbei sind k,, kb, k,' und k,' Netto-Reak- 
t ion~kons tan ten[~~I .  

+ R * O H k b  
---* Enz + RC02R2 Enz + RC0,R' - RCO-Enz __ R ' O H k ,  

A P 
+R'OH kb '  Enz + R'C0,R' R'CO-Enz - Enz + R'C0,R2 

B Q 
Schema 4. 

Fur die Kinetik sind k ,  und k,' gleichbedeutend mit k,, , /K, 
fur A bzw. B, und k, und k,' reprasentieren die Bindungs- 
fahigkeit und die katalytischen Eigenschaften der diastereo- 
meren Acyl-Enzym-Komplexe gegeniiber dem achiralen Nu- 
cleophil R 2 0 H .  Die Implikation dieser Netto-Reaktions- 

t 

G 

I Enz+RCO,R* 

Reak t ionskoord ina te  

Abb. 2. Darstellung der Reaktionskoordinate zur Verdeutlichung einer Lipa- 
se-katalysierten Umesterung. 

konstanten kann weiterhin durch Abbildung 2 illustriert 
werden. Fur k, und k, gelten Gleichung (4) bzw. ( 5 ) .  

- R'OH k ,  + R 2 0 H  k ,  

+ R'OH k ,  - R'OH k,  k ,  = exp(- A G J R T )  

kb = exp (- A G,,/RT) 

+--- RCO-Enz RCO-Enz . R 2 0 H  

RC0,R2 k, & Enz . RC02R2 +R;z3TkLj Enz 
k , ,  

Sind die Umsetzungsgeschwindigkeiten fur das Substrat A 
und das konkurrierende Substrat B durch uA und vB gegeben, 
so fuhrt die Methode der Netto-Reaktionskonstanten von 
Clelar~d[~~I  zu den Gleichungen (6) bzw. (7). 

+ R C O  R1 k ' k '  
Enz <i Enz . RC0,R' R'CO-Enz . R'OH 

-RCO,R1  k, k i  

- R'OH k,' 
+--- 

+R'OH k ' RCO-Enz 4 R'CO-Enz . R'OH 
+R'OH k,' - R'OH k,  

k '  R'CO,R'k, ' 
Enz . R'C02R2 iR+o;Rik,t Enz 

k,, 

Schema 3 
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Diese beiden Gleichungen zeigen deutlich, dalj die Diskri- 
minierung zwischen zwei miteinander konkurrierenden Sub- 
straten durch die gesamte Reaktionssequenz bestininit ist. 

Bei einer Hydrolyse wird die Spezifitat wegen der hohen 
Konzentration des Losungsmittels Wasser (55.5 M) teilweise 
verloren gehen. Folglich konnen in den Gleichungen (6) und 
(7) die zweiten Glieder, die hauptsachlich die Beitrage der 
auf den ersten irreversiblen Schritt folgenden Schritte repra- 
sentieren, vernachlassigt werden. Damit folgt 

Vereinigen der Gleichungen (8) und (9) ergibt die bekannte 
Gleichung (10) ["I 

die ausdruckt, daR die Enantioselektivitat bei Hydrolysen 
ausschlieBlich aus der Abfolge der katalysierten Umsetzun- 
gen bis einschlienlich zum ersten irreversiblen Schritt resul- 
tiert. Dieser Unterschied erklart, warum die Enantiomeren- 
reinheit der Produkte in einigen Fallen dadurch gesteigert 
werden kann, daR man die Hydrolyse in Wasser durch eine 
biokatalysierte Um- oder Veresterung in organischen Lo- 
sungsmitteln ersetzt[". '*, "]. 

Man sollte jedoch beriicksichtigen, dalj sich bei Enzym- 
katalysierten Kondensationsreaktionen allmlhlich Produkte 
(R'OH und RC0,R2) anhaufen, die die Katalyse umkehren. 
Daher spielt die Gleichgewichtskonstante ( K )  nicht nur eine 
Schliisselrolle fur die Beschreibung der Enzym-vermittelten 
Enantioselektivitat, sondern auch fur die maximal erzielbare 
chemische Ausbeute [x = 100/(1 + K )  [Oh]]. Um die fortlau- 
fenden Veranderungen im stereochemischen Verhalten von 
Enzymen verstehen zu konnen, wird das Reaktionsschema 
zu den Gleichungen (11) und (12) vereinfacht. 

E n z + A & E n z + P  
A 2  

En7 + B Enz + Q 
L 

Dabei sind k , ,  k , ,  k ,  und k,  die Geschwindigkeitskon- 
stanten der Hin- und Riickreaktionen. In einer achirdlen 
Umgebung sollten die Gleichgewichtskonstanten fur ein 
Enantiomerenpaar gleich sein [GI. (1 3)]. 

Dieser Zusammenhang zeigt, daB der bevorzugte Chirali- 
tatssinn der Hin- und Riickreaktion erhalten bleibt, d. h. 
wenn k ,  > k,, ist auch k ,  > k , .  

Unter der Annahme, daB die Konzentration des Acylac- 
ceptors im Sattigungsbereich des Enzyms bleibt, wird fur 
reversible, biokatalysierte Systeme zur Berechnung der 
Enantioselektivitat E ein neuer Ausdruck benotigt, der den 
thermodynamischen Parameter K enthllt [GI. (14)]. Hier ist 
E = k , / k , .  

Falls k ,  und k, = 0, vereinfacht sich Gleichung (14) 
zu Gleichung (3), die den hoinokompetitiven Fall be- 
schreibt["'. Um die wichtigen Parameter Umsatz (c). Enan-  
tiomereniiberschulj des Substrates (ec~,) und Enantiomeren- 
iiberschulj des Produktes (ee,) miteinander in Beziehung zu 
bringen, kann Gleichung (14) alternativ auch in die Glei- 
chungen (1 5) und (1 6) transformiert werden. 

In[1 - (1 + K ) ( c  + ee,{I - c))] 
In [ I  - ( I  + K ) ( c  - ee,{l - c})] 

In[1 - (1 + K)r( l  + ee,)] 
In[1 - (1  + K)c(l -ec,,)] 

= E  

= E  

Diese Gleichungen zeigen, dal3 die Enantioselektivitat En- 
zym-katalysierter Synthesen von dem komplexen Zusam- 
menhang zwischen kinetischen ( E )  und thermodynamischen 
( K )  Funktionen abhangt. Der berechnete Verlaufi'ol der 
Gleichungen (15) und (16) (Abb. 3) verdeutlicht, dal3 die 
Hohe der optischen Ausbeuten fur beide Substrate in einem 
inversen Zusammenhang zur Grol3e voii K steht. Daruber 

100 

80 

1 6 0  
ee 

[ O/O 1 
4c 

2 0  

0 

.> 100- 

20 40 60 80 100 0 20 40 6 0  8 0  100 
Umsatz [%I  - Urnsatr  

Abb. 3. Nach den Gleichungen (13) und (14) berechnete prozentuale Enantio- 
mereniiberschiisse a )  des Produktes und b) des nicht-umgesetzten Substrats als 
Funktion des prozentualen Umsatzes fur  E = 100 und K = 0 (a), 0.1 (b), 0.5 (c). 
1 .O (d), 5.0 (e)[10] (wiedergegeben mit Genehmigung aus J A m  C'herm So<. I O Y  
(1987) 2812. Copyright 1987 American Chemical Society). 

hinaus kann selbst bei einem sehr kleinen Wert fur K eine 
hohe optische Reinheit des zuruckbleibenden Substrats 
(ee, 2 99%) auch nicht dadurch erzielt werden, daR der ma- 
ximale Umsatz erheblich iiber 50 % erhoht wird. Nach Er- 
mittlung der Werte fur E und K kann mit diesen graphischen 
Darstellungen prizise vorhergesagt werden, wann die kineti- 
schen Racematspaltungen abgebrochen werden miissen, um 
moglichst hohe chemische und optische Ausbeuten zu erhal- 
ten. 

