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(57) Verfahren zur enzymatischen Hydrolyse eines Carbon-

sturederivates in einem fliissigen, organischen Einpha- '

sensystem durch Lisen des Carbonsdurederivates in einem
organischen Losungsmittel, das mit Wasser nur in einem
geringen Ausmal mischbar ist, Sdttigung der organischen
{6sung mit Wasser, Inkontaktbringen der wassergesdttig-

. ten organischen Losung mit einer Hydrolase, wobei die
Hydrolyse unter Wasserverbrauch stattfindet, worauf die
Reaktionsldsung wieder mit Wasser gesdttigt und solange
wieder mit der Hydrolase und anschlieSend mit Wasser in
Kontakt gebracht wird, bis der erwinschte Umsetzungs-
grad erreicht ist.
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Die Erfindung betrifft ein verfahren zur enzymatischen Hydrolyse eines Carbons&urederivates in einem
organischen L&sungsmittel.

Eine groBe Anzahl von Enzymen ist befdhigt, Carbonséurederivate mehr oder weniger spezifisch zu
hydrolisieren. Diese Eigenschaft der Hydrolasen wird seit langem wirtschaftlich genutzt. Dabei ist zu
beachten, daB Hydrolasen normalerweise in wéBrigen LOsungen gute Umsetzungsraten und im allgemeinen
geringe Aktivititsverluste zeigen, daB sie jedoch in Wasser I8slich und nur selten aus wéBrigen Reaktions-
16sungen zuriickzugewinnen und erneut einsetzbar sind. Kovalent immobilisierte Hydrolasen sind zwar aus
wiBrigen L8sungen wiedergewinnbar, sie weisen jedoch geringere Umsetzungsraten und schlechtere
Aktivitdten auf als eine gleiche Mengen Hydrolase, die in nicht immobiiisierter Form eingesetzt wird.
Zusatzlich wird aus Enzymimmobilisaten in wéBrigen Systemen immer auch Enzym herausgeldst.

Aus EP-A-0 257 716 ist ein verfahren zur enzymatischen Hydrolyse eines Carbonsdurederivates mit

Hilfe einer Hydrolase in einem fliissig-fliissig 2-Phasensystem, bestehend aus einer organischen Phase, die
das Substrat geldst enthdlt und einer wiBrigen Phase, die die Hydrolase gelst enthilt, bekanni. Die
organische Phase liegt dispergiert in der wiBrigen Phase, die wéhrend der Reaktion kontinuierlich
abgezogen und durch frische, wiBrige Phase ersetzt wird, vor. Dabei geht aber in der waBrigen Phase
geltste Hydrolase verloren.
Aus DD-PS-258 625 und DD-PS 260 085 ist bekannt, daB Lipasen befdhigt sind, in einem racemischen 2-
Halogenpropionsduregemisch vorwiegend nur eines der beiden Enantiomere mit einem Alkohol zu ver-
estern. Die enantioselektive Veresterung racemischer Carbonsduregemische stellt dabei die der enantiose-
lektiven Hydrolyse racemischer Carbonsdureestergemischen véllig entgegengesetzt Reaktion dar, bei der
kein Wasser verbraucht, sondern bei der Wasser freigesetzt wird.

Es wurde aber auch schon versucht, enzymatische Hydrolysen in organischem Medium durchzufuhren.
So ist in Pakistan Journal of Biochemistry, Vol.10, Nr. 2, 1976 geoffenbart, daB bei der Hydrolyse von
Carbonsiureestern die anfingliche Hydrolysegeschwindigkeit in organischem Medium manchmal h&her
sein kann als in wiBrigem Medium, allerdings sinkt die Aktivitdt der Hydrolase im organischen Medium
rasch ab, da Hydrolasen gegentiber organischen Lsungsmitteln empfindlich sind.

In Chemical Abstracts Vol.112, 154387z wird daher vorgeschlagen, Hydrolasen chemisch zu modifizieren,
um deren Toleranz gegeniiber organischen L&sungsmitteln zu erhdhen.

In Chemical Abstracts Vol.109, 188832n ist eine enzymatische Hydrolyse mit einer chemisch modifizierten
Hydrolase in wassergesattigtem Benzol beschrieben.

Es wurde nun unerwarteterweise gefunden, daB es flir gute Umsetzungsraten und gleichbleibend hohe
Aktivitdt einer Hydrolase in einem organischen L&sungsmittel nicht notwendig ist, die Hydrolase chemisch
zu modifizieren, wenn man ein organisches L&sungsmittel verwendet, das mit Wasser nur in geringem
AusmaB mischbar ist und wenn man dafiir sorgt, daB das organische L&sungsmittel im Verlauf der
Hydrolyse, bei der Wasser verbraucht wird, mit Wasser geséttigt bleibt. ’

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur enzymatischen Hydrolyse eines Carbonséurederi-
vates in einem fllissigen, organischen Einphasensystem, das dadurch gekennzeichnet ist, da8 das Carbon-
sdurederivat in einem organischen L&sungsmittel, das mit Wasser nur in einem geringen AusmaB mischbar
ist, gel&st wird, worauf die L&sung mit Wasser geséttigt und mit einer Hydrolase in Kontakt gebracht wird,
wobei eine Hydrolyse unter Wasserverbrauch stattfindet, worauf die organische Reaktionsldsung solange
erneut mit Wasser gesittigt und mit der Hydrolase in Kontakt gebracht wird, bis der gewlnschte
Umsetzungsgrad erreicht ist.

Das erfindungsgemiBe Verfahren ist zur Hydrolyse von Carbonsdurederivaten, die mit Hilfe einer

Hydrolase enzymatisch hydrolisierbar sind, geeignet. Solche Carbonséurederivate sind beispielsweise
Carbons&ureester, -diester, -triester, Carbonsiureamide, Carbonsdurethioester usw. oder deren analoge
Thiocarbonsdurederivate.
Eine besondere Bedeutung hat das Verfahren fiir die Hydrolyse von Carbonsédurederivaten, die im Sdureteil
oder im Derivatieil Substituenten tragen, die ein chirales Zentrum im Molekil bedingen, oder von
Carbonsdurederivaten, bei denen durch die Hydrolyse ein chirales Zentrum entsteht. Soiche chirale oder
prochirale Carbons#urederivate k&nnen mit Hilfe einer stereospezifischen Hydrolase in optisch aktive
Verbindungen hydrolisiert werden, in denen eines der mdglichen Enantiomeren je nach der Stereospexzifitat
der Hydrolase zumindet angereichert vorliegt, wobei unter chiralen Carbonsdurederivaten sowohl racemi-
sche Gemische als auch Gemische, in denen eines der méglichen Enantiomeren zumindest angersichert
vorliegt, zu verstehen sind.

Bevorzugt sind unter Carbons3urederivate Mischungen von Enantiomeren chiraler Carbonsdureester,
die das chirale Zentrum im S#ureteil aufweisen, besonders bevorzugt 2-substituierte Alkansdureester, ganz
besonders bevorzugt 2-Halogenpropionsdureester, zu verstehen.
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Als Hydrolyseprodukte entstehen dementsprechend Carbonsduren oder Thiocarbonséuren und Alkoho-
le, Amine, Thiole, usw. wobei entweder die Carbons3uren oder die Alkohole, Amine, Thiole usw. oder auch
beide als erwiinschte Reaktionsprodukte vorgesehen sein und gewonnen werden kdnnen.

