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Enantiomerentrennung

Die Verfiigbarkeit reiner Enantiomere ist von steigender Bedeutung

Angewandte

Aus dem Inhalt

fiir die pharmazeutische Industrie sowie auch fiir die Agrochemie und

Biotechnologie. Generell gibt es zwei konkurrierende Ansdtze zur
Gewinnung von reinen Enantiomeren. Der , chirale” Ansatz basiert
auf der Entwicklung einer asymmetrischen Synthese, die selektiv eines

der Enantiomere liefert. Der ,,racemische“ Ansatz basiert auf der

Trennung eines Gemischs der beiden Enantiomere, wobei hier in den
letzten Jahren bemerkenswerte Fortschritte erzielt werden konnten.

Dieser Aufsatz fokussiert insbesondere auf enantioselektive Kristalli-

sationsprozesse und priparative Chromatographie, einschlief3lich hy-
brider Trennprozesse und der zusdtzlichen Integration von Racemi-
sierungsschritten. Zur Illustration dienen mehrere in unserem Ar-

beitskreis untersuchte Trennungen.

1. Einleitung

Enantiomere sind Stereoisomere, die sich zueinander wie
Bild und Spiegelbild verhalten. Sie werden geméi8 klassischer
Notationen mit (D) oder (L), (R) oder (§) bzw. iiber ihre op-
tische Drehrichtung mit (4) oder (—) gekennzeichnet.'" Noch
immer gibt es keine abschlieBende Antwort darauf, warum
das Leben im Wesentlichen aus L-Aminosdure-Bausteinen
aufgebaut ist. Diese faszinierende und ungeloste Frage sti-
muliert nach wie vor ein breites Spektrum an Forschungs-
aktivititen (z.B. Lit. [2-5]). Unabhingig davon besteht
wachsendes Interesse an der Erzeugung reiner Enantiomere
in den Bereichen der Life Sciences, wie der Lebensmittel- und
der agrochemischen Industrie sowie insbesondere in der
pharmazeutischen Industrie.®*! Es gibt heute eindeutige
Belege dafiir, dass bei chiralen Wirkstoffen oftmals nur eines
der Enantiomere die gewiinschte physiologische Wirkung
hervorruft. In vielen Féllen hat das andere Enantiomer keine
Wirkung oder ist sogar gesundheitsschidlich. Aufsichtsbe-
horden fordern zunehmend, dass chirale Wirkstoffe nur in
optisch reiner Form verabreicht werden.”!!l Dies hat die
Bemiihungen der industriellen und akademischen Forschung
intensiviert, Techniken fiir die Gewinnung reiner Enantio-
mere zu entwickeln. Die verwendeten Ansitze konnen ein-
geteilt werden in a) den ,,chiralen* Ansatz, der auf der Ent-
wicklung einer asymmetrischen Synthese von nur einem der
Enantiomere beruht, und b) den ,,racemischen“ Ansatz, der
auf die Trennung von Gemischen der beiden Enantiomere
gerichtet ist.1>14

In den letzten Jahren wurden bemerkenswerte Fort-
schritte auf dem Gebiet der asymmetrischen Synthese erzielt
(oftmals auch enantioselektive oder stereoselektive Synthese
genannt), bei der, wie in Abbildung 1 dargestellt, im We-
sentlichen vier Hauptkonzepte Anwendung finden.

Fermentationsmethoden

Methoden, die sich den selektiven natiirlichen Stoff-
wechsel von Mikroorganismen zu Nutze machen, werden sehr
erfolgreich in groSem MaBstab zur Produktion optisch reiner

Aminosiuren (insbesondere als Lebensmittelzusatzstoffe)
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eingesetzt. Beispielsweise erfolgt die Gewinnung von L-Lysin,
indem genetisch adaptierte Zelllinien von Corynebacterium
glutamicum verwendet werden. Viele hervorragende Uber-
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Abbildung 1. Mégliche Wege zu reinen Enantiomeren.
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sichtsartikel beschreiben sowohl die Mechanismen verschie-
dener erfolgreicher Biotransformationen als auch industrielle
Anwendungen.!'”!

Chiraler Pool

Bei diesem einfachsten zur Verfiigung stehenden Ansatz
werden chirale Ausgangsmaterialien mit achiralen Reagen-
tien zu den gewiinschten chiralen Zielmolekiilen umgesetzt.
Dieses Konzept ist besonders attraktiv fiir Zielmolekiile, die
eine Chiralitét dhnlich der eines relativ preiswerten, natiirlich
vorkommenden Bausteins, z.B. einem Zucker oder einer
Aminosidure, aufweisen. Allerdings ist die Anzahl der mog-
lichen Reaktionen begrenzt, was langwierige Synthesewege
erforderlich machen kann. Der Ansatz erfordert stochiome-
trische Mengen eines geeigneten Ausgangsmaterials, das eine
ausreichende Enantiomerenreinheit aufweisen muss, und
kann somit sehr preisintensiv sein (siche z.B. Lit. [16]).

Verwendung chiraler Auxiliare

Eine Gemeinsamkeit vieler Strategien in der asymmetri-
schen Synthese ist eine asymmetrische Induktion zur Um-
wandlung von Enantiomeren in Diastereomere, die eine un-
terschiedliche Reaktivitdt aufweisen. Eine Moglichkeit zur
asymmetrischen Induktion ist beispielsweise die Verwendung
eines chiralen Auxiliars zur Bildung eines Addukts mit dem
Ausgangsmaterial, das nur die gewiinschte Trajektorie fiir den
Angriff des Reaktionspartners offen ldsst und die andere
physikalisch blockiert. Unter der Annahme, dass das chirale
Aucxiliar enantiomerenrein ist, sind die verschiedenen Reak-
tionswege nicht &dquivalent und fithren zu verschiedenen
Produkten. Die Anwendung dieses Konzepts erfordert einen
Reaktionsschritt zur Einfiihrung und einen weiteren zur
Abspaltung des Auxiliars, was typischerweise die Kosten
erhoht und die Ausbeuten senkt.!"”!

Asymmetrische Katalyse

Kleine Mengen an chiralen enantiomerenreinen (oder
ledigkich optisch aktiven) Katalysatoren konnen eine ge-
wiinschte Reaktion begiinstigen und zur Bildung groBerer
Mengen an enantiomerenreinen oder enantiomerenangerei-
cherten Produkten fithren.'®2") Derzeit werden vor allem drei
Arten chiraler Katalysatoren verwendet:
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o Metall-Ligand-Komplexe mit chiralen Liganden,
e chirale Organokatalysatoren und
e Biokatalysatoren.

Fiir das erste Verfahren leisteten William S. Knowles und
Ryoji Noyori (Chemie-Nobelpreis 2001) sowie Henri Kagan
bahnbrechende Arbeiten. Knowles ersetzte 1968 die achira-
len Triphenylphosphan-Liganden des Wilkinson-Katalysators
durch die chiralen Phosphanliganden P(Ph)(Me)(Propyl) und
erzeugte einen ersten asymmetrischen Katalysator,”"??! der in
der asymmetrischen Hydrierung eingesetzt wurde und einen
Enantiomereniiberschuss von 15% lieferte. Die Methode
kam in einem asymmetrischen Hydrierungsschritt in der in-
dustriellen Produktion von L-DOPA zum Einsatz. Im glei-
chen Jahr berichtete Noyori®! iiber seinen chiralen Liganden
fiir die Cyclopropanierung von Styrol. Ahnlich wie bei
Knowles war der Enantiomereniiberschuss dieser ersten
Ligandengeneration mit 6% enttduschend niedrig. Einen
wesentlichen Durchbruch erzielte 1971/1972 Kagan durch die
Entwicklung eines sehr effektiven chiralen zweizéhnigen
Diphosphanliganden.

Beispiele fiir den erfolgreichen Einsatz der asymmetri-
schen Katalyse sind:

e Anwendungen des chiralen Phosphans BINAP in Kom-
bination mit Ruthenium- oder Rhodiumverbindungen
(Diese Komplexe katalysieren sehr gut die Hydrierung
funktionalisierter Alkene an nur einer Seite des Molekiils;
ein entsprechendes von Noyori entwickeltes Verfahren zur
Synthese von Menthol unter Verwendung eines chiralen
BINAP-Rhodiumkomplexes wurde kommerzialisiert.!);

e die Synthese von Naproxen mit einem chiralen Phosphan-
liganden in einer Hydrocyanierung ;>

o Reaktionen eines Alkens mit Osmiumtetroxid in Gegen-
wart eines chiralen Chininliganden zur Bildung eines vi-
cinalen Diols (Sharpless-Dihydroxylierung und Sharpless-
Aminohydroxylierung).?”

Es stehen hervorragende Ubersichten zur Verfiigung, die
die auf dem Gebiet der enantioselektiven Organokatalyse
erreichten Fortschritte zusammenfassen.” Umfassende
Ubersichten zum aktuellen Stand der asymmetrischen Kata-
lyse, einschlieBlich Fermentation- und Biokatalyseverfahren,
sind in Lit. [29,30] zu finden. Zahlreiche Beispiele erfolgrei-
cher industrieller Anwendungen sind beschrieben. In einigen
Fallen kommen zur Optimierung der Produktivitdt Kombi-
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nationen aus allen drei erwdhnten katalytischen Ansitzen
zum Einsatz.

Nichtselektive Synthese und Racematspaltung

Trotz des enormen Fortschritts, der in den letzten Jahren
erreicht wurde, ist die Anzahl hochselektiver Reaktionen, die
fir die Erzeugung reiner Enantiomere in industriell rele-
vanten Maf3stiben eingesetzt werden konnen, noch immer
begrenzt — vor allem auch im Hinblick auf das riesige Spek-
trum an Zielmolekiilen. Infolgedessen resultiert grofes In-
teresse an der Entwicklung und Verwendung kostengiinstiger,
zuverlassiger und breit anwendbarer Verfahren zur Enantio-
merentrennung.

In diesem Aufsatz diskutieren wir den aktuellen Stand der
erfolgreichsten Verfahren zur Enantiomerentrennung. Wir
beschrianken uns dabei auf Verfahren, die in préparativem
und industriellem Ma@3stab angewendet werden konnen, und
lassen die Vielzahl an Verfahren, die fiir analytische Zwecke
entwickelt wurden, unberiicksichtigt. Letztere, insbesondere
analytische Chromatographie und Elektrophorese, werden in
diversen Ubersichten und Lehrbiichern ausfiihrlich disku-
tiert.}3

Nach einer kurzen Einfiihrung wichtiger Verfahrenskon-
zepte zur Enantiomerentrennung wird der besondere
Schwerpunkt auf selektiven Kristallisationsprozessen und
chromatographischen Methoden liegen. Bei beiden Verfah-
ren, die momentan als die flexibelsten und produktivsten
Techniken fiir Enantiomerentrennungen angesehen werden,
sind bedeutende Fortschritte erzielt worden. Wir illustrieren
die verschiedenen Einsatzmoglichkeiten dabei anhand von
Beispielen aus unseren Laboratorien. SchlieBlich werden
vielversprechende neue Verfahrensvarianten diskutiert, die
auf kombinierten Trennverfahren und der Einbeziehung von
Racemisierungsschritten basieren. Letztere Ergebnisse re-
sultieren u.a. aus Studien, die wir im Rahmen des europii-
schen Forschungsprojekts ,,INTENANT* (INtegrated syn-
thesis & purification of single ENANTiomers) durchgefiihrt
haben.P¥

2. Verfahren zur Enantiomerentrennung

Aufgrund ihrer Bedeutung und besonderen Schwierigkeit
ist die Trennung von Enantiomeren in den letzten Jahrzehn-
ten ausfiihrlich untersucht worden. Vor kurzem erschienen
umfassende Ubersichten, ™! und es stehen hervorragende
Beschreibungen ausgewdihlter Verfahrenskonzepte zur Ver-
fugung (z.B. Lit. [31,40]).

Im Allgemeinen muss zur Ermoglichung einer Enantio-
merentrennung zunéchst eine Asymmetrie erzeugt werden.
Bei den verschiedenen Trennmethoden wird dies durch den
Einsatz spezifischer chiraler Partner erreicht, bei denen es
sich z. B. um Reaktanten, Losungsmittel, ,,Carrier” oder feste
Oberflichen handeln kann. Auch kann ein Teil des Ziel-
enantiomers investiert und spéter in groeren Mengen zu-
riickgewonnen werden. Die entwickelten Methoden unter-
scheiden sich im Wesentlichen in der Art des chiralen Part-
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ners und den dem Trennverfahren zugrundeliegenden Pha-
senverhiltnissen.

Bevor wir uns detaillierter auf Kristallisation und Chro-
matographie als die zurzeit vielversprechendsten Verfahren
zur Enantiomerentrennung konzentrieren, sollen im Folgen-
den kurz Prinzipien und derzeitiger Stand anderer wichtiger
Trennverfahren vorgestellt werden.

Kinetische und dynamische kinetische Racematspaltung

Die Methode der kinetischen Racematspaltung nutzt die
unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeit zweier Enantio-
mere in einer chemischen Reaktion aus. Dieser Unterschied
fiihrt dazu, dass ein Uberschuss des weniger reaktiven
Enantiomers erzeugt wird, dessen Konzentration ein Maxi-
mum durchléuft, bevor es dann mit vollstandigem Ablauf der
Reaktion ebenfalls verschwindet. Bei der kinetischen Race-
matspaltung handelt es sich um ein sehr altes Konzept der
organischen Chemie, das erfolgreich in der Synthese zahl-
reicher chiraler Molekiile angewendet wurde. Erstmals wurde
es 1899 von Marckwald und McKenzie bei der Veresterung
von racemischer Mandelsdure mit optisch aktivem (—)-
Menthol zu einem Paar diastereomerer Ester beobachtet.*!!
In dieser Reaktion weist das (R)-Enantiomer der Mandel-
sdure die hohere Reaktionsgeschwindigkeit auf, und das Re-
aktionsgemisch wird mit (S)-Mandelsdure angereichert. Die
vollstdndige Hydrolyse des unvollstindigen Veresterungsge-
mischs ergibt einen Uberschuss an (R)-Mandelsiure. Lisst
man die Reaktion bis zu 100% Umsatz ablaufen, werden
wieder dquivalente Mengen beider Ester erzeugt.

Eine wichtige Erweiterung der kinetischen Racemat-
spaltung wird als dynamische kinetische Racematspaltung
(DKR) bezeichnet. Die DKR beseitigt die offensichtlichen
Nachteile des zuvor beschriebenen Systems, ndmlich dass der
maximale Umsatz nur 50 % betrédgt und das Produkt von den
Reaktanten getrennt werden muss. Bei einer DKR ist es
moglich, achirale Reaktanten mit 100% Umsatz zu iiber-
fiihren, da beide Enantiomere iiber ein chemisches Gleich-
gewicht miteinander verkniipft sind. Das schneller reagie-
rende Enantiomer wird im Verlauf der Reaktion auf Kosten
des langsamer reagierenden Enantiomers nachgeliefert. Eine
der frithesten Demonstrationen dieser Methode war eine
Variante der asymmetrischen Hydrierung nach Noyori.*>+!

Das Prinzip der DKR wurde erfolgreich in enzymatischen
und chemischen Reaktionen genutzt. Mehrere Beispiele an
enzymatischen DKR-Verfahren sind in Lit. [44] aufgefiihrt.
Ein Uberblick iiber nichtenzymatische kinetische Racemat-
spaltungen bietet Lit. [45].

Die Kombination aus kinetischer Racematspaltung in
einer ionischen Fliissigkeit (IL) mit der selektiven Extraktion
durch iiberkritisches Kohlendioxid (scCO2) bildet ein neues
Verfahren zur Enantiomerentrennung, das beispielsweise in
der lipasekatalysierten Veresterung von chiralen sekundéren
Alkoholen demonstriert wurde.*’

FEine breitere Verwendung der ansonsten attraktiven ki-
netischen Racematspaltung wird nach wie vor durch die
notwendige Identifizierung geeigneter Reaktionspartner und
die im Allgemeinen hohen Anforderungen an die Produkt-
reinheit eingeschriankt.
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Enantioselektive Fliissig-fliissig-Extraktion

Die Fliissig-fliissig-Extraktion ist ein ausgereiftes Trenn-
verfahren, das im Gegenstrommodus zur kontinuierlichen
Fraktionierung von Racematen in die Enantiomere betrieben
werden kann.*”! Die enantioselektive Fliissig-fliissig-Extrak-
tion (ELLE) ist eng mit dem weiten Feld des , Wirt-Gast“-
Konzeptes in der Chemie verbunden.™®! Sie vereint die Auf-
gaben der chiralen Erkennung und der Losungsmittel-
extraktion in einem einzigem Verfahren. Die Moglichkeit, in
verschiedenen MaBstiben zu arbeiten, macht den Einsatz der
Flussig-fliissig-Extraktion zur Enantiomerentrennung inter-
essant.

Es sind viele Veroffentlichungen zu enantioselektiven
Fliissig-fliissig-Extraktionen im Labormaf3stab erschienen.
Die meisten Untersuchungen behandeln die Identifizierung
und die Charakterisierung von Extraktionssystemen. Die am
hiufigsten verwendeten Carrier sind Cyclodextrinderivate
(z.B. Lit. [49]), Weinsdurederivate (z.B. Lit. [50,51]) und
Kronenether (z.B. Lit. [52]). Metallkomplexe und Metalloide
wurden ebenfalls als reaktive Extraktionsmittel einge-
setzt.”>¥ Die Racematspaltung von N-Benzyl-o-aminosiu-
ren mithilfe eines chiralen Cobalt(IIT)-Salenkomplexes
wurde in Lit. [55] untersucht. Vor kurzem wurden erfolgrei-
che Versuche beschrieben, die die Effekte zweier Carrier
kombinieren.”® Eine Ubersicht zu technologischen Aspekten
findet sich in Lit. [57].

Die Entwicklung effizienter Verfahren erfordert mehr-
stufige Systeme, die Stufen zur Riickgewinnung des Wirts
enthalten. Es stehen viele Arten von Extraktionssdulen mit
verschiedensten Fiillungen zur Verfiigung, um den Stoff-
transport zu erhohen und die Trennung zu vereinfachen.
Zahlreiche Typen von Zentrifugalextraktoren wurden ent-
wickelt. Das erste Instrument, das speziell fiir die ELLE
entworfen wurde, war die von Cram und Mitarbeitern ent-
wickelte ,,chirale Trennmaschine“.”® Ein neuartiger Zentri-
fugalkontaktseparator wurde erst kiirzlich eingefiihrt.”! Die
Verwendung eines dhnlichen Konzepts, das als kontinuierli-
che Gegenstromchromatographie bezeichnet wird, ist in
Lit. [60] beschrieben. Ubersichten zu enantioselektiven
Fliissig-fliissig-Extraktionen  erschienen  kiirzlich  in
Lit. [61,62]. Eine breitere Kommerzialisierung der ELLE
wurde bis dato nicht erreicht. Zurzeit liegen die erzielten
Selektivitdten im Allgemeinen noch unter 1.2, wihrend fiir
erfolgreiche Anwendungen zur Begrenzung der benotigten
Extraktionsschritte eine Mindestselektivitdit von 1.5 er-
wiinscht ist. Zur schnelleren Prozessentwicklung fiir indu-
strielle Anwendungen wiren einfach zugédngliche Wirte mit
einer hohen Selektivitét fiir ein breiteres Substratspektrum
erforderlich.

Membranverfahren

Eine weitere Strategie zur Trennung von Enantiomeren
ist die Verwendung von Membranen. Beispiele sowie Uber-
sichten, die die verschiedenen Moglichkeiten vorstellen, sind
in Lit. [63-65] gegeben. Membranverfahren bieten generell
attraktive Optionen fiir einen einfachen, sauberen, energie-
effizienten und kontinuierlichen Betrieb.
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Fiir die Trennung racemischer Gemische konnen prinzi-
piell zwei Typen von Membranprozessen unterschieden
werden: 1) der Einsatz enantioselektiver chiraler Membra-
nen oder 2) Trennungen, bei denen eine nicht-enantioselek-
tive Membran ein enantioselektives Verfahren unterstiitzt.