4.2. Racematspaltung von Alkoholen 
durch enantioselektive Estersynthese 

In Schema 5 sind ROH (A) und R'OH (B) zwei miteinan- 
der konkurrierende Enantiomere. Die nucleophilen Grup- 
pen eines jeden Enantiomers konnen mit dem acylierten En- 
zym (R'CO-Enz) unterschiedlich wechselwirken und zu 
unterschiedlichen Ubergangszustinden fiihren (Abb. 4). 
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R'CO,R* R ~ O H  

i ROH k ,  

k ~ ROH k ,  
R'CO-En7 W 

w ,  
Enz f - - -  

- 0.23 
- 0.24 
- 0.33 
- 0.76 
- 1.0 
- 1  1 
- 1.3 , 

k -R'CO,R k ,  

k 4  + R'C0,R k ,  
R'CO-Enz.ROH & E n z . R ' C O , R  f - - - ' Enz 

R'C0,R2 R'011 

t R'OH k,' 
R'CO-Enz 

k R'OH k,' 

W '  
Enz f - - -  

k '  RICOIR' k,' 

k,' t R'C0,R' k,' 
R'CO-Enz.R 'OH & E n z . R ' C O , R  < - - -  ' Enz 

Schema 5 

Die sich dardus ergebende Differenz in den Aktivierungs- 
energien (AA G,) bestimmt die Enantioselektivitat der Bio- 
katalyse. Von den Faktoren, die die stereochemischen Eigen- 
schaften des biokatalysierten Systems beeinflussen, ist die 

t 
I 

L. 

Enz +R'CO,R 

Reak t ionskoord ina te  

Abb. 4. Darstellung der Reaktionskoordinate zur Verdeutlichung der enzyma- 
tischen Racematspdltung eines Alkohols durch enantiospezifische Veresterung. 
-.-. : Enantiomer 1. -: Enantiomer 2. 

Art des Acyldonors besonders wichtig. Seine Rolle kann fol- 
gendermaBen zusammengefaflt werden: a) D a  die kinetische 
Unterscheidung zwischen zwei Enantiomeren unabhangig 
vom Transfer der Acylgruppe zum Enzym ist, beeinfluBt die 
Art des Acyldonors - ob Slure oder Ester -, die Diskriminie- 
rung und den Wert von E nicht; b) da die Acylgruppe des 
acylierten Enzyms den Desacylierungsprozess sterisch und/ 
oder stereoelektronisch beeinflufit, kann prinzipiell durch 
Wahl eines geeigneten Acyldonors eine hoch-enantioselekti- 
ve Veresterung erreicht werden; c) da  die Reaktion reversibel 
ist, konnen Konzentration und Art des Acyldonors die 
Gleichgewichtskonstante verlndern und dadurch das stereo- 
chemische Verhalten der Biokatalyse beeinflussen. 

Um die kinetische Behandlung zu vereinfdchen, kann der 
in Schema 5 skizzierte Mechanismus vereinfacht werden 
(Schema 6). 

Enz + R'CO,R 
P + ROH 

k", h k 2  

Enz + R'CO,RZ - R'CO-Enz 

+ k ,  
k ,  

Enz + RICO,R'  
Q 

Die Geschwindigkeit des Verbrauchs der Enantiomere A 
und B kann durch Gleichung (17) und (18) beschrieben wer- 
den. 

uA = k ,  [A] [RCO-Enz] - k ,  [PI [Em] 

uR = k ,  [B] [RCO-Enz] - k ,  [Q] [Enz] 

Diese Gleichungen zeigen, dalj die relativen Konzentratio- 
nen an acyliertem und freiem Enzym beide Reaktionsge- 
schwindigkeiten beeinflussen. Im Sattigungsbereich fur den 
Acyldonor bleibt das Verhaltnis der Konzentrationen des 
acylierten und des freien Enzyms konstant. Vereinigung der 
Gleichungen (17) und (I 8) und anschliehende Integration 
fuhrten zum gleichen Format wie dem der Gleichungen (1 5 )  
und (16). Bei niedrigen Konzentrationen an Acyldonor ver- 
andern sich die Anteile an acyliertem und an freiem Enzym 
jedoch mit fortschreitender Reaktion[561. Als Resultat wird 
das stereochemische Verhalten des Systems komplizierter 
und kann nicht mehr mit den Gleichungen (15) und (16) 
vorhergesagt werden. In der Praxis ware es wiinschenswert, 
das gesamte freie Enzym zu acylieren, so daB die Riickreak- 
tion zu vernachlassigen ist. 

5. Bemerkungen zu experimentellen Parametern 

5.1. Auswahl des organischen Losungsmittels 

Die Art des organischen Losungsmittels wird von groRtem 
EinfluB auf die Reaktionskinetik und die Stabilitat des Bio- 
katalysators sein. Im allgemeinen nimmt die Effizienz der 
enzymatischen Katalyse mit zunehmender Polaritat des Lo- 
sungsmittels ab[571. Hydrophile Losungsmittel konnen En- 
zyme dadurch denaturieren, daR sie in den hydrophoben 
Kern der Proteine eindringen und dabei die empfindliche 
funktionale Struktur zerstoren[58], oder dadurch, daB sie das 
essentielle Wasser vom Enzym a b l o ~ e n [ ~ ~ ] .  Kurzlich wurden 
einige generelle, empirische Regeln fur die Optimierung der 

Tabelle 4. log-P-Werte der am hiufigsten benutzten Losungsmittel [a]. 

Losungsmittel log P Bemerkungen 

Dodecan 
Octan 
Heptan 
Hexan 
Cyclohexan 
Toluol 
Benzol 
Chloroform 
Butylacetat 
Diethylether 
Butanol 
Pyridin 
Ethylacetat 
Tetrahydrofuran 
Aceton 
Ethanol 
Acetonitril 
Methanol 
Dimethylformamid 
Dioxan 
Dimethylsulfoxid 

Unpolare Losungsmittel, die sich 
fur Umsetzungen unter Verwen- 
dung getrockneter, pulverisierter 
Enzyme cignen 

Schwach bis stark polare Losungs- 
mittel, die die katalytische Aktivi- 
tat von Enzymen verringern kon- 
nen; zum Erzielen optimaler 
Aktivitit ist eine Immobilisierung 
der Enzyme ratsam 

[a] In [61] sind simtliche log-P-Werte fur Losungsmittel aufgefiihrt. P ist der 
Verteilungskoeffizient im zweiphasigen Octanol-Wasser-Standardsystem. Schema 6. 
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biokatalysierenden Aktivitat in organischen Losungsmitteln 
formuliert. Als quantitatives MaB fur die Losungsmittelpo- 
laritat wurde der Parameter Pc6O1, der Verteilungskoeffizient 
des Losungsmittels zwischen Octanol und Wasser, einge- 
fiihrtr6'. 6 2 ]  (Tabelle 4). Im allgemeinen ist die katalytische 
Aktivitat in polaren Losungsmitteln mit log P < 2 gering, in 
Losungsmitteln mit logP zwischen 2 und 4 mCBig und in 
unpolaren Losungsmitteln mit logP > 4 hoch. Durch Im- 
mobilisieren der Enzyme an hydrophilen Tragern kann ihre 
Instabilitat in polaren Losungsmitteln jedoch partiell iiber- 
wunden werdenC6l1. Die technischen Aspekte bei der Aus- 
wahl der Medien fur solche biokatalytisch aktiven Systeme 
sind in einem detaillierten BerichtC6'] zusammengestellt. 