Zur Durchfiihrung des erfindungsgeméBen Verfahrens wird zuerst ein Carbonsdurederivat in einem

organischen L3sungsmitiel, das mit Wasser nur in einem geringen AusmaB mischbar ist, geldst.
Als organisches L&sungsmitiel dienen z.B. Kohlenwasserstoffe, wie Pentan, Hexan, Benzol, Toluol, haloge-
nierte Kohlenwasserstoffe, wie Methylenchlorid, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Ethylenchiorid, Chlorben-
zole, oder Ether, wie Diethylether, Diisopropylether, oder Mischungen solcher L&sungsmittel. Bevorzugte
L8sungsmittel sind Ether, insbesonders Diisopropylether. Die Auswahl des L&sungsmittels kann dabei von
Bedeutung sein, da die Reaktion in einem bestimmten Ldsungsmiitel schneller ablaufen kann als in einem
anderen. Es kann unter Umstinden von Vorteil sein, dem organischen L&sungsmittel eine kleine Menge
eines organischen Co-L&sungsmittels, das mit Wasser mischbar ist, wie etwa einen Alkohol, z. B. Methanol,
Ethanol, Isopropanol, ein Keton, z. B. Aceton usw. zuzugeben, um die L3slichkeit des Carbonsdurederivates
im organischen Ldsungsmitiel zu erhGhen. Die zugegebene Menge des Co-LOsungsmitiels muB aber so
gering sein, daB das organische L&sungsmittel durch Zugabe des Co-LOsungsmittels nicht vSllig mit
Wasser mischbar wird. Das L&sungsmittel fUr eine gewlinschte Umsetzung ist fiir den Fachmann durch
einfache Vorversuche leicht zu finden.

Die L8sung der Ausgangsverbindung in dem organischen L&sungsmittel wird so konzentriert wie
mdglich hergestelit, wobei die Konzentration des Ausgangsproduktes im L&sungsmittel vom jeweiligen
Ausgangsprodukt und vom jeweils verwendeten Losungsmittel abhédngig ist.

Die organische L&sung wird sodann mit Wasser gesattigt.

Zur Sittigung mit Wasser wird die Losung entweder mit einem System, das gebundenes Wasser enthalt
und das befihigt ist, dieses Wasser beim Kontakt mit einem organischen L&sungsmittel abzugeben, oder
mit einer wéBrigen Phase in Kontakt gebracht.

Systeme, die gebundenes Wasser enthalten, sind beispielsweise wasserenthaltende Hydrogele, beispiels-
weise Polyacrylamidgele, Polysaccharidgele usw.. Der organischen L&sung wird eine solche Menge an
gebundenem Wasser zugegeben, die ausreicht, um die L8sung mit Wasser zu séttigen, wobei unter
Wasser sowohl reines Wasser als auch Puffer- oder Salzidsungen zu verstehen sind. Die Menge der
verwendeten Hydrogele hingt dabei von der Wasseraufnahmeféhigkeit sowohi des Hydrogels als auch des
organischen L&sungsmittels ab.

Als wiBrige Phase kommt reines Wasser, eine Pufferidsung oder auch eine w#Brige Salzlfsung in
Betracht. Als Pufferldsung wird zweckm&Big eine solche eingesetzt, in der die Hydrolase hohe Umsetzungs-
raten und hohe Spezifitit zeigt. Zur Sattigung mit Wasser wird die organische LOsung direkt in die wéBrige
Phase eingebracht oder mit einer wiBrigen Phase vermischt und absetzen gelassen, wobei sich 2 Phasen
bilden.

Die wassergesattigte Losung wird anschlieBend mit einer Hydrolase in Kontaki gebracht.

Als Hydrolasen kommen je nach Ausgangsverbindung und erwlinschtem Produkt flir die jeweilige Umset-
zung geeignete Hydrolasen in Betracht. Beispiele flir Hydrolasen sind etwa Esterasen, Proteasen, Amida-
sen, usw. ZweckméBig wird je nach gewiinschter Umsetzung eine solche Hydrolase eingesetzt, die die
Umsetzung mdglichst spezifisch, im Faile chiraler oder prochiraler Carbonsdurederivate mdglichst stereo-
spezifisch ausfiihrt. Bevorzugt wird im erfindungsgeméBen Verfahren eine Lipase verwendet. Ein Vorteil des
erfindungsgemiBen Verfanrens ist es, daB die Hydrolase nicht chemisch modifiziert werden muB, um deren
Toleranz gegen chemische L&sungsmittel zu erhdhen. Es kdnnen im erfindungsgemaBen Verfahren aber
auch chemisch modifizierte Hydrolasen eingesetzt werden.

Die Hydrolase kann als soiche, adsorbiert an einen Tréger, etwa an Celite, Kieselgel, Staub, Glasperlen
oder auch immobilisiert eingesetzt werden. Bevorzugt wird die Hydrolase adsorbiert an einen inerten
Tréger, besonders bevorzugt an Celite eingesetzt, wobei es zur Adsorption der Hydrolase an Celite gentigt,
die Hydrolase einfach mit Celite zu vermischen.

Ein wesentlicher Vorieil des Verfahrens ist, daB die Hydrolase nicht immobilisiert vorgelegt werden mu8, da
sie in organischen L&sungsmitteln nicht 1&slich ist.

Wurde zur Wassersittigung der organischen L&sung ein wasserenthaltendes Hydrogel verwendet. wird
die Hydrolase direkt in die wassergesitiigte Losung, in der sich auch das Hydrogel befindet, zugegeben.
Beim Kontakt der wassergesittigten L&sung mit der Hydrolase findet die Hydrolyse im enzymspezifischen
AusmaB und mit enzymspezifischer Selektivitdt statt, wobei das bei der Hydrolyse verbrauchte Wasser aus
dem Hydrogel nachgeliefert wird, sodaB die organische Reaktionsldsung stets wassergesattigt bieibt.
Wurde ein chirales oder prochirales Carbonsdurederivat eingesetzt, wird die Reaktion bis zu einem
gewiinschten Umsetzungsgrad, der durch Bestimmung des optischen Drehwertes ermittelt werden kann,
ablaufen gelassen.
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Nach Erreichen des gewlinschten Umsetzungsgrades werden das Enzym und das Hydrogel abfiltriert. Die
L8sung kann dann je nach gewiinschiem Produkt wie Ublich aufgearbeitet werden, wobei das gewiinschte
Produkt mit Hilfe von Extraktion, Umkristaliisieren, Destillation oder Chromatographie wie Ublich erhalten
und/oder gereinigt werden kann.