Chirale Membranen konnen Flissigkeiten oder dichte
Polymere sein. Im zuerst genannten Fall kann die Mem-
branfliissigkeit chiral sein oder ein chirales Additiv als
»Carrier” enthalten. Oft wird die Membranfliissigkeit nicht
als Bulkphase verwendet, sondern vielmehr durch kapillare
und Oberfldchenkrifte in einer porésen Matrix immobilisiert
(tragergestiitzte Fliissigmembran).®1 Ein neues interes-
santes Konzept verwendet eine Kombination aus Gegen-
stromfraktionierung und Fliissigmembrantechnologie; hier-
bei werden zwei Fliissigkeiten eingesetzt, die durch die
Zugabe des (R)- oder des (S)-Enantiomers eines chiralen
Selektors unterschiedliche Chiralitdt aufweisen und durch
eine weitere, nicht-mischbare und in einer porésen Membran
immobilisierte Fliissigkeit getrennt werden.[®! Ein wesentli-
cher Nachteil von Fliissigmembransystemen ist ihre zeitlich
begrenzte Stabilitit.["

Enantioselektive feste Polymermembranen bestehen im
Allgemeinen aus einem unselektiven porosen Tragermaterial,
das mit einer diinnen Schicht eines enantioselektiven Selek-
tors iiberzogen ist. Es wurden zahlreiche Beispiele mit un-
terschiedlichen Selektoren und Trigermaterialien vorge-
schlagen (z.B. Lit. [70-73]). Alternativ wurden als Basis fiir
chirale Membranen molekular gepridgte Polymere vorge-
schlagen, d.h. Polymere mit enantiospezifischen Kavitidten
(Hohlrdumen) in ihrer Bulkphase. Wihrend der Polymerisa-
tion dient eines der Enantiomere als Templat."¥ Eine de-
taillierte Charakterisierung von enantioselektiven Membra-
nen unter Verwendung verschiedener L-Prolin-Derivate als
chirale Carrier ist in Lit. [75] gegeben.

Mit Blick auf die Verwendung nichtselektiver achiraler
Membranen gibt es signifikante Fortschritte beim Einsatz
kostengiinstiger und weithin zugénglicher Ultrafiltrations-
membranen. Die Selektivitit wird erreicht, indem in der
Feedphase Micellen oder Enzymkomplexe vorzugsweise mit
nur einem der Enantiomere gebildet werden. Die Trennung
basiert dann darauf, dass die groeren Komplexe von der
Membran zuriickgehalten werden, wihrend die ungebunde-
nen Enantiomere permeieren./’*7"!

Um hohe Reinheiten zu erreichen, miissen Membran-
verfahren in Anbetracht begrenzter Trennfaktoren zumeist in
mehreren Schritten durchgefiihrt werden.” Generelle
Nachteile der Membrantechnologie, die derzeit das Anwen-
dungspotential einschrénken, sind relativ niedrige Trans-
portgeschwindigkeiten durch die Membranen und das Risiko
der Membranverschmutzung (,,Fouling®).

Andere Trenntechniken

Ein Uberblick iiber andere, weniger hiufig untersuchte
und nicht so weit entwickelte enantioselektive Trennkonzepte
findet sich in Lit. [35,36]. Vorgestellt werden beispielsweise
die enantioselektive Schaumflotation, pridparative Gelelek-
trophorese und Destillation. Die enantioselektive Destillati-
on wird z.B. in Lit. [80] diskutiert. Alle hier erwdhnten Ver-
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fahren sowie weitere Alternativen haben allerdings noch
keine groBere industrielle Bedeutung erlangt.

In den folgenden zwei Abschnitten werden die Verfahren
der enantioselektiven Kristallisation und der Chromatogra-
phie detailliert betrachtet. Zur Veranschaulichung der
Trennprozesse dienen dabei iiberwiegend Beispiele aus un-
seren Labors.

3. Kristallisationsbasierte Methoden zur Enantiome-
rentrennung

Seit Pasteurs berithmten Experimenten zur Trennung der
Enantiomere von Natriumammoniumtartrat durch direkte
Kristallisation® wurde die Anwendung von Kristallisations-
prozessen zur Enantiomerentrennung intensiv untersucht.
Dabei wurden bedeutende Fortschritte sowohl beim Ver-
stindnis der thermodynamischen und kinetischen Grundla-
gen der enantioselektiven Kristallisation als auch bei der
Nutzung dieser Kenntnisse zur Entwicklung geeigneter
Kristallisationsmethoden erzielt. Im Allgemeinen haben
Kristallisationsverfahren den Vorteil, breit einsetzbar, ein-
fach und kosteneffizient zu sein. Zur Durchfithrung einer
Kristallisation geniigen Standardausriistungen, wie sie in der
pharmazeutischen und Feinchemikalienindustrie gewohnlich
vorhanden sind. Kristallisationsverfahren sind nicht auf
Racematspaltungen beschréinkt, sondern kénnen auch fiir die
weitere Aufreinigung nicht-racemischer Enantiomerengemi-
sche eingesetzt werden, die z.B. aus anderen Verfahren, wie
teilselektiven Synthesen, chromatographischen oder Mem-
brantrennungen, erhalten wurden. Im Vergleich zur asym-
metrischen Synthese und zur Chromatographie haben Kris-
tallisationsverfahren oftmals ein ,,Low-Tech“-Image, oder sie
werden als veraltete (,,out-of-date*) Technologie angesehen.
Ein Uberblick iiber die industriellen Herstellungsverfahren
fir enantiomerenreine Wirkstoffe zeigt jedoch, dass die
Mehrheit der Wirkstoffe iiber klassische Racematspaltung,
d.h. durch Kristallisation gewonnen wird.’! Eine Ubersicht
iiber Kristallisationsmethoden zur Racematspaltung bietet
das Lehrbuch von Jacques und Mitarbeitern.®” Eine Re-
cherche zu aktuellen Patenten zur Racemattrennung von
Aminosduren mittels Kristallisationsverfahren wurde kiirz-
lich versffentlicht.*’)

Prinzipiell ist Pasteurs Technik des selektiven ,,Sortie-
rens® von Kristallen der einzelnen Enantiomere noch immer
eine praktikable Methode zur Trennung von racemischen
Gemischen bei Vorliegen eines Konglomerats sowie Enan-
tiomorphie der Kristalle.* Unter der Voraussetzung, dass
Kristalle mit wohldefinierten morphologischen Eigenschaf-
ten gewonnen werden konnen, wiirde eine breitere, insbe-
sondere industrielle, Anwendung allerdings zuverléssige
Methoden zur automatischen Formerkennung und Sortierung
erfordern. Die mogliche Entwicklung solcher Methoden
konnte die Aufgabe zukiinftiger Aktivitidten sein.

Klassische Racematspaltung

Bei der klassischen Racematspaltung wird das zu tren-
nende Racemat mit einem geeigneten enantiomerenreinen
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Trennreagens zu zwei diastereomeren Salzen umgesetzt, die
unterschiedliche Loslichkeiten aufweisen und somit durch
Kristallisation trennbar sind. Dieses Verfahren hat den Vor-
teil, robust und einfach handhabbar zu sein. Allerdings sind
die erreichbaren Ausbeuten ohne Implementierung einer
zusitzlichen Racemisierung auf 50 % begrenzt. Die klassische
Racematspaltung ist noch immer die am héufigsten einge-
setzte Technologie zur Enantiomerentrennung im industriel-
len Mafstab, und sie ist in zunehmendem MaBe auch die
Methode der Wahl im Bereich der pharmazeutischen Wirk-
stoffe (APIs).”! Beispiclsweise werden pro Jahr mehrere
tausend Tonnen (S)-Naproxen, D-Phenylglycin und p-4-Hy-
droxyphenylglycin durch Trennung diastereomerer Salze
hergestellt (sieche z.B. den Highlight-Artikel in der Ange-
wandten Chemie von 1998).1% Neuere Wirkstoffe, die durch
klassische Racematspaltung gewonnen werden, sind Frova-
triptan (2002), Duloxetin und Eszopiclon (beide 2004).5)

Wenn das ungewiinschte Enantiomer racemisiert werden
kann, lassen sich die inhédrent niedrige Ausbeute einer Dia-
stereomerentrennung umgehen und deutlich groBere Pro-
duktmengen und damit eine verbesserte Performance erzie-
len. So wurde z.B. beschrieben, dass durch die Einfiihrung
einer chemischen Racemisierung im Verlauf der (S)-Napro-
xen-Produktion die Gesamtausbeute auf >95% angehoben
werden kann.® Ein jiingeres Beispiel einer sogenannten
kristallisisationsinduzierten Diastereomerenumwandlung
bezieht sich auf den Wirkstoff Sertralin, fiir dessen Synthese
ein halbkontinuierlicher Prozess aus Racematspaltung und
Racemisierung eingesetzt wird.® Die hiufigsten sauren und
basischen Trennreagentien sind die natiirliche L-Weinsdure,
deren Derivate, wie L-Db-Dibenzoyl- und L-b-Ditoloylwein-
sdure, (R)-/(S)-Mandelsdure und (4)-/(—)-o-Methylbenzyl-
amin.”! Die manchmal aufwindige Suche nach einem opti-
malen Trennreagens, das einfach trennbare diastereomere
Salze mit der aufzutrennenden Verbindung bildet, konnte
durch die Einfiihrung einer kombinatorischen Herangehens-
weisn deutlich vereinfacht werden.”! Dabei wird eine ,,Fa-
milie“ von Trennreagentien zu einer Losung des Racemats
gegeben, was die rasche Ausfillung eines kristallinen diaste-
reomeren Salzes mit hoher Reinheit und Ausbeute bewirkt.
Da der Mechanismus dieser ,,Dutch-Resolution* noch nicht
vollstdndig verstanden ist, sind derzeitige Arbeiten auf die
Untersuchung des thermodynamischen und kinetischen Ur-
sprungs dieses Effekts gerichtet.™ Neue Entwicklungen auf
dem Gebiet der kristallisationsinduzierten Racematspaltung
mit Schwerpunkt auf der ,,Dutch-Resolution sowie Beispiele
von kristallisationsinduzierten asymmetrischen Umwandlun-
gen (d.h. Kombination aus klassischer Racematspaltung und
In-situ-Racemisierung) wurden kiirzlich in einem Buchbei-
trag zusammengefasst.®) Ein neuartiger zu erwihnender
Aspekt bezieht sich auf die Zugabe achiraler Verbindungen
mit &hnlichen chemischen Strukturen zum Trennreagens
(achirale Additive), die als ,,Katalysatoren* wirken und somit
die Reaktionsgeschwindigkeit ebenso wie die Effizienz des
Trennverfahrens beeinflussen.™”

Breitere Ubersichten zur klassischen Racematspaltung
sind in Lit. [82,91,92] gegeben. Vorschlége fiir die konzep-
tionelle Gestaltung von enantioselektiven Kristallisations-
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verfahren unter Einbeziehung der klassischen Racematspal-
tung finden sich in Lit. [93].

Bevorzugte Kristallisation von Konglomeraten

Die direkte Kristallisation eines Enantiomers aus einer
racemischen Losung ist nur dann realisierbar, wenn die
Enantiomere in ihren Gemischen separate, aber reine Kris-
talle bilden, d.h. die Racemate Konglomerate sind, also Mi-
schungen von Kiristallen beider Enantiomere. Allerdings
zdhlen nur 5 bis 10 % der chiralen Substanzen zur Gruppe der
Konglomerate.” Fiir Racemate solcher Substanzen ist die
,Bevorzugte Kristallisation® ein attraktives Trennverfahren —
es ermoglicht die direkte Kristallisation des gewiinschten
Enantiomers ohne dass ein zusitzlicher chiraler Hilfsstoff
benotigt wird. Im Allgemeinen kann zwischen zwei Techni-
ken der direkten Kiristallisation unterschieden werden,
a) dem Entrainment(,,Mitrei“)-Verfahren und b) der si-
multanen Kristallisation; beide sind in der Losung und in der
Schmelze anwendbar. Beim Entrainment-Prozess kristalli-
sieren die Enantiomere nacheinander aus einer tibersittigten
racemischen Losung, ohne dass der Gleichgewichtszustand
erreicht wird. Es handelt sich um eine kinetisch getriebene
Trennung, die auf unterschiedlichen Kristallisationsge-
schwindigkeiten der Enantiomere in Gegenwart homochira-
ler Impfkristalle basiert. Sie wird gewohnlich in kleineren
MafBstdben im Batchbetrieb eingesetzt. Beispiele fiir die in-
dustrielle Anwendung sind die Produktion von Breitband-
antibiotika wie Chloramphenicol, Thiamphenicol und f-
Lactame.” Fiir grofere Produktionsmengen bietet die si-
multane Kristallisation eine Alternative. Dabei kristallisieren
die Enantiomere simultan, aber lokal getrennt aus einer
Losung, deren Zusammensetzung immer nahe an der race-
mischen Zusammensetzung bleibt. Dieses Verfahren kann
sowohl im Batch als auch kontinuierlich betrieben werden
und wurde industriell z. B. in der Produktion von (—)-Menthol
(iiber den Benzylester, Haarmann & Reimer, 1400 ta') und
eines L-o-Methyldopa-Intermediats (Merck, > 100 ta™') um-
gesetzt. Ajinomoto produzierte iiber einen Zeitraum von
zehn Jahren L-Glutaminsidure mit etwa 13000 ta™* durch si-
multane Kristallisation.®” Die Gestaltung und Charakteris-
tika kontinuierlicher simultaner Trennprozesse aus industri-
eller Perspektive wurden 2009 in einer Monographie be-
schrieben.”™ Darin werden insbesondere die Anwendung von
FlieBbettkristallisatoren und die kontinuierliche In-situ-Ge-
nerierung von Impfkristallen zur Aufrechterhaltung des
Prozessregimes hervorgehoben. Ebenfalls erst kiirzlich
konnte der erfolgreiche Einsatz der Bevorzugten Kristallisa-
tion fiir die Spaltung von racemischem Calciumpantothenat
(dessen (R)-Enantiomer eine bedeutende kommerzielle
Vorstufe von Vitamin By ist) und eines industriell wichtigen
Trennreagens gezeigt werden, wobei fiir beide sowohl im
Labor- als auch im technischen (3000 L und 35 L) MaBstab
hohe Ausbeuten erreicht wurden. >

Detaillierte Informationen zur Methode der Bevorzugten
Kristallisation sind in mehreren Ubersichtsartikeln (z.B.
Lit. [94,98]) und Buchbeitrigen®*! zu finden. Leistungsf-
higkeit und Grenzen der Methode sind auflerdem in einem
Beitrag von Levilain und Coquerel erldutert.™
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Das Verstindnis des Phdnomens der Konglomeratbil-
dung, auch als spontane Racematspaltung bei Kristallisation
bezeichnet, ist als ,eine der gro3ten Herausforderungen in
der Stereochemie“!""! beschrieben, und mehrere Uber-
sichtsartikel widmen sich diesem Thema (z.B. Lit. [101,102]).
Untersuchungen zur systematischen Ableitung moglicher
Konglomerate innerhalb einer Gruppe von Derivaten einer
chiralen Substanz von Interesse wurden von Bredikhin und
Mitarbeitern vorgestellt (z.B. Lit. [103,104]). Kiirzlich erwies
sich die Anwendung des Frequenzverdopplungeffekts als al-
ternatives und effizientes Testverfahren zur Detektion von
Konglomeraten."™ Studien zum Einsatz ,,maBgeschneider-
ter” Additive zur selektiven Hemmung der Kristallisation des
ungewiinschten Enantiomers und damit einer robusteren
Trennung wurden insbesondere von der Arbeitsgruppe um
Lahav und Leiserowitz durchgefiihrt (z.B. Lit. [106-108]). In
einer aktuellen Arbeit!'” beschreiben die Autoren ein zy-
klisches Trennverfahren in Gegenwart eines mafBgeschnei-
derten enantiomerenreinen Polymers, das zu Unterschieden
im Wachstums- und Auflosungsverhalten der beiden Enan-
tiomere fithrt und so die Racematspaltung unterstiitzt.

In den letzten Jahren wurden verschiedene innovative
Prozessmodifikationen vorgeschlagen, mit dem Ziel, die
Performance der klassischen isothermen Bevorzugten Kris-
tallisation zu verbessern. Dazu zédhlen unter anderem poly-
therme Kiristallisationstechniken, Auto-Seeding-Strategien
und innovative Reaktorkonzepte.””!'*1""] Ausgewihlte An-
wendungen der Bevorzugten Kristallisation werden in Ab-
schnitt 3.3 vorgestellt und diskutiert. Insbesondere werden
fortgeschrittene Verfahrenskonzepte, wie die von Coquerel
und Mitarbeitern eingefiihrte polytherme Auto-Seeding-Va-
riante,'"®! innovative Kristallisatorkonfigurationen und die
erweiterte Anwendung der Bevorzugten Kristallisation auf
Systeme mit racemischen Verbindungen in integrierten Ver-
fahren betrachtet. Im Hinblick auf Letzteres wurde der Ein-
satz mafBgeschneiderter Additive zur selektiven Hemmung
der Kiristallisation der racemischen Verbindung und damit
der Unterstiitzung der enantioselektiven Kristallisation un-
tersucht und beschrieben.'"™'*! Weitere erwihnenswerte
Arbeiten betreffen die Ausbeutesteigerung der Bevorzugten
Kristallisation durch Erhohung der Loslichkeit des Racemats
nach Zugabe geeigneter Additive.[*!]

FEine Kombination der Bevorzugten Kristallisation mit
einer Racemisierung ermoglicht die Umwandlung des unge-
wiinschten in das gewiinschte Enantiomer und somit eine
deutliche Steigerung der Gesamtausbeute, die fiir die Be-
vorzugte Kristallisation allein (wie fiir die klassische Race-
matspaltung) inhdrent auf 50 % begrenzt ist. Beispiele unter
Einbeziehung von Racemisierungsverfahren sind u.a. in
Lit. [96,122] aufgefiihrt.

Zermahlungsinduzierte Deracemisierung (Viedma-Reifung)

Die zermahlungsinduzierte Deracemisierung ist ein neues
Verfahren, das auf einer bahnbrechenden Arbeit von Viedma
basiert.'”! Der Autor entdeckte, dass ein 1:1-Gemisch aus
enantiomorphen NaClO;-Kristallen im Kontakt mit der ge-
séttigten Losung ,,deracemisiert”, wenn die Kristalle in der
Suspension zermahlen werden. Spiter wurde gezeigt, dass
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dieses Verfahren in Féllen angewendet werden kann, in
denen die racemische, zu trennende Substanz 1) ein Konglo-
merat ist und 2) rasch in der fliissigen Phase racemisiert.!**!
Erst vor kurzem wurden der Mechanismus der zermah-
lungsinduzierten Deracemisierung,'>1%! neuartige anwen-
dungsbezogene Aspekte!'?1% und ein erster Nachweis fiir die
praktische Realisierbarkeit des Verfahrens fiir ein Wirk-
stoffzwischenprodukt (Clopidogrel) beschrieben.'””! Ferner
konnte gezeigt werden, dass das Implementieren von Zer-
mahlen und In-situ-Racemisierung in die Bevorzugte Kris-
tallisation die Prozessperformance im Hinblick auf Ausbeute
und Produktivitiit verbessert.['*"

Es ist zu erwarten, dass eine allgemeinere Einsetzbarkeit
der Viedma-Reifung sowie auch die erweiterte Anwendung
der Bevorzugten Kristallisation auf racemische Verbindun-
gen die Attraktivitdt beider Verfahren fiir die Enantiome-
rentrennung im technischen Maf3stab erhohen wird.

Optisch aktive Losungsmittel

Eine weitere Methode zur Racematspaltung ist die Ver-
wendung optisch aktiver Losungsmittel, bei denen es sich
auch um achirale Losungsmittel mit einer definierten Menge
darin gelosten, reinen Enantiomers handeln kann. Prinzipiell
konnen diastereomere Wechselwirkungen zwischen den
Enantiomeren und den (optisch aktiven) Losungsmittelmo-
lekiilen auftreten. Die so gebildeten diastereomeren Kom-
plexe sollten unterschiedliche physikalisch-chemische Ei-
genschaften haben, die zu verschiedenen Loslichkeiten der
beiden Enantiomere der zu trennenden Substanz und damit
zu einer Asymmetrie im zugehorigen Loslichkeitsphasendia-
gramm fiihren. Allerdings sind trotz der Tatsache, dass dieses
Konzept seit Beginn des 20. Jahrhunderts als relevante
Moglichkeit zur Enantiomerentrennung angesehen wird, nur
wenige Studien beschrieben,™ und es fehlen systematische
Untersuchungen, die verallgemeinerbare Aussagen erlauben.