Weiterhin mu13 die Loslichkeit von Substrat und Produkt 
in den Medien berucksichtigt werden [631 .  Enzyme sind Kata- 
lysatoren und beschleunigen als solche nur die Einstellung 
des chemischen Gleichgewichts. Daher konnen die physikali- 
schen Eigenschaften der unpolaren Umgebung die Lage des 
Gleichgewichts und darnit die chemische Ausbeute der Re- 
aktion bestimmen. Wegen der einzigartigen Eigenschaft der 
Lipasen, an Grenzflachen katalytisch aktiv zu sein, wird man 
deshalb ein Losungsmittelsystem wahlen, In dem das Sub- 
strat Micellen oder Emulsionen bilden kann, das Produkt 
jedoch vollig gelost ist. In der Regel werden unpolare Lo- 
sungsmittel wie Hexan, Isooctan, Toluol und Cyclohexan fur 
Lipase-vermittelte Reaktionen eingesetzt. Auch Halogen- 
kohlenwasserstoffe[641 wie Trichlortrifluorethan sowie tert- 
Butyl- und Diisopropylether [651 werden erfolgreich ange- 
wendet. Sind die Substrate jedoch stark hydrophil, so eignen 
sich in Gegenwart immobilisierter Enzyme oder auf Kosten 
der Enzymstabilitat polare Losungsmittel wie DMF, Pyridin 
oder Butanol[6'1. 

5.2. Wassergehalt organischer Medien 

Veresterungen und Umesterungen konnen entweder in 
einphasigen, nahezu wasserfreien organischen Medien (Was- 
sergehalt < 1 %) oder in waorig-organischen zweiphasigen 
Systemen ausgefuhrt werden. Im letzteren Fall befindet sich 
das Enzym in der waljrigen Phase und ist von der organi- 
schen Phase umgeben. D a  Enzyme in hydrophoben, organi- 
schen Losungsmitteln unloslich sind, bilden sie Emulsionen. 
Deshalb muI3 das Reaktionsgemisch geschiittelt oder geriihrt 
werden, oder das Enzym setzt sich ab. Obgleich aus den 
veroffentlichten experimentellen Vorschriften nicht klar er- 
sichtlich ist, wieviel Wasser dem organischen Losungsmittel 
zugesetzt werden muR, herrscht jedoch Einigkeit daruber, 
daB eine Mindestmenge an Wasser absolut notwendig ist, 
damit das Enzym als Katalysator wirken kann[h61. Dies be- 
ruht darauf, daB Wdsser an vielen Arten nicht-kovalenter, 
bindender Wechselwirkungen beteiligt ist, die die katalytisch 
aktiven Konformationen von Enzymen aufrechterhalten. 
Bei einigen Umesterungsreaktionen sattigt man das nicht- 
mischbare organische Losungsmittel mit Wasser, denn die 
Reaktionsgeschwindigkeit scheint hier mit zunehmendem 
Wassergehalt anzusteigen[231. Fur  Lactonisierungen (intra- 
molekulare Umesterungen) werden dagegen wasserfreie or- 
ganische Medien (keine Zugabe von Wasser) bevorzugt [251. 

In diesem Fall ist die Reaktionsgeschwindigkeit relativ ge- 
ring, und man arbeitet bei hoheren Temperdturen (z. B. 
65 "C). 

5.3. Auswahl der Acyldonoren und Acylacceptoren 

Auch die Substrate miissen sorgfiltig ausgewahlt werden; 
so konnte man z. B. entweder chirale, racemische Carbon- 
siuren oder die entsprechenden chiralen, racemischen Ester 
verwenden. Mechanistisch gesehen reagieren diese beiden 
Typen von Substraten in allen Schritten bis einschlieljlich zur 
Bildung des Acyl-Enzym-Intermediates iiber unterschied- 
liche Ubergangszustande (Schema 3). Trotz einer scheinba- 
ren Ahnlichkeit konnen die E- und die K-Werte fur Vereste- 
rung und Umesterung folglich unterschiedlich sein. Auch die 
physikalische Beschaffenheit des Substrats hat einen ausge- 
pragten EinfluB auf die Geschwindigkeit der enzymatischen 
Reaktion. So ist beispielsweise ein im organischen Medium 
vollig geloster Ester wegen der fehlenden Lipid-Wasser- 
Grenzfliiche der enzymatischen Lipolyse weniger zugang- 
lich. Eine Carbonsaure bildet dagegen Micellen oder Emul- 
sionen, die schnell von der Lipase angegriffen werden. 1st die 
Siiure jedoch im organischen Medium unloslich, wird die 
Reaktionsgeschwindigkeit wegen des schleppenden Angriffs 
des Enzyms auf ein festes Substrat deutlich herabgesetzt. Die 
Trennung des sauren Substrats vom Produkt ist aber oft vie1 
leichter als bei Verwendung eines Esters. 

Um eine hoch-enantioselektive Veresterung zu erreichen, 
muB die Ruckreaktion unbedingt minimiert werden. Der 
durch das Gleichgewicht auferlegte thermodynamische 
Zwang kann durch mehrere Strategien umgangen werden. 
Dazu gehoren: a) die Verwendung von Enolestern [ I 9 ]  

(R'OH = Aldehyd oder Keton) oder Anhydriden['*] als 
Acyldonoren, so daI3 keine Alkohol- oder Wassermolekiile 
entstehen, b) die Verwendung eines geeigneten Acylacceptors 
( R 2 0 H  = sekundarer Alkohol), um die Ruckreaktion zu 
verhindern["], c) die Entfernung von R'OH, um die Lage 
des Gleichgewichts zu verschieben (z. B. kann man Moleku- 
larsieb zugeben, um bei Veresterungen entstehendes Wasser 
zu entfernen), und d) die Zugabe des Acylacceptors i n  
groljern UberschuI3 zum Medium, um die relative Konzen- 
tration des konkurrierenden Nucleophils R'OH zu verrin- 
gem"'] (Schema 3). 

5.4. Bestimmung der E- und K-Werte 

Die Enantioselektivitat biokatalysierter Reaktionen wird 
normalerweise durch den E-Wert ausgedriickt [''I, eine bio- 
chemische Konstante, die unabhiingig von Substratkonzen- 
tration und Umsatz ist. Unter der Voraussetzung, daB die 
Reaktionen irreversibel sind (in Gegenwart sattigender Men- 
gen des achiralen Acyldonors und des achiralen Acylaccep- 
tors), befolgen Lipase-katalysierte Veresterungen oder Um- 
esterungen im zweiphasig waBrig-organischen oder im was- 
serfreien organischen Medium die konventionelle Gleichung 
fur den homokompetitiven Fall. Im Anfangsstadium sam- 
melt sich nur wenig Produkt an ;  normalerweise wird die 
Reversibilitat der Reaktion erst bei Umsiitzen um 40 % oder 
groI3er (Abb. 3 )  zurn Problem. Folglich kann man bei niedri- 
gen Umsatzen durch Bestimmung des Enantiomereniiber- 
schusses des Substrats (ees) und des Produktes (eep) den Ge- 
samtumsatz (c) nach Gleichung (19) berechnen. 