Wurde zur Sittigung der organischen Losung mit Wasser eine wifrige Phase verwendet, wird die

Hydrolase in einen Reaktionsbehilter, beispielsweise in eine Sdule eingebracht und die wassergeséttigte”
organische L&sung durch den Behilter und Uber die Hydrolase gepumpt, sodaB die Hydrolase nicht mit der
waBrigen Phase in Berlihrung kommt.
Beim Kontakt der organischen wassergesiftigten Ldsung mit der Hydrolase findet die Hydrolyse in
enzymspezifischem AusmaB und mit enzymspezifischer Stereoselektivitét statt. Dabei wird die wassergesat-
tigte L8sung kontinuierlich Uber die Hydrolase und anschlieBend durch die wégrige Phase geleitet, da beim
einmaligen Kontakt der Hydrolase mit der ReaktionsiGsung der gewlinschte Umsetzungsgrad im aligemei-
nen nicht erreicht wird. Da Hydrolasen im aligemeinen beide Enantiomeren eines optisch aktiven Carbon-
sdurederivates umsetzen k&nnen, wobei sie aber ein Enantiomer bevorzugt umsetzen, ist es im Fall chiraler
oder prochiraler Carbonsiurederivate im aligemeinen angebracht, den optischen Drehwert der Reaktionslo-
sung, der ein MaB fiir den jeweiligen EnantiomereniiberschuB darstellt, kontinuierlich zu messen und die
Reaktion nach Umsetzung des von der Hydrolase bevorzugten Enantiomeren abzubrechen, um mdglichst
enantiomerenreine Produkte zu erhalten.

Beim kontinuierlichen Pumpen der organischen, wassergesittigten Losung {ber das Enzym ist darauf
zu achten, daB die L&sung beim Kontaki mit dem Enzym stets wassergesattigt ist. Da bei der Hydrolyse
pro Mol gespaltener Bindung ein Mol Wasser verbraucht wird, muB dieses Wasser ersetzt werden, bevor
die organische L8sung erneut mit der Hydrolase in Kontakt kommt.

Das verbrauchte Wasser kann etwa dadurch ersetzt werden, daB die organische Ldsung nach dem
Kontakt mit der Hydrolase Uber basische, Hydroxidionen enthaltende Agentien, die sich z.B. in einer S&ule
befinden, geleitet wird. Dabei bildet sich pro Mol Carbonsgure 1 Mol Carbonséuresalz und 1 Mol Wasser,
sodaB das bei der Hydrolyse verbrauchte Wasser ersetzt wird und die Ldsung wassergesattigt bleibt. Als
basische Agentien kdnnen z.B. lonenaustauscher in der OH-Form, Alkali- oder Erdalkalihydroxide verwendet
werden.

Nach Verlassen der Sdule enthilt die Lsung keine bei der enzymatischen Reaktion gebildete Carbonséure
mehr, da diese an die basischen Agentien gebunden bleibt, ist aber durch die Bildung von einem Mol
Wasser pro Carbonsiuresalz wieder mit Wasser gesattigt. Die Reaktionsldsung wird kontinuierlich solange
Uber die Hydrolase und anschlieBend Uber die S3ule mit den Hydroxidionen enthaltenden Agentien
gepumpt, bis der gewlinschie Umsetzungsgrad erreicht ist.

Die organische ReaktionsiSsung kann aber auch zur Wassersattigung nach dem Kontakt mit der Hydrolase
durch eine wiBrige Phase geleitet oder mit einer waBrigen Phase vermischt und absetzen gelassen werden.
Als wiBrige Phase kommt reines Wasser, eine Pufferidsung oder eine SalzIésung in Betracht. Bevorzugt
wird der pH-Wert der wiBrigen Phase, der durch das Einbringen der bei der Reaktion gebildeten Sdure
sinkt, durch Zugabe einer Base etwa konstant gehalten. Der pH-Wert soll nicht unter 3 absinken und nicht
iber 11 ansteigen. Bevorzugt wird ein pH-Bereich von 5 bis 10, besonders bevorzugt von 6 bis 8
eingehalten.

Als Basen eignen sich zur Neutralisation Ubliche Basen, beispielsweise Alkali- oder Erdalkalihydroxide,
-carbonate, -hydrogencarbonate, NH. OH usw., wobei bevorzugt Alkalihydroxide wie Kalium- oder Natriumh-
ydroxid eingesetzt werden. Die Base wird als wiBrige L&sung bevorzugt in Kombination mit einer pH-Wert-
MeBanlage, z.B. einer Wasserstoffelekirode, bevorzugt automatisiert, zugegeben. Durch Zugabe der Base
bildet die Carbonsiure ein Salz mit der zugegebenen Base, welches in der wéBrigen Phase verbleibt, sodal
die gebildete Carbonsiure dem Hydrolysegieichgewicht entzogen wird, wéhrend sich die organische
Ldsung von der wiBrigen Phase infolge ihrer geringen Mischbarkeit trennt und sich dabei mit Wasser
sdttigt. Die wassergesittigte organische Losung wird dann wieder iber die Hydrolase geleitet. Diese
Verfahrensflihrung wird solange fortgesetzt, bis der gewlinschte Umsetzungsgrad erreicht ist. Die Reaktion
wird sodann abgebrochen und die Reaktionsprodukie werden isoliert und gegebenenfalls gereinigt.

Die im Verlauf des Verfahrens gebildete Carbonsiure, die wie oben beschrieben als Salz isoliert wird,
kann durch Ansduern und gegebenenfalls Extraktion wie iblich gewonnen und durch Destillation, Chromato-
graphie oder Umkristallisieren gereinigt werden.

Ist nicht die im Verlauf des Verfahrens entstehende CarbonsZure sondern das zweite Hydrolyseprodukt,
also z.B. der Akohol, das Amin, das Thiol oder sind sowohi Carbons8ure ais auch der Alkohol, das Amin
oder das Thiol das erwiinschie Produkt. oder wurde bei der Wassersaitigung der organischen Reaktionsl&-
sung keine Base zugegeben, werden die erwiinschten Produkte nach Abbruch der Reaktion aus der
organischen Reaktionslésung auf iibliche Art und Weise, beispielsweise durch Extraktion, Destillation,



70

75

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 398 081 B

Kristallisation und Umkristallisieren oder Chromatographie erhalten und/oder gereinigt.

Es hat sich unerwarteterweise gezeigt, daB die Enzymaktivitdt durch Spiilen der Hydrolase mit
Chioroform nach einem Reaktionszykius und vor dem folgenden Reaktionszyklus erheblich gesteigert
werden kann, falis nicht Chloroform ohnehin als organisches Ldsungsmiitel flir das Carbons8urederivat
eingesetzt wurde. So wurde die spezifische Aktivitdt einer Lipase innerhalb einiger Reaktionszykien
insgesamt von 138 auf 339 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase gesteigert, worauf die Aktivitdt der Lipase
in etwa konstant blieb.

Das Verfahren wird zweckmiBig bei einer Temperatur, bei der die Hydrolase die hchste Aktivitdt zeigt,
durchgefiihrt. Dabei liegen die Temperaturen im allgemeinen zwischen 0 und 40 °C, bevorzugt zwischen
20 und 30 °C, besonders bevorzugt bei Raumtemperatur, in spezieilen Fallen auch hdher, aber jedenfalls
unter dem Siedepunkt des LOsungsmittels und unter der Deaktivierungstemperatur der verwendeten
Hydrolase. '

Das Verfahren kann kontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefiihrt werden und wird bevorzugt
kontinuierlich durchgefiihrt.