Andererseits wurden einige erfolgreiche Racematspal-
tungen unter Ausnutzung kinetischer Effekte bei der enan-
tioselektiven Kristallisation mithilfe optisch aktiver Lo-
sungsmittel beschrieben. Beispielsweise wurde die Trennung
racemischer Glutaminsédure unter Verwendung eines chiralen
Losungsmittels aus Lysin in Wasser demonstriert.*!] Kleine
Mengen an L- oder D-Lysin fiihrten zur Verzogerung der
Kristallisationsgeschwindigkeit des zugehorigen Glutamin-
sdure-Enantiomers, wodurch es im Verlauf der Kristallisation
zu einer transienten Racematspaltung kam. Auch wurden
erfolgreiche Enantiomerentrennungen einiger racemischer
Konglomerate bei Einsatz der chiralen Losungsmittel p-Iso-
propyltartrat und (—)-a-Pinen beschrieben.**'3* Die direkte
Kristallisation gelang aufgrund der unterschiedlichen Keim-
bildungs- und/oder Kristallwachstumsgeschwindigkeit der
beiden Enantiomere. Die Enantiomerentrennung einer
racemischen Verbindung in (—)-a-Pinen war dagegen nicht
erfolgreich.'®®! Wie bereits erwihnt galten weitere Studien
der Verwendung von mafgeschneiderten Additiven in kine-
tischen Racematspaltungen (z.B. Lit. [106] oder kiirzlich
Lit. [134]). Alle aufgefiihrten Beispiele von Trennungen be-
ziehen sich auf Konglomeratsysteme. Umfassende Studien
unserer Arbeitsgruppe beinhalteten die Bewertung der ther-
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modynamischen und kinetischen Einfliisse chiraler Losungs-
mittel auf die enantioselektive Kristallisation. Spezifisch
ausgewdhlte Losungsmittel wurden auf ihre Fahigkeit unter-
sucht, auch die Enantiomerentrennung racemischer Verbin-
dungen zu ermoglichen.13¥  Ausgewihlte Ergebnisse
werden in Abschnitt 3.3.2 néher vorgestellt.

3.1. Fest-fliissig-Gleichgewichte und abgeleitete Méglichkeiten
zur Enantiomerentrennung

Der Einsatz von Kiristallisation zur Trennung oder Rei-
nigung von Enantiomeren erfordert umfassende Kenntnisse
der Fest-fliissig-Gleichgewichte (SLE; solid-liquid equilib-
ria), die die thermodynamische Grundlage aller Kristallisati-
onsprozesse bilden. SLE-Daten werden graphisch in Pha-
sendiagrammen dargestellt, die die Gleichgewichte zwischen
festen und fliissigen Phasen fiir ein spezifisches System tiber
einen breiten Temperatur- und Zusammensetzungsbereich
abbilden. Sie spezifizieren die im Gleichgewicht im System
jeweils vorliegenden Phasen und geben damit Informationen
iiber die Identitdt der beteiligten festen Phasen, wie etwa
Polymorphe, Solvate oder Mischkristalle. Die hinsichtlich
einer kristallisationsbasierten Enantiomerentrennung rele-
vanten Phasendiagramme sind 1) das bindre Schmelzpha-
sendiagramm der beiden Enantiomere, welches das
Schmelzverhalten im bindren System beschreibt, und 2) das
ternidre Loslichkeitsphasendiagramm der beiden Enantio-
mere in einem spezifischen Losungsmittel, welches das Los-
lichkeitsverhalten der Enantiomere und ihrer Gemische in
Gegenwart dieses Losungsmittels abbildet. Ubersichten be-
ziiglich der verschiedenen Typen von Phasendiagrammen und
ihrer Beschreibung wurden anderweitig veroffent-
licht.[829413190] Beigpiele fiir systematische Untersuchungen
bindrer und ternédrer Phasendiagramme finden sich in Publi-
kationen der Arbeitskreise von Grant (z.B. Lit. [141]) und
Klussmann.['**!%! Unseres Wissens gibt es bislang keine
Monographie, die im Schwerpunkt Phasengleichgewichte or-
ganischer Verbindungen behandelt. Ein umfassender Uber-
blick zur Struktur und Charakterisierung von Molekiilkris-
tallen sowie zu Mischkristallen im Allgemeinen ist in den
exzellenten Biichern von Kitaigorodski zu finden.['*14]

Die grundsitzlichen Typen von Phasendiagrammen chi-
raler Systeme sind in Abbildung 2 dargestellt.'*! Da Enan-
tiomere identische physikalische FEigenschaften, wie
Schmelzpunkte, Schmelzenthalpien und Loslichkeiten, auf-
weisen, sind sowohl die bindren Schmelzphasendiagramme
als auch die terndren Loslichkeitsphasendiagramme (oberer
bzw. unterer Teil von Abbildung2) symmetrisch beziiglich
der racemischen Zusammensetzung. Dies vereinfacht die
Bestimmung der SLE fiir solche Systeme, da nur eine Hilfte
des Phasendiagramms gemessen werden muss.

Grundsétzlich unterscheidet man drei Hauptvarianten
von Phasendiagrammen (erstmals beschrieben von Rooze-
boom), ™! die sich aus den speziellen Charakteristika des
kristallinen Racemats ergeben. Im ersten Fall bilden die
Enantiomere ein einfaches Eutektikum bei der racemischen
Zusammensetzung. Das heifit, Mischungen der beiden
Enantiomere sind lediglich mechanische Gemische von
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Binére Systeme — Schmelzdiagramme
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Konglomerat racemische Verbindung feste Lésungen
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Terndre Systeme — ternére Loslichkeitsphasendiagramme

Lésungsmittel

Loésungsmittel Loésungsmittel
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Konglomerat racemische Verbindung feste Losungen

Abbildung 2. Grundsitzliche Typen von bindren Schmelzphasendiagrammen und ter-
niren Léslichkeitsphasendiagrammen fiir chirale Systeme. Letztere sind als isotherme
Schnitte dargestellt, die die Fest-flissig-Gleichgewichte bei einer bestimmten Tempe-
ratur T, beschreiben. Breite schwarze Linien kennzeichnen jeweils Liquiduskurven
(Sattigungskurven). Im terndren Phasendiagramm ist die eutektische Zusammenset-
zung im chiralen System durch eine gestrichelte Linie markiert, die die Lésungsmittel-
ecke mit dem biniren chiralen System verbindet (,eutektische Linie“). Fiir den Fall
von Mischbarkeit in der festen Phase (rechtes ternires Phasendiagramm) charakteri-
sieren die gepunkteten Konoden die Zusammensetzung der im Gleichgewicht koexis-

A. Seidel-Morgenstern und H. Lorenz

Konoden zeigt hier, dass aus einer angereicher-
ten Losung in einem Schritt kein reines Enan-
tiomer kristallisiert werden kann. Daher sind
diese Art von Systemen die ungiinstigsten fiir
Trenn- oder Reinigungszwecke. Zur weiteren
Aufreinigung eines bereits angereicherten Ge-
mischs konnte fraktionierte Kristallisation ver-
wendet werden. Erfreulicherweise ist dieser Typ
des Phasendiagramms bei Molekiilkristallen im
Allgemeinen und Enantiomeren im Besonderen
sehr selten (< 1%). Nicht beriicksichtigt wurde
in Abbildung 2 die Tatsache, dass sowohl bei
Konglomeraten als auch bei racemischen Ver-
bindungen partielle Mischbarkeit im festen Zu-
stand auftreten kann. Entsprechende Phasen-
diagramme sind wenig in der Literatur be-
schrieben. Beispiele von partiellen festen Lo-
sungen auf der Seite der Enantiomere bzw. der
racemischen Verbindung finden sich in
Lit. [147,148] bzw. [149] und fiir begrenzte
Mischbarkeit in beiden Fillen in Lit. [150].

Die in Abbildung 2 gezeigten ternédren Los-
lichkeitsphasendiagramme  sind  isotherme
Schnitte der dreidimensionalen Darstellung des
terndren Systems der beiden Enantiomere und
eines Losungsmittels in einem gleichseitigen
Prisma mit der Temperatur als vertikale Achse

tierenden flissigen und festen Phasen. (Aus Lit. [146].)

Kristallen, die nur aus homochiralen Molekiilen bestehen
(Konglomerate). In der racemischen Mischung bilden die
Enantiomere somit separate feste Phasen, die getrennt kris-
tallisieren konnen, was die Grundvoraussetzung fiir die An-
wendung der Bevorzugten Kristallisation ist. Wie bereits er-
wihnt, zdhlen allerdings nur 5 bis 10% der chiralen Sub-
stanzen zu dieser Gruppe.*

Im zweiten Fall, d.h. wenn die Enantiomere eine inter-
mediére stochiometrische 1:1-Verbindung bilden, liegt bei der
racemischen Zusammensetzung nur eine feste Phase vor, die
racemische Verbindung. Die grole Mehrheit der chiralen
Systeme (90-95 % ) bildet racemische Verbindungen. Aus rein
thermodynamischen Uberlegungen ist eine direkte Kristalli-
sation zur Gewinnung reiner Enantiomere aus den Racema-
ten damit hier nicht moglich. Eine wichtige Eigenschaft sol-
cher Systeme ist die Zusammensetzung der beiden Eutektika,
die zwischen den Enantiomeren und der racemischen Ver-
bindung (spiegelbildlich links und rechts von der racemischen
Zusammensetzung) auftreten. Wir werden spéter zeigen, dass
diese Zusammensetzung wesentlich bestimmt, wie aus ange-
reicherten Gemischen das gewiinschte reine Enantiomer
durch Kiristallisation gewonnen werden kann.

Im dritten Fall liegt vollstandige Mischbarkeit im festen
Zustand vor, d.h., die Enantiomere bilden bei allen Zusam-
mensetzungen Mischkristalle (feste Losungen). Die Liqui-
duskurve im Phasendiagramm kann dabei ein Schmelz-
punktmaximum, ein Schmelzpunktminimum oder eine kon-
stante Schmelztemperatur aufweisen. Gleiches gilt fiir die
Loslichkeiten im terndren Phasendiagramm. Der Verlauf der
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senkrecht zur Prismabasis. Hellgraue Flichen
reprasentieren die Existenzbereiche der Enan-
tiomere, in denen das jeweils zugehorige Enan-
tiomer unter Gleichgewichtsbedingungen kristallisiert
werden kann. Die dunkelgraue Flache ist der Existenzbereich
der racemischen Verbindung, also der festen Phase, die in
diesem Zusammensetzungsbereich aus der Losung kristalli-
siert. In dem zwischen diesen Zweiphasenbereichen befind-
lichen Dreiphasengebiet kann ein reines Enantiomer nur
unter kinetisch kontrollierten Bedingungen kristallisiert
werden. Die angedeutete ,,eutektische Linie* ist nicht not-
wendigerweise linear, sondern kann auch konvex oder
konkav gebogen sein. Beispiele werden in Abschnitt 3.3.2
gezeigt. Abweichend von den bindren chiralen Systemen
konnen in den Loslichkeitsphasendiagrammen Solvate als
zusitzliche feste Phasen auftreten. Aus diesem Grund sollten
Loslichkeitsmessungen moglichst mit der Analyse der zuge-
horigen festen Phase verbunden sein, um fehlerhafte Zuord-
nungen von Loslichkeitswerten zu vermeiden.

Oftmals sind die erforderlichen Phasendiagramme nicht
bekannt, insbesondere fiir neu synthetisierte Substanzen.
Gelegentlich sind auch keine konsistenten Loslichkeitsdaten
der interessierenden Substanz verfiigbar. Die experimentelle
Bestimmung ist eine mithsame und zeitaufwendige Arbeit
und erfordert eine ausreichende Substanzmenge, die in einer
frithen Phase der Entwicklung, z.B. eines Pharmawirkstoffs,
oftmals nicht zur Verfiigung steht. Dariiber hinaus ist zumeist
eine Kombination aus verschiedenen Analyseverfahren not-
wendig, um einerseits die Loslichkeitswerte zu bestimmen
und andererseits die im Gleichgewicht mit der gesittigten
Losung stehenden festen Phasen zu identifizieren. Da ternire
Loslichkeitsdiagramme auf den dazugehorigen Schmelzpha-
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sendiagrammen basieren, bieten sich vor der Bestimmung der
Loslichkeitsgleichgewichte Studien der Schmelzgleichge-
wichte des chiralen Systems an, um bereits Aussagen iiber die
Art des kristallinen Racemats und die Zusammensetzung des
Eutektikums im chiralen System zu erhalten. Dariiber hinaus
konnen basierend auf den Schmelzdaten mithilfe klassischer
thermodynamischer Gleichungen (z.B. Schroder-van Laar-
Gleichung)®?1*l erste grobe Abschitzungen der Loslich-
keitskurve vorgenommen werden.

Moglichkeiten zur kristallisationsbasierten Enantiome-
rentrennung, die sich aus den ternédren Loslichkeitsphasen-
diagrammen ableiten lassen, sind in Abbildung 3 fiir ein
konglomeratbildendes und ein System mit racemischer Ver-
bindung (im Folgenden auch verbindungsbildendes System
genannt) gezeigt.

Falls bereits enantiomerenangereicherte Mischungen der
Enantiomere zur Verfiigung stehen, die durch eine Zusam-
mensetzung im Existenzbereich des jeweiligen Enantiomers
charakterisiert sind (z.B. dunkelgraue Punkte in Abbil-
dung 3), kann das Zielenantiomer direkt kristallisiert werden.
Diese ,,klassische enantioselektive Kristallisation* ist sowohl
fiir konglomerat- als auch fiir verbindungsbildende Systeme
durchfiihrbar.

Alternativ kann man im Dreiphasenbereich des Phasen-
diagramms arbeiten, in dem im Fall von Konglomeraten beide
Enantiomere und im Fall von verbindungsbildenden Syste-
men ein Enantiomer und die racemische Verbindung als feste
Phasen im Gleichgewicht vorliegen. Hieraus ergeben sich
zwei Optionen: 1) Wenn die anfingliche Losung die Enan-
tiomere in einer Zusammensetzung nahe der des Eutekti-
kums enthilt (z.B. hellgrauer Punkt in Abbildung 3a), kann
die Methode der Bevorzugten Kristallisation angewendet
werden. Durch Zugabe von Impfkristallen nur eines Enan-
tiomers zur iiberséttigten Losung wird die selektive Kristal-
lisation dieses Enantiomers induziert. Da im Gleichgewicht
allerdings beide Enantiomere als stabile feste Phasen vorlie-
gen, handelt es sich hierbei um einen kinetisch gesteuerten
Nichtgleichgewichtsprozess, bei dem die Keimbildung des
Gegenenantiomers vermieden werden muss. Wie zuvor er-
wihnt, ist die Bevorzugte Kristallisation zur Racematspal-
tung grundsitzlich nur fiir Konglomerate anwendbar. Im

Lésungsmittel
a) b)

Lésungsmittel

Angewandte

Folgenden wird allerdings gezeigt, dass diese Methode auch
fiir racemische Verbindungen verwendet werden kann, wenn
man von Losungen ausgeht, die eine Zusammensetzung nahe
der des Eutektikums aufweisen (z.B. hellgrauer Punkt in
Abbildung 3b).1"113 2) Wie in Abbildung3b durch den
schwarzen Punkt angedeutet, kann in einem ersten Schritt
auch eine Enantiomerenanreicherung iiber die fliissige Phase
erzielt werden. Hierbei geniigt bereits eine geringe Asym-
metrie in der enantiomeren Zusammensetzung, um eine
flussige Phase zu erhalten, aus der unter bestimmten Bedin-
gungen die selektive Kristallisation eines reinen Enantiomers
moglich ist. Attraktive Prozessvarianten resultieren z.B.,
wenn sich die eutektische Zusammensetzung im chiralen
System mit der Temperatur und/oder der Losungsmittelzu-
sammensetzung dndert.>!15%]

Zusammenfassend ist abzuleiten, dass (mit Ausnahme der
Bevorzugten Kristallisation von Konglomeraten) kristallisa-
tionsbasierte Racematspaltungen fiir gewohnlich eine gewisse
Enantiomerenanreicherung erfordern, die z.B. in einem in-
tegrierten Verfahren tiber eine partiell selektive Synthese
oder einen anderen alternativen Trennschritt bereitgestellt
werden kann.

3.2. Diskussion ausgewdihlter Schmelz- und
Lésungsgleichgewichte

In den letzten Jahren wurden in unserem Arbeitskreis
mehr als 30 chirale Substanzen aus den Bereichen der Fein-
chemikalien (chemische Zwischenprodukte, Aminosiuren)
und Pharmazeutika anhand ihrer bindren und/oder ternédren
Phasendiagramme charakterisiert, wobei auch diastereomere
Salze beriicksichtigt wurden. In Tabelle 1 sind Resultate fiir
eine Auswahl von 14 chiralen Substanzen zusammengestellt.
Angegeben sind die Art des kristallinen Racemats sowie die
eutektische Zusammensetzung im chiralen System, bestimmt
aus den Schmelz- und ternidren Loslichkeitsphasendiagram-
men. In einigen Fillen wurden verschiedene Losungsmittel
untersucht; beispielsweise wurden fiir N-Methylephedrin als
konglomeratbildendes und Mandelsdure als verbindungsbil-
dendes System Loslichkeiten in acht bzw. elf achiralen und
chiralen Losungsmitteln gemessen. Tabelle 1 ent-
hélt auBerdem thermodynamische Informationen
zur Trogerschen Base (nicht in unserem Labor er-
mittelt), die im Folgenden als Modellsubstanz mit
diskutiert werden soll.%31¢]

Die untersuchten Systeme zeigen verschie-
denste Charakteristika, z.B. Polymorphie der
Enantiomere und/oder des Racemats, Solvatbil-
dung, Mischkristalle und eine Anderung der eu-
tektischen Zusammensetzung in Abhéngigkeit von
Temperatur oder verwendetem Losungsmittel.
Fiinf chirale Systeme bilden Konglomerate, neun

(+) ) (+)

Abbildung 3. Prinzipielle Méglichkeiten der kristallisationsbasierten Enantiomeren-
trennung ohne ein chirales Auxiliar, veranschaulicht fiir a) Konglomerate und

b) Systeme mit racemischer Verbindung. Die Anzahl und die Aggregatzustinde der
im Gleichgewicht vorliegenden Phasen sind in den einzelnen Phasengebieten ange-

geben (s: fest; |: fliissig).
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racemische Verbindungen. Lediglich fiir Threonin
und das pharmazeutische Zwischenprodukt , A“
ergab sich der ,einfachste® Typ von Phasendia-
gramm; d.h. es sind Konglomerate, die unter den
untersuchten Bedingungen weder Polymorphie,
Solvate noch Mischkristalle aufweisen. Als schwer
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Tabelle 1: Schmelz- und Lésungsphasengleichgewichte untersuchter chiraler Systeme.

1250

Chirale Typ des Xey IM Xey IM Weitere Literatur
Substanz Phasendiagramms/ biniren terniren Charakteristika
Racemats Schmelzsystem L&sungssystem

Aminosaurent!
Threonin K - 0.5 (w, w/EtOH) - [153,154]
Asparagin K - 0.5 (w) Hydrat [155]
Methionin RV - 0.94-0.85 (1-60°C) (w) X,, variabel [156]
Serin RV - 0.988-0.998 (MeOH/w) Hydratbildung unter [157]

0.987-0.995 (EtOH/w) bestimmten Bedingungen,

(20-80°C) X,, variabel
Chemische Zwischenprodukte
N-Methylephedrin K 0.5 0.5 (8 Losungsmittel) Polymorphie z.B.[137,158,159]
Mandelsiure RV 0.69 0.69 (11 Lésungsmittel) Polymorphie der RV [137,138,153,160-162]
3-Chlormandelsaure RV 0.89 0.9-0.84 (5-50°C) (w) Polymorphie der [163]

(0.85 0.9 (Toluol) Enantiomere und der RV,
metastabil) x,, variabel
Ethanolaminsalz der K 0.5 0.5 ss (<0.25, >0.75) [164]
3-Chlormandelsaure
Apfelsdure RV 0.967 0.985 (w) Polymorphie der RV, [149]
ss der RV (~0.7)

Trogersche Base RV 0.85 0.92-0.885 X,, variabel [165]

(25-50°C) (EtOH)
Pharmazeutische Zwischenprodukte und APIs
Substanz A K 0.5 0.5 (Acetonitril) - [153]
Propranolol- RV 0.55 0.55 (w, MeOH) Polymorphie der RV, [147,166]
hydrochlorid ss des Enantiomers

(0.982)

Bicalutamid RV 0.9 0.977-0.95 (0-60°C) (MeOH/w) x,, variabel [167,168]
2,6-Pipecoloxylidid RV 0.67 0.7 (Dibutylether) Solvate, [169]

Polymorphie der RV

[a] Aminosiduren zersetzen sich vor oder wihrend des Schmelzens; daher kann kein Schmelzdiagramm bestimmt werden. K: Konglomerat; RV:
racemische Verbindung; x,,: eutektische Zusammensetzung im chiralen System (nur angegeben fiir x>0.5); EtOH: Ethanol; MeOH: Methanol; w:

Wasser; ss: feste Lésungen (Mischkristalle).

zugéngliche Fille erwiesen sich 3- und 2-Chlormandelsiure
(Tabellen 1 und 2), beides verbindungsbildende Systeme. Im
Fall von 3-Chlormandelsdure existieren sowohl fiir die
Enantiomere und die racemische Verbindung monotrope
Modifikationen.!®! Im Fall von 2-Chlormandelsiure (Tabel-
le 2) wurde ein metastabiles Konglomerat gefunden.!'””! Fiir
die relativ ,einfache“ Verbindung Apfelsiure wurde eine
zusitzliche monotrope Modifikation der racemischen Ver-
bindung sowie partielle Mischbarkeit des Enantiomers und
der racemischen Verbindung beobachtet. Das eher seltene
Vorkommen von Systemen, die keine zusitzlichen festen
Phasen oder Mischkristalle aufweisen, bekréftigt die Bedeu-
tung der Festphasenanalyse beim Ermitteln von SLE-Daten,
ein Aspekt, der héufig nicht beriicksichtigt wird.