Angew. Chem. 101 (i989) 711-724 71 I 



Der E-Wert Ialjt sich dann leicht nach Gleichung (20) oder 
(21) ermitteh[521. 

In [(I - c)(l - ees)] 
h [ ( 1  - c)(l + ees)] 

E =  

In[l - c(1 + eep)] 

In[l - c( t  - eep)] 
E =  

Dariiber hinaus kann durch Einfiigen der bei Umsatzen 
von mehr als 40% bestimmten Werte fur E, c,  ee, und eep in 
die Gleichungen (1 5) und ( 1  6) auch der Wert fur K erhalten 
werden. 

DaB es notwendig ist, die Daten fur biokatalysierte Race- 
matspaltungen in organischen Medien quantitativ auszuwer- 
ten, wird am besten durch die Analyse einiger veroffentlich- 
ter Resultate illustriert (Tabellen 5 und 6). Bei der Lipase- 
katalysierten enantioselektiven Veresterung von ( *)-2- 

Tabelle 5. Reversible enantioselektive Veresterung der chiralen, racemischen 
Cnrbonsiiuren 1 in Gegenwart von C.-~.~lindrareu-Lipase mit 1-Butanol als 
Acylacceptor in Hexan (mit 0.1 Yo H,O) [7]. ee = Enantiomerenuberschufl, 
E = Enantioselektivitit. 

Br Br Br 

R S 

I . 

Substrat i Umsatz w I*/.] ec [%] E 
[hl ["/.I Produkt Substrat [a] 

R (R-Ester) (S-Siure) 

- ( * ) - l a  n-C,H,> 19 30 99 300 
48 67 62 3 

( k ) - l b  p-CIC,H, 40 45 19 17 
I68 65 65 4 

- 

[a] Mit Gleichung (20) und (21) herechnet 

Tabelle 6. Rcvcrsible. enantioselektive Veresterung des chiralen. racemischen 
Alkohols 2 in Gegenwart v o n  C.-c?lfndroreo-Lipase mit Dodecansiure als 
Acyldonor in Hexan oder Heptan [6] [a]. 

T i Umsatz ee [YO] ce [%I E 
r CI Ihl ["/.I Produkt Substrat 

(Ester) (Alkohol) 

- 45 8 45 95 92 
40 X X  51 69 88 17 

[a] Oh in Hcxan oder Heplan gearbeitet wurde, geht aus der Originalveroffent- 
lichung [6] nicht hervor. 

Bromhexansaure 1 a und (*)-2-(p-ChIorphenoxy)propion- 
saure 1 bL7] wurde I-Butanol als Acylacceptor benutzt. Es ist 
bemerkenswert, dalj die Reaktionen, obwohl sie in Hexan 
mit nur sehr wenig zugesetztem Wasser (0.1 YO) durchgefuhrt 
wurden, deutlich reversibel sind. Mit den Gleichungen (20) 
und (21) lieBen sich die E-Werte aus den Daten in Tabelle 5 
berechnen. Bei l a  nahm E von 300 (30% Umsatz) auf 3 
(67 YO Umsatz) und bei 1 b von 17 (45 '4 Umsatz) auf 4 (65 YO 
Umsatz) ab. Bei einer irreversiblen Reaktion sollte E kon- 
stant bleiben. Ein iihnlicher Befund ergab sich bei der 
enantioselektiven Veresterung von (&)-Menthol 2 mit Do- 
decansaure als Acyldonorl']. Wieder nahm E von 92 (45 % 
Umsatz) auf 17 (57% Umsatz) ab. Demnach sind die Reak- 
tionen also reversibel, und es sollten anstelle der Glei- 
chungen (20) und (21) die Gleichungen (15) und (16) zur 
Berechnung von E benutzt werden, da diese den Beitrag der 
Gleichgewichtskonstante K berucksichtigen. 

5.5. Bestimmung der kinetischen Parameter V,,, und K,,, 

In vielen Fallen konnen Informationen iiber Anderungen 
der kinetischen Parameter K, (Michaelis-Konstante) und 
V,,, bei Einfiihrung eines Substituenten in ein Substratmole- 
kul wichtig sein. Wie bereits in Abschnitt 2 erwahnt, finden 
Lipase-katalysierte Reaktionen an der Grenzflache zwischen 
0 1  und Wasser oder zwischen Micellen und Wasser ~ t a t t [ ~ ~ ] .  
D a  die Lipase reversibel an die Grenzflache adsorbiert wird, 
kann der experimentell bestimmte ,,scheinbare K,-Wert" die 
Dissoziationskonstante des an der Grenzflache adsorbierten 
Enzym-Substrat-Komplexes, die hier als K: bezeichnet wird, 
reprasentieren. Auch der Wert fur V,,,, der in Gegenwart 
von das Enzym sattigenden Mengen an Lipid-Substrat ge- 
messen wird, ist nur eine scheinbare GroBe. und zwar das 
Produkt aus dem wirklichen Wert fur V,,, und dem Faktor 
Su/(K: + Su). Dieser Faktor gibt dabei den Anteil der En- 
zymmolekiile in der Enz*Su-Form an. 

Um das Grenzflachenproblem zu uberwinden. wahlten 
Hirohura et al. [ 6 7 1  experimentelle Bedingungen, unter denen 
alle Enzymmolekiile an der Phasengrenze adsorbiert sind; 
dazu wurde die Grenzflache durch heftiges Riihren (1000 U/ 
min) vergroljert und dann die Substratkonzentration gestei- 
gert. Die Autoren nahmen an, daB unter diesen Bedingungen 
die Konzentrdtion des Enzyms an der Grenzflache durch die 
Konzentration in der Losung gegeben ist. Lineweaver-Burk- 
Auftragungen, in denen die Substratkonzentration in 
mol L- anstatt in m2 L- ausgedriickt wurde, ergaben Ge- 
raden, aus denen K, und V,,, berechnet werden konnten. In 
jedem Fall ist die akkurate Bestimmung von K, und V,,, 
unter nicht-kompetitiven Bedingungen ein schwieriges Pro- 
blem. Dies gilt besonders fur den K,-Wert des langsamer 
reagierenden Enantiomers. 