Ist im Falle der Verwendung chiraler oder prochiraler Carbonsdurederivate der EnantiomerentiberschuB
eines Enantiomeren im erhaltenen Produkt, das bei der Reaktion mit der Hydrolase entsteht, infolge einer
geringen Stereospeczifitdt der Hydrolase nicht ausreichend, kann das nach einem Reaktionszyklus erhaltene
Produkt erneut in ein Carbonsdurederivat Ubergefiihrt und in das erfindungsgeméBe Verfahren eingesetzt
werden, wobei eine weitere Anreicherung des gewlinschten Enantiomeren des Produkies erreicht wird.
Manchmal ist es auch zur Erreichung einer hdheren Enantiomerenreinheit zweckméBig, das Verfahren
schon nach kleinen Umsetzungsraten abzubrechen.

In einer besonderen Ausflihrungsform des Verfahrens wird ein optisch aktives Carbonséurederivat,
insbesonders ein optisch aktiver Carbonsdureester, der das chirale Zentrum im Siureteil aufweist, wobei
das gewlinschte Produkt vorwiegend ein Enantiomer einer optisch aktiven Carbonséure ist, in Diisopropyle-
ther oder Toluol mdglichst konzentriert geldst und in einem VorratsbehZliter, in dem eine wéBrige Phase
vorgelegt wurde unter Rihren durch Mischen mit der wéBrigen Phase mit Wasser geséttigt. Die wasserge-
séttigie organische Phase wird mit Hilfe einer Pumpe aus dem Vorratsbehilter Uber eine Lipase geleitet,
die adsorbiert an einen inerten Triger auBerhalb des Vorratsbehdlters ZweckmiBigerweise in eine Siule
eingebracht ist, sodaB die Lipase nicht mit der waBrigen Phase des Vorratsbehilters in Kontakt kommt.
Dabei findet die Hydrolyse in enzymspezifischem Ausma8 statt. Die organische Reaktionsidsung wird dann
in die wiBrige Phase des Vorratsbehditers zurlickgeleitet. Der pH-Wert der wéBrigen Phase, der durch das
Einbringen der gebildeten Carbonsdure absinkt, wird durch Zugabe einer wéBrigen Natriumhydroxid- oder
Kaliumhydroxidldsung etwa auf pH 7 gehalten. Dadurch bildet die Carbons&ure ein Saiz und verbleibt in der
wiBrigen Losung. Der freigesetzte Alkohol und die nicht umgesetzie Ausgangsverbindung verbleiben geldst
in der organischen Reaktionsidsung, die sich infolge ihrer geringen Mischbarkeit mit Wasser von der
wiBrigen Phase des Vorratsbehélters trennt und in einem Kreisprozess so lange wieder Uber die Hydrolase
und dann wieder Uber die wéBrige Phase geleitet wird, bis der gewlinschte Umsetzungsgrad erreicht ist.
Die Reaktion wird sodann abgebrochen und die wiBrige Phase von der organischen getrennt. Zur Isolierung
der gebildeten Carbonsdure wird die wiBrige Phase wie Ublich angesduert und die freigesetzie Carbonsdu-
re extrahiert. Eine Reinigung durch Umkristallisieren, Destillation oder Chromatographie kann angeschlossen
werden, wobei durchaus eine weitere Anreicherung des gewlinschien Enantiomeren erreicht werden kann.

in einer besonders bevorzugten Ausflthrungsform des erfindungsgeméBen Verfahrens wird destilliertes
Wasser in einem Vorratsbehdler vorgelegt und unter Rihren mit der L&sung eines enantiomeren Gemi-
sches eines Carbonsiureesters, der in 2-Stellung des Séureteils, bevorzugt durch Halogen substituiert ist,
in Diisopropylether versetzt und absetzen gelassen. Die organische Phase wird daraufhin kontinuierlich Gber
eine Lipase, die sich an Celite adsorbiert auBerhalb des Voratsbehilters, in eine Sdule gepackt, befindet
und danach in die wéBrige Phase des Vorratsbehdlters zuriickgeleitet, wobei der pH-Wert der wéBrigen
Phase durch Zugabe eines waBrigen Alkalihydroxids in einem Bereich von 6 bis 9 konstant gehaiten wird.
Die w&Brige Phase kann dabei dem Vorratsbehalter entnommen und durch Zugabe frischer, waBriger Phase
ersetzt werden. Auch die organische Phase, die vorwiegend das von Enzym nicht verwertete Enantiomere
des chiralen Carbons&dureesiers und den gebildeten Alkohol enthdlt, kann nach Erreichen des gewlinschten
Umsetzungsgrades dem Vorratsbehéliter entnommen und durch frische organische Phase ersetzt werden.
Die Gewinnung des reinen oder angereicherten Enantiomeren der optisch aktiven Carbonsdure aus der
wéBrigen LOsung erfolgt durch Ansduern und Extraktion der waBriger Losung mit einem organischen
L&sungsmitte! fiir die Carbonséure.

Mit Hilfe des erfindungsgem&Ben Verfahrens wird auf einfache Weise ein Carbonsdurederivat in einem
organischen LOsungsmittel enzymatisch hydrolisiert und das erwiinschte Produkt auf einfache Weise
isoliert, wobei das Enzym nicht immobilisiert vorgelegt werden muB, wobei insbesonders ein Enantiomeren-
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gemisch einer chiralen Ausgangsverbindung gegebenenfalls durch Anwendung mehrerer Reaktionszyklen in
ein hochangereichertes Enantiomeres einer optisch aktiven Verbindung iibergeflihrt werden kann, wobei das
Lésungsmittel immer wieder verwendet wird, wobei praktisch kein Enzymverlust oder Aktivitdtsverlust des
Enzyms {iber lange Zeitrdume auftritt und wobei keine umweltschidigenden Abfallprodukie entstehen und
wiederaufbereitet oder entsorgt werden missen. Das Verfahren stellt somit eine Bereicherung der Technik
dar.

Beispiel 1

20,05 g eines Enantiomerengemisches aus 5,61 g S- und 14,44 g R-2-Brompropionsdure-2-ethyl-hexyl-
ester, das entspricht einem Enantiomereniiberschu des R-Enantiomeren von 44 %. hergestelit durch
Veresterung eines entsprechenden Enantiomerengemisches von 2-Brompropionsdure mit 2-Ethylhexanol,
wurden mit Diisopropylether gelSst, sodaB 170 ml L&sung entstanden. Die Ldsung wurde in 140 ml Wasser,
das mit 5,5 ml Ethanol versetzt und in einem Beh3lter vorgelegt worden war, eingetragen und verrihrt.
Dabei bildeten sich 2 Phasen. Die wassergeséttigte organische Phase wurde anschlieend Uber 1,5 g einer
Candida cylindracea Lipase, die vermischt mit 12 g Celite auBerhalb des Behdlters in eine Siule gepackt
angebracht war, mit einer ungefdhren Pumpgeschwindigkeit von 100 ml/min gepumpt. Nach dem Durch-
gang durch die S3ule wurde die organische Reaktionsidsung in die wiBrige Phase des Behilters geleitet.
Der pH-Wert der wéBrigen Phase wurde automatisch durch Zugabe von wiBrigem 2 M Natriumhydroxid auf
5 bis 8 gehalten. Dadurch bildete sich das Natriumsalz der bei der Reaktion entstandenen 2-Brompropions-
Hure, das in der wiBrigen L&sung verblieb, wihrend sich die organische Reaktionsldsung mit Wasser
séttigte und von der wiBrigen Phase des Behilters frennte. Die nunmehr wieder wassergeséttigte organi-
sche LBsung wurde wieder kontinuierlich Uber die Lipase und anschlieBend durch die wéBrige Phase
gepumpt. Nach 0,5 Stunden waren dabei 2,05 ml, nach 1,5 Stunden 5,85 ml 2 M wéBriges Natriumhydroxid
verbraucht und ein Umsetzungsgrad von 15 % erreicht. Die wéBrige Losung wurde anschiieBend mit
Schwefelsdure angesduert, die dadurch freigesetzte 2-Brompropionsdure mit Hilfe von Diisopropylether
extrahiert und durch Abdampfen des Exiraktionsmittels isoliert. Dabei wurden 1,65 g eines Enantiomerenge-
misches von R- und S-2-Brompropionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)p® von +25,4° , das
entspricht einen EnantiomereniiberschuB von 90,4 % des R-Enantiomeren erhalten, d.h. es waren 0,08 g S-
und 1,57 g R-2-Brompropionsdure gebildet worden. Die spezifische Aktivitdt der Lipase betrug 5,2 mMol
pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiele 2 bis 10