In Tabelle 2 sind die eutektischen Zusammensetzungen
im Schmelzphasendiagramm fiir eine Auswahl von Mandel-
sdurederivaten zusammengestellt. Alle zdhlen zum verbin-
dungsbildenden Typ von Substanzen. Die 2-substituierten
Mandelsdurederivate haben eutektische Zusammensetzun-
gen nahe der racemischen. Hohere x.,-Werte werden fiir 3-
und 4-substituierte Derivate mit mittleren Werten fiir die 4-
substituierten Verbindungen erhalten. Gleiches gilt fiir die
disubstituierte 2-Chlor-4-fluor- und die 4-Chlor-2-fluorman-
delsiure.l"!

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Tabelle 2: Eutektische Zusammensetzungen, X,,, in den Schmelzpha-
sendiagrammen verschiedener Mandelsiurederivate.’"!

Substanz Xeu

2-Chlormandelsiure 0.57
3-Chlormandelséure 0.89
4-Chlormandelsiure 0.83
2-Brommandelsiure 0.54
3-Brommandelsiure 0.87
4-Brommandelsiure 0.76
2-Chlor-4-fluormandelsiure 0.56
4-Chlor-2-fluormandelsiure 0.73
3-Methylmandelsiure 0.63

3.3. Konzepte der kristallisationsbasierten
Enantiomerentrennung

Im Folgenden werden klassische und innovative Kristal-
lisationsverfahren zur Enantiomerentrennung am Beispiel
von vier in Tabelle 1 aufgefiihrten Verbindungen erlédutert,
die durch unterschiedliche, aber typische thermodynamische
FEigenschaften und diverses kinetisches Kristallisationsver-
halten charakterisiert sind. Wir betrachten Threonin, Man-
delsdure, Methionin und die Trogersche Base. Die aufge-
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fiihrten Ergebnisse wurden in den letzten zehn Jahren in
unserem Labor gesammelt.

3.3.1. Konglomerate

Unter den vier genannten Verbindungen ist Threonin die
einzige, die zur Gruppe der Konglomerate gehort. Threonin,
eine essentielle Aminosédure, kommt in der Natur als (25,3R)-
Form vor, bezeichnet als L-Threonin. Da das Molekiil zwei
Chiralitédtszentren besitzt, sind vier Stereoisomere moglich,
die zwei Enantiomerenpaare ergeben, L- und D-Threonin
(L-Thr, p-Thr) sowie L-allo-Threonin und D-allo-Threonin
(Abbildung 4).

OH o
/l\]/ﬂ\OH HaC™ OH
2
OH O OH 0
’“\T/M\OH H30
NH2

Abbildung 4. L-(25,3R)-(—)-Threonin, p-(2R,3S)-(+)-Threonin,
L-(25,3S)-(+)-allo-Threonin, b-(2R,3R)-(—)-allo-Threonin.

Trennungen sollen fiir das Beispiel des L- und D-Threo-
ninpaars demonstriert werden. Das ternédre Loslichkeitspha-
sendiagramm mit Wasser als Losungsmittel (Abbildung 5)
zeigt vier Loslichkeitsisothermen zwischen 10 und 40°C. Wie
erwartet, ist das Diagramm symmetrisch zur racemischen
Zusammensetzung, und die Loslichkeitsisothermen weisen
die typische Form eines einfachen eutektischen Systems
(Konglomerat) auf. Die Loslichkeiten steigen, wie haufig
beobachtet, mit der Temperatur. Des Weiteren verlaufen die
Loslichkeitsisothermen nahezu parallel zu den gegeniiber-
liegenden Dreieckseiten; d.h. die Loslichkeit eines Enantio-
mers wird durch die Gegenwart des anderen Enantiomers
nicht beeinflusst (nahezu ideales Losungsver-
halten).

Abbildung 6 veranschaulicht das Prinzip der
Bevorzugten Kristallisation fiir Konglomerate.
Ausgehend von einer racemischen Zusammen-
setzung im Dreiphasenbereich des Phasendia-
gramms (schwarzer Punkt in Abbildung 6a) ist
es in Gegenwart von homochiralen Impfkris-
tallen (hier des (—)-Enantiomers) moglich, fiir
eine bestimmte Zeitspanne nur das geimpfte
Enantiomer zu kristallisieren. Die Kristallisati-
onstrajektorie ist durch einen Pfeil gekenn-
zeichnet. Wird die metastabile Loslichkeitslinie

Lésungsmittel

3
(2s+)
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L-(-)-Threonin racemlsches
Gemisch

Wi

D-(+)-Threonin

Abbildung 5. Ternidres Léslichkeitsphasendiagramm von L- und p-Thr
in Wasser. Da die Loslichkeiten der Threoninspezies in wissriger
Losung vergleichsweise gering sind, ist nur die obere Hilfte des Los-
lichkeitsphasendiagramms abgebildet (Achsen in Massenanteilen, w;
die Isothermenlinien dienen zur Orientierung).

Enantiomere periodisch gewonnen werden (Abbildung 6b).
Die Trajektorien A—B und C—D reprisentieren die selek-
tiven Kristallisationspfade des (—)- bzw. (4)-Enantiomers,
initiiert durch Zugabe der jeweiligen Impfkristalle. Dazwi-
schen (B—C, D—A) werden die kristallisierten Produkte
abfiltriert und neuer racemischer Feed hinzugefiigt. Eine
kontinuierliche Online-Uberwachung des Trennfortschritts
(Bestimmung der Losungszusammensetzung durch eine
Kombination aus Polarimetrie und Dichtemessung) erlaubt
dabei die Gewdhrleistung eines verlédsslichen Trennprozes-
ses.'”21] Durch simultanen Einsatz von Partikelmesstechni-
ken (z.B. Inline-Videomikroskopie) kann zusitzlich die
Entwicklung der festen partikuldren Phase beziiglich Parti-
kelgroBe, PartikelgroBenverteilung, Partikelform usw. ver-
folgt werden.'7+17]

Lésungsmittel

T

cryst

3
(2s+)

des kristallisierenden Enantiomers erreicht,
muss der Trennprozess unterbrochen werden,
um die Keimbildung des Gegenenantiomers
und damit die Kontamination des Zielprodukts
zu vermeiden. Was das Verfahren fiir industri-
elle Anwendungen attraktiv macht, ist die Tat-
sache, dass es in einem zyklischen Prozess
durchgefithrt werden kann, in dem beide

*)
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racemisches Gemisch )

Abbildung 6. Veranschaulichung des Prinzips der Bevorzugten Kristallisation im terni-
ren Loslichkeitsphasendiagramm. Abgebildet ist a) eine Trajektorie der Bevorzugten
Kristallisation eines Enantiomers und b) ein zyklisches Verfahren, das in einem isother-
men Prozess bei einer Kristallisationstemperatur
liefert. Schwarze Punkte kennzeichnen die Ausgangspunkte und (dicke) graue gestri-
chelte Linien die metastabilen L&slichkeitslinien der Enantiomere, als Kristallisations-
grenzen fiir eine erfolgreiche Bevorzugte Kristallisation.

T.ys: periodisch beide Enantiomere
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Ergebnisse dieses klassischen isothermen Prozesses sind
z.B. in Lit. [110] dargestellt. Zur Verbesserung der Prozess-
performance im Hinblick auf Robustheit, Produktivitidt und
Produktreinheit wurden verschiedene technisch ausgefeiltere
Prozessvarianten vorgeschlagen, wie polytherme Kristallisa-
tionstechniken, Auto-Seeding-Strategien und alternative
Kristallisatorkonzepte. Beispielhaft soll das Potenzial einer
polythermen Auto-Seeding-Variante der Bevorzugten Kris-
tallisation™® am Fallbeispiel Threonin erldutert werden.
Dabei handelt es sich um eine Kiihlungskristallisation, die
vergleichsweise hohere Ausbeuten und verbesserte Produkt-
reinheiten ermoglicht, verbunden mit einem speziellen Auto-
Seeding-Prozess zur Bereitstellung gut konditionierter Impf-
kristalle. Abbildung 7 veranschaulicht ein typisches Tempe-
raturprofil fiir einen vollstindigen Trennzyklus. In Abbil-
dung 8 sind die resultierenden Profile des optischen Dreh-
winkels als Funktion der Zeit fiir fiinf aufeinanderfolgende
Trennzyklen von DL-Threonin aus wéssriger Losung darge-
stellt.

Impf- Impf-
T kristalle kristalle
A* (L-Thr) c* (D-Thr)
Teat Suspension b
Tsusp A
C
Kristallisation Kristallisation
(L-Thr) (D-Thr)
T D
end Filtraton” '™ Zufuhr (Rac) =~ N

t

Abbildung 7. Schematisches Temperaturprofil fiir die zyklische poly-
therme bevorzugte Kristallisation mit Auto-Seeding. T, Ty, und Tq:
Sittigungs-, Suspensions- bzw. Endtemperatur des Kithlungskristallisa-
tionsprozesses; t: Zeit. Die Bereiche A—B und C—D charakterisieren
die ,,Produktionsperioden“ des Trennzyklus, der periodisch L-Thr und
p-Thr liefert, vgl. Abbildung 8.0

0.3 1 A BC D
Zyklus | Zyklus Il Zyklus 1lI Zyklus IV Zyklus V
-0.4 L e T
0 120 240 360 480 600 720 840 960 1080 1200
Zeit/min

Abbildung 8. Verlauf des Drehwinkels a fur fiinf aufeinanderfolgende
Trennzyklen der polythermen Bevorzugten Kristallisation von Threonin.
Nur die Kristallisationsperioden A—B und C—D sind abgebildet. Kris-
tallisationsbedingungen: 1000 g Lésung; 20 Kh™' Abkihlrate; T,,,, Touspr
Tng: 53°C, 39°C, 4°C (basierend auf Lit. [175]).
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Anders als beim zuvor beschriebenen isothermen Prozess
beginnt nun jeder neue Halbzyklus nach Zugabe von race-
mischem Feed mit der Temperierung der Suspension etwas
unterhalb der Sittigungstemperatur des Gemischs (Suspen-
sionstemperatur, T,,, Abbildung7), um die selektive Auf-
16sung nur eines der Enantiomere im Racemat zu erreichen
(z.B. L-Thr, B—C¥*, Abbildung 7). Nach einer Konditionie-
rungsphase dienen die verbliebenen D-Thr-Kristalle als
Impfkristalle fiir die nachfolgende Kiihlungskristallisation,
die p-Thr als Produkt liefert (C—D, Abbildungen 7 und 8). In
den gezeigten Trennzyklen betrug die Reinheit des gewon-
nenen L- und D-Thr im Durchschnitt 99.1%.1 Mit einer
mittleren Ausbeute von 4.1 % pro Halbzyklus!"”” scheint die
durchgefiihrte Trennung laut Schiatzungen von Collet wirt-
schaftlich attraktiv zu sein.*"

Wie bei vielen Verfahren, bei denen Material rezykliert
wird, ist auch bei der zyklischen Bevorzugten Kristallisation
die Anreicherung von Verunreinigungen ein wichtiger
Aspekt. Der Einfluss der Anreicherung von L- und p-allo-
Threonin mit zunehmender Zyklenzahl bei der Bevorzugten
Kristallisation von Threonin wurde in Lit. [174] untersucht. In
dieser Studie ist auch die Verwendung einer modifizierten
Auto-Seeding-Strategie beschrieben. Es konnte gezeigt
werden, dass in Abhingigkeit von den Charakteristika der
Impfkristalle die Eigenschaften der Produktkristalle (Form,
GroBe) und die Produktivitdt der Trennung innerhalb ge-
wisser Grenzen gesteuert werden konnen.[''?!

Eine weitere Moglichkeit zur Optimierung einer Bevor-
zugten Kristallisation ist der Einsatz maf3geschneiderter Ad-
ditive, die selektiv die Kristallisation eines der Enantiomere
hemmen und somit eine hohere Ausbeute beziiglich des ge-
wiinschten Enantiomers gewihrleisten.'"11 Tm Fall der
Racematspaltung von Threonin ist L-Glutaminsidure dafiir
bekannt, die Keimbildung und Kiristallisation von L-Thr se-
lektiv zu unterdriicken. Experimente zeigten, dass in Ge-
genwart von L-Glutaminsidure sowohl Prozessrobustheit als
auch Ausbeute bei der Bevorzugten Kristallisation von D-Thr
verbessert wurden.!"'” Dariiber hinaus wurde in der Literatur
beschrieben, dass der Einsatz chiraler Polymere, basierend
auf Poly(N-acryl)aminosduren als chirale Additive, die
enantioselektive Kristallisation von Aminosduren in Losung
induzieren. Beispielsweise wurde fiir pL-Thr in Gegenwart
von 1 mgmL~™" Poly(L-leucin) zu Beginn der Kristallisation
eine hohe chirale Diskriminierung beobachtet.'””!

Verschiedene innovative Konzepte von alternativen
Kristallisatorkonfigurationen sind in Lit. [110] beschrieben.
Ein Konzept bezieht sich auf die simultane Bevorzugte
Kristallisation in zwei iiber die fliissige Phase gekoppelten
Kristallisatoren. In Abbildung 9 sind die gemessenen Kon-
zentrationsprofile der Threonin-Enantiomere bei der klassi-
schen Bevorzugten Kristallisation im einfachen und im ge-
koppelten Batchverfahren verglichen. Bei Letzterem ist in
beiden Kristallisatoren, bedingt durch den Austausch von
Mutterlauge, die Konzentration des unerwiinschten Enan-
tiomers erniedrigt und die Konzentration des kristallisieren-
den Zielenantiomers (und somit auch die Triebkraft fiir das
Kristallwachstum) erhoht. Die Zusammensetzung der Mut-
terlauge ist immer nahe der racemischen Zusammensetzung
(d.h., es liegen nahezu identische Konzentrationen an L- und
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Abbildung 9. Konzentrationsprofile der Enantiomere in der fliissigen
Phase fiir einfachen Batchbetrieb (gefiillte Symbole und kursive
Schrift) sowie tiber die flissige Phase gekoppelte Kristallisatoren
(offene Symbole und normale Schrift).[""!

D-Thr vor, Abbildung 9), was
die Keimbildung des entspre-
chenden Gegenenantiomers
unterdriickt.  Infolgedessen
konnten eine hohere Robust-
heit des Prozesses und eine
verbesserte Produktivitit er-
zielt werden. Weitere Einzel-
heiten und eine Prozessvari-
ante, die auch selektive Auf-
l6sung beriicksichtigt, finden
sich in Lit. [178].
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Blockbuster“."” Das kommerzielle Verfahren zur Herstel-
lung von Sertralin wurde kiirzlich modifiziert, wonach die
Synthese nun mit einer kontinuierlichen chromatographi-
schen Trennung des racemischen Ausgangsmaterials be-
ginnt.?> 13 Dennoch sind verbesserte Varianten der Diaste-
reomerentrennung mit (R)-MA in Kombination mit der
Racemisierung des unerwiinschten Enantiomers in der Ent-
wicklung, !

Wir betrachten hier Mandelsdure als ein Beispiel fiir ein
verbindungsbildendes chirales System, das es selbst zu tren-
nen gilt, anstatt als Trennreagens fiir die klassische Race-
matspaltung eingesetzt zu werden. In Abbildung 11 sind die
terndren Loslichkeitsphasendiagramme von Mandelsdure in
a) Wasser und b) (2R,3R)-Diethyltartrat (DET) (beispielhaft
fiir ein chirales Losungsmittel) dargestellt. Die Ergebnisse
bestdtigen die bereits bekannten Eigenschaften racemischer
Mandelsiure als racemische Verbindung®? Die fiir das

(2R, 3R)-Diethyltartrat

Zusammen-
setzung

7 ’

0.2 2
eutektische : soﬂc "
3.3.2. Systeme mit racemischen R i /)
Verbindungen NG
3.3.2.1. Mandelsdure (S)-mMA 0.8 (RS)-MA

- W(s)-MA

Mandelsdure (MA) und
ihre Derivate haben ver-
schiedene  pharmazeutische
Anwendungen, etwa zur Be-
handlung von Harnwegsinfektionen aufgrund ihrer bakte-
riostatischen Eigenschaften!'””! oder, basierend auf ihren an-
algetischen, antirheumatischen und spasmolytischen Wir-
kungen, als pharmazeutische Beimengungen.'™ Reine (R)-
Mandelsdure dient auBerdem als Vorstufe fiir die Synthese
von Cephalosporin und Penicillin.®"! Beide Enantiomere,
(S)- und (R)-Mandelsdure (Abbildung 10), gehoren zu den
am héufigsten in der klassischen Racematspaltung einge-
setzten Trennreagentien.”” Beispielsweise kommt Mandel-
sdure in einer Zwischenstufe der Duloxetin-Synthese ((S5)-
MA, 2004) sowie bei der Herstellung von Sertralin ((R)-MA,
1990) zum Einsatz.® Sertralin gehort zu den Top 10 der
meistvertriebenen Wirkstoffe und ist einer der neun ,,chiralen

OH OH OH

©/\COOH ©/LCOOH dcow

Abbildung 10. (S)-(+)-Mandelsiure, (R)-(—)-Mandelsiure, (RS)-(£)-
Mandelsdure.

Angew. Chem. 2014, 126, 12401274

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(S)-MA (RS)-MA

-—

(R)-MA
W(s)-MA

Abbildung 11. Ternire Loslichkeitsphasendiagramme der Mandelsaure-Enantiomere in a) Wasser™® und
b) (2R,3R)-Diethyltartrat.'®? Die Isothermenlinien dienen zur Orientierung.

bindre Schmelzsystem bei einem Massenanteil (w) von 0.7
(bzw. 0.3) gemessene eutektische Zusammensetzung!'®!
bleibt in Gegenwart beider beteiligten Losungsmittel unver-
andert. Selbst bei Verwendung des chiralen Losungsmittels
DET (sowie weiteren optisch aktiven Losungsmitteln, wie
Lactaten)!™™ wird keine nennenswerte Asymmetrie im MA-
Phasendiagramm induziert, die fiir Trennzwecke genutzt
werden konnte. In beiden gezeigten Losungsmitteln steigt die
Loslichkeit der Mandelsdurespezies mit der Temperatur und
ist fiir die racemische Verbindung hoher als fiir die Enantio-
mere.

Obgleich in den chiralen Losungsmitteln kein quantifi-
zierbarer Einfluss auf die Thermodynamik hinsichtlich un-
terschiedlicher Loslichkeiten der Mandelsdure-Enantiomere
beobachtet wurde,'* zeigten sich in Untersuchungen zur
Breite des metastabilen Bereichs (MZW = metastable zone
width) in DET und (S)-Ethyllactat ausgeprigte kinetische
selektive Inhibitionseffekte.'**! Beispielsweise ist in DET der
metastabile Bereich beziiglich der primiren Keimbildung fiir
(R)-Mandelsédure schmaler als fiir (S)- und racemische Man-
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delsdure, was die Bevorzugte Keimbildung des (R)-Enantio-
mers und somit dessen selektive Kristallisation ermdglicht. In
Abbildung 12 sind typische Ergebnisse eines Experiments zur
Bevorzugten Keimbildung fiir racemische Mandelsidure in

1.3 . 1.189
1
1
' optische Drehung
1.2 “\ef"‘;\ 1.188
o 1
2 | .
2 411 r 1187 £
o 1 4 DA
o 1 o
2 l \ / 2
3 110 : 1186 5
’ : X
1
1
10.9 : 1.185
el )
0_’.{ \\‘ Dichte
1
10.8 : : : 1.184
0 20 40 60 80 100
Zeit/min

Abbildung 12. Profile des optischen Drehwinkels der Mutterlauge und

der Lésungsdichte wihrend eines Experiments zur Bevorzugten Keim-
bildung, ausgehend von racemischer Mandelsdure in (2R,3R)-Diethyl-

tartrat bei T,,,=55°C. Die anfingliche optische Aktivitit von 10.85° be-
schreibt die optische Aktivitit der Ausgangslésung unter dem Einfluss
des chiralen Losungsmittels."*

DET dargestellt. Wie aus den MZW-Daten zu erwarten, sinkt
mit dem FEintritt der Keimbildung die Losungsdichte ver-
bunden mit dem Anstieg des optischen Drehwinkels, was die
Kristallisation der (R)-(—)-Mandelsdure anzeigt. Damit war
eine enantioselektive Kristallisation direkt aus der racemi-
schen Losung realisierbar, ohne in einen vorgeschalteten
Schritt zur Enantiomerenanreicherung investieren zu miissen.