Theoretisch konnen die kinetischen Parameter K, und 
V,,, fur beide Enantiomere A und B auch direkt mit den 
Gleichungen (22) und (23) BUS Daten von Messungen unter 
Konkurrenzbedingungen berechnet werden r681. 
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Hier bezeichnen [A], und [B], die Anfangskonzentratio- Tdbek 7. Vergleich zwischen Lipdse-katalyslerter enantioselektiver Vereste- 
rung der SBure ( f ) -1  b im organischen Losungsmittel und enantioselektiver 

Solvens Isooctan. 

nen> die Enantioselektivitat, = ([Blo/[AIA'"), y = (IA],/ Hydrolyse in Wdsser, Bed,ngungen: I = 27 h ( Ic)  und 100 h (Id), r= 25 C ,  
[B]:), t ist die Zeit und (KJB, ( VmJA und ( VmJa sind 

Candrda- 
die Michaelis-Konstanten bzw. die maximalen Reaktionsge- 

fur E und von mindestens drei Satzen experimenteller Daten 
schwindigkeiten fur A und B. Durch Einfugen des Wertes ~ O L C o ~ H  + ROH < Lipase 

[ ( t l ,  [All), ( f 2 ,  [A],), ( f 3 >  [A],) und ( t l >  [ B I h  " 2 ,  [BIZ), CI 
(13, [B],)] in die Gleichungen (22) und (23) konnen die Werte ( _ + ) - l b  
fur VmaX/Km, K, und V,,, fur jedes Enantiomer A und B leicht 
berechnet werden. 

DoAC0zR + H,O 

C1 

R - l c ,  d 

6. Asymmetrische Katalyse in organischen 
Losungsmitteln 

Da Lipase-katalysierte Reaktionen meist als Hydrolysen 
in Wasser ausgefuhrt ~ e r d e n [ ' ~ ' ,  uberrascht es nicht allzu- 
sehr, daB bislang nur relativ wenige Beispiele fur enantiose- 
lektive und enantiotop-differenzierende Veresterungen in 
nicht-waBrigen Medien veroffentlicht wurden. Nichtsdesto- 
weniger sollten die in den Tabellen 7- 11 aufgefiihrten Daten 
dem Chemiker einen Einblick in die Brauchbarkeit dieser 
unkonventionellen Methodik geben. Obwohl die Glei- 
chungen (15) und (16) fur die Berechnung der E-Werte her- 
angezogen werden sollten, wurden die Gleichgewichtskon- 

Synthese 
R Stereochem. ee, e q  Umsatz E 

Prlferenz [%I [Yo] [%] [a] 

Ic nBu R 12 81 13 10 
I d  Cyclohexyl R 25 97 20 84 

Hydrolyse 
C1Jp Umsatz E Stereochem. w, R 

Praferenz [ X I  [%] [%I [a] 
~~ ~ ~~ ~ 

I c  nBu R 24 20 55 2 
I d  Cyclohexyl R 94 73 56 22 

[a] Mit Gleichung (20) und (21) berechnet 

fur diese Systeme leider nicht bestimmt. Daher 
wurden die in den Tabellen 7 ,  9 und 11 angegebenen E-Werte 
mit den Gleichungen (20) und (2f)  berechnet, Es handelt sich 
also urn scheinbare, minimale Werte und nicht um die wirkli- 

Tabelle 8. Vergleich zwischen Lipase-katalysierter enantiotop-differenrieren- 
der Acylierung unter Verwendung des Anhydrids 3 im organkchen Losungsmit- 
tel und Desacylierung des Esters 4 in Wasser. Bedingungen: I = 6 h. T = 25 ' C. 
Solvens Diisopropylether [IS a]. 

chen E-Werte. 

6.1. Optisch aktive Carbonsauren und Ester 

Die meisten der biokatalysierten kinetischen Racemat- 
spaltungen chiraler, racemischer Carbonsauren wurden in 
der hydrolytischen Richtung in Wasser d ~ r c h g e f u h r t [ ~ ~ ] ,  
weil die Geschwindigkeit der Hydrolyse in Wasser im allge- 
meinen groBer ist als die der entsprechenden Veresterung in 
organischen Medien. 1st die Hydrolysegeschwindigkeit in 
Wasser dagegen bereits niedrig, so mu0 man annehmen, daB 
eine entsprechende Veresterung in organischen Medien in 
den meisten Fallen noch langsamer verlauft. 

Die katalytische Aktivitat von Enzymen wird sowohl 
durch elektronische als auch durch sterische Effekte stark 
beeinflufit. So werden z. B. Carbonsauren, die einen Elek- 
tronen-abgebenden oder sterisch anspruchsvollen Substi- 
tuenten (z. B. Isopropyl oder grol3er) benachbart zur Carb- 
oxygruppe enthalten, von Lipasen nur langsam oder gar 
nicht angegriffen, wobei der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt der Reaktion die Bildung des Enzym-Substrat-Kom- 
plexes ist. In diesen Fallen kann eine Umesterung die Kataly- 
segeschwindigkeit erhohen. Die chirale, racemische Carbon- 
saure wird zunachst nicht-enzymatisch zu einem aktivierten 
Ester (2. B. Chlorethylester) umgesetzt, der sich dann durch 
den Biokatalysator besser nucleophil angreifen la&. Kliba- 
nov et al. ['I konnten bei Verwendung der Lipase aus Candida 
cylindracea mit Substraten wie l a  und l b ,  die eine elek- 
tronegative Gruppe benachbart zur Carboxyfunktion ent- 
halten, gute katalytische Aktivitaten und Enantioselek- 
tivitaten beobachten (vgl. Tabelle 5). Mit Substraten ohne 
elektronegativen Substituenten wurde hingegen nur eine ge- 
ringe Aktivitat festgestellt. 

Lipase aus 
P.wudomonas- 

Arlen 

H0,C CO,R 

3 R 

Lioase ails 

t H,O 
RO,C CO,R R0,C CO,H 

4 S 

Acylierung Desacylierung 
R Stereochem. ee Umsdtz Stereochem. er Umsatz 

Prlferenz [%I [%I Praferenz [%I [%I 

CH, pro-R 87 92 pro-R 74 50 
nBu pro-R 91 74 ~ 

~ 

In Tabelle 7 wird die Enantioselektivitat entsprechender 
Veresterungen mit Hydrolysen von 2-@-Chlorphenoxy)pro- 
pionaten verglichen. In beiden Versuchsreihen ist die beob- 
achtete Enantioselektivitat (E-Wert) fur die Veresterung in 
organischen Losungsmitteln vier- bis funfmal hoher als die 
fur die zugehorige Hydrolyse in Wasser. Ahnlich zeigen die 
Angaben in Tabelle 8, dab der EnantiomerenuberschuB (ee,) 
des Produktes, hier (S)-3-Methylglutarsauremonomethyl- 
ester, bei der enzymatischen Acylierung im organischen Lo- 
sungsmittel"8a1 hoher ist als bei der enzymatischen Hydroly- 
se des Diesters in Wasser. 

Uber den EinfluR des Acylacceptors auf die Enantioselek- 
tivitat kann bis heute keine zuverlassige Aussage gemacht 
werden. Man konnte zwar mutmaBen, daB sich die Enantio- 
selektivitat vielleicht durch Verwendung eines chiralen Alko- 
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Abb. 5. Durch Candidu-Lipase katdlysierte, enantiospezifische Synthese dcr 
2-(p-Chlorphenoxy)propionsdureester 1 c und 1 d ails der Siure ( * ) - I  b in 
Isooctan[lO], + = Experimentelle Werte. Die Kurven, die den Zusammenhang 
zwischen Enantiomerenuberschun und Umsatz wiedergeben, wurden anhand 
der Gleichungen (15) und (16) unter Verwendung der scheinharen Konstanten 
E und K berechnet. a)  Bildung des Butylesters 1 c,  E = 12, K = 0.1 5 ;  b) Bildung 
des Cyclohexylesters 1 d. E = 84, K = 0.02 (wiedergegeben mit Genehmigung 
aus J. Am. Cheiir. So<. l lJY (1987) 2812. Copyright 1987 American Chemical 
Society). 

seals Ester primiirer Alkohole. Der K-Wert fur dieses System 
ist auf 0.02 reduziert, und die Kurve fur das verbleibende 
Substrat deckt sich besser mit der fur den irreversiblen Fall 
(Abb. Sb). 