Die Beispiele 2 bis 7 wurden auf die gleiche Art und Weise wie im Beispiel 1 beschrieben, unter
Verwendung derselben Candida cylindracea Lipase des Beispiels 1 ausgefiihrt, wobei die Reaktionszeit auf
etwa 4 Stunden ausgedehnt und bei Erreichen eines Umsetzungsgrades von etwa 44 % abgebrochen
wurde. Die S3ule mit der Candida cylindracea Lipase wurde nach jedem Reaktionszyklus mit Diisopropyle-
ther gesplilt.

Die Beispiele 8 bis 10 wurden auf die gleiche Art und Weise, wie im Beispiel 1 beschrieben, jedoch unter
Verwendung der 6-fachen Menge an Enantiomerengemisch des 2-Brompropionsgure-2-ethyl-hexylesters, an
Diisopropylether, an Wasser und an Ethanol unter Verwendung derselben Candida cylindracea Lipase der
Beispiele 1 bis 7 ausgefihrt. Die Sule mit der Candida cylindracea Lipase wurde nach jedem Reaktionszy-
klus mit Diisopropylether gespilt.

Dabei wurden die Ergebnisse, die in den Tabellen 1 und 2 zusammengefat sind, erhalten.
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Tabelle 1
Beispiele
2 3 4 5 6 7 8 9 10
h Prozent Umsetzung nach Stunden
0,5 73 6.3 7.1 5.8 3.3 2.2 1.8
1,0 13,8 14,6
1,5 196 | 204 | 205
2,0 249 26,2 | 29,1
2,5 299 | 299 | 320 | 304 | 349 | 275 7.3 53
3,0 34,7 39,4
3,5 389
4,0 42,6 46,6
4,2 439 | 439 442 | 439
4,5 43,9
18,0 357
19,0 37,7
20,5 39,4
24,13 441
24,25 441 44 1
Tabelle 2
Beispiel | G (g) alpha(°) ee(%) | Akt
2 4,66 +27,1 964 | 53
3 4,67 +26.2 83.2 5,3
4 491 +26.4 94,0 59
5 4,66 +28,2 100,4 53
6 4,68 +25.7 91,5 54
7 4,60 +28.6 101,3 49
8 28,0 +27.3 97.2 55
9 277 +27.7 98,6 55
10 28,03 +285 101,0 55

Die Candida cylindracea Lipase des Beispieles 1 wurde also insgesamt etwa 95 Stunden eingesetzt,

ohne an Aktivitdt zu verlieren.
In den Tabellen bedeutet

h:

Prozent Umsetzung:

G(g):
alpha(° ):
ee(%):

Akt

Beispiel 11

Reaktionszeit (Stunden)

Umgesetzter Anteil des Enantiomerengemisches des 2-Brompropionsgure-2-
ethyl-hexylesters

Ausbeute in Gramm

optischer Drehwert (alpha)p®

Enantiomereniiberschu der gewonnenen R-gegeniiber der S-2-Brompropions-
Aure

spezifische Aktivitdt der Candida cylindracea Lipase in mMol pro Stunde pro
Gramm Lipase

20 g einer racemischen Mischung von R- und S-2-Brompropionséure-2-ethyl-hexylester wurden in 150
ml Diisopropylether geldst. Diese L&sung wurde in einem Behdlter, in dem 70 ml| Wasser vorgelegt worden
waren, eingetragen und verrlhrt. Dabei bildeten sich 2 Phasen. Die organische wassergeséttigte Phase
wurde anschlieBend liber 50 mg einer Candida cylindracea Lipase, vermischi mit 2,8 g Celite, eingebracht
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in eine Sdule auBerhalb des Behilters mit einer ungefdhren Pumpgeschwindigkeit von 100 mi/min
gepumpt. Nach dem Durchgang durch die S3ule wurde die organische Reaktionsldsung wie im Beispiel 1
beschrieben, behandelt.

Nach 6,22 Stunden war ein Umsetzungsgrad von 29,17 % erreicht und die Reaktion wurde abgebrochen.
Dabei wurden 4,3 g eines Enantiomerengemisches von R- und S-2-Brompropionsdure mit einem optischen
Drehwert (alpha)y® von +20,6°, das entspricht einem EnantiomereniiberschuB des R-Enantiomeren von
73.3 %, erhalten.

Die spezifische Aktivitdt der Lipase betrug 70,78 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiele 12 - 17

Wurden wie im Beispiel 11 beschrieben unter Verwendung der gleichen Ausgangsmengen durchge-
fihrt, wobei die Sdule, die dieselbe Lipase des Beispiels 11 enthielt, vor jedem neuen Durchgang mit
Chloroform gespiilt worden war.

Dabei wurden die Ergebnisse erhalten, die in Tabelle 3 zusammengestellt sind.

Tabelle 3
Beispiel Prozent Umsetzung | nach Zeit (in Stunden) alpha(®) | ee(%) | Akt
12 29,8 3.25 +21,6 76,9 138,5
13 30 1,75 +22,1 78,6 258.3
14 29,8 2,23 +21.3 75,8 236.8
15 30 1,58 +22,7 80,8 2855
16 30 1,33 +20,0 71,2 338.0
17 30 1.80 +17.,2 61,2 251,1
Beispiel 18

Wurde wie im Beispiel 11 beschrieben durchgefiihrt unter Verwendung von 45,1 g eines racemischen
Gemisches von R- und S-2-Brompropionsdure-2-ethyl-hexylester und 50 mg einer Candida cylindracea
Lipase. Dabei wurde nach 19,25 Stunden ein Umsetzungsgrad von 45 % erzielt. Es wurden 9,88 g eines
Enantiomerengemisches von R- und S-2-Brompropionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)p® von
+21,5°, das entspricht einem Enantiomereniiberschufl des R-Enantiomeren von 76,5 %, erhalten.

Beispiel 19

Die in Beispiel 18 erhaltene 2-Brompropionsdure wurde mit 2-Ethylhexanol chemisch verestert. Der
Ester wurde wie im Beispiel 18 beschrieben mit einer dort beschriebenen Lipase umgesetzt. Dabei wurde
nach 15,25 Stunden ein Umsetzungsgrad von 72,3 % erzielt. Dabei wurden 6,62 g eines Enantiomerenge-
misches von R- und S-2-Brompropionsiure mit einem optischen Drehwert (alpha)p® von +26,4°, das
entspricht einem EnantiomereniiberschuB der R-2-Brompropionsdure von 94 %, erhalten.