In einer neueren Studie, in der ausgewihlte Mandelsidu-
reester als chirale ,,anwendungsspezifische® Losungsmittel
eingesetzt wurden, konnte anhand von signifikaten Loslich-
keitsunterschieden der Mandelsdure-Enantiomere chirale
Erkennung in der Losungsphase nachgewiesen werden.['*!

Wie am Beispiel von Threonin gezeigt, ist die Bevorzugte
Kiristallisation zur Trennung racemischer Gemische von
Konglomeraten einsetzbar. Hier soll demonstriert werden,
dass diese Methode auch auf verbindungsbildende Systeme
anwendbar ist, sofern von Losungen ausgegangen wird, die
mit dem Zielenantiomer angereichert
sind [0 1ML I3 14117166184 Ty gowohl Enantiomer und racemi-
sche Verbindung separat kristallisiert werden konnen, sollte
es prinzipiell machbar sein, beide im Dreiphasenbereich des
terndren Loslichkeitsphasendiagramms in periodischer Weise
bevorzugt zu kristallisieren, dhnlich den beiden Enantiome-
ren fiir Konglomerate.

Charakteristische Trajektorien eines solchen zyklischen
polythermen Kristallisationsprozesses mit Auto-Seeding fiir
ein verbindungsbildendes System sind in Abbildung 13 ge-
zeigt. In Abbildung 14 ist die Anwendung dieses Prozesses
zur Enantiomerentrennung im Mandelsduresystem veran-
schaulicht. Die gemessenen Trajektorien @hneln prinzipiell
dem Threonin-Beispiel (Abbildung 8), unterscheiden sich
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Ldsungsmittel

(+) racemische Verbindung (-)

Abbildung 13. Veranschaulichung einer zyklischen polythermen Bevor-

zugten Kristallisation mit Auto-Seeding, die periodisch die racemische
Verbindung und das (+)-Enantiomer in einem System mit racemischer
Verbindung liefert.""” Die Bezeichnungen beziehen sich auf das in Ab-
bildung 7 gezeigte Temperaturprofil.
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Abbildung 14. Profile des Enantiomereniiberschusses fiir vier aufeinan-
derfolgende Trennzyklen der polythermen Bevorzugten Kristallisation
von Mandelsaure."® Nur die Kristallisationsperioden A—B und C—D
sind abgebildet. Ausgewihlte Kristallisationsbedingungen: 300 g
Lésung; 15 Kh™' Abkiihlrate.

aber in der Tatsache, dass der Prozess nicht mehr symmetrisch
um die eutektische Linie ablauft. Die maximale Differenz im
Enantiomereniiberschuss (Aee), die durch Bevorzugte Kris-
tallisation erreichbar ist, kann sich fiir die racemische Ver-
bindung und das Enantiomer unterscheiden (z.B. hier Aee =
6% vs. 4%, Abbildung 14), da sie von der jeweiligen eutek-
tischen Zusammensetzung im chiralen System abhéngt. Fiir
Mandelsdure konnen Racemat und Enantiomer entspre-
chend der eutektischen Zusammensetzung bei 40 % ee (ee.y,
Abbildung 14) im Verhiltnis 3:2 gewonnen werden. In einem
integrierten Verfahren, in dem zunidchst eine bestimmte
Enantiomerenanreicherung erzielt wird, die nachfolgend fiir
eine Bevorzugte Kristallisation genutzt wird, kann die race-
mische Verbindung als Nebenprodukt des zyklischen Kris-
tallisationsprozesses iiber den Enantiomerenanreicherungs-
schritt zuriickgewonnen werden. Wie am Beispiel von
Threonin gezeigt, bietet die simultane Bevorzugte Kristalli-
sation in gekoppelten Kristallisatoren auch fiir Mandelsédure
eine Moglichkeit zur Verbesserung der Verfahrenscharakte-
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ristika im Hinblick auf Ausbeute und Robustheit.'>!!7 Erst
vor kurzem wurde die Verwendung von Hydrochinin-4-
methyl-2-chinolylether als chirales Additiv in der Bevorzug-
ten Kiristallisation von Mandelsiure beschrieben.'"™ Dieses
Additiv erméglicht durch Beeinflussung der Keimbildungs-
kinetik eine signifikante Ausbeutesteigerung.

3.3.2.2. Methionin und Trégersche Base

Die Aminosidure Methionin (Abbildung 15) ist eine es-
sentielle, schwefelhaltige Aminoséure, die (wie alle protei-
nogenen Aminosiuren) in der Natur als L-Enantiomer vor-
kommt. Von besonderer Relevanz ist Methionin als Zusatz-
stoff in Tierfutter. Zu diesem Zweck ist es prinzipiell nicht

o) (o) (o}
/S\/\-)J\OH /s\/\‘)kOH /s\/\')LOH
NH, NH, NH,

Abbildung 15. 0-(R)-(+)-Methionin, L-(S)-(—)-Methionin, DL-(RS)-(&)-
Methionin.

notig, racemisches Methionin zu spalten, da es vom tierischen
Organismus in das gewiinschte L-Enantiomer umgewandelt
werden kann. Pharmazeutische Anwendungen findet Me-
thionin zum Schutz gegen Leberschdden und in Infusionslo-
sungen.® Wir haben in unseren Studien Methionin als Mo-
dellsystem gewdhlt, um Trennstrategien fiir Substanzen mit
dhnlichen Phasendiagrammcharakteristika zu diskutieren.
Abbildung 16 zeigt das terndre Loslichkeitsphasendia-
gramm der Methionin-Enantiomere in Wasser, das eindeutig
dem verbindungsbildenden Typ entspricht. Die Loslichkeiten
im System sind vergleichsweise niedrig, insbesondere fiir die
racemische Verbindung. Die eutektische Zusammensetzung
im chiralen System befindet sich nahe der Seite des reinen
Enantiomers und &ndert sich mit der Temperatur; x,, sinkt

Wasser

/ 0.96

Winasser

D-Met

L-Met DL-Met

< Wi Met

Abbildung 16. Ternares Léslichkeitsphasendiagramm der Methionin-
Enantiomere (Met) in Wasser. Aufgrund der geringen Léslichkeiten im
System sind nur die oberen 10% des Phasendiagramms abgebildet.
Die Isothermenlinien dienen zur Orientierung."*
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von 0.94 bei 1°C auf 0.85 bei 60°C. Eine solche Variation der
eutektischen Zusammensetzung wurde fiir mehrere Verbin-
dungen gefunden, z.B. Serin,™ 3-Chlormandelsiure,*! Bi-
calutamid,'®”! eine von Wang und Mitarbeitern untersuchte
pharmazeutisch relevante Substanz!'®”) und die Trogersche
Base.['*”)

Die Phasendiagramme von Methionin und der Troger-
schen Basel'®! zeigen sehr ihnliche Charakteristika. Die
Loslichkeiten in beiden Systemen (Methionin/Wasser, Tro-
gersche Base/Ethanol) sind vergleichsweise niedrig, und
beide bilden bei der racemischen Zusammensetzung eine
intermedidre Verbindung, die bei gleicher Temperatur eine
deutlich geringere Loslichkeit aufweist als die Enantiomere.
Als Folge davon liegt die eutektische Zusammensetzung im
Phasendiagramm links und rechts der racemischen Verbin-
dung nahe den Seiten der reinen Enantiomere. Dariiber
hinaus weisen die eutektischen Linien in Abhingigkeit von
der Temperatur konvexe Profile auf, d.h., eine hohe eutek-
tische Zusammensetzung bei niedriger Temperatur verschiebt
sich mit Temperaturanstieg zu geringeren Werten. Bei der
Trogerschen Base dndert sich die eutektische Zusammenset-
zung von w = 0.92 bei 25°C zu 0.885 bei 50°C,*! shnlich den
Methionin-Daten.

Die Trogersche Base, (4)-2,8-Dimethyl-6H,12H-5,11-
methanodibenzo[b,f][1,5]diazocin, ist ein chirales hetero-
cyclisches Amin, dessen Chiralitdt von den zwei stereogenen
Stickstoffatomen verursacht wird (Abbildung 17). Sie wird

JeQegoegeq)eg

Abbildung 17. Strukturen der (—)-Trégerschen Base, der (+)
schen Base und der (£)-Trégerschen Base.

-Troger-

héufig als Modellsystem in Untersuchungen zur Enantiome-
rentrennung eingesetzt, wie beispielsweise in der Chromato-
graphie (siche Abschnitt 4.4). Dariiber hinaus dienen Deri-
vate der Trogerschen Base als Substrate in der organischen
und der Biochemie."® ™) Worlitschek et al.'®! ermittelten
die bindren Schmelz- und ternidren Loslichkeitsphasendia-
gramme in Ethanol und beschrieben die Fest-fliissig-Gleich-
gewichte mithilfe der klassischen Schroder van-Laar- und
Prigogine-Defay-Gleichungen® sowie dem NRTL-Modell
zur Beriicksichtigung der Nichtidealitédt in der Losung. Eine
kristallisationsbasierte Trennung der Trogerschen Base
konnte tiber eine klassische Racematspaltung mit einem stark
sauren Trennreagens erreicht werden. Die Racematspaltung
wurde von einer kristallisationsinduzierten asymmetrischen
Umwandlung des Salzes begleitet, das aus dem (4)-Enan-
tiomer der Trogerschen Base bestand und eine hohe Aus-
beute lieferte.'™ Ein Hybridprozess aus Chromatographie
und Kiristallisation zur Trennung der Trogerschen Base wurde
von Amanullah und Mazzotti untersucht.*!l

Die temperaturabhingige Verschiebung der eutektischen
Zusammensetzung in chiralen Systemen wurde genutzt, um
ein alternatives zweistufiges (Zwei-Schritt-)Verfahren zur
Enantiomerentrennung vorzuschlagen. Das Prinzip ist in
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Gleichgewichtseinstellung  re-
sultieren eine feste Phase der
Zusammensetzung (3), d.h. ab-
gereichert an Zielenantiomer,
und eine geséttigte Losung eu-
Zusammensetzung
Xeu1 (Punkt4), angereichert an
Zielenantiomer. Nach Abfil-
trieren der kristallinen Phase

tektischer

! und weiterer Losungsmittelver-
H dampfung bei einer hoherer
1 .

' Temperatur, 7,, erzielt man

DL-Met D-Met

eutektische
Zusammensetzung, Xe, 4

Abbildung 18. Zwei-Schritt-Verfahren zur Enantiomerentrennung im Methioninsystem, das die Verschie-
bung der eutektischen Zusammensetzung mit der Temperatur ausnutzt. a) Schritt 1: Anreicherung in der
flussigen Phase bei einer niedrigen Temperatur, T,. b) Schritt 2: Abdampfen von Lésungsmittel und se-

lektive Kristallisation von L-Met bei einer hoheren Temperatur, T,.['*"

Abbildung 18 am Beispiel von Methionin illustriert.>"'>!

Startet man bei einer niedrigen Temperatur, T}, mit einer (nur
geringfiigig) enantiomerenangereicherten Losung (Punkt 1),
so gelangt man durch Losungsmittelverdampung zu einer
Losung mit einer Zusammensetzung innerhalb des Dreipha-
senbereichs des Phasendiagramms (z.B. Punkt2). Nach

Feed, z.B. x,=0.7

(1), (2)

kristalline Phase
(z.B. racemisch)

flissige Phase
(Xeu1)

4)

S

T>T,y

5), (5¢ T
®). (59 cQ Lésungsmittel ;
I
I
I
kristallines Produkt Mutterlauge :
(reines L) P (Xeu2) :
-— s

(6) d yl

Abbildung 19. Flielschema des Zwei-Schritt-Trennverfahrens fiir
Methionin unter Berticksichtigung von partieller oder vollstiandiger
Rezyklierung der im ersten Schritt anfallenden festen Phase sowie des
Lésungsmittels und der Mutterlauge des zweiten Schritts (Zielenan-
tiomer: L-Met).l"""! Die Bezeichnungen entsprechen den Punkten in Ab-
bildung 18.
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eine Losungszusammensetzung,
die innerhalb des (Zweiphasen-
)Existenzbereichs des Ziel-
enantiomers (Punkt 5) liegt und
dieses in enantiomerenreiner
Form liefert (Punkt6). Maxi-
male Ausbeute wird erhalten,
wenn die Endzusammensetzung
der Losung die Phasengrenze
zwischen Zweiphasen- und be-
nachbartem Dreiphasengebiet
trifft (Punkt 5").

Das vorgeschlagene Verfahren kann in zyklischer Fahr-
weise realisiert werden (Abbildung 19). Die kristalline Phase
des ersten Schritts sowie Losungsmittel und Mutterlauge des
zweiten Schritts lassen sich teilweise oder vollstdndig rezyk-
lieren, wodurch eine effiziente Ausnutzung der Prozess-
edukte erreicht wird. Das Potenzial dieses Verfahrens wurde
erfolgreich demonstriert.!*!

Im néchsten Abschnitt werden Prinzip und Verfahrens-
konzepte der prédparativen Chromatographie als vielseitige
und héufig eingesetzte Methode zur Enantiomerentrennung
vorgestellt.

D-Met

4. Chromatographische Enantiomerentrennung

Die Entwicklung enantioselektiver chromatographischer
Methoden fiir die Racematspaltung ist in einer Reihe von
hervorragenden Biichern und Ubersichtsartikeln beschrie-
ben,[31:36.38.192-202]

Analog zum Gebiet der Kristallisation hat man auch in
der Chromatographie grofle Anstrengungen unternommen,
um derivatisierende Reagentien zur Erzeugung von Diaste-
reomeren einzusetzen, die dann durch klassische chromato-
graphische Verfahren getrennt werden koénnen. Da diese
»indirekte“ Methode einige Nachteile aufweist, wie bei-
spielsweise unterschiedliche Umwandlungsgeschwindigkei-
ten der beiden Enantiomere oder das Risiko einer Racemi-
sierung,”™! gilt fiir praparative Zwecke die direkte Methode,
die aufwendige Derivatisierungen vermeidet, als erfolgver-
sprechender.

Die Sidulenchromatographie mit festen stationidren
Phasen ist eines der leistungsstirksten enantioselektiven
Trennverfahren. Der groBe Vorteil des Verfahrens ist die
hohe Flexibilitdt. Sowohl die fliissige mobile Phase als auch
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die stationdre Phase konnen gezielt an die Erfordernisse des
Trennproblems angepasst werden.

Je nach Eigenschaften des zu trennenden Gemischs
werden Gase, Fliissigkeiten oder iiberkritische Fliissigkeiten
als mobile Phase eingesetzt. Vorreiter auf dem Gebiet der
chiralen Gaschromatographie (GC) sind Gil-Av,?® Sch-
urig,”! KonigP™! und Frank und Bayer.”™! Fiir priparative
Anwendungen hat die GC allerdings kaum eine Bedeutung.
Fiir nichtfliichtige und/oder thermisch labile Verbindungen
bietet das breite Spektrum an Fliissigchromatographiever-
fahren die Plattform fiir zahlreiche chirale HPLC-Methoden.
Der aktuelle Stand der Technik wird in Lit. [207] prasentiert.
Ein neuerliches Interesse an der iiberkritischen Fliissigchro-
matographie (SFC) fiihrte in den letzten Jahren zur Ent-
wicklung erfolgreicher enantioselektiver Methoden mit
uberkritischem CO, als Hauptbestandteil der mobilen
Phase'[208,209]

In der konventionellen Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) kann oftmals zwischen mehreren Trenn-
verfahren, d.h. Kombinationen aus mobilen und stationiren
Phasen ausgewihlt werden.® 2% Fiir das Gebiet der Enan-
tiomerentrennung ist dieser hochentwickelte Stand noch
nicht erreicht. Geeignete chromatographische Methoden fiir
komplizierte Trennprobleme dieser Art werden oft noch
empirisch entwickelt. Dennoch wurden in den letzten Jahren
Fortschritte beim Verstdndnis wichtiger Prinzipien der chi-
ralen Erkennung erzielt.”'!! Basierend auf der Entwicklung
spezifischer und hochproduktiver Verfahrenskonzepte sowie
der Verfiigbarkeit der entsprechenden Designwerkzeuge, er-
moglichen chromatographische Verfahren heutzutage die
Trennung nahezu jedes beliebigen Enantiomerengemischs.

Eine grundsitzliche Frage ist, welche der beiden Phasen
fir die Durchfiihrung der chromatographischen Trennung
chiral sein sollte. Beziiglich der mobilen Phase wurden Me-
thoden mit chiraler mobiler Phase sowie Methoden mit
achiraler mobiler Phase mit Zusatz spezifischer chiraler Ad-
ditive entwickelt. Ein Beispiel ist die Trennung von S&ure-
Enantiomeren durch Bildung von Ionenpaaren mit chiralen
Basen wie Chininen.”'” Ligandenaustauschmethoden werden
in Lit. [213] diskutiert. Die Verwendung von chiralen mobilen
Phasen scheint fiir die préparative LC allerdings nicht sehr
geeignet. Oft ist die Wiedergewinnung und Rezyklierung des
chiralen Reagens schwierig. Dariiber hinaus sind die Kapa-
zitdten iiblicherweise deutlich niedriger als bei Systemen mit
chiraler stationédrer Phase (CSP).

Die Anwendung von CSPs ist im Allgemeinen die direk-
teste und zweckméBigste Methode fiir die chromatographi-
sche Enantiomerentrennung, insbesondere fiir préparative
Anwendungen.”™ Die selektiven Wechselwirkungen werden
an einer Fest-fliissig-Grenzfldache erzeugt und fiir die Tren-
nung genutzt. Die feste Phase hat hierbei einen groflen Ein-
fluss auf den Mechanismus der Komplexierung. Die Selekti-
vitdten unterscheiden sich von den Selektivitidten in einer
Flissig-fliissig-Umgebung. Ein breites Spektrum selektiver
CSPs ist kommerziell erhiltlich, was die Trennung einer
Vielzahl von Racematen ermoglicht. Wichtige CSPs werden
in Abschnitt 4.1 vorgestellt.

In der Industrie sind chromatographische Verfahren in
frithen Entwicklungsphasen weit verbreitet zur Reinigung
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kleiner Mengen an Zielenantiomeren. Allerdings gewinnen
diese Verfahren immer mehr an Bedeutung fiir die Erzeugung
groBerer Mengen P! Da chromatographische Verfahren im
industriellen MaBstab kostspielig sind, erfordern sie eine
sorgféltige Ausarbeitung und Optimierung. Das theoretische
Verstdndnis der préaparativen ,,iiberladenen® Chromatogra-
phie konnte in den letzten Jahren erheblich verbessert
werden.?'*2% Theoretische Analysen der Wanderungspro-
zesse in gefiillten Sdulen ergaben, dass bei der Entwicklung
préaparativer chromatographischer Verfahren die Nichtlinea-
ritdten in den zugrundeliegenden Gleichgewichtsfunktionen
beriicksichtigt werden miissen.”'*! Im Vergleich zur konven-
tionellen analytischen Chromatographie sind isokratische
Elutionen im Batch-Betrieb hiufig ungeeignet. Daher
wurden verschiedene alternative Konzepte entwickelt, um
Produktivititen und Ausbeuten zu steigern und den Lo-
sungsmittelverbrauch zu senken, z.B. verschiedene Rezyk-
lierungstechniken.?'>?'®! Ein Durchbruch im Bereich der
chromatographischen Enantiomerentrennung gelang mit der
Mehrsidulen-SMB-Technik (SMB = simulated moving
bed),?” die in der Petrochemie entwickelt wurde und auf
kontinuierlichen Gegenstomprinzipien basiert.’*®! Das hohe
Produktivititen ermoglichende Verfahrenskonzept wird in
Abschnitt 4.2 erklart.

4.1. Chirale stationdire Phasen

Die Erzeugung, Charakterisierung und Anwendung von
CSPs und entsprechender enantioselektiver Sdulen wurde in
exzellenten Buchkapiteln und Ubersichtsartikeln beschrie-
ben [37:200.219,220]

Die Fixierung einer chiralen Selektorspezies am chro-
matographischen Triger (meist porose Kieselgelpartikel) er-
folgt entweder durch kovalente Bindung oder durch starke
physikalische Adsorption (z.B. durch Beschichtung mit
einem polymeren Selektor). Eine CSP wird zusammen mit
einer achiralen mobilen Phase verwendet. Beim Durchgang
der Probe durch die Séule werden an der stationdren Phase
diastereomere Komplexe gebildet, durch die die individuellen
Enantiomere auf spezifische Weise in der Siule festgehalten
werden.

Das Prinzip der chiralen Erkennung wurde friither hiufig
unter Verwendung des von Dalglish entwickelten einfachen
Dreipunkt-Wechselwirkungsmodells erklirt.”*!) Die zahlreich
vorgeschlagenen detaillierteren Mechanismen wurden regel-
miBig bewertet.”'?? Derzeit gibt es intensive Bemiihungen,
die Dichtefunktionaltheorie und molekulare dynamische Si-
mulationen zum Verstidndnis und fiir die Vorhersage der
Enantiomerenverteilung an der Grenzfldche zwischen mobi-
ler Phase und CSP zu nutzen (siche z.B. Lit. [8,223,224]).