6.2. Optisch aktive Alkohole 

Lipasen katalysieren die asymmetrische Acylierung einer 
breiten Palette cyclischer und acyclischer Substrate mit 
maljiger bis hoher Enantioselektivitiit (Tabellen 9 und 10); 
Ausnahmen sind bestimmte, sterisch gehinderte Alkohole. 

Fabelle 9. Lipase-katalysierte enantioselektive Acylierung der Alkohole 5 bis 
17 sowie 2. 

I 

5 6 I 2 

OH 

8 9 10 

0 

1 1  12 13a, R = C,H, 
13b, R = CH, 

( S -  1 b ( R ) - l ~ , R = t i B u  
(R) - 1 d, R = Cyclohexyl 

14 15 16 17 

hols verbessern liefie, doch wird fur achirale Alkohole in 
vielen Fiillen ein hoherer Wert als fur chiralen Alkohol beob- 
achtet["]. Die passende Kombination racemischer Carbon- 
sauren mit racemischen Alkoholen in einer doppelten kineti- 
schen Racematspaltung ist jedoch eine interessante Aufgabe, 
die eine systematische Erforschung verdient. 

In Abbildung 5a ist am Beispiel der Lipase-vermittelten 
enantioselektiven Bildung von 2-(p,-Chlorphenoxy)propion- 
saureestern 1 c,drlol illustriert, dalj sich die Art der kataly- 
sierten Reaktion bei zunehmender Hydrolyse umkehren 
kann. In Gegenwart eines Uberschusses an I-Butanol als 
Acylacceptor greift die Cundidu-Lipase bevorzugt das (R)- 
Enantiomer an. Der E-Wert dieses Systems war nur miiljig 
( E  = 12). uiid K wurde zu 0.1 S bestimmt. Wie in Abbildung 
5 a gezeigt, ist ein solches reversibles System dadurch charak- 
terisiert, daR die optische Reinheit (ee,) des nicht-umgesetz- 
ten Substrates abnimmt, wenn der Umsatz uber 50 % gestei- 
gert wird. Dies steht in deutlichem Widerspruch zum ir- 
reversiblen Fall, bei dem ee, zunimmt, wenn der Umsatz 
erhoht wird (Abb. 5 b). Hier ist die Verwendung von Cyclo- 
hexanol als Acylacceptor vorteilhaft, denn Ester sekundarer 
Alkohole sind resistenter gegenuber enzymatischer Hydroly- 

Substrat Stereochem. Acyldonor . Urnvat7 C P ~  wP E Lit  
[a1 Priferen7 ["/m) [ X , ]  ['h] [b] 

C~i i i ( l i ( l r r -~~~ l indu~ i~~ i -L ipase  
( f ) - 5  1R.ZR Dodecansiure 44 80 98 100 161 
(+ ) -6  IR.2S ' Dodecansiure 34 ~ : 100 > 100 [6] 
( + ) - 7  1R,2R Dodecanskure 30 - 88 23 161 
( f ) - 2  lR .2SSR Dodecanskure 45 - 95 92 [6] 
( f ) - 8  R Dodecansiure 31 32 72 X 1121 
( i ) - 9  R Dodecanskure 35 50 93 45 [67] 
Mucor-miehri-Lipase 
( + ) - I 0  R Octansiure 51 87 83 30 1161 
( * ) - I 1  R Octansiiure 49 83 87 38 [16] 
(* ) - I2  R Octansiure 44 67 86 27 [I61 
(+-)-9 R Oclansiure 45 71 87 31 1161 
Ungereinigte Lipase aus Schweinepankreas (PPL) 
( f ) -13a  R Ethylacetat 41 65 t 95 78 [I71 
( f ) - 1 3 b  R Ethylacetat 51 2 95 90 > 100 [17] 
(+)-14 R Trichlorethyl- 30 66 88 22 [I51 

(+) -I4  R Trifluorethyl- 52 > 97 91 > 100 1131 
hutyrat 

dodecanoat 
(+)-I5 S Ethylacetat > 9 5  > 95 > 100 17x1 
(+-)-I6 R Ethylacetat - - > 9 5  - 17x1 
(&)-I7  R Trichlorethyl- 49 : 93 : 100 > 100 [79] 

butyrat 

[a] Oben abgebildet sind die Enandomere der Substrate, die bevorzugt umge- 
setzt werden. [b] Mit Gleichung (20) und (21) berechnet. 
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Tdbelle 10. Lipase-katalysierte enantiotop-differenierende Acylierung der Al- 
kohole 18 bis 22. 

18a, R = C H ( C H  ) 
18b, R = ( C H J 2 & = C H ,  
18c, R = C,H, 
18d, R = Cyclohexyl 

H O  OH 18e, R = OCH,C,H, 

20 21 

HOH,C CH,OH H O  O H  

19 

n 
\ /  

22a, X = O  0 

Substrat Stereochem. Acyldonor Umsatr t’e Llt. 

Priferenz [”/ .I  w.1 
P1 -Fraktion der Lipase B U S  Schweinepankreas 
18a pro-R Methylacetat 
18b pro-R Methylacetat 
18c pro-R Methylacetat 
18d pro-R Methylacetat 
19 pro-R Methylacetat 
Lipase aus Pseuclotnonus-Arten 
18e pro-S Jsopropenylacetat 
Ungereinigte Lipase aus Schweinepankreas 
20 pro-S Methylacetat 
21 pro-S Trichlorethylacetat 
22 a pro-S Methylacetat 
22 b pro-S Methylacetat 
22 c - Methylacetat 

91 
70 
98 
90 

53 

4X 
57 
14 
79 

65 
90 
92 
58 
96 

96 

x4 
95 
26 
68 
84 

[91 
[91 
[91 
[91 
[91 

Um eine hoch-enantioselektive Acylierung zu erzielen, 
sind die Wahl eines geeigneten Biokatalysators und die Opti- 

Tabelle 11. Durch die Lipase aus C r.y/indraceu katalysierte, enantioselektive 
Acylierung von (+I-1-Phenylethanol ( * ) - 9 .  

0 
il 

Cundidu- O R  
Lipase 

+ RCOZR‘ i oA + R’OH 

Acyldonor I Umsatr ceS eep E 
[h] [%I [Yo] [Yo] [a] 

Buttersiure 66 39 54 84 20 
Tributyrylglycerin 100 10 10 89 19 
Octansiure 66 20 24 94 41 
Trioctano ylglycerin - - - 100 < 5 
Dodecansi u re 66 19 22 95 46 
Hexadecansiure 66 14 15 95 45 
5-Phenylvaleriansdure 100 < 5  - 

[a] Mit Gleichung (20) und (21) berechnet 

mierung der Reaktionsbedingungen von grol3er Bedeutung. 
Der Acyldonor kann einen ausgeprigten Einflul3 auf das 
stereochemische Verhalten des Enzymsystems ausuben. Dies 

sol1 an der enantioselektiven Acylierung von racemischem 
3 -Phenylethanol (&)-9 mit der Lipase aus Candida cylindra- 
ce~7[ ”~  (Tabelle 11)  verdeutlicht werden. 