Beispiel 20 bis 25
Die Beispiele 20 - 21, 22 - 23 und 24 - 25 wurden wie die Beispiele 18 - 19 unter Verwendung jeweils

derselben Menge an Ausgangsstoffen und unter jewsiliger Verwendung derselben Candida cylindracea
Lipase des Beispiels 18 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefaBt.
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Tabelle 4
Beispiel Umsetzung (%) nach Zeit (h) Ausbeute (g) | alpha (°) ee(%)
20 53,6 17 12,6 +18,7 66,5
21 63,7 22 8.0 +26,2 93,2
22 42,6 22 11,1 +17.8 63.3
23 62,9 26,75 6.7 +26,2 93,2
24 43,2 25,5 115 +159 56,6
25 57.2 19,5 6.5 +27.2 96.8

Beispiel 26

41 g eines racemischen Gemisches von R- und S-2-Chlorpropionsdurebutylester wurden in 360 mi
Diisopropylether geldst und mit 200 ml Wasser, das in einem Behilter vorgelegt wurde. unter Rlhren
eingebracht. Dabei bildeten sich 2 Phasen. Die organische Oberphase wurde lber 15 g einer Geotrichum
candidum Lipase, die mit 60 g Celite vermischt in einer Sdule auBerhalb des Behiiters angebracht war, mit
einer Pumpgeschwindigkeit von 100 mi/min gepumpt. Die organische Reaktionsl&sung wurde danach in die
wéBrige Phase des Behilters zuriickgeleitet, die mit Hilfe einer automatisierten pH-MeBeinrichtung unter
Zugabe von wifrigen 2 M Natriumhydroxid auf einen pH-Wert zwischen 6 und 8 gehalten wurde. Dadurch
bildete sich das Natriumsalz der bei der Reaktion entstandenen 2-Chlorpropionséure, das in der wéBrigen
Phase verblieb. Die organische Reaktionsldsung trennte sich von der wéBrigen Phase und wurde kontinuier-
lich Uber die Lipase und dann wieder durch die wéBrige Phase gepumpt.

Nach 44,5 Stunden war ein Umsetzungsgrad von 20,6 % erreicht und die Reaktion wurde abgebrochen.
Die wéBrige L&sung wurde durch Zugabe von Schwefelsdure angesduert und mit Chloroform extrahiert und
das organische L8sungsmittel Uber Natriumsulfat getrocknet und abgedampft.

Dabei wurden 5,3 g eines Enantiomerengemisches von R- und S-2-Chlorproprionsduremit einem
optischen Drehwert (alpha)p?® von -12°, das entspricht einem Enantiomereniiberschufl des S-Enantiomeren
von 73,2 %, erhalten.

Beispiel 27

55,5 g eines racemischen Gemisches von R- und S-2-Chlorpropionsdure-2-ethyl-hexylester wurden in
360 mi Diisopropylether geldst und in einen Behilter, in dem 200 ml Wasser vorgelegt waren, unter Riihren
eingebracht. Dabei bildeten sich 2 Phasen. Die organische, wassergeséttigte Oberphase wurde liber 1 g
einer Candida cylindracea Lipase, die sich vermischt mit 10 g Celite in eine S3ule gepackt auBerhalb des
Behdlters befand, geleitet. AnschlieBend wurde wie im Beispiel 1 beschrieben verfahren. Nach Erreichen
eines Umsetzungsgrades von 32 % wurde die Reaktion abgebrochen. Dabei wurde ein Enantiomergemisch
von R- und S-2-Chlorpropionsdure mit einem optischen Drehwert (aipha)p®® von +6,9°, das entspricht
einem EnantiomereniiberschuB des R-Enantiomeren von 42,1 % erhalien. Die spezifische Akiivitdt der
Lipase betrug 11,58 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiel 28

55,5 g eines racemischen Gemisches von R- und S-2-Chlorpropionsdure-2-ethyl-hexylester wurden in

360 ml Diisopropylether geldst und in einem Behdlter, in dem 200 ml Wasser vorgelegt waren, unter
Riihren eingebracht. Dabei bildeten sich 2 Phasen. Die organische, wassergeséttigte Oberphase wurde mit
einer Pumpgeschwindigkeit von 100 ml/min ber eine SZule, die 2 g einer Candida cylindracea Lipase, die
durch Rihren mit 2 ml 50 % Glutardialdehyd in Diisopropyiether vernetzt und mit 13 g Celite vermischt
worden war, enthielt, gepumpt. AnschlieBend wurde wie im Beispiel 1 beschrieben verfahren.
Nach Erreichen eines Umsetzungsgrades von 32 % wurde die Reaktion abgebrochen. Dabei wurde ein
Enantiomerengemisch von R- und S-2-Chlorpropionsdure mit einem Drehwert (alpha)p?®® von +7,3°, das
entspricht einem EnantiomereniiberschuB des R-Enantiomeren von 44,5 %, erhalten. Die spezifische
Aktivitdt der Lipase betrug 4.8 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.
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Beispiel 29

Unter Verwendung von 55,2 g eines racemischen Enantiomerengemisches von 2-Chlorpropionsdure-2-
sthyl-hexylester, 400 mi Hexan anstatt Diisopropylether und 3 g einer Candida cylindracea Lipase,
vermischt mit 21 g Celite wurden nach der im Beispiel 26 beschriebenen Art und Weise nach 19 Stunden
ein Umsetzungsgrad von 78,6 % erreicht. Dabei wurde ein Enantiomerengemisch von R- und S-2-
Chlorpropionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)p® von +2,5°, das entspricht einem Enantiomer-
Uberschu8 des R-Enantiomeren von 15,2 %, erhalten. Der EnantiomereniiberschuB des S-Enantiomeren im
nicht umgesetzten Ester betrug 56 %.

Beispiel 30

Unter Verwendung von 294,1 g eines racemischen Enantiomerengemisches von 2-Chlorpropionsdure-2-
ethyl-hexylester, 100 ml Diisopropylether und 20 ml Aceton anstatt reinem Diisopropylether und 10 g
Candida cylindracea Lipase, vermischt mit 50 g Celite wurde nach der im Beispiel 26 beschriebenen Art
und Weise bis zu einem Umsetzungsgrad von 57 % verfahren. Dabei wurde ein Enantiomerengemisch von
R- und S-2-Chiorpropionsiure mit einem optischen Drehwert (alpha)p?® von +86,1°, das entspricht einem
EnantiomerentiiberschuB des R-Enantiomeren von 37 %, erhalten.

Beispiel 31

Unter Verwendung von 57,2 g eines racemischen Enantiomerengemisches von R- und S-2-Chiorpro-
pionsiurephenylethylester, geldst in 400 ml Diisopropylether und 3 g einer Candida cylindracea Lipase,
vermischt mit 15 g Celite, wurde nach der im Beispiel 26 beschriebenen Art und Weise nach 1,30 Stunden
ein Umsetzungsgrad von 60 % erreicht. Dabei wurde ein Enantiomerengemisch von R- und S-2-Chlorpro-
pionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)p®® von +6,1°, das entspricht einem Enantiomerenliber-
schuB des R-Enantiomeren von 37 %, erhalten.