FEin wesentlicher Aspekt fiir eine erfolgreiche préaparative
Trennung ist das Auffinden einer geeigneten Kombination
von CSP und mobiler Phase, die eine hohe Loslichkeit der
Enantiomere und ,,angemessene* Retentionszeiten in der
Séule gewdhrt. Sowohl zu lange als auch zu kurze Retenti-
onszeiten sind unerwiinscht. Trotz der betrichtlichen Fort-
schritte beim Verstdndnis der Trennmechanismen ist das
Standardverfahren fiir die Ermittlung einer geeigneten CSP
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fiir ein spezifisches Problem der Enantiomerentrennung noch
immer das Screening einer kleineren oder grof3eren Auswahl
an verfiigbaren stationédren Phasen und zahlreicher mobiler
Phasen. Als mobile Phase werden zumeist Losungsmittelge-
mische eingesetzt, um die Retentionszeiten anzupassen. Die
Screeningsprozedur wird oftmals durch die CSP-Hersteller
unterstiitzt.

Eine groBe Auswahl an chiralen Selektoren sowohl na-
tiirlichen als auch synthetischen Ursprungs wird in CSPs
eingesetzt. Mehr als einhundert CSPs werden heute kom-
merziell angeboten, von denen schétzungsweise 20 am héu-
figsten verwendet werden.

Es gibt verschiedene Klassifizierungen fiir CSPs.[20%-220:223]
Die nachfolgende Ubersicht orientiert sich an der Gliederung
der wichtigsten Selektoren fiir die CSP an Lit. [200].

Makromolekulare Selektoren semisynthetischen Ursprungs (Poly-
saccharid-basierte CSPs)

Polysaccharid-Selektoren haben eine lange Tradition.
Hesse und Hagel fithrten 1973 mikrokristallines Cellulostri-
acetat (Abbildung 20) als polymeres Selektormaterial (ohne
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Abbildung 20. Polymerriickgrat von Polysaccharid-basierten CSPs;
oben: Cellulosetriacetat (CTA), unten: Chiralpak AD.

Tragermaterial) ein.”! Durch Aufbringen verschiedener
Cellulosederivate (z.B. Amylosetris(3,5-dimethylphenyl-
carbamat), Abbildung 20) auf makropordse Kieselgelperlen
erhielten Okamoto und Mitarbeiter hochenantioselektive
Materialen mit hoherer Druckstabilitdt und chromatogra-
phischer Effizienz, die erfolgreich von Daicel Chemical In-
dustries kommerzialisiert wurden.”?”)

Heute stehen zahlreiche Phasen mit verbesserter Selek-
torimmobilisierung fiir ein breites Spektrum an Losungsmit-
teln zur Verfiigung. Dies erleichtert die gezielte Auswahl der
mobilen Phase, sodass sich hohe Loslichkeiten zusammen mit
hohen Enantioselektivititen kombinieren lassen, was diese
Klasse von CSPs fiir préparative Anwendungen sehr attraktiv
macht.[228.229]

Makromolekulare Selektoren synthetischen Ursprungs (synthetische
Polymer-CSPs)

Mehrere chirale synthetische Polymere wurden entwi-
ckelt und als chirale Selektoren eingesetzt, um die Enantio-
selektivitdt der semisynthetischen Polysaccharide nachzuah-
men. Eine Ubersicht iiber Polyacrylamid/Kieselgel-Kompo-
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site findet sich bei Kinkel.”" Oftmals erreichen diese Mate-
rialien nicht dieselbe Enantiomerenerkennung wie die Poly-
saccharidtrager, wahrscheinlich als Folge der deutlich weniger
geordneten Strukturen der Polymerketten.

Makromolekulare Selektoren natiirlichen Ursprungs (Proteinpha-
sen)

Nach den bahnbrechenden Arbeiten von Allenmark und
Mitarbeitern®" sowie anderen, die die steroeselektive Bin-
dung chiraler Bausteine an Proteine erforschten, sind heut-
zutage verschiedenste auf Proteinen basierende CSPs gut
dokumentiert®? und kommerziell erhiltlich.”™ Ein Nachteil
der Proteintréager ist ihre begrenzte Beladbarkeit, was sie fiir
die préaparative Chromatographie weniger attraktiv macht.

Makrocyclische oligomere oder mittelgrofie Selektoren (Cyclodextri-
ne, makrocyclische Antibiotika, chirale Kronenether)

Diese Art von Selektoren liefert die Grundlage fiir eine
grof3e und wichtige Gruppe von CSPs.

An Cyclodextrin gebundene CSPs basieren auf a-, 3 oder
v-Cyclodextrinen, d.h. auf makrocyclischen Strukturen, die
aus 6, 7 bzw. 8 Glucoseeinheiten aufgebaut sind.**** Die
Cyclodextrine sind fiir gewohnlich an Kieselgel gebunden,
entweder tiber Ether- oder iiber eine Carbamatverkniipfung.

Basierend auf der Fihigkeit der makrocyclischen Cyclo-
dextrine zur stereoselektiven Aufnahme von Gastmolekiilen
entwickelten Armstrong und Mitarbeiter eine neue, sehr er-
folgreiche Klasse an CSPs, ndmlich die makrocyclischen an-
tibiotischen CSPs. Die erste stationdre Phase dieser Klasse
war Vancomycin-modifiziertes Kieselgel.”®! Wihrenddessen
kommerzialisierte das Unternehmen ASTEC (heute Sigma
Aldrich, USA) mehrere andere CSPs, die auf glykopeptidi-
schen Antibiotika basieren.™™ Als Beispiel ist in Abbil-
dung 21 die Struktur von Teicoplanin wiedergegeben, bei dem
es sich um den Selektor der kommerziell erhéltlichen CSP
Chirobiotic T handelt. Hohe Beladbarkeiten wurden fiir das
Teicoplanin-Aglycon (Chirobiotic Tag) erreicht.?*¥

Weitere interessante Vertreter dieser Gruppe von CSPs
sind chirale Kronenetherphasen, die urspriinglich von Cram
und Mitarbeitern entwickelt wurden.*

Synthetische neutrale Molekiile mit geringem Molekulargewicht
(Donor-Akzeptor-Phasen /Pirkle-Phasen)

Die erste kommerzialisierte CSP mit vollstdndig synthe-
tischen Selektoren wurde von Pirkle und Mitarbeitern ent-
wickelt.?™ Als Selektor wurde ein DNB-Phenylglycinderivat
verwendet, das ionisch auf Kieselgel immobilisiert wurde.
Spiter wurde eine groflere Sammlung an CSPs vom Donor-
Akzeptor-Typ entwickelt,”” die hiufig m-r-Wechselwirkun-
gen zwischen elektronenreichen und elektronenarmen aro-
matischen Systemen als primdre Wechselwirkung ausnutzen.
Besonders erfolgreich ist zurzeit die Whelk-O1-Phase, die
priorganisierte Spalten zur Insertion der gelosten Substanzen
aufweist und gleichzeitig Stapel- sowie T-artige m-n-Wech-
selwirkungen ermoglicht. Ein interessanter Vorteil dieser
CSP ist die Tatsache, dass aufgrund der Verfiigbarkeit der
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Abbildung 21. Struktur des glycopeptidischen Antibiotikums Teicopla-
nin, des Selektors im CSP Chirobiotic T (mit vier Kavititen A, B, C und
D).

Selektoren in beiden enantiomeren Formen die Elutionsrei-
henfolge wihlbar ist.”*®!

Synthetische ionische Molekiile mit geringem Molekulargewicht mit
lonenaustauscheigenschafien

Fir die Trennung ionisierbarer chiraler Verbindungen
wurden mehrere lonentauscher entwickelt, wie beispielsweise
chirale, auf Chinchona-Alkaloidderivaten basierende Anio-
nentauscher zur Trennung chiraler Sauren®*" oder chirale,
auf chiralen Aminosulfonsiduren basierende Kationentau-
scher zur Trennung chiraler Basen.”*! Am besten beschrie-
ben sind Anionentauscher, die die Chinchona-Alkaloide
Chinin und Chinidin als Riickgrat der Selektoren verwenden.
Die entsprechenden Siulen sind insbesondere aufgrund ihrer
bemerkenswerten Beladbarkeit sehr vielversprechend.?™!

Chelatisierende Selektoren fiir die chirale Ligandenaustauschchro-
matographie

Die ersten CSPs fiir chiralen Ligandenaustausch wurden
in den spéten 60er Jahren entwickelt. Die Methode basiert auf
der reversiblen Koordination immobilisierter Selektoren und
Analyten innerhalb der Koordinationssphire des Metallions,
das einen gemischten ternidren Metallion-Selektor-Analyt-
Komplex bildet.”™ Davankov immobilisierte beispielsweise
Prolin auf Polystyrol und verwendete diese enantioselektive
Matrix in Kombination mit Cu"-haltigen mobilen Phasen zur
Enantiomerentrennung von Aminosiuren.”?"!! Einen Uber-
blick iiber die Methode gibt Lit. [242].

In der zuvor erwihnten Literatur wird ein breites Spek-
trum an Trennproblemen und Beispielen beschrieben. Die
wichtige Problematik der Beladbarkeiten und Sittigungska-
pazititen der CSPs wird in Lit. [219,220] angesprochen. Die
Identifizierung des am besten geeigneten chromatographi-
schen Systems zur Losung eines spezifischen Trennproblems
mithilfe systematischen Sdulenscreenings wurde vor kurzem
erliutert,””! ebenso wie Versuche zur Miniaturisierung zur
Ermoglichung von Hochdurchsatzmethoden.?*

Angew. Chem. 2014, 126, 1240—1274

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Die intensiven Forschungsaktivitidten in der Entwicklung
verbesserter CSPs werden sicher auch in Zukunft verbesserte
chirale stationdre Festphasen hervorbringen. Allerdings ist es
neben der Ermittlung der geeigneten CSP zur Bewiltigung
einer Problemstellung bei der Enantiomerentrennung auch
immer noch eine wichtige Aufgabe, ein Trennverfahren fiir
priaparative Zwecke sorgfiltig zu entwerfen und den am
besten geeigneten Betriebsmodus auszuwihlen.

4.2. Priparative Chromatographie

In analytischen Anwendungen der chromatographischen
Trennung werden relativ geringe Probenmengen auf eine
einzelne Sédule aufgetragen. Dies erzeugt ein mehr oder we-
niger Gaul3-férmiges Profil der eluierenden Peaks. Neben der
Sauleneffizienz (d.h. der Anzahl der Boden), sind die Re-
tentionszeiten und die Selektivitdten zwischen den zu tren-
nenden Komponenten die Hauptparameter, die angepasst
und optimiert werden miissen.

In der priparativen Chromatographie herrschen andere
Zielvorstellungen. Hier miissen die Séulen fiir eine hohe
Produktivitit stark iiberladen werden. Dies wird durch die
Injektion hoherer Konzentrationen erreicht, die oft an der
Grenze der Loslichkeit liegen, und/oder durch groere Pro-
benvolumina. Als Folge davon kontrollieren nichtlineare
Regionen des Verteilungsgleichgewichts die Trennung und
fithren tiblicherweise zu in hohem Maf3e asymmetrischen und
verzerrten Peakformen. Neben den Selektivititen werden
nun die Beladbarkeiten der stationdren Phase sehr wichtig.
Um die Produktivitdt und die Wiedergewinnung zu steigern
sowie den Losungsmittelverbrauch zu senken, wurden meh-
rere Alternativen zur Batch-Chromatographie entwickelt und
in der Industrie verwendet. Beispiele hierfiir sind in
Lit. [245,246] aufgefiihrt. Eine Verfahrensart, die die kon-
ventionelle Batch-Chromatographie verbessert, nutzt das
Prinzip der Rezyklierung nicht ausreichend getrennter Frak-
tionen, wie beispielsweise das sogenannte Steady-State-Re-
cycling.®*! Die wichtigsten zur Enantiomerentrennung ein-
gesetzten Verfahren werden in Lit. [38,199,248] erldutert.
Niitzliche Hinweise und Faustregeln zur Ausarbeitung einer
préparativen chromatographischen Enantiomerentrennung
sind in Lit. [249] gegeben.

Aufgrund der Tatsache, dass ein quantitatives Verstdndnis
und die gezielte Entwicklung einer priparativen Chromato-
graphie die Beriicksichtigung der nichtlinearen Adsorp-
tionsisothermen erfordert, ist die mathematische Beschrei-
bung des Verlaufs der Konzentrationsprofile in den Sdulen
anspruchsvoller als in der analytischen Chromatographie.
Heutzutage stehen jedoch ausreichend genaue Modellglei-
chungen und die zur Losung erforderlichen Instrumente zur
Verfiigung.”'#?'"l  Wichtige Merkmale der nichtlinearen
»iberladenen“ Chromatographie, wie Verdridngungs- und
MitreiBeffekte sowie die erwidhnten Peakverbreiterungen,
sind daher gut verstanden. Da ausreichend genaue Methoden
zur Vorhersage fehlen, ist die Tatsache, dass die erforderli-
chen Adsorptionsisothermen experimentell bestimmt werden
miissen, noch immer ein bedeutendes Problem. Zur Erfiillung
dieser Aufgabe wurde ein breites Spektrum an Methoden
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entwickelt.™ Vorausgesetzt, dass die thermodynamischen
Funktionen und die Effizienz der Sidulen bekannt sind,
konnen verschiedene Betriebsarten gut vorausgesagt und
optimiert werden. Das vorhandene theoretische Instrumen-
tarium kann genutzt werden, um Laborergebnisse auf indu-
strielle Saulen zu iibertragen.”! Ein leistungsstarker Mo-
dellierungsansatz zur Simulation und gezielten Entwicklung
der Steady-State-Recyclingchromatographie wurde vor
kurzem entworfen.?

Aufgrund der Verfiigbarkeit von sowohl CSPs hoher Ka-
pazitdt und Selektivitét als auch von mathematischen Werk-
zeugen, die das Design verschiedener Betriebsarten ermog-
lichen, ist die Trennung racemischer Gemische mithilfe der
préaparativen Flussigchromatographie derzeit in vielen Fillen
der schnellste Weg zur Erzeugung kleiner Mengen reiner
Enantiomere. In den letzten Jahren verbesserte ein beson-
deres Verfahren mit mehreren miteinander verbundenen
Sdulen das Potential der chromatographischen Enantiome-
rentrennung und fiihrte zu verschiedenen Anwendungen im
grofBeren MaBstab. Dieses Verfahren wird im nichsten Ab-
schnitt eingefiihrt.

4.3. Simulated-Moving-Bed-Chromatographie

Das Grundkonzept der Simulated-Moving-Bed(SMB)-
Chromatographie wurde bereits 1961 patentiert.”'®! Ur-
spriinglich wurde es in der petrochemischen und in der Zu-
ckerindustrie eingesetzt, beispielsweise zur Trennung der
Xylolisomere sowie von Fructose von Glucose.?>2

Zur Erklarung des SMB-Verfahrens ist es sinnvoll, zu-
néchst ein hypothetisches True-Moving-Bed(TMB)-Verfah-
ren zu erldutern. Wie schematisch in Abbildung 22 gezeigt,
basiert das Verfahren auf einem Gegenstrom der beiden be-
teiligten Phasen, ndamlich der fliissigen mobilen Phase und der
festen Phase (in diesem Fall nicht stationir). Das TMB-Ver-
fahren ist durch zwei eintretende Strome charakterisiert — den
Zulaufstrom, der das zu trennende Gemisch enthélt, und den
desorbierenden oder Eluentenstrom — sowie durch zwei
Produktauslaufstrome. Die Ein- und Ausldsse teilen die
Anlage in vier Zonen I, I, IIT und I'V. Das Verfahren wirkt als

‘ ? Konz. —>
Wiedergewinnung
Zone IV von Lésungsmittel
Raffinat _ | ________
(A)
Zone Il Trennung
Zufubhr ___ | .
(A+B)
Zone Il Trennung
Extrakt _ | _________
(B) one | Wiedergewinnung
one von Feststoff
5 | ? Eluens

feste Phase flussige Phase

Abbildung 22. Prinzip der True-Moving-Bed (TMB)-Chromatographie
und typische interne Konzentrationsprofile fiir die Trennung eines bi-
naren Gemischs bestehend aus den Komponenten A und B.
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bindrer Fraktionator und kann Gemische trennen, die aus
zwei Komponenten A und B bestehen, beispielsweise zwei
Enantiomeren. Unter erfolgreichen Bedingungen ist einer
der austretenden Strome mit der weniger adsorbierbaren
Verbindung A angereichert (der Raffinatstrom), und der
andere ist mit der stidrker adsorbierbaren Verbindung B an-
gereichert (der Extraktstrom). Jede der vier Zonen muss
bestimmte Aufgaben erfiillen. Die Trennung der zwei Kom-
ponenten des zugefiihrten Gemischs muss in den beiden
mittleren Zonen II und IIT ablaufen. Hier miissen die Fluss-
raten so festgesetzt sein, dass Komponente A in die Richtung
des Raffinatauslasses transportiert wird und Komponente B
in die Richtung des Extraktauslasses. Das Desorbens wird
Zone I zugefiihrt,um Komponente B aufzunehmen und somit
die feste Phase zu regenerieren. Komponente A wird auf der
festen Phase in Zone IV adsorbiert, um den Eluenten zu re-
generieren. Das Verfahren erreicht einen Gleichgewichtszu-
stand, in dem die Positionen der internen Konzentrations-
profile unveriandert bleiben. Vorausgesetzt, dass die Flussra-
ten korrekt angepasst wurden, kann, wie in Abbildung 22
veranschaulicht, eine vollstindige Trennung des Zulaufge-
mischs erreicht werden.

Der Nachteil des beschriebenen TMB-Verfahrens ist die
Tatsache, dass ein kontinuierlicher Transport fragiler fester
Partikel ohne eine unerwiinschte Riickvermischung kaum
moglich ist. Dies fiihrte zu der Idee des Simulated-Moving-
Bed-Verfahrens (Abbildung 23). Hierbei wird der Gegen-

Extrakt _———~. Zonell Zufuhr
(B) (A+B)
- N
(V] )
= 3
o [0]
N =
Raffinat >
Eluens Zone v S—n—" (A)

Abbildung 23. Prinzip der Simulated-Moving-Bed (SMB)-Chromatogra-
phie und typische interne Konzentrationsprofile am Ende einer Schalt-
periode fiir eine bindre Trennung.

strom zwischen fliissiger und stationdrer Phase entweder
durch periodisches synchrones Weiterschalten der Zu- und
Ablaufpositionen oder Bewegen der Trennsdulen simuliert.
Die Verweildauer einer Sdule in einer Zone wird als Zyklus-
oder Schaltzeit bezeichnet. Sie ist ein Aquivalent zum Volu-
menstrom der festen Phase des entsprechenden TMB-Pro-
zesses. Somit imitiert das SMB-Verfahren den TMB-Prozess
unter Beibehaltung von dessen attraktiven Eigenschaften.
Aufgrund der getrennten Schaltabldufe erreicht das SMB-
Verfahren keinen stationdren Zustand, der sich u.a durch
eine konstante Zusammensetzung der Auslassstrome aus-
zeichnen wiirde. Stattdessen erreicht es einen ,,zyklisch sta-
tiondren Zustand®, der durch eine periodische Wiederholung
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an Konzentrationsmustern in den Zonen und an den Aus-
lasspositionen charakterisiert ist.

Die Akzeptanz des SMB-Verfahrens durch die pharma-
zeutische Industrie erfolgte mit einiger Verzogerung. Griinde
waren die Schwierigkeit der Trennprobleme, hohere Anfor-
derungen an die Produktreinheit und das Fehlen zuverléssiger
Designkonzepte. Nach der ersten erfolgreichen Enantiome-
rentrennung 1992 mittels SMB-Verfahren®”! wurden viele
weitere Anwendungen dieser hochproduktiven Methode be-
richtet (siche z.B. Lit. [255-257]). Mehrere umfassende
Ubersichtsartikel beschreiben die Erfolgsgeschichte.?®26]
Typische Produktivitdten, die mit der SMB-Technik erreich-
bar sind, liegen im Bereich von 1-10 Kgg,aniomer K&csp * Tag ™.
Der Durchbruch der SMB-Chromatographie als leistungs-
starkes Instrument zur Enantiomerentrennung steht in engem
Zusammenhang mit der Entwicklung einfach anwendbarer
Auslegungsregeln®2 zusammen mit einer verbesserten
Verfiigbarkeit der erforderlichen Geriteausstattung.