Der physikalische Zustand des Acyldonors - als Ester in 
Losung oder als Carbonsaure in micellarer Form -, hatte 
zwar keinen Einflufi auf die Enantioselektivitat, wohl aber 
auf die Katalysegeschwindigkeit. Beispielsweise war die Re- 
aktionsgeschwindigkeit mit Tributyrylglycerin als Acyldo- 
nor nur ca. ein Funftel so groD wie rnit Buttersiiure. Eine 
Verlangerung der Acylgruppe von C, auf C,, bedingte hohe- 
re Werte fur die Enantioselektivitat E, wahrend fur Acyldo- 
noren rnit Kettenlangen von C,, und C,, kein signifikanter 
Unterschied in der Enantioselektivitat festgestellt werden 
konnte. Ahnliche Beobachtungen wurden fur die Racemat- 
spaltung von (*)-2-Octanol durch enantioselektive Acylie- 
rung rnit der Lipase aus Mucor miehei mitgeteiltr’61. In die- 
sem Fall nahm der E-Wert fur zunehmende Kettenlangen der 
Alkansauren bis zu C, auf > 50 zu und fie1 oberhalb von C, 
ab, stieg aber fur die C,,-Saure wieder auf > 50. Bemerkens- 
werterweise variiert somit die fur maximale Enantioselektivi- 
tat benotigte Kettenllnge des Acyldonors rnit dem Enzym 
und mit dem Substrat. 

Weiterhin sollte berucksichtigt werden, daD in ungereinig- 
ten Lipase-Praparationen miteinander konkurrierende En- 
zyme vorhanden sein konnen. Im allgemeineii werden Lipa- 
sen aus mikrobiellen Quellen extrazellular produziert und 
sind in ihrer lipolytischen Aktivitat nahezu h ~ m o g e n [ ~ ~ ] .  Im 
Gegensatz dazu enthalten ungereinigte Priparationen aus 
Saugetieren und Pflanzen mehrere storende Enzyme, darun- 
ter Proteasen und Esterasen, die die entgegengesetzte Enan- 
tioselektivitat wie die Lipase oder eine geringere Enantiose- 
lektivitat aufweisen konnen. Als Folge werden bei Ver- 
wendung dieser ungereinigten Lipasen je nach Art der En- 
zympraparation oft niedrige optische Ausbeuten oder keine 
reproduzierbaren Resultate erzielt. Um die optische Aus- 
beute zu erhohen, konnen mehrere Mafinahmen getroffen 
werden. Dazu gehoren a) die Behandlung der rohen Enzym- 
praparation rnit chemischen Reager~t ien~’~]  (z. B. Serinpro- 
tease-Inhibitoren), die die storenden Enzyme desaktivieren; 
b) eine physikalische Behandlung der rohen Enzymprapara- 
tion (z. B. Lyophilisieren, partielle Reinigung der Proteine), 
um konkurrierende Enzyme selektiv zu inaktivieren oder zu 
entfernen; c) die Auswahl eines geeigneten Acyldonors, der 
ein schlechteres Substrat fur die storenden Enzyme und/oder 
ein effizienteres Substrat fur das Zielenzym ist. 

Diese Strategien zur Verbesserung der optischen Reinheit 
konnen an mehreren neueren Beispielen verdeutlicht wer- 
den, in denen ungereinigte Lipase aus Schweinepankreas 
(PPL) verwendet wurde. PPL zeigte bei der Veresterung von 
(+)-Sulcatol (+)-14 eine nur mafiige Enantioselektivi- 

0 

tat [ l  31. Nach Dehydratisieren der kommerziell von Sigma 
erhaltlichen PPL-Praparation im Vakuum bis zur Gewichts- 
konstanz stieg der E-Wert um den Faktor drei. 
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Obgleich eine Verllngerung des Acylrestes nur einen ge- 
ringen EinfluB auf die Spezifitat des Enzyms hatte, vervier- 
fachte sich der E-Wert bei Verwendung des aktivierten Esters 
Trifluorethyldodecanoat. Durch Kombinieren von Enzym- 
dehydratisierung und Esterauswahl wurde der E-Wert nahe- 
zu verzehnfxht. 

Einige der asymmetrischen Veresterungen in organischen 
Losungsmitteln wurden sogar durch die konkurrierenden 
Enzyme in den ungereinigten Lipase-Praparationen bewirkt. 
Runios Tomho et al.[721 konnten kiirzlich zeigen, dal3 eine 
Esterase-Fraktion BUS roher PPL die hoch-enantioselektive 
Acylierung von 2-substituiertem 1,3-Propandiol katalysiert, 
wlhrend gereinigte PPL nahezu inaktiv ist. Daruber hinaus 
sind in den ungereinigten PPL-Praparationen mehrere hy- 
drolysierende Enzyme, darunter Cholesterin-Esterase und 
Chymotrypsin, vorhanden. Zum Beispiel kann die Behaup- 
tungIZ2], dal3 rohe Lipase aus Schweinepankreas (PPL) die 
Bildung von Peptidbindungen katalysiert, durchaus auf eine 
Kontamination der Prlparation mit Chymotrypsin zuriick- 
zufuhren sein. Eine nur  partielle Reinigung von Enzym-Prl- 
parationen kann somit zu starker enantioselektiven Biokata- 
lysatoren fuhren. SchlieRlich ist die Existenz der pankrea- 
tischen Colipase von Interesse, deren einzige Funktion darin 
zu bestehen scheint, die durch die Salze von Gallensauren 
inhibierte Lipase zu reaktivieren. Es ist jedoch unklar, o b  die 
Colipase V,,, oder K,, der pankreatischen Lipase verandern 
kann [''I. 

6.3. Makrocyclische Lactone 

Lipasen sind auch eingesetzt worden, um makrocyclische 
Lactone wie 23 durch Lactonisierung von Hydroxysauren 
oder deren Estern in organischen Losungsmitteln im prlpa-  
rativen MaBstab zu synthetisierenIz3, z41. 

Neueste Studien[731 zeigen jedoch, daB die Palette der er- 
haltenen Produkte rnit der Lange der Hydroxysaure und rnit 
der Lipase variiert und daB sie bedeutend reichhaltiger ist als 
fruher a r ~ g e g e b e n ' ~ ~ . ' ~ ] .  Zum Beispiel wurde bei der Be- 
handlung von 10-Hydroxydecansaure rnit verschiedenen Li- 
pasen in wasserfreiem Isooctan kein Decanolid gefunden. 
Statt dessen entstanden komplizierte Gemische aus Di-, Tri-, 
Tetra- und Pentalactonen, deren Zusammensetzung von der 
verwendeten Lipase abhing. Eine ahnliche Produktpalette 
wurde rnit Methyl-1 0-hydroxydecanoat als Substrat erhal- 
ten. Bei Behandlung von 16-Hydroxyhexadecanslure rnit Li- 
pasen war jedoch Hexadecanolid das Hauptprodukt. Eine 
Ausnahme bildete die Lipase aus Mucor miehei, die bevor- 
zugt Hexadecandiolid bildete. Chirale (o-1)-Hydroxysauren 
(C, und C13) wurden von den Lipasen ebenfalls lactonisiert 
und ergdben Gemische aus hauptslchlich Di- und Trilacto- 
nen; Monolactone wurden nicht gefunden (Tabelle 12). Die 
Enantioselektivitat der intramolekularen Veresterung wurde 
an einer Reihe von diastereomeren, acyclischen Dimeren un- 
tersucht, die aus (R)- und (S)-7-Hydroxyoctansaure herge- 
stellt worden waren[741. Die relative Geschwindigkeit der 