Die spezifische Aktivitdt der Lipase betrug 41,7 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiel 32

Wurde wie Beispiel 31 unter Verwendung von 159 g eines racemischen Enantiomerengemisches von R-
und S-2-Chlorpropionsiurephenylethylester als Ausgangsmaterial, geldst in 400 ml Diisopropylether und
derselben im Beispiel 31 verwendeten Lipase, die mit Diisopropylether gesplilt worden war, ausgefhrt.
Nach 4,12 Stunden war ein Umsetzungsgrad von 67 % erreicht und die Reaktion wurde abgebrochen.
Dabei wurde ein Enantiomerengemisch von R- und S-2-Chlorpropionséure mit einem optischen Drehwert
(alpha)p® von +5,3°, das entspricht einem Enantiomereniberschuf des R-Enantiomeren von 32,3 %,
erhalten.

Die spezifische Aktivitdt der Lipase betrug 40,8 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiel 33 bis 35

41 g eines racemischen Enantiomerengemisches von 2-Chlorpropionsgurebutylester wurden in 360 ml
L3sungsmittel geldst und in einem Behdlter, in dem 200 ml Wasser vorgelegt worden waren, unter Rihren
eingebracht. Dabei bildeten sich 2 Phasen. Die organische, wassergeséttigte Phase wurde iiber einer Séule,
die 3 g einer Candida cylindracea Lipase, vermischt mit 9 g Celite, enthielt, bis zu einem Umsetzungsgrad
von 33 % gepumpt. AnschiieBend wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, verfahren. Dabei wurden foigende
Ergebnisse erhalten:

Beispiel L&sungsmittel Akt alpha
33 Diisopropylether 27,18 +5,4
34 n-Heptan 12,78 +5,2
35 Chloroform 2,17 +5,6

Akt: spezifische Aktivitdt in mMol pro Stunde pro Gramm Lipase
alpha: optischer Drehwert (alpha)p?®

10
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Beispiel 36

55,2 g eines racemischen Gemisches von 2-Chlorpropionsédure-2-ethyl-hexylesters wurden in 400 ml
Diisopropylether geldst und in einem Behlter, in dem 200 ml Wasser vorgelegt worden waren, unter
Ruhren eingebracht. Dabei bildeten sich 2 Phasen. Die organische, wassergeséttigte Phase wurde lber 6 g
einer Humicola lanuginosa Lipase, vermischt mit 20 g Celite geleitet. AnschlieBend wurde, wie in Beispiel 1
beschrieben, verfahren. Nach 25 Stunden war ein Umsetzungsgrad von 32,4 % erreicht und die Reaktion
wurde abgebrochen.

Dabei wurde ein Enantiomerengemisch von R- und S-2-Chlorpropionséure mit einem optischen Dreh-
wert (alpha)p®® von +89°, das entspricht einem Enantiomerenlberschu8 des R-Enantiomeren von 54,3 %,
erhalten. Die spezifische Aktivitdt der Lipase betrug 0,54 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiel 37

wurde wie Beispiel 36 unter Verwendung der gleichen Ausgangsprodukte und -mengen und unter Verwen-
dung derselben, in Beispiel 36 eingesetzten Lipase nach Splilen der enzymenthaltenden Sdule mit
Diisopropylether wiederholt. Nach 48 Stunden war ein Umsetzungsgrad von 64,8 % erreicht und die
Reaktion wurde abgebrochen. Dabei wurde ein Enantiomerengemisch von R- und S-2-Chlorpropionsdure
mit einem optischen Drehwert (alpha)p?®® von +4,7°, das entspricht einem Enantiomereniiberschufl des R-
Enantiomeren von 28,7 %, erhalten. Die spezifische Aktivitdt der Lipase betrug 0,56 mMol pro Stunde pro
Gramm Lipase.

Beispiel 38

Unter Verwendung der organischen Phase aus Beispiel 37, die 19,4 g 2-Chlorpropionsédure-2-ethyl-
hexylester enthielt, und einer Pseudomonas fluorescens Lipase, die mit 12,5 g Celite vermischt war, wurde
auf die im Beispiel 36 beschriebene Art und Weise nach 8,6 Stunden ein Umsatz von 35,8 % erreicht.
Dabei wurde ein Enantiomerengemisch von R- und S-2-Chlorpropionséure mit einem Drehwert (alpha)p®
von -12,6°, das entspricht einem EnantiomereniiberschuB des S-Enantiomeren von 76,8 %, erhalten. Die
Aktivitdt der Lipase betrug 1,48 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiel 39

Unter Verwendung von 102,5 g eines Enantiomerengemisches von R- und S-2-Chiorpropionsdure-2-
ethyl-hexylester, mit einem EnantiomereniiberschuB des S-Enantiomeren von 58,5 %, hergestellt durch
Veresterung der entsprechenden 2-Chlorpropionsiureenantiomeren mit 2-Ethyl-hexanol, und 4.8 mg einer
Chromabakterium viscosum Lipase, vermischt mit 10 g Celite, wurde auf die im Beispiel 36 beschriebene
Art und Weise ein Umsetzungsgrad von 22,5 % erreicht. Dabei wurden 4,7 g eines Enantiomerengemisches
von R- und S-2-Chlorpropionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)s® von -12,9°, das entspricht
einem EnantiomereniiberschuB des S-Enantiomeren von 78,7 %, erhalten. Die spezifische Aktivitdt der
Lipase betrug 1,04 Mol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiel 40

57,6 g eines in Beispiel 27 beschriebenen racemischen Enantiomerengemisches wurde auf die im
Beispiel 27 beschriebene Art und Weise aber bei 0 1,5 °C mit 6 g einer Candida cylindracea Lipase, die
mit 24 g Celite vermischt war, in 5 Stunden mit einem Umsetzungsgrad von 70 % zu einem Enantiomeren-
gemisch aus R- und S-2-Chlorpropionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)p®® von +4,3°, das
entspricht einem EnantiomereniiberschuB von 26 %, umgesetzt. Die spezifische Aktivitit der Lipase betrug
5,83 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Beispiel 41

Auf die im Beispiel 40 beschriebene Art und Weise, aber bei einer Temperatur von 10 *C wurde in 2,8
Stunden ein Umsetzungsgrad von 70 % erreicht. Die spezifische Aktivitdt der Lipase betrug 10,3 mMol pro
Stunde pro Gramm Lipase. Der optische Drehwert (alpha)y®™ des entstandenen Enantiomerengemisches
betrug 4,4°.
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Beispiel 42

56,6 g eines racemischen Enantiomerengemisches von 2-Chlorpropionsdure-2-ethyl-hexylester wurden
in 400 ml wassergesattigtern Diisopropylether geldst und in einem Behilter vorgelegt. Die L&sung wurde
{iber 3 g einer Candida cylindracea Lipase, die mit 15 g Celite vermischt war, gepumpt. Die dabei gebildete
Reaktionsldsung wurde anschlieBend Uber eine Sdule gepumpt, die 10 g Kalciumhydroxid, vermischt mit 20
g Celite, enthielt. Dabei verblieb die bei der Reaktion gebildete 2-Chlorpropionséure infolge von Salzbildung
in der S#ule, wihrend das bei der Hydrolyse verbrauchte Wasser in der organischen L8sung wieder ersetzt
wurde. Die weitere Reaktionsfiihrung erfolgte kontinuierlich auf die oben beschriebene Art und Weise, bis
nach 4 Stunden ein Umsetzungsgrad von 34,3 % erreicht war. Dabei wurde ein Enantiomerengemisch der
R- und S-2-Chlorpropionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)p®® von +7,0°, das entspricht einem
EnantiomerentiberschuB des R-Enantiomeren von 43 %, erhalten.