Neben dem konventionellen 4-Zonen-SMB-Verfahren
mit geschlossenem Kreislauf wurden in den letzten Jahren
mehrere verbesserte Modifikationen entwickelt (siche z.B.
Lit. [267-270]), die auch die Anwendung {iiberkritischer
Fliissigkeiten als mobile Phase beinhalten.”’"*?) Die Ver-
fiigbarkeit dieser Varianten erweiterte das Anwendungs-
spektrum® und fiihrte bereits zu den ersten erfolgreichen
Reinigungen von Biomolekiilen mittels kontinuierlicher
Chromatographie.™

4.4. Beispiele préiparativer chromatographischer
Enantiomerentrennungen

In diesem Abschnitt werden anhand der chiralen Mole-
kiile, fiir die im vorigen Abschnitt Moglichkeiten der enan-
tioselektiven Kristallisation diskutiert wurden, verschiedene
Aspekte enantioselektiver praparativer chromatographischer
Trennungen illustriert.

Aufgrund der groflen Auswahl an verfiigbaren chiralen
stationdren Phasen (Abschnitt 4.1) bieten sich in den meisten
Fillen mehrere Moglicheiten, um eine chromatographische
Enantiomerentrennung durchzufithren. Leider steht noch
kein zuverlassiges theoretisches Instrumentarium zur Verfii-
gung, um schnell die beste Kombination aus chiralen statio-
nidren und mobilen Phasen fiir ein gegebenes Trennproblem
zu ermitteln. Infolgedessen basiert diese Auswahl {iblicher-
weise auf Screeningstudien, bei denen analytische (kleine)
Probenmengen in mit potentiellen CSP-Kandidaten gefiillte
kleine Laborsédulen dosiert werden. Es sollte eine ausrei-
chende Loslichkeit in den iiberpriiften Losungsmitteln oder
Losungsmittelgemischen gegeben sein. Als Ergebnis dieser
empirischen Suche koénnen aus den Verhiltnissen der Re-
tentionszeiten Selektivitdten zwischen den beiden Enantio-
meren berechnet werden, die fiir verdiinnte Bedingungen
gelten. Ublicherweise wird in einer zweiten empirischen
Etappe fiir die vielversprechendsten chromatographischen
Systeme eine systematischere Studie durchgefiihrt. Hierbei
miissen als wichtigste zur Vorhersage von Chromatogrammen
erforderliche Information die Adsorptionsisothermen in
einem breiteren Konzentrationsbereich bestimmt werden.
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Diese thermodynamischen Funktionen quantifizieren die
Saulenkapazititen, erlauben die Optimierung der Betriebs-
bedingungen sowie die Diskriminierung zwischen rivalisie-
renden Arbeitsbereichen und bilden somit schlieflich die
wesentliche Basis fiir die quantitative Auslegung des ge-
wihlten chromatographischen Trennverfahrens.

a) Threonin

Ein Beispiel fiir eine erfolgreiche chromatographische
Trennung eines racemischen Gemischs unter analytischen
Bedingungen ist in Abbildung 24 fiir die Aminosiure DL-
Threonin abgebildet. Hierbei wurde eine stationire Phase aus
Chirobiotic T (siche Abbildung24) mit einem Ethanol-

1507 L-(2S,3R)-(-)-Threonin

5 D-(2R,3S)-(+)-Threonin
I 1004

E

5

5

2 s0]

c VN
0 2 4 6 8 10 12 14

Zeit / min

Abbildung 24. Chromatographische Trennung von pL-Threonin. Chirale
stationdre Phase: Chirobiotic T (5 um, L=250, d=4.6 mm, ASTEC/
Sigma Aldrich, USA), mobile Phase: Ethanol/Wasser (60:40, v/v). In-
jektionsvolumen: 5 L, Injektionskonzentration: 1% pL-Threonin in
Wasser, Flussrate: 0.5 mLmin~', T=24°C, Detektion: UV bei

200 nm "7

Wasser-Gemisch (60:40) als mobile Phase verwendet. Of-
fensichtlich liegt eine erhebliche Selektivitit vor, die fiir
préiparative Zwecke ausgenutzt werden kann, indem peri-
odisch grolere Mengen an pL-Threonin dosiert werden. Die
Entwicklung und Anwendung einer chromatographischen
Methode fiir die Trennung gro3erer Mengen dieser Threonin-
Enantiomere ist allerdings nicht sinnvoll, da diese Amino-
sdure zu der relativ kleinen Gruppe der Konglomerate gehort,
fiir die das Verfahren der Bevorzugten Kristallisation (Ab-
schnitt 3) deutlich attraktiver ist als die anspruchsvollere
chromatographische Trennung. Daher wurden keine weiteren
Anstrengungen unternommen, die chromatographische
Trennung von DL-Threonin in einem grofleren Mafstab
durchzufiihren.

b) Mandelsciure

Abbildung 25 zeigt zwei chromatographische Trennungen
eines in Wasser gelosten racemischen Gemischs der Man-
delsdure-Enantiomere. Es wurden zwei Arten an chiralen
stationdren Phasen in konventionellen HPLC-Sdulen ver-
wendet (CSP I: das makrocyclische Glycopeptid Chirobio-
ticT mit Triethylammoniumacetat/Methanol als mobile
Phase; CSP II: eine auf Cyclodextrin basierende CSP mit
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Abbildung 25. Chromatographische Trennungen von racemischer Man-
delsdure mithilfe zweier verschiedener chiraler stationirer Phasen.
Erste Peaks: (S)-(+)-Mandelsdure, zweite Peaks:(R)-(—)-Mandelsiure.
Injektionsvolumen: 1 pL, Injektionskonzentration: 1% (RS)-(+)-Man-
delsidure in Wasser, Flussrate: 0.5 mLmin~', Temperatur: 20°C, Detek-
tion: UV bei 254 nm. CSP |: Chirobiotic T (ASTEC/Sigma Aldrich, USA,
5 um, 150x4.6 mm), mobile Phase A: 0.3 M Methanol/TEAA (20:80,
v/v), pH 4, T=40°C. CSP II: Nucleodex B-OH (Macherey-Nagel,
Deutschland, 5 pm, 200 x4 mm), mobile Phase: 0.05 M NH,Ac/Aceto-
nitril (95:5, v/v), pH 3, T=20°C.'”

einer wissrigen Pufferlosung und Acetonitril als mobile
Phase) (Tabelle 3). Details der Bedingungen fiir die Trennung
sind in der Abbildungslegende aufgefiihrt. Offensichtlich
bietet CSP I die hohere Selektivitét fiir diese Trennung.

Tabelle 3: Firr die Trennung der Mandelsiure-Enantiomere verwendete
Zusammensetzungen der CSPs und der mobilen Phasen (v/v).?7>¢l

CSP Mobile Phasel

| A: MeOH:0.3 m TEAAc (20:80), pH 4.02

| B: EtOH:0.36 m TEAAc (1:1), pH 6.56

| C: MeOH:MeCN:TEAAc:HOAC (54.5:45:0.25:0.25)
Il MeCN:HOACc:0.05m AAc (4.5:9.1:86.4), pH 3.0

[a] MeOH: Methanol, TEAAc: Triethylammoniumacetat, EtOH: Ethanol,
MeCN: Acetonitril, HOAc: Essigsdure, AAc: Ammoniumacetat.

Neben der Selektivitét ist auch die Beladbarkeit der sta-
tiondren Phase von grofer Bedeutung. Hiufig kann das
Modell der Langmuir-Adsorptionsisothermen zur Beschrei-
bung der iiblicherweise nichtlinearen Verteilungsgleichge-
wichte angewendet werden.*®]

9= Gt % 1)
In dieser Gleichung stehen ¢ und ¢ fiir die Konzentrationen in
der Fliissigkeit bzw. der adsorbierten Phase, g, ist die Satti-
gungskapazitit, und b ist ein Parameter, der die Nichtlinea-
ritdt der Isothermen beschreibt. Die durch Vermessung von
Durchbruchskurven (,frontal analysis®) ermittelten Para-
meter aus Gleichung (1) sind in Tabelle 4 fiir die beiden zur
Trennung der Mandelsidure-Enantiomere anwendbaren CSPs
aufgefiihrt. %2271 Zysiitzlich wurden zwei weitere mobile
Phasen beriicksichtigt (Tabelle 3), die hohere Loslichkeiten
ermoglichen. Die Isothermenparameter offenbaren, dass die
verschiedenen chromatographischen Systeme sehr unter-
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Tabelle 4: Parameter der Adsorptionsisothermen und Léslichkeitsab-
schatzung der Mandelsaure-Enantiomere fiir verschiedene chromato-
graphische Systeme ?>-277)

System Enan- T Gsat b a=(Gsatb)r/  Cmax
tiomer [°C] [gL] [Lg] (Gsab)s (gL ]

LA R-(—) 40 77.8 0.0207 1.40 15
S-(+) 40 2612  0.0044 15

I.B R(—) 40 1818  0.0064 1.14 55
S-(4) 40 178.3 0.0057 55

I.C R(—) 40 1551 00086 1.24 38
S-(+) 40 2764  0.0039 38

1l R-(—) 20 70.6 0.1222 1.07 5
S-(+) 20 725 01N 5

schiedliche initiale Isothermenanstiege, Sattigungskapazita-
ten und Trennfaktoren aufweisen. In Tabelle 4 sind auerdem
Maximalkonzentrationen c,,,, aufgefiihrt, die den Anwend-
barkeitsbereich des Adsorptionsisothermenmodells sowie
ungefdhre Loslichkeitsobergrenzen als eine wichtige Rand-
bedingung in der préparativen Chromatographie kennzeich-
nen.

Unter Verwendung der ermittelten thermodynamischen
Informationen sowie der spezifischen theoretischen Trenn-
stufenzahlen der chromatographischen Siulen wurde eine
Optimierungsstudie durchgefiihrt. Dabei wurden Leistungs-
parameter mit einem konventionellen dynamischen Prozess-
modell vorhergesagt.”'%?”>2%l In Abbildung 26 sind die Er-

700

600 - LA

500 - 1.C
400 -
300 -
200 -

100 -

spezifische Produktivitat / gL™"csp Tag™

0 - T T
0 20 40 60

Enantiomerkonzentrationen (Dosierung) (cr=cs) / gL‘1

Abbildung 26. Produktivititen der chromatographischen Trennung von
racemischer Mandelsiure als Funktion der Injektionskonzentration fiir
die vier in den Tabellen 3 und 4 zusmmengefassten Systeme.?’®

gebnisse in Bezug auf die erreichbaren Produktivititen dar-
gestellt. Fiir alle Systeme ist es vorteilhaft, die Sdulen in der
Néhe der Loslichkeitsgrenze zu betreiben. Die hochste
Leistung erbringt CSP I zusammen mit der mobilen Phase A.
Dies ist im Wesentlichen auf den von diesem System gebo-
tenen hochsten Trennfaktor zuriickzufithren (a=1.40).
Obwohl die mobile Phase B eine deutlich hohere Loslichkeit
und mit CSP I dhnliche Sattigungskapazitdten wie mit System
I.A bietet, kann der geringere Trennfaktor nicht kompensiert
werden. Offensichtlich kann CSP II nicht als Alternative zur
Losung dieses Trennproblems in Betracht gezogen werden.
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c) Trégersche Base

Die Trennung der racemischen Trogerschen Base ist ein
klassischer Testproblem in der chromatographischen Enan-
tiomerentrennung. Die erste erfolgreiche Trennung unter
Verwendung von mikrokristallinem Cellulosetriacetat als
CSP wurde 1973 von Hesse und Hagel beschrieben.”’! Die
Ergebnisse weiterer systematischer Untersuchungen sind in
Lit. [279] gegeben. Die erfolgreiche Anwendung von Cellu-
losetriacetat in einem kontinuierlichen SMB-Verfahren mit 8
Sdulen wurde in Lit. [280] beschrieben. Spiter erwiesen sich
viele weitere CSPs als fiir die Trennung geeignet. Die Er-
gebnisse des Screenings von Polysacchariden und Losungs-
mitteln ebenso wie eine Optimierung der Beladbarkeit und
der Produktivitit sind beschrieben.® Erfolgreiche Enan-
tiomerentrennungen funktionalisierter Derivate der Troger-
schen Base unter Verwendung verschiedener CSPs wurden in
Lit. [282-284] erortert.

Erste Berichte iiber ungewohnliche Formen der chroma-
tographischen Peaks der Enantiomere der Trogerschen Base
sind in Lit. [285,286] publiziert. In Arbeiten unserer Gruppe
wurden diese merkwiirdigen Peakformen bestitigt.”*”! Ab-
bildung 27 zeigt einzelne Elutionsprofile der beiden reinen
Enantiomere der Trogerschen Base mit mikrokristallinem
Cellulosetriacetat (CTA) als stationidre Phase und reinem
Ethanol als mobile Phase. In einer Serie aus Uberladungen
der Siule kann fiir das (—)-Enantiomer die Entwicklung
asymmetrischer Peaks mit einem zunehmenden ,,Tailing®
beobachtet werden, wohingegen die Peakformen des
(+)-Enantiomers einem anderen Verlauf folgen. Im Verlauf
sukzessiver Sduleniiberladungen sind die Elutionsprofile der
(4)-Trogerschen Base durch eine initiale Orientierung des
Peakmaximums hin zu ldngeren Retentionszeiten charakte-
risiert. Durch weiteres Beladen dndert sich dieser Verlauf,
und die Orientierung des Maximums verschiebt sich zu kiir-

2.5

Konzentration / gL
o N

-

0.5

Zeit / min
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zeren Retentionszeiten, was typisch ist fiir die Langmuirschen
Systeme, die Gleichung (1) folgen.!*!

Systematische Studien zur Messung der Adsorptionsiso-
thermen der beiden Enantiomere mittels Frontalanalyse!*"
belegten die komplexe Form der Isotherme fiir das
(+)-Enantiomer (Abbildung 28). Die Isotherme ist durch
einen Wendepunkt bei eine Konzentration der fliissigen
Phase von etwa 0.5 gL' charakterisiert.

Die fiir das (4)-Enantiomer gemessene Isotherme kann
nur mittels komplexerer Isothermengleichungen beschrieben
werden. Die folgende quadratische Gleichung, die aus der
statistischen Thermodynamik hervorgeht, kann das beob-
achtete Verhalten wiedergeben.”®

c(by +2b,c)

o 2
1 + by + byc? @)

q=q

Unter Verwendung a) der in Lit. [289,291] abgeleiteten
Parameter, b) der Theorie der ideal adsorbierten Losung,
die Mehrkomponenten-Adsorptionsgleichgewichte fiir belie-
bige Formen der Einzelkomponenten-Isothermen beschrei-
ben kann, und c) des Gleichgewichtsdispersionsmodells einer
Chromatographiesiule®® konnten gemessene Elutionspro-
file der Trogerschen Base fiir die einzelnen Enantiomere
(Abbildung 27) und racemische Gemische (Abbildung 29)
recht gut abgebildet werden.**”!

Weitere Arbeiten hinsichtlich der thermodynamischen
Charakterisierung dieses anspruchsvollen Chromatographie-
systems und erste Versuche, das Verhalten basierend auf
molekularen Simulationen zu erkléren, sind in Lit. [294,295]
zu finden.

Berichte tiber erfolgreiche kontinuierliche chromatogra-
phische Trennungen der Enantiomere der Trogerschen Base
mittels SMB-Verfahren und ChiralPak AD als CSP wurden
vor kurzem publiziert.?*>""]

0.8

o
o

Konzentration / gL
©
N

o
N

10 20 30 40
Zeit / min

Abbildung 27. Serie an Uberladungen einer mikrokristallinen Cellulosetriacetatsdule mit Injektionen der reinen Enantiomere der Trégerschen Base.
Mobile Phase: Ethanol, Flussrate: 0.5 mLmin~', Temperatur: 20°C, Injektionskonzentration: 15 gL™', Injektionsvolumina: 10, 30, 90, 250 pL.

Links: (—)-Trégersche Base. Rechts: (+)-Trégersche Base. Symbole: Experiment, Linien: Theorie.!
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Abbildung 28. Adsorptionsisothermen (oben) bei 20°C und die zugehdérigen Profile g/c vs. ¢
(unten) fiir die Adsorption der Enantiomere der Trogerschen Base in Ethanol auf mikrokris-
tallinem Cellulosetriacetat.””!
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Abbildung 29. Gemessenes und simuliertes Chromatogramm fiir die Trennung der Enantio-
mere der Trégerschen Base bei starker Uberladung der Saule. Symbole: Experiment, Linien:
Gleichgewichtsdispersionsmodell unter Verwendung der Theorie der ideal adsorbierten
Lésung [Gl. (2)]. Flussrate: 0.5 mLmin~"', Temperatur: 20°C, Injektionsvolumina: 1 puL, Injek-
tionskonzentrationen: 1.5 gL' .
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d) Methionin

Zur Durchfiithrung einer Vergleichsstu-
die wurden in Lit. [298] zwei auf makrocy-
clischen Glycopeptiden basierende CSPs
zur Trennung der Methionin-Enantiomere
eingesetzt, ndmlich Teicoplanin (Chirobio-
tic T, ASTEC/Sigma Aldrich, USA) und
Eremomycin (Chirasel E, BioChemMack,
Russland). Eremomycin (M=
1540 gmol 1! enthélt 22 Chiralititszen-
tren, drei Hohlrdume, drei Zuckereinhei-
ten, fiinf aromatische Ringe, eine
Carboxylgruppe, neun Hydroxygruppen,
siecben Amidfunktionen und drei Amino-
gruppen.

In Abbildung 30 sind die Adsorptions-
isothermen der beiden Methionin-Enan-
tiomere bei 25°C fiir diese CSP dargestellt.
Die entsprechenden Zusammensetzungen
der mobilen Phasen sind in der Abbil-
dungslegende angegeben. Die Selektivita-
ten sind signifikant und unterscheiden sich
fiir die beiden CSPs kaum.

Elutionsprofile wurden anhand der in
Abbildung 30 gezeigten Isothermen und
des bereits erwidhnten Gleichgewichts-
disperionsmodells vorhergesagt. Ein typi-
sches Ergebnis ist in Abbildung 31 zu
sehen. Es demonstriert die Eignung der
Adsorptionsisothermen- und Sdulenmo-
delle zur Beschreibung der Form der Elu-
tionsprofile und zur Evaluation von Leis-
tungsparametern.

Abbildung 32 fasst die Ergebnisse in-
tensiver numerischer Simulationen zusam-
men, die mit dem validierten Modell
durchgefiihrt wurden. Fiir die verwendete
Batchsdule (Labormafstab) wurde der
Einfluss der injizierten Menge auf das ma-
thematische Produkt aus Produktivitét
(PR) und Ausbeute (recovered yield, RY,
bezogen auf die Menge im Ausgangsmate-
rial) untersucht. Die Abbildung belegt
eindeutig die bessere Leistung von Chira-
sel E und liefert Informationen iiber die
geeignetsten Injektionsmengen. Auflerdem
ist zu erkennen, dass die Leistung des
chromatographischen Verfahrens hoher ist,
wenn das zuerst eluierende L-Methionin
das Zielmolekiil ist. Basierend auf dieser
Information konnen klassische Scale-up-
Regeln zur Vorhersage optimaler Be-
triebsparameter fiir groflere Sdulen ange-
wendet werden. %!