Tabelk 12. Lipase-katalysierte Lactonisieriing von a-Hydroxycarbonsiuren und deren Estern 

23, Mono 24, Di 

H 

R' R2 n Herkunft der Lipase Bedin- Ausbeute [YO] [b] 
gungen 23 24 
[a1 Mono Di Tri Tetra Penta 

H H 8 Pseudomonas-Arten AK A 0 53 16 4 * 
Pseudornoniis-Arten K- 10 A 0 33 14 15 I 
Schweinepankreas A 0 51 20 6 2 
Cundidu rylindrureu B 0 2 24 13 * 
Mucor michei B 0 2 22 18 * 

H 4 Pseudomonus-Arten AK A 66 26 * 
Pseudomonus-Arten K-10 A 62 30 * 
Schweinepankreas A 46 21 12 
Candidu (:vlindracru A 19 15 9 
Muror miehei A 3 43 15 

Cundidu cylindrucra B 0 0 21 13 6 
Mucor miehei A 0 1s 46 20 15 

CH, H 14 Schweinepankreas A 54 5 6 * 
Cundidu rylindruceu B 0 24 19 * 
Mucor miellei A 0 26 15 

CH, H 8 Schweinepankreas A 0 55 24 9 4 

* 

R' R2 n Herkunft der Lipase Bedin- Ausbeute [Yo] [b] 
gungen 23, Mono 24, Di 
Pal R S  S,S + R , R  Tri-1 Tri-2 Tetra 

~ 

H CH, 5 Pseudomonus-Arten AK C 0 5 12 4 3 2 
H CH, I0 Pseudomonas-Arten AK D 0 13 30 11 9 * 

P.seudornonas-Arten K-I0 D 0 4 20 17 20 * 
Candida cqhdruceu A 0 7 21 13 12 * 

[a] Reaktionsbedingungen: A 65 "C. 48 h ;  B 65 "C. 96 h ;  C 25' C, 144 h ;  D S O  "C, 96 h. [b] Ein Sternchen bedeutet Spur (detektiert im Diinnschichtchromatogramm). 
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Diolid-Synthese nimmt dabei in der Reihenfolge RR > 
R S  > SS ab; das (S,R)-Diastereomer cyclisiert nicht. Diese 
Resultate deuten darauf hin, dalj die riumliche Anordnung 
der Hydroxygruppe an beiden chiralen Zentren die Lactoni- 
sierungsreaktion zu beeinflussen scheint [731.  

Die Lipase aus Schweinepankreas (PPL) katalysiert in 
wasserfreien organischen Medien wie Ether die nahezu 
quantitative Lactonisierung einiger y-Hydroxycarbonsaure- 
ester 25[7s1. Dieses hoch-enantioselektive Verfahren wurde 
fur die Synthese von (S)-( -)-y-Methylbutyrolacton 26, 
R' = CH,, R2 = H ( E  > loo), (R)-(+)-y-Methylbutyrolac- 
ton 26, R' = H, R2 = CH,, und optisch aktivem y-Phenyl- 
butyrolacton eingesetzt (ob die (R)- oder die (,!+Form vor- 
liegt, wurde nicht gepruft). 

25 26 

a-Substituierte y-Hydroxyester sind allerdings sehr 
schlechte Substrate fur das Enzym. Die Anfangsgeschwin- 
digkeit der Lactonisierung von a-Brom-y-hydroxybutyrat 
und von a-Methyl-y-hydroxybutyrat war jeweils 200- bzw. 
50mal geringer als die von y-Hydroxybutyrat. Interessanter- 
weise verlief die PPL-katalysierte Hydrolyse von racemi- 
schen Lactonen rnit C,, C, oder C, als stereogenem Zentrum 
in Wasser nur rnit maBiger Enanti~selektivitat['~]; die E- 
Werte lagen zwischen 3 und 20. 

Lipasen katalysieren ebenfalls die Bildung makrocycli- 
scher Lactone durch Kondensation von Dicarbonsauren mit 
Diolen in wasserfreien organischen Losungsmitteln wie 
I s o o ~ t a n [ ~ ~ ~ .  Die Hauptprodukte dieser Reaktion waren 
Mono- und Dilactone, die in einigen Systemen von linearen 
oligomeren Estern und geringen Anteilen an Trilactonen be- 
gleitet waren. Die Ausbeute an Lactonen variierte nicht nur 
rnit den Substraten, sondern auch niit den Reaktionsbedin- 
gungen. Die optimale Temperatur fur die Lactonisierung lag 
zwischen 55 und 75 "C; bei niedrigeren Temperaturen 
(2  45 "C) waren oligomere Ester die Hauptprodukte. Die 
Lipasen akzeptierten acyclische Dicarbonsauren 27, m = 2 ~ 

12, und Diole 28, n = 5 - 16; die optimale Ausbeute an Lac- 
tonen wurde bei RinggroBen von 24 bis 28 erreicht. 

Lip as e n 
H0,C(CH,)mC02H + HO(CH,)"OH - 

21 28 

0 0 

+ 

Cyclische und acyclische Dicarbonsauren und Diole, die 
Heteroatome enthalten[771, waren ebenfalls Substrate fur die 
Lipasen. Die Enantioselektivitat dieser einzigartigen bioka- 
talysierten Reaktion wurde jedoch noch nicht systematisch 
studiert. 

7. SchluRbemerkung 

Die enantioselektive Biokatalyse in organischen Medien 
prgsentiert sich als ein sich rasch entwickelndes Forschungs- 
gebiet, das jedoch noch in den Kinderschuhen steckt, da wir 
immer noch vie1 uber Enzym- und Proteinkonformationen in 
Wasser und in organischen Medien lernen miissen. Schon 
heute wird aber die Nutzlichkeit dieser ,,nicht-waBrigen" 
Methodik durch mehrere Veroffentlichungen uber erfolg- 
reiche Versuche deutlich belegt. Bislang sind nur die enantio- 
selektiven Eigenschaften Lipase-katalysierter Veresterungen 
und Umesterungen in groI3em MaRe genutzt worden. Bei 
gunstiger Wahl entsprechender Biokatalysatoren, Donoren 
und Acceptoren konnen die biokatalysierten Reaktionen in 
geeigneten organischen Losungsmitteln oft rnit hoherer 
Enantioselektivitat als die zugehorigen Hydrolysen in Was- 
ser verlaufen. Damit ergibt sich fur den praparativ arbeiten- 
den Chemiker ein weiterer Weg zur Herstellung optisch akti- 
ver Verbindungen. 

Es ist von groBer Bedeutung, die moglicherweise breite 
Palette an Enzymen auszuleuchten, die fur biokatalysierte 
Racematspaltungen verwendet werden konnten. Dieses Ar- 
beitsgebiet befindet sich mitten in einer interessanten und 
vielversprechenden Entwicklungsphase. Wir hoffen, daB die- 
ser Beitrag das Interesse wecken und eine groBere Aktivitat 
auf diesem relativ neuen Gebiet stimulieren wird. 

C.S.C. dankt dem Petroleum Research Fund der American 
Chemical Society fur firzanzielle Unterstiitzung. 
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