Beispiel 43

6,59 g eines racemischen Enantiomerengemisches von 2-Chlorpropionsdurebutylester wurden in 75 ml
Diisopropylether geldst und mit 1,6 mi eines Natriumphosphatpuffers (pH = 7), 0,1 g eines mit Epichlorh-
ydrin quervernetzten Dextrangels (Sephadex G 50 der Fa. Pharmacia), vorgequollen in Wasser, 6 g Celite
und 6 g einer Geotrichum candidum Lipase versetzt und bei Raumtemperatur gertihrt. Nach 168,8 Stunden
war ein Umsetzungsgrad von 37,4 % erreicht und die Reaktion wurde abgebrochen. Dabei wurde ein
Enantiomerengemisch von R- und S-2-Chlorpropionsdure mit einem optischen Drehwert von (alpha)p® von
-8,8°, das entspricht einem EnantiomereniberschuB des S-Enantiomeren von 53,7 %, erhalten.

Beispiel 44

Wie im Beispiel 43 beschrieben, aber unter Verwendung von 15 g eines racemischen Enantiomerenge-
misches von 2-Chlorpropionsdurepropylester, 5 g einer Geotrichum candidum Lipase, 5 g Celite, 2,5 ml
eines 10 mM Natriumphosphatpuffers (pH = 7), 340 mg eines mit Methylenbisacrylamid quervernetzten
Polyacrylamids, das Acrylamidomethylpropansulfonsdure enthielt (Hydrogel Evergreen 500, Chemie Linz
AG), vorgequollen in Wasser, wurde nach 118,5 Stunden ein Umsatz von 24,5 % erreicht. Dabei wurde ein
Enantiomerengemisch der R- und S-2-Chlorpropionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)p®® von
+3,0°, das entspricht einem Enantiomerentberschu8 des R-Enantiomeren von 18,3 %, erhalten.

Beispiel 45

Auf die im Beispiel 43 beschriebene Art und Weise aber unter Verwendung von 0.1 g eines mit
Methylenbisacrylamid quervernetzten Polyacrylamids, das Acrylamidomethylpropansulfonsdure enthieft (Hy-
droge! Evegreen 500, Chemie Linz AG), vorgequollen in Wasser, anstatt Sephadex G 50, wurde nach 46.8
Stunden ein Umsetzungsgrad von 24 % erreicht. Dabei wurde ein Enantiomerengemisch von R- und S$-2-
Chlorpropionsdure mit einem optischen Drehwert (alpha)p®® von -11,7°, das entspricht einem Enantiome-
reniiberschuB des S-Enantiomeren von 71,3 %, erhalten.

Beispiel 46

6,58 g eines racemischen Enantiomerengemisches von 2-Chlorpropionsdurebutylester wurden in 50 ml
Diisopropylether geldst und mit 1 g Celite, 0,1 g eines mit Epichlorhydrin quervernetzten Dextrangels
(Sephadex G 50 der Firma Pharmacia), vorgequollen in Wasser, 0,8 g 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH =
7) und 0.8 g einer Candida cylindracea Lipase versetzt und bei Raumtemperatur gerlihrt. Nach 1,75
Stunden betrug der Umsetzungsgrad 34,5 %. Die Reaktion wurde abgebrochen und das Hydrogel und die
Lipase abfiltriert. Die Reaktionsldsung enthielt ein Enantiomerengemisch von R- und $-2-Chlorpropionsdure
mit einem Drehwert (alpha)p® von +4.,3°, das entspricht einem Enantiomereniliberschu des R-Enantiome-
ren von 26,2 %. Die spezifische Aktivitdt der Lipase betrug 9,86 mMol pro Stunde pro Gramm Lipase.

Der in den Beispielen angegebene spezifische, optische Drehwert der erhalienen Produkie (alpha)p?°
wurde in allen Beispielen bei einer Wellenldnge von 589 nm (Natrium D-Linie), 20 *C, c¢=1 in Chloroform
gemessen.

Ais Celite wurde in den Beispielen "Celite Hyflo Super-Cel" der Fa. Fluka, PartikelgréBe 2 bis 25 u
eingesetzt.
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Verfahren zur enzymatischen Hydrolyse eines Carbonsdurederivates in einem fllissigen, organischen
Einphasensystem, dadurch gekennzeichnet, daB das Carbonsdurederivat in einem organischen
L&sungsmittel, das mit Wasser nur in einem geringen AusmaB mischbar ist, gelst wird, worauf die
L&sung mit Wasser gesattigt und mit einer Hydrolase in Kontakt gebracht wird, wobei eine Hydrolyse
unter Wasserverbrauch stattfindet, worauf die organische Reakiionsidsung solange erneut mit Wasser
gesittigt und mit der Hydrolase in Kontakt gebracht wird, bis der gewlinschte Umsetzungsgrad erreicht
ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Wasserséttigung der organischen
Phase mit Hilfe eines wasserenthaltenden Hydrogels erfoigt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Wasserséttigung nach der Hydrolyse
durch {iberleiten der organischen Reaktionsldsung Uber Hydroxidionen enthaltende Agentien erfoigt,
wobei die gebildete Carbonsdure dem Reaktionsgleichgewicht entzogen und das bei der Hydrolyse
verbrauchte Wasser ersetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Carbonsdurederivat im organischen
Lésungsmittel geldst und die gebildete organische L&sung in eine wéBrige Phase eines Vorratsbehal-
ters eingebracht wird, wobei sich die organische Ldsung mit Wasser sittigt und sich von der wéBrigen
Phase trennt, worauf diese wassergesittigte organische L8sung durch ein Reaktionsgefé8, das die
Hydrolase enthilt, gepumpt und die gebildete organische Reaktionsidsung in die wéBrige Phase des
Vorratsbehdlters, dessen pH-Wert durch Zugabe einer Base konstant gehalten wird, zurlickgepumpt
wird, wobei die gebildete Carbons#ure als Salz der zugegebenen Base in der wéBrigen Phase verbieibt
und dem Hydrolysegleichgewicht entzogen wird, wihrend sich die organische Phase wieder mit
Wasser sittigt, sich vom Wasser trennt und daraufhin solange {iber die Hydrolase und anschlieBend in
die wéBrige Phase gepumpt wird, bis der gewlinschte Umsetzungsgrad erreicht ist.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydrolase nach Beendigung eines
Reaktionszykius mit Chloroform gespiilt wird, bevor sie in einem neuen Reaktionszyklus eingesetzt

wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB ein chirales oder
prochirales Carbons&urederivat eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB ein Enantiomerenge-
misch eines Halogenpropionsdureesters eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB als organisches
L&sungsmittel ein Ether eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da8 als Hydrolase eine
Lipase eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da8 die Hydrolase an einem
Tréger adsorbiert eingesetzt wird.
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