Aufgrund der Tatsache, dass Chirasel E
produktiver war und auch stabiler zu sein
schien als Chirobiotic T, wurde es in einer
experimentellen SMB-Untersuchung ver-
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Abbildung 30. Adsorptionsisothermen von L- und p-Methionin bei
25°C fiir Chirobiotic T (Punkte) mit EtOH/H,0 40:60 (v/v) und Chira-
sel E (Linie) mit MeOH/H,0O (0.1m NaH,PO,) 20:80 (v/v).”*
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Abbildung 31. Experimentelle (Symbole) und berechnete Elutionsprofi-
le (Punkte) von pL-Methionin fiir die Chirasel E-Sdule. Injektionskon-
zentrationen fir beide Enantiomere: 6.1 gL™'; der erste Peak ent-
spricht L-Methionin.?*®
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Abbildung 32. Produktivitat (PR) multipliziert mit der Ausbeute (RY)
von L- (Kreise) und p-Methionin (Dreiecke) als Funktion der injizierten
Menge fiir zwei CSPs (Chirobiotic T, EEOH/H,O 40:60 (v/v), geschlos-
sene Symbole, und Chirasel E, MeOH/H,0 (0.1m NaH,PO,) 20:80
(v/v), offene Symbole). Vorgegebene Reinheitsanforderung: 99 %.5%

wendet. Es wurden 8 miteinander verbundene konventionelle
HPLC-Sdulen eingesetzt (jeweils L =10cm, d=0.46 cm).
Dabei wurden Zulaufkonzentrationen von bis zu 10 gL~
verwendet, die im nichtlinearen Bereich der Adsorptions-
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isothermen liegen. Eine erfolgreiche kontinuierliche Tren-
nung der beiden Methionin-Enantiomere gelang nach einer
sorgfiltigen Auslegung des SMB-Prozesses. Die Gesamtpro-
duktivitit des  Trennverfahrens wurde zu etwa
0.75 kgkg 'cspTag ™! ermittelt.F

5. Kopplung von Chromatographie und Kristallisati-
on

Nachdem wir enantioselektive Kristallisation und Chro-
matographie separat diskutiert haben, wird in diesem Ab-
schnitt ein sehr vielversprechendes Konzept beschrieben, das
auf einer Kopplung der beiden Techniken basiert. Die
Grundidee dahinter ist die bekannte Tatsache, dass jedes
Trennverfahren an Leistung einbiiflt, wenn die Anforderun-
gen beziiglich der Produktreinheit angehoben werden. Be-
trachtet man beispielsweise die SMB-Chromatographie, ist
offensichtlich, dass das Verfahren deutlich sorgfiltiger und
konservativer ausgelegt und betrieben werden muss, wenn die
Reinheit der die entsprechenden Einheiten verlassenden
Strome sehr hoch sein muss im Vergleich zu einer Konstel-
lation, in der niedrigere Reinheiten akzeptabel sind. Dartiber
hinaus handelt es sich bei der Kristallisation verglichen mit
der praparativen Chromatographie um ein kostengiinstigeres
und im Allgemeinen einfacheres Verfahren. Wie zuvor dis-
kutiert, ist im Fall von Systemen mit racemischen Verbin-
dungen fiir die erfolgreiche Anwendung enantioselektiver
Kristallisationstechniken allerdings die Bereitstellung einer
gewissen enantiomeren Anfangsanreicherung erforderlich.
Demzufolge bietet es sich an, der Kristallisation einen chro-
matographischen Schritt vorzuschalten, der gerade die er-
forderliche Ausgangszusammensetzung liefert.”"%! Bei-
spiele fiir solche Hybridverfahren wurden vor kurzem syste-
matisch im Rahmen des europédischen FP7-Projekts INTE-
NANT (INTegrierte Synthese und Trennung von ENAN-
Tiomeren) untersucht. Dieses Projekt war erfolgreich in der
Erforschung von Moéglichkeiten zur Kombination von che-
mischen und physikalischen Verfahren zur Gewinnung reiner
Enantiomere.*"

Im Rahmen des INTENANT-Projekts wurde u.a. eine
umfassende Fallstudie zur Racemattrennung von Bicalut-
amid, einem zur Behandlung von Prostatakrebs verwendeten
Wirkstoff, mittels SMB-Chromatographie, mit dem Ziel der
Durchsatzmaximierung bei reduzierter Produktreinheit
durchgefiihrt."® Abbildung 33 zeigt die Struktur des ge-
wiinschten (R)-Enantiomers. Derzeit wird Bicalutamid als
Racemat verkauft. Die Isolierung des reinen (R)-Enantio-
mers aus einem zuvor angereicherten Gemisch beider

CF3
CN
Abbildung 33. Struktur von (R)-Bicalutamid.'®®!
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Methanol Antisolvens Wasser
e !
racemischer : 2 2
Feed ! — |1 B 3|1 c 3 (R)-Bicalutamid
" Lésungsmittelver- selektive
Methanol % i dampfung (partiell) Kristallisation
: und S/L-Trennung 4

feste i Phase (racemisch)

Abbildung 34. FlieRschema des gekoppelten Verfahrens zur Isolierung von

fliissige Phase (eutektisch)

(R)-Bicalutamid (Zielenantiomer). Das racemische Feed-Gemisch wird

zunidchst mittels SMB-Chromatographie (A) angereichert und in zwei nachfolgenden Kristallisationsschritten (B und C) weiter aufgereinigt. Rezyk-

lierung von Teilen der festen Phase aus (B) und der gesamten Mutterlauge

Enantiomere konnte erfolgreich vom Labormaf3stab mit nur
wenigen Gramm an Material auf einen MaB3stab von 600 g des
Racemats iibertragen werden. Der Durchsatz des anfiangli-
chen SMB-Chromatographieschrittes mit Chiralpak AD als
stationdrer Phase konnte durch die Absenkung der Rein-
heitsvorgaben deutlich angehoben werden. Die den SMB-
Auslass verlassende Fraktion besaBl eine Zielanreicherung
von 92:8 und wurde, wie in Abbildung 34 dargestellt, zwei
weiteren Kristallisationsschritten unterworfen. Weitere De-
tails, wie sich die Verschiebung der eutektischen Zusam-
mensetzung im Bicalutamid-Phasendiagramm mit der Tem-
peratur sowie die Zugabe von Wasser als Antisolvens fiir ein
optimales Trennergebnis nutzen lésst, sind an anderer Stelle
beschrieben."*™! Die zwei Kristallisationsschritte erhchten
stufenweise die Enantiomerenreinheit auf 99.99 % fiir das
Endprodukt. Die experimentell erzielte Ausbeute betrug
45%.

Mit dem Ziel, das Potenzial solcher Hybridverfahren aus
Chromatographie und Kristallisation systematischer und ef-
fizienter zu analysieren und zu bewerten, wurden ,,Short-Cut-
Methoden* entwickelt.?”>3%3%] Ein Vergleich konkurrieren-
der Konzepte ist fiir das Beispiel Bicalutamid in Abbildung 35
gegeben. Die Ergebnisse zeigen, dass im Vergleich zum allein
betriebenen SMB-Prozess mit dem gekoppelten Prozess bei
einer ,,SMB-Ubergabereinheit“ von 92% eine mehr als

-
o

nur
Chromatograpie

N
&)

Chromatographie und
Kristallisation: 100%
XK .

(4)]

nur Chromato-
grapie 100%  —|

J

Produktivitat / gL™" min~"

0]
70 80 90 100
Reinheit / %

Abbildung 35. Optimierte Produktivititen fuir (R)-Bicalutamid bei allei-
niger Anwendung des SMB-Verfahrens (die rechte Raute markiert die

Produktivitat fir 100% Reinheit, die obere durchgezogene Linie kenn-
zeichnet die Produktivititssteigerung fiir abgesenkte Reinheiten). Die

gepunktete Kurve verdeutlicht die Produktivititssteigerung des gekop-
pelten Verfahrens. (Basierend auf Lit. [168].)

aus (C) erhdhen die Ausbeute. (Aus Lit. [168].)

doppelt so hohe Produktivitit der Gewinnung von R-Bica-
lutamid moglich ist.['5¥]

FEine allgemeinere Analyse ergab, dass der beschriebene
Hybridprozess mit groer Wahrscheinlichkeit insbesondere
fiir Systeme mit einer eutektischen Zusammensetzung nahe
am Reinenantiomer vorteilhaft ist.

Ahnliche Ergebnisse wie fiir Bicalutamid wurden bereits
zuvor bei der Enantiomerentrennung von Mandelsdure mit
einer Chirobiotic T-Chromatographiesdule in Kombination
mit einem Kristallisationsverfahren erhalten. Dabei wurde
hinsichtlich des Kiristallisationsschrittes von der Annahme
eingestellter Gleichgewichte ausgegangen.”™ Der Referenz-
fall war auch hier eine ausschlieBliche Anwendung des SMB-
Verfahren (100% Reinheit). Fiir dieses spezielle Beispiel
wurde eine optimale Ubergabereinheit zwischen Chromato-
graphie und Kiristallisation von 93 % ermittelt, was zu einer
Leistungssteigerung von etwa 45 % im Vergleich zur SMB-
Chromatographie allein fiihrte.

Beziiglich der Enantiomerentrennung der Trogerschen
Base wurde in Lit. [191] ein genetischer Algorithmus zur
Optimierung der gekoppelten Verfahren verwendet. Eine
Mehrgrolenoptimierung der Produktivitdt und Verdamp-
fungskosten bezogen auf essenzielle Betriebsparameter
(Saulenlange und SMB-Feed-Konzentration) ergab fiir dieses
gekoppelte Verfahren eine optimale SMB-Ubergabereinheit,
die einen Kompromiss zwischen SMB-Leistung und Riick-
gewinnung der Mutterlauge darstellt. Weitere Beispiele zur
Quantifizierung von Kombinationen aus Chromatographie
und Kiristallisation sind in Lit. [306-308] beschrieben. Alle
hier zusammengefassten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass
der gekoppelte Prozess eine bessere Performance erzielen
kann als ein SMB-Verfahren allein.

Ein alternatives Anreicherungsverfahren wurde vor
kurzem in Lit. [309] vorgeschlagen. Dieses basiert auf der
Verwendung einer enantioselektiven Membran im Rahmen
eines Pertraktionsprozesses. Es sind andere Kombinationen
aus verschiedenen Trennverfahren mit nachfolgender Kris-
tallisation denkbar.

Eine offensichtliche und attraktive Alternative, um eine
anféngliche Anreicherung fiir die Kristallisation zur Verfii-
gung zu stellen, ist natiirlich eine partiell selektive Synthese.
Dieser Ansatz wurde beispielsweise in Lit. [171,310] be-
schrieben.
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6. Verfahrenskonzepte unter Beriicksichtigung der
Racemisierung

In lebendem Gewebe besitzen alle Aminosduren die L-
Konfiguration, aber nach dem Tod eines Organismus erfolgt
eine sehr langsame Racemisierung, was fiir Altersbestim-
mungen verwendet werden kann.'!

In Trennverfahren zur Erzeugung reiner Enantiomere
wird zusétzlich zum gewiinschten Produkt tiblicherweise eine
zweite Fraktion erhalten, die mit dem Gegenenantiomer an-
gereichert ist. Aus 6konomischen Griinden ist es in hohem
MafBe wiinschenswert, auch diese Nebenfraktion zu verwer-
ten. Dies gelingt durch Implementieren ausreichend schneller
Racemisierungsreaktionen. Falls diese Reaktionen erfolg-
reich verlaufen, konnen die gebildeten Racemate wieder dem
Feed-Strom oder an einer anderen geeigneten Stelle des
Trennprozesses zugefithrt werden, wodurch eine Erhohung
der Ausbeute des Zielenantiomers moglich wird. Im Idealfall,
in dem kein Gegenenantiomer wihrend des Prozesses ver-
lorengeht, ist theoretisch eine Ausbeute von 100 % méglich.

Mit dem Ziel einer Wiederverwendung des Gegenenan-
tiomers gibt es zahlreiche Anstrengungen zur Entwicklung
selektiver und ausreichend aktiver Racemisierungskatalysa-
toren. Sowohl chemische als auch enzymatische Verfahren
werden angewendet. Konzepte und aktuelle Beispiele von
Racemisierungen mithilfe von Metallkatalysatoren sind in
Lit. [312] beschrieben.

Der allgemeine Ansatz fiir die Kombination von chro-
matographischen Trennungen und Biotransformationen wird
z.B. in Lit. [313] vorgestellt und diskutiert. Eine Ubersicht
neuer Beispiele von Kombinationen aus enantioselektiver
HPLC, einschlieBlich der SMB-Chromatographie, mit Race-
misierungen wird in Lit. [273] gegeben.

Bezugnehmend auf ein oben bereits ausfiihrlich disku-
tiertes Beispiel werden in Lit. [314] interessante Fortschritte
bei der Entwicklung einer effizienten Mandelatracemase
vorgestellt. In Lit. [315] wird die Herstellung einer
rekombinanten Aminosdureracemase mit breiter
Substratspezifitdt aus in Escherichia coli einklonier-
ter Pseudomonas putida beschrieben. Enzymlyophi-
lisate unterschiedlicher Reinheit wurden in Lit. [155]
in der Racemisierung von Methionin und Asparagin
eingesetzt. Die entsprechende Racemase wurde au-
Berdem erfolgreich fiir die In-situ-Racemisierung
wihrend einer Bevorzugten Kristallisation der As-
paragin-Enantiomere verwendet. Kristallisations-
experimente, begleitet von enzymatischer Racemi-
sierung, fithrten zu einem signifikanten Anstieg an
kristallisiertem L-Asparagin.!'?>!>

Im Rahmen des erwidhnten INTENANT-Projekts
wurde ein integriertes Verfahren zur Enantiome-
rentrennung der industriell relevanten Substanz 2',6'-
Pipecoloxylidid (PPX, Abbildung 36) untersucht.['®’)
(S)-PPX ist ein Intermediat bei der Herstellung ver-
schiedener Lokalanisthetika. Das entwickelte inte-
grierte chirale Trennverfahren besteht aus einer
Kombination von Chromatographie, Kristallisation
und Racemisierung. Das FlieBschema des Gesamt-
verfahrens ist in Abbildung 37 gezeigt. Zur Erzeu- gen.
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gung einer enantiomerenangereicherten Losung aus dem
PPX-Racemat wurde prédparative Chromatographie einge-
setzt. Trotz der Tatsache, dass die verwendete chromatogra-
phische Trennung fiir sich allein betrachtet eine unbefriedi-
gende Auftrennung bot, resultierten abgesenkte Reinheits-
vorgaben in einer verbesserten Produktivitit, einem redu-
zierten Eluentvolumen und einem Produktstrom, der fiir eine
enantioselektive Kristallisation ausreichend angereichert
war. Eine Kristallisation im 2-Phasen-Gebiet des Phasendia-
gramms lieferte (S)-PPX mit einer Reinheit von >99.5%.
Der (R)-PPX-reiche Chromatographiestrom wurde mithilfe
eines homogenen Rutheniumkatalysators (Shvo-Katalysator)
racemisiert,'®3'>! was auf effiziente Weise ein racemisches
PPX lieferte (Abbildung 36), das zusammen mit neuem Feed-
Gemisch dem Chromatographieschritt zugefiithrt wurde. Die
Gegenwart von Alkoholen fiihrte zu einer unerwiinschten
Nebenreaktion, die es erforderlich machte, das Ethanol vor
der Racemisierung durch Destillation aus dem Chromato-
graphieablauf zu entfernen (Abbildung 37). Das rational
entworfene und erfolgreich eingesetzte integrierte Verfahren
verwendet als gemeinsames Losungsmittel Dibutylether
(DBE) und erlaubt eine vollstindige Riickgewinnung aller
Losungsmittel und des unerwiinschten (R)-PPX. Es konnte

H f , H
NS, Shvo-Katalysator N
TH//Hj - H
(¢] (o}
(S)

_PPX ' Isopropylalkohol

vorgeschlagenes Nebenprodukt

rac-PPX

Abbildung 36. Struktur von (S)-Pipecoloxylidid ((S)-PPX) und Reakti-
onsschema fiir die Racemisierung.'®!

_ DBE, EtOH, __ |teilweise Entfernung
DEA des Lésungsmittels

1
Xsyppx < 0.5

Chromatographie
(DBE, EtOH, DEA)

teilweise Entfernung
des Lésungsmittels

Produkt

S-PPX

Kristallisation
(DBE)

DBE, EtOH, DEAy

<
-¢

Mutterlauge
X(s)-ppx 2 0.67

Abbildung 37. Schema des integrierten Verfahrens zur Trennung von racemischem
PPX. Zu Beginn wird das racemische Gemisch chromatographisch angereichert.
Der resultierende, mit (S)-PPX angereicherte Strom wird nach Erzeugung von Uber-
sattigung einer Kristallisation unterworfen. Die Mutterlauge wird wieder der chro-
matographischen Anreicherung zugefiihrt. Der (R)-PPX-reiche Strom wird racemi-
siert und dann ebenfalls wieder dem chromatographischen Schritt zugefiihrt. Inter-

mediire Destillationen dienen der Anpassung der Lésungsmittelzusammensetzun-
[169]
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experimentell im Labor- und PilotmaBstab (Grammbereich
bzw. mehrere 100 g) validiert werden und erzielte sowohl eine
hohe Produktivitit als auch Ausbeute.®”!

Bedenkt man das enorme Potential des allgemeinen An-
satzes, sind Berichte iiber industrielle Verfahren, die konse-
quent Racemisierungen ausnutzen, immer noch selten. Dies
ist unter anderem wohl auch darauf zuriickzufiihren, dass
Probleme durch die Bildung unerwiinschter Zersetzungs-
produkte auftreten konnen. Die oben beschriebenen und
andere vielversprechende Ergebnisse 1osen derzeit intensive
Bemiihungen um eine systematischere Integration von
Racemisierungsschritten in Prozessketten zur Erzeugung
reiner Enantiomere aus.

7. Zusammenfassung

In diesem Aufsatz wurden verfahrensorientierte Kon-
zepte fiir die prdparative Enantiomerentrennung beschrie-
ben. Insbesondere wurde gezeigt, dass der ,racemische®
Ansatz eine leistungsstarke Alternative zur enantioselektiven
Synthese bietet.

Kristallisationsbasierte Methoden und die préparative
Chromatographie wurden basierend auf zahlreichen Fallstu-
dien erortert. Derzeit scheinen dies die am weitesten entwi-
ckelten Trennmethoden zu sein.

Auswahl, Design und Optimierung von Kristallisations-
verfahren erfordern Kenntnisse der zugrundeliegenden Fest-
fliissig-Gleichgewichte, die experimentell gewonnen werden
miissen. Basierend auf den spezifischen Phasendiagrammen
konnen produktive Prozessmodi identifiziert werden.

Aufgrund der Verfiigbarkeit hochselektiver chiraler sta-
tiondrer Phasen kann die priparative (,,iberladene*) Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie derzeit als das vielsei-
tigste Verfahren angesehen werden. Die erforderliche
Hochdruckausriistung und die Komplexitit des Verfahrens
schrinken die Anwendung im groferen Maf3stab ein. Der
Durchbruch der Simulated-Moving-Bed-Technik trigt zur

A. Seidel-Morgenstern und H. Lorenz

weiteren Verbreitung der chromatographischen Enantiome-
rentrennung bei.

Als ein sehr vielversprechender Ansatz wird die Anwen-
dung von Hybridverfahren angesehen, die die positiven
Merkmale verschiedener Trennverfahren kombinieren.
Obwohl die Auslegung dieser Verfahren eine groere Her-
ausforderung darstellt, stehen jetzt Leitlinien fiir ein ratio-
nales Design zur Verfiigung. Im Rahmen des INTENANT-
Projekts wurde gezeigt, dass die erreichbaren Gesamtpro-
duktivititen signifikant gesteigert werden konnen, beispiels-
weise durch eine initiale Anreicherung mittels Chromato-
graphie gefolgt von einem hochselektiven Kristallisations-
verfahren. Basierend auf den in den beiden beschriebenen
Fallbeispielen erhaltenen Ergebnissen (Bicalutamid und
PPX) und weiteren Beispielen wurde ein Entscheidungsbaum
vorgeschlagen, der die wirtschaftlich relevante Frage be-
riicksichtigt, ob eine Verbindung effizient racemisiert werden
kann oder nicht (Abbildung 38).

Falls eine Racemisierung moglich ist, ist die Kenntnis des
Phasendiagramms des spezifischen chiralen Systems erfor-
derlich, um a) zu entscheiden, ob ein Konglomerat vorliegt,
und anschlieBend b) die eutektische Zusammensetzung des
chiralen Systems zu bewerten. Als Folge dieser Informatio-
nen erdffnen sich unterschiedliche Strategien fiir die Race-
matspaltung. Dies konnen z.B. eine mogliche Kombination
aus Racemisierung mit nur der Kristallisation (rechter Zweig
in Abbildung 38) oder, wie fiir PPX vorgeschlagen, eine
chromatographische Anreicherung und nachfolgende Kris-
tallisation sein (zweiter Zweig von rechts). In Fillen, in denen
eine Racemisierung nicht gelingt, konnte die asymmetrische
Synthese wirtschaftlich am attraktivsten sein, gegebenenfalls
in Kombination mit einer nachfolgenden abschlieBenden
Reinigung durch Kristallisation (zweiter Zweig von links).
Falls sowohl Racemisierung als auch asymmetrische Synthese
nicht realisierbar sind, ermdoglichen z.B. Chromatographie
und Kristallisation die Trennung eines solchen Racemats
(linker Zweig).

nein Kann die Verbindung ja

nein asymmetrische
Synthese
wirtschaftlich?

Y Y

racemisiert werden?

nein

nein
Konglomerat?

eutektische
Zusammensetzung
nahe 50:50?

Y

asymmetrische
Synthese &
Kristallisation

Chromatographie
& Kristallisation

Chromatographie
& Racemisierung

Chromatographie,
Kristallisation &
Racemisierung

Bevorzugte
Kristallisation &
Racemisierung

Abbildung 38. Entscheidungsbaum basierend auf einfachen qualitativen Kriterien fiir die rationale Auswahl eines geeigneten Verfahrenskonzepts

zur Gewinnung reiner Enantiomere (basierend auf Lit. [305]).
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Fiir die Zukunft ist zu erwarten, dass enantioselektive
Trennverfahren in zunehmendem Mafe in fortschrittliche
integrierte Prozesse eingebunden werden, um den Zugang zu
reinen Enantiomeren zu verbessern.
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